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RESUMO

A engenharia de tecidos € uma ciéncia que busca substitutos biol6gicos que permitam a
restauracdo e a melhoria do funcionamento dos tecidos afetados por injurias ou doencas.
Dentre essas, as lesdes cutédneas apresentam grande importancia tendo em vista as varias
fungbes da pele. Sob circunstancias normais, a cura da leséo progride de forma ordenada,
no entanto, podem ocorrer alteracbes chamadas desordens dermatoproliferativas. Fatores
como esses apontam para a necessidade do desenvolvimento de cobertura tépica capaz de
permitir a reepitelizacdo do local lesado de forma ordenada. Uma alternativa € a producéo
de matrizes compésitas 3D flexiveis produzidas por formacgéo de espuma, que déo suporte a
cultura celular. Estes materiais devem ter porosidade adequada, tamanho de poro
apropriado, interconectividade e comportamento mecanico compativel com as
caracteristicas do tecido nativo. No presente trabalho, relatamos o desenvolvimento e a
caracterizacdo de novas espumas compdsitas 3D flexiveis de quitosana (QUI) combinadas
com vidro bioativo (VB) (SiO,-Ca0O-P,0s), produzido através da rota sol-gel. As espumas
foram obtidas por agitacdo vigorosa e em proporcées de QUI/VB de 1:0, 3:1 e 1:1. Além dos
efeitos de reticulacdo fisica esperados pela incorporacdo do vidro bioativo, 0 mesmo tras
consigo o carater antimicobiano aprimorado, desejado aos biomateriais destinados
aplicacao tépica. A caracterizacdo foi realizada por FTIR, DRX, Raman, MEV e micro-CT
para avaliar as caracteristicas estruturais e a porosidade das amostras. Foram realizados
ensaios mecanicos de compressdo estatica e um teste de compressdo de deflexdo
constante. Os testes de citotoxicidade foram realizados através de MTT, eluicao,
LIVE/DEAD® e testes de atividade de fosfatase alcalina também foram conduzidos. Foram
realizados ensaios de degradacdo em ambiente aquoso e andlise da perda de massa e
mudancas estruturas por 84 dias. Ambas as espumas obtidas apresentaram uma estrutura
altamente porosa com interconectividade. As espumas com VB demonstraram um aumento
da resisténcia a compressao e aumento do modulo de elasticidade, diminuicdo da perda de
massa por degradagdo e um tamanho de poro mais homogéneo em comparacdo a espuma
de quitosana pura. A presenca do VB foi capaz de modular a capacidade de permeacgéo e
absorcéo de agua nos scaffolds. Os resultados dos testes de citotoxicidade demonstraram
gue os compositos ndo produziram efeitos toxicos. Por conseguinte, a introdugcédo da fase
inorganica na matriz de quitosana teve um efeito importante na resposta morfolégica e
mecénica das espumas compositas flexiveis. Estes materiais produzidos podem ser
considerados como potenciais para uso como curativos e scaffolds destinados a

regeneracgao de tecidos cutaneos.
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ABSTRACT

Tissue engineering is a field of science that researches biological substitutes to support the
restoration and improvement of the functions of tissues affected by injury or diseases. The
skin lesions have great importance due the several functions of this tissue. Under normal
circumstances, the wound healing progresses in an orderly manner. However, alterations
called dermato proliferative disorders can occur. Due to these factors, there is a necessity for
the development of topical coverage capable of allowing reepithelialization of the injured site
in an orderly manner, aiding the healing process. An alternative is the production of flexible
3D composite matrices produced by foaming method, which support cell culture. These
materials should have adequate porosity, appropriate pore size, interconnectivity, and
mechanical behavior compatible with the features of native tissue. In this work, novel flexible
3D composite foams of chitosan (CH) combined with bioactive glass (BG) (SiO,-CaO-P,0s),
in 1:0, 3:1 and 1:1 ratios, were developed using the sol-gel route and a foaming step, and
characterized by several techniques. In addition to the effects of physical crosslinking
expected by the incorporation of bioactive glass, it brings with it the improved antimicrobial
character desired for the biomaterials intended for topical application. Physical
characterization was performed by FTIR, XRD, Raman, SEM and micro-CT to evaluate the
structural features, and also the porous structure of the samples. The mechanical features
were evaluated by static compression and constant deflection compression tests. MTT,
elution and LIVE/DEAD® assay was used to assess the cytotoxicity. Alkaline phosphatase
activity was also measured. In vitro hydrolytic degradation of foams was evaluated by
immersions in SBF for up to 84 days. Both scaffolds obtained presented a highly porous
structure with interconnectivity. Our results revealed that CH/BG foams presented increased
mechanical properties, increase of mass loss by degradation process, and a more
homogeneous pore size and distribution, compared with the pure chitosan scaffold. The
addition of the BG was able to modulate the permeation and water absorption capacity in the
foams. The composites did not produce toxic effects. Therefore, the introduction of the
inorganic phase into the chitosan matrix had a crucial effect on the morphologic and
mechanical response of the flexible composite foams. These materials may be potential
alternative scaffolds for use as wound dressings and scaffolds for tissue regeneration and

healing stimulation.



1. INTRODUCAO

No passado as pesquisas ligadas ao desenvolvimento de biomateriais eram
direcionadas a obtencdo de materiais que fossem inertes e que evitassem quaisquer
reacGes do organismo a presenca dos mesmos. Esse conceito foi reformulado com o
advento dos materiais bioativos, que ndo somente sao biocompativeis, mas também
aumentam a atividade celular, aumentando a velocidade de cura ou regeneracdo de
tecidos lesionados (BAINO et al., 2016).

As lesdes caracterizam-se por anormalidades do tecido provocadas por doenca ou
injuria, que podem acarretar na perda de sua integridade e/ou funcionalidade. Quando
essas anormalidades ocorrem na pele, sdo chamadas de lesfes cutaneas. Essas
podem ocorrer em varios niveis de gravidade e sob varias formas. Em circunstancias
normais, a cura dessas lesdes se faz de forma ordenada sendo as etapas do processo
de cicatrizacdo divididas em hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e maturacdo
(Contracdo) (GABRIEL, 2011). No entanto os processos de cicatrizacdo que nhao
ocorrem de forma normal, geram as chamadas anomalias, como as feridas crbnicas e
ainda cicatrizes elevadas ou proeminentes conhecidas como cicatrizes hipertréficas e
as queldides (BOMBARO et al., 2003; GABRIEL, 2011).

Além dos fatores estéticos envolvidos nos processos anormais de cicatrizacdo, a
probabilidade do aparecimento de infeccdes secundarias pods surgimento da ferida é
preocupante. Esses fatores indicam a necessidade do desenvolvimento de coberturas
tépicas capazes de permitir a reepitelizacdo do local lesado de forma ordenada,
auxiliando no processo de cura, ndo permitindo o desenvolvimento de desordens
dermatoproliferativas. O curativo topico ideal seria aquele de facil aplicacdo e
adaptavel as varias partes do corpo do paciente, facil remogéo, que proporcione
conforto, ndo exija trocas frequentes, mantenha o leito da ferida com umidade
adequada permitindo que as areas periféricas figuem secas e protegidas, que controle
0 crescimento microbiano, estimule o crescimento celular e a regeneragéo do tecido e
gue apresente boa relagdo custo/beneficio (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015;
MAYHALL, 2003; SERRA, 2010). Esse agente topico ideal ndo existe, pois ainda néo
€ possivel encontrar todas essas caracteristicas num Gnico material, além disso a
escolha da melhor cobertura topica deve ser realizada com base no tipo de ferida.
Devido a isso, cada vez mais pesquisas tem sido realizadas nos campos de

biomateriais e engenharia de tecidos afim de desenvolver novas tecnologias que



permitam que 0s curativos topicos e 0s substitutos dérmicos possam chegar o mais
préximo possivel da condi¢céo ideal a cada tipo de ferida (SERRA, 2010; SILVA, 2011).

Os curativos e coberturas topicas sdo normalmente divididos em grandes grupos,
cujos principais sdo os filmes semi-permeaveis, os hidrogéis, os hidrocol6ides,
curativos de alginato, as espumas e 0s mais recentes curativos bioativos (DHIVYA,
PADMA; SANTHINI, 2015). Dentro desse novo contexto de bioatividade, a engenharia
de tecidos se volta para o estudo de biomateriais de suporte para o crescimento
celular, principalmente os que tratam de suportes porosos chamados de scaffolds, que
permitem a fixacdo bioldgica (APARECIDA; GUASTALDI; FOOK, 2008). Dentre os
materiais que possuem maior potencial para formacdo desses scaffolds, os
compdésitos de matriz polimérica representam um dos mais estudados na atualidade,
devido a trabalhabilidade dos polimeros sob diferentes técnicas, além de possuirem
caracteristicas mecanicas semelhantes as dos tecidos biol6gicos, particularmente dos
tecidos moles (HOLLISTER, 2005).

Os polimeros mais comumente utilizados na engenharia de tecidos cutaneos e com
relativo sucesso sdo o acido polilactico (PLA), acido poliglicélico (PGA), copolimeros
de PLA e PGA (PLGA), poli-anidridos, poliortoésteres, policaprolactonas,
policarbonatos, e polifumaratos. Porém, as pesquisas e 0s avancos tecnolégicos na
area ainda serdo necessarios, tendo em vista que nenhum dos materiais produzidos
tera todos os requisitos para todas as aplica¢Bes dos curativos em todos os tipos de
lesdes cutaneas, e ainda devem-se superar limitagdes principalmente relativas ao
processo de fabricacdo (AGRAWAL; AWADHIA, 2004; DHANDAYUTHAPANI et al.,
2011; DUTTA; JOYDEEP; TRIPATHI, 2004).

Um dos polimeros que melhor atende os requisitos de um biomaterial para fins
cuténeos € a quitosana (QUI). A quitosana é derivada da N-desacetilagdo da quitina,
gque é um polissacarideo que exibe propriedades tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e alta aderéncia. No entanto, uma das
caracteristicas dos scaffolds puros de quitosana é geralmente a baixa resisténcia
mecéanica e alta taxa de degradagdo, o que acaba limitando de suas aplicacdes
(COSTA-JUNIOR et al., 2009; KURITA, 2006; MANSUR; COSTA, 2008). Uma das
estratégias comumente usadas € a reticulagéo fisica, ou quimica da quitosana. As

reticulagbes diminuem a mobilidade das cadeias poliméricas gerando uma rede



tridimensional. Devido a isso, o tipo e a proporcdo das reticulacdes formadas podem
modular as propriedades mecéanicas do material e também controlar as suas taxas de
degradacdo, auxiliando na sua estabilizacdo em meio fisiol6gico. Porém a maior
parcela dos agentes de reticulagdo quimica existentes sdo toxicos, ou potencialmente
toxicos e os seus residuos tém que ser removidos ou extraidos apds a preparacao.
Nesse aspecto, agentes reticulantes fisicos constituem uma importante alternativa,
pois ndo produzem subprodutos, podem ser varios, e sao de facil incorporacédo, uma
vez que o mesmo deve ser apenas misturado a solugcdo de quitosana e ionizar-se no
pH ao qual sera submetido (HENNINK; NOSTRUM, 2002; GONSALVES et al., 2011).

Uma das alternativas ndo reacionais para modulacdo da resisténcia mecénica da
guitosana é a adicdo de uma fase ceramica, com a formacéo final de um material
composito. Uma das ceramicas que mais se adequaria a essa aplicacao é o vidro
bioativo (VB), em especial aqueles produzidos pela rota sol-gel, que devido a sua
estrutura quimica polifuncionalizada, com varios grupos silanol (Si-OH), agiria néo
somente como agente de reforco na matriz polimérica, mas também como um
potencial agente reticulante fisico. Além disso, os vidros bioativos apresentam um
comportamento antimicrobiano que aprimoraria ainda mais os efeitos de um material
destinado ao tratamento de lesbes da pele, impedindo as infeccbes secundarias
geradas pela exposicdo ao ambiente. Essa acdo antibacteriana esta ligada,
provavelmente ao ambiente alcalino criado pela libertacdo inicial de ions a partir da
superficie de vidro (TILOCCA, 2010). Essa ceramica especial é também capaz de
reagir com fluidos fisiol6gicos, promovendo a estimulac¢do da cicatrizacdo nos tecidos
moles lesados e a angiogénese local (GORUSTOVICH; ROETHER; BOCCACCINI,
2010; TILOCCA, 2010).

Estudos anteriores j& utilizaram essa associagdo, porém Maji et al. (2016)
investigaram o efeito de nanoparticulas de VB incorporadas em gelatina/quitosana
como compositos para engenharia de tecido 6sseo usando um processo de liofilizacéo
para fabricar as espumas. Além disso, Mansur e Costa (2008) estudaram a
incorporacdo de vidro bioativo em PVA e scaffolds de quitosana, e estes sistemas
hibridos mostraram melhorias fisicas, mecanicas e biolégicas. No entanto, em ambos
os sistemas, o glutaraldeido foi utilizado como um agente de reticulagdo, e este
componente foi capaz de aumentar a rigidez e diminuir a flexibilidade das matrizes,

limitando o tipo de tecido para o qual o material poderia ser usado. Além disso, a



possibilidade de efeitos do glutaraldeido e de seus residuos em matrizes de

biomateriais é freqlientemente um tema de debate.

No intuito de produzir suportes porosos com a combinagdo de quitosana e vidro
bioativo e dentre as varias técnicas para obtencao de scaffolds adequados para uso
cutaneo e como suportes de células, inclui-se a técnica de formacao de espumas por
agitacdo vigorosa. Devido a sua simplicidade de execugao, essa técnica pode ser feita
a partir de uma grande variedade de materiais, tendo uma vasta aplicabilidade na
engenharia de tecidos produzindo scaffolds com alta porosidade e baixa densidade
relativa e, especialmente relacionado as espumas poliméricas, alta flexibilidade
(ZHANG; MA, 1999).

O presente trabalho enfoca no desenvolvimento de um biomaterial capaz de ser usado
como um curativo cutdneo com acao antimicrobiana e capaz de auxiliar o processo de
cicatrizacao do tecido. Destaca-se como carater inovador o desenvolvimento de uma
nova espuma composita de quitosana com incorporacdo de alto teor de
microparticulas de vidro bioativo (50% m/m) por uma abordagem acessivel e rapida. A
fase vidro bioativo atua como um reforco mecanico e também como um agente
reticulante fisico, sendo uma alternativa ao uso de reticulantes toxicos como o
glutaraldeido, buscando assim produzir scaffolds porosos com as caracteristicas

adequadas a adesao e proliferacdo celular.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo proposto para este trabalho € estudar a produgéo de espumas compdésitas
com matriz do polimero quitosana reforcada e reticulada fisicamente com
microparticulas de vidro bioativo e avaliar o impacto dessa reticulacdo nas
caracteristicas estruturais, fisico quimicas, mecanicas e biologicas dos scaffolds

produzidos.

2.2 Objetivos especificos

Com o intuito de atingir o objetivo geral, € proposto o seguinte plano de trabalho:

e Caracterizar as matérias primas por meio de técnicas de espectroscopia na
regiado do infravermelho com transformada de Fourier, comportamento
térmico, espectroscopia Raman e difracdo de raios X visando identificar as

propriedades e caracteristicas fisicas e quimicas dos mesmos.

e Obter matrizes 3D por meio da agitacdo vigorosa e formacdo de espumas
compositas flexiveis do polimero QUI associado a microparticulas de vidro

bioativo previamente disperso em glicerina.

e Caracterizar as matrizes 3D obtidas por meio das técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura, espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier, espectroscopia Raman, difracdo de raios-X, avaliar as
propriedades mecéanica dos scaffolds através de ensaio de compressao,
analisar seu comportamento térmico, porosidade, grau de absorcao de fluidos,

capacidade de movimentacéo de fluidos e a transmisséo do vapor d'agua.

e Verificar por meio de ensaio in vitro os padrées de degradacdo que as matrizes

sofrem em meio a solugéo fisioldgica simulada.

e Avaliar a citotoxidade dos scaffolds obtidos in vitro utilizando os ensaios de
MTT, Teste de eluicdo, LIVE/DEAD® e avaliar diferenciagé@o celular através da

atividade da Fosfatase Alcalina.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.3 Apele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e funciona como uma barreira imunoldgica.
Suas funcgbes incluem a regulagédo da temperatura, pigmentacéo, deteccao tactil e a
prevencdo da perda de agua em associacdo com a sua rede vascular, tendo
relevancia inclusive com a capacidade de socializacdo do individuo (MORI,
MORIMOTO; TAKEUCHI, 2017). Derivada da Ectoderme e Mesoderme ¢é
anatomicamente constituida por trés camadas (Figura 1):
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Figura 1: Histologia da pele normal.
Fonte: Adaptado de BEAR, CONNORS e PARADISO, 2002.

Epiderme: Originada na ectoderme é a porgdo constantemente renovada da pele, ndo
possui vasos sanguineos e é de espessura variavel. E constituida por queratinécitos,

melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (SOUZA, 2003).

Derme: Camada formada por mucossacarideos &cidos, que sdo 0s grandes
responséveis pela fixacdo da epiderme e da prépria derme, por polissacarideos

glicoprotéicos, eletrolitos e diversas células conjuntivas, fibras colagenas, elasticas e



reticulares, fibroblastos, linfocitos, mastécitos, além das glandulas sudoriparas,
glandulas sebaceas, foliculos pilosos e varias terminacdes nervosas (SOUZA, 2003)

Hipoderme: Com propriedades protetoras e de variagcdo térmica possui vascularizacao
profunda. A hipoderme é a camada basicamente formada por células do tecido
adiposo (SOUZA, 2003).

Sem a cobertura da pele o organismo se desarmoniza de tal forma que pode ser
incompativel com a vida, como ocorre com algumas doencgas congénitas e em casos
de queimaduras, por exemplo. Sendo considerada por muitos como o reflexo da saude
e das emocdes da pessoa (SERNA; VITALES, 2013).

Quando a pele é lesionada, ou seja, passa por trauma oriundo de acidente ou
enfermidade, isso pode vir a acarretar na perda de sua integridade e/ou
funcionalidade. Justamente por isso, 0 organismo inicia o processo de cicatrizacao,
logo apds a ocorréncia do trauma. Esse processo de reparagdo do local afetado € o
mecanismo de sobrevivéncia que ocorre por meio da regeneracéo do tecido dérmico,
ou pela reparacdo do tecido conjuntivo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006;
SOUZA, 2003).

Além dessas camadas, a pele € constituida pelas glandulas sudoriparas e
pilossebaceas responsaveis pela liberacdo de secrecdes que sao constituidas
guimicamente por agua, sodio, potassio, magnésio e cloro, bem como por
carboidratos, lipideos, especialmente o colesterol e proteinas como colageno e a
elastina (SERNA; VITALES, 2013; SOUZA, 2003).

Quando se trata de lesdes leves, ou seja, de menor profundidade a regeneracdo da
epiderme é realizada por processo rapido acarretando na cura aparentemente total e
normal do tecido. No entanto quando se trata de uma leséo de grande profundidade a
regeneracdo do tecido, tal como era, ndo ocorre, levando a formagdo de um tecido
conjuntivo no local para que ocorra o fechamento da lesdo (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; MUTSAERS et al., 1997).



3.4 As lesBes cutaneas e seu processo cicatricial

Da-se o nome de lesdo, ferida ou injuria a anormalidade promovida pela
descontinuidade da integridade do tecido epitelial, incluindo pele e mucosas. Quando

essas anormalidades ocorrem na pele, sdo chamadas de lesGes cutaneas.

Apbs a lesédo, inicia-se a cascata de ocorréncias bioquimicas que se mantém
ininterripitas até que ocorra o reparo do tecido, e a esse tipo de lesédo é dado o nome

de lesdo aguda.

O reparo tecidual ocorre com as seguintes etapas: Hemostasia, Inflamacéo,
Proliferacdo e Maturacdo (Contracdo). A lesdo profunda causa o sangramento local,
assim inicia-se o processo de cicatrizacdo com a contracdo dos vasos sanguineos e a
coagulacdo, ou seja, o inicio da resposta inflamatéria, essa fase € chamada de
hemostasia (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). A resposta inflamatéria é baseada
na liberacdo de mediadores inflamatorios como histaminas e citocinas que levam a
vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade dos capilares, permitindo a migracéo
de leucocitos pertencentes a corrente sanguinea para a area lesada, bem como a
passagem de fluido para o interior da ferida acarretando na formacédo do edema. Os
neutrdfilos liberados no leito da lesao fagocitardo as bactérias presentes “limpando o
ferimento”. Esses neutréfilos por sua vez, desaparecerdo devido ao processo de
apoptose. A célula responsavel por dar continuidade na limpeza da lesdo e sua
cicatrizacdo sdo os macréfagos, consideradas as células mais importantes envolvidas
no processo de reparo, por atrair células responsaveis pela angiogenese
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; HUNT; HOPF; HUSSAIN, 1988)

A fase de proliferacdo é marcada pela presenca do tecido de granulagéo responsavel
pela degradacgéo do coagulo formado durante a hemostasia (Figura 2). Esse tecido de
granulacdo possui em sua constituicdo importantes células de reparo chamadas
fibroblastos, esses fibrobalstos secretam coladgeno na area lesionada. O colageno
liberado trata-se principalmente do de tipo 3 que sera convertido em colageno do tipo
1, comum em tecidos epiteliais. Na ocorréncia da maturacdo desse colageno ocorrera
a contracdo do mesmo, a fim de aproximar as bordas da lesdo. No entanto existem
ainda duas teorias para a contracdo que ocorre na borda da ferida, uma delas sugere

gue miofibroblastos geram forcas contrateis que seriam responsaveis pela



aproximacao das bordas da leséo, e a outra teoria sugere que os proéprios fibroblastos,
agindo coletivamente, seriam responsaveis por contrair a matriz de tecido conjuntivo
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GABRIEL, 2011; HUNT; HOPF; HUSSAIN,
1988).

Porém, existem lesBes cujo processo ordenado de reparo €, por algum motivo,
interrompido e a essas é dado o nome de lesbes, ou feridas crénicas, como por
exemplos as Ulceras de pressao e diabéticas que representam um problema de saude
publica, fortemente associada a custos significativos e risco aumentado de morte dos
pacientes (CHOW; LEMOS; EINARSON, 2008; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).
As queimaduras sao outro exemplo de lesdes cujo processo de reparo € alterado de
forma a criar anomalias locais e cujo o nimero de casos gira em torno de 265.000
mortes por ano em todo mundo. No Brasil cerca de 1 milhdo de acidentes com
gueimaduras ocorrem todos os anos sendo desses casos aproximadamente 100.000
0s que buscam o servico de salde e em torno de 2.500 vao a 6bito em decorréncia
das lesdes (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; FUJISAWA, 2016; GABRIEL,
2011).

Sob circunstancias normais, a cura da lesdo progride de forma ordenada com a
substituicdo do coagulo formado incialmente, por tecido que se aproxime ao maximo
das propriedades mecéanicas e funcionais do tecido original. No entanto, podem
ocorrer alteracbes chamadas desordens dermatoproliferativas. Dentre essas
desordens destacam-se as queloides e as cicatrizes hipertréficas, essas diferenciam-
se clinicamente das queloides por se desenvolverem dentro do limite das bordas da
ferida, enquanto que as quelbides ultrapassam os limites de borda da leséo, criando
“cicatriz alta” (GABRIEL, 2011).
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Figura 2: Grafico de dias e eventos de cicatrizacdo de uma lesdo cutanea desde a
inflamacao até o reparo.

Fonte: (KUMAR V, ABBAS AK, 2008).

As cicatrizes hipertréficas sdo muito comuns em casos de queimaduras,
principalmente as de média e grande profundidade, ou seja, que acometem a
epiderme e a derme de forma parcial ou completa. S&o cicatrizes comumente
dolorosas, pruriginosas e contrateis. Nao apresentam mais a funcionalidade do tecido
dérmico normal, ndo possuem glandulas sudoriparas, queratinécitos ou melandcitos, e
apresentam por tal motivo coloracgéo, textura e termoregulacéo diferenciadas do tecido
circundante. Além disso, a formacao das cicatrizes hipertréficas pode levar o paciente
a traumas emocionais, prejudicando sua socializagdo (BOMBARO et al.,, 2003;
GABRIEL, 2011).

Apesar de ndo haver forma confidvel de predizer se a lesdo apresentara ou néo
cicatriz hipertréfica, o que ha de evidente € que lesGes com processos de inflamagéo
prolongado, ou seja, que ap6s 3 semanas o tecido ainda ndo se apresenta epitelizado
e continua liberando exsudato, possuindo maior tendéncia a essa desordem
(GABRIEL, 2011; MATSUMURA et al., 2011).
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Além do fator tempo de cicatrizagcdo, os estudos demonstram que a formacgdo de
miofibroblastos a partir dos fibroblastos presentes na lesdo cutanea € mediada pelo
Fator transformador de crescimento (TGF-B1), além disso citosinas pro-inflamatérias
como o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estdo diretamente ligados aos
processos de patogénese da fibrose, bem como o tempo necessario para que 0s
gueratindcitos proliferativos da camada basal possam chegar e proliferar-se no leito da
ferida (NAKAZATO et al., 2002; SCHOUTEN; NIEUWENHUIS; VAN ZUIJLEN, 2012).

Além dos fatores relativos a formacéo da fibrose, a perda da protecéo da pele devido a
lesédo por queimadura e as Ulceras interfere no equilibrio da sua microbiota natural,
promove abertura para entrada de microrganismos patogénicos que podem formar
foco de crescimento ao encontrarem proteinas degradadas e tecido desvitalizado, ,
acarretando desde infeccdes locais até processos de sepse. O paciente queimado
possui outros fatores que favorecem as situacdes infecciosas de maior gravidade,
como a hipovolemia, a imunossupresséo, a possibilidade de translocacdo bacteriana
gastrointestinal, bem como ao processo de internacdo que o expde a vasta gama de
micro-organismo presentes no ambiente hospitalar além do uso inadequado de
antimicrobianos que levam ao aparecimento de cepas multirresistentes (REMPEL;
TIZZOT; VASCO, 2011).

3.5 A Engenharia de tecidos no processo de cicatriza¢do cutanea

Durante varios séculos as feridas eram tratadas através de debridamentos que
posteriormente foram dando lugar aos primeiros curativos, que baseavam-se no uso
de tecidos, fluidos, argilas e resinas de origem natural, como tiras de linho embebidas
em Oleo ou graxa, agua, leite, vinagre e mel. A assepsia local comegou a ser praticada
em meados do século 19 com o advento dos antibioticos. No entanto somente no
século 20 foram desenvolvidos os primeiros curativos oclusivos que passaram a
proteger e proporcionar ambiente Umido no leito da ferida (SHAH, 2011). Em meados
da década de 80 surgiram os curativos modernos feitos a partir de espumas de
poliuretano, hidrocoléides e géis contendo iodo, até que na década seguinte se
expandisse ao uso de materiais de origem sintética ampliando os tipos de coberturas
tépicas que agora incluiam hidrogéis, adesivos, hidrocoldides, alginatos, curativos de
espuma sintética, malhas de silicone, filmes adesivos permeaveis ao vapor e curativos
associando prata e coladgeno (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; SHAH, 2011).
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Porém, fatores como os citados anteriormente indicam a necessidade do
desenvolvimento de coberturas topicas capazes de permitir a reepitelizacdo do local
lesado de forma ordenada, auxiliando no processo de cura, ndo permitindo o
desenvolvimento de desordens dermatoproliferativas. Portanto a escolha da melhor
cobertura topica deve ser realizada com base no tipo de ferida. Além disso, deve-se
basear na sua capacidade de proporcionar ou manter o local da ferida com umidade
ideal permitindo que as areas periféricas fiqguem secas e protegidas, permitir/aumentar
a migracao epidérmica, promover a angiogénese e a sintese do tecido conjuntivo,
permitir a troca de gases entre o tecido ferido e o ambiente, manter a temperatura
apropriada dos tecidos, proporcionar protecdo contra a entrada de microorganismos e
infeccbes secundarias, devem ser biodegradaveis ou quando nao aderentes, serem
faceis de remover apds a cicatrizacdo da ferida, devem ser estéreis, atoxicas e
hipoalergénicas. E ideal também que a cobertura topica seja de facil aplicacdo e
adaptavel as varias partes do corpo do paciente e que apresente boa relacdo
custo/beneficio (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; SERRA, 2010).

A fim de atender a essa necessidade a engenharia de tecidos vem a anos trabalhando
em substitutos biolégicos que ndo somente preencham, mas que permitam a
restauracdo e a melhoria do funcionamento do tecido afetado, ou seja possuam
alguma bioatividade e participem do processo de cura da injdria. Para isso, a utilizacao
dos biomateriais em determinados tecidos exige estudo minucioso que vai desde o
local onde sera implantado, o tipo de material a ser utilizado em sua confecc¢éo, a
tecnologia de fabricacdo do biomaterial, até o processo de confeccdo do produto final.
Os curativos e coberturas tépicas sdo normalmente divididos em grandes grupos,

cujos os principais séo:

Filmes semi-permeaveis: Normalmente compostos de derivados do nylon, ou de
poliuretano ou transparente e aderente, permitem a transmissdo de vapor de agua e
gases (O, e CO,) pela ferida e também fornecem desbridamento autolitico de escara
constituindo uma barreira contra microorganismos. Sao altamente elasticos e flexiveis,
porém nao devem ser utilizados em feridas altamente exsudantes devido a sua
capacidade de absorcdo limitada. Os curativos desse tipo diferem em sua
permeabilidade ao vapor, suas caracteristicas adesivas e extensibilidade de aplicacao
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; SARABAHI, 2012).
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Os hidrogéis: sdo materiais hidrofilicos insollveis feitos a base glicerina, géis aquosos,
polimeros naturais ou sintéticos tais como quitosana, poli (metacrilatos) e ou
polivinilpirrolidona. Quando umidecidos adquirem elevado teor de agua (70-90%) o
gue auxilia os tecidos de granulacdo e o epitélio no processo de cicatrizagcdo, pois
mantém o leito da ferida com umidade. Uma de suas grandes vantagens esta
associada a alta propriedade elastica e maciez o que favorece a aplicacdo e a facil
remocdo do local da ferida assim que a mesma € curada além de promoverem
diminuicdo da temperatura local e por isso sdo comumente utilizados para feridas
cronicas secas, feridas necréticas, Ulceras de pressdo e queimaduras. Suas
desvantagens estdo ligadas a sua baixa capacidade de absorcdo e trasmissédo do
vapor de agua dos exsudatos e a baixa resisténcia mecanica o que dificulta a sua
manipulacdo (SARABAHI, 2012).

Os hidrocoléides: sédo constituidos pela combinacdo de agentes formadores de gel
como carboximetilcelulose, gelatina e pectina com outros materiais, tais como
elastbmeros e adesivos. Sao coberturas impermeaveis a agua, bactérias e outros
contaminantes, mas permeaveis ao vapor de agua. Estdo entre os curativos mais
utilizados e consistem em duas camadas, uma camada coloidal interna e uma camada
impermeavel externa. Possuem propriedades importantes como o debridamento e boa
absorcdo sendo por isso usados em feridas dos tipos leve a moderadamente
exsudativas, tais como ulceras de pressao e queimaduras de segundo grau e baixa
extensdo. S&o capazes de manter o ambiente Umido o que ajuda na prote¢cdo do
tecido de granulacdo. No entanto, ndo sdo indicados para Ulceras neuropéticas ou
feridas altamente exsudantes, além disso, existe uma tendéncia ao uso dos
hidrocoloides ligada a formagdo de exsudatos com fortes odores, o que pode levar a
idéia errébnea de infecgdo local (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; SARABAHI, 2012;
THOMAS; LOVELESS, 1997).

Curativos de Alginato: Sao formados a partir dos sais de sddio e calcio com unidades
de &cido manuronico e acido gulurénico. Os curativos de alginatos quando colocados
sobre a ferida umida promovem reacéo local de troca de ions entre o célcio do alginato
e 0 sodio do exsudato da ferida produzindo massa gelatinosa, o que auxilia na
manutencdo da umidade local facilitando o debridamento autolitico minimizando a
contaminacdo bacteriana. S&o indicados para feridas de drenagem moderadas a

pesadas, porém ndo séo ideais no uso em feridas secas, queimaduras de terceiro grau
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e feridas graves com 0sso exposto. A possibilidade de ressecamento local € sua maior
desvantagem tendo em vista que devem ser utilizados de forma associada a curativos
secundarios para que seja evitada a desidratacdo local e o retardamento da
cicatrizacdo (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; SARABAHI, 2012).

Espumas: S&o normalmente constituidas de poliuretanos altamente absorventes,
disponiveis como almofadas, folhas e curativos para feridas profundas. Sao capazes
de criar ambiente imido e com isolamento térmico no leito da ferida, porém sédo néo
aderentes e por tal motivo sao de facil aplicacao e remocao, destinadas as feridas com
alta exsudacdo, pois permitem a troca gasosa e a eliminacdo do vapor de agua. A sua
capacidade de absorcdo de fluido varia com a espessura da espuma tendo sua
trasmissédo de vapor de Agua variando entre 800-5000g/m?%/24hrs. As espumas tem
efeito de amortecimento, mas ndo sdo um substituto para dispositivos de alivio de
pressao local. Séo indicadas para o tratamento de Ulceras de presséo e para feridas
de moderada a altamente exsudantes, também indicadas para feridas com tecido de
granulacdo. Normalmente ndo exigem a aplicagdo de curativos secundarios. Nao sao
indicadas para tratamento de feridas com baixa producao de exsudato, feridas secas e
cicatrizes secas, uma vez que as mesmas dependem da alta umidade para sua cura.
Sua principal desvantagem estd ligada a possibilidade de causar drenagem
desagradavel e excessiva, necessitando de trocas frequentes (DHIVYA; PADMA,;
SANTHINI, 2015; RUBIN et al., 1990; SARABAHI, 2012).

Curativos bioativos: Considerada a mais nova classe dos curativos da era moderna,
sdo produzidos com base em biomateriais que possuem propriedades que aceleram o
processo cicatricial. Sdo geralmente produzidos a partir de substancias naturais ou
semi-sintéticas como colageno, acido hialurdnico, quitosana, alginato, elastina sendo
combinados também na froma de compdsitos. Suas caracteristicas mais importantes
sdo a biocompatibilidade, biodegradabilidade e natureza atéxica podendo ter os
polimeros destes materiais atuando sozinhos ou em combinagcdo dependendo da
natureza e do tipo de ferida. Os curativos bioativos tem por vezes incorporados a eles
fatores de crescimento e antimicrobianos para melhorar o processo de cicatrizagdo
das feridas (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

Na Tabela 1 estdo representados os tipos de curativos disponiveis como produto

acabado e seus nomes comerciais.
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Tabela 1: Curativos disponiveis como produto acabado e seus nomes comerciais
(ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; O'BRIEN,
2011; OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2000).

Tipo de curativo Exemplos disponiveis no mercado

Filmes semipermeaveis CView®, Tegaderm®, Hydrofiim®,
Opsite®., Biooclusive®.

Filmes semipermeaveis almofadados Hydrofilm Plus®, Opsite post op®,
Tegaderm®, Film and pad®, Mepore®
Ultra®, Coflex®, Copa®, Dermaform®,
Xtrasorb®, Polymem®, Repara®,
Hydrofera Blue®, Mepilex®, Allevyn®.

Contato ndo aderente NA Ultra®, Mepitel®, Atrauman®.

Hidrocoloide Comfeel®, Granuflex®, Tegasorb®,
Duoderm®, Medihoney®, Xtrasorb®,

Flexicol®, Restore®, Exuderm®,

Nuderm®.
Alginato Sorbsan®, Kaltostat®, Algisite®,
Sorbion®, Aquacel®, Silvercel®.
Espumas de Hidrofibra Aquacell®, Allevyn®, Biatain®, Mepilex®,
Tielle®, Lyofoam®, Allevyn® e Tielle ®.
Hidrogel Activheal®, Intrasite®, Actiform Cool®,
Nu-gel®, Aquaform®.
Antimicrobiano Acticoat®, lodoflex®, Inadine®, Honey®.
Desodorizante Carboflex®, Actisorb Silver®, Clinisorb®.
Terapia Larval LarvE®.
Terapia topica de tensao negativa V.A.C. Therapy®, Renasys Go®,
Venturi®.
Matriz de modulacdo de proteases Promogran®.

Apesar da existéncia de uma série de curativos no mercado, nenhum atende
integralmente as necessidades descritas para a cobertura topica ideal. Portanto, a
engenharia de tecidos continua estudando novos tipos de materiais que possam reunir
de forma completa essas necessidades. Tendo em vista esse fator, 0os estudos
voltados para matrizes tridimensionais (3D) tem se ampliado cada vez mais pois
imitam as estruturas extracelulares nativas. Os scaffolds em escala micro e nano,

possuem maior interagdo com as membranas celulares e maior capacidade de
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absorcdo de proteinas (AGRAWAL; AWADHIA, 2004; SABREE; GOUGH; DERBY,
2015).

Os scaffolds produzidos na engenharia de tecidos fornecem a opg¢éo de trabalho com
cultivo celular, ou seja, o material que é capaz de tratar o local ndo s6 como curativo
mas também como matriz para proliferacdo celular, servindo como veiculo para o
crescimeno celular, fornecimento de fatores de crescimento e ainda outras
biomoléculas sinalizadoras que por sua vez acelerardo o processo cicatricial ou
regenerativo. E assim como o0s curativos tépicos tornan-se ideais para que nessas
matrizes ocorra a degradacdo com taxas conhecidas e para que as mesmas sejam do
tipo matrizes 3D e que posteriormente 0s locais que ocupam sejam substituidos pelo
tecido hospedeiro regenerado (AGRAWAL; AWADHIA, 2004).

Scaffolds com caracteristicas préximas as ideais em termos de resisténcia, taxas de
degradacédo, porosidade e tipo de microestrutura sdo mais facilmente produzidos e
reprodutiveis quando usados polimeros em seu desenvolvimento. Os biomateriais tém
evoluido com o passar dos anos e cada vez mais os estudos tém se voltado ao
desenvolvimento de materiais destinados a renovacdo ou restauracao tecidual. Com
isso os scaffolds poliméricos tem ganhado grande atencdo tendo em vista suas
caracteristicas como elevada porosidade com poros de tamanhos relativamente
pequenos, biodegradacdo e propriedades mecanicas cada vez mais aprimoradas
pelas diferentes associacbes com diferentes polimeros. As propriedades dos
polimeros dependem da composi¢cdo, estrutura e organizacdo do respectivo
constituinte macromolécular. Os polimeros utilizados como biomateriais, por sua vez,
podem ser classificados em polimeros naturais, polimeros sintéticos biodegradaveis e
polimeros sintéticos ndo biodegradaveis (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; FUCHS;
NASSERI; VACANTI, 2001).

Os tipos de scaffolds mais comumente produzidos sdo os scaffolds porosos
(espumas), scaffold de microesfera, scaffold de hidrogel, scaffold fibroso, scaffold de
associacdo polimero e biocerdmica entre outros tipos que tém como caracteristica
principal a possibilidade de distribuicdo e crescimento celular ordenado e distribuicao
de nutrientes (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Na tabela 2 estdo representados os
tipos de scaffolds poliméricos destinados aos tecidos moles disponiveis como produto

acabado e seus nomes comericias.
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Apesar de ja existirem no mercado substitutos poliméricos 3D, com a fungédo de
regeneracdo tecidual, pesquisas e avangos tecnoldgicos na éarea ainda serao
necessarios tendo em vista que nenhum dos materiais produzidos tera todos os
requisitos de todas as aplicacbes, e por isso apesar das recentes melhorias
principalmente nas propriedades mecéanicas, porosidade, na bioatividade e
biocompatibilidade dessas matrizes novas pesquisas sao necessarias a fim de superar
limitacBes principalmente relativas ao processo de fabricacdo (DHANDAYUTHAPANI

et al., 2011; KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

Tabela 2: Tipos de scaffolds poliméricos destinados a tecidos moles disponiveis no
mercado e seus nomes comercias (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Polimero Tipo de scaffold Exemplos disponiveis no
mercado
PLLA Fibras ndo degradaveis Dracon®, Dexon
PLGA Fibras de alta degradacao Vicryl®, Vicryl Rapid & CRYL®
Scaffold do tipo malha Vicryl Mesh®
PLGA- Matriz membranosa CYTOPLAST Resorb®
colageno
PCL Scaffold de microesfera Capronor®
PDLLA-CL Fibra de baixa rigidez MONACRYL®
PEU Scaffolds e nanofibras, Degrapol®
membrana e espuma porosa.
PEAs Scaffold poroso CAMEO®
POE Microesferas Alzamer®
Dermabond®, Integra Dermal
PCA Scaffold poroso Regeneration Template®, Biobrane
& Alloderm ®.
Colageno Scaffold de membrana TransCyte®.
Quitosana Scaffold poroso TraumaStat®

3.6 Matrizes Porosas Tridimensionais (3D)

O estudo de matrizes porosas tridimensionais (scaffolds) se d& principalmente pela

necessidade atual de se criar ambiente adequado para a regeneracdo do tecido
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lesado. Com isso, a implementagdo de estruturas 3D que proporcionem o
microambiente adequado para a incorporacdo e adesdo celular, sua sobrevivéncia e
crescimento, a proliferacdo e a migracéo de fatores de crescimento para regeneracao
dos tecidos ou 6rgdos maculados tornou-se fonte de varios estudos pelo mundo
(BICHO, 2012; GIBSON, 2005).

Com o tempo as células cultivadas em matriz 3D tem que ser capazes de criar sua
prépria matriz extracelular, e o material deve ser capaz de se biodegradar na medida
gque a geracdo da nova matriz se procede e a0 mesmo tempo possuir propriedades
mecanicas préximas as do tecido o hospedeiro. As matrizes devem imitar o ambiente
real in vivo onde as células interagem e se comportam de acordo com o0s sinais
mecanicos obtidos a partir do ambiente 3D circundante. Assim, as propriedades dos
materiais dos scaffolds séo vitais na determinacao da resposta celular. Para isso varios
tipos de materiais tem sido usados na busca de matriz que possua essas
caracteristicas como metais, ceramicas, polimeros sintéticos e naturais. Para trabalhar
esses materiais e conseguir desenvolver esses scaffolds, varias técnicas podem ser
utilizadas e vem sendo desenvolvidas com o passar do tempo, sendo que as que
podem produzir scaffolds sdo basicamente os tipos a seguir (GIBSON; ASHBY;
HARLEY, 2010):

e Membranas Fibrosas: Produzidas através da técnica de eletrospining, as
membranas fibrosas mimetizam as estruturas do coldgeno e da elastina,
presentes naturalmente na extrutura de matriz extracelular. Essas membranas
possuem diametros micrométricos ou nanométricos o que permite boa adesdo
e proliferagé@o celular. Os materiais utilizados nessa técnica sdo os polimeros,
justamente por possibilitarem a formacdo de fios (GIBSON; ASHBY; HARLEY,
2010).

e Hidrogéis Tridimensionais (3D): Produzidos pela mistura de polimeros e
normalmente combinando processos de reticulacdo de cadeias poliméricas,
apresentam uma rede de polimeros capazes de absorver a 4gua do meio sem
solubilizar-se na mesma, criando material ideal para liberagdo controlada de
farmacos (GIBSON; ASHBY; HARLEY, 2010).
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e Matrizes Tridimensionais (3D): Produzidos por processos como lixiviagdo, gas
foaming, freeze drying e freeze casting, sdo matrizes possuidoras de poros que
devem suportar a adesdo, movimentagdo e crescimento de células no seu
interior. O tamanho dos poros dependera do tipo de tecido ao qual deseja-se
regenerar. Podem ser produzidos a partir de cerdmicas, metais, polimeros e
muitas vezes de hibridos desses materiais (GIBSON; ASHBY; HARLEY, 2010).

Independente do tipo de matriz produzida, quando se deseja criar scaffolds para o
cultivo de células se torna imprescindivel analisar se a arquitetura do mesmo permitira
a movimentacdo das células no seu interior, caso contrario as mesmas podem vir a
crescer apenas na superficie, 0 que ndo é desejado em termos de regeneracao
tecidual 3D. Para que tal necessidade seja atendida, os poros ou lamelas presentes
nos scaffolds devem ter tamanho minimo maior que o tamanho da célula que o
habitara. Além disso, os scaffolds devem possuir interconexdo entre os poros para
passagem de nutrientes, proteinas e das proprias células, devem possuir também

geometria apropriada, semelhante a do tecido que sera regenerado (BICHO, 2012).

O tamanho médio dos poros da matriz, sua distribuicdo, volume e interconectividade
sdo muito importantes tendo em vista que dependendo do tipo celular a ser cultivado
na matriz pode ocorrer desde oclusdo dos poros, caso esses sejam muito pequenos
impedindo a penetracdo das células e a formacao da matriz extracelular. Caso sejam
grandes demais, podem ndo permitir a adesdo celular satisfatéria. A figura 3
demonstra como a escala métrica do tamanho dos poros pode influenciar nos padrbes
de adesdo e espalhamento celular. Devido a isso estudos tém enfatizado como
tamanho ideal os poros com diametro de 5um para neovascularizagéo local, 5-15um
para crescimento de fibroblastos, 20um para o0 ingresso de hepatdcitos, 200-350um
para osteoconducdo e 20-125um para a regeneracdo da pele de mamiferos adultos
(BICHO, 2012; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; SERNA; VITALES, 2013).

Além dos fatores jA& mencionados, quando se trata de scaffold de polimero
biodegradavel, a taxa de degradacéo e os produtos de degradacdo apresentados pela
matriz devem ser analisados a fim de se determinar sua utilizacdo e mesmo modificar
sua estrutura e modular esse processo de acordo com a aplicacdo da matriz. A
degradacdo pode ocorrer por mecanismos fisicos, quimicos ou por atividade

enzimatica e nada mais é do que a desmontagem do material, sendo os scaffolds de
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polimeros degradados por perda gradativa de massa. No entanto a taxa de
degradacdo do polimero depende principalmente das suas propriedades intrinsecas
como sua estrutura quimica, a presenca de ligacdes hidroliticamente instaveis, se é
hidrofilico ou hidrofébico, seu grau de cristalinidade, morfologia, temperaturas de
transicao vitrea (TQ), se se trata de copolimero e sua razao de monomeros, bem como
o peso molecular de cada monomero podem fazer a diferenca nessas taxas. Além
disso, quando trata-se de scaffolds com culturas celulares, as taxas em questao
devem coincidir com as taxas de crescimento do tecido a ser regenerado
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Micropore Scaffold] | Microfiber Scaffold | | Nanofiber Scaffold

Figura 3: Arquitetura de scaffolds e a influéncia da escala métrica na ligagéo e
espalhamento celular.

Fonte: (STEVENS; GEORGE, 2005).

3.7 Espumas Porosas Tridimensionais

Espumas podem ser feitas a partir de grande variedade de materiais. Varios autores
tém utilizado diferentes técnicas para sintetizar espumas com tipo de material distinto,
incluindo metais como titdnio para aplicacbes de tecido 6sseo (BOTTINO, 2005;
GIBSON, 2005); Ceramica, como vidro bioativo (GERHARDT, BOCCACCINI, 2010;
JONES, 2015); Polimeros, como Policaprolactonas (PCL) (ZHANG et al.,, 2015);
Compésitos (MAQUET et al.,, 2003); e hibridos (JONES, 2015). O interesse em
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espumas para aplicacdes de engenharia de tecidos esté ligado a sua alta porosidade e
baixa densidade relativa. Outra propriedade importante, especialmente relacionada as
espumas poliméricas, € a sua flexibilidade (NISOLA et al., 2015; SUN et al., 2006;
ZHANG et al., 2015). Este tipo de comportamento tem sido estudado para desenvolver
nova classe de materiais inteligentes. Zhang et al. (2015) provaram que o scaffold de
espuma PCL fabricado usando a técnica de microondas foi facilmente comprimido e foi

capaz de recuperar sua forma original apés certos estimulos.

As coberturas topicas produzidas a partir de espumas vém sendo utilizadas desde
1970 e sao consideradas como um dos primeiros curativos “modernos” destinados ao
tratamento de feridas com leve, moderado ou mesmo forte nivel de exsudado formado.
Superam as tradicionais gazes em termos de tempo de remocado, sendo possivel sua
permanéncia local por mais dias. Permitem também a incorporagcdo de substancias
destinadas ao processo de tratamento local da ferida e que podem ser liberadas de
forma gradual pela espuma (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; MAYHALL,
2003).

Dentro dos critérios estabelecidos para o curativo ideal as espumas cumprem de
forma rigorosa as necessidades de remover 0 excesso de exsudato e 0s componentes
toxicos da ferida, bem como mantém a alta umidade na interface ferida com o curativo,
permitindo que ocorram as trocas gasosas, fornecendo isolamento térmico e
possibilitam que sua remocado seja feita sem geracdo de novo trauma, comum em
troca de curativos, além de proteger a les@o de possiveis infecgcbes secundaria e de
particulas téxicas (MAYHALL, 2003; ZHONG; ZHANG; LIM, 2010). A flexibilidade das
espumas aumenta a capacidade de suportar as interacdes mecanicas. A flexibilidade
permite ao material voltar a sua forma original, mesmo parcialmente, e permite
adaptacdo adequada a anatomia do tecido hospedeiro, onde o implante sera inserido.
Todas estas vantagens permitem a aplicacdo deste tipo de material para a engenharia
de tecidos duros e moles (NISOLA et al., 2015; SUN et al., 2006; ZHANG et al., 2015).

As espumas disponiveis no mercado sdo dos tipos adesivas e ndo adesivas e
normalmente feitas de poliuretano e silicone que permitem a manutencdo de leitos
com grande quantidade de exsudado, podendo também ser usadas em associagédo
com hidrogéis e cremes (ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011).
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3.8 Quitosana

A quitosana (QUI) constitui-se de polimero de origem natural proveniente da quitina. A
quitina foi o primeiro polissacarideo descrito sendo, depois da celulose,. Descoberta
por Henri Braconnot em 1811, sua descricdo foi baseada em algumas reacdes
realizadas sobre o material bruto isolado a partir de fungos, posteriormente, foi
descoberta sua presenca também em crustaceos e artrépodes (MUZZARELLI et al.,
2012). Somente em 1859, ao submeter a quitina ao tratamento com hidréxido de sodio
a quente, o pesquisador C. Rouget acabou por produzir a quitosana (Figura 4).
Quando essa alcalinizacdo, denominada N-Desacetilacdo, ocorrer superando 50% de
desacetilacdo dos grupos N-acetil da quitina, essa passa a ser considerada quitosana
(MUZZARELLI et al., 2012; RINAUDO, 2006).

COCH,4
H OH H \NH H H OH
H
0 0
HO yd I~g HO
H NHl H NH
H / H H OH H / H

H.COC H.COC

3 Quitina 3
OH

H OH
Quitosana

Figura 4: Desacetilacdo alcalina da quitina, obtendo-se o produto quitosana.
Fonte: Adaptado de (SHALUMON et al., 2011).
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A quitosana é constituida predominantemente por unidades D-glicosamina, e possui
propriedades diferentes do polimero original quitina, sendo sua solubilidade em
solugdes acidas uma das caracteristicas mais importantes, pois permite que esse
polimero seja utilizado em nimero de aplicacbes as que ndo sdo possiveis para a
quitina. Além disso, suas caracteristicas estruturais permitem que a quitosana tenha
aplicacdo em diversas éareas, sendo constantemente tema de estudos por todo o
mundo (COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006; DUTTA; DUTA,; TRIPATHI,
2004).

A producao comercial da quitina e da quitosana exige baixo custo e é realizada
principalmente pelo reaproveitamento dos rejeitos da industria pesqueira a partir da
carapaca de caranguejos, camardes, lagostas e krills. No entanto, o controle adequado
do processo de producédo da quitina e da quitosana sdo importantes para manutengao
da qualidade dos polimeros gerados, sendo as propriedades da quitosana altamente
dependentes do controle das etapas de sua producdo e da regido de origem do
polimero (DUTTA; DUTA; TRIPATHI, 2004; ISHIZAWA HIGUCHI; UNIVERSITE DE
SHERBROOKE., 2002).

3.8.1 Estrutura e caracteristicas Fisico-Quimicas da Quitosana

A quitosana € um polissacarideo constituido por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glicose ligadas por ligacdes do tipo $-(1-4) e, portanto de estrutura linear. Possui como
grupos funcionais grupos amino (-NH) na posicdo C-2, grupos hidroxila primarios (-
OH) na posicdo C-3 e grupos hidroxila secundarios na posicdo C-6. Devido a presenca
desses grupos ao longo de toda extensdo de sua cadeia, a quitosana interage com as
moléculas de agua através de ligacdes secundarias do tipo liga¢cdes de hidrogénio, o
que torna esse polissacarideo fortemente hidrofilico, porém n&o solavel. E devido
também a presenca desses grupos, a reatividade deste polimero e a possibilidade de
ligacdo com outras moléculas e formacdo de novos tipos de materiais através de sua
estrutura utilizada como precursora. A ordem de reatividade desses grupos segue de
forma decrescente do C2 > C6 > C3, permitindo assim que em menor ou maior
proporcao seja possivel reagir os trés grupos funcionais presentes na estrutura e com
isso possibilitar a ocorréncia de diversas ligagdes com outras moléculas e reticulagfes
(Figura 5) (ALVES; MANO, 2008; COSTA-JUNIOR et al., 2009; DUTTA; JOYDEEP;
TRIPATHI, 2004).
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Figura 5: Algumas das possibilidades de derivados das reacbes efetuadas com o
grupo amino da quitosana.
Fonte: (DUTTA; JOYDEEP; TRIPATHI, 2004).

Porém, mesmo com dois diferentes grupos funcionais de maior importancia em sua
estrutura, € a presenca dos grupos amino que leva a quitosana a apresentar a maioria
de suas propriedades. Devido a presenga dos grupos amino e em meios apropriados,
a quitosana é polieletrélito catidnico, o que a diferencia da maioria dos polissacarideos
de ocorréncia natural que sédo polianiénicos e de natureza acida. Essa caracteristica
fisico-quimica leva a quitosana a apresentar natureza relativamente basica (pKa= 6,3)
gue é também a responsavel por sua solubilidade em solugbes acidas (SIGNINI;
CAMPANA FILHO, 1998).

Como trata-se de um polimero, a quitosana pode ser encontrada na forma
semicristalina e amorfa. Além dessas caracteristicas, o grau de desacetilagdo (GD),
gue representa a percentagem de grupos NH, livres, apresentado pelo polimero €,

provavelmenteo parametro mais importante, pois a maioria de suas propriedades séo
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dependentes desse fator. A solubilidade deste polimero em solugcdes de acidos
organicos ou inorgéanicos exige que o pH esteja entre 3-6 devido a desacetilacdo do
polimero, isso ocorre porque nessa faixa de pH os grupos amino da cadeia do
polimero estao protonados e 0s mesmos encontram-se carregados positivamente. Isso
leva a repulsdo entre as cadeias e a maior solvatacdo, portanto, quanto mais grupos
amino carregados positivamente, maior a solubilizacdo da quitosana no meio e quanto
maior o grau de desacetilacdo da quitosana maior a quantidade de acido necessaria
para levar a completa solubilizacdo (RINAUDO, 2006; SIGNINI; CAMPANA FILHO,
1998).

3.8.2 Propriedades e aplica¢cfGes da quitosana

A guitosana vem sendo largamente utilizada nos estudos de engenharia de tecidos por
possuir propriedades importantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, n&o
toxicidade, atividade antimicrobiana, boa adsorcéo, solubilidade dependente do pH do
meio, grande adesividade, caracteristicas essas relacionadas a sua natureza
policatibnica e ao seu grau de desacetilacdo (DUTTA; JOYDEEP; TRIPATHI, 2004).
Além disso, estudos demonstram que a adeséao celular, bem como a proliferacdo pode
ser acelerada quando cultivadas em scaffolds desse polissacarideo, tornando-o
candidato a matéria-prima para confeccao de peles artificiais, curativos, suportes para
regeneracdo de cartilagens nervos e 0ssos. As aplicacdes da quitosana estéo listadas
na tabela 3 (CHEN, 1996; DUTTA; JOYDEEP; TRIPATHI, 2004; TANIGAWA,
MIYOSHI; SAKURAI, 2008).

De acordo com os estudos de Paul e Sharma (2004) a quitosana fornece matriz ndo
protéica para o crescimento de tecidos ativando macréfagos para atividade tumoricida,
estimulando a proliferacéo celular e a homeostasia histoquimica do tecido ao qual &
aplicado, auxiliando também na coagulacdo. Ainda de acordo com esse estudos
durante a degradacao e despolimerizacdo da quitosana ha a liberagéo de N-acetil-p-D-
glucosamina, que induz a proliferagédo de fibroblastos, auxilia na deposi¢do ordenada
de colageno e estimula o aumento do nivel de sintese de acido hialurbnico, ou seja, de
forma geral age aumentado a velocidade da cicatrizag@o do tecido lesado. Na tabela 4

estédo listados os curativos de quitosana disponiveis para comercializa¢ao.
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Tabela 3: Aplicagbes do polimero quitosana (COSTA SILVA; DOS SANTOS;
FERREIRA, 2006; DUTTA; DUTA; TRIPATHI, 2004; RAVI KUMAR, 2000).

Area Emprego

Nos cuidados da pele, cabelos e boca
Cosmética Umectante

Antimicrobiano

IndUstria de alimentos Peliculas conservadoras

Embalagens biodegradaveis

Engenharia da 4gua Tratamento de efluentes industriais
Remocéo de ions metalicos

Tratamento de esgoto doméstico

Industria téxtil e do papel Substituinte da celulose

Tratamento de superficies

Agricultura Liberacdo controlada de agroquimicos

Defensivo agricola

Farmacéutica Liberacdo controlada de farmacos
Agente antimicrobiano
Aditivo em formulacdes

Controle do colesterol

Biomédica e Engenharia de Tecidos Membranas semipermeaveis
(hemodialise)
Scaffold para crescimento celular de
tecidos duros ou moles
Desenvolvimento de pele artificial

Curativos cutaneos
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Tabela 4: Curativos de quitosana disponiveis como produto acabado e seus nomes
comercias (JAYAKUMAR et al., 2011).

Tipo de curativo Funcéo Nome comercial
Curativo tipo gaze Contencédo de hemorragias  HemCon®, Chitoflex®
Thermogel (Hidrogel) Contencdo de hemorragias  Chitoseal® Chitodine®
com revestinento de celulose
Hidrofibra Agente Hemostatico para Syvek-Patch®
Cateterizacdo Vascular

Hidrocoléide Cobertura topica com auxilio  Tegasorb®,

no reparo de feridas Tegaderm®
Filme semipermeavel Cobertura topica com auxilio  Trauma DEX®

no reparo de feridas

Scaffold compdsito poroso Utilizado na reparacéo e TraumaStat®,

regeneracao de tecidos BST-CarGel®

No Brasil a utilizacdo da quitosana € regulamentada como alimento funcional, sem
mudancas até a publicacdo do presente trabalho, sendo comercializada na forma de
cépsulas para o auxilio na reducdo da absor¢cdo de gordura e colesterol (BRASIL,
2008).

3.9 Vidro Bioativo

3.9.1 Historico e obtencao

O vidro bioativo € uma ceramica sintética de carater amorfo produzida pela primeira
vez em 1969 quando Hench e seus colaboradores descobriram que a composicéo
com 45% de silica poderia ligar quimicamente os 0ssos de ratos lesionados com
certas composicdes de vidro a base de silicato. A composicao mais bem sucedida que
possuia 45%Si0,-24,5%Na,0-24,5%Ca0-6%P,0s (p/p) foi chamada de 45S5 e
posteriormente patentiada como Bioglass®, devido ao carater bioativo apresentado
pelo vidro quando imerso em solucdo de fluido corporal simulado (KOKUBO;
TAKADAMA, 2006). A formacédo de cristais de hidroxiapatita na superficie do material
pés imersdao, comprovou ndo somente sua bioatividade como se tornou material
destinado a aplicacbes clinicas em engenharia de tecidos (GERHARDT,;
BOCCACCINI, 2010; JONES, 2015).
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A obtencdo do vidro bioativo é realizada a partir de duas técnicas fundamentais:
técnicas de fusao e técnicas sol-gel. A técnica sol-gel surgiu na década de 90 e é até
os dias de hoje a mais utilizada, pois os vidros assim produzidos, além de apresentar
maior pureza, apresentam também alta bioatividade, taxa de reabsor¢éo controlada e
potencial para estimular a diferenciacdo celular. A técnica sol-gel € uma sequéncia de
etapas que envolve a combinacdo de precursores de alcéxidos metalicos e agua na
presenca de solvente e catalisador promovendo assim a reagdo de hidrolise e
posterior gelificacdo. Os geis produzidos sao entdo levados a tratamento térmico para
eliminacao de agua e residuos organicos do processo de producdo, no entanto esse
tratamento é realizado a baixas temperaturas (600-700°C) o que constitui vantagem
desse método, quando comparado as técnicas tradicionais como a de fusédo, que
trabalha com altas temperaturas e tende a produzir vidro com menor pureza
(ANDRADE; DOMINGUES, 2006; JONES, 2015; PEREIRA; CLARK; HENCH, 1994).
A figura 6, demontra resumidamente as etapas do processo de producdo do vidro

bioativo pela técnica sol-gel.

PO(OC,H,),

Si(OC,Hy), Ca(NO,),.4H,0

agitagao gelificagio envelhecimento
E—
e
m
R
Secagem
Estabilizagao

térmica
Si0, 58-Ca0 36-P,0, 6
( vidro por sol-gel ] @

Figura 6: Etapas resumidas do processo de obtenc¢do do vidro bioativo pela rota sol-
gel.

Fonte: (MESEGUER-OLMO et al., 2002).
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3.9.2 Estrutura e caracteristicas fisico-quimicas do vidro bioativo

Durante a obtencédo do vidro pela rota sol-gel as reagfes de hidrélise e condensacao
dos alcoxidos resultam na formacdo de rede de estrutura ramificada tal como
representado na figura 7. Essa estrutura possui dois agentes principais: os formadores
de rede, que sao os responsaveis pela formacdo da rede tridimensional e
indispenséaveis para formacdo do vidro, sendo que normalmente se utiliza a silica
(SiO,), o pentdxido de fésforo (P,Os) e o trioxido de boro (B,O3). O segundo agente é o
modificador de rede que age interompendo a estrutura de rede espacando essa
estrutura e adicionando novas caracteristicas relacionadas a bioatividade do vidro, séo
exemplos o calcio, o soédio, estrdbncio, manganés e outros ions. Essa rede
tridimencional, que possui alto numero de grupos hidroxilas, faz do vidro biativo
altamente polar e de estrutura amorfa, além de opticamente transparentes e
guebradicos (JONES, 2015; REZABEIGI; WOOD-ADAMS; DREW, 2014).

TEOS Si(OC,Hg) + —tarolise |
H,O + acido ou base

Figura 7: formacgé&o da silica tetraédrica e das particulas de vidro bioativo pela rota sol-
gel.

Fonte: (JONES, 2015).
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3.9.3 Propriedade e aplica¢cdes do vidro bioativo

A utilizacdo mais conhecida dos vidros bioativos esta ligada ao uso como matriz para
engenharia de tecido 6sseo, isso devido aos varios estudos e produtos que o utilizam
nessa area, justamente por essas ceramicas suscitarem resposta bioativa na interface
do material formando hidroxiapatita, que € o mineral natural do tecido ésseo. Um dos
exemplos mais famosos é o das particulas Bioglass® que sdo comercializadas 1993
sob o nome comercial de Perioglas® e indicadas para tratamento de defeitos ésseos
periodontais e, mais recentemente, como NovaBone® utilizado na ortopedia e
aplicacdes dentéarias (BAINO et al., 2016; LARRY; HENCH, 2006).

No entanto seu uso tem se estendido cada vez mais a diferentes érgaos e sistemas,
tendo suas aplicacbes também destinadas aos tecidos moles. Neste sentido, os
campos de pesquisa emergentes para o0s vidros bioativos incluem reparo
neuromuscular, desenvolvimento de cornea artificial, implantes orbitais, epiteliais e
cardiacos, no tratamento de Ulceras gastricas e cancer ndo-0sseo. A tabela 5
apresenta resumidamente os tipos de estudos realizados nesse sentido além dos
materiais ja disponiveis no mercado (BAINO et al., 2016; MIGUEZ-PACHECO;
HENCH; BOCCACCINI, 2015).

O uso do vidro bioativo no tratamento de feridas cutaneas tem ganhado cada vez mais
forca, em parte pelo grande desafio em se desenvolver curativos que consigam dar
respostas positivas aos cenarios clinicos possiveis de feridas cutaneas. O primeiro
estagio da ferida é critico, pois o controle das hemorragias pode diminuir a taxa de
mortalidade. Além disso, a possibilidade do uso de curativo que possua a capacidade
de induzir a cicatrizagdo é de suma importancia quando se deseja ndo substituir, mas

regenerar o tecido lesado.

Nos estudos de Gillette et al. (2001) foram determinados os efeitos das particulas de
vidro bioativo sobre a cicatrizacdo de feridas de pele de corte total em cées, onde as
particulas claramente agiram induzindo o aumento dos sinais histol6gicos de
inflamac&o, auxiliando na velocidade da cicatrizacdo da pele dos cées. Varios estudos
ja provaram que essas ceramicas sao capazes de reagir com fluidos fisiolégicos e sao
capazes de nao sO estimular a cicatrizagdo em tecidos moles, mas também
demonstram efeito angiogénico, além disso, também foi relatado comportamento
antibacteriano para VB (BAINO et al., 2016; JONES, 2015). .
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Tabela 5: Visdo geral do uso de vidros bioativos para aplicagcbes em contato com
tecidos moles (BAINO et al.,, 2016; MIGUEZ-PACHECO; HENCH; BOCCACCINI,

2015).

Aplicagao

Tipo de material

Status de
comercializacéo/
Nome comercial

Cicatrizacéo de
feridas/Hemostatico

Suturas poliméricas revestidas com
Ag dopado com vidro bioativo.

Sim/QuikClot®

Reparo do nervo
periférico

Tubo de vidro fosfatado, fibra de
vidro fosfatado; Fibras de vidro de
tamanho micro e nano particulado;
Compasitos poliméricos com p6 de
vidro fosfatado

Nao/Testes clinicos
estdao em andamento.

Reparo da medula
espinhal

Fibras de vidro fosfatado;
Compositos a base de colageno.

Nao/Testes em
animais estao em
andamento.

Engenharia do tecido
muscular

Fibras de fosfato isoladamente ou
compdésitos de matriz polimérica.

N&o/ apenas testes in
vitro com células
estao disponiveis
atualmente

Reparo de ligamentos

Fibras de vidro fosfatadas

N&o/ apenas testes in
vitro com células
estao disponiveis.

Coérnea artificial

Vidros ou revestimentos porosos;
Compositos de vidro/PMMA

Nao/Testes em
animais estao em
andamento.

Implantes para
ouvido médio

Uso de vidro ou ceramica bioativa
para substituir a estrutura dos
ossiculos.

Sim/ Bioglass®,
Ceravital®

Implantes cocleares

Uso do vidro para ancorar o
implante pelo osso temporal do
paciente.

Sim/ Bioglass®

Tratamento de cancer
do figado

Microesferas de vidro injetaveis com
o sistema: Y,03;—-Al,05-SiO,

Sim/ TheraSphere®

Tratamento da fibrose
uterina

Microesferas de vidro injetaveis com
o sistema: SiO,—Ca0O-ZnO-La,03—
TiO,—~MgO-SrO-Na,O

N&o/ apenas testes in
vitro com células
estao disponiveis.




4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Etapas de desenvolvimento do trabalho

32

As etapas que foram desenvolvidas neste trabalho estéo resumidamente apresentadas

na figura 8.
Caracterizacao da
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L
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e
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Figura 8: Fluxograma das etapas de execug¢édo do trabalho.

4.2 Materiais

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

utilizada em todas as solugdes com resistividade minima de (18,0MQ.cm) a 25 °C.
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Utilizou-se quitosana em pé de elevada massa molecular (MW = 320 000 g/mol, grau
de desacetilagdo, GD> 75%, Cat. #419419, Sigma-Aldrich Chemical, Milwaukee,
Wisconsin, EUA). O acido adipico foi obtido da Vetec Quimica com 96% de pureza. O
vidro bioativo foi sintetizado utilizando os seguintes reagentes: Tetraetil ortosilicato
(TEOS: CgH200,Si - 98% de pureza, Sigma - Aldrich, Saint Louis, EUA), acido nitrico
2mol/L (HNOs - Merck), Trietil fosfato (TEP: C¢H15s04P — Merck - #821141) e nitrato de
calcio tetrahidratado (Ca(NO3), .4H,0, Synth — com 99% de pureza). Outros reagentes
utilizados foram solucdo de NaOH 1M (Cromoline — FC: 0,99), glicerina (Synth — com
99,5% de pureza) e surfactante lauril éter sulfato de sodio (LESS) - Oxiteno,

concentracao 27%v/v.

4.3 Preparo das espumas compositas 3D
4.3.1 Sintese de microparticulas de vidro bioativo (VB)

As microparticulas de vidro bioativo (VB) foram preparadas pelo método sol-gel, rota
alcoxido, com a composicdo nominal, em mol de 60% SiO,-36% Ca0-4% P,0s. A
solucdo de partida (sol) foi sintetizada misturando 132,2 mL de agua deionizada, 22,4
mL de &cido nitrico 2,0mol/L (HNO3), 13,75 mL de trietil fosfato (TEP) e 137,1 mL de
tetraetil ortosilicato (TEOS) durante 60 minutos. Na sequéncia, adicionou-se
lentamente nitrato de célcio tetrahidratado e misturou-se a solu¢do durante 30
minutos. O passo seguinte foi a passagem do sol para recipientes de Teflon
hermeticamente fechados para gelificacdo em estufa durante 72h a 60°C. Em seguida,
as tampas dos recipientes foram trocadas por tampas com orificios e 0 VB, ja na forma
de gel, foi seco huma estufa a uma temperatura inicial de 60°C com um aumento de
10°C a cada 24h até que fosse alcancada a temperatura de 120°C. Em seguida, o
vidro bioativo foi triturado, obtendo-se um pd microparticulado, e tratado termicamente
a 700°C. Os solidos foram moidos mais uma vez e separados por peneiramento, na
faixa 38-150um.

4.3.2 Preparo da solugédo de quitosana (QUI) e das espumas compadsitas 3D

Preparou-se uma solucéo a 3% (m/v) de quitosana dissolvendo o polimero em uma
solucéo de acido adipico a 1% com agitacdo mecanica moderada durante 24h para
completa dissolug¢édo do polimero. O pH da solucéo foi corrigido para 5,5 + 0,1 usando

NaOH 1,0M e a solugdo foi mantida sob agitagdo a 40°C durante mais 1h, garantindo
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a dissolucdo de todos os componentes e para assegurar a obtencédo de uma solucéo
limpida. As espumas compositas foram preparadas com quitosana (QU) combinada
com VB na propor¢cdo m/m% apresentada na tabela 6.

Tabela 6: Composi¢cdo (m/m%) das espumas compdésitas 3D

Amostras Composicao
Q (%) VB (%)
QU 100 0
QU25VB 75 25
QU50VB 50 50

Adicionou-se o equivalente a 10% de glicerol em todas as espumas, valor esse que se
mostrou eficaz para dispersdo do VB. Para a espuma QU, foi adicionado glicerol
diretamente a solucdo de quitosana. Nas espumas compésitas foi utilizado glicerol
como dispersante de VB que foi posteriormente misturado a solugdo inicial de
guitosana para formacdo dos compositos QU25VB e QUS50VB. Em seguida, foi
adicionado 1% (m/m) do tensoativo lauril éter sulfato de sodio em todas as
composicdes. As misturas foram agitadas vigorosamente para formacdo de uma
espuma estavel, as quais foram entdo envasadas em formas de silicone, refrigeradas
em freezer a -20 °C durante 48h e posteriormente as espumas foram levadas para

secagem em estufa a 55 °C durante 24h.

4.4 Caracterizacao estrutural e mecéanica das espumas 3D

4.4.1 Analise estrutural dos scaffolds

A andlise da microestrutura superficial dos scaffolds foi realizada por meio da
microscopia eletrénica de varredura (MEV), usando o equipamento SHIMADZU SSX-
550. O microscépio é acoplado ao equipamento de espectroscopia por dispersao de
energia de raios X (EDS), utilizado para andlise semiquantitativa da composi¢ao
guimica da superficie das amostras. Para a avaliacdo por MEV as amostras foram
cobertas com uma fina camada de ouro por sputtering, foi usada tenséo de 15kV e as
amostras foram posicionadas de forma que estivessem a maxima distancia do alvo,
impedindo assim danos as espumas (HORN; MARTINS; PLEPIS, 2010; JUNIOR,
2008).
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4.4.2 Analise 3D da estrutura dos scaffolds por microtomografia de raios-X
(micro-CT)

A andlise microestrutural dos poros foi conduzida através da Microtomografia de
Raios-x que foi realizada em aparelho micro-CT compacto SkyScan 1174 (Bruker
Micro-CT, Bélgica), utilizando-se a tensdo de 40kV, corrente de 800uA e tamanho de
pixel de 8,05 um. Nao foram utilizados filtros. As amostras foram fixadas em um
suporte e rotacionadas 180°, com imagens adquiridas a cada 0,7°. A reconstrucdo 2D
das secOes transversais das amostras foi realizada usando software NRecon
(v.1.6.1.18, Bruker micro-CT, Bélgica). O software CT Analyzer (v. 1.15.4.0, Skyscan,
Bruker micro-CT, Bélgica) foi utilizado para a analise quantitativa 3D, e a visualizacao
volumétrica foi realizada utilizando-se software CT Vol (v. 2.3.1.0, Skyscan, Bruker
Micro-CT, Bélgica).

4.4.3 Caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A caracterizacdo quimica qualitativa das espumas foi realizada por espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). As amostras soélidas
foram analisadas utilizando o equipamento Nicolet 6700 (Thermo Scientific) no modo
de reflectAncia total atenuada (ATR) utilizando um acessério OMNI-Smart. Os
espectros de FTIR foram recolhidos de 4000 a 650 cm™ no decurso de 64
escaneamentos com uma resolucéo de 4 cm™. Ap6s a normalizacdo dos espectros as
principais bandas de vibracdo foram atribuidas a seus respectivos grupos quimicos
(JUNIOR, 2008; SADAHIRA, 2007).

4.4.4 Analise por espectroscopia Raman

Todos os espectros Raman foram adquiridos utilizando espectrémetro Raman
(LabRAM HR, Horiba Jobin Yvon Ltd, Reino Unido, com o software Labspec) com laser
de 632,8nm, no intervalo de nimero de onda de 400-1400cm™. O sinal Raman foi
recolhido por microscépio Olympus BHX em objetivas de 10 X, 50 X e 100 X. O
detector foi o CCD Spectrum One refrigerado com N, liquido. Dependendo da
fluorescéncia de fundo da amostra, o tempo de aquisi¢do variou de 10 a 30s. Para
reduzir as relacdes sinal/ruido, os espectros foram adquiridos 5-10 vezes apos foto-
branqueamento de 5-20 minutos. Os espectros Raman coletados foram analisados e

otimizados com os softwares Labspec 5 e Origin 6.0.
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4.4.5 Analise por difracdo de raios X (DRX)

A andlise das fases e organizacdo estrutural das matérias primas e das amostras foi
realizada pelo método de difragcdo de raios X (DRX) em equipamento SHIMADZU XRD
7000. A metodologia de analise se procedeu em 26 variando de 3,00 a 60,00°, com
passo de 0,06, usando para isso radiacdo Ka do cobre com A=1,54056 A (COSTA-
JUNIOR et al., 2009).

4.4.6 Caracterizacdo das propriedades mecéanicas das espumas 3D
4.4.6.1 Ensaio de compresséo

As amostras foram uniformemente cortadas da regido mais homogénea da espuma
para formar blocos cubicos com as mesmas dimensées: 10mm x 10mm x 10mm.
Estas amostras foram posicionadas entre placas paralelas utilizando equipamento
EMIC DL 3.000 com uma velocidade de 0,5mm/min e uma célula de carga de 2000N.
Cada sistema foi comprimido até uma deformacado de 50%. Esse limite foi estabelecido
baseando-se em ensaios feitos anteriormente, que demonstraram que as amostras
nao apresentaram fratura mesmo sendo submetidas a deformacdes e que alcangavam
a distdncia minima permitida entre as placas de compressdo do equipamento. Os
resultados foram obtidos pela média de quatro amostras (n = 4). O modulo elastico foi
calculado como a inclinacdo da porc¢éo linear inicial da curva tensdo-deformacdo. A
tensdo para 50% de deformacdo foi considerada como correspondente ao ponto
maximo da curva tensdo-deformacdo. A tenacidade foi avaliada como a area sob a
curva de tensdo-deformacéo. A fim de se avaliar a relacdo da densidade com as a
caracteristicas mecéanicas das espumas, a densidade volumétrica foi calculada de
acordo com a relacdo massa/volume das amostras testadas no ensaio de

compressao, medindo-se a massa seca e 0 volume geométrico das amostras.

4.4.6.2 Teste de compresséo por deflexdo constante

As propriedades de compressdao por deflexdo constante das espumas foram
guantificadas com base na ASTM D 3574-05 (Standard Test Methods for Flexible
Cellular Materials—Slab, Bonded, and Molded Urethane Foams) utilizando maquina
universal (EMIC DL 3000) com velocidade de 0,5mm/min e célula de carga de 2000N.
As propriedades de compressdo por deflexdo constante das amostras foram

determinadas na mesma plataforma de pratos e ao mesmo tempo. As espumas foram
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submetidas a seguinte sequéncia: compressao constante a 40% de deformacgédo com a
carga mantida durante os tempos de 1, 3, 6, 12 e 24h sob as condi¢cdes ambientais de
28°C e umidade relativa de 40-50%. Depois de cada periodo sob compressao
constante, as amostras foram retiradas do equipamento para recuperacao livre de sua
forma, e a medicdo da recuperacdo foi executada em dois momentos distintos, 30
minutos e 12h apds retirada a aplicacdo da carga compressiva. Uma pequena pré-
carga foi aplicada a cada amostra para assegurar que as mesmas tocaram as placas
de compressédo. O desempenho da recuperacdo da forma (RF) foi calculado utilizando

a equacéao 1:

Eto — Et
RF (%) = QET‘F x 100 (1)

Onde RF(%)= recuperacdo expressa em percentagem da espessura original, Eto= a

espessura original da amostra de ensaio, e Etf= a espessura final da amostra.
4.5 Medida da capacidade de absorcéao de fluidos

Para a determinacdo do grau de absorc¢ao de fluidos (Ga), as espumas foram pesadas
antes de serem imersas em 20mL de solucbes tampdo com trés valores de pH
diferentes (4, 7 e 9) a 37°C. Apds imersédo por periodos de 30, 60, 90 e 120 minutos,
as amostras foram cuidadosamente retiradas do meio, e depois de se retirar
levemente o excesso de adgua na superficie com papel de filtro, foram devidamente
pesadas para a determinacdo do peso Umido (BERGER et al., 2004). Cada
experimento de absor¢do das solu¢des tampao foi realizado em triplicata e o valor
médio foi tomado para validar os resultados. O grau de absor¢éo (Ga) foi calculado a
partir da variagdo da massa inicial (Mpg) e da massa final (Mf), como demonstra a

equacéao 2:

Wi — Mo
ca="T"M° oo (2)
Mo

4.6 Medida da transmisséao do vapor d'agua (TVA)

A medida da transmissdo do vapor d'dgua (TVA) das matrizes 3D produzidas foi

conduzida de acordo com o método “B” da ASTM E96/10, em triplicata. As amostras
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de 0,6mm de espessura (secas e Umidas) foram afixadas em culpulas de
permeabilidade adaptadas, onde parte das cupulas é destinada a deposicéo de agua e
a outra parte contém o orificio destinado a permitir a permeacdo do vapor pelo
scaffold. A cada cupula adicionou-se 10mL de solugdo simulada de exsudato de
feridas (SEF - NaCl 142mM + CaCl, Mm) e posteriormente foram fixados os scaffolds
com éarea de 4,9cm? cada. Os conjuntos formados foram pesados e colocados em
dessecador contendo silica gel, desidratada, a temperatura ambiente. Foram
realizadas novas pesagens nos intervalos de tempo 24, 48, 72, 96 e 120 horas. A
figura 9 apresenta o esquema do dispositivo utilizado para as analises de Transmissao

de Vapor D'agua.

d [

Junta de
Teflon + Silicone

Cupula de
Permeabilidade
|

Silica gel

Dessecador

Figura 9: Esquema do dispositivo utilizado para a determinacdo da Transmissdo do
vapor d’agua.

Em cada intervalo, a silica gel utilizada foi substituida por silica desidratada em estufa.
As leituras das massas nos respectivos intervalos de tempo foram registradas e
aplicadas a equacéo 3. Essa equacdo padroniza a TVA para o periodo de 24 horas,
sendo que 'g” é o peso transmitido, “t” 0 tempo em horas no qual foi realizada a leitura
e “a” representa a area do filme polimérico (CAVALCANTI; CICERI, 2002).

g X24 3)

4.7 Determinacéo da Capacidade de Movimentacgado de Fluidos (CMF)

A determinacdo da Capacidade de Movimentacdo de Fluidos (CMF) foi realizada
utilizando uma solucéo simulada de exsudato de feridas (SEF) e conduzida de acordo

com o preconizado pela norma britAnica BS EM 13726-1 para hidrocoloides e
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curativos. As amostras secas de 0,6mm de espessura foram afixadas em cupulas de
permeabilidade adaptadas, onde uma porcao das cupulas é destinada a deposigao de
agua e a outra porcdo com orificio é destinada a permitir a permeacéo do fliido pelo
scaffold. A cada cupula foram adicionados 20mL de SEF e posteriormente foram
fixados os scaffolds com area de 4,9cm” cada. Sobre cada scaffold foi afixado um
pedaco de tecido do tipo tule (100% poliamida) com o mesmo diametro da amostra
para dar maior resisténcia mecéanica a mesma. Os conjuntos formados foram pesados
e colocados na posicdo invertida em dessecador contendo silica gel, desidratada, a
temperatura de 37°C. A figura 10 apresenta o esquema do dispositivo utilizado para a
analise de CMF.

Becker
para suporte
ke

Silica gel

Dessecador

Figura 10: Esquema do dispositivo utilizado para a determinacdo da capacidade de
movimentacao de fluidos.

Foi realizada nova pesagem apds 24 horas de exposi¢cdo dos sistemas. A leitura das

massas finais foi aplicada sequencialmente nas equacbes 4, 5 e 6:

xX—y
TVPU = - .
Tempo de estocagem X area &)
b—a
CA= p
Tempo de estocagem X area (5)
CMF=TVPU+CA (6)

Onde x é o valor da massa inicial do sistema completo, y € a massa do sistema

completo apds 24h de exposicdo, b é a massa inicial do scaffold, a € a massa do
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scaffold apos 24h. A Capacidade de Movimentacdo de Fluidos (CMF) € a soma da
Capacidade de Absorcéo (CA) a Taxa de Permeacao de Vapor Umido (TPVU).

4.8 Analise do comportamento térmico

O estudo do comportamento térmico dos scaffolds produzidos foi realizado utilizando a

calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a termogravimetria (TGA).

As propriedades térmicas de desidratacdo e perda de massa das espumas foram
estudadas empregando o equipamento DSC-NETZSCH Co., Alemanha. O
equipamento foi calibrado utilizando recipiente vazio de platina como referéncia. Apos
a calibracdo, pesaram-se 15mg de cada amostra em recipiente de platina sem tampas.
As espumas foram aquecidas partindo de 30°C até a temperatura de 500°C a taxa de
10°C/min. A célula DSC estava sob atmosfera de fluxo de nitrogénio a taxa de

100mL/min para manter a atmosfera inerte.

A analise termogravimétrica foi realizada usando equipamento TGA 209 F3, NETZSCH
Co., Alemanha. As amostras (15mg) foram pesadas num cadinho de platina e os
experimentos foram conduzidos de 30°C a 500°C com taxa de aquecimento de
10°C/min e fluxo de géas nitrogénio de 100mL/min (SANTOS, 2004; WU et al., 1996)

4.9 Caracterizacao biologica “in vitro” dos scaffolds.

Os testes biologicos foram realizados de acordo com a norma ISO 10993-5:2009

(Biological evaluation of medical devices: Tests for in vitro cytotoxicity).

4.9.1 Escolhado processo de esterilizagdo das amostras

Com o intuito de escolher o melhor método de esterilizacdo das amostras, foram
realizados testes preliminares onde a amostra QU25VB foi submetida aos métodos de
esterilizacdo por exposi¢do a radiagdo ultravioleta, exposicdo a radiagcdo gama e ao
vapor saturado de Oxido de etileno. Os ensaios revelaram que as amostras
esterilizadas por vapor de oxido de etileno apresentaram alta toxicidade, enquanto as
amostras esterilizadas por radiagdo gama e ultra violeta ndo apresentaram
citotoxicidade. Esse resultado pode estar ligado ao fato do éxido de etileno, indicado

para esterilizacdo de materiais termossensiveis, ser altamente penetrante e apresentar
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alta difusividade, podendo por isso ficar retido dentro de estruturas porosas, como € o
caso dos materiais desenvolvidos no presente trabalho (ANDERSEN et al., 1949;
ETHRENBERG et al., 1974).

Diante dos resultados dos testes preliminares, todas as amostras submetidas aos
ensaios de citotoxicidade foram previamente esterilizadas por exposicao a radiacdo da
luz ultra violeta (UV) (254 nm Light Electronics). A irradiagdo foi realizada em ambos os
lados das espumas e a distancia entre as amostras e a fonte de irradia¢éo foi de 10cm

por 30 minutos em cada lado do material em fluxo estéril.

4.9.2 Escolha do tempo de eluicdo das amostras

Para se determinar o melhor tempo de eluicdo para os ensaios de citotoxicidade foi
realizado ensaio preliminar, tal como descrito no item 4.10.4, usando para iSso apenas
0s grupos: branco no qual as culturas celulares ndo sdo expostas a henhuma amostra,
controle negativo que utiliza polimero Polietileno de Alta Densidade (PEAD) e o
controle positivo Latex. A exposicdo dos controles aos meios foi executada por
periodos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados desse teste demonstraram que o tempo
de 72 horas de exposicdo é o mais adequado tendo em vista a maior expressao
citotoxica do latex (controle positivo) comparado aos tempos de 24 e 48 horas de

eluicéo.

4.9.3 Cultura de Células

A linhagem celular de fibroblastos de camundongo (L929) foi gentilmente cedida pela
Professora Dr. Miriam Teresa Paz Lopes do Departamento de Farmacologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG. As células de linhagem de rim de embrido
humano (HEK293 T) foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ,
Brasil). As duas linhagens foram cultivadas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) contendo (10%, v/v) de soro fetal de bovino (SFB), sulfato de
estreptomicina (10mg.mL™), penicilina G de sédio (10 unidades.mL™), e anfotericina-b
(0,025mg.mL™), todos reagentes fornecidos pela Gibco BRL (Nova lorque, EUA),
usando uma atmosfera umidificada de 5% de CO, a 37 °C. As células HEK293 T foram

utilizadas para os experimentos na passagem 48.
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4.9.4 Determinacao da citotoxicidade dos scaffolds pelo Teste de Eluicéo

A citotoxicidade dos scaffolds em relacao as células L929 foi determinada por contato
indireto usando o teste de eluicdo tal como especificado pela 1ISO 10993 para
biomateriais. As células L929 foram cultivadas em meio DMEM contendo 10% (v/v) de
SFB durante 24 horas. Apos este periodo, as células foram tratadas com solugéo de
tripsina bovina, ressuspendidas em meio soro e plagueadas em placas de Petri de
35mm nas condicdes de 1 x 10° células em volume de 1,5mL de suspensdo por pogo.
As placas foram incubadas por 72 horas para atingirem a confluéncia adequada. Os
grupos controle e as amostras foram preparados para eluigdo paralelamente ao cultivo
das células (n=3 por grupo). Para obtencdo dos extratos, as amostras e controles
foram expostos ao meio DMEM com 10% (v/v) de SFB por 72 horas nas seguintes
propor¢cdes: amostras dos scaffolds pesando 200mg/2mL de meio soro, controle
negativo PEAD 200mg/1,5mL de meio soro, controle positivo Latéx 300mg/3mL de
meio soro e branco com incubagdo de 1,5mL de meio soro. Apés as 72 horas o0 meio
de cultura das placas foi aspirado e substituido pelos eluatos das amostras e grupos
controle. As placas foram mantidas por mais 48 horas a temperatura de 37 °C em
atmosfera umida contendo 5% (v/v) de CO,. ApOs as 48 horas de incubacdo os
eluatos foram aspirados das placas e foi efetuada fixacdo e coloracdo da
monocamada celular. A fixacdo das células foi realizada utilizando tampéo fosfato-
salino (PBS) sem &acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (1,0mL/placa). Ap6s a
fixacdo celular, o PBS foi aspirado. A coloracdo histolégica das placas foi realizada
adicionado 0,5mL/placa de solucéo do corante cristal violeta a 2% (m/v), preparada em
etanol a 20% (v/v). O corante foi aspirado e a monocamada celular foi lavada com 1mL
de agua Milli-Q. Apds remocdo da agua e secagem natural das placas, essas foram
levadas ao microscépio Optico invertido (Leica, modelo DMIL-LED, Alemanha) para
obtencdo das imagens e atribuicdo dos valores dos graus de reatividade das amostras

tal como padronizado na norma 1IS010993-5 (Tabela 7).
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Tabela 7: Graus de reatividade para testes de eluicdo de biomateriais (ISO 10993-
5:1999)

Grau Classificacao Condicfes da Cultura
0 Nenhuma Discretos granulos intracitoplamaticos; nenhuma lise celular
1 Leve N&o mais que 20% das células sao arredondadas, frouxamente

ligadas e sem granulos intracitoplasmaticos; lise celular rara
2 Suave 50% das células séo arredondadas e desprovidas de granulos
intracitoplasmaticos; lise celular extensa e areas vazias entre as
células
3 Moderada 70% da camada celular contém células arredondadas e/ou que
sofreram lise

4 Severa Completa destruicdo da camada celular

4.9.5 Analise daviabilidade celular por MTT

A andlise da viabilidade celular foi realizada através da reduc¢do do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-y1)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Este ensaio proporciona um modelo
simples e eficaz para detectar células vivas sem o uso de elementos radioativos. A
viabilidade de células L929 em contato com os scaffolds foi determinada por meio de
dosagem colorimétrica, baseada na conversdo mitocondrial do sal de tetrazélio num
produto de coloracdo azul escuro, a formazana. As populacBes celulares foram
sincronizadas em meio sem soro durante 24 horas. Apés este periodo, as células
foram tratadas com tripsina e semeadas (1 x 10* células/poco) sobre as amostras de
formato quadrado (4.0 x 4.0mm? com espessura média de 0.6mm em placas de
poliestireno de 96 pogos (n=5 por grupo). Como grupos controle foram usados as
células em meio DMEM com 10% de SFB, controle positivo Triton X-100 e como
controle negativo lascas de eppendorf de polipropileno estéreis (0,1mg/mL). As placas
foram mantidas a temperatura de 37°C em atmosfera Umida contendo 5% (v/v) de
CO,. Passadas 72 horas do cultivo o meio foi aspirado em cada pogo e trocado por
60uL meio-soro. Foram adicionados 50uL do MTT diluido em DMSO (5mg/ml) aos
pocos. As placas foram incubadas por mais 4 horas em estufa a 5% (v/v) CO, e 37°C.
Subsequentemente, 40uL de solucdo de dodecil sulfato de so6dio (SDS)/4% de HCI foi
colocada em cada pogo e reincubou-se durante mais 16h (OLIVEIRA et al., 2013;
OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2000).
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Completadas 4 horas de incubacéo, foram retirados 100l da solugcéo e transferidos
para uma placa de 96 pocos para quantificar a absorbancia usando um leitor de
microplacas de absorbancia (Thermo Placa, TP-reader) com um filtro de 595nm. Os
valores obtidos foram expressos como a viabilidade celular relativa utilizando a

equacéao 7:

Absorbancia das amostras e células (7
Viabilidade celular = — x 100%
absorbancia do controle

4.9.6 Anédlise da viabilidade celular por LIVE/DEAD®

As células L929 foram carenciadas em meio isento de soro durante 24 horas. Apos
este periodo, as células foram tratadas com tripsina e semeadas (1 x 10* células/poco)
sobre as amostras quadradas (4.0 x 4.0mm) com espessura média de 0.6mm em
placas de poliestireno de 96 pocos (n=5 por grupo). Apds 72h, o meio foi aspirado e as
células lavadas duas vezes com 100uL de tampdo PBS (Gibco BRL, Nova lorque,
EUA). As culturas celulares foram entdo tratadas durante 15 minutos com o0s
reagentes do kit viabilidade/citotoxicidade LIVE/DEAD® (Life Technologies do Brasil
Ltda., Sdo Paulo) de acordo com as especificacdes do fabricante. As imagens foram
obtidas com um microscopio 6ptico invertido (Leica, modelo DMIL-LED, Alemanha), e
a fluorescéncia foi determinada utilizando calceina em A=530 + 12.5nm e EthD-1 a
A=645 = 20nm.

49.7 Atividade da Fosfatase Alcalina

A andlise quantitativa da atividade da ALP foi realizada bioquimicamente usando 5-
bromo,4-chloro,3-indolylphosphate-nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT) como substrato.
Este ensaio baseia-se no principio de que os cromégenos BCIP e NBT reagem com a
fosfatase alcalina, onde o BCIP é hidrolisado e o NBT é reduzido formando um produto
azul escuro (WERNER et al., 2011). O tamanho de todas as amostras foi de (2,0 x 2,0
mm), com espessura média de 0,6mm (n=5 por grupo). As amostras foram colocadas
em placas de 96 pocos e a seguir as células foram semeadas (3 x 10° células/poco)
sobre as amostras de 100% de quitosana QU, e as espumas compositas QU25VB e
QUS0VB. As populagbes celulares foram antes carenciadas em meio sem soro

durante 24h e apoés este periodo, o meio foi aspirado e substituido por meio contendo
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10% de SFB. Foram utilizados como controle referéncia células tratadas com DMEM
com 10% de SFB, como controle positivo Triton x-100 (1%) da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) e como controle negativo lascas estéreis de eppendorfs de
polipropileno (1mg.mL™) da Eppendorf (Hamburg, Germany). Apds 7 dias, 100ul de
BCIP-NBT (Life Technologies do Brasil Ltda, SP) foram preparados de acordo com o
protocolo do fabricante e adicionados a cada poc¢o e incubados por 2h em estufa a
37+1°C e 5% (v/v) de CO,. Em seguida foram microfotografadas em microscépio
invertido (Leica DMIL, Alemanha) e colocados 40uL de solugdo de SDS/4% HCL com
incubacdo por 16h em estufa a 37+1°C e 5% (v/v) de CO,. Depois, foram retirados
100uL de cada pogo e transferidos para uma placa de 96 pocos plana e a
guantificacdo da absorbancia foi feita em Microplate Absorbance Reader (BIO-RAD)
com filtro de 595nm. Os valores obtidos foram expressos em percentual da atividade

da fosfatase alcalina de acordo com a equacao 8:

ACA X 100 8)
AFA= —"—
Acc

Onde AFA ¢é a Atividade da fosfatase alcalina (%), ACA é a absorbéancia das células
em contato com as amostras e ACC absorbéncia das células do controle.
Consideraram-se os valores dos controles (pocos com células e sem amostras) como

100% de atividade da fosfatase alcalina.

4.9.8 Analise Estatistica

Para a analise de dados e significAncia estatistica, o software Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA) foi empregado usando o método ANOVA unidirecional
seguido pelo teste de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

4.10 Degradacgao das espumas 3D
4.10.1. Preparo de amostras das espumas para degradacéao

As amostras foram preparadas na forma de discos, com massa aproximada de 200mg
por amostra. A forma adotada buscou garantir uma area uniforme. O volume de
solucgéo utilizado seguiu a relagcdo (massa da amostra/Volume de solucéo) de 0,2g/mL
tal como estabelecido na ASTM F1635 (Standard Test Method for in vitro Degradation
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Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical
Implants). O nimero de replicatas para cada ensaio foi igual a trés.

4.10.2 Preparo da solucéo simuladora para degradacgéo

Os reagentes utilizados para preparar a solu¢do simuladora do fluido corp6reo (SBF)
foram NaCl (7,996g), NaHCO; (0,350g), KCI| (0,224g), K,HPO,.3H,O (0,228g),
MgCl,.6H,O (0,305g), CaCl, (0,228g) e Na,SO, (0,071 g), (Synth-Brasil), que foram
dissolvidos em 1L de agua destilada. A solucao foi tamponada em pH 7,4 ajustado com
Trishidroximetilaminometano e HCI (Merck), na temperatura de 37°C (KOKUBO;
TAKADAMA, 2006).

4.10.3 Analise da perda de massa por hidrolise

O ensaio de degradacdo por hidrélise foi utilizado para estudar a capacidade de
scaffolds perderem massa quando expostos ao fluido corporal simulado (SBF). Neste
estudo, as amostras secas foram pesadas (Mo), imersas na solucdo de SBF, e em
seguida, mantidas a 37°C durante periodos de tempo especificos até completar 84
dias. Em seguida, as amostras foram removidas da solucdo de SBF, secas em estufa
a 50°C e pesadas em balanca analitica. A solucdo de SBF foi substituida de 4 em 4
dias ao longo da degradacdo das amostras, evitando assim a saturacdo da solucao.
Foram avaliadas trés amostras para cada periodo de tempo. A degradacdo foi
monitorada pela diferenca entre a massa inicial (Mo) e a massa final (Mf) de cada

amostra. A percentagem de peso restante (Mr) foi calculada pela equacéo 9:

Mo — M 9
Mr=100-22"M o0 ©)
a'l-'irﬂ

4.10.4 Caracterizacdo das espumas 3D ap0s ensaio de degradacéo

As espumas 3D foram caracterizadas apos realiza¢éo dos ensaios de degradagdo em
SBF para analise da sua morfologia por microscopia eletrbnica de varredura e por
microtomografia de raios x. A estrutura e composicdo quimica foi avaliada por
espectroscopia na regido do infravermelho e espectroscopia por dispersao de energia
de raios x. Além disso, foram verificados os padrfes de cristalinidade das amostras

através de ensaio de difracdo de raios X.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo estrutural e morfologia das espumas 3D

5.1.1 Analise estrutural dos scaffolds por MEV, EDS e micro-CT

A figura 11 apresenta a imagem obtida por fotografia digital das espumas 3D de QU (100%
de quitosana), QU25VB (75% de quitosana e 25% de vidro bioativo) e QU50VB (50% de
guitosana e 50% de vidro bioativo). A matriz QU apresenta coloracdo amarelada uniforme,
caracteristica de derivados de quitosana. A matriz QU25VB tem essa coloracdo ja menos
acentuada e a amostra QU50VB apresenta coloracdo quase branca. Todas as amostras tém
como caracteristica a flexibilidade e a alta porosidade.

QuU25VB

Figura 11: Imagens digitais (sem magnificacdo) das espumas produzidas: QU (100%
guitosana) QU25VB (75% de quitosana e 25% de vidro bioativo) e QU50VB (50% de

guitosana e 50% de vidro bioativo).

A microscopia eletrdnica de varredura foi empregada para avaliar a estrutura e porosidade
superficial dos scaffolds. A Figura 12 apresenta as imagens das espumas 3D, onde é
possivel observar a porosidade com macroporos interconectados nos trés materiais. Os
macroporos foram intencionalmente obtidos por meio da adi¢do do tensoativo lauril sulfato
de sodio associado ao processo de agitacdo vigorosa, ao qual a solugdo precursora foi
submetida. No entanto, houve diferenca no aspecto estrutural das amostras. A espuma com
100% de quitosana tem poros mais arredondados com maior tamanho de poros, que variam
entre 115-445um em comparagao com as amostras de QU25VB e QU50VB com tamanhos

de poros variando de 115-270um e 160-260um respectivamente.



15kV 400 X

Figura 12: Fotomicrografias obtidas por MEV da espuma QU (A) 100X e (B) 400X, e das
espumas compgésitas QU25VB (C) 100X (D) 400X e QU50VB (E) 100X (F) 400X.

Na figura 13 é possivel observar a imagem de particulas que foram associadas ao vidro
bioativo presente na superficie das espumas QU25VB e QUS50VB, conforme exemplos
indicados pelas setas. Logo abaixo as respectivas andlises de EDS da regido, indicando a

presenca de silica, calcio e fésforo referentes ao vidro bioativo.
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Figura 13: Fotomicrografias obtidas por MEV acompanhadas pelos espectros de EDS das
espumas compdésitas QU25VB (A) e QU50VB (B) contendo o vidro bioativo (VB) disperso na

superficie.

A andlise da arquitetura interna 3D das espumas obtidas foi realizada empregando a técnica
Micro-CT. A figura 14 apresenta o histograma de distribuicdo de tamanho de poros e uma
reconstrucdo de modelo 3D para as amostras QU, QU25VB e QU50VB. A porosidade total, o
tamanho médio de poros e a porcentagem de poros abertos das amostras estdo

representados na tabela 8.

Observou-se uma estrutura porosa para todas as amostras, com até 59,7% de porosidade
total, bem como uma estrutura de poros altamente interligada, sendo o total de poros
abertos acima de 98% para os scaffolds. O histograma de distribuicdo de tamanho de poros
mostra que as espumas de QU e QU25VB apresentaram uma distribuicdo de tamanho de
poro mais ampla, com uma pequena fracdo de poros na ordem de 440-900um, mas a
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maioria dos poros ainda menores que 300um. Na espuma QU50VB observa-se uma
distribuicdo de tamanho mais estreita, formando uma estrutura mais homogénea, com poros

com tamanhos abaixo de aproximadamente 300um.
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Figura 14: Imagens e histogramas da distribuicdo do tamanho de poros obtidos por micro-
CT das espumas 3D QU, QU25VB e QU50VB.
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Tabela 8: Porosidade total, o tamanho médio de poros e a porcentagem de poros abertos
das amostras das espumas 3D QU, QU25VB e QU50VB:

Média do tamanho

Amostras Porosidade total (%) Poros abertos (%) de poros (um)
QU 452 +2.8 98,8 +1,9 249,6 +7,9

QU25VB 59,7 +5,7 99,3+1,0 269,4 + 8,1

QU50VB 51,9+0,7 98,5+1,2 1498+ 1,6

Na figura 15 é possivel observar as imagens 3D com a distribuicdo do vidro bioativo no
interior das espumas QU25VB e QUS50VB. As imagens foram formadas a partir das
diferentes densidades onde a fase organica estd em cinza escuro e a fase inorganica em
cinza claro.

Qu25vVB

Figura 15: Fotomicrografias 3D obtidas por micro-CT das espumas compdsitas QU25VB (A)
e QU50VB (B) demonstrando a dispersao do vidro bioativo (VB) disperso no interior das
amostras de matriz de quitosana.

E possivel observar pelos resultados encontrados pelas técnicas de MEV e micro-CT que a
presenca da fase inorganica nas espumas compaositas pode modular ndo s6 o tamanho dos
poros, mas também o aspecto da estrutura porosa. Essa diferenca estrutural é
provavelmente resultado das interacdes intermoleculares entre a quitosana e vidro bioativo,
formando uma espuma mais densa, ndo permitindo o crescimento e liberacdo de bolhas de
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ar geradas durante o processo de mistura dos materiais, o0 que também explica a maior
homogeneidade da estrutura porosa da espuma QU50VB que possui a maior proporcdo de

vidro.

Quando comparados os valores referentes as medidas maximas e minimas do tamanho de
poro obtido por MEV e pelo micro-CT, notamos que ha valores discrepantes. Essas
diferencas quantitativas podem estar relacionadas a técnica, pois o micro-CT permite
calcular o tamanho de poro na estrutura 3D completa e o pelo MEV se observa apenas uma

pequena regido superficial das amostras.

No desenvolvimento de um scaffold para engenharia de tecidos a alta porosidade e uma
estrutura de poros interconectada sdo essenciais para a movimentacdo e crescimento das
células, formacao da matriz de adesédo e posterior vasculariza¢cao do novo tecido (HARLEY
et al.,, 2007; MURPHY; O’BRIEN, 2010). Baseado no desenvolvimento de matrizes
destinadas a regeneracdo da pele o diametro dos poros dos scaffolds para a acomodacéo
adequada de células como queratindcitos (30-60um) e fibroblastos (10-15um) devem ser
superiores ao tamanho das células do tecido local. Estudos anteriores de Murphy et al.
(MURPHY; HAUGH; O’BRIEN, 2010) mostraram que pode haver um intervalo critico de
tamanhos de poro entre 85 e 325um. Scaffolds com tamanho de poros dentro deste intervalo
de valor possuem estrutura apropriada para permitir 0 movimento livre de células e também
a area de superficie necessaria para o inicio da adesédo celular (LULEVICH et al., 2010;
MURPHY; HAUGH; O’BRIEN, 2010). Considerando estes requisitos, a estrutura de poros
obtida nas espumas produzidas é adequada para engenharia de tecidos cutaneos, exibindo

uma rede macroporosa homogénea com distribuicdo de tamanho de poro apropriada.

5.1.2 Caracterizac&o por espectroscopia FTIR e Raman

A Figura 16 apresenta os espectros FTIR do polimero quitosana e das particulas de vidro
bioativo (a-b), e os espectros das espumas QU e compésitas (c-e). As principais bandas de
vibragéo presentes nos espectros FTIR s@o apresentadas na tabela 9. A espectroscopia por
FTIR foi utilizada objetivando identificar os principais grupos quimicos presentes nas
matrizes porosas com e sem adicdo de VB e assim investigar as for¢as intermoleculares
presentes na espuma QU (100% quitosana) e nas espumas compdsitas QU25VB (75% QU
e 25% VB) e QU50VB (50% QU e 50% VB), interligando essas informacdes as propriedades

obtidas nos materiais.
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Figura 16: Espectros de FTIR de (a) quitosana pura, (b) vidro bioativo, (¢) QU e espumas
compositas (d) QU25VB e (e) QU50VB.

De forma geral, os grupos funcionais caracteristicos de cada matéria-prima foram também
observados nos espectros das espumas produzidas. A figura 16a mostra as principais
contribuicBes da quitosana com a presenca de bandas caracteristicas tais como as bandas
de amida. A banda de amida | a aproximadamente 1648cm™ é associada principalmente
com a deformacao axial da carbonila (C=0). A banda de amida Il pode ser observada em
1570 cm™ e esta relacionada com a deformacéo angular de N-H. A banda de estrutura
sacaridica esta relacionada com o estiramento de C-O-C e pode ser encontrada em 1151 e

893cm™. A banda de C-O ciclico pode ser encontrada aproximadamente em 1068 e 1027cm’
1

No espectro do VB (Fig. 16b), os modos de vibracdo associados ao modo de estiramento Si-
O podem ser observados aproximadamente em 873cm™. As bandas de Si-O-Si relacionadas
com o modo de estiramento assimétrico sdo observadas a aproximadamente 739cm™ e

1020cm™. A banda de estiramento associada a ligagdo PO,* é encontrada em 940cm™.

A espuma QU50VB exibe mais claramente as principais vibra¢fes atribuidas a VB como se
segue: A banda associada a vibrac&o de estiramento com a ligacdo PO,> em 1085cm™ e a

banda a 995cm™ associada ao modo de estiramento Si-O ambas presentes também no
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espectro FTIR da espuma QU25VB. A banda de Si-O-Si atribuida ao modo de estiramento

assimétrico é observada aproximadamente em 756cm® (MANSUR; COSTA, 2008;
MOREIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013).

Tabela 9: Bandas caracteristicas obtidas do espectro no infravermelho associadas com a

guitosana e com o vidro bioativo:

Material v(cm™) Atribuic&o Referéncias
QUI 3281 - 3355 Estiramento de OH e N—-H2 @)
QUI 2948 Estiramento assimétrico de C-H (@)
QUI 2878 Estiramento simétrico de C-H (@)
QUI 1648 Amida |: Deformacao axial de C=0 @)
QUI 1570 Deformacédo angular simétrica de NH (l1) (a)
QUI 1421 Deformacédo angular de CH, (tesoura) (a)
QUI 1319 Deformacéo axial de C-N de amina primaria (a)
QUI 1265 Deformacédo axial de C-N de amina secundaria (a)
QUI 1151, 893 Estiramento COC (estrutura sacaridea - p-1-4) (a)
QUI 1068, 1027 Estiramento C-O (ciclico) (a)
VB 3550-3200 Estiramento O—H de 4gua absorvida (b)
VB 1020 Egtlramento assimétrico Si—O-Si no tetraedro (b)

Si04
VB 940 dubleto como 2 - 3
V=569 e v = 658 Fosfatos (PO =, PO3 ™), (PO, ™) (b)
VB 953 Estiramento da ligagdo Si—-OH (b)
VB 873 Estiramento Si—O (b)
VB 739 Estiramento simétrico Si—O-Si (b)

(@) (BARRIONI et al., 2015; COSTA-JUNIOR; PEREIRA; MANSUR, 2009; MANSUR,;
COSTA, 2008; MEHDIPOUR; AFSHAR, 2012; PAVIA et al., 2009; WANG; TURHAN;
GUNASEKARAN, 2004).

(b) (JUNIOR, 2008; MANSUR; COSTA, 2008; MEHDIPOUR; AFSHAR, 2012; OLIVEIRA et

al., 2013).

Todos os espectros mostram a banda larga observada entre 3500 e 3100cm™, que esta

associada a vibracdo de alongamento da O-H a partir de ligagbes C-OH e ligacbes de

hidrogénio intramolecular, especialmente a partir de moléculas de agua adsorvidas. Apesar
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de superpostas sobre a banda de hidroxila dos scaffolds, outras duas bandas a 3355 e
3281cm™ ocorrem pela vibracéo simétrica de N-H da amina. As bandas a 2880 e 2930cm™
sdo tipicas para as ligagbes C-H de grupos CH, e CHjs, respectivamente (MANSUR et al.,
2009; MEHDIPOUR; AFSHAR, 2012).

Os espectros de todas as espumas mostram as bandas aproximadamente em 1151cm™ e
1040 cm™ correspondendo a regido de C-O-C da estrutura sacaridica e C-O ciclico,
respectivamente, por essa razao todos os espectros foram normalizados a partir da banda
de C-O (ciclico) de tal forma a obter a absorcéo igual a 1 (COSTA-JUNIOR et al., 2009). Os
materiais mostram bandas de deformacdo em tesoura de CH, entre 1457-1403cm™ e
bandas de deformacéo de N-H (I) e N-H (ll) em 1315 e 1271-1207cm™, respectivamente
(COSTA-JUNIOR et al., 2009; MANSUR; COSTA, 2008).

As bandas associadas ao grupo amida Il, que sdo caracteristicas da quitosana, foram
observadas em todas as espumas: com banda no nimero de onda 1556cm™ na espuma
com 100% de CH e na amostra QU25VB, entretanto essa mesma banda surge deslocada a
1543cm™ na espuma com QUS50VB. Este deslocamento pode ser o resultado da ligacéo de
hidrogénio entre um grupo N-H (II) com um grupo Si-OH do vidro bioativo (PAVIA et al.,
2009).

Outro deslocamento é observado na vibragcdo de estiramento da banda de C=0 do grupo
amida (l) da quitosana e do grupo carboxilato proveniente do acido adipico, resultando numa
sobreposicdo das bandas. As matrizes QU e QU25VB tem as bandas de carbonila
localizadas respectivamente em 1638cm™ e 1630cm™. No entanto, na espuma QU50VB a
banda de carbonila esta localizada a 1577cm™. Este deslocamento pode ser explicado pela
ligacdo de hidrogénio entre um grupo C=0 e o grupo silanol (Si-OH) que encontra-se em
maior concentragdo nesse material, diminuindo a constante de estiramento e
consequentemente reduzindo a frequéncia da banda de C=0 (LAMPMAN et al., 2009). A
Figura 17 apresenta os espectros FTIR das espumas entre 2000-500cm™ onde é possivel

visualizar de forma ampliada os principais deslocamentos de onda.
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Figura 17: Espectros de FTIR comparativo ampliado das espumas QU (c), QU25VB (d) e
QUS0VB (e) e principais deslocamentos de onda observados.

A andlise Raman foi realizada como método complementar ao FTIR a fim de se determinar
as estruturas quimicas e as interacdes existentes nas amostras. Os resultados obtidos por
espectroscopia Raman das amostras do polimero quitosana, vidro bioativo e das espumas
QU, QU25VB e QU50VB estéo representados na figura 18. Na tabela 10, sdo apresentados
0s modos de vibracdo de dobramentos e estiramentos simétrico e assimétrico observados

nas bandas Raman do polimero quitosana e do vidro bioativo.

Nos espectros das espumas sd0 mostram as bandas em aproximadamente 1108cm™ e
1042cm™ correspondendo a regidio de C-O-C da estrutura sacaridica e C-O ciclico,
respectivamente, por essa razdo e da mesma forma que no FTIR, todos os espectros foram
normalizados a partir da banda de C-O (ciclico) de tal forma a obter a absorgdo igual a 1
(COSTA-JUNIOR et al., 2009). Todas as espumas apresentaram bandas caracteristicas de
deformagdo em tesoura de CH, em aproximadamente 1461-1400cm™. As bandas de
deformacéo de N-H (I) em 1368 e N-H (Il) em aproximadamente 1298cm™ foram observadas
mesmo que em baixa intensidade em todas as matrizes (BEZERRA, 2011; JUNIOR, 2008).
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Figura 18: Espectros Raman obtidos de (a) quitosana pura, (b) vidro bioativo, das espumas
compositas QU25VB (d), QU5S0VB (c) e a espuma de 100% de quitosana (e).

Segundo observado no espectro, os estiramentos localizados em 847-815cm™ em todas as
amostras sdo atribuidos a ligacdo de C-O-C da estrutura sacaridea - B-1-4. E possivel
observar para as espumas compaositas as vibracées atribuidas ao estiramento da ligacdo Si-
O em aproximadamente 963cm™ e os estiramentos presentes em 484cm™ e 415cm™
atribuidas a ligacdes de Si-O-Si e P-O respectivamente, estas vibragfes séo atribuidas ao
VB (MOREIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013).

O estiramento de C=0 de amida Il foi observado em todas as amostras, porém com banda
no nimero de onda 1665cm™ para a espuma QU, 1632cm™ para QU25VB e 1628cm™ para
a espuma compésita QU50VB. O deslocamento observado na espectroscopia Raman é
similar ao observado no FTIR, ou seja, comprova-se que hd um deslocamento ocasionado
pela presenca do vidro bioativo na estrutura da quitosana, provavelmente relacionado a
ligac@o de hidrogénio entre os grupos polares N-H (ll) proveniente da quitosana e 0s grupos
Si-OH do vidro bioativo que provoca a diminuicdo da constante de estiramento e reduz a
frequéncia da banda de C=0 da amida | (PAVIA et al., 2009).
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Tabela 10: Bandas caracteristicas obtidas do espectro Raman associadas com a quitosana

e com o vidro bioativo.

Material v(cm™) Atribuic&o Referéncias
QUI 1662 Amida |: Deformacéo axial de C=0 @)
QUI 1455, 1405 Deformacéo angular de CH, (tesoura) (a)
QUI 1335 Deformacéo axial de C-N de amina priméaria (a)
QUI Deformacédo axial de C-N de amina

1255 y (&)
secundaria
QuUI 1107 Estiramento COC (estrutura sacaridea - B-1-4) (a)
QUI 1078 Estiramento C-O (ciclico) (a)
VB 1086 E_stiramento assimétrico Si—O-Si no tetraedro (b)
Si04
VB 956 Estiramento Si—O (b)
VB 479 Estiramento simétrico Si—-O-Si (b)
VB 424 Estiramento simétrico P-O (b)

(a) (BEZERRA, 2011; JUNIOR, 2008) (b) (MAQUET et al., 2003; REHMAN et al., 1994)

A partir dos ensaios de FTIR e Raman é possivel afirmar que ha interacdes eletrostaticas
entre quitosana e vidro bioativo. No entanto, podemos supor que 0 mecanismo de
reticulacdo nos compdsitos tenha ocorrido devido a formacéo de ligacéo eletrostatica a partir
da interacdo por ligacdo de hidrogénio entre os grupos carbonila e amina da guitosana com

0s grupos silanol do vidro bioativo.

5.1.3 Andlise por difrag&o de raios-X (DRX)

A Figura 19 mostra os padrdes de DRX das amostras de quitosana, vidro bioativo, QU,
QU25VB e QU50VB. O vidro bioativo apresenta estado totalmente amorfo pois ndo foiram
observadas linhas de difracdo e sim uma banda larga entre 20 e 40° (26). O polimero
guitosana tem duas linhas caracteristicas, uma de maior intensidade em aproximadamente
19,9° e uma de baixa intensidade em 10° (20) (OGAWA; INUKAI, 1987; OGAWA, 1991,
OKUYAMA et al., 2000). No entanto, estes picos ndo foram encontrados no espectro de
espuma QU e sim uma banda larga entre 12-20°. Essa mudanca estd provavelmente
associada a existéncia de cristais hidratados presentes no polimero, que durante o processo
de formacdo da espuma essa organizacdo das cadeias do polimero acaba sendo
interrompida (OKUYAMA et al., 2000).
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Figura 19: Padrdes de DRX dos materiais (a) quitosana, (b) vidro bioativo SiO2-Ca0O-P205,

(c) espuma QU, (d) espuma compdsita QU25VB e (e) QU50VB.

O padrao DRX de QU50VB apresenta picos de cristalinidade a 11,4° e 21,6°, que estdo
possivelmente relacionados com o deslocamento de picos cristalinos de quitosana puro. O
material QU25VB esboca de forma leve formagbes nas mesmas regides 26. Os picos de
cristalinidade apresentados no compésito sdo provavelmente resultado do efeito de
nucleacao exercido pelo vidro bioativo na matriz polimérica de quitosana. Pei et al. (2010)
relataram que, com poli (I-latico), ocorreu aumento na cristalinidade do material apds a
adicdo de nanocristais de celulose como agentes de nucleacdo de base biologica e

observou-se também um aumento nas propriedades mecanicas dos materiais.

A adicdo de silicatos como agentes de nucleacéo j4 € amplamente conhecida e a presenca
de grupos -OH e -CONH; foi relatada como capaz de induzir a nucleacdo e aumentar a
cristalinidade de um material polimérico (BASKAR; BALU; KUMAR, 2011). Esses resultados
sugerem que a ocorréncia do aumento da cristalinidade nos materiais compdsitos é

relacionado com a quantidade de VB adicionado.
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5.2 Caracterizacdo das propriedades mecéanicas

5.2.1 Ensaio de compressao

A Figura 20 mostra a curva tensdo de compresséao versus deformacado para a espuma QU e
para as espumas compositas QU25VB e QU50VB. Observou-se uma variagdo consideravel
na resposta mecanica entre as amostras. As microparticulas de vidro bioativo sédo agentes
de reforgco na espuma composita. Estas particulas restringem o movimento da fase da matriz
polimérica de quitosana, que por sua vez transfere uma fracdo da carga de esforco
compressivo para as microparticulas de vidro. Contudo, o comportamento mecéanico
melhorado das espumas compdésitas também depende de uma forte ligacao intermolecular
na interface matriz-particula. As espumas compdésitas apresentam um maior médulo de
elasticidade e resisténcia a compressao, provavelmente resultante da interacdo entre os
grupos funcionais da quitosana e do VB, intera¢des essas discutidas na andlise de FTIR. Os

resultados estdo apresentados resumidamente na tabela 11.
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Figura 20: Curva tenséo x deformagédo das espumas QU (a), QU25VB (b) e QU50VB (c).
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Tabela 11: Médulo de Young (E*), resisténcia maxima a compressao (0so) € tenacidade (T*)
das matrizes 3D.

Amostras E*(KPa) Os00:(KPa) T*(KPa) p (g/cm3)
QU 260,00 £0,14 34,00+0,13 153,00+0,2 0,46 £0,04
QU25VB 685,00 £ 0,07 114,00+0,02 1648,00+ 0,04 0,39 +0,06
QU50VB 750,00 £0,08 120,00 +0,09 1936,00 +0,07 0,33 0,03

O aumento da densidade é um dos fatores que também aumenta a resisténcia mecanica
das espumas poliméricas (HARLEY et al., 2007; ZHANG et al., 2015). No entanto, estudos
como o de Harley et al. (HARLEY et al., 2007) mostraram que a heterogeneidade na
distribuicdo do tamanho de poros em espumas pode reverter essa tendéncia, uma vez que
amostras com maiores distribuicdes de tamanho de poro podem ter maiores densidades,
mas menor resisténcia mecanica em comparacdo com o mesmo material polimérico com
maior uniformidade na distribuicdo de tamanho de poro. Portanto, a nao-uniformidade
estrutural dentro da microestrutura das amostras tém um efeito significativo sobre as
propriedades mecénicas da amostra. Esse efeito também explica parcialmente a baixa
resisténcia mecanica da espuma com 100% de quitosana que tinha uma densidade maior
em comparacdo com as espumas compaositas, que por sua vez possuem maior uniformidade

na distribuicdo do tamanho dos poros, tal como observado na analise por micro-CT.

Além disso, a cristalinidade é outro fator que pode afetar as propriedades mecanicas dos
scaffolds. El-Hadi et al. (2002) mostraram em seus estudos que uma maior cristalinidade
leva a diminuicdo da mobilidade das moléculas devido a uma maior organizacdo das
cadeias de polimero. Por outro lado ocorre um aumento na resisténcia ao escoamento e no
modulo de elasticidade (EL-HADI et al., 2002b; ZHANG et al., 2015). A maior cristalinidade
das espumas compdsitas em comparagdo com a espuma QU €& o outro parametro que
contribui para um aumento no médulo de elasticidade e na resisténcia a compressao das
amostras QU25VB e QU50VB.

5.2.2 Teste de compressao por deflexdo constante das matrizes 3D

A Figura 21 mostra a recuperacao da forma de espumas secas obtidas ap6s 1, 3, 6, 12 e 24
horas de aplicagdo de carga de compressdo constante e com as medidas de retorno de
forma realizadas apdés 30 minutos e a figura 22 demonstra a recuperacdo apos 12h de
liberacdo da carga de compressdo e recuperacdo livre das amostras. O tempo Oh
corresponde a dimensao original das amostras. Para todos os tempos testados, as espumas

compositas QU25VB e QU50VB mostraram uma recuperagdo de forma mais elevada em
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comparacgdo com a espuma QU, a espuma com 50% de vidro bioativo apresentando a maior
capacidade de recuperacao de forma.
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Figura 21: Comportamento de recuperagdo de forma da espuma QU e das espumas
compoésitas QU25VB e QUS0VB apés 1, 3, 6, 12 e 24 horas de compressao por deflexdo
constante e medidas de recuperacdo de forma realizadas apés 30 minutos depois da
liberacdo da carga de carga de compressao e livre recuperacdo de amostras. O tempo 0

corresponde a dimensdao original das amostras.

Considerando o comportamento dentro de 30 minutos ap0s a liberagdo da carga de
compressao, a recuperacao de forma de ambos os materiais € superior a 80% em relagéo a
dimensao original para 1h de compressdo constante. Para os tempos de 3 e 6h de
compressdo constante, a espuma QUS50VB respondeu com recuperacdo de forma de
aproximadamente 80% e apresentou uma diminuicAo nos tempos de 12 e 24h de
compressao constante. A espuma QU25VB exibiu diminui¢cdo da recuperacéo se comparada

a espuma de quitosana pura e a espuma QU50VB que contém o dobro da quantidade de

vidro em sua estrutura.
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Todas as espumas apresentaram reducéo da recuperacdo de forma com o aumento do
tempo de aplicagdo da tensdo de compressdo e apresentaram recuperagdo de
aproximadamente 56% e 60% para as espumas QU25VB e QU50VB respectivamente, apos
aplicacdo de carga por 24h.

Os resultados obtidos 12h ap06s liberacdo da carga de compressao e livre recuperacado de
amostras, mostram que a recuperacdo aumentou e foi superior a 80% para todas as
amostras testadas até o tempo de 6h sob compressdo constante, mantendo este valor de
recuperacdo para a espuma composita QU50VB mesmo para 12h de compressao
constante. A explicacdo para este comportamento é provavelmente devido as cadeias
moveis nas regides amorfas, sustentadas pelos dominios cristalinos criados pela presenca
de vidro bioativo. Os resultados mostram uma diminuicdo na recuperacdo da forma das
amostras submetidas a 24h de compressdo constante, que exibiram deformacéo
permanente de 40% para a espuma QU, 36% e 23% para as espumas compoésitas QU25VB
e QU50VB, respectivamente.
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Figura 22: Comportamento de recuperagdo de forma da espuma QU e das espumas
compositas QU25VB e QU50VB apos 1, 3, 6, 12 e 24 horas de compressao por deflexdo
constante e medidas de recuperacéo de forma realizadas apos 12 horas depois da liberacéo
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da carga de compressdo e livre recuperacdo de amostras. O tempo 0 corresponde a

dimenséo original das amostras.

Para todos os testes realizados, as espumas compdésitas com maior teor de vidro bioativo
apresentaram maior recuperacdo de forma em todos os tempos de aplicacdo de carga. Os
estudos de Correia et al. (CORREIA; LEITE; MANO, 2015) mostram que os testes de
compressao em matrizes compdsitas de quitosana com nanoparticulas de vidro bioativo
apresentam valores para médulo de elasticidade e recuperacdo de forma maior do que os
de matrizes de quitosana pura. Este comportamento é tipico de materiais que tém
reticulacdo em sua estrutura (MANSUR; COSTA, 2008).

O processo de reticulacao ocorre por reacdes quimicas ou por ligagbes secundarias entre 0s
sitios reativos da molécula de polimero e o agente de reticulacdo. A reticulacdo quimica é
formada por ligacGes covalentes irreversiveis. Por outro lado, a reticulagéo fisica é formada
por interacdes secundarias reversiveis, como ligac6es de hidrogénio e interacdes ion-ion
(KONTOU et al., 1990; MOREIRA et al., 2016).

O aumento no modulo de elasticidade e na recuperacdo da forma observada para as
espumas compadsitas em comparacdo com a espuma QU é notavel. Isto indica a presenca
de forte ligacdo, sugerindo uma reticulacdo quimica. No entanto, os dados de FTIR néo
mostram evidéncia da formacao de ligacdes primarias entre o polimero e o VB. Portanto,
este efeito provavelmente resulta de interacdes intermoleculares entre os grupos C=0 de
amina da quitosana e 0s grupos silanol do vidro bioativo. Isto é confirmado por um
deslocamento da banda de carbonila, previamente observada na andlise de FTIR. Neste
caso, os dados sugerem que as interagbes agem como uma reticulagéo fisica na espumas

compositas (KONTOU et al., 1990).

Quando se trata de biomateriais destinados a lesdes cuténeas, a flexibilidade do material
torna-se um fator de grande importancia tendo em vista as caracteristicas do préprio tecido e
a necessidade de boa adaptacéo do scaffold ao local de a¢do. Portanto, ao que se destinam
0s materiais produzidos nesse estudo, eles possuem caracteristicas mecanicas que

possibilitam seu direcionamento a aplica¢des do tratamento do tecido cutaneo.
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5.3 Medida da capacidade de absorc¢é&o de fluidos

Considerando os materiais destinados ao tratamento de lesdes cuténeas, as experiéncias
de absorcdo de dgua sdo importantes para avaliar a capacidade de uma matriz em absorver
agua e em que ponto esta absorcdo atingird um estado de saturacdo maxima. Contudo, a
absorcao de liquidos de forma excessiva pelo material pode ser prejudicial, especialmente
em termos anatdmicos e de desidratacdo quando implantada em tecido com injurias
cutaneas, podem apresentar variacdes tanto na eliminagcédo de agua quanto no pH local.

Fatores como a disponibilidade de grupos hidrofilicos, densidade de reticulacdo, a
temperatura, variacbes do pH do meio podem alterar o grau de absor¢cdo de um material. O
processo de adsor¢do ocorre em trés passos principais: 1) difusdo das moléculas do
solvente para a rede polimérica; 2) Relaxacdo das cadeias dos polimeros devido ao
processo de hidratacdo; 3) Expansdo da rede e o inchamento da matriz 3D (SADAHIRA,
2007). Ressalta-se que no caso de matrizes porosas parte da agua absorvida € para

preenchimento dos poros existentes, e depende, portanto, da porosidade do material.

A Figura 23 mostra 0 comportamento de absor¢cdo de agua da espuma QU e das espumas
compoésitas QU25VB e QU50VB em 3 diferentes pH’s. Todos os scaffolds apresentaram uma
absorcdo em massa inicialmente rapida para todos os valores de pH testados. Apds a
primeira hora de testes ocorre a estabilizacdo da massa, exceto para as amostras imersas
em tampao pH 4, que continuaram a absorver 4gua até as 24h de teste, porém a uma taxa

menor apds a segunda hora de testes.

Todas as amostras apresentaram maior absorg¢ao no pH 4 em comparagéo aos pH's 7 e 9. O
grau de desacetilacdo de quitosana mostra uma grande interferéncia na captacdo de agua e
nos fatores de solubilidade. A quitosana com um grau elevado de desacetilagdo tem grupos
amino mais disponiveis aumentando a interacdo do polimero com a 4gua em pH mais baixo,
e da mesma forma ocorre a captagdo de agua do polimero. Esse comportamento, que
ocorre especialmente no intervalo de pH entre 3-6 é atribuido aos grupos amino protonados
das cadeias de polimero. Portanto, quando os materiais de quitosana s&o expostos a
solugdes com pH baixo, o resultado é repulsé@o entre as cadeias e maior solvatagdo (CHEN,
1996; RINAUDO; PAVLOV; DESBRIERES, 1999; RINAUDO, 2006).
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Figura 23: Avaliacdo do grau de absorcdo de agua das espumas QU (a) e das espumas
compdsitas QU25VB (b) e QUSOVB (c) nos pH's 4, 7 e 9.

Além disso, o vidro bioativo tem muitos grupos silanol (Si-OH) expostos, que aumentam o
grau de interacdo das amostras compdsitas com agua. Em seus estudos, Maquet et al.
(2003) observaram o mesmo comportamento: a adicdo de VB a um polimero aumentou a
absorcéo de agua. Por esta razdo, as espumas compagsitas apresentaram um maior grau de
absorcdo em pH 4 devido a exposi¢do de grupos mais hidrofilicos, aumentando assim as

ligacBes de hidrogénio com agua em comparag¢éo com a espuma com 100% de quitosana.

A diferenga no grau de absorcdo de agua nos pH 7 e pH 9 entre as amostras €
provavelmente explicada pela existéncia de grupos Si-OH na superficie do vidro que
aumentam o carater basico da amostra, que também foi observado nos estudos de Cerruti et
al. (CERRUTI; GREENSPAN; POWERS, 2005) e consequentemente reduzindo as
interacbes com &gua em valores de pH mais elevados. Deve se levar também em
consideragdo que as amostras compdsitas apresentam maior volume de poros, que afeta os
valores de absorcdo de 4gua e que também justificaria as maiores absor¢cfes para esses

materiais em todos os pH’s testados.
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5.4 Medida da transmisséo do vapor d'agua (TVA)

A medida da transmissdo do vapor d'agua (TVA) das matrizes 3D produzidas, ou seja, a
medida da quantidade de agua que passa através dos scaffolds durante um periodo de

tempo auxilia na classificagdo do material como oclusivo ou permeavel ao vapor do fluido.

Os resultados apresentados na tabela 12 mostram que a TVA encontrada para os 3
materiais produzidos foi afetada pela presenca do vidro bioativo nas amostras. A analise
estatistica (ANOVA) realizada sobre o conjunto de valores obtidos apresentou resultados
significativos (p<0,05), variando de acordo com a concentragdo de VB adicionado ao

material.

Tabela 12: Valores de média e desvio padrdo da perda de massa e taxa de transmisséo de

vapor d’agua dos scaffolds secos.

Amostras  Perda de massa (g/120h)  TVA (g / m®. 24h)

QU 1,74 + 0,08 10381,5+6737,8
QuU25VB 1,79 + 0,07 14314,3 £ 9635,5
QU50VB 1,83 + 0,06 14693,1+ 9541,4

A espuma de quitosana pura (QU) apresentou a menor taxa de transmissdo de vapor
d’agua, que pode ser observada pela menor perda de massa durante as 120 horas de
analise. Ao mesmo tempo, mesmo com intervalo dos valores baixo, ainda é possivel
observar um maior valor de perda de massa (Figura 24) da espuma QU50VB, seguida da
espuma QU25VB. No entanto os valores de transmissao de vapor de 4gua foram altos para
todas as espumas, especialmente para as espumas compdsitas, que apresentaram uma
grande variagdo na TVA ao longo do tempo, como pode ser observado no grafico de TVA
(Figura 25) onde as primeiras 24 horas representaram o0 momento de maior transmissao de
vapor com queda gradativa nos dias que se seguiram. Esses resultados provavelmente
representam os momentos de maior absor¢céo de vapor de agua pelos materiais, que além

de porosos encontravam-se secos no momento das analises, até a saturagdo das espumas.
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Figura 24: Perda de massa dos sistemas através das espumas QU, QU25VB e QU50VB

em func¢éo do tempo.
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Figura 25: Transmissado de vapor de agua dos sistemas através das espumas secas QU (a)
QU25VB (b) e QU50VB em funcéo do tempo de exposicao.
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Tendo em vista, que a proposta para o uso dos materiais € a aplicacdo em injurias dos
tecidos cutaneos, e que provavelmente eles serdo aplicados em local umido, a primeira
etapa de acdo das espumas no local da ferida sera a absorcdo de exsudatos locais,
absorcdo essa testada previamente. Nos estudos de Thomas & Young (2008) os
pesquisadores perceberam a necessidade de analisar os materiais na condicdo de
aplicacao direta no exsudato, portanto, no presente trabalho foram realizados novos testes
com as espumas previamente umedecidas. Os resultados estéo representados na tabela 13,

e o grafico de TVA para os materiais tmidos esta presente na figura 26.

Pode se observar que houve queda na transmisséo de vapor em todos os materiais e, além
disso, os resultados mostraram maior constancia nos valores de liberagédo, refletindo em um
desvio padrao menor e valores mais proximos dos sugeridos nos estudos de Lamke e seus
colaboradores (1977). Esses resultados também foram comprovados nos estudos de
Thomas & Young (2008), que indicaram a perda de agua por evaporacdo em algumas
condi¢cdes do tecido epitelial para os tipos mais graves de injarias, como demonstra a tabela
14.

Tabela 13: Valores de média e desvio padrao da perda de peso e taxa de transmissédo de

vapor d’agua dos scaffolds iamidos.

Amostras  Perda de massa (g/120h)  TVA (g / m? 24h)

QU 1,52 + 0,06 6883,30 + 1722
QuU25VB 1,64 +0,08 8810,61 + 1804
QU50VB 1,70 + 0,09 9790,10 + 1681

As diferencas apresentadas pelas espumas com e sem adi¢do de vidro tem ligacdo com
provaveis dois fatores: a porosidade das amostras contendo vidro bioativo € maior do que
da espuma de quitosana pura, 0 que ja acarreta naturalmente uma maior permeabilidade.
Além disso, o vidro possui uma grande quantidade de grupos silanol que, somados aos
grupos amino da quitosana, promovem maior interacdo com o vapor de agua, tal como o
observado também no teste de absorcdo de fluidos, permitindo que as mesmas permeiem
mais facilmente o material e alcancem o ambiente, liberando o vapor para o meio externo e

diminuindo a concentracéo de fluidos no local da ferida.
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Figura 26: Transmissao de vapor de agua dos sistemas através das espumas previamente
umedecidas QU (a) QU25VB (b) e QU50VB em func¢ado do tempo de exposicao.

Tabela 14: Valores da perda de dgua por evaporacédo encontrados por Lamke et al. (1977) e
comprovados por Thomas & Young (2008) em seus estudos para determinadas condicbes

do tecido epitelial sob injurias.

Condic¢des do tecido Taxa da perda de 4gua por Temperatura do

evaporacao (g/ m®. 24h) tecido epitelial
Pele integra 204,00 + 12 35,8+0,2
Queimadura de 1° grau 278,40 + 26 353+0,1
Queimadura de 2° grau 4274,40 + 132 353+04
Queimadura de 3° grau 3436,80 + 108 345+04
Tecido de granulacao 5138,40 + 201 34,7+ 0,2
Ulceras de presséao 9756,24 + 142 354+04

Valores de TVA muito baixos podem acarretar em 3 circunstancias clinicamente indesejaveis
a um curativo: oclusdo e resisténcia do material a saida do vapor d'agua levando ao
aumento da pressao no local da leséo; extravasamento de liquido pelas bordas do curativo
com possibilidade de maceracgéo do tecido lesado, acarretando em demora na cicatrizacéo e
desconforto para o paciente; elevagcdo do curativo nas extremidades resultando em

exposicdo das bordas da ferida e consequentemente abertura a entrada de
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microorganismos e possiveis infec¢bes secundarias (QUEEN et al.,, 1987; THOMAS;
YOUNG, 2008).

De acordo com os resultados obtidos, os materiais testados poderiam provocar
ressecamento local nas feridas caso usados secos e em injarias com pouca formacédo de
exsudato, ndo sendo indicados para feridas que tenham padrdes de TVA semelhantes as
das queimaduras de profundidade igual ou inferior ao segundo grau. No entanto, em feridas
com alta eliminacdo de exsudato, como por exemplo nas queimaduras de terceiro grau,
tecidos de granulacéo e Ulceras por pressao, 0s materiais teriam acao positiva mantendo a

umidade local adequada para o processo de cicatrizacdo (THOMAS; YOUNG, 2008).

5.5 Determinacado da Capacidade de Movimentacéo de Fluidos (CMF)

A absorcdo de exsudato e capacidade de permitir sua transferéncia e posterior evaporacao
para o meio é de suma importancia quando da implementacdo de sistemas que visam cobrir
e auxiliar na regeneracao de injlrias cutaneas. O ensaio para determinacdo da capacidade
de movimentacdo de fluidos, diferentemente do ensaio de TVA, permite que a cobertura
tépica seja testada sob a condicdo de contato permanente com o fluido, tal como ocorreria
em uma condicao real de aplicacdo sobre um ferimento da pele, que de acordo com os
estudos de Thomas (2008) pode produzir até 10g de exsudato por dia para cada 10cm? de

area afetada, como em casos graves de ulceras por pressao.

Os resultados apresentados na tabela 15 demonstram a Capacidade de Movimentacdo de
Fluidos (CMF) a Capacidade de Absorcdo (CA) e a Taxa de Permeacdo de Vapor Umido
(TPVU) encontradas para as espumas QU, QU25VB e QU50VB (37 2°C). A figura 27

apresenta o grafico comparativo da CMF dos trés materiais produzidos.

Tabela 15: Valores relativos a Capacidade de Movimentacdo de Fluidos (CMF) a

Capacidade de Absorgéo (CA) e a Taxa de Permeacéo de Vapor Umido (TPVU) (n=3).

Amostras TPVU* CA* CMF*
QU 1,93 +0,05 2,3+0,7 43+0,6
QU25VB 2,46 £ 0,30 2405 49+04
QU50VB 3,23+£0,70 40+0,7 7,2+0,7

* g/10cm?/24horas
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Figura 27: Demonstrativo da capacidade de movimentacdo de fluidos das espumas QU,
QU25VB e QU50VB de acordo com os resultados de absorcdo e transmissdo de vapor

Umido.

Os resultados demonstram uma maior absorcado e permeabilidade de fluidos pela espuma
QU50VB que possui 50% (m/m) de vidro bioativo em sua constituicdo, seguido da espuma
QU25VB com 25% de VB. Esses resultados sdo compativeis com os obtidos nos ensaios de
absorcdo de fluidos e TVA, que apesar de possuirem procedimentos e valores de
apresentacdo dos resultados distintos, sdo consonantes em termos gerais, demonstrando a
maior habilidade dos compésitos com vidro bioativo em interagir e permitir a passagem de
agua e umidade pelo leito da ferida em comparacédo com a espuma com 100% de quitosana
em sua constituicdo. Mais uma vez, a possivel explicacdo estda na maior porosidade dos
compaositos e na presenga dos grupos hidrofilicos silanol, disponiveis em grande quantidade
nas espumas com VB, que aumentam a probabilidade de intera¢des intermoleculares do

tipo ligagdes de hidrogénio com as moléculas de agua das solu¢des usadas nos testes.

Os resultados obtidos demonstram que as espumas produzidas séo capazes de absorver e
transferir a umidade de ferimentos, como queimaduras de terceiro grau e ulceras por
pressdo com producdo de exsudatos em torno de 3 a 5 g/10cm?/24horas, sendo por isso
capaz de manter a umidade adequada no leito da ferida e auxiliando a manutencdo ao
processo cicatricial (LAMKE; NILSSON; REITHNER, 1977; THOMAS; YOUNG, 2008).
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5.6 Analise do comportamento térmico

A figura 28 apresenta as curvas de DSC e TGA do polimero quitosana. Na curva DSC é
possivel observar dois eventos térmicos distintos. O primeiro evento € um pico endotérmico,
cujo 4pice denota a temperatura de 92°C, esse evento pode ser atribuido ao processo de
desidratacdo do polimero, e o segundo € um pico exotérmico, com apice em 304°C,
provavelmente correspondente ao processo de decomposi¢cdo. Esses eventos também
foram observados nos estudos de Neto et al. (2005) que analisaram o comportamento
térmico da quitosana e seus derivados e perceberam que o evento de desidratacdo pode
estar relacionado a quantidade de grupos hidrofilicos expostos e disponiveis do polimero.
De acordo com os estudos de Guinesi e Cavalheiro (2006) esse fator pode ndo somente
estar ligado ao grau de desacetilacdo da quitosana, mas pode também ser usado para

mensura-lo.
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Figura 28: Curvas de DSC e TGA do polimero quitosana.

E possivel observar pela curva de TGA (Figura 28) que o polimero ndo se degrada
completamente mesmo alcancando a temperatura de 800°C, com perda de massa de
aproximadamente 1,43% no primeiro evento, atribuido & desidratagdo, e 7,3% no segundo
evento, atribuido a decomposicdo da cadeia polimérica da quitosana, em que ocorre a
despolimerizacdo e decomposi¢do pirolitica da estrutura polissacaridea, liberando assim
moléculas menores como 4&gua, di6xido de carbono, metano e amdnia. A nao
decomposi¢do completa do polimero pode estar ligada ao grau de desacetilagdo, onde
amostras com grau de desacetilagdo na faixa ou abaixo de 75% possuem maior estabilidade
térmica (TORRES et al., 2005).
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E importante salientar que os polissacarideos tendem a nZo apresentar a temperatura de
fusdo (Tm), devido a grande quantidade de grupos -OH presentes nestes polimeros,

levando-os a degradacgdo antes que ocorra essa transicao térmica.

A Figura 29 compara as curvas de TGA e DSC obtidas para a espuma de quitosana QU com
as espumas compostas QU25VB e QUS0VB. A Tabela 16 apresenta um resumo dos
resultados obtidos pelas andlises de TGA e DSC. Para todos os materiais, a perda de massa
observada na TGA ocorreu em duas fases. A primeira fase corresponde a perda de agua e
comeca a aproximadamente 50°C, atingindo um maximo a aproximadamente 104°C, com
temperaturas semelhantes para todos os scaffolds. A diferenca na perda de massa por
desidratacdo entre as amostras tem provavel relacdo com a presenca do vidro bioativo nas
amostras compositas. Isso se deve ao fato do vidro possuir varios grupos —OH provenientes
dos grupos silanol de sua estrutura, aumentando a interacdo com as moléculas de agua do

ambiente e tornando as amostras mais suscetiveis a absor¢do de umidade.
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Figura 29: Curvas de TGA e DSC das espumas QU (a), QU25VB (b) e QU50VB (c).

A segunda fase de perda de massa das curvas de TGA mostra uma perda de massa de 89%
para espuma QU até a temperatura maxima aplicada no experimento, enquanto a perda de
peso das amostras compésitas QU25VB e QU50VB foi de 85% e 73%, respectivamente.
Essa segunda fase é atribuida a vaporizagdo e eliminacdo de produtos volateis e a
decomposicéo termoxidativa da quitosana, que se inicia a aproximadamente 128°C e ocorre
até 500°C, a temperatura maxima utilizada na analise. Zhitormirsky et al. (2009) mostrou em
seus estudos com adicdo de vidro bioativo em compdésitos de matriz polimérica, que as

temperaturas de degradacdo do VB ultrapassam os 1000°C, o que por si j& justificaria uma
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diminuicdo da perda de massa total do sistema em comparagédo com a amostra de 100% de
quitosana. No entanto € possivel perceber que a perda de massa dos materiais compositos
foi superior a porcentagem total de vidro presente nas amostras QU25VB e QU50VB. Uma
explicagdo para esse fato € a possivel segregacdo do material no momento do
congelamento das espumas, e com isso a regido das amostras testadas poderia ter menor
guantidade de vidro do que o total esperado numa distribuicdo homogénea do material. Ja a
espuma de QU teve perda de massa superior a do polimero em p6. Esse fato também foi
observado em estudos anteriores com filmes de quitosana reticulados com acido adipico e
na presenca de EDAC (MARTINS, 2013) sendo também citado nos estudos de Horn et al.
(2010) que atribuiu a diminuicdo da estabilidade térmica dos filmes a reducéo das interacdes
intermoleculares existentes primariamente entre as cadeias da quitosana, reduzindo as
interagdes internas e consequentemente aumentando o distanciamento das moléculas do

polimero no material formado.

Tabela 16: Resumo dos resultados da analise do comportamento térmico das amostras QU,
QU25VB e QU50VB, obtidos por TGA e DSC.

TGA DSC
Evento térmico ITREAVELT d% Perda de Picos (°C)
temperatura (°C) massa (%)

QU.H,O — QU + nH,0O 50-102 11 64 (endo)

QU.Glyc— QU + nGlyc 210 (endo)
128 - 500 89

QU— RC 279  (exo)

QU25VB.H,0 — QU25VB + nH,0O 50 - 104 15 75 (endo)

QU25VB.Glyc — QU25VB + nGlyc 220 (endo)
127 - 500 85

QU25VB — RC 286  (exo)

QU50VB.H,0 — QU50VB + nH,0O 50 - 104 13 68 (endo)

QU50VB.Glyc — QU50VB + nGlyc 219 (endo)
128 - 500 73

QU50VB — RC 294  (exo0)

Legenda: X (scaffold); X.H,O (scaffold com umidade); X.Glyc (scaffold com glicerina); RC
(carbonizagédo do material).

O gréfico de DSC para os scaffolds estd representado na figura 29, onde se observa que
todas as curvas exibem dois picos endotérmicos correspondentes & vaporizacédo de agua e
vaporizagdo de glicerina, respectivamente. Os picos exotérmicos correspondem a

decomposi¢do térmica do quitosana e ocorre a 279°C para espuma de quitosana pura, a
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286°C para a espuma composita QU25VB e a 294°C para QU50VB. A comparacdo das
curvas DSC revela que mesmo com a diminuigdo da estabilidade térmica dos scaffolds em
comparagdo a matéria prima quitosana, a temperatura de degradacédo € aumentada com a
presenca e o aumento do teor de particulas de vidro bioativo em comparacgéo a espuma QU.

5.7 Caracterizacao Biolégica dos scaffolds por metodologia in vitro

Foram empregados métodos que utilizam culturas celulares para avaliacdo in vitro da
citotoxicidade de materiais destinados ao uso biomédico. Os ensaios de citotoxicidade
baseados tanto no contato direto quanto no indireto com os biomateriais sdo igualmente
importantes para se determinar a acdo local e disseminada do material e seus possiveis
produtos de degradacdo e assim prever os efeitos desses materiais no organismo do

hospedeiro.

5.7.1 Determinacao da citotoxicidade dos scaffolds pelo Teste de Eluicdo

Na figura 30 estdo os registros fotograficos realizados com auxilio do microscépio 6ptico
invertido apds 72 horas de incubacdo com os diferentes eluatos dos scaffolds e respectivos
controles, seguida pela coloracéo histolégica das placas. E possivel visualizar as células
viaveis coloridas pelo cristal violeta. A espuma com 100% de quitosana apresentou
reatividade considerada leve e n&o suficiente para caracteriza-la como citotoxica. E possivel
observar a presenca de uma maior densidade celular nas placas referentes aos materiais
contendo vidro bioativo. Além disso, pode se deduzir pelas imagens que o aumento da
concentracdo de vidro influenciou na densidade final de células. Observa-se a total lise
celular provocada pelo controle positivo (Latex) em comparagdo com 0S grupos controle
negativo (PEAD) e branco, onde nao é possivel perceber tal efeito. Na tabela 17, os graus
de reatividade dos materiais testados e os dados obtidos confirmam a baixa citotoxicidade

das espumas.
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Figura 30: Imagens obtidas com auxilio de Microscopia Optica das monocamadas celulares
expostas aos eluatos obtidos apds 72 horas de incubagédo de diferentes biomateriais: branco
(a), PEAD - controle negativo (b), latéx - controle positivo (c), QU (d), QU25VB (e) e
QUS0VB (f).
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Tabela 17: Grau de reatividade das espumas 3D QU (100% de quitosana), QU25VB (75%
de quitosana e 25% de vidro bioativo) e QU50VB (50% de quitosana e 50% de vidro
bioativo) determinado pelo teste de eluicéo.

Material Grau de Reatividade

Branco 0
PEAD

0
Latéx 4
QU 1
0
0

QU25VB
QUS50VB

Os graus de reatividade apresentados confirmam a néo citotoxicidade de todas as espumas
testadas, todas com reatividade menor que 2, tendo em vista que o grau de reatividade 4

considerado de alta toxicidade foi apresentado apenas pelo controle positivo (Latéx).

5.7.2 Analise da viabilidade celular por MTT

O ensaio de reducdo do MTT permite de forma simples que seja quantificado o metabolismo
deste sal pelas células cultivadas sobre o biomaterial testado, e consequentemente, verificar
a acao deste sobre a viabilidade da cultura celular empregada no estudo. Essa quantificacédo
€ possivel, pois 0 MTT, quando metabolizado pelas células, tem seus derivados metabélicos
acumulados na forma de cristais de tetrazolio e formazana. Os cristais, quando levados a
um espectrofotdmetro podem ser quantificados colorimetricamente e com isso a viabilidade
celular da cultura empregada € determinada. Quanto maior a leitura, maior a viabilidade
celular (COSTA-JUNIOR; PEREIRA; MANSUR, 2009: OREFICE; PEREIRA; MANSUR,
2000).

O gréfico da viabilidade das células L929 (Figura 31) demonstra que ndo houve diferenca
significativa na viabilidade celular, guando em contato com a espuma compoésita QU50VB
com adicdo de 50% de vidro. No entanto, as células L929, quando em contato com as
espumas com 100% de quitosana (QU) e com as espumas QU25VB mostraram um
decréscimo de 35,0+2,0% e 21,0+£10,0% respectivamente na viabilidade, quando comparado
com o grupo controle. Mesmo com essa reducéo, os valores de viabilidade mantiveram-se
acima de 50%, classificando os materiais como nao citotéxicos. Esses dados endossam as

informacgdes obtidas com o teste de eluicéo.
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Figura 31: Determinacdo da viabilidade celular pelo método do MTT apés 72 horas de
exposicao de culturas de células L929 das espumas QU, QU25VB e QU50VB. (B)
Morfologia das células controles.

Apoés os resultados obtidos com as células L929 e considerando a aplicacdo dos materiais
produzidos no presente trabalho, avancamos os estudos para testes com células humanas
da linhagem HEK293 T. O grafico da viabilidade das células HEK293 T (Figura 32)
demonstra que ndo houve diferenca significativa na viabilidade das células, quando em
contato com as espumas compdésitas QU25VB e QU50VB. No entanto, as células HEK293 T,
guando em contato com a espuma com 100% de quitosana (QU) mostraram um decréscimo
de 26,0+4,5% na viabilidade, quando comparado com o grupo de controle. Mesmo com essa
reducdo, os valores de viabilidade mantiveram-se acima de 50%, classificando os materiais

Como nao citotoxicos.
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Figura 32: Determinacéo da viabilidade celular pelo método do MTT apés 72 horas de
exposicao de culturas de células HEK293 T das espumas QU, QU25VB e QU50VB.

%%

5.7.3 Analise da viabilidade celular por LIVE/DEAD®

O kit para o teste de viabilidade/citotoxicidade LIVE/DEAD® constitui um ensaio de
viabilidade celular de fluorescéncia que permite a visualizacdo simultdnea em duas cores
das células: as vivas, coradas de verde. e as células mortas, coradas de vermelho. Por
utilizar duas sondas distintas, a calceina AM-LIVE e etidio homodimero-DEAD. O teste
permite medir parametros reconhecidos das células como a viabilidade pela atividade da
esterase intracelular e a integridade da membrana plasmatica. No presente estudo o ensaio
“‘live e dead” foi realizado de forma qualitativa, com o fim de validar o ensaio do MTT. Na
figura 33, pode ser observado que as células L929 em contato com as espumas QU50VB e
QU25VB apresentaram um padréo de fluorescéncia semelhante ao do grupo de controle, ou
seja, alta fluorescéncia verde (células viaveis) e pouca ou nenhuma fluorescéncia vermelha
(células mortas). No entanto, as células em contato com a espuma QU mostram aumento da
coloracéo fluorescente vermelho (células mortas). Assim, como esperado, 0s resultados ao
LIVE/DEAD® confirmaram os resultados anteriores apresentados nos ensaios de eluigéo e

de determinacao da viabilidade celular por MTT.
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Figura 33: Imagens obtidas por Microscopia Optica de Fluorescéncia do teste “LIVE/DEAD”
realizado utilizando fibroblastos da linhagem L929 expostos por 72h aos diferentes scaffolds
produzidos e respectivo controle. (a) Controle (nenhum tratamento); (b) QU; (c) QU25VB; (d)
QU50VB. (Escala = 100 um).

5.7.4 Atividade da Fosfatase Alcalina

A Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) é um importante marcador precoce de diferenciacéo
celular, e é associada, entre outros, a desenvolvimento de dentes, 0ssos, pélos e formacéo
de colageno na pele durante o processo de recuperacéo de feridas (WATERS et al., 1973).
Desde 1943, estudos como os de Fell e Danielli jA demonstravam por técnicas histoquimicas
gue a fosfatase alcalina tem aumento da atividade durante a regeneracdo dos tecidos da
pele (WATERS et al., 1973). Em injarias cutaneas uma elevada atividade da fosfatase nos

fibroblastos esta associada com a formacgéo de fibras de regeneracdo de coldgeno, cuja
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atividade se reduz apds a regeneracdo do tecido estar completa (PRICE et al., 1979;
WATERS et al., 1973).

Entendendo que a ALP é um importante marcador da producédo de colageno e um indicador
do aumento da atividade celular ligada ao processo cicatricial de tecidos cutaneos, foram
conduzidos estudos da producao dessa enzima pelas células das linhagens L929 e HEK293
T quando expostas as espumas QU, QU25VB e QU50VB por 7 dias.

Na figura 34, estdo apresentados os resultados graficos da atividade de ALP apés sete dias
de exposicao das células da linhagem L929, observou-se um aumento de 12+6% na
atividade da ALP na analise do sobrenadante das células em contato com as amostras
contendo 50% de vidro bioativo em relacdo ao grupo controle, ndo havendo diferenca
significativa nos valores obtidos na atividade da ALP em contato com a espuma QU25VB.
Houve queda na atividade da ALP na andlise do sobrenadante das células em contato com a
espuma de quitosana pura que apresentou 80%=*7% de atividade. Quando comparadas as
espumas entre si, essas diferencas se tornam mais significativas tendo em vista que a
atividade das espumas QU25VB e QUS50VB foram 20+6% e 32+6% respectivamente

maiores quando comparadas com a amostra sem vidro bioativo.

Na figura 35, estdo apresentados os resultados graficos da atividade de ALP apds sete dias
de exposicdo das células da linhagem HEK293, observou-se um aumento de 14+4%, na
ALP na analise do sobrenadante das células em contato com as amostras contendo 50% de
vidro (QU50VB), ndo havendo diferenca significativa nos valores obtidos para as amostras
QU25VB e apresentando queda na atividade da ALP na analise do sobrenadante em contato
com a espuma QU, que apresentou 73%+6% de atividade da ALP em relacdo ao grupo
controle. Comparando os resultados as espumas entre si, as diferencas passam a ser
24+6% e 41+4% para as espumas QU25VB e QUS50VB respectivamente quando

comparadas com a amostra sem vidro bioativo.
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Figura 34: Determinacdo da Atividade da ALP apoés sete dias de exposicdo de culturas de
células L929 as espumas QU, QU25VB, QU50VB.
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Figura 35: Determinagé@o da Atividade da ALP apds sete dias de exposicdo de culturas de
células HEK293 as espumas QU, QU25VB, QU50VB.
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5.8 Degradacé&o das espumas 3D

5.8.1 Analise da perda de massa por hidrolise

A degradacdo in vitro de biomateriais é um estudo importante para avaliar sua
reabsorbilidade em condicdes fisiologicas e medir a estabilidade em longo prazo do material.
O scaffold 3D ideal para aplicacdes biomédicas deve apresentar um comportamento de
degradacdo o0 mais controlado quanto possivel, que depende da aplicacdo especifica. A
Figura 36 apresenta a curva de perda de massa durante o processo de degradacdo por
hidrélise in vitro de cada espuma incubada numa solucéo de SBF a 37°C por um total de 84
dias. Durante os primeiros 7 dias a analise se fez diariamente e posteriormente foi

conduzida semanalmente.

Observou-se que a perda de massa de espuma de quitosana pura foi significativamente
maior do que as espumas compoésitas QU25VB e QU50VB e a perda de massa ocorreu
durante todo o periodo de incubacao, porém ela apresentou-se mais intensa até o sétimo
dia.

—— QU = QU25VB QU50VB

120

R1 R2

M= = == =

Perda de massa (%)

Tempo de imersao (dias)

Figura 36: Avaliacdo da perda de massa por degradagéo hidrolitica das espumas QU,
QU25VB e QU50VB por imersdo em solugdo tampédo SBF de pH 7,4 por 84 dias. R1 é o
periodo que compreende taxa inicial de perda de massa e R2 é o periodo onde as massas
dos compositos.
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Devido a grande diferenca na perda de massa a partir do vigésimo primeiro dia,
especialmente para as espumas compositas QU25VB e QU50VB, a figura 38 foi dividida em
duas regides distintas indicadas como R1 e R2. Inicialmente ocorre degradagédo a uma taxa
mais elevada (R1), e em seguida observa-se uma segunda regido onde a taxa de perda de
massa ndo somente diminui, como também ocorre elevacdo da massa total para as
espumas compositas QU25VB e QU50VB.

Observando a perda de massa da espuma QUS50VB é possivel considerar que a
estabilizacdo da massa com pouca variacdo ocorreu até o final da experiéncia. A espuma
QU25VB apresentou um aumento da perda de massa a partir dos quarenta e dois dias do
periodo de incubagao.

Considerando a degradacao hidrolitica da quitosana no material, essa ocorre a partir da
ruptura das ligacdes éter entre os anéis sacarideos, resultando na separacao de mondémeros
e erosao de cadeias de polimero com dissolucdo dos produtos de degradacdo na solucéo
tampao (LEE; GARDELLA, 2001).

Considerando a degradacdo do VB: de acordo com o estudado por Cerruti et al (2005) e
posteriormente também observado nos estudos de Costa (2010), a degradacdo do vidro
bioativo pode seguir um modelo homogéneo onde o liquido reage com as particulas durante
todo o tempo sendo que a reacdo segue uma cinética de degradacéo de primeira ordem, e
pode também seguir um modelo heterogéneo onde ocorre a extracdo da silica e alcalis e a
mesma teria sua cinética de degradacdo variando com a raiz quadrada do tempo de

imersao.

Por outro lado, o aumento da massa apresentado pelas amostras compdésitas pode ser
relacionado ao teor do vidro bioativo presente nas espumas e provavelmente esta
relacionado a mineralizacdo do VB nas mesmas. A mineralizacdo ocorre devido induc¢éo da
formacdo de fosfato de céalcio no VB por imersdo em SBF (LUZ et al., 2012; MAJI et al.,
2016). Luz et al. (2012) mostraram em seus estudos que ap6s 5 dias de imersao de
amostras de compésitos de matriz polimérica com vidro bioativo em SBF foi possivel
detectar estruturas tipicas de apatita formada biomimeticamente e que a mineralizacéo
ocorreu apenas nas areas de amostras onde o VB estava presente. A ocorréncia da
mineralizagdo nas amostras compadsitas, neste trabalho, foi avaliada por FTIR, DRX e EDS e

serd apresentada nos itens posteriores.
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Independente da forma que o vidro e a quitosana sofrem essa degradagédo ao longo do
processo, 0 que se conclui € que em se tratando de um material compdsito, claramente cada
fase apresentara um comportamento degradacao/dissolucdo diferente, no entanto o vidro

presente na amostra consegue alterar o padrdo de degradacdo da matriz.

5.8.2 Caracterizacdo por FTIR das espumas apés degradacdao

As espumas foram imersas em SBF durante 84 dias e submetidas a andlise FTIR
semanalmente. A evolucdo nos espectros FTIR das amostras imersas em SBF ao longo
deste tempo pode ser observada nas figuras 39, 40 e 41. Na figura 37, pode-se observar

gue as principais alteracdes nos espectros de QU ocorrem nos grupos amida.
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Figura 37: Espectros de FTIR da espuma QU imersa em SBF ao longo de 0, 7, 21, 28 e 84
dias.

Uma reduc&o nos principais sinais relacionados com a quitosana: amida | (1690-1612cm™);
Amida Il (1590-1510 cm™); a deformacdo de tesoura de CH (1425-1390cm™) e o
alongamento de CO da estrutura do anel (maximo em 1040cm™) podem ser observados.
Estas alteracdes sdo consistentes com o processo de degradacdo hidrolitica do polimero.
Nao foram observadas alteracbes mais significativas nos espectros das espumas de

guitosana.

Nas espumas compgdsitas é possivel observar o surgimentos de novas bandas entre

1200cm™ a 650cm™ (figuras 40 e 41). Desde a primeira semana de imersdo em SBF
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observou-se um alargamento na banda de 1000cm™ a 1040cm™, formando um ombro, com
maximo em 1030cm™, que pode ser atribuido ao grupo fosfato (PISHBIN et al., 2014). Além
disso, h& a ocorréncia das bandas em 960cm™ também atribuido ao grupo fosfato e em
875cm™ atribuido ao carbonato, indicando a formagcéo de fosfato de célcio.
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Figura 38: Espectros de FTIR da espuma QU25VB imersa em SBF ao longo de 0, 7, 21, 28
e 84 dias.

A -
/f., T‘ F".D =
- Wt CO<’ 1
/ N\, =
= 8 —" R il
2. 264 3 .\ i - |
3 — : _// #____,-”"}_
o -
e M f
c ‘ -
0 /"' \ I B -
o kY N LT
<L (7gt / h! x"’f
- \I.\-\.ﬂ"\\_ f,,_o-"\—\_
os L~ |
—
T T T T
1200 1000 800

Numero de onda (cm1)

Figura 39: Espectros de FTIR da espuma QU50VB imersa em SBF ao longo de 0, 7, 21, 28
e 84 dias.

Os espectros FTIR das amostras apds 84 dias de imersdo em SBF (figura 42) confirmam as

diferencas no processo de degradacdo das espumas com e sem vidro bioativo. Somente as
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espumas compadsitas apresentam as bandas relacionadas aos grupos tipicos da camada de
fosfato de célcio formada na superficie das amostras devido a presenca das particulas de
vidro bioativo.
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Figura 40: Espectros de FTIR comparativo entre as espumas QU (A), QU25VB (B) e
QU50VB (C) imersas em SBF no tempo de 84 dias.

5.8.3 Caracterizacdo por DRX das espumas apds degradacéo

A Figura 41 mostra os espectros de DRX de amostras antes da imersdo em SBF e ap6s 21
e 84 dias apés incubacdo. Os padrdes de DRX da espuma de quitosana puro mostram que

0 processo de degradacéo atua diminuindo a cristalinidade da amostra.

Apo6s 21 dias de imerséo, os difratogramas de espuma QU50VB mostram uma fase cristalina
com picos principais em 32°, 45° e 56° (20), que aparecem também no difratograma da
espuma QU25VB, porém apo6s 84 dias de imersdo. Esta nova fase é tipica de cristais de
fosfato e é correspondente ao difratograma padrdo de hidroxiapatita (LEE; PAI; CHANG,
2013; PISHBIN et al., 2014). A presenca dessa fase € menos evidente na amostra QU25VB
devido a menor quantidade de vidro bioativo em comparagdo com a espuma composita

QUS50VB, que possui 50% de vidro em sua constituicao.

Pishbin et al. (2014) investigaram o efeito da imersédo in vitro em SBF de revestimentos de
compositos produzidos por deposicdo eletroforética de vidro bioativo carregado com
gentamicina e quitosana e forneceram evidéncia de bioatividade das amostras apds o
aparecimento de picos de hidroxiapatita. Este estudo também relata que os picos tiveram

aumento de intensidade apds 21 dias de imersdo, como ocorreu no presente estudo.
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Figura 41: Padrbes de DRX de degradacdo in vitro com imersdo em SBF durante um
periodo de 84 dias: QU (A0) com 0 dias de imersao (controle), (A21) apés 21 dias e (A84)
apos 84 dias de imersdo; QU25VB (B0) com 0 dias, (B21) apos 7 dias e (B84) ap6s 84 dias
de imersdo; QU50VB (C0) com 0 dia, (C21) apés 21 dias, (C84) apbs 84 dias de imersao.

5.8.4 Analise morfolégica (MEV) e quimica elementar (EDS) das espumas apés
degradacgao

A Figura 42 mostra as fotomicrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) das espumas antes e depois de 7 e de 84 dias do inicio do processo de degradacéo
hidrolitica. O MEV foi empregado para avaliar e comparar as alteragbes na morfologia

superficial e porosidade dos scaffolds. As imagens das amostras ap0s 7 dias de imersdo em
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SBF mostram um aumento do tamanho dos poros na estrutura dos materiais. Contudo, a
espuma de quitosana pura exibe a maior faixa de tamanho de poros (Tabela 18) em relacdo
as amostras QU25VB e QU50VB.

15kV 100 X

15KV 100X ‘e 15kV 100 X
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Figura 42: Fotomicrografias por MEV para caracterizagdo das amostras a partir da
degradacéo in vitro por imersdo em SBF durante um periodo total de 84 dias: QU (A0) com 0
dias de imersédo (controle), (A7) apds 7 dias de imersao e (A84) apds 84 dias; QU25VB(BO)
com 0 dias, (B7) ap6s 7 dias e (B84) ap6s 84 dias de imersao; QU50VB(C0) com 0 dia, (C7)
apos 7 dias, (C84) ap6s 84 dias de imersao.

Apo6s 84 dias de degradacgéo hidrolitica in vitro, as imagens de MEV demonstraram que a
espuma QU apresenta destruicdo extensiva da organizacdo da estrutura de poros e uma
faixa de tamanhos de poros bastante heterogénea entre 260um e 1,5mm ao final do
experimento. Por outro lado, as espumas com VB tendem a sofrer menos degradagdo da
sua estrutura fundamental em comparagcdo com a espuma QU. Se compararmos 0S
compositos entre si, a espumas QU25VB apresentou maior perda em sua estrutura em
relacdo a espuma QUS50VB. Isso demonstra que o teor de vidro bioativo nas amostras pode

influenciar a estabilizacao da estrutura da matriz polimérica durante a degradacao hidrolitica.
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Tabela 18: Andlise por MEV da mudanca na faixa de tamanho dos poros das espumas 3D
antes e apoés 7 dias e 84 dias de imersao em SBF.

Faixa de tamanho de poros (pm)

Amostras 0 dias 7dias 84 dias
QU 115-450 180-700 260-1500

QuU25vB 115-270 130-340 170-400

QuU50VB 160-260 140-280 130-290

Apb6s 7 dias de imersdao em SBF, nas amostras onde houve a adicdo de vidro bioativo,
observou-se 0 aparecimento de uma estrutura tipicamente associada a uma camada de
apatita biomimeticamente formada, cobrindo as espumas compésitas. A analise de EDS foi
realizada para avaliar a alteracdo na composicao quimica da superficie e comprovar a
presenca da apatita formada apés a imersdo em SBF. A Figura 43 mostra a imagem MEV de
estrutura biomimética associada a apatita juntamente com o espectro EDS de amostras
compoésitas apos 84 dias de imersdo. Em comparacdo com as amostras controle, as
concentracdes de Ca/P nas superficies das amostras aumentam apds a imersdo em SBF
engquanto a concentracdo de silicio (Si) diminui. Os resultados de DRX e FTIR obtidos
reforcam essa informac&o. E importante salientar que ndo houve altera¢des significativas na

composi¢ao quimica da amostra QU no decurso do experimento.
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Figura 43: Imagens do MEV das formacdes de apatita a partir da superficie de espumas
compoésitas QU25VB (B84) e QU50VB (C84) apods imersdao em solucdo de SBF durante 84
dias. Espectros da caracterizacdo dos elementos quimicos por EDS para as espumas
compoésitas QU25VB (B0O) e QU50VB (C0) embebidas em solucédo de SBF no tempo 0 dias
(controle) e QU25VB (B84) e QU50VB (C84) apss 84 dias de imerséo.

As alteracdes observadas por MEV apés degradagdo das espumas correlacionou-se bem
com os dados de perda de massa, que indica que com o aumento de teor de vidro bioativo
nas amostras o0 processo de perda de massa das espumas tende a diminuir
comparativamente. Além disso, a formagédo da camada de apatita € um fator importante que
provoca aumento da massa dos materiais compaésitos durante o experimento, influenciando

o resultado da perda de massa final.

5.8.5 Caracterizac&o por micro-CT das espumas apo6s degradacéo

A tabela 19 apresenta os resultados da andlise quantitativa 3D dos scaffolds antes e ap6s

imersdo em SBF durante 84 dias, obtidos por micro-CT.
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Tabela 19: Andlise quantitativa por micro-ct das espumas 3D antes e apo0s 84 dias de

imersao em SBF.

Amostras Porosidade Poros abertos (%) Tamanho médio
total (%) de poros (um)
QU 0d 452 +238 98,8+1,9 249,6+7,9
84d 50,0+1,8 99,4 +£0,7 344,2+7,2
0d 59,7 +5,7 99,3+1,0 269,4+8,1
QuU25VB
84d 76,2+0,8 99,2+0,2 432,2+6,8
0d 51,9+0,7 985+1,2 149,8 +1,6
QuU50VB
84d 56,6 +2,5 99,9+0,1 174,7+8,5

A Figura 44 apresenta o histograma de distribuicdo do tamanho de poros e um modelo de
reconstrucao 3D dos scaffolds antes e depois da imersdo em SBF durante 84 dias. Apés a
imersdo de SBF ocorreu a degradacao dos scaffolds e, consequentemente, observou-se um
aumento na porosidade total e no tamanho médio dos poros para todas as amostras,

mantendo a sua porosidade aberta e interligada.

Observou-se comportamento semelhante na andlise por MEV, com algumas diferencas
guantitativas que podem estar relacionadas as limitacdes da técnica, uma vez que a micro-
CT calcula o tamanho de poro na estrutura 3D completa e o MEV observa apenas uma
pequena regido das amostras e de forma superficial. Uma reducédo drastica na porosidade
devido ao encolhimento do material ou sua degradacao poderia reduzir a mobilidade celular
através do scaffold. Por fim, o comportamento observado das amostras apds o contato com
fluido corporal simulado é favoravel a engenharia de tecidos, uma vez que a arquitetura 3D
nao foi prejudicada, mantendo a capacidade de penetracdo celular, interconectividade para

acesso a nutrientes e melhor disseminagéao celular.
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Figura 44: Distribuicdo do didametro do tamanho de poros obtida por micro-CT das espumas
QU (A0); QU25VB (B0); QU50VB (C0) antes da imersdo em SBF e QU (A84); QU25VB
(B84); QU50VB (C84) apds 84 dias de imersdo em SBF.
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6 CONCLUSOES

A andlise por MEV e a analise de micro-TC revelaram que ambos 0s materiais apresentaram
alta porosidade.

A caracterizagao dos scaffolds demonstrou que o uso de vidro bioativo na espuma modificou
a cristalinidade e promoveu uma reticulacdo fisica das espumas compdsitas, refletindo no

aumento da resisténcia a compressao.

A distribuicdo do tamanho dos poros foi outro fator que também influenciou as propriedades

mecéanicas.

A maior recuperacado de forma das espumas compdsitas, quando comparada com a espuma
de quitosana pura, mostrou que as interagdes intermoleculares observadas no FTIR podem

ser consideradas uma reticulacéo fisica.

O aumento da proporcdo de vidro bioativo na estrutura das matrizes modulou o

comportamento de absorcao, permeabilidade e transmissao de vapor d'agua.

Os resultados confirmam que os biomateriais a base de quitosana e vidro bioativo permitem

uma viabilidade celular aumentada, e uma maior atividade da fosfatase alcalina

Através de ensaio de degradacdo in vitro foi verificado que a presenca do vidro bioativo na

estrutura das espumas compasitas diminuiu os valores de perda de massa em meio aquoso.

As matrizes obtidas apresentaram caracteristicas que as habilitam a estudos adicionais
visando sua utilizagdo em fins biomédicos, como curativos ou como um componente em

sistema de cultivo celular.
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7 TRABALHO FUTUROS
- Realizar ensaio de atividade antimicrobiana das espumas.
- Realizar ensaio com implantacdo das espumas in vivo, avaliando inducdo angiogénica,
modulacdo da resposta inflamatéria, crescimento e diferenciacdo celular e velocidade de

cicatrizagao.

- Modificar a granulometria do vidro bioativo adicionado a amostra, testando materiais em

escala nanométrica.

- Utilizar um vidro bioativo com incorporacao de ions terapéuticos.

- Realizar ensaio mecanico em amostra dentro de meio fisiolégico para simular a

comportamento em situagdo mais proxima da real.

- Avaliar a degradacdo em meio enzimético, aproximando aos parametros dos processos
gue ocorrem in vivo.

- Avaliar a capacidade de incorporacéo e liberacdo de farmacos voltados para estimulagcéo

da cicatrizacdo de lesdes cutaneas.



97

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDELRAHMAN, T.; NEWTON, H. Wound dressings: principles and practice.
Surgery (Oxford), v. 29, n. 10, p. 491-495, 2011.

AGRAWAL, S. L.; AWADHIA, A. DSC and conductivity studies on PVA based proton
conducting gel electrolytes. Bulletin of Materials Science, v. 27, n. 6, p. 523-527,
2004.

ALVES, N. M.; MANO, J. F. Chitosan derivatives obtained by chemical modifications
for biomedical and environmental applications. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 43, n. 5, p. 401-414, 2008.

ANDERSEN, S. R. et al. Ethylene oxide toxicity. The Journal of Laboratory and
Clinical Medicine, v. 77, n. 2, p. 346-356, 1949.

ANDRADE, A. L.; DOMINGUES, R. Z. Ceramicas bioativas - Estado da arte.
Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 100-104, 2006.

APARECIDA, A. H.; GUASTALDI, A. C.; FOOK, M. V. L. Desenvolvimento e
caracterizacao de suportes porosos de polietileno de ultra alto peso molecular
(PEUAPM) para utilizagdo como biomaterial para reposicao e regeneracao 6ssea.
Polimeros, v. 18, n. 4, p. 277-280, 2008.

BAINO, F. et al. Bioactive glasses: Special applications outside the skeletal system.
Journal of Non-Crystalline Solids, v. 432, p. 15-30, 2016.

BARRIONI, B. R. et al. Synthesis and characterization of biodegradable polyurethane
films based on HDI with hydrolyzable crosslinked bonds and a homogeneous
structure for biomedical applications. Materials Science and Engineering C, v. 52,
p. 22-30, 2015.

BASKAR, D.; BALU, R.; KUMAR, T. S. S. Mineralization of pristine chitosan film
through biomimetic process. International Journal of Biological Macromolecules,
v. 49, n. 3, p. 385389, 2011.

BERGER, J. et al. Structure and interactions in chitosan hydrogels formed by
complexation or aggregation for biomedical applications. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 57, n. 1, p. 35-52, 2004.

BICHO, R. S. L. Desenvolvimento de estruturas porosas tridimensionais por
moldacao por congelamento (Freeze-Casting). 2012.

BOMBARO, K. M. et al. What is the prevalence of hypertrophic scarring following
burns? Burns: journal of the International Society for Burn Injuries, v. 29, n. 4, p.
299-302, jun. 2003.

BOTTINO, M. C. M. Estudo da osteointegracao da liga ti-13nb-13zr obtida por
metalurgia do p6 com diferentes graus de porosidade. p. 150, 2005.

BROUGHTON, G.; JANIS, J. E.; ATTINGER, C. E. The Basic Science of Wound
Healing. Plastic and Reconstructive Surgery, v. 117, n. SUPPLEMENT, p. 12S5—-
34S, jun. 2006.

CAVALCANTI, O. A.; CICERI, L. Material De Acondicionamento E Embalagem
Primario: Avaliagado Da Permeabilidade Ao Vapor D’agua. Arquivos de Ciéncias da
Saude da UNIPAR, v. 6, n. 1, 2002.



98

CERRUTI, M.; GREENSPAN, D.; POWERS, K. Effect of pH and ionic strength on the
reactivity of Bioglass® 45S5. Biomaterials, v. 26, n. 14, p. 1665-1674, 2005.

CHEN, R. Effects of chain flexibility of chitosan molecules on the preparation,
physical, and release characteristics of the prepared capsule. Carbohydrate
Polymers, v. 31, n. 3, p. 141-148, nov. 1996.

CHOW, I.; LEMOS, E. V; EINARSON, T. R. Management and prevention of diabetic
foot ulcers and infections: a health economic review. PharmacoEconomics, v. 26, n.
12, p. 1019-35, 2008.

CORREIA, C. O,; LEITE, A. J.; MANO, J. F. Chitosan/bioactive glass nanoparticles
scaffolds with shape memory properties. Carbohydrate Polymers, v. 123, p. 39-45,
2015.

COSTA, H. DE S. Sintese, caracterizacéo e avaliacdo do comportamento
degradativo de hibridos poli (alcool vinilico)/vidro bioativo imersos em meio
aquoso. [s.l.] UFMG, 2010.

COSTASILVA, H. S. R.; DOS SANTOS, K. S. C. R.; FERREIRA, E. |. Quitosana:
Derivados hidrossoluveis, aplicacdes farmacéuticas e avancos. Quimica Nova, V.
29, n. 4, p. 776-785, 2006.

COSTA-JUNIOR, E. S. et al. Preparation and characterization of chitosan/poly(vinyl
alcohol) chemically crosslinked blends for biomedical applications. Carbohydrate
Polymers, v. 76, n. 3, p. 472-481, 2009.

COSTA-JUNIOR, E. S.; PEREIRA, M. M.; MANSUR, H. S. Properties and
biocompatibility of chitosan films modified by blending with PVA and chemically
crosslinked. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, v. 20, n. 2, p.
553-561, 2009.

DHANDAYUTHAPANI, B. et al. Polymeric Scaffolds in Tissue Engineering
Application: A Review. International Journal of Polymer Science, v. 2011, p. 1-19,
2011.

DHIVYA, S.; PADMA, V. V.; SANTHINI, E. Wound dressings - a review. BioMedicine,
V.5, n. 4, p. 22, dez. 2015.

DUTTA, P. K.; DUTA, J.; TRIPATHI, V. S. Chitin and Chitosan: Chemistry, properties
and applications. Journal of Scientific and Industrial Research, v. 63, n. 1, p. 20—
31, 2004.

DUTTA, P. K.; JOYDEEP, D.; TRIPATHI, V. S. Chitin and chitosan: Properties and
applications. Journal of Scientific and Industrial Research, v. 63, p. 20-31, 2004.

EL-HADI, A. et al. Correlation between degree of crystallinity, morphology, glass
temperature, mechanical properties and biodegradation of poly (3-hydroxyalkanoate)
PHAs and their blends. Polymer Testing, v. 21, n. 6, p. 665-674, 2002a.

EL-HADI, A. et al. Correlation between degree of crystallinity, morphology, glass
temperature, mechanical properties and biodegradation of poly (3-hydroxyalkanoate)
PHAs and their blends. Polymer Testing, v. 21, n. 6, p. 665-674, 2002b.

ETHRENBERG, L. et al. Evaluation of genetic risks of alkylating agents: Tissue doses
in the mouse from air contaminated with ethylene oxide. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 24, n. 2,
p. 83-103, 1974.



99

BEZERRA, A. M. Sintese e avaliac¢des fisico-quimicas e biolégicas de derivados de
guitosana de alta e baixa massa molecular. 2011.

FUCHS, J. R.; NASSERI, B. A.; VACANTI, J. P. Tissue engineering: a 21st century
solution to surgical reconstruction. The Annals of thoracic surgery, v. 72, n. 2, p.
577-91, ago. 2001.

FUJISAWA, M. Perfil epidemioldgico de criancas e adolescentes vitimas de
gueimaduras admitidos em centro de tratamento de queimados. Revista Brasileira
de Queimaduras, v. 15, n. 2, p. 74-79, 2016.

GABRIEL, V. Hypertrophic Scar. Physical Medicine and Rehabilitation Clinics of
North America, v. 22, n. 2, p. 301-310, 2011.

GERHARDT, L.-C.; BOCCACCINI, A. R. Bioactive Glass and Glass-Ceramic
Scaffolds for Bone Tissue Engineering. Materials, v. 3, n. 7, p. 3867-3910, 6 jul.
2010.

GIBSON, L. J. Biomechanics of cellular solids. Journal of Biomechanics, v. 38, n.
3, p. 377-399, 2005.

GIBSON, L. J.; ASHBY, M. F.; HARLEY, B. A. Cellular materials in nature and
medicine. [s.l.] Cambridge University Press, 2010.

GILLETTE, R. L. et al. Effects of a bioactive glass on healing of closed skin wounds
in dogs. American Journal of Veterinary Research, v. 62, n. 7, p. 1149-1153, jul.
2001.

GORUSTOVICH, A. A.; ROETHER, J. A.; BOCCACCINI, A. R. Effect of bioactive
glasses on angiogenesis: a review of in vitro and in vivo evidences. Tissue
engineering. Part B, Reviews, v. 16, n. 2, p. 199-207, abr. 2010.

GUINESI, L. S.; CAVALHEIRO, E. T. G. The use of DSC curves to determine the
acetylation degree of chitin/chitosan samples. Thermochimica Acta, v. 444, n. 2, p.
128-133, 2006.

HARLEY, B. A. et al. Mechanical characterization of collagen-glycosaminoglycan
scaffolds. Acta Biomaterialia, v. 3, n. 4, p. 463-474, 2007.

HOLLISTER, S. J. Porous scaffold design for tissue engineering. Nature materials,
V. 4, n. July, p. 518-24, 2005.

HORN, M. M.; MARTINS, V. C. A.; PLEPIS, A. M. D. G. Determinacéo da energia de
ativacdo em hidrogéis poliméricos a partir de dados termogravimétricos. Polimeros,
v. 20, p. 201-204, 2010.

HUNT, T. K.; HOPF, H.; HUSSAIN, Z. Physiology of wound healing. Advances in
skin & wound care, v. 13, n. 2 Suppl, p. 6-11, 1988.

ISHIZAWA HIGUCHI, C. I.; UNIVERSITE DE SHERBROOKE. Hydrogel a base de
chitosane-xanthane: une matrice pour I'inclusion et le relargage de
médicaments = Chitosan-xanthan hydrogel: a matrix for the inclusion and the
delivery of drugs. [s.l.] Université de Sherbrooke, 2002.

JAYAKUMAR, R. et al. Biomaterials based on chitin and chitosan in wound dressing
applications. Biotechnology Advances, v. 29, n. 3, p. 322-337, 2011.

JONES, J. R. Reprint of: Review of bioactive glass: From Hench to hybrids. Acta
Biomaterialia, v. 23, n. S, p. S53-S82, 2015.



100

COSTA-JUNIOR, E. S. Desenvolvimento de matriz de Quitosana/PVA, quimicamente
reticulado para aplicacao potencial em engenharia de tecido epitelial. p. 133, 2008.

KARAGEORGIOU, V.; KAPLAN, D. Porosity of 3D biomaterial scaffolds and
osteogenesis. Biomaterials, v. 26, n. 27, p. 5474-5491, 2005.

KOKUBO, T.; TAKADAMA, H. How useful is SBF in predicting in vivo bone
bioactivity?Biomaterials, 2006.

KONTOU, E. et al. Physical and chemical cross-linking effects in polyurethane
elastomers. Colloid & Polymer Science, v. 268, n. 7, p. 636—644, jul. 1990.

KUMAR V, ABBAS AK, F. N. Robbins &amp; Cotran: Bases Patol6gicas das
Doencas. 8° edicdo ed. Rio de Janeiro: Elsevier: [s.n.].

KURITA, K. Chitin and chitosan: Functional biopolymers from marine crustaceans.
Marine Biotechnology, v. 8, n. 3, p. 203-226, 2006.

LAMKE, L.-O.; NILSSON, G. E.; REITHNER, H. L. The evaporative water loss from
burns and the water-vapour permeability of grafts and artificial membranes used in
the treatment of burns. Burns, v. 3, n. 3, p. 159-165, 1977.

LAMPMAN, P. et al. INTRODUCTION TO SPECTROSCOY. 4th. ed. Washington:
Cengage Learning, 2009.

LARRY, R.; HENCH, L. The story of Bioglass. J Mater Sci: Mater Med, v. 17, p. 967—
978, 2006.

LEE, D. S. H.; PAI, Y.; CHANG, S. Effect of Thermal Treatment of the Hydroxyapatite
Powders on the Micropore and Microstructure of Porous Biphasic Calcium

Phosphate Composite Granules. Journal of Biomaterials and Nanobiotechnology,
v. 04, n. 02, p. 114-118, 2013.

LEE, J. W.; GARDELLA, J. A. In vitro hydrolytic surface degradation of
poly(glycolic acid): Role of the surface segregated amorphous region in the
induction period of bulk erosionMacromolecules, 2001.

LULEVICH, V. et al. Single cell mechanics of keratinocyte cells. Ultramicroscopy, V.
110, n. 12, p. 1435-1442, 2010.

LUZ, G. M. et al. Micropatterning of bioactive glass nanoparticles on chitosan
membranes for spatial controlled biomineralization. Langmuir, v. 28, n. 17, p. 6970—
6977, 2012.

MAJI, K. et al. Preparation and Evaluation of Gelatin-Chitosan-Nanobioglass 3D
Porous Scaffold for Bone Tissue Engineering. v. 2016, 2016.

MANSUR, H. S. et al. Cytocompatibility evaluation in cell-culture systems of
chemically crosslinked chitosan/PVA hydrogels. Materials Science and Engineering
C, V.29, n.5, p. 1574-1583, 2009.

MANSUR, H. S.; COSTA, H. S. Nanostructured poly(vinyl alcohol)/bioactive glass
and poly(vinyl alcohol)/chitosan/bioactive glass hybrid scaffolds for biomedical
applications. Chemical Engineering Journal, v. 137, n. 1, p. 72-83, 2008.

MAQUET, V. et al. Preparation, characterization, and in vitro degradation of
bioresorbable and bioactive composites based on Bioglass-filled polylactide foams.
Journal of biomedical materials research. Part A, v. 66, n. 2, p. 335-46, 1 ago.
2003.



101

MATSUMURA, H. et al. Cones of skin occur where hypertrophic scar occurs. Wound
repair and regeneration: official publication of the Wound Healing Society [and]
the European Tissue Repair Society, v. 9, n. 4, p. 269-77, 2011.

MAYHALL, C. G. The epidemiology of burn wound infections: then and now. Clinical
infectious diseases!(] : an official publication of the Infectious Diseases Society
of America, v. 37, p. 543-550, 2003.

MEHDIPOUR, M.; AFSHAR, A. A study of the electrophoretic deposition of bioactive
glass-chitosan composite coating. Ceramics International, v. 38, n. 1, p. 471-476,
2012.

MESEGUER-OLMO, L. et al. Biocompatibility and in vivo gentamicin release from
bioactive sol-gel glass implants. Journal of Biomedical Materials Research, v. 61,
n. 3, p. 458-465, 5 set. 2002.

MIGUEZ-PACHECO, V.; HENCH, L. L.; BOCCACCINI, A. R. Bioactive glasses
beyond bone and teeth: Emerging applications in contact with soft tissues. Acta
Biomaterialia, v. 13, p. 1-15, 2015.

MOREIRA, C. D. F. et al. Thermogelling chitosan-collagen-bioactive glass
nanoparticle hybrids as potential injectable systems for tissue engineering. Materials
Science and Engineering C, v. 58, p. 1207-1216, 2016.

MORI, N.; MORIMOTO, Y.; TAKEUCHI, S. Biomaterials Skin integrated with
perfusable vascular channels on a chip. Biomaterials, v. 116, p. 48-56, 2017.

MURPHY, C. M.; HAUGH, M. G.; O'BRIEN, F. J. The effect of mean pore size on cell
attachment, proliferation and migration in collagen-glycosaminoglycan scaffolds for
bone tissue engineering. Biomaterials, v. 31, n. 3, p. 461-6, jan. 2010.

MURPHY, C. M.; O'BRIEN, F. J. Understanding the effect of mean pore size on cell
activity in collagen-glycosaminoglycan scaffolds. Cell Adhesion & Migration, v. 4, n.
3, p. 377-381, 28 jul. 2010.

MUTSAERS, S. E. et al. Mechanisms of tissue repair: from wound healing to fibrosis.
The international journal of biochemistry & cell biology, v. 29, n. 1, p. 5-17, jan.
1997.

MUZZARELLI, R. A. A. et al. Current views on fungal chitin/chitosan, human
chitinases, food preservation, glucans, pectins and inulin: A tribute to Henri
Braconnot, precursor of the carbohydrate polymers science, on the chitin
bicentennial. Carbohydrate Polymers, v. 87, n. 2, p. 995-1012, 2012.

NAKAZATO, H. et al. A novel anti-fibrotic agent pirfenidone suppresses tumor
necrosis factor-alpha at the translational level. European journal of pharmacology,
v. 446, n. 1-3, p. 177-85, 20 jun. 2002.

NETO, C. G. T. et al. Thermal analysis of chitosan based networksCarbohydrate
Polymers, 2005.

NISOLA, G. M. et al. Macroporous flexible polyvinyl alcohol lithium adsorbent foam
composite prepared via surfactant blending and cryo-desiccation. Chemical
Engineering Journal, v. 280, p. 536-548, 2015.

O’BRIEN, F. J. Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Materials Today, V.
14, n. 3, p. 8895, 2011.

OGAWA, K. Effect of Heating an Aqueous Suspension of Chitosan on the Crystallinity



102

and Polymorphs. Agricultural and Biological Chemistry, v. 55, n. 9, p. 2375-2379,
1991.

OGAWA, K.; INUKAI, S. X-Ray diffraction study of sulfuric, nitric, and halogen acid
salts of chitosan. Carbohydrate Research, v. 160, n. C, p. 425-433, 1987.

OKUYAMA, K. et al. Structural diversity of chitosan and its complexes. Carbohydrate
Polymers, v. 41, n. 3, p. 237-248, 2000.

OLIVEIRA, A. A. et al. Synthesis , characterization and cytocompatibility of spherical
bioactive glass nanopatrticles for potential hard tissue engineering applications.
Biomedical materials (Bristol, England), v. 8, 2013.

OREFICE, R. L.; PEREIRA, M. DE M.; MANSUR, H. S. Biomateriais(1 :
fundamentos e aplicacées. [s.l.] Grupo Gen - Guanabara Koogan, 2000.

PAUL, W.; SHARMA, C. P. Chitosan and Alginate Wound Dressings: A Short Review.
Trends Biomater. Artif. Organs, v. 18, n. 1, p. 18-23, 2004.

PAVIA, D. L. et al. Introduction to spectroscopy. 4th. ed. Bellingham, Washington:
Cengage Learning, 2009.

PEI A.; ZHOU, Q.; BERGLUND, L. A. Functionalized cellulose nanocrystals as
biobased nucleation agents in poly(l-lactide) (PLLA) — Crystallization and mechanical
property effects. Composites Science and Technology, v. 70, n. 5, p. 815-821,
2010.

PEREIRA, M. M.; CLARK, AE.; HENCH, L. L. Calcium phosphate formation on sol-
gel-derived bioactive glasses in vitro. Journal of biomedical materials research, v.
28, p. 693-698, 1994.

PISHBIN, F. et al. Electrophoretic Deposition of Gentamicin-Loaded Bioactive
Glass/Chitosan Composite Coatings for Orthopaedic Implants. ACS Applied
Materials & Interfaces, v. 6, n. 11, p. 8796—8806, 11 jun. 2014.

PRICE, G. H. et al. Alkaline Phosphatase in the Healing Burn Wound of the Ratla2.
v. 317, p. 312-317, 1979.

QUEEN, D. et al. The preclinical evaluation of the water vapour transmission rate
through burn wound dressings. Biomaterials, v. 8, n. 5, p. 367-71, 1987.

RAVI KUMAR, M. N. . Areview of chitin and chitosan applications. Reactive and
Functional Polymers, v. 46, n. 1, p. 1-27, 2000.

REHMAN, 1. et al. Analysis of surface layers on bioactive glasses. Biomaterials, v.
15, n. 10, p. 865-870, 1994.

REMPEL, L. C. T.; TIZZOT, M. R. P. A; VASCO, J. F. M. Incidéncia de infec¢des
bacterianas em pacientes queimados sob tratamento em hospital universitario de
Curitiba. Revista Bras. Queimaduras, v. 10, n. 1, p. 3-9, 2011.

REZABEIGI, E.; WOOD-ADAMS, P. M.; DREW, R. A. L. Synthesis of 45S5 Bioglass®
via a straightforward organic, nitrate-free sol—gel process. Materials Science and
Engineering: C, v. 40, p. 248-252, jul. 2014.

RINAUDO, M. Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in
Polymer Science, v. 31, n. 7, p. 603-632, 2006.

RINAUDO, M.; PAVLOV, G.: DESBRIERES, J. Influence of acetic acid concentration
on the solubilization of chitosan. Polymer, v. 40, n. 25, p. 7029-7032, 1999.



103

RUBIN, J. R. et al. Unna’s boot vs polyurethane foam dressings for the treatment of
venous ulceration. A randomized prospective study. Archives of surgery (Chicago,
[1.07: 1960) v. 125, n. 4, p. 489-90, abr. 1990.

SABREE, I.; GOUGH, J. E.; DERBY, B. Mechanical properties of porous ceramic
scaffolds: Influence of internal dimensions. Ceramics International, v. 41, n. 7, p.
8425-8432, 2015.

SADAHIRA, C. M. Sintese, caracterizacdo e avaliacdo do perfil de liberacao in vitro
de hidrogéis de alcool polivinilico pH sensitivos processados por métodos fisico-
quimicos. p. 76, 2007.

SANTOS, J. E. DOS. Preparacéo, caracterizacao e estudos termoanaliticos de
bases de Schiff biopoliméricas e seus complexos de cobre. 2004.

SARABAHI, S. Recent advances in topical wound care. Indian journal of plastic
surgery: official publication of the Association of Plastic Surgeons of India, v.
45, n. 2, p. 379-87, maio 2012.

SCHOUTEN, H. J.; NIEUWENHUIS, M. K.; VAN ZUIJLEN, P. P. M. A review on static
splinting therapy to prevent burn scar contracture: Do clinical and experimental data
warrant its clinical application? Burns, v. 38, n. 1, p. 19-25, fev. 2012.

SERNA, J.; VITALES, M. Dermatologia. Dermatologia Clinica, v. 1, n. 1, p. 453,
2013.

SERRA, A. N. B. M. C. DO V. F. Atualizagao no tratamento local das queimaduras.
Revista Brasileira de Queimaduras, v. 9, n. 2, p. 3844, 2010.

SHAH, J. B. The history of wound care. The journal of the American College of
Certified Wound Specialists, v. 3, n. 3, p. 65-6, set. 2011.

SHALUMON, K. T. et al. Fabrication of chitosan/poly(caprolactone) nanofibrous
scaffold for bone and skin tissue engineering. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 48, n. 4, p. 571-576, 2011.

SIGNINI, R.; CAMPANA FILHO, S. P. Purificacdo e caracterizacdo de quitosana
comercial. Polimeros, v. 8, n. 4, p. 63—-68, 1998.

SILVA, A. L. Nova abordagem no tratamento de lesdes complexas: uso de matriz de
regeneracao dérmica. Revista Brasileira de Queimaduras, v. 10, n. 2, p. 66-70,
2011.

SOUZA, V. M. Ativos Dermatolégicos: um guia dos novos ativos
dermatoldgicos utilizados na farmacia de manipulacéo, para médicos e
farmacéuticos. Sdo Paulo: Tecnopress: [s.n.].

STEVENS, M. M.; GEORGE, J. H. Exploring and Engineering the Cell Surface
Interface. Science, v. 310, n. 5751, p. 1135-1138, 18 nov. 2005.

SUN, H. et al. The in vivo degradation, absorption and excretion of PCL-based
implant. Biomaterials, v. 27, n. 9, p. 1735-1740, 2006.

TANIGAWA, J.; MIYOSHI, N.; SAKURAI, K. Characterization of chitosan/citrate and
chitosan/acetate films and applications for wound healing. Journal of Applied
Polymer Science, v. 110, n. 1, p. 608-615, 5 out. 2008.

THOMAS, S.; LOVELESS, P. A comparative study of the properties of twelve
hydrocolloid dressings. v. 1997, 1997.



104

THOMAS, S.; YOUNG, S. Exudate-handling mechanisms of two foam-film dressings.
Journal of Wound Care, v. 17, n. 7, p. 309-315, jul. 2008.

TILOCCA, A. Models of structure, dynamics and reactivity of bioglasses: a review.
Journal of Materials Chemistry, v. 2, n. 33, p. 6848-6858, 2010.

TORRES, M. A. et al. Producao e caracterizagéo de microesferas de quitosana
modificadas quimicamente. Polimeros, v. 15, n. 4, p. 306—312, 2005.

WANG, T.; TURHAN, M.; GUNASEKARAN, S. Selected properties of pH-sensitive,
biodegradable chitosan-poly(vinyl alcohol) hydrogel. Polymer International, v. 53, n.
7, p. 911-918, 2004.

WATERS, M. D. et al. Alkaline in human activation and collagen in culture synthesis
skin fibroblasts. v. 80, p. 170-174, 1973.

WU, P. et al. Water vapour transmission rates in burns and chronic leg ulcers:
Influence of wound dressings and comparison with in vitro evaluation. Biomaterials,
v.17,n. 14, p. 1373-1377, 1996.

ZHANG, F. et al. Microwave synthesis and actuation of shape memory
polycaprolactone foams with high speed. Scientific reports, v. 5, p. 11152, 2015.

ZHANG, R.; MA, P. X. Porous poly(L-lactic acid)/apatite composites created by
biomimetic process. Journal of biomedical materials research, v. 45, n. 4, p. 285—
93, 15 jun. 1999.

ZHITOMIRSKY, D. et al. Electrophoretic deposition of bioactive glass/polymer
composite coatings with and without HA nanoparticle inclusions for biomedical
applicationsJournal of Materials Processing Technology, 2009.

ZHONG, S. P.; ZHANG, Y. Z.; LIM, C. T. Tissue scaffolds for skin wound healing and
dermal reconstruction. Wiley Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and
Nanobiotechnology, v. 2, n. 5, p. 510-525, set. 2010.



