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Podemos acreditar que tudo que a vida nos oferecer no futuro é
repetir o que fizemos ontem ¢ hoje. Mas, se prestarmos atengio,
vamos nos dar conta de que nenhum dia é igual a outro. Cada
manhé traz uma bengdo escondida; uma bengdo que s6 serve para
esse dia e que ndo se pode guardar nem desaproveitar.

Se ndo usamos este milagre hoje, ele vai se perder.

Este milagre estd nos detalthes do cotidiano; € preciso viver cada
minuto porque ali encontramos a saida de nossas confusdes, a
alegria de nossos bons momentos, a pista correta para a deciséo

| que tomaremos.
Nunca podemos deixar que cada dia parega igual ao anterior
porque todos os dias sio diferentes, porque estamos em constante
processo de mudanga.

Paulo Coelho
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RESUMO

O conhecimento dos biomateriais pelo profissional da area médica proporciona
seguranga aos pacientes e a todos aqueles que lhes assistem. Recentes
pesquisas tém maostrado a utilizacdo de esponjas como curativos compressivos
em enxerios, mas devido a falta de trabalhos que caracterizem e comprovem a
eficacia destas na aplicagdo de curativos, fez-se necessario a caracterizacao
quimica, morfoldgica e bicidgica deste material. Isto permite a identificacao
adeguada e a indicagao de uso do produto. Sendo assim, este estudo objetivou
realizar a modificagdo da superficie e avaliagdo quimica, morfologica e
biologica de esponjas comerciais, usadas como curativos compressivos. Esta
pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Desenvolvimento e Avaliacdo de
Biomateriais do Nordeste - CERTBIO. As amostiras de esponjas foram cortadas
no tamanhc 2 cm®’ A modificacao da superficie das esponjas foi obtida
mergulhando as amostras em perdxido de hidrogénio (H202) a 30% por 24 h.

Em seguida as amostras foram secas em estufa e posteriormente,

mergulhadas em quitosana e congeiadas por 24 h, liofilizadas e caracterizadas
por: Difracdc de raios-X-{DRX), Espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Energia Dispersiva de raics X (EDX), Microscopia Otica (MO), Ensaio de
Intumescimento, Ensaio de Biodegradacao e Ensaio de Citotoxicidade. Foram
preparadas 3 amostras por ensaio de cada tipo de material. Com base nos
resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que todas as esponjas,
estudadas apresentaram-se adequadas para uso como biomaterial. No
entanto, as revestidas com guitosana demonstraram-se mais indicadas para
uso como curativos de enxertos cutdneos, devido ao aumento do grau de
intumescimento e também, das propriedades de cicatrizaclo ja conhecidas da
quitosana, nao sendo necessaria a modificacao com peréxido de hidrogénio
antes do revestimento com a quitosana, pois estas ndo apresentaram
alteracfes significalivas.

Palavras-chave : Biomateriais, esponja, quitosana, curativos, enxertos.




ABSTRACT

Knowiedge of biomaterials for medica! professional provides security for patients
and those who assist them. Recent research has shown the use of sponges as
compressive dressings in- grafts, but due to lack of work that characterize and
prove the effectiveness of the application of dressings, it was necessary to
characterize chemical, biclogical and morphological this material. This allows
proper identification and an indication of product use. Therefore, this study aimed
to surface modification and chemica! evaluation of morphological and biological
commercial sponges, used as compressive dressings. This research was
deveioped in the Laboratory of Development and Evaluation of Biomaterials
Northeast - CERTBIO. The sponge samples were cut to 2 cm? size. The
modification of the surface of the sponges was obtained by immersing the samples
in hydrogen peroxide (H.O,}) at 30% for 24 h. Then the samples were dried in oven
and subsequently dipped in chitosan and frozen for 24 h, lyophilized and
characterized by: X-ray Diffraction (XRD), Fourier Transform spectroscopy in the
infrared (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-ray
(EBX), Optical Microscopy (OM), swelling test, test Biodegradation and test
Cytotoxicity. Three samples were prepared for each test material. Based on the
present results it can be conciuded that all studied showed pads are suitable for
use as biomzterial. However, coated with chitosan proved to be more suitable for
use as dressings, skin grafts. due o increased swelling degree and also has
healing properties of chilosan known, net requiring maodification with hydrogen
peroxide before coating with chitosan. as these were not statistically significant.

Keywords: Biomaterials sponge. chitosan, curative, grafis.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A — angstrons

ASTM ~ International develops international standards for materials

C3 —fator do compiemsento C3

CD14 - lipopoiissacarideos

CERTBIO — Laboratério de Desenvolvimento e Avaliagao de Biomateriais do
Nordeste '

om — centimetros

EPA - espornja de poliuretano azul

EPAM — esponia de poliurstano azul modificada com perdxido de hidrogénio
EPAMQ - esponja de poliuretano azul moedificada com perdxido de hidrogénio
e revestida com quitosana _ _

EPAQ - esponia de poliuretano azul revestida com quitosana

IgG — imunogicbulina G

iL-1a — interleticina 1a

IL-1B — interleucina 1B

- IS0 — international Organization for Standardization

kY — quitovolis {tensac)

Ka - radiacao de raios-X caracteristica

m? — metros quadrados

mA — miliampérs (corrente)

my — massa intumescida

MHC-1t — moléculas do complexc principal de histocompatibilidade da classe i
m; - massa inicial

mmHg - milimetros de merclrio

MTT — brometo de 3-(4,5-dimetiitiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio
NBR —~ norma brasileira

PGA - poli{acido gliedlico)

pH ~ potencial hidrogenidnico

PLA - poli(acido latico)

PMMA — poli{metacrilalo de metila)

PVC — p{)!ictoreto de viniia




Thi — linfocitos T helper 1

Th2 —linfécitos T helper 2

UAEMA - Unidade Académica de Engenharia de Matenais
UFCG - Universidade Federal de Campina Grande

UV ~ radiacédo uitravioleta

6 - anguio de difracéo
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1 INTRCDUCAD

O enxerto de pele tem sido utiizado como uma alternativa nos
procedimentos cirirgicos para feridas extensas e de demorada cicatrizagdo. O
processo de regeneragac do epitélio & feito em estégibs, que saoc a
coagulagéo, inflamacao, proliferacéo e maturacio, o Ultimo subdividindo-se nas
fases de angiogénese, fibropiasia, epitelizacao, contrégéo e reorganizagéo da
matriz extracelular. Ha estagios de cicatrizago especificos para os enxertos de
pele, tais como aderéncia, embebigio p%asmética, revascularizacdc e
organizacdo final do enxerto sobre o leito receptor. Este processo dura em
média 10 dias. Enxerto de pele refere-se @ parte de um fecido vivo
transplantado de um iugar sara outrc no MesmMo organismo ou em organismos
distintos. Contudo, a utilizacdo da terminologia enxerto para desighar uma
modalidade cirﬂrgica, apesar de errdnea, tornou-se coloquial. Os termos
apropriados para designar o procedimento cirlrgico que envolve a
transferéncia da pele de uma regido para outra, mediante perda fotal de
continuidade com sua area doadora, séo enxertia ou franspiante de pele
(PARENTONI et al., 2011).

Existem diferentes classificacdes para os enxertos. Uma dessas, baseia-
se na constituicao histologica do tecido lesado. Sao simples quando
apresentam um (nico tipo de tecido cu compostos quando constituidos de dois
ou mais fipos de tecidos. Em oncologia cutdnea, um enxerto composto é usado
quando o defeifo cirﬂfgiw a ser coberto requer mais suporte interno, como
acontece nas reconstrugdes situadas na orelha e asa nasal. Nessas
reconstrucdes tridimensionais a cartilagem auricular € incluida em busca de
meihorar a desempenho do enxerio (KECK et al, 2003; CHANG, J. S,
BECKER, S. 5, PARK, 8. 5., 2004).

A enxertia de pele & frequentemente usada em reconstrugbes apos
remocao de neoplasias malignas cutdneas. No entanto, também esta indicada
para substituir o tecido perdide em queimaduras e para cobertura de Ulceras
crénicas gue nao cicatrizam. Outras indicagdes sdo o tratamento das alopecias
e de leucodermias em que a transferéncia de mini enxertos restitui os pelos e a

pigmentacao das areas afetadas (KAUFMAN, 2004).
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Existern vérias técnicas de curativos para areas enxertadas, mas uma das
mais importantes € a conhecida como curative de Brown, que consiste de um
curativo compressivo coiocado scbre o enxerfo, em que a compressdo é
“estabelecida por meio dos fios utilizados para a sutura. Para esse curativo,
geralmente sao utilizados materiais como rayon, morim, gases ou semelhantes,
com aplicag@io de pomada antibidtica ou vaselina para evitar a aderéncia do
enxerto a pele. Este tipo de curativo deve ser aberto em quatro ou cinco dias
com imohbilizagéo do local durante este periodo (ROSSOE et, al., 2011).

Algumas pesquisas tém mostrado a utilizagéo de esponjas como curativos
compressives para enxertes. Mo entanto, ndo ha literatura que caracterize
essas esponjas como biomateriais, ¢ que ndo assegura a sua utilizagéo como
material para salde, uma vez que ndco é comprovado cientificamente as
caracteristicas de biocompatitilidade da mesma (ZANINI, M.; MACHADO
FILHO, C. A S.; TIMONE, 2004).

Para que as esponjas utilizadas sobre 0s enxerios sejam consideradas
seguras, elas devem se enquadrar no conceito dos bioma_teriais. Estes sdo
definidos pela Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicagéeé
clinicas de 1882, como inda substancia (com excecgdo de farmacos) ou
cofnbinagéo de substancias, que durante um periodo de tempo indeterminado
& empregado para substituir o todo ou parte integrante de um sistema para
tratamento, ampliacdo ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes
corporais. No sentido mais amplo, sdc enguadrados nessa categoria todos 0s
materiais empregados na medicina, cdontologia, medicina veterinaria e
farmacologia, além dagqueles que entram na forma de imptantes em contato
direto com o fecido do corpo mesmo gue esteja localizédo fora do corpo
(PARK, 1979; DOREA NETO, 2007).

Desta forma, a caracterizac&o quimica, morfolégica e bioldgica das
esponjas cirrgicas, ira proporcionar seguranea ao usuario e ao profissional da
area médica, pois permiiira a identificagdo e avaliagdo do produto e,
provaveimente; a indicagdc do meihor produto dentre os selecionados para
esse estudo gue possa substituir com maior seguranga e eficacia as esponjas

usadas atualmente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Modificar e avaliar as caracteristicas quimica, morfoldgica e bioldgica de

esponjas comerciais, usadas como curativos compressivos.
2.2 Objetivos Especificos

» Modificar quimicamente a superficie das esponjas;

e Desenvolver um compésito de PU com quitosana;

s Avaliar quimicamente e morfologicamente as amostras de esponjas e de
compasitos desenvolvidos tratados ou ndo com Hz202;

¢ Avaliar o grau de Intumescimento dos compésitos em solucao dé PBS;

¢ Avaliar a citofoxicidade das esponjas;

il
b
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3 REVISAQ DA LITERATURA
3.1 Pele

A pele & um 6rgdc complexo que isola e recobre aproximadamente 2 m?
da superficie corpdrea e representa 15% do peso corporal, sendo constituida
por trés camadas de estrutura e propriedades distintas: a epiderme; a derme e
hipoderme, conforme observado na Figura 1, dispostas e inter-relacionadas de
modo a adequar-se de maneira harmonica ae desempenho de suas fungdes. A
estrutura, as propriedades e a composiGio da pele variam consideravelmente
em relacdo a idade. O sistema tegumentar (pele e derivados epidérmicos)
desempenha varias fungfes. protege contra lesbes fisicas, quimicas e
bioldgicas; impede a perda de agua; promove as sensacles de dor, pressdo,
tato e temperatura; sintetiza certos horménios (dehidrotestosterona) e vitaminas
(vitamina D); promove a regulacdo térmica; metaboliza xenobidticos e excreta
certas substancias através das glandulas sudoriparas {(RAUH, 2008).

Figura 1 — Esquema simplificado de uma secdo fransversal de pele demonstrando as trés
camadas da pele (epidenme, derme e hipoderme) € os lipos celulares presentes.

PREEFRRIAS VS ALY

EPIDERME

DERME

HIPODERME
Fonte: RAUH, 2008
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A camada superior da pele € a epiderme, sendo esta constituida por um
epitélio estratificado pavimentoso cuja espessura apresenta variacbes
topograficas ao iongo do organismo (CANDI et al., 2005).

A epiderme é classificada basicamente em quatro camadas (Figura 2),
cada uma apresantandc uma funcio distinta (NORRIS, 2004).

Figura 2 — Esquema simplificado de uma seccéo transversal da epiderme

B

Fonte: RAUH, 2008

A camada cornea atua como uma grande barreira & penetracdo de
organismos externos e toxinas, além de prevenir a perda de agua; o esfrato
granuloso € onde inicia-se o processo de cornificacio, onde as células sofrem
apoptose diferenciando-se em cornedcitos;, o esirato espinhosoc € onde os
queratinacitos presentes sao responsaveis pela producdc dos filamentos de
queratina (queratinizagdo) que interagem com o0s desmossomas, sintese de
agentes antioxidantes {glutationa redutase, peroxidase, catalase), citocinas,
quimiocinas, queratohialina, eic.; O estratoc basal é a camada mais profunda
responsavel pela proliferacdo celular, sendo essa camada resistenie ao
processo apoptotico (RAMOS E SILVA, 2008).

A epiderme é constiluida de muoltiplos tipos celuiares que possuem
diferentes origens embrionarias. Aproximadamente 80-85% da epiderme é
constituida de queratinéeitos, 10-13 % de meiandcitos, 4% de células de
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Langherans e 1% de células de Merckel. A manutencdo do nimero de céiulaé
na epiderme depende do balango entre proliferacao celular e morte celular
(diferenciag&o/apoptose) dos queratindcitos. Esse processo € governado pela
comunicag8o paracrina e autdcrina via hormonios, fatores de crescimento e
citocinas ou por comunicagio intercelular via célula-célula e célula-matriz de
adesdo, ou ainda pela comunicag@o intercelular na regido da “gap junction”
(HAA_S; HERLYN, 2005).

A epiderme tem a capacidade de auto-renovacdo tanto sob condicbes
homeostaticas como em condicBes nocivas, devido a presenca de uma
popufagéo' celular mitoticamente ativa na camada basal. Em condig6es normais,
a renovacao epidérmica € balanceada pela descamacio da camada cdrnea na
superficie da pele, onde se verifica uma diferenciagéo celular progressiva,
através do processo de gueratinizacao e comificagdo, a partir da camada basal
em direcao a superficie (CANDI, E.; SCHMIDT, R.; MELINO, G., 2005).

Os queratindcitos representam o principal tipo celular presente na
epiderme, sendo responsaveis pela manutencido da integridade da estfutura
epidérmica. Os queratindeitos fambém estdo envolvidos na resposta
imunologica do tecido cutdneo, uma vez gue expressam diferentes citocinas,
quimiocinas e também moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
da classe Il (MHC-il). No processo de diferenciacao celular os queratindcitos
passam a produzir a queratina, uma proteina resistente e impermeavel que
preenche as células mais superficiais da epiderme (cornedcitos) e que promove
forca mecénica, mantém a estrutura do gueratinécito e contribui na adeséo
ceiular. As propriedades estruturais e funcionais dos queratinécitds presentes
ha epiderme de humanos e pequenos mamiferos sdo extraordinariamente
semethantes (CHANG, 2004).

Os melanécitos s&o as células produtoras de melanina que contribuem
para a coloracao da pele e para a protecdo conira a radiagédo ultravioleta (UV).
Os melandcitos s&o célulag arredondadas com prolongamentos dentriticos
jongos gue se estendem pelas duas camadas inferiores da pele. Essas células
estdo localizadas na camada basal da epiderme (camada basal), onde fqrmam
uma unidade com os queratindcitos cuja pmporgéo é de 1:5, que & mantida
através da regulacao da divisdo dos melanédcitos (HAAS, HERLYN, 2005).
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~ Os melandcitos sintetizam a melanina na forma de melanossomas, que
sdo transferidos para os queratindcitos das camadas superiores através da
passagem dos seus prolongamentos dentriticos, cujo processo @ chamado de
- secrecdo citdcrina. Além da pele, os melanécitos também estdo presentes no
epitélio de mucosas, no bulbo capilar, no sistema nervoso central, na retina e no
aparelho ocular. As células de Langherans estdo localizadas nas camadas
suprabasais da epiderme da pele e das mucosas, onde desempenham um
importante pape! na reposta imune cutinea (CHANG, J. S.. BECKER, S. S.:
PARK, S. 8., 2004).

As células de Langherans sdo células migratérias que possuem varios
receptores de membrana envolvidos no processo imunolégico (ex.: MHC clésse
H, 1gG - imunoglobulina G, C3 fator do complemento C3). Assim, essas células
s80 responsaveis pelo  reconhecimento, captacio, processamento e
apresentacdo de antigenos sollveis e haptencs aos linfécitos T. Em certas
doengas inflamatdrias éuténeas, como na dermatite de contato e em processos
alérgicos, verifica-se que as células de Langherans se tornam mais abundantes
(NORRIS, 2004).

As células de Merckel sdo células epidérmicas modificadas, localizadas no
estrato basal. No citoplasma dessas células existem granulos que contem
catecolaminas, aiém disso esse tipo celular esta freqlientemente préoximo ou em
contato com: nervos ndo-miglinizados, onde formam sinapses com terminagbes
nervosas perifericas. Assim, as celulas de Merckel atuam como
mecanoreceptores e tambaém coniribuem no desenvolvimento do plexo nervoso
na porgdo superior da derme. Além das células residentes da epiderme
(queratindcitos, melandcitos, céluias de Langherans e células de Merkel), outras
células migram para @ epiderme em resposta aos mais variados estimulos nas
quais inciuem: os iinfocitos, macrdfagos, neutrdfilos e eosindfilos, sendo essas
células elementos da resposta de defesa inata ou adquirida. _

A derme consiste num fecido conectivo, cuja espessura € superior ao da
epiderme, porém com uma populacéo celular inferior. Esta estrutura confere a
pele elasiicidade, forga tensil e resisténcia mecanica. Além disso, a derme
interage com a epiderme através da jungao dermoepidérmica, garantindo assim
as trocas de elementos nutritivos e metabolicos entre essas camadas. A derme

& dividida em camada papilar, que é a camada mais préxima da epiderme, e a
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camada reticular, que & formada por um tecido conectivo denso e constitui a
maior parte da derme (NORRIS, 2004).

A constituiggo da derme envolve polissacarideos (hialuronidatos e
condroitinsulfatos), substancia fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e
glicosaminoglicanas), material fibrilar (fibras colagenas, fibras elasticas e fibras
reticulares), receptores sensoriais (ex.. corplsculos de Meissner, corpusculos
de Pacini), células dérmicas (fibroblastos), vasos sanguineos e linfaticos. Os
fibroblastos sintetizam diferentes macromoléculas que entram na constifuicéo
da matriz ceiular como, por exempio, o colageno e a elastina (HAAKE, A.
SCOTT, G. A; HOLBROOK, K. A., 2000).

" Durante um processo inflamatdrio ou de cicatrizacio ocorre o aumento da
proliferac@o e da atividade de fibrobiastos devido a ago de alguns mediadores
pro-inflamatérios como a interleucina 1a (IL-1a) e interleucina 1B (IL-1B). Os
vasos sanglineos presenies na derme permitem que ocorra a infiltragéo de
celulas migratérias importantes no processo de resposta de defesa inata ou
imune e de cicatrizagéo, como os macréfagos, linfocitos, eosindfilos, neutréfilos,
etc (RYAN, 2004).

As i_ner#ac;ées vegetativas presentes na derme inervam glénduiés
sudoriparas, musculo pilo-eretor e vasos sanguineos, auxiliando no controle da
temperatura corporal. A inervacdo sensitiva, por sua vez, conduz a estimulos
mecanicos, térmicos, guimicos e dolorosos para o sistema nervoso central. A
interacdo coordenada enire o0s diferentes tipos celulares presentes nas
camadas da pele permite que este Orgdo responda, prontamente e
efetivamente, a uma variedade de estimuios nocivos que ocorrem na interface
do organismo com o meio externoc, como a acdo de toxinas, organismos
patogénicos, radiagdo ultravioleta, extremos de temperatura, garantindo assim a
manutencio da homeostasia cutinea (HAAKE, A;; SCOTT, G. A.; HOLBROOK,
K. A., 2000},

A camada comea é rompida pelas estruturas anexas (foliculos pilosos e
gidndulas sebéceas) e as infecgbes nessas regides s&o suprimidas pela
resposta imune inata, gue inclui varios elementos como os macréfagos, celulas
dendriticas e neutréfilos, bem como varias citocinas e quimiocinas. Além disso,
tarmnbém se verifica nas células epidérmicas a presen¢a de receptores para

agentes invasores como o CD14, receptores toll-like e receptores de manose. A
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pele, além de ser um dos principais locais para a invasio de bactérias, fungos,
parasitas e virus, também & um importante local para a ihdugéo de tumores,
p_orém todos esses processos sdo influenciados pela resposta imune adquirida,
gue inclui células dendriticas especializadas {ex.: células de Langerhahs) e
linfocitos T helper (Th1 e Th2) (NORRIS, 2004).

- Nesse Contexta, a pete & muitc mais do que simplesmente uma barreira
fisica passiva entre o meio externc & interno, mas também uma extensio do
sistema imurolgico (RAUH, 2008). |

3.2 Enxerios

Segundo sua fonte de obtenclo, pode-se classificar os enxertos: em
autdlogos, quando doador e receptor sdo o mesmo individuo, alégenos ou
homdlogos, quando doador e receptor sdo diferentes, porém da mesma espécie
e heterdlogos ou xenoenxertos, quando doador e receptor sdo de espécies
diferentes. Na pratica dermatoidgica os autoenxertos s&o os mais empregados
ja que os aloenxertos e xenoenxerios sdo temporarios e funcionam apenas
como curativos bicldgicos estimulando a cicatrizagdo. Uma  terceira -
classificacdc tem por base a espessura. Os enxertos de espessura tofal contém
epiderme e toda a derme incluindo as estruturas anexiais. Os enxertos de
espessura parcial contdém epiderme ¢ apenas parte da derme. Estes Ultimos se
subdividem em finos, médios e grossos, de acordo com a quantidade de derme
existente no enxerto como observado na Tabela 1 (KRE!S et al., 1992; DAVIS;
ARPEY, 2000; FRANCO; SILVA, 2002; GOLCMAN; GOLCMA, 2002).

Tabela 1. Mensuracio da espessura dos enxertos parcials. Tais referéncias sfo uteis na
regulagem do dermatomo antes da coleta do enxerto.

Espessura do enxerto Polegadas Milimetros
Fino 0,005 a 0,012 0,12a0,30
Medio - 0,012a0,018 . 0,30a 0,45

Grosso 0,018 a 0,030 0,452 0,76
Fonte, FILHO =t al., 2006

Por fim, os enxertos cutaneos pddém ser classificados de acordoe como
foram processados. Apds a coleta, os enxertos podem ser pr_ocessados de

modo a expandi-los, o que pode ser feito na sala de cirurgia, por meioc de um
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expansor que os transforma numa matha ampliada semelhante a uma rede
(mesh grafts), ou em laboratdrio, mediante cultura de células. Os queratinécitos
cultivados podem ser de origem autdloga ou alogénica e podem ser aplicados
associados ou ndoe a um substituto dérmmico. A s;tuagao clinica determlna o tipo
de enxerto a ser colocado (TRENT; KIRSNER, 2005).

A cicatrizagéio da ferida apds a enxertia de pele se processa por dois
eventos caracteristicos & seguenciais:

- A Integracdo: as caracteristicas clinicas da integracéo dos enxertos autdlogos
sao aderéncia, perfusio e viabilidade do segmento de pele transferido, o que
depende obrigatoriamente de sua vascularizacéo. Nas primeiras 24 horas apés
a enxertia o plasma que transuda da area receptora e absorvido pelo enxerto
formando uma malha de fibrina que serve para sua fixacédo e nutrigdo {fase de
embeberdo plasmatica). Na sequéncla, pequenos capilares se anastomosam
comunicando a superficie do enxerfe a do leito receptor (fase inoscu'latéria). O
enxerto encontra- se ainda fragilmante fixado, podendo estar ciandtico. O
surgimento e proliferacdo de novos vasos € que ird garantir a sobrevivéncia da
pele transplantada. Fiuxo sanguineo verdadeiro ocorre do quinto ac sétimo dia
do pos-operaidric (fase de revascularizacdo) (FRANCO; SILVA, 2002;
GOLCMAN: GOLCMAN, 2002,

- A Contracdo: uma vez integrado a seu leito receptor e a partir do 10° dia, a
acao de micfibroblastos e proteinas contrateis promove a contragdo do enxerto.
Esse processce pode durar seis meses e fraz prejuizo cosmético. Os
micfibroblastos  (fibroblastos do  tecido de gra_nular;éo) desenvoivem
caracteristicas bioquimicas e ultra-estruturais de células musculares lisas,
incluindo a presenca de microfilamenios e a expressdo da actina alfa de
muscule liso. Atribui-se a eles, além da funcdo refratil na contracdo das feridas,
a sintese de componentes da matriz extracelular. Os enxeros podem afetar a
populacdo de miofibroblastos na ferida, dependendo do percentual de derme
enﬁceriado. Em enxertos espessos os miofioroblastos encontram-se em menor
proporgao, sendo a retragdo tecidual menos evidente. A fibronectina, elemento
de sustentacdo da matriz proviséria, desaparece guando as fibras colagenas jé

se encontram orientadas. Em enxertos de espessura fotal, sua intensidade e
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distribuicdo sado marcadas de forma menos evidente,' desaparecendo
precocemente em comparacdo aos enxertos de espessura parcial. Tais
observages revelam uma associacdc entre a presenga de fibronectina e
miofibroblastos, e desta com a contragdo dos enxertos (LORENA et al., 2002).

3.3 Curativos

Os curativos s&0 uma forma de tratamento das feridas cutaneas e sua
-escoltha depende de fatores intrinsecos e exirinsecos. O tratamento das feridas
cutdneas € dindmico e depende, a cada momento, da evolucao das fases de
cicatrizacdo. Atualmente sac inimeras as opcbes de curativos existentes no
mercado. Os recursos financeiros do paciente e/ou da unidade de saude, a
necessidade de continuidade da utilizagio do curativo, inclusive com visitas
domiciliares, e a avaliagdo de beneficios e custos sdo alguns dos aspectos a
serem considerados no momento da escolha do tipo de curativo, que devem ser
adequados & natureza, & localizacis e ac tamanho da ferida. Embora haja uma
grande variedade de curativos, um sé fipo de curativo ndo preenche os
requisitos para ser aplicado em todos os tipos de feridas cutaneas. Para
incisGes cirlirgicas, a oclusao devera ser por 24 a 48 horas mantendo o curativo
seco. Nas feridas abertas, a antiga controvérsia entre curativo seco e curativo
amido deu lugar a2 uma proposia atual de ocluséo e manutengéo do meio Gmido
(FRANCO; GONCALVES, 2008).

Sabe-se gue sdo inimeras as modalidades de curativos para tratamento
de areas doadoras de enxerfos de pele parcial. Os cirurgibes plasticos
obedecem & preferéncias pesscais ou seguem recomendagdes da literatura
médica. Observam-se desde conduias puramente expectantes — nao fazer
nada, deixando exposta a area cruenta — até muito intervencionistas, como
curativos comuns com gaze ou morim, de troca dificil e dolorosa. Um grande
numerc de curatives ja foi experimentado nas areas doadoras, o que traduz a
dificuldade de encontrar algo definitive. Ja foi relatado o uso de gaze
parafinada, alginato, alginato com filme, fitas adesivas de reten¢do, membranas
de ovos, mel, espuma hidrocelular, carboximetilcelulose e hidrogel de
glicosaminoglicanas. Um bom curativo deveria reduzir a dor, propiciar ou

acelerar a epitelizacdc e ter custo acessivel. Os ambientes Umidos sdo mais
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favoraveis & epitelizacdo e 2 cicalrizacdo do gue 0s secos, em virtude de
reducéo de desidratacio e morte das céiulas expostas. O uso de um material
de custo irrisério e encontravel com facilidade — o filme plastico de cloreto de
polivinila {PVC) —~ em areas doadoras de enxertos de pele parcial (MEYER,
2006). Na Figura 3 pode-se observar o curativo de PVC utilizado no trabaiho
relatado, -

Figura 3 — Filme de PVC fixado & &rea doadora logo ap6s a operacio (@) e Area doadora no 9°
dia pos-operatdrio, recoberta com o filme plastico (b).

Fonte: MEYER, 2006.

Apds o enxerto ser fixado na area receptora é importante estabelecer um
curativo compressivo. Esse curativo € de particular importéncia para enxertos
de grande dimenséo e espessura. Entretanto, existem algumas situagbes em
que o curativo compressivo ndo é aconselhado, como em feridas infectadas ou
localizadas em areas que potenciaimente produzem grande quantidade de linfa,
como a regido inguinal (VASCONEZ; VASCONEZ, 1984),

Sabendo-se que 0 enxerto ndo apresenta pediculo vascular, o objetive do
curativo compressivo € otimizar o contato do enxerto com o leito da ferida e
permitir adequada angiogénese. Em intervalo de trés a cinco dias comegam a
surgir comunicagbes vasculares com a pele transplantada. O curativo
compressivo reduz a possibilidade de deslocamentos que comprometem essa
comunicac8o. Além do mais, possibilita a menor ccorréncia de hematoma e
seroma, eventos gue habitualmente conduzem & perda de vitalidade e, por
consequéncia, a faléncia do enxerto (LEFFELL, 1996)}.

A pressdo adequada sobre o enxerto varia de 15 a 30 mmHg. Menor valor

de pressdo pode produzir contato inadequado e permitir a formagdo de
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colecdes liquidas. Muita pressdo pode comprimir os capilares e gerar necrose
do enxerto. A compress&o pode ser obtida com alguns materiais como gazes
cirurgicas, algoddo umedecido e esponja. A técnica habitual consiste em sufurar
um bolo de gazes sobre o enxerto. Enfre ¢ enxerto e o curativo & comum
aplicar-se gaze ndo aderente com pomada antibidtica ou vaselina. O curativo
compressivo é deixado por periodo que varia de sete a 14 dias desde que néo
haja sinais de infeccio, sangramento ou perda da imobilizacdo. Caso contrario,
o curativo deve ser retirado, & 0 enxerto, examinado. Por exemplo, colecéo
sanguinea, purulenta ou serosa deve ser evacuada. O curativo pode ser
recolocado apds a correcdo esses eventos adversos (VASCONEZ e
VASCONEZ, 1994).

Vérios materiais podem ser usados na compressdo, como gaze, algodao,
discos plasticos, moldes de cera, etc. A idéla do uso de esponja ou espuma
surgiu em 1929 com Blair e Brown, que afirmaram ser a esponja o mais pratico
distribuidor de press@o. No Servico de Cirurgia Dermatologica séo realizados
enxertos cutadneos de dimenséo e espessura variaveis que foram submetidos
ao curativo compressivo com esponja cirurgica usada na escovagdo das maos.
A escova-espona {Figura 4) ja vem esterilizada por radiagcgdo gama-Cobalto 60
(ZANINI et al., 2004).

Figura 4 — Conjunto escova-esponja cirurgica

Fonte: ZANINI et sl., 2004
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A realizacao de curativo compressivo para enxerto cutdneo com esponja e
materiais similares, embora ndc seja procedimento de uso recénte, e
frequentemente esguecido no Brasil. O uso da esponja oferece muitas
vantagens, a saber: baixo custo, adequada protecio do enxerto, facil técnica de
realizagdo, moldavel em diferentes formas, pressdo uniformemente distribuida,
retirada facil e reducdo do desconforto pds-cperatrio do paciente. Quando
comparada com 0s cuidados pds-operatdrios da técnica habitual com gaze ou
algodso, a esponja mostra-se mais pratica por geralmente nao aderir ao enxerto
e, quando isso ocorre, poder ser retirada com mais facilidade. Nos casos em
que haja necessidade de sxaminar o enxerto, tanto a retirada quanto a
recolocagdo da esponja sdc mais faceis do que com outras técnicas. A
referéncia & redugdo do desconforto do paciente significa que os eventuais
sangramentos quea ocorremn no  pos-cperatodrio tendem a ser absorvidos
completamente pela esponja (VASCONEZ ; VASCONEZ, 1994; ZANIN!I, M.;
MACHADO FILHO, C. A. 8., TIMONER, F_, 2004).

O curativo ideal apresenta importanies aspectos como ventilagao,
absorcéo liguida, protec8o, aplicacéo de pressdo e metodo de barreira contra
‘contaminantes. A asponja enquadra-se nessa definigdo. Com base no disposto,
pode-se concluir que o uso de esponja cirdrgica no curativo compressivo de
enxertos cutdneos é factivel & aconselhave! (ZANINI, M; MACHADO_FILHO, C.
A. S TIMONER, F., 2004).

3.4 Biomateriais

Segundo Simées (2007), os biomateriais podem ser de natureza metalica,
ceramica, polimérica, ou tratar-se de compaésitos. Porem, para que possam ser
usados em aplicagdes médicas, eles devermn possuir uma série de pfopriedades
especificas, gue podem, fundameniaimente, serem agrupa_dés em uma
caracteristica chamada biocompatibilidade e esse termo foi utilizado para
designar o desempenho bioldgico dos materiais. Indica a propriedade do
mesmo provocar uma resposta adequada por parte dos tecidos do hospedeiro,

quando utilizado em uma aplicacao especifica.
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Para Hench e Wiison (1999), os biomateriais podem, ainda, ser divididos
em biotoleraveis, bioinertes, bioativos & biodegradaveis. Baseados nas
consideractes deste autor, passaremos a apresentar os conceitos a seguir:

Os biotoleraveis s&o agueles gue provocam respostas inflamatorias locais
toleradas pelo organismo, que os isola com uma camada de tecido conjuntivo,
formando uma capsula. O encapsulamento é induzido pela liberagéo de
compostos quimicos, ions, produtos de corrosdo, ou outros, por parte do
material implantado. Esses elementos liberados ocasionam uma resposta
inflamatoria, com alteractes do pH, recrutamento de células inflamatérias e
fagociiose. O encapsulamento e a resposta inflamatéria sdo limitados,
chegando-se a um estado de equilibrio apds a resposta inicial. Quanto maiof a
camada conjuntiva formada no encapsulamento, menor a tolerabiiidade do
material pelo tecido. A maioria dos polimeros sintéticos e grande parte dos
metais podem ser classificados nesta classe de materiais.

Sao considerados bicinertes os materiais de grande estabilidade quimica
superficial, gue provocarn uma pequena resposta nos tecidos do hospedeiro,
com encapsulamentc minimo ou praticamente inexistente. O material libera
pouca quantidade de compenentes, recrutando algumas células de defesa, por
um curto periodo de iempo. As cer@micas costumam ser muito estaveis e,
portanto enquadrar-se neste grupo. As cerdmicas mais usadas como
biomateriais sao aquelas & base de alumina, zirconia e carbono. O metal
bioinerte de uso mais comum é o titdnio, que tem sua superficie naturalmente
alterada pela formacgdo de uma fina camada de oxidos, quando exposto a
atmosftera.

Os bicativos s8c aqueles capazes de formar uma ligagdo de natureza
guimica entre sua superficie e o tecido hospedeiro. No caso mais comum, que
sdc os implantes para uso no tecido Osseo, essa ligacdo € chamada
osteointegragdo. Isso significa que a afinidade fisico-quimica da superficie é tao
grande que ha osteoconducgio e recobrimento do implante por celulas 0sseas.
Esse tépd de fendmeno pode ser estimulado pela morfologia da superficie, como
o desenvolvimento de uma rugosidade e porosidade adequadas para o
crescimento dsseo. Os principais materials bicativos s8o os vidros e

vitroceramicos a base de fosfato de calcio. Muitos implantes metalicos ou
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poliméricos s&o recobertos por camadas finas de materiais ceramicos para
induzir a ostecintegracéo.

Ja os materiais bicdegradéaveis sac os que, apos certo periodo de tempo
em contato com os tecidos, 880 degradados, solubilizados, ou fagocitados pelo
hospedeiro. A possibilidade do material ser eliminado apés ter cumprido sua
fungéo torna esses materiais exiremamente atrativos para aplicagdes médicas.
Os maiores exemplos s8c os polimeros biodegradaveis, como o poli(acido
latico) (PLA) e o poli{écido glicdlico) (PGA).

Os principals avangos no campo dos biomateriais tém ocorrido
principaimente devido ao aumento do nimero de pacientes, em fungdo do
aumento da populagdo e da expectativa de vida, que necessitam obter melhoria
na qualidade de vida. O crescimento da expéctativa de vida aumenta o nGmero
de pacientes nos hospitais em funcio principalmente da ocorréncia de
osteoporose e de acidentes nos meios de transporte. Os biomateriais de
natureza ortopédica responderam, entre 20086/2007, por um orgamento de R$
8,5 mithdes provando sua real importéancia também no contexto econdmico
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2008). |

O desenvoivimenio de biomateriais poliméricos pode ser considerado
como um processo revolucionario. Trabalhos sobre a aplicagdo de polimeros
naturais como biomateriais datam de mithares de anos. No entanto, a aplicacao
de polimeros sintaéticos como o6s curativos piastico de cloreto de palivinila
(PVC), entre cutras aplicacdes, na medicina pode ser considerada como um
fendmeno recente. Os polimeros formam uma classe versdtil de materiais que
tém sido amplamente estudados por medicos e profissionais de satude com o
objetivc de encontrar cada vez maéé rovas aplicagdes. Isto pode ser atribuido a
sua facilidade de sintese sfou modificacso, o que gera significantes alteragtes
nas propriedades fisicas & mecéanicas. (WILLIAMS, 1989). |

O uso de polimercs como biomateriais teve inicio na década de 40 durante
a Segunda Guerra Mundial. Uma das primeiras tentativas foi o uso do polimero
sintético poliimetacrilato - de metila) {(PMMA) como uma cérnea artificial.
Encorajados pelos sucessos iniciais, 03 cirurgides comecaram a usar uma
variedade de polimeros para diversas aplicacdes, tais como dispositivos
intravencsos, substituictes de  articuiacdo de quadril' e como lentes
intraoculares. No entanto, na maioria desses casos, 0s meédicos ficavam
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fimitados a utiiizar polimeros inicialmente desenvolvidos para outras aplicacoes.
Observa-se na Tabela 2 alguns dos materiais poliméricos empregados e suas
aplicacbes biomédicas (CATO, LAKSHMI, 2006).

Tabela 2: Polimeros e suas aplicages biomédicas.
Polimero Aplicacgio

Poli (metacrilato de metila) Lente intra-ocular, cimento dsseo, proteses
dentarias

Poli {tereftalato de etileno) Enxerio vascular

Poli {(dimetiisiioxano} Proteses mamarias

Poli {tetrafluoretileno) Enxerto vascular, proteses faciais
Polietiteno de ultra alto Substituicao de articulagbes de quadril
peso molecular - '
‘Poliuretano Proteses faciais, dispositivos intravenosos

Fonte: CATO, LAKSHMI, 2008

Durante a segunda metade do século XX, os cientistas comecgaram a
modificar polimeros ja existentes com o intuito de adequar propriedades como a
biocompatib'iéidade e propriedades mecanicas para aplicages biomédicas.
- Além disso, os avancos recentes na Farmacologia e na Biotecnologia abriram
as fronteiras do campo da Biomedicina que exigia materiais com bioatividade,
biocompatibilidade, e em muitos casos, a existéncia de um estagio intermediario
entre as duas, a biodegradabilidade. A existéncia de materiais poliméricos
biodegradaveis & altamente requerida para aplicagbes in vivo, tais como
sistemas controtados de liberacdo drogas e recuperagdo de tecidos danificados
- (CATO, LAKSHMI, 20086).

A descoberta de polimeros bicdegradaveis a partir de polimeros bioinertes
foi considerada um avango significativo na Ciéncia dos Biomateriais. O critério
basico de selecado de um polimero biodegradavel para ser utilizado como um
biomaterial & que seus produtos de degradagdo devem ser atdxicos, e que a
taxa de degradacac bem como as propriedades mecénicas do material deve
corresponder ao pretendido para a aplicagdo. A maior vantagem dos polimeros
bicdegradaveis em comparacdo com polimeros bicinertes € de que uma vez
implantado evita-se a necessidade de um segundo procedimento cirdrgico
(CATO, LAKSHMI, 20086).
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Tem havido um grande interesse na aplicacio dé diversos polissacarideos
em algumas 4reas médicas e mesmo farmacéuticas, podendo realcar-se ©
desenvolvimento de agentes de contraste para aplicacdo em imagiologia
medica, sistemas de liberacdo controlada de farmacos, hidrogéis e mesmo
bioadesivos. Este incremento no uso dos pclissacarideos como bromatenals
deve-se ac falo desies compostos apresentarem na sua estrutura grupos
funcionais como grupos hidroxilicos primarios e secundarios, grupos aminicos e
grupos carboxilicos. Qualquer destes grupos pode ser usado para promover a
derivatizagdc quimica das moléculas ou a ligacdo a estas de ligantes
especificos. Desta forma, a molécula natural pode ser modificada, as suas
caracteristicas quimicas e fisicas alteradas e a sua aplicabilidade especifica
methorada. Outras vantagens da aplicagdo dos polissacarideos como
biomateriais incluem entre outras, a grande variedade de composios, densidade
proxima dos meios bicibgicos & a sua biccompatibilidade. A histéria dos
polissacarideos como biomateriais inicia-se em 1959, quando um derivado de
celuiose encontrou a sua primeira aplicacaco biomedica. Outros polissacarideos
se seguiram e agora compostos como a guitina e a sua derivada quitosana, a
inulina, & o dexirano, entre outros, encontram multiplas aplicagdes médicas
(FERREIRA, GiL, 2008).

3.4.1 Polimeros

3.4.1.1 Pohuretano

~ Os poliuretanos s&o uma classe de polimeros muito extensa. As primeiras
fibras de poliuretano foram sintetizadas por Otto Bayer e colaboradores em
1937. A sua producio industrial iniciou-se em 1940 e teve um crescimento
exponencial com a Il Guerra Mundial onde as espumas de poliuretano foram
utilizadas no revestimento térmico e actstico de submarinos e avibes alemaes.
No entanto, apenas na década de 50 foi iniciada a comercializacdo destes
materiais. Nos anos seguintes assistiu-se a um grande desenvolvimento desta
indistria, com registro de véarias patentes nos véarios dominios de ap!ibagéo:
desde elastomeros, termoplasticos a resinas termoendureciveis. Na década de
60 foram sintetizados 03 primeios pcifu'retancss solliveis em agua através da
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incorporagaic de grupos idnicos hidrdfilos na cadeia molecular que permitiam a
autodispers@c do polimero, formando particulas capazes de permanecerem
estaveis por fongas periodos de tempo (FERNANDES, 2008).

Os poliuretanos sdo polimeros gue contém o grupo uretano (também
denominado carbamato). O grupe uretano resulta da reacso do grupo
isocianate (NCO) com o grupo hidroxila {OH) conforme representado na
Figura 5. A maioria das propriedades destes materiais advém da capacidade de
incorporacdo de oufros grupos funcionais na cadeia do polimero. Os
poliuretanaos lineares sdo obtidos a partir da reagao de mondmeros difuncionais
(diisocianatos & digis). Os diisocianatos podem se aromaticos ou alifaticos e os
diois (na realidade poliois} podem ser de dois tipos principais: de base poliéster
ou base polieter. De forma a evitar o aparecimento de reticulagao (formagao de

grupos alofanato e biurelo), a temperatura de sintese ndo deve exceder os
80°C.

Figura 5 — Reaclo genérica de formacéo do poliuretano
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Fonte: Fernandes, 2008

3.2.1.2 Quitina e Quitosana

A quitina constitui os excesqueletos des animais marinhos juntamente com
CaCOs, proteinas, lipidios e pigmentos. E um polissacarideo de cadeia linear
constituida, quase que exclusivamente, por unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose unidas por ligagbes B(1—4) (Figura 6), sendo considerada a

segunda substancia mais abundante na biomassa e, com a vantagem de
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apresentar taxa de reposigio duas vezes maior gue a celulose. Quanto a
orientac@o das suas cadeias, a quitina pode ser encontrada em trés diferentes
formas:. a, B, y-quitina. A a-quitina, que possui cadeias antiparalelas, € a mais
abundante na natureza, sendo enconirada nas estruturas rigidas como as
carapagas de camardes e caranguejos, & apresenta grau de cristalinidade acima
de 85%. A B-quiting, que possui cadeias paralelas, € encontrada em estruturas
menos rigidas, mas resistentes, apresentando grau de cristalinidade de
aproximadamente 72%. £ encontrada no esqueleto calcareo de alguns animais
marinhos (Thalassiosira fluviatilis, por exemplo), que é uma estrutura rigida, ou
onde uma certa flexibilidade & necesséria, como nos gladios dos cefaldépodes. A y-
quitina possui cadeias paralelas e antiparalelas e pode ser encontrada nos casulos
dos insetos e ainda ndo € muito conhecida. Em geral, o processo de extracédo da
a-quitina a partir das cascas dos camardes e caranguejos compreende irés etapas
de ftratamento, sendo elas a desmineralizagdo, a desproteinizacdo e a
despigmentag¢do. Em fungdo das condicdes empregadas nesses tratamentos, as
caracteristicas das quitinas obtidas, tais como pureza, cristalinidade, sao
fortemente afetadas (BATISTI, CAMPANA-FILHO, 2008).

Figura 8 — Representacbes das estruturas primarias de guitina e quitosana, onde n € o grau de
polimerizacao.
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Fonte: Batisti e Campana-Filho, 2008

O termo guitosana ¢ empregado para identificar as quitinas desacetiladas

que possuam grau médic de acetilaggo menor ou igual a 50% e que sejam
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soltveis em solucdes aqucssa's diluidas de écidos, fals como Aacidos acético e
cloridrico, enquanto que guitina corresponde a produtos muito mais acetilados e
insollveis na maioria dos solventes testados. A solubilidade apresentada pela
quitosana € atribuida a presenca de grupos amino na sua estrutura, os guais sio
protonados em meio 4cido |, resultando em cargas positivas distribuidas ao longo
de suas cadeias e conferindo a hidrossolubilidade ao polissacarideo. Além da
presenca de um numero suficiente de grupos amino, a sua distribuicdo ao longo
das cadeias também afeta a soiubilidade das quitosanas. Tipicamente, a
conversao de quitina em quiiosana € realizada pelo tratamento com solugéo de
hidréxido de s6dio ou potassio {40-50%) usualmente a 100°C, para hidrolisar
alguns ou a maioria dos grupos acetamida do polimero. Nessas condicdes tornam-
se necessarias algumas precaugles para evitar significativa despolimerizacao.
Também, o tratamento de desmineralizaco da biomassa para a exiragdo da
quitina afeta substanciaimente a viscosidade da quitosana, assim como a
temperatura e o tempo de desacetilacdo. Outros fatores que afetam as
caracteristicas da quitosana s30 a proporgdc quitina/solugdo alcalina e a
atmosfera reaciona!, sendo gue a presenca de oxigénio resulta na degradacao da
cadeia polimérica (BATISTI, CAMPANA—F!LHO, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Desenvolvimento e
Avaiiac@o de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), na Universidade Federal de
Campina Grande-UFCG/UAEMa.

4.1 Materiais

Para a realizacho deste trabalho foram estudados dois tipos de esponjas

comerciats de poliuretanc (cor azul e cor rosa).

REAGENTES:

s Quitosana (Médio peso molecular e Grau de Desacetilagdo de 85%);
° Acido acético glacial P.A.;

» Alcoo! absoluto;

® Perdxido de hidrogénio (H20,).
4.2 Métedos

As amostras de esponias foram cortadas no tamanho 2 cm®. A
modificacdo da superficie do PU foi obtida mergulhando as amostras do PU em
perdxido de hidrogénio (Hx02) 30% por 24 h (Figura 7a). Em seguida as
amostras feram secas em estufa e posteriormente, mergulhadas em quitosana
e congeladas por 24 h (Figura 7b), liofilizadas e caracterizadas por Difragéo de
raios-X (DRX), Espectroscopia na regido do infravermetho com transformada de
Fourier (FTIR), Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Energia Dispersiva
de raios X (EDX), Microscopia Otica {(MQ), Ensaio de Intumescimento, Ensaio
de Biodegradagic e Ensaio de Citotoxicidade. Foram preparadas 3 amostras

para cada ensaio de cada tipo de material.




37

Figura 7 — a) esponja sem e com modificacdo quimica com peréxido de hidrogénio, b) esponjas
imersas em solucéo de quitosana congeladas

Fonte: Propria do autor
4.2.1 Difragdo de raios X

As analises de difracdo de raios X foram conduzidas a temperatura
ambiente em aparelho XRD-6000 Shimadzu, utilizando radiagdo Ko do cobre
(1,5418 A), tenséo de 40 kV e corrente 30 mA. As amostras foram examinadas
em um intervalo de 26 entre 1,5 e 30,0 graus a uma velocidade de 1°/min. O
objetivo deste ensaio foi estudar o comportamento cristalografico do material.

4.2.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

As analises utilizando a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) das amostras de esponjas foram realizadas
em temperatura ambiente e o equipamento utilizado foi um Spectrum 400 da
Perkin Elmer. A técnica FTIR foi usada para identificar as bandas caracteristicas
dos grupos funcionais presentes nas matérias primas utilizadas nesta pesquisa,
utilizando a faixa de varredura de 4000 a 600 cm™.

4.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para realizagéo das analises de microscopia eletronica de varredura foram

utilizadas amostras de aproximadamente 0,5 cm?® Foi utilizado microscépio




38

eletrénico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com

aumento de 80x, sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao
condutoras.

4.2.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios X

Para a identificacdo quimica do material foi utilizado um microscopio
eletronico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi acoplado

com sistema para micro analise quimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS).

4.2.5 Microscopia Otica

Para avaliacdo morfolégica e distribuicdo dos poros presentes nas
esponjas foi utilizado um microscopio 6tico HIROX 2D com aumento de 50x.

4.2.6 Ensaio de Infumescimento

Este ensaio foi realizado em solucédo de PBS. Triplicatas do material
analisado, seco foi inicialmente pesado e posteriormente imerso em Solugéo de
PBS. A medida de massa foi realizada antes e apés o intumescimento das
amostras. O tempo de intumescimento foi de 24 h. O grau de intumescimento

foi calculado pela equagéo 1.

%I:{M}MOO
my (1)

Onde: m; = massa inicial

ms = massa intumescida
4.2.7 Ensaio de Biodegradacéo

Para este ensaio empregou-se como base as normas ASTM F1635-04
Standard teste Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable
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Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM
F2103-01 Stamdard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as
Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engeneered Medical
Products Applications (2007). As esponjas secas foram cortadas na dimens3o de
2,0 cm?, pesadas em balanca analitica. Em seguida as amostras foram colocadas
em placas de Petri contendo uma solugédo de Phosphate Buffered Saline — PBS e
incubadas em estufa microbioldgica a temperatura de 37 °C, sendo retiradas da
estufa apds 7 dias, seguindo um procedimento de lavagem em &gua destilada,
secagem por 24 horas em estufa a 50 °C e pesagem em balanga analitica. As
diferencas percentuais das massas das amostras antes e apdés o ensaio
forneceram os resultados referentes & perda de massa das esponjas, observados

a partir da média de ensaios repetidos em trés amostras.
4.2.8 Ensaio de Citotoxicidade

Com o objetivo de atender a norma ISO 10993 que recomenda ensaios in
vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficarao em contato
com a pele, escolheu-se o teste de avaliagdo da viabilidade celular dos
macrofagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio].
Foram utilizados 5 fragmentos de cada amostra para cada animal. A técnica
utilizada foi a descrita por Mosmann (1983). A viabilidade celular foi calculada
em porcentagem, considerando-se o controle negativo como 100 % de

viabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram estudadas duas esponjas comercializadas nas cores
rosa e azul No entanto, de acordo com os resultados realizados, ndo foram
observadas diferencas significativas entre ambas as esponjas, além da coloragao.
Por esta razao os resultados apresentados neste trabalho ser&o referentes apenas
aos das esponjas azuis, com excec¢do do ensaio de FTIR, que foi apresentada
para justificar que mesmo apdés a modificacdo quimica com perdxido de
hidrogénio, as duas esponjas apresentaram comportamentos semelhantes. As
amostras serdo citadas no trabalho como EPA — Esponja de poliuretano azul,
EPAM - Esponja de poliuretano azul modificada com peréxido de hidrogénio,
EPAQ - Esponja de poliuretano azul revestida com quitosana e EPAMQ - Esponja

de poliuretano azul modificada e revestida com quitosana.

5.1 Difragéo de raios X

Foram feitas analises por difragdo de raios-X das amostras das esponjas de
poliuretano sem e com modificacéo de superficie para verificagéo da cristalinidade
do material. O perfil de difracdo de raios-X do poliuretano e da quitosana estdo na
Figura 8a enquanto que o perfil das amostras estudadas est&o na Figura 8b.

Figura 8 — a) difratograma de raios X da quitosana e da amostra de esponja de poliuretano, b)
difratograma de raios X das esponjas modificadas
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Fonte: Propria do autor
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O perfil de difracdo de raios-X apresentado na Figura 8a € caracteristico de
materiais que apresentam-se semicristalino. De acordo com Yang et al., (2003) o
pico em 20° se deve ao ordenamento no empilhamento dos segmentos rigidos que
contem anéis aromaticos originarios do difenil metano diisocianato. Perfii
semelhante € observado no difratograma da quitosana (Figura 8a) que também
apresentou picos tipicos de material semicristalinos, com base larga em torno de
28 = 10° e 26 = 20° e corrobora com Fidéles, (2010). A quitosana possui um perfil
semicristalino devido as fortes interacdes intra e intermolecular, caracterizado
pelas pontes de hidrogénio formadas entre os grupos amina, alcool, amida e
outros grupos funcionais presentes na molécula de quitosana (URAGAMI;
TOKURA, 2006).

Baseado no difratograma da Figura 8b, pode-se observar que nao ocorreu
alteracao no perfil cristalino do poliuretano modificado com peréxido de hidrogénio,

com quitosana e com ambas as modificagoes.

5.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

A técnica de FTIR foi utilizada para fazer a identificacdo dos grupos
funcionais caracteristicos das esponjas de poliuretano antes e ap6s a modificagéo
da superficie e os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 9, 10 e 11.

Figura 9 — a) FTIR das esponjas de poliuretano sem modificagdo e b) FTIR das esponjas
modificadas com perdxido de hidrogénio
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De acordo com o observado nas Figuras 9a e 9b, n&o ocorreu diferencas
significativas dos grupos funcionais caracteristicos entre os dois tipos de esponjas
estudadas, O mesmo comportamento foi observado quando as esponjas foram
submetidas a modificacdo com o peréxido de hidrogénio. No entanto, quando
comparado o material sem e com modificagdo quimica, vé-se um aumento

significativo na banda em torno de 3379 cm™ que & referente ao estiramento axial
de OH.

Figura 10 — a) FTIR da quitosana, b) FTIR da EPA, c) FTIR da EPAM, d) FTIR da EPAQ
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Na Figura 10a pode ser observado o resultado de FTIR da quitosana onde
banda em torno de 3379 cm™' é referente ao estiramento axial de OH, sobreposta
a banda de estiramento N-H. A banda em 2893 cm™ é atribuida ao estiramento
assimétrico do grupo C-H. A banda em 1652 cm" esta associada a deformagéo

axial C=0 da amida priméaria. A banda em 1587 cm™ é referente a deformagéo
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vibracional do grupo amina protonado (NH**). A banda em 1375 cm™ pode ser
atribuida a deformacao axial -CN de grupos amino. A banda intensa em 1050 cm™
esta associada ao estiramento C-O-C dos anéis piranosidicos. Este resultado
corrobora com os resultados de Ponciano (2010) e encontram-se na Tabela 3.

O espectro apresenta todas as absor¢oes relativas a quitosana e ainda pode-
se afirmar que a mesma nao é 100% desacetilada, pois encontra-se na regiéo de
1658cm™’, uma banda caracteristica da amida | (O=C-NHR).

Tabela 3:Bandas de absorgéo no FTIR dos pos das quitosanas com GD de 90%

Numero de onda (cm™) Atribuigdo
3334 Deformacao axial de O-H e N-H do grupo NH;
2928 e 2873 Deformacao axial de C-H de grupos CH; e CH3
1652 Deformacao axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformacao angular N-H do grupo NH;
(amina)
1423 e 1319 Deformacao angular de O-H e deformacgao
angular de C-H do anel glicosidico
1377 Deformacao angular do C-H de CH3;

1150,1062 e 1020 Deformacao axial do C-O-C da ligagdo éter

Fonte: Ponciano, 2010.

Na Figura 10b pode ser observado o resultado de FTIR da esponja de
poliuretano onde a banda correspondente ao estiramento de grupos N-H livre
préximo a 3500 cm-' ndo foi observada, a ndo ser por um pequeno ombro. Esse
fato indica a presenca de ligagdes de hidrogénio em praticamente todos os grupos
N-H. A banda em 1725 cm™ é atribuida ao grupo C=O livre. A banda em
3309 cm™ é atribuida grupos hidroxila sobreposta ao estiramento NH que pode
ocorrer entre 3150-3600 cm™. A presenca das duas bandas de absorg&o na regiéo
de 2820 e 2720 cm™' esta relacionada aos estiramentos simétricos e assimétricos
da ligacdo C-H com a carbonila. A banda em 1698 cm™ atribuida a amida I:
estiramento C=0. A banda em 1528 cm™ atribuida a amida Il. A banda em 1236
cm™" atribuida a amida Ill. A banda em 1098 cm™ atribuida ao estiramento C-O-C
do éter e a banda em 772 cm™ atribuida a amida IV (AYRES; OREFICE, 2007).

Nas Figuras 10c e 10d pode ser observado uma alteragéo significativa na
banda em torno de 3379 cm™ que é referente ao estiramento axial de OH como ja
foi demonstrado na Figura 9b e esta modificagdo aumentou o grau de
intumescimento do material como pode ser observado posteriormente neste
trabalho (item 5.6). Isto ocorre porgue o perdxido de hidrogénio € um dos
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oxidantes mais versateis que existe, superior ao cloro, diéxido de cloro e
permanganato de potassio, através de catalise. O H,O, pode ser convertido em
radical hidroxila (*OH) com reatividade inferior apenas ao flGor (EVERSE, J.;
EVERSE, K. E.; Grisham, M. B., 1991).

Figura 11 = FTIR da esponja de poliuretano modificada com o peréxido de hidrogénio e revestida
com quitosana
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Fonte: Propria do autor

Na Figura 11 observa-se que o comportamento do espectro da EPAMQ nao
teve alteracao significativa quando comparado com o espectro da EPAQ, visto que
ambas apresentaram a mesma intensidade nas bandas em torno de 3379 cm’™”
que é referente ao estiramento axial de OH. No entanto, pode observar diminuigao
da banda em 1725 cm™', atribuida ao grupo C=0, o que pode esta relacionado a

nao uniformidade da camada de quitosana formada sobre o poliuretano.




45
9.3 Microscopia Eletrénica de Varredura
A microscopia eletrénica de varredura foi realizada para observar a

distribuicdo, tamanho dos poros e a presenga da quitosana nas esponjas,

observou-se também, se os poros séo interconectados e estes resultados estdo
apresentados na Figura 12.

Figura 12 — Microscopia eletrénica de varredura. a) EPA, b) EPAM, c) EPAQ e d) EPAMQ. X80.
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Fonte: Prépria do autor

De acordo com as micrografias (Figura12) pode-se observar que os poros
das esponjas s&o uniformes, abertos e fechados, e interconectados, o que
permitiu a infiltracdo da solucéo de PBS nas esponjas durante o ensaio do grau de
intumescimento. Além de que, este intumescimento foi maior nas esponjas
revestidas com quitosana (Figura 12c e 12d). Nao foram observadas alteragbes
significativas quando comparadas as esponjas sem (Figura 12a) e com (Figura
12b) modificagdo com peréxido de hidrogénio. Ja nas Figuras 12c e 12d, pode-se
observar que ocorreu alteragéo do material devido ao recobrimento das esponjas

pela quitosana o que aumentou de forma significativa o intumescimento deste
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material, isso porque a quitosana apresenta hidrofilicidade devido de seus grupos
desacetilados que naturalmente associados aos grupos hidroxilas e amino
caracterizam esta forte afinidade por moléculas polares (ASSIS, SILVA, 2003).

Foi observado também, que os poros apresentam-se interconectados por
aberturas que variam de tamanho e essas nao foram vistas em todos os lados dos

poros.

5.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios X

A espectroscopia dispersiva de raios X foi realizada para observar
composi¢do quimica das amostras estudadas e assim observar a presenca da

quitosana nas esponjas. Estes resultados estéao apresentados na Figura 13.

Figura 13 — Composicdo quimica: a) EPA, b) EPAM, c) EPAQ e d) EPAMAQ.
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Fonte: Prépria do autor

De acordo com o observado nas Figuras 13a e 13b, pode-se afirmar que a
modificacdo das esponjas com o peréxido de hidrogénio aumentou o percentual
de oxigénio na composicdo do material. Este fato também pode ser visto no
ensaio de FTIR, onde foi verificado aumento das bandas em torno de 3379 cm™’,
referente ao estiramento axial de OH. Nas Figuras 13c e 13d observou-se que o
percentual de oxigénio nas amostras EPAQ e EPAMQ foi maior, quando
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comparado com o valor obtido na amostra EPAM. Isto se deve ao revestimento
com a quitosana.

Baseado nos resultados de EDX pode-se afirmar que ndo ocorreu alteragdo
significativa entre as amostras EPAQ e EPAMQ

5.4 Microscopia Otica

Os resultados da microscopia 6tica realizadas nas amostras estudadas estéo
apresentados na Figura 14.

Figura 14 — Microscopia 6tica: a) EPA, b) EPAQ, c) EPAM e d) EPAMAQ. x50.

5

Fonte: Prépria do autor

-

Na Figura 14a é observada a esponja de poliuretano sem modificagcdo

quimica e sem o revestimento com quitosana, nela pode-se observar que o
material apresenta-se brilhante em forma de colmeia fechada por membranas. Ja
na Figura 14b observa-se esta mesma estrutura modificada, sugerindo que seja o
revestimento com quitosana. Na Figura 14c observa-se uma estrutura semelhante
a Figura 14a, diferindo apenas no menor brilho que & consequéncia da agao do




AQ

/
peroxido de hidrogénio que oxidou o material. Na Figura 14d observa-se a
esponja de poliuretano modificada com peréxido de hidrogénio e revestida com
quitosana.

Nas imagens obtidas por Microscopia Otica nao foi possivel observar, de
forma nitida, os mesmos poros encontrados nas esponjas pela Microscopia
Eletronica de Varredura. Nas Figuras 14b e 14d fica evidenciada a presenca da
quitosana na superficie das esponjas. As diferengas entres as superficies do
material com quitosana (Figuras 14b e 14d) pode esta relacionado a regido
analisada, devido a consequéncia do estagio de congelamento, tendo em vista
que taxas muito lenta permitem a formacado de cristais de gelo maiores, que
crescem simultaneamente em todas as regides da solugdo (SAMPAIO, 2012).

5.6 Ensaio de Intumescimento

Foi realizado o ensaio de intumescimento com as amostras de poliuretano
sem e com modificagéo de superficie. A solugdo tampao PBS apresentou pH 7 4.

Durante o ensaio as amostras foram pesadas antes de serem colocadas na
solugcdo de PBS e a média da porcentagem de intumescimento da triplicata de
cada tipo de amostra analisada apos 24 h foi calculada. Os valores calculados das
porcentagens de intumescimento séo observados na Tabela 4.

Tabela 4: Grau de Intumescimento das amostras de poliuretano com e sem modificagéo de
superficie.

Grau de Intumescimento (24 h apés)
Amostras PBS (pH=7,4)
Media (%) D. Padrao
EPA 7,51 1,61
EPAM 8,9 0,48
EPAQ 15,91 2.1
EPAMQ 16,07 1,77

Fonte: Propria do autor

Observando a Tabela 4 nota-se que o intumescimento das amostras sem e
com modificacdo da superficie com perdxido de hidrogénio nao apresentaram
alteracdes significativas. Ja as amostras com quitosana, apresentaram maior

percentual de intumescimento para todas as situagbes, independentemente de
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serem modificadas com peréxido de hidrogénio. Isto pode ser atribuida muito mais
a hidrofilicidade da quitosana do que & estrutura 3D do material.

Os resultados obtidos neste ensaio estdo de acordo com os observados em
FTIR e EDX que apontam maior grau de intumescimento nas amostras com
quitosana devido ao aumento do grupo hidroxila e ao maior percentual de oxigénio
respectivamente.

O grau de intumescimento é uma caracteristica importante para o curativo, ja
que este sera aplicado em éareas secretantes e deve possuir capacidade de
capturar o exsudato liberado pela ferida.

5.7 Ensaio de Biodegradacao

Este ensaio foi realizado com o objetivo de observar a perda de massa do
material no periodo de 7 dias e avaliar a influéncia da modificagdo com peréxido de
hidrogénio na permanéncia da guitosana sobre o poliuretano.

Na Tabela 5 sdo observados os resultados de perda de massa das esponjas de
quitosana por um periodo de 7 dias.

Tabela 5: Perda de massa percentual das amostras de poliuretano com e sem modificagéo de

superficie.
Perda de massa
Amostras 7 dias de ensaio
PBS (pH=7,4)
Média (%) D. Padrao
EPAQ +12,87 3,72
EPAMQ +6.,63 0,53

Fonte: Propria do autor

Observou-se que o material avaliado nao apresentou perda de massa
durante o periodo de 7 dias em solucdo de PBS. Isto indica que a quitosana
aderiu a superficie do poliuretano independentemente da modificagdo com
peroxido de hidrogénio. Os resultados mostraram que ocorreu um aumento de
massa para as duas situacdes estudadas, sendo este aumento, maior nas
amostras sem o perdxido. Esta diferenca pode esta relacionada com a
concentracdo de quitosana nas amostras ou a distribuicdo, forma e tamanho de
poros. Estes s&o fatores que podem dificultar a saida do solvente da amostra, ja

que esta ficou na estufa apenas por 24 h a 50 °C.
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5.8 Ensaio de Citotoxicidade

Este teste teve o objetivo de avaliar a viabilidade das células perante o
material produzido para uso em organismos Vivos.

O material testado apresentou viabilidade celular acima de 90 % como
observado na Figura 15.

Figura 15 — Viabilidade de macréfagos de camundongos Swis na presenca das esponjas. a) EPA,
b) EPAQ, c) EPAM e d) EPAMQ, LPS — controle.
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Fonte: Prépria do autor

As células em meio de cultura foram utilizadas como controle, equivalendo a
100 % de viabilidade e estdo representadas na ultima coluna. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo de 5 animais e 5 amostras de cada
composicao por animal.

Os resultados observados na Figura 15 mostram que todas as amostras
analisadas neste experimento apresentaram-se vidveis para serem utilizadas
como biomaterial, pois todos os valores obtidos estdo acima de 90% e estio de
acordo com Lima (2010). Para Bispo (2009), o valor minimo requerido para o teste
de biocompatibilidade € de 50%.
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6 CONCLUSOES

A técnica de DRX mostrou que nao ocorreu alteragdo significativa na
cristalinidade do compésito, j& que ambos os materiais apresentam caracteristicas
de polimeros semicristalinos

A técnica de FTIR mostrou que, tanto na modificagdo do poliuretano com peréxido
de hidrogénio, quanto com o revestimento com quitosana ocorreu um aumento
significativo nas bandas em torno de 3379 cm™ que é referente ao estiramento axial de
OH. Este evento contribuiu para o aumento do grau de intumescimento do material.

Na microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar poros uniformes,
abertos e fechados, interconectados com e sem quitosana, ndo sendo observadas
diferencas significativas entres as amostras modificadas com peréxido de hidrogénio com
quitosana das nao modificadas com peréxido de hidrogénio com quitosana.

Na microscopia otica foram observadas alteragbes na superficie das esponjas,
indicando a presenca da quitosana, e também foi possivel verificar que o peréxido de
hidrogénio alterou a cor e o brilho das esponjas de poliuretano, devido oxidagéo
provocada pelo mesmo.

Os ensaios de biodegradagdo ndo apresentaram perda de massa das esponjas,
mostrando que o revestimento com quitosana permaneceu durante todo periodo avaliado.
No entanto ocorreu um ganho de massa que pode esta relacionado a presencga da agua
ou pela presenca de outros componentes presentes na solucio de PBS.

Os ensaios de MTT revelaram que as amostras avaliadas neste experimento séo
biocompativeis.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que todas
as esponjas estudadas apresentaram-se adequadas para uso como biomaterial.
No entanto, as revestidas com quitosana demonstraram-se mais indicadas para
uso como curativos de enxertos cutdneos, devido ao aumento do grau de
intumescimento e também, das propriedades de cicatrizagdo ja conhecidas da
quitosana, ndo sendo necessaria a modificagdo com peroéxido de hidrogénio, pois

nao apresentaram alteracdes significativas.
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MINI GLOSSARIO

Alopecias: é a reducdo parcial ou total de pelos ou cabelos em uma
determinada area de pele.

Angiogénese: mecanismo de crescimento de novos vasos sanguineos a partir
dos ja existentes.

Apoptose: € um tipo de "auto-destruicdo celular" que ocorre de forma ordenada
e demanda energia para a sua execugao.

Citocinas: extenso grupo de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre
as celulas durante o desencadeamento das respostas imunes.

Cianético: € um sinal ou um sintoma marcado pela coloragdo azul-arroxeada
da pele.

Cruenta: “ferida cruenta”, ferida sem pele, aberta.
Epitelizacao: crescimento de nova pele.
Fibroplasia: formacgao de tecido fibroso.

Linfa: fluido transparente, que impregna o corpo, que é produzido quando o
sangue atravessa os vasos capilares e vaza para o corpo.

Leucodermias: lesdes cutdneas caracterizadas por manchas brancas.
Neoplasias: proliferagdo celular anormal, sem controle, autdnoma.

Quimiocinas: fazem parte de uma familia especializada de citocinas, que
funcionam como potentes mediadores ou reguladores da inflamacéo.

Pediculo vascular: regido vascularizada que liga o retalho a pele.

Seroma: & uma colecdo de liquido, constituido normalmente de plasma e linfa,
no tecido subcutaneo.

Xenobiéticos: sdo compostos quimicos estranhos a um organismo ou sistema
biologico.




