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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver telas a partir da tecelagem de fios mono
e multiflamentares de quitosana obtidos por fiagcdo umida para possiveis aplicacdes
biomédicas. Além disso, etapas do processo de fiacdo umida foram otimizadas para
obter fibras com propriedades mecanicas adequadas ao processo de tecelagem. Para
o processo de fiagdo Umida foram utilizadas solucao de quitosana a 4% (m/V) e banho
de coagulacao contendo 70% de hidroxido de sédio (0,5M)/30% de metanol. A cinética
de coagulacdo da fibra foi avaliada por Microscopia Otica (MO); a metodologia de
secagem foi avaliada por Analise Termogravimétria (TGA), Difratometria de Raios-X
(DRX) e ensaio mecanico sob tracdo. O tempo ideal de coagulacao foi determinado e
a metodologia de secagem mostrou-se eficiente. A partir dos resultados de tracéo e
DRX, optou-se pela condicdo de secagem dos fios sob tensdo. Os fios mono e
multifilamentares obtidos foram caracterizados por ensaio mecéanico sob tragao e
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). A configuracdao do fio afetou suas
propriedades mecanicas, além disso, verificou-se a partir dos ensaios morfoldgicos
que os fios conservam as caracteristicas dos filamentos individuais, apresentando a
microestrutura tipica de fibras obtidas por fiacdo Umida. As telas obtidas foram
avaliadas por MO, ensaio mecanico sob tracdo, grau de intumescimento,
biodegradacdo enzimatica in vitro e citotoxicidade in vitro. A partir dos ensaios de
tracao e MO optou-se pelo revestimento com uma solugao de quitosana a 1,5% (m/V).
As telas obtidas a partir dos fios trifilamentares resistiram a cargas mais elevadas. A
resisténcia a tracao das amostras no estado Umido mostrou-se semelhante a derme
humana. A configuragdo do fio utilizado na tecelagem influenciou diretamente a
quantidade de agua absorvida e a cinética de degradacao enziméatica das telas. Os
resultados do ensaio de citotoxicidade in vitro, mostraram que as amostras
apresentaram auséncia de citotoxicidade, sendo classificadas como satisfatorias.
Assim, obteve-se telas de quitosana com boas propriedades mecanicas,
biodegradaveis e biocompativeis, com potencial para aplicacées biomédicas, como
curativos bioativos, enxertos para engenharia de tecidos, reforgo para tecidos moles
ou ainda como sistema de liberagao controlada de farmacos.

Palavras-chave: Quitosana. Fiagdo umida. Fios. Tecelagem. Telas. Biotéxteis.



ABSTRACT

The objective of this work was to develop meshes from the weaving of monofilament
and multiflaments chitosan threads obtained by wet spinning for possible biomedical
applications. In addition, wet spinning process steps have been optimized to obtain
fibers with mechanical properties suitable for the weaving process. For the wet
spinning process 4% chitosan solution (w / v) and coagulation bath containing 70%
(0.5M) sodium hydroxide/30% methanol were used. Fiber coagulation kinetics was
evaluated by Optical Microscopy (OM); The drying methodology was evaluated by
Thermogravimetric Analysis (TGA), X-ray Diffractometry (XRD) and tensile test. The
ideal coagulation time was determined and the drying methodology was efficient. From
the results of tensile and XRD, it was chosen for the condition of drying of the wires
under tension. The monofilament and multifilaments wires obtained were characterized
by tensile test and Scanning Electron Microscopy (SEM). The configuration of the yarn
affected its mechanical properties. Moreover, it was verified from the morphological
tests that the yarns preserve the characteristics of the individual filaments present the
typical microstructure of fibers obtained by wet spinning. The woven meshes obtained
were evaluated by OM, tensile test, swelling degree, in vitro enzymatic biodegradation
and in vitro cytotoxicity. From the tensile and OM tests it was decided to coat with a
1,5% chitosan solution (w / v). The woven mesh obtained from the tri-filament yarns
withstood higher loads. The tensile strength of the samples in the wet state was similar
to the human dermis. The configuration of the yarn used in weaving directly influenced
the amount of water absorbed and the enzymatic degradation kinetics of the fabrics.
The results of the in vitro cytotoxicity test showed that the samples showed no
cytotoxicity and were classified as satisfactory. Thus, chitosan woven mesh with good
mechanical, biodegradable and biocompatible properties were obtained, with potential
for biomedical applications, such as bioactive dressings, tissue engineering grafts, soft

tissue reinforcement or even as a controlled drug release system.

Keywords: Chitosan. Wet spinning. Wires. Weaving. Woven mesh. Biotextiles.
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1. INTRODUCAO

A quitosana é um polissacarideo linear natural e semicristalino, derivado N-
desacetilado da quitina. Sua estrutura quimica € composta por unidades de
glucosamina e N-acetil glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas B-(1 — 4). Este
biopolimero é insolivel em solucdes aquosas com pH acima de 7, entretanto, em
acidos diluidos (pH < 6), os grupos amina livres protonados na glucosamina facilitam
a solubilidade da molécula polimérica. Este derivado da quitina é um polimero atéxico,
biodegradavel, bioabsorvivel e seus produtos de degradacéo sao nao cancerigenos,
nao imunogénicos e suas reacdes inflamatérias sdo minimas; propriedades que
justificam a variedade de estudos para aplicagcdes biomédicas (Ravi Kumar, 2000;
Rinaudo, 2006; Kean e Thanou, 2010; Vunain et al., 2017). Além disso, a quitosana
possui a capacidade de formar filmes e fibras (East e Qin, 1993; Agboh e Qin, 1997;
Felinto et al., 2007). Uma vez conhecidas as propriedades biolégicas da quitosana, e
sua capacidade de formar fibras por fiagcdo a Uumido, esta torna-se uma candidata

adequada a producéo de telas para aplicacdes biomédicas.

As fibras de quitosana sdo majoritariamente obtidas pela técnica de fiacao
umida, a qual permite obter fibras a partir da extrusao de solucdes poliméricas em um
nao solvente, envolvendo uma reacao de neutralizacdo acido-base ou evaporacao do
solvente (Ravi Kumar, 1999; Ozipek e Karakas, 2014). Estas fibras tém o potencial de
serem processadas para se obter estruturas téxteis fibrosas, tais como telas (ou
tecidos), malhas, trancas e nao-tecidos, os quais podem ter arquitetura projetada para
atender a requisitos especificos exigidos para aplicagdes no campo biomédico, como
curativos, estruturas de refor¢co no tratamento de hérnias, suportes para o crescimento
celular na engenharia de tecidos ou ainda sistemas de liberacdo controlada de
farmacos (Sumanasingh e King, 2005; King e Chung, 2013). Nesse sentido, dentre as
técnicas para obtencao de estruturas téxteis, a tecelagem se destaca por possibilitar
a obtencao de telas com varias constru¢des possiveis, a partir de diversos projetos
téxteis (King e Chung, 2013; Aghaei-Ghareh-Bolagh et al., 2019)

Desde a década de 1950 a malha sintética tem sido o material predominante
para o reparo de hérnias (Usher et al., 1958). Basicamente as telas utilizadas nesses
procedimentos sdo desenvolvidas a partir de materiais sintéticos como polipropileno,
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poliéster ou politretafluoretileno, em varias combinagées com ou sem revestimento de
barreira (Deeken e Lake, 2017). Na ultima década, o uso de malhas sintéticas
bioabsorviveis apresentou crescimento. Estas sdo geralmente utilizadas com objetivo
de reduzir a incidéncia de infec¢des e a necessidade de um segundo procedimento
cirurgico nao planejado, além de fornecer uma estrutura de suporte temporario

necessario ao crescimento do novo tecido interno (Matthews e Paton, 2018).

Biomateriais téxteis também encontram aplicacées na engenharia de tecidos
e no tratamento e cicatrizagdo de feridas. Nos ultimos seis anos, foram desenvolvidas
pesquisas relacionadas a utilizacdo de estruturas fibrosas biodegradaveis como
scaffolds, curativos, enxertos dérmicos e sistemas de liberagdo controlada de drogas.
Almeida et al. (2013) desenvolveram estruturas de malhas baseadas em polibutileno
e fibroina de seda para aplicacdes de engenharia de tecidos. Wang et al. (2013)
avaliaram a aplicagdo de uma malha de poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA)
revestida com uma blenda de quitosana-colageno na correcao de defeitos cutdneos
em ratos. You et al. (2013) estudaram a aplicacao de malhas de PLGA revestidas com
colageno como enxertos dérmicos em ratos. Wang et al. (2016) desenvolveram uma
malha de quitosana-colageno reforcada com uma malha de poliuretano com potencial
para a engenharia de tecidos da pele. Wawro et al. (2016) desenvolveram malhas a
partir de fios multiflamentares de quitosana contendo nanoparticulas de prata, platina,
cobre e ouro usando equipamento industrial, o produto obtido apresentou-se como um
material promissor para o uso medico, como curativos, scaffolds e malhas cirurgicas,
apesar da dificuldade no processamento dos fios de quitosana obtidos, devido a sua
baixa flexibilidade. Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. (2019) desenvolveram telas a partir
da tecelagem manual de fios multiflamentares eletrofiados de tropoelastina e fibroina
de seda. Da Silva et al. (2019) desenvolveram fios para sutaras cirdrgicas de
quitosana a partir da fiagdo Umida, e avaliaram sua utilizagdo como sistema de
liberagéo controlada de N-Acetil-D-Glucosamina.

Apesar dos avancgos recentes no desenvolvimento de fibras de quitosana,
ainda nao foram reportados estudos a cerca de estruturas tecidas (telas) de fibras de
quitosana e revestidas com este mesmo polissacarideo. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo desenvolver telas a partir da tecelagem de fios mono e
multifilamentares de quitosana obtidos por fiagdo Umida para possiveis aplicacoes
biomédicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo linear e semicristalino composto por
unidades de glucosamina e N-acetil glucosamina unidas por ligacoes glicosidicas -
(1—4), obtido por desacetilacdo parcial da quitina (poli (B-(1—4)-N-acetil-D-
glucosamina)), que € o polissacarideo natural sintetizado como um componente
estrutural do exoesqueleto de artropodes e paredes celulares de fungos e leveduras.
Este biopolimero é o segundo mais abundante, atras apenas da celulose. Apesar da
grande ocorréncia natural da quitina, suas principais fontes comerciais sdo cascas de
caranguejo e camarao, cuja obtencdo industrial se da por tratamento acido para
dissolver a fase mineral, seguido de extracao alcalina para solubilizar as proteinas.

Seguido do processo de despigmentacao (Rinaudo, 2006).

Do processo de desacetilagao da quitina resulta um copolimero com unidades
alternadas de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina. Quando o copolimero
resultante contém mais de 50% de unidades de N-acetil-D-glucosamina este é referido
como quitina, neste caso, a porcentagem de unidades de N-acetil-D-glucosamina é
denominada grau de acetilacdo (GA) e pode variar de 0 a 100%. Por outro lado,
quando o copolimero resultante contém mais de 50% de unidades de D-glucosamina,
este é chamado quitosana (Kardas et al., 2010). Para a quitosana, a porcentagem de
unidades de D-glucosamina é denominada grau de desacetilacao (GDA) que pode
variar entre 0 e 100%. Os parametros GA e GDA se relacionam matematicamente
pela expressdo: GA + GDA = 100% (Pillai et al., 2009; Moratti e Cabral, 2017;
Sivashankari e Prabaharan, 2017). A Figura 1 mostra as unidades de repeticdo dos
polimeros compostos 100% por quitina e quitosana, bem como a estrutura da quitina
parcialmente desacetilada.



23

CH,OH

(A) CH; (B)

(C) CH,

Figura 1 - Estrutura quimica (A) da quitina, poli (N-acetil-D-glucosamina), e (B) da quitosana, poli (D-
glucosamina). E (C), estrutura da quitina parcialmente desacetilada (copolimero). (Rinaudo, 2006).

Apés a conversao para quitosana, o grau de desacetilacao é frequentemente
citado como um parametro importante que determina propriedades fisicas, como
cristalinidade, grau intumescimento, resisténcia mecéanica e biodegradacao (Jaworska
et al., 2003; Wenling et al., 2005). Além disso, o0 peso molecular da quitosana também
€ um parametro importante, pois afeta ndo apenas suas propriedades fisico-quimicas,
mas também as biolégicas (Huang et al., 2004).

A geracao dos grupos amino, através do processo de desacetilacdo, confere
a quitosana versatilidade ao seu uso em aplicacdes alimenticias, téxteis, cosméticas,
ambientais, biomédicas e farmacéuticas. Devido a presenca desses grupos reativos,
a quitosana é facilmente solluvel em solugdes de acidos fracos, formando solugdes
viscosas que podem ser transformadas em filmes, esponjas e fibras, uma

caracteristica que a distingue da quitina (Sivashankari e Prabaharan, 2017).

Devido a sua natureza policatibnica, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
nao toxicidade e natureza biorreabisorvivel, a quitosana é amplamente estudada para
aplicacbes no campo biomédico, como sistemas de liberacdo de drogas, curativos,
engenharia de tecidos, agentes antimicrobianos, entre outras (Ishihara et al., 2002;
Vandevord et al., 2002; Agnihotri et al., 2004; Danielsen et al., 2005; Di Martino et al.,
2005).
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2.2 Fibras

2.2.1 Fibras Poliméricas

Fibras sdo materiais com elevada relagéo de aspecto, ou seja, séo estruturas
alongadas com o diametro variando de milimetros a nan6metros. Podem ser obtidas

a partir de polimeros naturais ou sintéticos (Bhat e Kandagor, 2014).

A maioria dos polimeros formadores de fibra sdo polimeros comuns,
baseados em fontes petroquimicas, tais como polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliésteres, poliamidas, poliaramida, polietileno tereftalato (PET), cloreto de polivinila
(PVC), entre outros. Devido as diferentes estruturas quimicas desses polimeros, suas
fibras apresentam variadas aplicacoes (Bhat e Kandagor, 2014).

Basicamente, os processos para obtencéo de fibras poliméricas podem ser
divididos em dois tipos: o primeiro, fiacao por fusdo, onde o polimero termoplastico é
aquecido a um estado de fusdo e extrudado na forma de fibras e resfriado; e o
segundo, fiagdo em solugdo, onde o polimero é solubilizado em um solvente e
extrudado em fibras, seguida da lixiviacdo ou evaporacdo do solvente (Hagewood,
2014). O processo de fiagao e as propriedades finais da fibra obtida sao influenciadas
pelas caracteristicas do polimero utilizado. Para tanto, deve ser levado em
consideracao os seguintes aspectos do polimero a ser fiado: estrutura quimica, peso
molecular, comportamento reol6gico, grau de orientacdo molecular e grau de
cristalinidade. Além disso, 0 método de obtencao adotado, assim como eventuais
modificagdes realizadas também modificam substancialmente as caracteristicas finais
do produto (Bhat e Kandagor, 2014; Kuo e Lan, 2014).

Além das fibras naturais e obtidas a partir de polimeros sintéticos, existe outra
classe, baseada em biopolimeros. Dentro desse grupo, aquelas obtidas a partir de
polissacarideos modificados, tais como alginato e quitosana, apresentam interesse
crescente em pesquisas para obtencdo de fios para suturas, malhas cirurgicas e
arcaboucos para engenharia de tecidos (King e Chung, 2013). Estas fibras para
aplicacoes biomédicas podem ser produzidas por diversas técnicas, entre elas: fiacao
por fusdo, eletrofiagao e fiagdo umida (Figura 2).
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Figura 2 - Processos de fiagao: (A) Fiacao por fusdo; (B) Eletrofiacdo; (C) Fiagdo umida. Adaptado de
(King e Chung, 2013).

Na fiagao por fusado, a resina polimérica é aquecida até sua temperatura de
fusdo e em seguida extrudada através de uma fieira para formar fibras continuas. O
namero de furos na fieira define o niumero de filamento no fio mono ou multifilamentar
produzido. Ar frio é tipicamente usado para resfriar e solidificar os fios extrusados, e
entdo podem ser torcidos, lubrificados ou tratados quimicamente antes de enrolarem
na bobina coletora, conforme a Figura 2A (King e Chung, 2013; Tamayol et al., 2013;
Nelson, 2015).

Durante a eletrofiagcéo, as fibras sao formadas pelo fluxo de um polimero em
solucdo quando submetido a uma diferenca de potencial elétrico aplicada entre a
agulha injetora e o molde, como mostra a Figura 2B. A medida que os fios perdem
solvente, sdo puxados em uma série de chicoteadas instaveis, solidificados e
coletados na forma de mantas de fibras ndo tecidas, aleatorias ou alinhadas, usando
um coletor estacionario ou rotativo, respectivamente (King e Chung, 2013; Tamayol et
al., 2013; Ni et al., 2014).

O processo de fiacdo umida é adequado para sistemas poliméricos que nao
podem ser fundidos ou que sofrem degradacédo a temperaturas elevadas, como é o
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caso da celulose e quitosana (King e Chung, 2013). Este processo requer a dissolucéao
do polimero em um solvente e depois sua extrusao através de uma fieira para um nao
solvente em um banho de coagulacdo, conforme a Figura 2C. O banho remove o
solvente dos filamentos, e o fluxo continuo da solugéo polimérica coagula na forma de
fibras continuas, que sao entdo lavadas para remocao de residuos do solvente e ndo
solvente, estiradas, secas e enroladas (King e Chung, 2013; Ozipek e Karakas, 2014).
Neste tipo de fiacao, o diametro das fibras pode ser ajustado alterando o diametro dos
orificios da fieira, a composi¢do da solugdo polimérica e sua taxa de fluxo (Tamayol
et al., 2013).

2.2.2 Fibras de Quitosana Obtidas por Fiacdo Umida

Ao contrario das fibras sintéticas, que podem ser obtidas por fiacdo por fuséo,
a seco ou a Umido, o processo mais frequentemente utilizado para polimeros naturais
€ a fiagao por via umida. A exemplo desta limitacao, a quitosana nao pode ser fiada
por fusdo, devido as ligagcdes de hidrogénio que ocorrem ao longo das cadeias
poliméricas, resultando no fenébmeno em que os eventos de fusdo e transigédo vitrea

nao sao observadas pois a decomposicao térmica ocorre antes (Notin et al., 2006).

No processo de obtencao de fibras de quitosana por fiacdo Umida, este
polissacarideo é dissolvido em solugdes acidas e entdo extrudado através de uma
fieira imersa em um banho de coagulagao basico, onde o polimero precipita na forma
de fibra (Knaul e Creber, 1997). Em acidos diluidos, os grupos amina da quitosana

sao protonados e a molécula torna-se completamente soluvel abaixo de pH 6.

As solucdes viscosas de quitosana podem ser transformadas em fibras
através de diferentes solu¢des de coagulagao, tais como solugdes: hidroxido de sddio
(NaOH) (Knaul et al., 1999; Lee, 2003; Lee et al., 2004), hidroxido de potassio (Freier
et al.) (East e Qin, 1993; Knaul et al., 1999), alcool (metilico ou etilico), cloreto de
célcio (CaClz2) (Tamura et al., 2004), hidroxido de sédio-sulfato de sdédio (NaOH-
Na2S04) (Hirano et al., 1999), hidréxido de sédio-metanol a 40% (Urbanczyk, 1996),
entre outros. Na sequéncia, as fibras coaguladas sao lavadas para remover 0 excesso
de coagulante, secas e coletadas em bobinador. O banho de lavagem pode consistir
em agua destilada (Knaul et al., 1999), metanol ou etanol aquoso (Tamura et al.,
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2004). Estas ultimas misturas geralmente desempenham o papel de um banho de pre-

secagem (Notin et al., 2006).

2.3 Estruturas Téxteis

A partir de fibras, estruturas téxteis podem ser produzidas para que se alcance
propriedades necessarias a uma determinada aplicagdo. Estruturas tipicas incluem,
tecidos (Figura 3A ), malhas (Figura 3B), trancas (Figura 3C) e nao-tecidos (Figura
3D) (King e Chung, 2013; Gupta e Edwards, 2019).

Figura 3 - Estruturas Téxteis tipicas: (A) tecidos; (B) malhas; (C) trangas e (D) nao-tecidos. Adaptado
de (Tamayol et al., 2013).

Tecelagem: o termo “estrutura tecida” ou “tecido” é utilizado para descrever
uma configuragdo téxtil em que os fios estruturais primarios estdo orientados a 90°
entre si. Nesta técnica téxtil, dois conjuntos distintos sao entrelacados em angulos
retos em um tear que tem um plano de fios paralelos, conhecido como urdidura, dentro
do qual séo inseridos fios cruzados, conhecidos como trama. Devido a orientacao
ortogonal entre as fibras da urdidura e trama, as estruturas tecidas exibem baixo
alongamento, alta resisténcia a ruptura em ambas as direcdes, baixa resisténcia na
direcédo perpendicular ao plano e boa estabilidade dimensional. Existem muitos tipos
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de construcdes tecidas, incluindo tecidos lisos ou planos, sarja, cetim e leno, como
ilustrado na Figura 4 (King e Chung, 2013; Tamayol et al., 2013; Gupta e Edwards,
2019).

einpipin ep oedaiq

11 Liso 2/1 Sarja 4/1 Cetim

Figura 4 - Diagramas esquematicos de téxteis obtidos por tecelagem. Adaptado de (King e Chung,
2013).

Tricotagem: a tricotagem gera uma estrutura conhecida como malha, que sao
formadas por fios em loops interconectados, e altamente ordenados em linhas e
colunas de pontos (King e Chung, 2013). Os fios em malhas seguem um caminho
sinuoso para formar lagos simétricos, o que as confere maior flexibilidade que os
tecidos, que apresentam estrutura cruzada de fios retos. De acordo com a direcédo dos
lacos formados, a malha pode ser dividida em duas classes principais: as malhas de
trama e as de teias, conforme a Figura 5. As estruturas em trama distorcem e
deformam-se mais facilmente, ao passo que as estruturas em teia sdo mais estaveis
(Wang et al., 2011).

alha em Teia

Malha em Trama

Figura 5 - Diagramas esqueméticos de malhas em trama e em teia. Adaptado de (Gupta e Edwards,
2019).
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Tranca: Estruturas trangcadas comuns envolvem a interseccao diagonal de fios
que sao entrelacados em diferentes angulos e frequéncias. As trancas se assemelham
aos tecidos, exceto pelo o entrecruzamento que ndao € em angulo reto (Figura 6A),
que as confere maior flexibilidade. As variaveis na constru¢cdo de uma tranca incluem
a distancia de repeticao horizontal “I", chamada linha, a distancia de repeti¢ao vertical
“S”, chamada de ponto, largura do fio “W” e o angulo entre os fios da tranca “0”,
conforme a Figura 6B. Pode-se ter trancas planas e trancas tubulares (Figura 6C),
estas ultimas com ou sem nucleo (King e Chung, 2013; Gupta e Edwards, 2019).

(A) (B) (€)

Figura 6 - Diagramas esquematicos de estruturas trangadas planas (A e B) e fotomicrografia (MEV) de
tranca tubular. Adaptado de (King e Chung, 2013).

Nao-tecidos: um ndo-tecido é uma estrutura téxtil produzida diretamente a
partir de fibras ou filamentos continuos em forma de teia. As fibras sao coladas ou
interligadas por meio de agao mecanica, hidraulica ou térmica, ou usando um adesivo
ou solvente, a ou ainda uma combinacdo dessas abordagens. Essa interligacao é
necessaria para manter os elementos constituintes mais firmemente e fornece
integridade mecanica e resisténcia conforme a sua aplicacao. A disposicao das fibras
pode ser feita aleatoriamente ou preferencialmente em uma ou mais dire¢oes, o0 que,
além da forma de colagem, influencia as propriedades finais do nao-tecido (King e
Chung, 2013; Kuo e Lan, 2014; Gupta e Edwards, 2019). A Figura 7 ilustra ndo-tecidos
baseados em fibras de polipropileno obtidas pela técnica de fiacao por fusdo (Wei et
al., 2007).
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Figura 7 - Nao tecido de fibras de polipropileno obtidas por fiagao por fusdo. (Wei et al., 2007).

2.3.1 Estruturas Téxteis a base de Quitosana

Estruturas téxteis sdo bastante aplicadas como curativos para o tratamento
de feridades por apresentarem propriedades como: variada porosidade e area
superficial, bem como permeabilidade a umidade. Além disso, fornecem resisténcia
mecanica, extensibilidade e um suporte flexivel e de reforgo para o processo de
cicatrizacdo (Gupta e Edwards, 2019).

A quitosana possui aplicagcbes como biomateriais na forma fibras, como na
composigao de fios de sutura (Da Silva et al., 2019; Silva, Leal, et al., 2019), curativos,
malhas cirdrgicas e suportes para regeneracao da pele e nervos (Wawro et al., 2006;
Niekraszewicz et al., 2007; Muzzarelli, 2009; Kardas et al., 2010; Wawro et al., 2016).

As propriedades biolégicas da quitosana, bem como sua capacidade de
formar fibras pelo processo de fiagdo Umida, tornam seus produtos téxteis alternativas
apropriadas para o tratamento e cicatriza¢do de feridas. Fornecendo qualidades como
facilidade de manuseio, maciez ao toque, respirabilidade e absorcao de exsudado
(Gupta e Edwards, 2019).

O processamento de fibras de quitosana em scaffolds téxteis, através da
aplicacao de técnicas téxteis estabelecidas, permite a produgcdo de estruturas bi ou
tridimensionais, que oferecem caracteristicas vantajosas em relacdo aos arcaboucos
esponjosos. As mais importantes sao: maior porosidade, degradabilidade e relacdo

entre &rea superficial e o volume, o que facilita a adesdo celular e a difusdo de
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nutrientes dentro da estrutura. Além disso, um arranjo controlado das fibras permite a
obtencao de propriedades mecanicas adaptaveis para o scaffold (Heinemann et al.,
2008; Heinemann et al., 2009; Hagewood, 2014).

2.4 Materiais Téxteis como Biomateriais

O uso de téxteis na medicina remota aos primeiros egipcios, que utilizavam
fios de linho como suturas cirargicas (Shalaby, 1985). Nas ultimas décadas, devido
avancos no desenvolvimento de fibras e estruturas téxteis, as aplicagcdes desses
biomateriais foram diversificadas e ampliadas, variando desde de suturas, curativos e
bandagens até arcaboucos para engenharia de tecidos e endoproteses vasculares
(Rajendran et al., 2016; Davies, 2018).

De acordo com King e Chung (2013), o termo téxtil biomédico, ou “Biotéxteis”,
engloba uma ampla gama de produtos médicos e dispositivos para uso interno ou
externo, com o papel de melhorar a saude e o bem-estar, tratar ou reparar lesoes,
evitar infec¢des ou controlar doencas, reparar ou substituir um érgao ou tecido doente

ou lesionado.

O desenvolvimento desta classe de biomateriais envolve a compreensao de
conceitos de ciéncia dos polimeros e técnicas de fiagcao, tecnologia téxtil, engenharia
biomédica, ciéncia de superficie, biomecanica, biologia celular, anatomia humana e
fisiologia. O conhecimento interdisciplinar dessas areas permite o projeto de materiais
téxteis com uma variedade de propriedades, desde suavidade ao toque e leveza,
flexibilidade, absorcao, filtracdo e promocao da renovagao celular, o que permite
atender a necessidades especificas (King e Chung, 2013; Rajendran et al., 2016;
Davies, 2018).

Os biomateriais téxteis podem apresentar qualquer uma das estruturas
descritas anteriormente. As fibras baseadas em biopolimeros sdo os principais
materiais de construcao ou modificacao de estruturas téxteis para aplicacbes médicas.
Os aspectos Dbiolégicos avaliados para aplicacdo de biotéxteis sao,
adesédo/crescimento celular, citotoxicidade, biocompatibilidade, hemocompatibilidade
e cinética de biodegradacéao (King e Chung, 2013; Rajendran et al., 2016; Gorgieva et
al., 2018).
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Todas as fibras utilizadas em aplicacdes biomédicas devem ser ndo toxicas,
nao alergénicas, ndo cancerigenas e capazes de serem esterilizadas sem que ocorra
alteracoes em suas propriedades fisicas ou quimicas. Diante disso, alguns materiais
poliméricos despontam como alternativas para a fabricacdo de biotéxteis, estes
podem ser classificadas de acordo com sua origem, polimeros naturais ou sintéticos,

biodegradaveis ou ndo degradaveis.

Alguns dos principais biopolimeros naturais utilizados sao: polissacarideos
(celulose, alginatos, quitina e quitosana), proteoglicanos e proteinas (colageno,
gelatina, fibrina e queratina). Os polimeros sintéticos utilizados na producao de téxteis
incluem: poli acido latico (PLA), poli acido glicélico — PGA, policrapolactona (PCL),
polipropileno, poliésteres, poliamidas, politetrafluoretileno, entre outros. Pode-se
ainda incorporar aos biotéxteis, hidrogéis, drogas ou nanoparticulas, fatores de
crescimento, e proteinas para melhor assemelhar-se ao tecido hospedeiro. Uma
compreensao da estrutura e propriedades desses materiais poliméricos deve fornecer
um meio de selecionar o material mais apropriado para aplicacbes especificas
(Rajendran et al., 2016; Gokarneshan, 2019; Gupta e Edwards, 2019; Sikka e Midha,
2019).

2.4.1 Aplicacoes

Os produtos téxteis apresentam varias aplicacbes dentro do campo de
biomateriais, tais como: suportes para engenharia de tecidos e medicina regenerativa,
bandagens e curativos para o tratamento de feridas, sistemas de liberacdo controlada

de fa&rmacos e malhas cirurgicas.

Engenharia de Tecidos: um ponto chave da engenharia de tecidos € o uso de
estruturas tridimensionais que mimetizam a matriz extracelular (MEC) e servem como
“scaffolds”, e apresentam capacidade de promover e guiar o processo de regeneracao
tecidual (Gorgieva et al., 2018). Essas estruturas assumem diversas funcdes no local
do tecido danificado ou ausente, como substituicido (enxertos vasculares),
transmissao de esforcos (substituicdo de ligamentos ou tenddes) ou suporte de tecido
conjuntivo (malhas cirdrgicas para correcao de hérnias) (Koncar, 2016). Para tanto,

elas devem apresentar uma superficie adequada para aderéncia e crescimento
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celular, porosidade adequada para permitir 0o crescimento celular, ndo toxicidade,
biocompatibilidade para interagcdo com o paciente de maneira adequada e previsivel,
hemocompatibilidade, biodegradabilidade, ou bioestabilidade, bem como
propriedades mecanicas, de acordo com aplicacdes especificas (Sumanasingh e
King, 2005; Gorgieva et al., 2018).

A biodegradabilidade é uma propriedade a ser considerada para a selecéao de
um material para suporte celular. ldealmente, um arcabouco biodegradavel é
absorvido e metabolizado no corpo apds cumprir suas funcdes projetadas. A taxa de
degradacao deve corresponder deve ser equivalente a taxa de formacdo do novo
tecido. Isto significa que as células residentes devem se proliferar, diferenciar e ocupar
a MEC suficientemente para a reconstru¢cdo do tecido, enquanto os materiais do
suporte degradam gradualmente ao longo do tempo (Gorgieva et al., 2018; Kun et al.,
2019).

Para “scaffolds” de engenharia de tecidos, um tamanho especifico dos poros
€ necessario para permitir o crescimento celular, formacdo e maturacdo de novos
tecidos e alcancar uma restauracao tecidual bem-sucedida (Ella et al, 2011). O
tamanho dos poros deve ser suficientemente grande para facilitar a proliferacao
celular e permitir uma troca eficiente de nutrientes e residuos metabdlicos entre as
células aderida e as do tecido hospedeiro (Kun et al., 2019). Um suporte fibroso deve
atender a esses critérios de porosidade e, para tanto, algumas variaveis de
processamento podem ser adotadas.

No caso de materiais tricotados, a porosidade pode ser variada pela
densidade do ponto e pela variagcao do padrao, nos téxteis trancados, controlando o
angulo entre os fios de entrelacamento, e para materiais tecidos, variando o
espacamento e o didmetro dos fios. Assim, a manufatura téxtil oferece uma
flexibilidade suficiente ao cumprimento dos requisitos microestruturais para “scaffolds”
(Gorgieva et al., 2018). A Tabela 1 expde como alguns desses requisitos
microestruturais variam de acordo com a estrutura (téxtil ou ndo) adotada para o
“scaffold”.
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Tabela 1 - Aspectos microestruturais de "scaffolds" (Gorgieva et al., 2018).

Esponja Naotecido Tecido Trancado Tricotado

Tamanhodeporo ;509 101000  05-1000 05-1000 50-1000

(um)

Porosidade (%) 0-90 40-95 30-90 30-90 40-95

Distribuicao de Aleat6rios/ - . . .

poros Uniformes Aleatdrios  Uniformes Uniformes Uniformes
- ) ) Boa a

Reprodutibilidade Rui a boa Ruim Excelente Excelente excelente

Conexao entre Boa Boa Excelente Excelente Excelente

poros

Processabilidade Boa Boa Excelente Excelente Boa

Além disso, as propriedades mecéanicas de um “scaffold” fibroso representam
outro fator que contribui para o seu sucesso na engenharia de tecidos, uma vez que
esses suportes ndo apenas fornecem um substrato para o crescimento celular, mas
também ajuda a manter a estabilidade mecénica no local do defeito tecidual. Estas
propriedades sao determinadas nao somente por fatores intrinsecos, como a
composi¢ao quimica do material, mas também por fatores extrinsecos, como a
geometria de construcao ou o arranjo entre as fibras (Li et al., 2002; Kun et al., 2019).
Na Tabela 2 observa-se a comparagédo das propriedades mecéanicas apresentadas
pelas principais estruturas téxteis.

Tabela 2 - Propriedades mecénicas de "scaffolds" téxteis (Tao, 2001).

Nao tecido Tecido Trancado Tricotado
Forca Baixa Alta Alta Baixa
Rigidez Baixa Alta Alta Média
Estabilidade Ruim a boa Excelente Excelente Ruim a boa
estrutural
Outros Comportamento Comportamento Anisotrépico Isotrépico ou

isotropico anisotropico anisotropico

Bandagens e curativos: outra aplicagdo comum de biotéxteis € em curativos

e bandagens para o tratamento de feridas. Suas principais funcdes sao, servir como
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uma barreira fisica para prevenir a infecgdo, promover a absorcao de exsudado e a

coagulacao do sangue (King e Chung, 2013).

Uma ferida é definida como uma quebra na integridade dos tecidos. Essa
ruptura pode ser mais profunda e envolver tecidos subepiteliais, como derme, fascia
e musculos. Podem ser causadas por trauma fisico, no qual a pele é rasgada, cortada
ou perfurada (ferida aberta), por um traumatismo que causa uma contusao (uma ferida
fechada), ou ainda por queimaduras ou abrasdo. Além disso, podem ainda ser o
resultado de doencas que afetam a pele (Ather et al., 2019). As feridas resultantes de
qualquer tipo de lesdo sdo geralmente classificadas como agudas ou cronicas,
dependendo do tempo necessario para estabelecer a cicatrizacdo completa da ferida
(Onishi et al., 2019).

Muito se aprendeu durante a segunda metade do século XX a cerca das
feridas, do processo de cura e da natureza dos produtos necessarios para tratar a
lesdo com sucesso (Dyson et al.,, 1992). Percebeu-se que as bactérias ndo eram
geradas na ferida, mas sim adquiras de uma fonte externa, assim o uso de uma
cobertura protetora se mostrou um meio asséptico simples, mas eficaz para o
tratamento. Assim, os curativos e bandagens se tornaram uma parte essencial de
qualquer tratamento de feridas. Alguns dos requisitos para o curativo ideal séo
absorver exsudados e componentes toxicos da superficie das feridas; manutencao da
umidade na interface do curativo; permitir a troca gasosa; fornecer isolamento térmico;
proteger a ferida de contaminacao bacteriana; ser ndo-tdxico; ser de facil remocao,
nao causar trauma adicional na ferida; facilidade de manuseio; além de ser

esterilizavel (Gupta e Edwards, 2019).

Os curativos para feridas podem ser passivos, bioativos ou interativos. Os
curativos passivos simplesmente proporcionam cobertura, enquanto curativos
bioativos ou interativos sdo capazes de modificar a fisiologia do ambiente da ferida
(Ather et al., 2019). Desde 1946, apds a Segunda Guerra Mundial, foram realizados
diversos estudos com curativos passivos baseados em fibras de poliamida ou
polietileno e, posteriormente, foram desenvolvidos os curativos interativos e bioativos,
como gazes impregnadas, hidrogéis, hidrocolbides, curativos absorvedores de odor e,
mais recentemente, curativos bioativos baseados em quitina ou quitosana e seus
derivados (Schoukens, 2019).
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Curativos bioativos antimicrobianos desempenham um papel importante no
manejo de infec¢des de feridas. O tecido lesado geralmente exala uma grande
quantidade de fluido, que juntamente com a temperatura do corpo e a presenca de
componentes nutricionais, servem como o local ideal para o crescimento bacteriano.
A maneira mais eficaz de controlar a disseminacédo de bactérias a partir da ferida é
incorporar agentes antimicrobianos nas fibras e estruturas téxteis que sao
processadas no curativo final. O substrato téxtil fornece os critérios basicos de
desempenho, como a capacidade de proteger a superficie da ferida, absorver os
exsudados da ferida e a facilidade de aplicacao e remocéo, etc. (Qin, 2019).

Liberacao de farmacos: os medicamentos sdo comumente usados nas formas
de pilulas, pomadas ou solugdes injetaveis, e, frequentemente, essas formulagdes
falham em atingir concentracdes terapéuticas do farmaco (Shah e Halacheva, 2016).
As estratégias de administracdo controlada de drogas oferecem alternativas praticas
e eficazes para superar varias desvantagens das formas de dosagem tradicionais.
Seus beneficios inclui a liberacao prolongada de medicamentos com a concentracao
terapéutica necesséria no local especifico a ser tratado (Toti et al., 2011).

Os sistemas de administracdo de medicamentos (Drug Delivery Systems -
DDSs) foram desenvolvidos para a entrega especifica de agentes terapéuticos no
momento e nas quantidades certas. Seu principal objetivo € evitar exposicao
desnecessaria de tecidos ndo alvo do agente terapéutico e evitar danos aos tecidos
resultantes de doses elevadas de um determinado farmaco (Ghafoor et al., 2018)

O sistema de administracdo de medicamentos ideal deve ser biocompativel,
mecanicamente estavel e confortavel para o paciente, seguro contra liberacao
acidental, simples de administrar e esterilizavel. Na busca pelo sistema de entrega de
drogas que atenda a esses requisitos, os biotéxteis se tornaram alternativas
promissoras, oferecendo geometria precisa, grande area superficial, estrutura porosa
e resisténcia adequada para diversas aplicacoes biomédicas, além das propriedades
de eluicao de drogas (Toti et al., 2011; Shah e Halacheva, 2016).

Muitos sistemas de liberagcdo de drogas baseados em téxteis fornecem
medicamento através da pele. Estes sdo conhecidos como sistemas de administragao
transdérmica de farmacos e sdo adequados para o fornecimento de uma variedade
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de drogas para o tratamento de doencas cardiovasculares, infecgdes microbianas,

enjoo, cancro da pele e controle da dor (Shah e Halacheva, 2016).

Os téxteis para liberacdo de medicamentos podem ser divididos em trés
categorias: fibras, tecidos, e ndo tecidos. Podem ser biodegradaveis ou ndo, com base
no tipo e na natureza das fibras e suas matérias-primas. Em todos estes tipos, as
fibras individuais podem conter agentes bioativos ou drogas dentro de sua estrutura
ou covalentemente ligadas a superficie da estrutura téxtil (Toti et al., 2011; Shah e
Halacheva, 2016; Sehgal et al., 2019).Estes sdo comumente usados como curativos
bioativos, enxertos de pele artificiais, arcaboucos para reparo ou regeneracédo de
tecidos, aromaterapia e muitas outras aplicacées (Wollina et al., 2003; Perelshtein et
al., 2008).

Em se tratando do tratamento de feridas, ha a necessidade de supressao e
controle do crescimento bacteriano. Nessa situagao, curativos de liberacdo de agentes
antimicrobianos podem desempenhar um papel importante para 0 manejo e

cicatrizacao adequados de feridas (Sehgal et al., 2019).

Malhas cirurgicas: as malhas cirargicas se tornaram referéncia de uso para
reforcos em reparos de hérnias, desde que foram popularizadas pelo trabalho de
(Usher et al., 1958), que primeiro descreveu o uso da tela de polipropileno (PP) para
este fim. Mais recentemente, o desenvolvimento da tecnologia de malhas e ciéncia
dos materiais proporcionaram a evolucdo desses biomateriais para trés classes:
sintético permanente, bioldgico e sintético absorvivel. Cada categoria de malha tem
seus préprios beneficios e desvantagens que a tornam ideal em determinadas
situacdes (Ross e lannitti, 2019).

As sintéticas permanentes sdo compostas por polimeros biologicamente
inertes, como polipropileno (PP), poliéster e politetrafluoretileno (PTFE), as quais o
corpo nao incorpora, mas encapsula como um corpo estranho (Matthews e Paton,
2018). Malhas biologicas sdo derivadas de tecidos animais (xenoenxertos) ou
humanos (aloenxertos) ricos em colageno, descelularizados e variam amplamente em
fontess, durabilidade e custo. Malhas sintéticas absorviveis sdo construidas a partir
de biopolimeros sintéticos ou naturais, que formam um arcabougo temporario para o

crescimento tecidual (Todros et al., 2016; Ross e lannitti, 2019).



38

As telas permanentes fornecem suporte mecanico de longo prazo para o
defeito de hérnia e reduzem as taxas de recorréncia em comparagdo com o reparo
suturado, entretanto, demonstram altas taxas de infecgbes e reacdes de corpo
estranho. Diante deste problema, malhas sintéticas bioabsorviveis sdo uma alternativa
para reduzir a incidéncia de infeccdes e de um segundo procedimento cirlrgico nao
planejado. Estas fornecem uma estrutura de suporte temporario para a deposicao de
proteinas e células necessarias ao crescimento do novo tecido interno e a integracao

com o tecido hospedeiro (Matthews e Paton, 2018).

A estrutura das malhas pode diferir significativamente em como os fios séo
organizados, de muito simples (estruturas tecidas) até extremamente complexas
(malhas em trama). A escolha da configuracdo pode afetar sua tensdo de ruptura,
resisténcia a tracdo e a elasticidade da malha. Além disso, a malha pode ter uma
estrutura composta por fios mono ou multiflamentares ou ainda trangados. Multiplos
filamentos podem aumentar a resisténcia a tracao, mas diminuem o tamanho de poro,
podendo dificultar o crescimento do tecidual enquanto aumenta a area superficial da
malha, o que pode facilitar a formacao de biofilme bacteriano (Bilsel e Abci, 2012;
Ross e lannitti, 2019).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa proposta foi
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realizada no Laboratério de Avaliacdo e

Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, da Universidade Federal

de Campina Grande, UFCG.

3.2 Materiais

A Tabela 3 mostra os materiais que foram utilizados nesta pesquisa.

Tabela 3 - Materiais que foram utilizados na pesquisa.

Materiais

Fornecedor

Quitosana, grau médico

Produzida pelo CERTBIO, com massa
molecular de 310 KDa e grau de

desacetilagao de 86 %

Acido Latico 85,0%, (CsHeO3) Anidrol®
Hidroxido de Sodio, (NaOH) Neon®
Metanol, (CH3OH) Anidrol®
Tampao Fosfato Salino (PBS) Sigma Aldrich®

Lisozima

Sigma Aldrich®
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3.3 Métodos

3.3.1 Preparo dos Fios de Quitosana

A metodologia utilizada na obtencgao dos fios de quitosana foi uma adaptacao
daquela realizada por Da Silva et al. (2019) em seu estudo no desenvolvimento de
filamentos de quitosana para sistema de liberagcao controlada de drogas em suturas
cirurgicas. Inicialmente, foi preparada a solucédo de quitosana com concentracdo de
4% (m/V) a partir da dissolucéo do polissacarideo em solugcdo aquosa de &cido latico
0,206 M, estequiometricamente relacionada aos grupos amina da quitosana. A
solucdo permaneceu sob agitacdo mecanica constante, a temperatura ambiente (25
t 1°C), por 2 horas.

O banho coagulante consistiu em uma solucdo composta por 70% de
hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 M e 30% de metanol. A solucao coagulante foi filtrada
em papel filtro, a fim de reter cristais de NaOH nao solubilizados. A solugao de
quitosana foi adicionada a uma seringa com capacidade para 20 mL e, em seguida,
com o auxilio de uma bomba de infusdo (modelo Pump 11 Pico Plus Elite, da Harvard
Aparatus), extrusada diretamente no banho coagulante, sob uma vazao de 45 mL/h.
Os fios permaneceram no banho coagulante por 5 minutos.

Apés o processo de coagulacéao, os fios foram lavados em agua destilada até
a agua de lavagem atingir pH proximo a 7. Em seguida, a partir dos fios
monofilamentares, foram obtidos fios multifilamentares torcidos (2 e 3 filamentos). A
torcdo foi realizada com o auxilio de um motor elétrico sob rotagcdo de 80 rpm, o
comprimento dos filamentos torcidos foi fixado em 2 metros e o tempo de torcdo em
90 segundos. Para uma razao de torcéo igual a 60 rotagdes por metro de fio.

Os fios mono e multifilamentares obtidos foram enrolados sob tensdo em um
cilindro plastico com 10 cm de didametro e secos em estufa com circulagao forcada de
ar a 60 °C por 1 hora. A metodologia para o preparo dos fios de quitosana, mono e

multifilamentares torcidos segue resumida no fluxograma da Figura 8.
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Fio Duplo Fio Triplo

Figura 8 - Metodologia para obtengdo dos monofilamentares e multiflamentares torcidos.

Para efeitos comparativos em relagdo a resisténcia a tracdo e grau de
cristalinidade, também foram obtidos fios monofilamentares nao tensionados, secos

sob as mesmas condicdes.

3.3.2 Obtencao das Telas Tecidas de Quitosana

Uma vez obtidas as variantes de fios, estes foram utilizados na preparacao
das telas por meio de tecelagem plana manual. Para esse processo, foi utilizado um
tear fabricado em poli(tereftalato de etileno) modificado com glicol (PETG) obtido por

impressao 3D, cuja dimensdes sdo apresentadas na Figura 9.
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Figura 9 - Projeto para impressao tridimensional do tear utilizado na pesquisa. a) vista em perspectiva;
b) vista superior e c) vista lateral. Dimensdes em milimetros (mm).

Apés a tecelagem, as telas foram impregnadas utilizando 5 mL de solugdes
de quitosana, nas concentracdes de 1, 1,5 e 2 %, (m/V), solubilizada em acido latico
em quantidades estequiométricas com relacdo aos grupos amina da quitosana. A
metodologia para obtencdo das solucdes de revestimento foi igual aquela descrita
anteriormente para a solucao de obtencgéo dos fios. O revestimento foi neutralizado
em solucdo aquosa de NaOH a 0,5 M por 30 minutos, e em seguida as telas foram
lavadas em agua destilada assim como a metodologia descrita para obtencao dos fios.
Uma vez revestidas, as telas foram secas em estufa com circulagéo de ar a 50°C por
6 horas. A metodologia para obtengcédo das telas de quitosana segue resumida no
fluxograma da Figura 10.
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Figura 10 - Metodologia para obtencao das telas.

3.4 Caracterizacoes

3.4.1 Ensaio Mecanico sob Tracao

O ensaio mecéanico sob tracdo foi realizado com o objetivo de avaliar o
comportamento mecénico dos fios e das telas produzidas. Também foi avaliado o
comportamento mecénico das telas paralelamente ao ensaio de intumescimento, com

0 objetivo de avaliar o efeito da absorcdo da solucdo de PBS nas propriedades
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mecanicas das amostras desenvolvidas. Os ensaios foram realizados em uma

maquina universal de ensaio INSTRON 6633.

Para os fios, foi utilizada uma adaptacao da Norma ASTM D2256 (Standard
Test Method for Tensile Properties of Yarns by the Single-Strang Method). Os ensaios
foram realizados em 10 amostras para cada tipo de fio, utilizando uma célula de carga
de 500 KN, velocidade de deslocamento de 120 mm/min e distancia entre as garras
de 100 mm.

Ja para as telas foi utilizada uma adaptacdo da Norma ASTM D5035 — 11
(Standard Test Method for Breaking Force and Elongation of Textile Fabrics (Strip
Method)). Os ensaios foram realizados em 5 amostras (60 mm X 10 mm) para cada
tipo de tela, utilizando uma célula de carga de 500 KN, velocidade de 100 mm/min e
distancia entre as garras de 40 mm.

3.4.2 Microscopia Otica (MO)

A Microscopia Otica (MO) foi empregada com o objetivo de avaliar a cinética
da reacao de coagulacao das fibras, a morfologia e os aspectos macroscopicos das
telas obtidas. O equipamento utilizado foi um Microscépio Optico Hirox de reflexdo e
transmissdo com acessérios 2D e variacao de 20X a 2000X de aumento, acoplado a
uma estacdo de analise de imagens.

3.4.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi utilizada com o objetivo de avaliar a
estabilidade térmica das amostras quando submetidas a metodologia de secagem
(temperatura e tempo) proposta. Foram utilizadas amostras com massa de 6 £+ 1 mg
em cadinho de aluminio. A andlise dindmica foi realizada com uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min, até 600 °C, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de
50 mL/min. E a analise sob temperatura constante foi realizada com uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min de 25 até 60 °C, e temperatura mantida por 90 minutos. As
analises foram realizadas no equipamento TGA 50H da Shimadzu.
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3.4.4 Difratometria de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X foi utilizada para avaliar o perfil de cristalinidade do
pb e dos fios de quitosana produzidos. A analise foi realizada em um difratbmetro da
SHIMADZU (modelo XRD 7000) com varredura angular 5°<26<60°, tenséo de 40kV e
corrente de 30mA, com radiagdo Ka do Cobre (A =1,5418). As amostras dos fios foram
estiradas e dispostas paralelamente, e em seguida submetidas ao ensaio.

3.4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para avaliar a morfologia
dos fios. Os fios foram analisados apés fratura criogénica com nitrogénio liquido e
recobrimento com ouro. O equipamento utilizado foi um Microscépio Eletrénico de
Varredura de bancada, PHENON, modelo MEV PROX, (PHENOM WORD), com
aumento de até 45000X, profundidade de foco de 1 mm, resolugédo de 30 nm, 5, 10 e
15 KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa).

3.4.6 Grau de Intumescimento

O ensaio para determinacéao do perfil de intumescimento (Gl) foi realizado com
o objetivo de avaliar a influéncia da absor¢ao de solucao de PBS (pH = 7,4) na massa
e nas propriedades mecanicas das telas obtidas. Para avaliagdo da variagao de
massa, amostras (aproximadamente 1 cm X 1 cm) foram pesadas, e em seguida
mantidas em solucdo de PBS. As amostras foram retiradas da solugdo em tempos
pré-determinados (0,5; 1; 5; 10; 20 e 24 horas), secas em papel toalha e pesadas
novamente. O grau de intumescimento de cada amostra no tempo t foi determinado a
partir da Equacao 1. Onde, Wt € o peso da amostra no tempo t e Wo é o peso inicial

da amostra.

W, — W,
95100 (1)

GI, =
0
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O comportamento mecanico das amostras foi avaliado ao final do periodo de
24 horas de intumescimento. Para tanto, foram avaliadas cinco amostras de cada tipo
de tela, com geometria 1 cm X 6 cm. Antes do ensaio as amostras foram retiradas do
PBS e o excesso de solucao retirado com papel toalha. O ensaio foi realizado como

descrito anteriormente para as amostras a seco.
3.4.7 Biodegradacao Enzimatica in vitro

A biodegradacao in vitro das telas foi avaliada por perda de massa. Para tanto,
as amostras foram cortadas em quadrados 1 cm X 1 cm, e pesadas antes da
degradacao (Wo). Posteriormente foram submersas em 10 mL de solucdo de PBS
contendo 1,5 ug/mL de lisozima e mantidas em estufa a 37+0,5 °C, de acordo com a
metodologia descrita por Da Silva et al. (2019). A solucéo de PBS/Lisozima foi trocada
semanalmente para garantir a atividade enzimatica. A cada periodo de
biodegradacao, as amostras foram retiradas da solucao, lavadas em agua destilada,
0 excesso de solucao retirado com papel toalha e pesadas em seguida (W).

A partir da Equacéo 2, foi calculada a porcentagem de perda de massa. Onde,
Wo é a massa inicial da amostra, e Wi a massa da amostra retirada da solugéo no
tempo t (7, 14, 21, 28 e 35 dias).

W, — W,
Perda de Massa (%) = %xlOO @)
0

3.4.8 Citotoxicidade in vitro — Método de Difusdo em Agar

O teste para determinagédo do grau de citotoxicidade in vitro pelo método de
difusdo em agar avalia os efeitos produzidos pela amostra em células de tecido
conjuntivo de ratos através de uma camada de agar, que protege as células de danos
mecanicos e permite a difusdo de substancias quimicas que migram a partir da

amostra.

Desta forma, realizou-se o ensaio de citotoxicidade in vitro (método de difusao
em agar) de acordo com a norma ISO 10993-5:2009 “Biological evaluation of medical
devices - Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity”. Este método aplica-se a avaliacdo de
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seguranca de materiais plasticos, elastdmeros e de outros polimeros, empregados na
fabricacao de dispositivos e acessérios de uso médico e hospitalar em contato direto

ou indireto com o tecido humano.

Inicialmente, fibroblastos da linhagem L929 adquiridos do Banco de Células
do Rio de Janeiro e preservados no CERTBIO, foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Gibco — Invitrogen Corporation, Grad Island, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino
(BS - Gibco, Life Technologies) e 1% antibidtico-antimicético (Gibco, Life
Technologies) em frascos de cultura em estufa umidificada a 37 °C = 1 °C, numa
atmosfera 5% = 1% de CO2. Antes de atingirem a confluéncia, as células foram
tripsinizadas para serem subcultivadas em uma suspensao com concentracao de 1,1
x 105 células viaveis por mL, em placas de 6 pocos utilizando um contador celular
automatico (Introven — Thermo Fisher). Aproximadamente 48 horas ap6s o
estabelecimento das culturas, utilizou-se para o ensaio aquelas que apresentaram

uma monocamada celular uniforme e confluéncia superior a 80%.

Amostras da tela obtida a partir dos fios trifilamentares com 1 cm de lado (10
mm X 10 mm) foram pré-esterilizadas por radiagédo ultravioleta em cabine de fluxo
laminar BIOGREEN por 30 minutos, em ciclos de 15 minutos para cada lado da
amostra. Em seguida, foram preparados os controles positivos (Latex para garrote) e
negativos (Papel de filtro Whatman n.°1).

Ap6s o estabelecimento das culturas celulares, o meio de cultura das
microplacas foi aspirado, foi adicionado 1 mL do meio de cobertura (agar a 1,8%,
adicionado do corante vermelho neutro a 0,01% e MEM 2X concentrado, em
quantidades iguais) em cada poco. As placas permaneceram na capela de fluxo
laminar por 10 min, aguardando a solidificacao do agar, a temperatura ambiente.

As amostras, o controle positivo e negativos foram colocados em contato com
a superficie solidificada do agar, no centro de cada placa, em culturas em duplicata.
Assim, as placas foram encubadas, envolvidas folha de papel de aluminio para evitar
o dano celular por fotoativagéo do vermelho neutro (ISO 10993-5), por pelo menos 24
horas em estufa a 37 °C = 1°C, umidificada e com 5% * 1% de COz para posterior

avaliacéo da citotoxicidade.

Para avaliacdo do grau de citotoxicidade foi medida a extensdo da area
descorada (células mortas) a partir das extremidades da amostra nos 4 quadrantes,
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de acordo com a Figura 11 e o grau de citotoxicidade relacionado de acordo com a

Tabela 4. Para tanto, os pocos foram fotografados microscopicamente com o

microscopio invertido digital NIKON TS100 11.05.85 e transferidas para o computador

para a utilizacao do software NIS-Elements.

Amostra

Controle Controle
negativo positivo
'(m) |’ /]
NG \/
(m)|(m)
\\-/ \_//

Figura 11 - Esquema ilustrativo da distribuicdo das amostras e das regides avaliadas para determinacao
do grau de citotoxicidade.

Tabela 4 - Critérios de reatividade para o ensaio de difusdo em agar de acordo com a norma ISO 10993-

5:2009.

Grau Citotoxicidade Descricao da zona de citotoxicidade

0 Auséncia Auséncia de descoramento ao redor ou sob a
amostra.

1 Leve Zona de descoramento limitada a area sob a
amostra.

2 Branda Tamanho da zona de descoramento a partir da
amostra menor que 0,45 cm.

3 Moderada Tamanho da zona de descoramento a partir da
amostra compreendido entre 0,45 cm a 1,0 cm.

4 Severa Tamanho da zona de descoramento a partir da

amostra maior que 1,0 cm, porém nao envolvendo
a placa inteira.
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3.4.9 Tratamento Estatistico

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o teste t pareado, com o
auxilio do suplemento para Microsoft Excel, Action Stat. O nivel de confian¢a adotado
foi de 95%, e nivel de significancia (a) de 0,005. Para p-valores menores ou iguais a
a, a diferenca entre as médias foi considerada estatisticamente significativa. Ja para
p-valores maiores que a, a diferenca entre as médias foi considerada estatisticamente

nao significativa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Melhorias no Processo de Fiacdo Umida da Quitosana

4.1.1 Cinética de Coagulacao

As propriedades de coagulacdo, em NaOH 0,5 M, da solugcao de quitosana a
4 % (m/v) dissolvida em acido latico 0,206 M, foram investigadas com o objetivo de
determinar o tempo necessario para a coagulacao das fibras de quitosana, os perfis

de coagulacao e de velocidade de coagulacdo com o tempo.

Para tanto, a solucdo de quitosana foi fiada sobre um anteparo transparente e
a solucado de NaOH 0,5 M (70%) e metanol (30%) adicionada em seguida. A reacao
de coagulacao foi observada ao microscopio éptico (MO), sob aumento de 50 vezes.
Foram capturadas imagens da fibra a cada segundo, até o final da reagéao, conforme
a Figura 12.

Na Figura 12 é possivel observar um limite mével distinto entre o polimero
precipitado e a solugéo de quitosana ndo coagulada no nucleo das fibras. As imagens
obtidas foram tratadas com uso do software Imaged para se verificar a posicao da
fronteira entre as fases, medir o raio externo (R) e interno (r) e determinar a razéao
entre as areas da fase precipitada e total da amostra, conforme a Figura 13. Segundo
Knaul e Creber (1997) esta linha de fronteira nitida esta associada ao fenbmeno de

difusédo de varias substancias em solugdes poliméricas.

A coagulagao da solucéo de quitosana envolve um processo similar, baseado
em uma simples reacdo acido-base, com difusdo dos ions OH™ e H* através do
polimero precipitado e solugcao polimérica, respectivamente. Neste caso, a quitosana
(Glc-NH2) dissolvida em uma solucgéo fraca de acido latico (0,206 M) entra em contato
com uma solucao basica forte (NaOH, 0,5 M) e a troca de prétons entre as solucdes
provoca a precipitacdo do polimero, conforme as reacdes a seguir.

e Dissolucao (Em solucao aquosa de acido latico):

Glc-NHz(s) + H*(aq) + C3H5037(aq) = Glc-NHs*(aq) + C3Hs5037(aq)
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e (Coagulacado (Em solucao aquosa de hidréxido de sédio):

Glc-NHs*(aq) + C3H5037(aq) + Na*(aq) + OH(aq) 2 Glc-NHz(s) + Na(C3H503)aq) + H20

£ 1000 um

Figura 12 - Imagens obtidas por microscopia éptica da reacao de coagulacédo das fibras de quitosana.

Conforme as Figuras 12 e 13, tém-se que o raio interno é fungdo do tempo,
ou seja r = f(t), que varia entre R e 0, parat = 0 s e t = tempo total necessério para a
coagulacao, respectivamente. Logo, a razdo entre as areas do polimero precipitado e
area total da amostra é medida do percentual de coagulacao da fibra, ou seja, varia
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de 0 (solugéo polimérica imediatamente antes do contato com o banho coagulante) a
1 (polimero totalmente regenerado pela reacao acido-base). Assim, o percentual de

coagulagao (%) foi calculado a cada segundo de reacdo, e os resultados seguem
ilustrados na Figura 14.

Polimero pre(;ipitado

/

Polimero em solugao

Figura 13 - llustragdo esquematica dos paramentros R e r avaliados na segéo transversal e longitudinal
da fibra durante a etapa de coagulagéo.
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Figura 14 - Grafico da relagao entre percentual de coagulagao da fibra de quitosana (%) e o tempo de
coagulagéao (s).
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Na Figura 14 observa-se que a reacdo de coagulacao, responsavel pela
formacao das fibras de quitosana, se completa apds decorridos cerca de 65 segundos.
Os dados mostram uma relagdo logaritmica (R?=0,98965) entre percentual de
coagulacao e tempo. A curva diverge da linearidade devido ao fen6meno de difuséo
envolvido no processo de coagulacao da fibra, com a difusdo da espécie coagulante
e do solvente através do polimero recém solidificado e da solucao polimérica,
respectivamente (Knaul e Creber, 1997). Desta forma, a medida que a precipitacao
do polimero ocorre, a espessura da parede coagulada aumenta, e 0 processo de
difusdo € dificultado, pois ocorre o aumento da distancia pela qual os ions OH"
precisam difundir-se para que a reagao aconteca, explicando o perfil logaritmico da
reacao (Figura 14), onde a reacdo ocorre rapidamente no inicio e desacelera

progressivamente.

Este comportamento de desaceleracao fica evidente ao plotar a derivada da
curva de coagulacao (dx/dt), ou seja, a curva de velocidade de coagulacao (%/s) pelo

tempo (s), conforme a Figura 15.
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Figura 15 - Gréfico da relagao entre a velocidade de coagulacao (%/s) e o tempo de coagulagéo (s).

Observa-se um comportamento exponencial decrescente, onde, nos
segundos iniciais, a reacdo de coagulacado ocorre rapidamente, uma vez que a
barreira a difusdo é praticamente inexistente. A medida em que a diferenca entre os
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raios externo e interno aumenta a velocidade da reacéo cai, chegando a 50 % de seu
valor inicial (Vo) em 5,7 segundos. Como sera visto na secédo 4.2.1 Microscopia
Eletrénica de Varredura), esse perfil de velocidade de coagulacao explica a morfologia
apresentada pelas fibras obtidas (Figuras 22 e 23).

4.1.2 Temperatura e Tempo de Secagem

Com o objetivo de avaliar as perdas de massa provocadas pelo processo de
secagem, amostras dos fios monofilamentares foram submetidas a termogravimetria
(TG) dindmica e isotérmica na temperatura de secagem definida na metodologia
(60°C). Apds a coagulacdo, os fios foram lavados e, antes das analises, foram
mantidos em agua destilada por 30 minutos para um grau de intumescimento bem
definido.

A Figura 16 apresenta as curvas TG dindmica e DTG obtidas para os fios
monofilamentares apds as etapas de coagulacao e lavagem.

mi = 6,017 mg
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Figura 16 - Curvas TG dindmica e DTG dos fios monofilamentares intumescidos na razdo de
aquecimento de 10°C/ min, sob atmosfera de N2 (50mL/min) e massa inicial de 6,017 mg.
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A amostra apresentou uma perda total de massa de cerca de 98,44%. Na faixa
de temperatura entre 30 e 150 °C, ocorreu uma primeira perda de massa, cerca de
93,05%, associada a dessorcao de agua fracamente ligada (Ratto et al., 1995; Qu et
al., 2000). No intervalo de 180 a 600 °C observa-se trés eventos de decomposicao,
que somam uma perda de 5,39% em massa. Esses eventos sdo atribuidos a
desidratacdo dos anéis sacarideos, despolimerizacdo e decomposicao das unidades
acetiladas e desacetilada do polimero, e de acordo com Corazzari et al. (2015)
envolvem a liberacdo de H20, NHs, CO, CO2, CH3COOH e CHa.

A fim de confirmar a eficiéncia do processo de secagem adotado, realisou-se
uma analise termogravimétrica sob temperatura constante (60°C). As curvas TG

isotérmica e DTG séo apresentadas na Figura 17.
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Figura 17 - Curvas TG isotérmica e DTG dos fios monofilamentares intumescidos na temperatura de
60°C, sob atmosfera de Nz (50mL/min) e massa inicial de 5,383 mg.

Observa-se uma unica perda de massa, de aproximadamente 91,57% no
intervalo de 0 a 20 minutos, referente a perda de agua. Além disso, até

aproximadamente 100 minutos ndo ocorreram outras etapas de perda de massa,
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evidenciando que um processo de secagem nestas condicbes ndo provoca a

termodegradacao das amostras.
4.1.3 Efeito do Tensionamento Durante a Secagem

Com o objetivo de aprimorar as propriedades dos fios de quitosana
desenvolvidos para posterior tecelagem, estes foram submetidos ao tensionamento,
na forma monofilamentar, durante o processo de secagem. Foi avaliada a influéncia

do tensionamento no perfil de cristalinidade e nas propriedades dos fios.
4.1.3.1 Perfil de Cristalinidade

Os difratograma das amostras do p6 e dos fios de quitosana, com e sem
tensionamento durante a secagem, foram estudados com o objetivo de avaliar o perfil
de cristalinidade dos fios nessas duas condicdes, bem como alteragdes provocadas
pelos processos de dissolucao e fiacao. A Figura 18 apresenta os difratogramas das

trés amostras avaliadas.

|C°/o = 24°/o M‘)/ RM
Fio Tensionado
M’M Mo b

IC% = 20%

"

Fio Nao Tensionado

IC% = 33%
P6 Quitosana

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 18 - Difratogramas do p6 da quitosana e dos fios secos com e sem tensionamento.
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Observa-se no difratograma do pd de quitosana, a presenca de dois picos
caracteristicos de polimeros semicristalinos, sendo o primeiro em torno de 26 = 10° e
0 segundo por volta de 26 = 20°. Sao picos bem definidos, que evidenciam a porcao
cristalina do material. Os difratogramas dos fios com e sem o tratamento de
estiramento apresentaram-se semelhantes entre si. Contudo, pode-se observar um
deslocamento discreto do pico em 26 = 20° para adngulos maiores, em comparagcao
com o difratograma do p6. Por outro lado, o pico localizado em 206 = 10° sofre
deslocamento para angulos menores, bem como perda de intensidade, também
comparativamente ao difratograma do pd de quitosana. Isso se deve, provavelmente,
aos efeitos da diluicdo da quitosana em &acido latico 0,206 M, o qual interferiu nas
regides cristalinas, dificultando um arranjo ordenado das cadeias poliméricas (Li et al.,
2012).

A partir dos calculos de indice de Cristalinidade (IC%), realizado através da
razao entre as areas dos picos e a area total sob o difratograma (método da separacao
simples de areas) (Stern e Segerman, 1968), observou-se que o pé de quitosana
apresentou um maior indice de cristalinidade (33%), ja para os fios, observa-se que o
tratamento de tensionamento durante a secagem resultou em fios com maior
cristalinidade (24%) em comparag¢ao com o fios nao tratados (20%). Este efeito ja era
esperado, uma vez que a tensdo promove o estiramento e a aproximacao das cadeias
poliméricas, facilitando o processo de cristalizacdo (Copeland et al, 2015).
Melhorando assim as propriedades mecéanicas dos fios (Albanna et al., 2013),

conforme os resultados a seguir.

4.1.3.2 Propriedades Mecéanicas sob Tragdo

As propriedades mecanicas dos fios, tensionados e nao tensionados durante
a secagem, foram avaliadas. Foram avaliadas carga maxima (N) suportada pelos fios,
resisténcia a tracdo (MPa) e deformacgéo (%) sob tracdo. Na Figura 19 observa-se o
comparativo da carga maxima suportada pelo fio em ambas as condi¢des.
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Figura 19 - Grafico de Carga Maxima (N) suportada pelos fios tensionados e ndo tensionados durante
a secagem.

Pode-se verificar que a condicdo de secagem sob tensao possibilitou ao fio
suportar uma maior carga (6,17 £ 042 N), em comparacdo com o fio ndo tratado
(4,27 £ 0,30 N), representando um acréscimo de 44,50 % na resisténcia a carga (N).
De acordo com o teste estatistico t-pareado, as amostras apresentam médias

estatisticamente diferentes (p-valor = 0,001), para um nivel de confianca de 95%.

Provavelmente, o acréscimo na carga maxima suportada ocorre por que, apos
o estiramento, as cadeias do polimero sdo orientadas longitudinalmente em relacao
as fibras, melhorando sua aproximagcao e facilitando um maior indice de cristalinidade,
o que influencia diretamente as propriedades mecéanicas (Sweeney et al., 2014).
Como observado nos resultados de difratometria de raios-X (DRX) (Figura 18), os fios
nao tensionados apresentaram um menor indice de cristalinidade em relagdo aos

tensionados.

A Figura 20 mostra os resultados de resisténcia a tracao (MPa) obtidos para

ambas as condi¢des de secagem dos fios.
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Figura 20 - Grafico de Resisténcia a Tragdo (MPa) dos fios tensionados e nao tensionados durante a
secagem.

Assim como a resisténcia a carga (N), a resisténcia a tracao (MPa) também
foi influenciada positivamente pela condicdo de secagem sob tensionamento (p-valor
=0,0025). Os fios tratados (247,88 £ 12,61) apresentaram um aumento na resisténcia
a tracao de 43,25 % em relacao aos fios sem tratamento (173,04 £ 8,63). Sweeney et
al. (2014) também observaram esse mesmo efeito em fibras tensionadas, e
concluiram que o alinhamento das cadeias poliméricas provoca uma maior resisténcia
a tracao ao longo da direcéao de carregamento. Copeland et al. (2015) obtiveram fibras
de seda natural, a partir da proteina do leite de cabra, pelo método de fiagdo umida,
apods a coagulacao foi aplicado um estiramento, e observaram um aumento das
propriedades mecanicas dos fios, atribuido ao alinhamento das cadeias poliméricas
no interior das fibras.

Os resultados de deformacao obtidos para os fios em ambas as condi¢oes de
secagem sao apresentados na Figura 21.
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Figura 21 - Grafico de Deformacao (%) dos fios tensionados e ndo tensionados durante a secagem.

Ao contrario do efeito observado para os valores de carga maxima (N) e
resisténcia a tracao (MPa), a condicao de estiramento durante a secagem provocou
um decréscimo na capacidade do fio em se deformar. O fio tratado (2,28 + 0,18)
apresentou um decréscimo de 10,24 % na deformacéo, em relagdo ao nao tratado
(2,54 £0,05). O p-valor = 0,0285, obtido no teste t-pareado, confirma a influéncia
negativa do tratamento na deformacéo das fibras. Isso ja era esperado, uma vez que
um indice de cristalinidade maior, implica em um maior médulo de elasticidade, maior
restricdo ao escorregamento das cadeias poliméricas, 0 que reduz a capacidade de
deformacéao sob tragcédo da fibra (El-Hadi et al., 2002).

A partir dos resultados para os fios monofilamentares, o tensionamento
durante a secagem também foi adotado para a obtencao dos fios multifilamentares.
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4.2 Caracterizacao dos Fios Obtidos

4.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de
avaliar a superficie e a secao transversal dos fios obtidos, para tanto, as amostras
sofreram fratura criogénica com nitrogénio liquido e foram recobertas com ouro. As
Figuras 22, 24 e 25 apresentam as imagens de MEV dos fios mono, bi e trifilamentar,

respectivamente.

Nas Figura 22b, observa-se um fio monofilamentar de superficie lisa,
compacta e de formato cilindrico bem definido, com algumas ranhuras (seta
vermelha), provenientes provavelmente do perfil utilizado na fiagdo ou ainda do
estiramento durante a secagem. Ha ainda a presenca de algumas particulas (setas
brancas), que possivelmente sao residuos de lactato de sédio, provenientes da reacao
acido-base que da origem as fibras de quitosana durante a fiagdo umida.

O lactato de sédio é um subproduto nao téxico, usado como agente
antimicrobiano, comercialmente utilizado como conservantes na industria alimenticia,
demonstrando efeito inibidor sobre o crescimento de algumas bactérias de
deterioracao de alimentos e atividade antimicrobiana contra o Staphylococcus Aureus
(Wit e Rombouts, 1990; Cabezas-Pizarro et al., 2018). Além disso, segundo Comstock
e Udenfriend (1970) o lactato pode desempenhar um papel importante na ativacao de
enzimas formadoras de colageno. De acordo com Trabold et al. (2003) e Porporato et
al. (2012) o acumulo de lactado pode promover a angiogénese e deposicao de
colageno, acelerando o processo de cicatrizacdo. Diante disso, a presenca de lactato
de sodio na superficie das fibras pode ser benéfica, e apresentar efeito sinérgico com

as propriedades biolégicas da quitosana.
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Figura 22 - Micrografias do fio monofilamentar; secao longitudinal, aumento de 100x (a) e 500x (b);
sec¢éo transversal, aumento de 600x (c) e 2000x (d).

Na Figura 22c observa-se a sec¢ao transversal do fio monofilamentar. O fio
apresenta uma morfologia pele-nucleo tipica de filamentos obtidos por fiagcdo umida.
A Figura 23 ilustra a estrutura pele-nucleo de fibras formadas por fiagcado a Umido de
acordo com Panar et al. (1983).
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Figura 23 - Modelo da estrutura pele e nucleo para fiabras obtidas por fiagdo umida. Adaptado de (Panar
et al., 1983).

Como visto nos resultados de cinética de coagulacado (Figura 15), durante o
estagio de coagulacdo, no processo de fiagdo Umida, a pele das fibras formadas
coagula rapidamente no instante inicial em que estas entram em contato com o banho
de coagulacao, enquanto o nucleo tem tempo para relaxar. Esse fenébmeno resulta em
uma microestrutura onde as cadeias poliméricas superficiais estdo uniformemente
orientadas axialmente, enquanto as do nucleo sdo empacotadas e ordenadas
imperfeitamente, dando origem a vazios (Dawelbeit et al., 2014). Vazios maiores sao
ainda formados pelo consumo do solvente durante a reagédo de coagulacéo (Yang,
2000).

As imagens de MEV da secédo transversal dos fios foram tratadas com o
auxilio do software ImageJ com o objetivo de medir o tamanho médio dos poros
presentes no nucleo das fibras. O tamanho médio dos poros para o fio monofilamentar
foi de 0,144 + 0,06 um.

Nas Figura 24b observa-se um fio composto por dois filamentos torcidos entre
si em configuracdo “S” de acordo com Chawla (2016). Percebe-se uma superficie
compacta, ausente de poros e a distingao entre os filamentos é nitida. Assim como no
fio monofilamentar, ha particulas aderidas a superficie do fio (setas brancas), que

provavelmente tém origem no processo de coagulagao dos fios.
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CERTBIO D6,8 x500 200 um

CERTBIO 2019/05/02 11:22 L D6,8 x100 1 mm

(a) (b)

CERTBIO 2019/05/02 10:29 L D7,0 x600 100um  CERTBIO 2019/05/02 10:25 L D7,0

(c) (d)

Figura 24 - Micrografias do fio biflamentar; secao longitudinal, aumento de 100x (a) e 500x (b); se¢ao
transversal, aumento de 600x (c) e 2000x (d).

Observa-se na Figura 24c¢ que o fio biflamentar preserva as caracteristicas
dos filamentos individuais e que apresenta o mesmo aspecto de fratura do fio
monofilamentar (Figura 22c). A estrutura pele-nucleo também é observada aqui e 0
tamanho médio dos poros foi de 0,264 + 0,14 um. Essas semelhangas entre as
estruturas internas dos fios ja eram esperadas, uma vez que os fios biflamentares sao
construidos a partir dos filamentos individuais, ja formados pela coagulagcédo durante a
fiagdo umida.

A superficie e a secdo transversal do fio composto por trés filamentos é
apresentada nas Figura 25b. Assim como nas micrografias do fio bifilamentar (Figura
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24), aqui também se observa uma superficie lisa, compacta e ausente de poros, onde
pode-se distinguir nitidamente os trés filamentos que constituem o fio. Os filamentos
também sao torcidos na configuracdo “S” de acordo com Chawla (2016). Da mesma
forma que nos outros fios, sob um aumento maior (500x, Figura 25b), observa-se a
presenca de particulas aderidas a superficie dos filamentos (setas brancas).

CERTBIO 2019/05/02 10:57 L D7,0 x100 1mm

CERTBIO 2019/05/02 10:58 L D7,0 x500 200 um

(a) (b)

CERTBIO 2019/05/02 10:51 L D7,3 x600 100um  CERTBIO 2019/05/02 10:48 L D72 x2,0k 30 um

(c) (d)

Figura 25 - Micrografias do fio triflamentar; secao longitudinal, aumento de 100x (a) e 500x (b); secao
transversal, aumento de 600x (c) e 2000x (d).

Observa-se que da mesma forma que o fio bifilamentar (Figura 24c), o fio
triflamentar também conserva as caracteristicas individuais dos filamentos o constitui
(Figura 25c). A geometria cilindrica, com morfologia pele-ndcleo e o aspecto de fratura
sao mantidos; o tamanho médio dos poros foi de 0,210 + 0,15 um.
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A microscopia eletrdnica também foi utilizada para a medicdo precisa do
didmetro dos fios. As medidas foram obtidas a partir das micrografias dos fios, com
uso do software Imaged e os resultados sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Diametro dos fios obtidos por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Tipo de fio Diametro (mm)
Monofilamentar 0,171 £ 0,002

Bifilamentar 0,260 £ 0,013

Trifilamentar 0,312 + 0,022

Os acréscimos nos didmetros foram de 52,05 e 82,46%, para os fios bi e
triflamentar, respectivamente, em relagédo ao fio monofilamentar. Esses aumentos de
didmetro nos fios multifilamentares provocam um aumento na carga maxima que o fio

€ capaz de suportar, como pode ser verificado a seguir.

4.2.2 Ensaio Mecanico sob Tracao

Os fios mono e multiflamentares obtidos foram caracterizados em relacao as
propriedades mecanicas sob tracdo. Foram avaliadas a carga maxima (N) suportada
e a resisténcia a tracao (MPa) dos fios.

A Figura 26 apresenta os resultados de carga maxima (N) e resisténcia a

tracdo (MPa) obtidos para as variantes de fios.

Observa-se um comportamento inverso entre a carga maxima e a resisténcia
a tracao suportada pelos fios. A carga maxima aumenta quase que proporcionalmente
com o numero de filamentos presentes no fio (1, 2 ou 3). O fio biflamentar apresentou
uma carga maxima média 43,43 % maior que o fio monofilamentar. Ja o fio
trifilamentar exibiu acréscimos de 88,82 e 31,64 % na carga maxima média suportada
em relacdo aos fios mono e bifilamentar, respectivamente. De acordo com o teste
estatistico realizado, as médias de carga maxima diferem estatisticamente (p-valor <
0,05). Este efeito também foi observado por Silva, Silva, et al. (2019), ao obter fios
mono e multiflamentares a partir da fiacdo a Umido da quitosana, seguida de torcao

dos filamentos. A resisténcia a tragdo seguiu um padrao inverso, diminuindo com o
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namero de filamentos no fio. Em relacao ao fio monofilamentar, a perda de resisténcia
a tracao foi de 16,93 % para o fio biflamentar e 47,64 % para o fio triflamentar. As
médias de resisténcia a tracdo também diferem estatisticamente (p-valor < 0,05).
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Figura 26 - Grafico de Carga Maxima (N) e Resisténcia a Tracdo (MPa) obtidas para os fios mono e
multifilamentares.

A torcao dos filamentos para a construcao dos fios multifilamentares contribui
para um estado de tensdes residuais apds o processo. Isso leva a uma distribuicao
desigual da carga em toda a secao transversal do fio, levando a reducao da resisténcia
a tracao (Chawla, 2016; Gafurov et al., 2018).

4.3 Caracterizacao das Telas Obtidas
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4.3.1 Avaliacao dos Revestimentos

Inicialmente, foram testadas trés solugdes de revestimento, com 1, 1,5e 2 %
(m/V), na tela produzida a partir dos fios monofilamentares. Foram avaliadas as
propriedades mecanicas sob tracdo e a morfologia do revestimento formado.

4.3.1.1 Propriedades Mecéanicas sob Tragdo

As propriedades mecénicas das telas monofilamentares revestidas com as
solucdes de quitosana a 1, 1,5 e 2 % foram avaliadas. Os valores de carga maxima

(N) obtidos para as trés composicoes sao apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Gréfico de Carga Maxima (N) suportada pelas telas revestidas com solugdes de quitosana
al,1,5e2%.

Observa-se que as médias de carga maxima ficaram proximas, fato
confirmado pelo teste estatistico t-pareado. Apenas as telas revestidas com as
solugdes de 1,5 e 2 % de quitosana diferem estatisticamente entre si (p-valor =
0,0504). A tela revestida com 1% de quitosana nao difere estatisticamente das outras

composicdes (p-valor > 0,05).

Os valores de resisténcia a tracao (MPa) obtidos para as variantes de
revestimento nas telas sdo apresentados na Figura 28.
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Observa-se que, assim como nos valores de carga maxima média, as médias
de resisténcia a tracao também ficaram préximas. O teste estatistico t-pareado
confirmou que a resisténcia a tracao das telas nao foi influenciada pela porcentagem
de quitosana na solucéo de revestimento (p-valor > 0,05).
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Figura 28 - Gréfico de Resisténcia a Tracdo (MPa) suportada pelas telas revestidas com solugbes de
quitosanaa 1, 1,5 e 2 %.

Assim, a carga maxima e a resisténcia a tracdo das telas nado foram
influenciadas pela concentracdo de quitosana do revestimento na faixa estudada.
Wang et al. (2012) produziram uma malha de poli (L -lactideo-co-glicolideo) (PLGA) e
a revestiram com um hibrido de colageno e quitosana para aplicagdo em engenharia
de tecidos. Em seus resultados, também observaram que as propriedades mecanicas

da malha ndo foram significativamente afetadas pelo revestimento.

Os resultados de deformacdo obtidos para as amostras com diferentes
revestimentos sdo apresentados na Figura 29.

A deformacao das telas apresentou um comportamento decrescente com o
teor de quitosana no revestimento. Isso ocorre pois, provavelmente, quanto maior a
concentracdo de quitosana na solucado, maior 0 emaranhamento das cadeias € mais

material é depositado sobre os filamentos, restringindo sua deformacao (Mucha, 1997;
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Hwang e Shin, 2000; Wyatt et al., 2011). Entretanto, as amostras revestidas com as
solucoes de 1 e 1,5 % apresentaram médias de deformacdo que nao diferem
estatisticamente entre si (p-valor = 0,2254). Apenas a amostra com revestimento da
solugdo com 2 % de quitosana apresentou média de deformacédo estatisticamente
diferente das demais amostras (p-valor < 0,05).
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Figura 29 - Grafico de Deformacéao (%) suportada pelas telas revestidas com solu¢des de quitosana a
1,1,5e2 %.

Os resultados do ensaio de tracdo nao foram conclusivos para determinar a
melhor concentracdo de quitosana no revestimento em termos de propriedades
mecanicas. Entretanto o aumento da concentracdo de polimero na solugdo de
revestimento de 1,5 para 2 % provocou uma reducéo de 60,17 % na deformacéao da
tela. O que poderia influenciar as propriedades de manipulacao das amostras quando
aplicadas. Diante do exposto, o fator determinante para a escolha da melhor
concentragcdo de quitosana na solugcdo de recobrimento foi a morfologia do

revestimento formado, como sera visto a seguir.

4.3.1.2 Morfologia
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As Figuras 30, 31 e 32 apresentam, respectivamente, as imagens obtidas por
microscopia 6tica das amostras revestidas com a solucdo nas trés concentracoes
inicialmente estudadas, 1, 1,5 e 2% de quitosana, respectivamente.

Analisando as imagens, é possivel perceber que para a concentracado de 1 %
(Figura 30) o revestimento n&o foi uniforme, observa-se que as aberturas da tela ndo

foram totalmente fechadas.

Figura 30 - Imagens de microscopia otica da amostra revestida com solugdo de quitosana 1 %.
Aumentos de (a) 20x, (b) 40x e (c) 80x. A barra de ampliagao corresponde a 1 mm.

A baixa viscosidade da solucdo, provavelmente, impediu o completo
preenchimento das aberturas da tela, resultando nos defeitos observados nas

micrografias.

Em relagdo ao ensaio mecanico sob tracdo observa-se que a presenca

dessas imperfeicdes nao influenciou significativamente as propriedades mecanicas da
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tela (Figuras 27, 28 e 29). Entretanto, defeitos desse tipo poderiam influenciar as
propriedades da tela em ambiente biolégico, como grau de intumescimento, cinética
de biodegradacao e interacdo com o tecido vivo.

Na Figura 31 observa-se o revestimento formado pela solucdo com
concentracao de 1,5 % de quitosana.

Figura 31 - Imagens de microscopia ética da amostra revestida com solu¢do de quitosana 1,5 %.
Aumentos de (a) 20x, (b) 40x e (c) 80x. A barra de ampliagao corresponde a 1 mm.

Observa-se que o revestimento foi efetivo, produzindo células fechadas e de
aspecto homogéneo por toda a amostra.

E provavel, que neste caso, uma maior concentracdo de quitosana na solugao
resultou em uma melhor aderéncia a tela. Uma quantidade maior de polimero provoca
aumento nos pontos de emaranhamento das cadeias poliméricas, aumentando a
viscosidade da solucao e evitando o fluxo desta através das aberturas da tela.
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Na Figura 31 observa-se que a morfologia do revestimento formado pela
solucdo com concentracao de 2 %, mostrou-se semelhante ao formado pela solucéo
com concentracdo de 1,5 %. O revestimento mostrou-se homogéneo em toda a
extensdo da amostra, sem a presenga de falhas.

Figura 32 - Imagens de microscopia otica da amostra revestida com solugdo de quitosana 2 %.
Aumentos de (a) 20x, (b) 40x e (c) 80x. A barra de ampliagao corresponde a 1 mm.

Apesar da semelhanga morfoldgica entre os revestimentos formados pelas
solugdes com 1,5 e 2 % de quitosana, optou-se continuar a pesquisa utilizando a com
a primeira opgao (1,5 %) uma vez que esta proporcionou uma maior taxa de
deformacado a amostra, de acordo com os resultados do ensaio de tragao (Figura 29).
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4.3.2 Microscopia Optica (MO)

Uma vez fixada a concentracao de quitosana na solugéo de revestimento em
1,5 %, prosseguiu-se com producgdo das telas a partir dos fios multifilamentares. Os
resultados de microscopia 6tica no modo transmissao e reflexdo para as amostras

mono, bi e triflamentares s&o apresentados nas Figuras 33, 34 e 35, respectivamente.

(c) (d)

Figura 33 - Imagens de microscopia ética da amostra preparada com fios monofilamentares revestida
com solugdo de quitosana 1,5 %. Aumentos de (a) 20x, (b) 40x e (c) 100x obtidos no modo transmisséo
e (d) 160x obtido por reflexdo. A barra de ampliagao corresponde a 1 mm.

Observa-se na Figura 33a que a abertura e o revestimento da tela sao

uniformes ao longo da estrutura. O software ImageJ foi utilizado para medir a abertura
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das telas. A abertura da tela construida a partir dos fios monofilamentares foi de
4,87+0,30 mm?.

A Figura 34 apresenta as imagens de MO das amostras obtidas pela
tecelagem de fios bifilamentares.

(©) (d)

Figura 34 - Imagens de microscopia ética da amostra preparada com fios bifilamentares revestida com
solucdo de quitosana 1,5 %. Aumentos de (a) 20x, (b) 40x e (c) 100x obtidos no modo transmisséo e
(d) 160x obtido por reflexdo. A barra de ampliagédo corresponde a 1 mm.

E possivel observar claramente a estrutura do fio formada por dois filamentos
distintos sob os variados aumentos. A configuragéo torcida do fio fica mais evidente
sob maiores ampliacdes (Figuras 34b e 34c). O revestimento é homogéneo em toda
a extensao das amostras, sem a ocorréncia de defeitos. A abertura média da amostra
foi de 4,18+0,39 mm?2.
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Na Figura 35 sao apresentadas as imagens obtidas por MO das amostras

produzidas com fios triflamentares.

lﬂl!h!ﬂk, m
WIIMM
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Figura 35 - Imagens de microscopia 6tica da amostra preparada com fios trifilamentares revestida com
solugéo de quitosana 1,5 %. Aumentos de (a) 20x, (b) 40x e (c) 100x obtidos no modo transmissao e
(d) 160x obtido por reflexdo. A barra de ampliagédo corresponde a 1 mm.

Observa-se um revestimento homogéneo ao longo da amostra sem defeitos
de preenchimento, assim como as demais. A configuracao trifilamentar fica clara em
aumentos maiores (Figura 35d). A abertura média da amostra foi de 3,86+0,37 mm?.

Como observado por Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. (2019), o tamanho de poros
(ou abertura) de malhas tecidas é determinado pelo didmetro dos fios, didmetro e
distancia entre os pinos do tear. Uma vez que ndo foram variados o didmetro e a

distancia entre os pinos, a reducéo da abertura média das telas com o aumento do
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namero de filamentos nos fios se deve ao didametro do fio utilizado na tecelagem, como

apresentado na Tabela 5.

4.3.3 Ensaio Mecanico sob Tracao

As propriedades mecanicas das telas mono e multifilamentares revestidas
com a solugcdo de quitosana a 1,5 % foram avaliadas, a fim de verificar o
comportamento das amostras quando submetidas a cargas de tracédo. Os valores de
carga maxima (N) obtidos para os trés tipos de amostra sdo apresentados na Figura
36.
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Figura 36 - Grafico de Carga Maxima (N) suportada pelas telas mono e multifilamentares revestidas
com solucao de quitosana a 1,5 %.

Observa-se que as médias de carga maxima suportada pelas telas mono e
bifilamentares ficaram préximas, diferindo em 4,7 %, porém diferem estatisticamente
(p-valor = 0,030). O efeito do acréscimo de filamentos foi maior para a tela produzida
com fios trifilamentares. Foi observado um aumento na carga maxima suportada de

75,71 € 67,90 % em relacdo as telas mono e bifilamentar, respectivamente.

Os valores de resisténcia a tracao (MPa) obtidos para as amostras sao

apresentados na Figura 37.
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Figura 37 - Gréafico de Resisténcia a Tracao (MPa) das telas mono e multiflamentares revestidas com
solugéo de quitosana a 1,5 %.

Assim como foi observado com a variagao da concentracao de quitosana no
revestimento (Figura 28), as médias de resisténcia a tracdo das telas ficaram
préximas. Apenas as telas fabricadas com fios mono e triflamentares apresentaram
médias que diferem estatisticamente (p-valor = 0,0154). Esse efeito se deve ao fato
de que, provavelmente, o aumento na carga suportada no ponto de resisténcia a
tracao foi proporcional ao aumento na area da se¢ao transversal da amostra, a medida

gue o numero de filamentos no fio incrementa na espessura da amostra.

Na Figura 38 sdo apresentados os resultados de deformacdo para as
amostras mono e multiflamentares. Observa-se que as médias de deformagéo foram

semelhantes, nao diferindo estatisticamente (p-valor > 0,05).
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Figura 38 - Gréfico de Deformagao (%) apresentada pelas telas mono e multiflamentares revestidas
com solugao de quitosana a 1,5 %.

4.3.4 Grau de Intumescimento

O grau de intumescimento das telas foi avaliado em relacado a variacao de
massa das amostras em periodos de 0, 0,5, 1, 5, 10, 20 e 24 horas. Além disso, foram
avaliadas as propriedades de carga maxima suportada (N), resisténcia a tracao (MPa)
e deformacao (%) das amostras ao final do periodo de 24 horas de intumescimento.
Para tanto, amostras das telas compostas por fios mono e multiflamentares e
revestidas com solucdo de quitosana a 1,5% foram incubadas em solucdo de PBS
(pH =7,4) a 37x1°C.

A Figura 39 apresenta o perfil de variagdo de massa (Am = mt- mo) das
amostras (com area de aproximadamente 100 mm?) das amostras com o tempo de

exposicao a solucao de PBS.

Observa-se que as amostras compostas por fios multifilamentares
apresentaram maior variacao de massa, ou seja, absorveram uma maior quantidade
de PBS, sendo a amostra triflamentar aquela que mais absorveu solugao. Isso se
deve a maior quantidade de filamentos por unidade de area nas telas

multifilamentares. A absorcdo de tampéo salino atingiu seu maximo em 1 hora para
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todas as amostras avaliadas, apds esse periodo, ocorram flutuacdes de massa em

torno de um valor médio de equilibrio.
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Figura 39 - Gréfico do perfil de variagdo de massa (d) das telas mono e multifilamentares revestidas
com solucao de quitosana 1,5 % com o tempo de intumescimento.

O intumescimento de materiais a base de quitosana em solugcdes aquosas se
deve a formacéo de ligacées de hidrogénio entre as moléculas de agua absorvidas e
os grupos hidroxila (-OH) e amino livre (-NH2) da quitosana (Yao et al., 1998; Yodkhum
e Phaechamud, 2014). Assim, a quantidade de agua absorvida é proporcional a
disponibilidade desses grupos, ou seja, da quantidade (massa) de quitosana na
amostra. O que justifica as maiores absorcbes de agua pelas amostras

multifilamentares.

Assim, realizou-se o célculo do grau de intumescimento (Gl) das amostras de
telas em cada tempo de intumescimento de acordo com a Equacéao 1, os resultados
séo apresentados na Figura 40.
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Figura 40 - Grafico do Grau de Intumescimento (%) médio para as telas mono e multiflamentares
revestidas com solucao de quitosana a 1,5 %.

Observa-se que as amostras apresentaram perfis de intumescimento
semelhancas entre si, ndo diferindo estatisticamente (p-valor > 0,05) em todos os
pontos estudados. Tém-se ainda que apdés o periodo de 1 hora, o grau de
intumescimento tende a diminuir, entretanto, dentro do periodo estudado, oscilaram
em torno do intumescimento de equilibrio (180,6 = 12,9 %). Esse intumescimento de
equilibrio é resultado do equilibrio das forgcas osmoéticas determinado pela
hidrofilicidade e pela elasticidade da rede polimérica (Felinto et al., 2007). Estes
resultados estdo de acordo com resultados encontrados na literatura para materiais a
base de quitosana (Khalid et al., 2002; Felinto et al., 2007; Yodkhum e Phaechamud,
2014).

De acordo com Wu et al. (2014), o comportamento mecanico a umido de
scaffolds e curativos de feridas € mais importante que o estado seco. Assim, foram
realizados ensaios mecanicos sob tracdo em amostras das telas submetidas a 24
horas de intumescimento, e os resultados comparados com os do estado seco
(Figuras 36, 37 e 38). Os resultados sao apresentados a seguir, nas Figuras 41, 42 e
43.

Na Figura 41, sdo apresentados os resultados de carga maxima (N) suportada

pelas amostras antes e apds o intumescimento.
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Figura 41 - Gréfico de Carga Maxima (N) suportada pelas amostras antes e apés o periodo de 24h de
intumescimento.

Observa-se que a absorcédo da solucdo do PBS provocou a diminuigdo da
carga maxima (N) suportada pelas amostras em comparacao com os resultados a
seco. As amostras mono, bi e trifilamentares apresentaram reducdes de 48,5, 39,6 e
56,6 % na carga maxima suportada, respectivamente. O comportamento crescente
com o numero de filamentos nos fios € mantido no estado umido. Entretanto, apenas
as amostras compostas por fios mono e triflamentares diferem estatisticamente (p-
valor < 0,05).

Os valores de resisténcia a tragao (MPa) obtidos para as amostras em ambas
as condicbes, seco e umido, sdo apresentados na Figura 42. Observa-se que, assim
como a carga maxima suportada, a resisténcia atracao (MPa) das amostras também
foi afetada negativamente pelo intumescimento. As redugdes foram de 34,7, 29,7 e
38,6% para as amostras mono, bi e triflamentares, respectivamente. No estado
umido, apenas as amostras mono e bifilamentares apresentaram médias de
resisténcia a tracdo que diferem estatisticamente (p-valor < 0,05). Contudo, todas as
amostras apresentaram resisténcia a tragdo similar a da derme nativa humana
(Gennisson et al., 2004).
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Figura 42 - Grafico de Resisténcia a Tracdo (MPa) das amostras antes e apds o periodo de 24h de
intumescimento.

Na Figura 43 sao apresentados os resultados de deformacdo das amostras

em ambas condicdes, secas e intumescidas.
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Figura 43 - Grafico da Deformacéao (%) apresentada pelas amostras antes e apos o periodo de 24h de
intumescimento.
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Pode-se observar que, ao contrario das demais propriedades avaliadas, a
deformacao das telas foi afetada positivamente pelo intumescimento das amostras. O
aumento foi da ordem de aproximadamente 30 vezes para todas as amostras
avaliadas. Isso ocorre pois, provavelmente, as moléculas de agua absorvidas pelas
amostras interferem com as ligacdes de hidrogénio intermoleculares das cadeias da
quitosana, causando o efeito semelhante ao de um aditivo plastificante, onde as
interacGes entre as cadeias poliméricas sdo diminuidas, facilitando o deslizamento de
uma cadeia em relacdo a outra durante os esforcos de tragdo; melhorando a
capacidade do polimero em se deformar (Remunan-Lépez e Bodmeier, 1997; Blasi et
al., 2005; Alamri e Low, 2012).

A reducao nas propriedades mecanicas em condicdes Umidas esta de acordo
com resultados reportados na literatura por outros autores (Li et al., 2007; Wang et al.,
2012; Oh e Hwang, 2013). Aghaei-Ghareh-Bolagh et al. (2019) obtiveram resultados
semelhantes ao avaliarem telas obtidas por tecelagem manual de fios
multifilamentares eletrofiados de tropoelastina e fibroina de seda, nos estados seco e
umido. Os autores observaram a reducao da resisténcia a tracdo e o aumento da

deformacao das telas, ao passar do estado seco para o intumescido.

4.3.5 Biodegradacao Enzimatica in vitro

A biodegradacao enzimatica in vitro das amostras de telas desenvolvidas foi
avaliada por perda de massa no periodo de 5 semanas (35 dias) de incubacao em
solugédo tampao de PBS contendo lisozima (pH = 7,34), na concentragao de 1,5 ug/mL,
a 37 £ 1 °C. A Figura 44 apresenta os valores de perda de massa para as amostras
de telas compostas por fios mono, bi e trifilamentares.
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Figura 44 - Grafico do perfil de biodegradacdo enzimatica das telas mono e multiflamentares em
solugéo de PBS/Lisozima pelo periodo total de 5 semanas.

No periodo de até duas semanas, ocorrem apenas flutuagdes de massa,
ocasionadas pelo processo de intumescimento das amostras, e interagdes entre o

fluido de degradacéo e as regides amorfas e cristalinas das amostras.

E possivel observar que a perda de massa tem inicio a partir da segunda
semana de ensaio. Em cinco semanas (tempo total de duragédo do ensaio), as perdas
de massa foram de 80,3+17,8 % para a amostra composta por fios monofilamentares,

57,9420,2 % para a amostra bifilamentar e 38,8+17,2 % para a amostra triflamentar.

Observa-se que a configuracao dos fios presentes na amostra influenciou a
forma como esta sofre perda de massa com o processo de biodegradacao enzimatica.
Uma vez que o ensaio foi conduzido usando aproximadamente 5 mL da solucao de
PBS/Lisozima para cada cm? de area superficial da amostra (10 mL para amostras de
1 cm X 1 cm), o processo de biodegradacdo das amostras mostrou-se depende da
quantidade de material presente, assim como observado nos resultados de
intumescimento (Figura 39). Comparando as Figuras 33, 34 e 35 (Resultados de
Microscopia Otica) observa-se o acréscimo na quantidade de material por unidade de
area com o aumento no numero de filamentos presentes nos fios que compoe as telas.

Desta forma, as amostras multiflamentares apresentam uma taxa de degradacgao



86

menor em relacdo as amostras monofilamentares, quando expostas as mesmas

condicdes de pH e concentracdo enzimatica.

Um aspecto importante no uso de materiais poliméricos como sistemas de
liberacdo controlada de drogas é o seu destino metabdlico no corpo, ou seja, sua
biodegradacdo (Kean e Thanou, 2010). A lisozima é a principal responsavel pela
degradacao da quitosana no corpo humano. O comportamento de degradacao in vitro
da quitosana é geralmente avaliado usando lisozima de clara do ovo de galinha
(Etienne et al., 2005; Freier et al., 2005; Neamnark et al., 2007), uma vez que esta
cliva a quitosana em suas sub unidades, N-acetil-glucosamina e glucosamina (Figura
1) (Tanuma et al., 2010), facilitando sua absorcéo e/ou eliminacao através das vias
metabdlicas normais (Kean e Thanou, 2010). Além disso, a cinética de liberacao de
drogas € diretamente influenciada pela velocidade com a qual a matriz polimérica se
degrada (Kamaly et al., 2016).

De fato, em sistemas de liberagdo de drogas controlados por degradacéo da
matriz, o farmaco esta fortemente ligado e distribuido uniformemente por toda a
matriz, sua liberagéo ocorre apenas com a degradacao desta, uma vez que a difuséo
do farmaco é lenta em comparacdo com a degradagdo da matriz (Bansode et al.,
2010).

Assim, pode-se afirmar que, em relacao aos perfis de degradacao enzimatica,
as telas produzidas com diferentes configuracdes de fios, poderdo apresentar
diferentes perfis de liberacao de drogas, quando aplicadas como DDSs, propriedades

que podem ser adequadas a diferentes necessidades de tratamentos.

4.3.6 Citotoxicidade in vitro

Apés a incubacgao de 24 horas da aplicacdo das amostras sobre as culturas
celulares, avaliou-se o grau de citotoxicidade, a morfologia e coloracdo das células

sob e ao redor das amostras e dos controles.

Mediu-se a extensdo da area descorada (células mortas) do controle positivo
a partir da distancia entre a extremidade da amostra e a borda do pog¢o da placa, de

acordo com a Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados das zonas de descoramento celular medida nos diferentes quadrantes.

1°Q 2°Q 3°Q 4°Q Média Media
geral
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

00 00 00 00 00
Amostra = 0 00 00 00 00 0
Controle 00 00 00 00 00
Negativo 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0
Controle 102 1041 1041 102 10,15

Positivo 10,2 10,1 10,2 10,3 10,2

Branco -

0,0

10,17

A validade do ensaio foi confirmada a partir das respostas das células na
presenca dos controles positivo, negativo e branco. Os controles negativo e branco
apresentaram auséncia de reacao citotéxica (grau 0, de acordo com a Tabela 4), ja o

controle positivo apresentou citotoxicidade severa (grau 4, de acordo com a Tabela 4.

As amostras da tela ndo apresentaram formacado de halos resultantes da
morte celular, apresentando grau de citotoxicidade 0 (auséncia de citotoxicidade), de
acordo com a norma ISO 10993-5 (2009), resultado semelhante ao apresentado pelo
controle negativo. A Figura 45 apresenta as fotomicrografias obtidas através do
microscopio invertido para os controles positivo e negativo, além da amostra da tela

de quitosana.

O corante vermelho neutro adicionado ao meio de cobertura é captado
rapidamente pelas células vivas, armazenado em lisossomos, corando-as de
vermelho. Durante o processo de lise celular, as células coradas liberam o corante
produzindo regiées com células mortas descoradas. (Grasso et al., 1973). Na Figura
45 possivel observar a morfologia celular ao redor dos controles e da amostra.

Observa-se a auséncia de descoramento ao redor e sob a amostra (Figura
45c), semelhante ao controle negativo (Figura 45a), evidenciando a auséncia de
citotoxicidade (grau 0), bem como o descoramento das células provocado pelo
controle positivo (Figura 45b). A auséncia de citotoxicidade da amostra, a classifica

como satisfatoria de acordo com a norma ISO 10993-5 (2009).
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Figura 45 - Imagens obtidas a partir do microscopio de luz invertida das células (L929) ap6s 24 horas
de incubagdo em contato com: (a) controle negativo, (b) controle positivo e (¢) amostra da tela
monofilamentar. As imagens estdo sob a mesma magnificagao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Da Silva et al. (2019) ao avaliarem
a citotoxicidade de filamentos de quitosana pelo método de difusdo em &gar. Os
filamentos com e sem adicdo de N-acetil-D-glucosamina apresentaram auséncia de
citotoxicidade de acordo com a norma ISO 10993-5 (2009), além disso, a morfologia
das células da linhagem L929 n&o foi afetada. Os autores concluiram que as amostras

sao0 promissoras para o uso como material de sutura cirargica absorvivel.

A nao-citotoxicidade de materiais a base de quitosana é vastamente reportada
na literatura. Varias estruturas foram avaliadas, entre elas nanofibras eletrofiadas
(Vulcani et al., 2012; Zhao et al., 2014), nanoparticulas (Mansouri et al., 2004; Rejinold
et al., 2011), microesferas (He et al., 2007) e scaffolds porosos (Xu et al., 2018).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foram desenvolvidas telas a partir da tecelagem de fios mono
e multifilamentares de quitosana obtidos por fiagdo umida. Além disso, etapas do
processo de fiacao umida foram otimizadas para obtencao de fibras com propriedades

mecanicas adequadas ao processo de tecelagem.

As etapas do processo de fiagdo a umido foram otimizadas; o tempo de
coagulacao minimo foi determinado; a eficiéncia da metodologia de secagem foi
confirmada; o tratamento de tensionamento durante a secagem foi decisivo na
melhoria do perfil de cristalinidade das fibras, e consequentemente em suas
propriedades mecanicas.

A quantidade de filamentos presentes no fio determinou suas propriedades
mecanicas; a microestrutura interna exibida pelos filamentos individuais € tipica de
fibras obtidas por fiacdo a Umido; as propriedades mecanicas apresentadas pelos fios
foram adequadas ao processo de tecelagem.

A configuracao do fio utilizado na tecelagem influenciou diretamente a carga
maxima suportada pelas amostras, bem como a variacdo de massa das telas quando

expostas a solucao de PBS; e a cinética de degradacao das amostras.

As amostras apresentaram auséncia de citotoxicidade, grau 0 de acordo com
a ISO 10993-5 (2009); evidenciando sua biocompatibilidade com fibroblastos da
linhagem L929.

Assim, as telas obtidas apresentaram propriedades mecanicas, morfolégicas
e bioldgicas variadas com a configuracdo do fio utilizado na tecelagem. Além se
mostraram biocompativeis, apresentando potencial para possiveis aplicacbées no
campo biomédico, como curativos bioativos, enxertos para engenharia de tecidos,
reforco para tecidos moles ou ainda como sistema de liberacdo controlada de

farmacos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Incorporar farmacos as telas e avaliar sua cinética de liberacao;

e Avaliar a influéncia de agentes reticulantes nas propriedades mecéanicas, grau
de intumescimento e cinética de degradacao das amostras;

e Avaliar a influéncia da associacao da quitosana com outros materiais para
formar blendas, nas propriedades fisico-quimicas e biologicas das telas.

e Realizar estudo in vivo das amostras;
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