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RESUMO

A quitina é o segundo polissacarideo natural mais abundante depois da
celulose. E biodegradavel, ndo téxico e encontrado em ambiente marinho como
microfibrilas cristalinas ordenadas formando componentes no exoesqueleto de
artropodes e nas paredes celulares de alguns fungos e bactérias. Propriedades
como a biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade exibida pelas
fibras de quitina combinadas com propriedades mecanicas adequadas torna
estas, candidatas para aplicagbes como material de sutura. Este trabalho tem
como objetivo a obtencéo e caracterizagao fisico-quimica e estrutural, de fibras
de quitina para aplicacdo como fios de sutura, extraida a partir de
exoesqueletos de camardes (espécie: de Litopenaeus vannamei). Esta
pesquisa foi dividida em duas metodologias para um melhor entendimento,
sendo, portanto composto do processo de extragdo da quitina seguido pelo
processo de obtencédo das fibras. As concentragcées de quitina utilizadas na
formacao das fibras foram de 0,5%, 0, 85%, 1%. Dissolvidas no solvente
DMAC/LICl; (5%) e coaguladas em etanol (30%), acetona (70%), agua destilada
(100%), CaCly (2%). O p6é de quitina obtido na primeira etapa desta pesquisa
foi caracterizado através das técnicas de difracdo de raios-X (XRD) e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Através
do DRX foi possivel identificar o tipo de quitina obtida como a alfa quitina, isto
confirma a estrutura da quitina presente na casca de camarao, o FTIR revelou
a auséncia de proteina, confirmando que a quitina obtida pode ser utilizada
como um biomaterial.

As fibras obtidas na segunda etapa desta pesquisa foram caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura SEM/EDS, o qual revelou a influéncia dos
banhos de coagulacdo no diametro das fibras, o aumento do pH no banho de
coagulagédo levou a uma neutralizagdo mais rapida das fibras que quitina,
ocorrendo um fendmeno conhecido como shrink nas fibras. Testes de
intumescimento revelaram a influéncia dos banhos de coagulacao utilizados, as
fibras coaguladas com solventes organicos, possuiram um menor grau de
intumescimento, quando comparadas com as fibras coaguladas em solventes

aquosos. Para os ensaios mecanicos de tracdo tém-se que as fibras na



concentracdo de 0,5% de quitina devido a uma melhor homogeneidade da
solugcdo, possuiam propriedades mecanicas mais adequadas quando
comparadas com as outras fibras produzidas. Os resultados de viabilidade
celular das fibras apresentaram percentagem superior a 90%, evidenciado a
auséncia do solvente nas fibras produzidas. Através dos ensaios de
biodegradacao € possivel observar uma perda de massa nas fibras somente a
partir do quinto dia. Os resultados obtidos demonstram que o objetivo da
pesquisa foi alcangado, de produzir fibras de quitina a partir da casca do
camarao, além de indicarem a possivel aplicagdo deste material como um fio

de sutura.

Palavras-chave: quitina; fibras de quitina; fios de sutura.



ABSTRACT

Chitin is the second most abundant natural polysaccharide after cellulose It is
biodegradable, non-toxic and found in the marine environment as ordered
crystalline microfibrils forming components in the arthropods exoskeleton and
the cell walls of fungi and bacteria. Properties like biocompatibility,
biodegradability, low toxicity exhibited by chitin fibers combined with adequate
mechanical properties make them candidates for applications such as suture
material. This work aims, obtaining and characterize through a physicochemical
and structural characterization of chitin fibers for their use as sutures, extracted
from the shrimp exoskeletons (species: Litopenaeus vannamei). This research
was divided into two methodologies for a better understanding, is composed by
the chitin extraction process followed by the fiber process obtention. The chitin
concentration used in the fibers formation were 0.5% 0 85% 1%. Dissolved in
DMAc / LiCly (5%) solvent and coagulated in ethanol (30%), acetone (70%),
distilled water (100%), CaCl, (2%). The chitin powder obtained in the first step
of this study was characterized using the X-ray diffraction (XRD) and Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) techniques. By XRD it was possible to
identify the chitin obtained as alpha chitin, this confirms the chitin structure
present in the shrimp shell, the FTIR revealed the absence of protein,
confirming that the chitin obtained can be used as a biomaterial. The fibers
obtained in the second step of this study were characterized by SEM / EDS,
which revealed the influence of coagulation baths in the fiber diameter, the
increased pH in the coagulation bath led to a more rapid neutralization of the
chitin fibers, a phenomenon known as shrink. Swelling tests revealed the
influence of the coagulation baths, the fibers coagulated with organic solvent,
owned a lower swelling degree compared to the fibers coagulated in aqueous
solvents. For the tensile test the fibers with a chitin concentration of 0.5% due to
a better solution homogeneity had more adequate mechanical properties,
compared to the other fibers produced. The results for cell viability showed a
percentage of 90%, evidencing the solvent absence in the fiber produced.
Through biodegradation tests is possible to observe a mass loss in the fibers
only from the fifth day. The results demonstrated that the objective was



achieved, to produce chitin fibers from the shell of shrimps, and indicate a
possible application of this material as a suture wire.

Keywords: chitin; chitin fibers; sutures.
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1.  INTRODUCAO

A quitina é um produto natural, de baixo custo, renovavel, biodegradavel
e de grande importancia econ6mica e ambiental. Desde que se tomou
conhecimento dos seus beneficios e aplicacbes, o0 estudo de suas
caracteristicas e o aperfeicoamento do processo de producédo se tornou cada
vez mais investigado (CRAVEIRO; CRAVEIRO A.; QUEIROZ, 1999).

Segundo Assenhaimer e Rubio (2003) este polimero presente nos
exoesqueletos de crustaceos, € gerado pela Industria Pesqueira durante o
beneficiamento do pescado. Em especial, esta matéria prima utilizada no
processo é proveniente das linhas de descasque e retirada do cefalotérax de
camardes, justificando-se a escolha devido a sua extracao e ao montante que
estes residuos representam para a Industria Pesqueira.

O material resultante do beneficiamento do pescado, as cascas e
visceras, geralmente sdo destinados ao mar ou rios, sem a devida
recuperacao, e nao atendem as exigéncias legais, referentes a manutencéo e
equilibrio dos recursos hidricos, descritos na Resolugdo n® 357/05 do CONAMA
(CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE). Na tentativa de reducao do
volume do efluente, muitas empresas enterram clandestinamente a parte sélida
e apenas uma pequena minoria destina, adequadamente, para terceirizadas
responsaveis pela coleta deste tipo de material.

Rathke e Hudson (1994), indicaram que a estrutura da quitina microfibrilar
detém potencial como formador de pelicula e fibra, porém a insolubilidade da
quitina em solventes organicos comuns é uma grande desvantagem em termos
de processamento. Depois de Rinaudo et al. (2001), descreverem a producéao
de fibras de quitina e quitosana pelo método wet spinning, Rajendran e Anand
(2002) discutirem brevemente as propriedades das fibras de quitina e
quitosana, ndo houve tentativas com grandes impactos cientificos a respeito da
producédo, propriedades e aplicacdes das fibras de quitina e quitosana.

Tais propriedades exibidas pelas fibras de quitina e quitosana combinadas
com adequadas propriedades mecanicas fazem delas candidatas para
aplicacbes como material de sutura, sendo este um dos maiores grupos de
materiais implantados utilizados no corpo humano. Estudos recentes abordam

que em termos de bio-absorgcédo a sutura de quitina foi absorvida em 4 meses,



tendo estas sido implantadas em musculos de ratos (HIRANO, 1999).

Quando implantadas no corpo humano, 132 pacientes tiveram uma boa
resposta no que diz respeito a reacao tecidual e boa cicatrizagcdo, ou seja, 0s
resultados clinicos da sutura de quitina sdo aceitaveis, assim como nao houve
reacdes de tecido ou de possiveis infeccoées no local aplicado, ndo foram
constatadas reagdes alérgicas ou de hipersensibilidade, assim como nao houve
nenhum efeito hematolégico adverso. A quitina apresentou uma resisténcia a
tracdo numa condi¢cdo seca, no valor de 2,25 = 0,05 Kg, sendo este valor
semelhante ao Dexon TM (01 = 2,35 + 0,06 Kgf), e muito mais forte que o
catgut (dr = 1,39 + 0,33 Kgf) (KURITA, 1995).

Diante do exposto objetivou-se desenvolver fios de sutura, a partir de fibras
de quitina obtida através dos processos de desmineralizagdo, desproteinizagao

da casca do camarao.

1.2 OBJETIVOS
O objetivo geral desta dissertagdo € o desenvolvimento do processo
de extracao de quitina e obtencao fibras de quitina para aplicagao como
fios de sutura, visando o desenvolvimento deste produto com tecnologia

nacional.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter quitina, extraida a partir da casca do camarao;

¢ Identificar o perfil morfol6gico da quitina;

e Desenvolver do processo de obtencao das fibras de quitina;

e Realizar estudos de biodegradacéao in vitro nos fios;

e Estudar o potencial citotoxico das fibras de quitina produzidas;

e Correlacionar as propriedades morfologicas e quimicas dos fios
investigando a relagdo destas propriedades com a
biodegradabilidade e resisténcia mecénica, determinando quais
as concentracbes sao ideais para se obter um fio de sutura
biodegradavel com as propriedades mecanicas desejadas.
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EXTRACAO E OBTENCAO DA QUITINA




2 INTRODUCAO

A quitina é o segundo mais abundante polissacarideo natural, apdés a
celulose. E biodegradavel, ndo téxica e encontrada no ambiente marinho como
microfibrilas cristalinas ordenadas formando componentes no exoesqueleto de
artropodes e nas paredes celulares de alguns fungos e bactérias. E usualmente
obtida do descarte de processamento de alimentos provenientes do mar,
principalmente das cascas de caranguejos, camardes e lagostas (HIRANO et
al, 1999)

Propriedades como biocompatilidade, biodegrabilidade, baixa toxicidade,
atividade anti-microbiana e baixa imugenicidade conferiram grandes
oportunidades de aplicacao deste polimero, que ganhou grande destaque nao
apenas como um recurso subutilizado, mas também como um novo biomaterial
funcional de alto potencial em diversas areas (JAYAKUMAR et al, 2007).

Muitas revisdes e artigos tém sido publicados a respeito das aplicacbes da
quitina e quitosana, as quais englobam: aplicagcbes farmacéuticas e
biomédicas, producao de papel, acabamentos téxteis, agentes quelantes de
metais pesados, cosméticos, métodos de tratamento de efluentes. A quitina e
quitosana tém se destacado principalmente no campo de biomateriais através
dos recentes progressos na producdo de fibras utilizando a quitina e a
quitosana. Estas fibras podem ser uteis comercialmente para produgdo de
membranas, gases médicas, curativos, suturas, etc. (RINALDO, 2008).

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Quitina: Fontes de quitina e importancia economica

A biomassa tem despertado interesse por parte dos cientistas em
funcéo de ser uma fonte renovavel de energia e de matéria-prima industrial.
A celulose, polissacarideo produzido pela fotossintese das plantas, compde
boa parte da biomassa. Em segundo lugar, encontra-se a quitina, um
polissacarideo encontrado em animais marinhos, insetos e fungos. Sendo
esta encontrada principalmente em exoesqueletos de crustaceos e nas
paredes celulares de alguns fungos. Cascas de crustaceos possuem cerca
de 13 a 42% de quitina onde 30 a 40% sao proteinas e 30 a 50% séo sais



de calcio (SYNOWIECKI, 2003). Segundo Assenhaimer & Rubio (2003),
durante o processamento do camarao, através da etapa de descasque, séo
geradas grandes quantidades de residuo sélido, tendo em vista que a
cabeca e cascas do animal correspondem a aproximadamente 40% de seu
peso total, sendo tal residuo composto por cerca de 70 a 75% de agua.
Devido a constituicdo das cascas de crustdceos tem havido grande
interesse no seu reaproveitamento, embora outros fatores como
abundancia de matéria-prima, utilizacdo de rejeitos fartos oriundos da
industria pesqueira (as carapagas de crustaceos sao indevidamente
rejeitados por este tipo de industria e em muitos casos causam poluicao
local) e crescimento do numero de pesquisas aumentando a potencialidade
de aplicacdo da quitosana, também expressam grande importancia. A
reutilizacdo dessa substancia quimica é muito importante do ponto de vista
ambiental e econémico, porque além de eliminar os residuos da industria
pesqueira, o custo final de producdo € reduzido em cerca de 60%
(MATHUR e NARANG, 1990).

A quitina € um pé esbranquicado que apresenta estrutura cristalina
ou amorfa, insoluvel em &gua, solvente organico e em alguns acidos e
bases diluidas. Em acidos minerais concentrados ocorre degradacao da
cadeia polimérica. Uma das poucas tentativas de solubilizar a quitina é
empregar uma solugdo de N,N-dimetil acetamida contendo 5% de cloreto
de litio ou empregando uma solugdo concentrada a quente de tiocianato de
litio, precipitando a quitina, em seguida pela adicdo de agua, alcool ou
acetona (MATHUR e NARANG, 1990).

As empresas que produzem quitina e quitosana em escala comercial
estdo localizadas no Japao. Estima-se que aproximadamente 100 bilhdes
de toneladas de quitina sdo produzidos, obtidos a partir de exoesqueletos
de caranguejos e camardes, esta quantidade pode ser comparada com a
producéo de celulose por plantas de grande porte. A produgdo aquicola
atingiu recorde histoérico em 2010, em 60 milhées de toneladas, com um
valor estimado de US$ 119 bilhées. Desta producdo 5,7 milhdes de
toneladas (9,6% do total) referem-se a crustaceos distribuidos entre os de

agua doce (6,4%), agua salobra (57,2%) e agua



marinha (3,8%). A producdo de espécies marinhas é dominada por
camardo branco (Litopenaeus vannamei), incluindo a producéo
substancial em agua doce (FAO, 2012). O fato que quitina pode ser
extraida da biomassa, e mesmo a partir de matérias-primas abundantes
e relativamente baratas, consideradas como refugos da atividade
pesqueira voltada para exploragéo industrial de frutos do mar, tem sido
destacado como um fator importante em favor de sua producao, visando

sua utilizagdo em larga escala.

2.1.2 Quitina: Um contexto historico

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 por Braconnot,
quando trabalhava com fungos. O termo quitina deriva da palavra grega
“‘khiton”, significando um revestimento protetor para invertebrados
(FURLAN, 1993 apud PINTO, 2006). Em seu trabalho, o autor afirmou que
0s mesmos continham uma nova substancia que, em sua opinidao, 0 novo
composto era completamente distinto da encontrada nas madeiras
(KNORR, 1991). A partir de entdo, o interesse progressivo na quimica de
quitina resultou no desenvolvimento de muitos estudos que visaram
aumentar o conhecimento sobre as relacdes estrutura/propriedades deste
polimero e seus derivados.

Odier (1823) isolou uma substancia insoluvel contida na
armadura/carapacas dos insetos, a qual passou a chama-la de quitina.
Embora tenha falhado em nao detectar nitrogénio na composicao, foi o
primeiro a relatar as semelhancgas entre as substancias suportes presentes
na armadura dos insetos e nos tecidos vegetais. Existem duvidas se ele
tinha conhecimento da substancia encontrada por Henri Braconnot nos
fungos, pois neste e em trabalhos posteriores, ele ndo fez referéncia sobre
trabalhos anteriores. Posteriormente, Odier também observou a presenga
de quitina na carapaga de caranguejo e sugeriu que ela seria o material
basico na formacédo do exoesqueleto de todos os insetos e possivelmente
dos aracnideos. Entretanto, sé6 mais tarde, em 1843, Payen detectou a
presenca de nitrogénio na quitina (ROBERTS, 1992). Os pesquisadores da
época Odier e Children relataram que, isolaram a quitina com mudltiplos



tratamentos com solucdes de hidroxido de potassio concentrado. Isto pode
ter sido um problema, porque na realidade eles devem ter obtido quitosana
ao invés de quitina, pois a quitina ao ser tratada em meio alcalino
concentrado pode sofrer desacetilagdo. No entanto, a quitosana foi descrita
pela primeira vez em 1859 por Rouget. Este nome foi proposto em 1894
por Hoppe-Seyler pelo fato de que esta substancia possui quantidade de
nitrogénio igual a quitina original. (ROBERTS, 1992, NIFANT’EV,1998).
Devido a grande similaridade entre celulose, quitina e quitosana, uma
enorme confusdo estabeleceu-se entre elas e manteve-se até o inicio do
século XX, quando as pesquisas demonstraram definitivamente que se
tratava de substancias diferentes. A celulose na época, por ser ja bastante
explorada principalmente nas industrias de papel e téxtil, passou a ser alvo
de grande investimento tecnoldgico. Por outro lado, a quitina ficou restrita a
pesquisa basica com pouco incentivo financeiro (NIFANT'EV, 1998).

Somente por volta de 1970 foi quando se observou o grande
potencial de aplicagdo que apresentavam tanto a quitina como a propria
quitosana. (KNORR, 1991, HONG, 1996). A quitosana foi produzida
industrialmente pela primeira vez em 1971 no Japao. Em 1986, o Japao
possuia quinze industrias produzindo quitina e quitosana em escala
comercial (HIRANO, 1989). Desde entdo, estes polissacarideos vém
tomando destaque consideravel nas pesquisas e aplicagdes, sendo até
mesmo considerados um dos materiais de maior potencial para o futuro
proximo. Esta afirmagdo vem sendo tomada com base na grande
versatilidade de aplicacdes encontradas para estes biopolimeros e muitos
de seus derivados (NIFANT'EV, 1998).

Atualmente, os usos industriais e em larga escala de quitina ainda
ndo sao muitos quando comparados com a celulose, mas alguns

segmentos de mercado ja sdo ocupados por seus derivados.

2.1.3 Quitina: Um contexto técnico — Estruturas e Propriedades
A quitina é o segundo material organico mais abundante na natureza

depois da celulose, sendo biodegradavel e ndo téxico. E um polimero linear



no qual a unidade repetitiva é o dissacarideo formado por 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose unidos por ligagdo glicosidica. Assim como na
celulose as ligacbes sédo do tipo B (1—4), definindo-se assim os terminais
redutor e ndo redutor das cadeias poliméricas, os quais correspondem as
extremidades que contém grupo hidroxila livre ligado ao carbono 1 (terminal
redutor) e carbono 4 (terminal ndao redutor) do anel de glicopiranose
(CAMPANA-FILHO et al, 2007). Sua Uunica diferengca quimica com a
celulose é a substituicdo de um grupo hidroxil no carbono 2 (C2) por um
grupo amino acetilado. (KUMAR et al, 2004).

Figura 1- Estrutura macromolecular de Celulose (1) e da quitina (2)

OH OH

OH

Segundo Campana-Filho (2007), na quitina predominam unidades
repetitivas  formadas exclusivamente por 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose, mas o processamento da biomassa para sua extracao
resulta em um desacetilagdo parcial, mesmo quando sdo empregadas
condi¢des brandas nas etapas de desmineralizagdo e desproteinizacédo. A
quitina contém uma quantidade pequena, usualmente 5%-10%, de
unidades 2-amino-2-desoxi-D glicopiranose.

Em contrapartida Richard e Hackman (1960), ressaltam que a
quitina natural, ou seja, a quitina encontrada associada a outros materiais
para constituir as carapacas dos caranguejos e casca de camardes, € um

produto natural de composicdo variavel quanto ao comprimento das

OH
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cadeias, conteudo de unidades de glicosamina acetiladas e desacetiladas e
sua distribuicdao ao longo das cadeias.

A quitina é um dos principais componentes das paredes celulares
em fungos (ascomicetos, zigomicetes, basidiomicetes,deuteromicetos),
artropodes, anelideos, moluscos e celenterados, algas diatomaceas
(Popuri et al., 2007) . Em fungédo do organismo no qual estara presente a
quitina apresenta trés formas polimorficas (a, B e y), com caracteristicas e
propriedades bem definidas. A a-quitina é encontrada em estruturas rigidas
e resistentes, como a cuticula de artropodes, e neste caso ocorre
fortemente associada a proteinas, materiais inorganicos, ou ambos. As
formas B e y por sua vez ocorrem em estruturas flexiveis. Em lulas do
género Logilo a a-quitina constitui uma fina capa que reveste as paredes do
es6fago e estdbmago, a B-quitina ocorre como principal componente dos
gladios ou plumas, e a y- quitina integra uma espessa cuticula que recobre
o estbmago (ABRAM; HIGUERA, 2004).

Figura 2 - Representacao da estrutura da a-quitina (a esquerda) da B-quitina, a direita
(adaptado de Kurita, 2001)

A a-quitina corresponde a um empacotamento denso resultante da
disposicao antiparalela das cadeias poliméricas em diferentes lamelas ou
folhas, favorecendo assim a existéncia de numerosas ligacbes de
hidrogénio inter- e intra-cadeias da mesma lamela e de lamelas vizinhas,
como consequéncia possui uma maior resisténcia mecanica, porém esta
configuragéo favorece a insolubilidade do material. No caso da 3-quitina as
cadeias pertencentes a diferentes lamelas dispdem-se paralelamente, o
que dificulta o estabelecimento de ligacées de hidrogénio intermoleculares
envolvendo cadeias e lamelas adjacentes, resultando, portanto em um
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material menos denso (CAMPANA-FILHO et al, 2007). Estudos recentes
relataram que a forma polimérfica y € possivelmente uma variante das

familias a e B.

Figura 3 - Representacao esquematica das cadeias, a-quitina (a esquerda) e B-quitina (a
direita)

Quitina

Conformacgao da Quitina

a-quitina - cadeias antiparalelas B-quitina - cadeias paralelas
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Fonte: CAVALCANTI, (2014).

Na quitina o valor do grau de acetilacao (DA, do inglés “degree of
acetylation”) € em torno de 0,90, indicando assim a presenca de alguns
grupos amina. E possivel também que durante a extracdo da quitina ocorra
alguma desacetilacdo, sendo assim possivel a existéncia de grupos amina
na faixa de 5% - 15% (CAMPANA-FILHO et al, 2007).

2.1.4 Extracao da Quitina

As principais fontes para a obtencao de quitina em laboratério séo os
exoesqueletos de varios crustaceos, como caranguejos e camardes. A
quitina esta fortemente associada com proteinas, material inorganico,
pigmentos e lipidios. Varias condigbes sdo usadas para remover essas
impurezas dependendo dos parametros e as aplicagdes desejadas, devido
a isto, ainda ndo existe um processo padrdo. Para isolar a quitina
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geralmente seguem-se etapas de pré-tratamento, desmineralizacao,
desproteinizacado, despigmentacao e secagem. Embora sejam conhecidos
varios processos de obtencao de quitina, a maior parte deles nao reproduz.
O maior problema encontrado na extracdo da quitina € seu modo de
preparacdo. Dificilmente se obtém uma quitina com as mesmas
caracteristicas da sintetizada anteriormente, como exemplo, a massa molar
e o grau de acetilacdo. Devido a este fato, existe o interesse em otimizar a
extracao de forma a evitar a degradagéo da macromolécula de quitina e, ao
mesmo tempo, levar o nivel de impurezas a um minimo satisfatorio para
aplicac6es biomédicas (PERCOT et al., 2003;TOLAIMATE et al.,2003).

2.1.5 Pré-tratamento

E considerado pré-tratamento qualquer etapa anterior ao inicio da
extracdo de quitina podendo ser utilizado agua corrente com o intuito de
separar o material grosseiro, como por exemplo, material vegetal, por¢oes
de tecido e outros materiais que eventualmente possam acompanhar o
residuo (TOLAIMATE et al. 2003). Willem Stevens (2006), sugeriu a
utilizacdo de &cido acético (0,05M) ou acido benzoico (0,016M) durante e
etapa de lavagem, com o objetivo de se obter uma diminuicdo controlada
da massa da casca, esta por sua vez ainda passaria por uma lavagem
onde seriam eliminadas cerca de 40% de proteinas. Entretanto, a maioria
dos autores apenas recorre a agua destilada para proceder a lavagem da
casca. (STEVENS et al., 2006).

2.1.6 Secagem

Esta etapa tem como objetivo a remocao de umidade do material.
Foram propostos dois tipos de secagem. O primeiro patenteado por
Mukherjee (2001) consiste na tentativa de se modificar a estrutura cristalina
da quitina para amorfa, secando a casca a uma temperatura de cerca de
80°C durante 48h e em seguida efetuar um rapido resfriamento da casca
de forma a “congelar” o novo arranjo amorfo. Acredita-se que através deste
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congelamento a casca estarda mais suscetivel a posteriores ataques
quimicos. (MUKHERJEE, 1996).

O segundo tipo de secagem foi proposto por Percot, neste processo
as cascas sao embebidas em HCI e logo apéds sdo colocadas ao sol no
intervalo de 48h-72h, o processo pode ser inviavel do ponto de vista
industrial, ao passo que sera necessario um espaco fisico grande para uma
quantidade elevada de cascas. Entretanto o armazenamento em estufa em
temperaturas que variam de 60°- 80°C sdo uma alternativa viavel, para esta
etapa numa escala industrial (LISBOA, 2011).

ApGs a secagem o material passa entdo para a etapa de moagem,
que tem como objetivo fazer uma selecao granulométrica. Esta etapa é
vantajosa, tanto do ponto de vista de armazenamento, quanto nos aspectos
difusionais nas posteriores reacdes de extracado da quitina (LISBOA, 2011).

2.1.7 Etapa de desmineralizacao

Esta etapa tem como objetivo remover os minerais presentes na
casca, especialmente o carbonato de célcio. A desmineralizacdo pode
ocorrer através do tratamento com varios acidos (HCI, HNOs, H2SOs,
CHsCOOH e HCOOH), sendo o HCI o acido mais utilizado em diferentes
concentracdes. Neste processo, as concentracdes do acido podem variar
de 0,275 a 2M, num intervalo de tempo de 15min a 48h, em temperaturas
ambiente ou mais baixas; condicbes severas devem ser evitadas pois
podem provocar despolimerizagdo e degradacdo das propriedades do
ponto de vista macromolecular (LISBOA, 2011). Para evitar essa
degradacao foi sugerido por Roberts et al., (1997), a utilizacdo de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), por tornar o processo mais brando,
porém menos eficiente que o tratamento com HCI diluido. O tratamento
com solucbes aquosas por tempos curtos e a temperatura ambiente
assegura a remocdo dos minerais sem implicar em perdas
macromoleculares. (ROBERTS et al.,1997; LISBOA, 2011).

A utilizagdo de HClI em um menor intervalo de tempo durante o

processo de desmineralizacdo é a alternativa mais rapida e eficiente na
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remogao dos minerais presentes na casca do camarao e ocorre através da

seguinte reagao:

2HCI (I) + CaCO3 (s) — CO2 (g) + CaCl2(l) + H20(l)

Os cristais de calcio que estao presentes na superficie da casca com
a adicao do acido cloridrico serdo submetidos a uma decomposicdo do
carbonato de calcio, seguido da liberacao de diéxido de carbono, tornando
0 processo de desmineralizagdo mais eficiente. (LISBOA, 2011;
CAVALCANTI, 2014) Na figura 4 abaixo este processo é ilustrado.

Figura 4-llustracéo do processo de desmineralizacéo.

Processo de Desmineralizacdo

Sais Minerais/Calcita

Fonte: CAVALCANTI, (2014).

2.1.8 Etapa de desproteinizacao

Este processo tem como objetivo a eliminacdo da parte proteica da
casca. Para aplicacao biomédica, a remocao completa das proteinas é
essencial, pois certos componentes destas sao os principais responsaveis
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pela existéncia de tantos casos de alergias respeitantes a marisco na
populacdao humana (KHOR, 2002).

Um grande namero de solventes, podem ser usados como solucdes
aquosas de NaOH, Na,COs;, NaHCO3;, KOH, K,COs, Ca(OH),, Na>SOs,
NaHSO,4, CaHSO;, NasPO4 e NaoS, sendo o NaOH, o mais utilizado. As
proteinas estdo ligadas através de fortes ligacbes covalentes, sendo
necessario o emprego da temperatura neste processo, geralmente utilizam-
se temperaturas que variam de 65° - 100°C, no intervalo de tempo de 1h -
72h. Assim, como a desmineralizagao, é indicada a utilizacdo de condicbes
reacionais brandas, evitando assim a ocorréncia de hidrolise dos grupos
acetamida presentes na quitina, bem como sua despolimerizacao
(CAMPANHA FILHO,2007).

Figura 5- llustracédo do processo de desproteinizacao

Processo de Desproteinizacdo

‘ Proteinas

Quitina

Fonte: CAVALCANTI, (2014).

2.1.9 Despigmentacao
Os exoesqueletos de crustdceos contém pigmentos que nao

parecem estar complexados com materiais inorganicos ou proteinas,
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quando estes nédo sdo eliminados durante as etapas de desmineralizacao
ou desproteinizacdo. Eles podem ser eliminados pela extragdo com etanol,
acetona ou por branqueamento com uso de KMnQO4, NaClO, SO,, NaHSOs3,
Na,S,03 ou H.O,.. A remocao dos pigmentos ocorre através da oxidagao
das ligagcbes duplas carbono-carbono presentes na molécula (HENRY et
al., 2000).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Materiais
e Matéria-prima: Para esta etapa foram utilizados amostras de
exoesqueletos de camardo Litopenaeus vannamei moidos (com

granulometrias variadas).

e Reagentes: Os reagentes utilizados para a extragdo da quitina
foram:
- Acido Cloridrico (HCI) 36-38%(v/v) Vetec;
- Hidroxido de Sédio (NaOH) Synth;

2.2.2 Caracterizacao

Os ensaios de caracterizacdo foram realizados no laboratério
CERTBIO, localizado da Unidade Académica de Engenharia de Materiais
da Universidade Federal de Campina Grande.

o Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier- FTIR

A espectroscopia no infravermelho fornece informagcbes sobre
vibracbes moleculares presentes no material. A transformada de Fourrier
da espectroscopia no infravermelho oferece uma alta razado entre sinal e
ruido e alta acuracia espectral (RATNER et al., 2004). Logo as ligacdes
quimicas das substancias e as massas dos atomos envolvidos nessas
ligacbes possuem frequéncia de vibragdo especifica. (ALBUQUERQUE ,
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2008). E um método analitico padrdo, frequentemente usado para
caracterizar a estrutura de polimeros.

A quitina é caracterizada pela elaboracdo de uma pastilha de
Brometo de Potassio (KBr), com uma razdo de 1:100 (1 mg de quitina para
100mg de KBr) .

A caracterizacao por espectroscopia na regiao do infravermelho com
Transformada de Fourier foi realizada em um espectrdmetro modelo
Spectrum 400 FT Mid-IR PerkinElmer com varredura de 4000 a 400 cm™
para a quitina e 4000-650 cm™' para as fibras.

O grau de acetilacdo foi determinado usando a equacao
desenvolvida por Shigemasa, com linha de base entre 1500cm™ e 1800cm”
' (Shigemasa et al., 1996):

— A1560
%G@Grau de Acetilagdo=100 —— 100 5
0 aga 21070 (Equagéo 1)

o Difracao de Raios X (DRX)

A finalidade do uso de difracdo de raios X € apropriada para
determinacao dos indices de cristalinidade da quitina. A caracteristica da
quitina € possuir um elevado grau de cristalinidade. Para a realizagdo deste
ensaio foi utilizado o equipamento XRD SHIMADZU 7000, no intervalo de

angulos 26 de 5° a 45°, com uma velocidade de varredura de 1°/minuto.

e Viscosimetria
O estudo viscosimétrico determina a massa molar viscosimétrica.
Além de permitir avaliar informagbes sobre a massa molar média do
polimero, dimensdes da cadeia polimérica em solucado e, como
consequéncia, da qualidade deste solvente para este polimero (medida
pela intensidade de solvatacao do polimero).
A metodologia executada foi a seguinte:

(i) Preparar uma solug&o de Dimetil Acetamida/LiCl 5% (p/V);
(i) Dissolver a quitina obtida na solucao preparada em (ii) de maneira a
obter solugdes com concentracdes de 0,01; 0,03; 0,07 e 0,1 g/L.
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(i)  Com o banho termostatico regulado para 25 °C, determinar o tempo
de passagem no capilar (utilizando o viscosimetro automéatico Schétt
Gérate, e um capilar to tipo 0 ou |) das varias solugcbes, comecando
por determinar o tempo de passagem no capilar do solvente puro
(neste caso DMAC/LICI), t,, e em seguida ir determinando os tempos
de passagem no capilar das diferentes solug¢des, t, comegando pela
de menor concentragdo e terminando com a solugdo mae (ordem

crescente de concentragdes).

Nsp

Fazer o tracado da curva ¢
e a partir destas determinar o numero limite de viscosidade.

VS C

Célculos:

1. Viscosidade reduzida

N, =nM, =tt, (deve estar entre 1,1 e 1,9)
2. Viscosidade especifica
Ng =N, —1
3. Numero limite de viscosidade

[N]= (Np/©) oo
onde ¢ (g/dL) e [n] (dL/g)

(iv) A partir da equacéao de Mark-Houwink

_ a
n =kM (Equagéo 2)

A equacdo 2 é a equagdo de Mark-Houwink que relaciona a
viscosidade intrinseca com o peso molecular do polimero. Os coeficientes

de Mark-Houwink para o sistema em estudo, a 25 °C, estdo apresentados
na Tabela 1:
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Tabela 1- Coeficientes de Mark-Houwink para o sistema em estudo.

Intervalo de Peso

Autor A K (dL/g) Molecular (x10®
g/mol)
((Terbojevich et 3
0,69 2,4x10 90-510
al., 1988)
Terbojevich et al., 4
0,88 2,1x10 120-1200
1996
Poirier et al., 2002 0,95 7,6x10° 80-710

2.2.3 Metodologia de Extracao

A metodologia adotada neste trabalho foi descrita por LISBOA

(2011), apresentada a seguir.

e Pré-tratamento

As cascas foram colocadas em caixas térmicas e depois
armazenadas sob-refrigeracao (=-190C) até o uso. Em seguida, foi
realizada a lavagem manual.

Apoés a lavagem as cascas foram entdo acondicionadas em estufa
por um periodo de 12 horas, moidas em liquidificador. Apés a moagem, foi
feita uma selecao granulométrica em malhas 53 pm e 150um; os graos
mais finos foram entao separados. Neste trabalho somente os gréaos retidos

na peneira passaram pelo processo de extracao da quitina.
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Figura 6-Cascas de camardo na estufa.

e Desmineralizacao
ApGs este processo em que € obtido o p6 da casca do camarao, foi
realizado o processo de desmineralizacdo com uma solugédo aquosa 1M de
acido Cloridrico (HCI, Sigma-Aldrich, Pa).

v Para tanto pesou-se 10g de casca com uma granulometria acima
de 150um,;

v Preparou-se 200mL de uma solucéo aquosa de HCl a 1M;

v" Adicionou-se a solugdo aquosa as cascas de camarao e deixou-
se reagir por 20min a temperatura ambiente e sob agitacdo mecanica;
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v Apoés a agitagcédo a solucao foi filtrada e lavada com agua destilada
até atingir pH neutro nas aguas de lavagem.

v O material retido foi entdo colocado em estufa na temperatura de
60°C por 12 horas.

Figura 8- Processo de desmineralizagéo.

Figura 9- Filtragem apos o processo de desmineralizagao
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Figura 10- P6 apds o processo de secagem em estufa.

o Desproteinizacao
O processo de desproteinizacao foi realizado com 200 ml de solucéo
aquosa 1M de hidréxido de sédio (NaOH, Sigma-Aldrich, Pa) adicionados a

casca do camaréo por trés horas em refluxo a temperatura de 80°C.

Figura 11- Processo de desproteinizacao.

ApoOs este processo a solugdo foi filtrada e lavada com agua
destilada até atingir pH neutro nas aguas de lavagem. Esta etapa foi

realizada trés vezes em cada amostra.
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Figura 12- FiItre%m apds o processo de desproteinizagao.

O material retido foi entdo colocado em estufa na temperatura de
60°C por 12 horas.

Figura 13- P6 apds o processo de secagem em estufa.




Figura 14- P6 submetido ao processo de desproteinizagdo a esquerda, p6é submetido ao
processo de desmineralizacao a direita.

24
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e Diagrama dos processos de extracao da quitina
Logo abaixo séo ilustrados em forma de resumo 0s processos que

envolvem a extrag&o da quitina.

Figura 15- Diagrama do Processo de Extracdo da quitina.

Casca do Camarao

Pré-tratamento

Acondicionamento
em estufa por 12h

Moagem em
liquidificador

Selecdo
granulométrica
| |

Processo de
extra¢do da quitina:

Desmineralizagdo

Secagem em estufa
a 60°C

Desproteinizacao

Secagem em estufa
a 60°C

Obtencdo do pé de
quitina

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 FTIR
Na figura 16, apresenta-se o espectograma da quitina obtida pelo

método desenvolvido no grupo CERTBIO.
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Figura 16- Espectrograma de FTIR da quitina obtida pela metodologia CERTBIO.

o

3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 00
Nimero de Onda [om)

As bandas observadas neste espectro de infravermelho, como uma
consequéncia das vibracoes estdo em concordancia com os dados da
estrutura de quitina, segundo LISBOA (2011) como: amida | em 1630 cm™
e 1655 cm™, amida Il em 1560 cm™, grupo hidroxila presente em 3450 cm’
' ligacdo C-H em 2878 cm™, banda de oxigénio em 1160 cm™, ligagéo C-
0; 1070 cm™; ligacdo C-O em 1030 cm™ e 897 cm™.

Na regido de 3500 cm™, pode se observar um ombro visualizado
apenas na quitina, atribuido ao grupo hidroxilo. Os grupos O-H ligados ao
carbono da posicdo 6 do anel de glicopiranose e o grupo C=0 das
acetamidas indicam a estrutura mais ordenada da quitina, gerando maior
empacotamento. As bandas em torno de 3260 cm™ e 3100 c¢cm™ no
espectro de quitina podem ser atribuidas aos grupos N-H da acetamida em
ligagdes intermoleculares de hidrogénio.

Na regido de C—H, correspondente ao intervalo 3000 cm™ - 2800 cm’
' 0 espectro de quitina apresenta bandas intensas, e em maior niimero
devido ao elevado teor de acetamidas. No intervalo 1800 cm™ - 1500 cm’™
sdo observados as bandas denominadas de amida | e de amida Il, no
espectro de quitina, podem ser observados dois sinais de intensidades
semelhantes, préximos de 1660 cm™ e de 1625 cm™, correspondentes a
banda de amida I. Importa ainda referir a auséncia do pico a 1540 cm™,
gue comprova a auséncia de absorcao por proteinas (Gaill et al.,1997).

Absorvindia (u.a,)
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2.3.2 DRX

Através da difracdo de raios X conseguiu-se distinguir a quitina de
partida de seus derivados desacetilados. Na literatura, encontra-se o
difratograma da quitina apresentando dois picos caracteristicos. Assim
como também é caracterizada por sinais mais resolvidos € em maior
namero do que observado nos difratograma de quitosana, atribuida a

existéncia mais dominios cristalinos.

Figura 17- Difractograma da quitina.

——quitina

Intensidade {u.a.)

T T T T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
2theta

No difratograma da quitina observaram-se 0s seguintes picos,
apresentados na Tabela 2:

Tabela 2- Resumo dos picos detectados por DRX na quitina obtida.

Pico Angulo 20 Plano
Cristalografico
I 9,24 020
II 12,3 021
I 19,2 110
v 23,1 120
\Y% 25,9 130
VI 27,6 013
VII 34,3 -
VIII 38,4 -
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Analisando a intensidade dos picos verifica-se que existem dois
picos mais significativos, um de menor intensidade no angulo 26=9,24° e
outro de alta intensidade no angulo 26=19,2° que evidencia a parte
cristalina. Utilizando a Lei de Bragg, verifica-se que tais picos
correspondem aos planos cristalograficos de Miller de (002) para o
primeiro, e (110 e 040) para o segundo. Estes dados estdo em
conformidade com a literatura para a a-quitina, nomeadamente com o
trabalho realizado por Campana-Filho e colaboradores em 2007
(Campana-Filho et al., 2007)

2.3.3 Determinacao do Grau de Acetilacao

Para determinar o grau de desacetilagdo foram utilizadas as
equacdées 1 2, desenvolvidas por Shigemasa (1996) que relacionou
diferentes razdes entre bandas de FTIR e resultados obtidos por
ressonancia magnética. Existem outras equacdes, nomeadamente a
equacao de Roberts que relaciona a absorcao do grupo hidroxila (OH), que
serve de referencia, e se situa no comprimento de onda 3450 cm™ com a
absorcao do grupo amida | (NH-). O grupo OH serve de referencia interna,
uma vez que a presenca deste grupo nao € alterada pela extracdo, ao
passo que o grupo amida | perde intensidade ao longo do processo devido
a remocao do grupo acetil tanto na desmineralizacdo como na
desproteinizagcdo, e mais intensamente durante a desacetilagdo que sera
analisada mais futuramente. O valor obtido para o grau de acetilagédo foi de
6%, confirmando que ocorre uma ligeira desacetilacdo durante o processo
de extragdo da quitina.

2.3.4 Viscosimetria

Devido a dificuldades de funcionamento do equipamento, e por ndo
ter sido possivel realizar esta caracterizacdo em outro equipamento
semelhante, em tempo util, estes dados ndo sdo apresentados no presente
trabalho, ficando para trabalho futuro. Assim optou-se por deixar descrito a
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metodologia e a pesquisa bibliografica realizada a respeito desta

caracterizagao
24 CONCLUSOES

v Foi possivel obter e caracterizar a quitina a partir da casca de
camardao com caracteristicas 6timas de utilizacdo como matéria
prima para o estudo e fabricagcdo de biomateriais.

v Atraves da técnica de FTIR e DRX foi possivel determinar que a
quitina obtida apresenta valores baixos de proteina permitindo assim

a sua dissolugdo em solventes organicos.
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CAPITULO III
PELE, REGENERACAO TECIDUAL E FIOS
DE SUTURA
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3. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos materiais para a aplicagdo como fios de sutura
desperta o interesse da comunidade cientifica, quanto a possibilidade de uma
maior aproximagao do que seria o fio ideal. O melhor fio para aplicagdo como fio
de sutura deve possuir a menor reagdo inflamatéria possivel, ser capaz de
manter sua forca ténsil, ou seja, manter o alongamento até que a cicatrizacéo da
ferida cirurgica esteja completa e seja absorvido permitindo a funcionalidade do
orgao (FERREIRA, 2005).

Do ponto de vista tecnoldgico, os fios de sutura absorviveis, tém despertado
grande interesse, ao passo que este sendo biodegradavel, exclui
obrigatoriamente o retorno do paciente ao hospital para a retirada dos pontos.
Assim, os fios de sutura podem ser classificados como fios absorviveis e fios
nao absorviveis. (FERREIRA, 2005)

O estudo dos biomateriais esta fundamentalmente atrelado a dois conceitos
basicos: biofuncionalidade e biocompatibilidade, sendo estes os pilares de
sustentacdo no estudo e aplicagdo desse importante campo da ciéncia.
Funcionalidade, de forma clara e objetiva, € o conjunto de propriedades
inerentes ao material que o permite desempenhar uma fungdo desejada,
enquanto que biocompatibilidade é a aceitagdo do material pelo meio biolégico
que o aloja (PUCCI et al., 2002).

Aplicacbes biomédicas do tipo suturas sdo provavelmente um dos maiores
grupos de implantes de materiais utilizados no corpo humano. Estima-se que o
mercado de sutura fature anualmente, mais de $ 1,3 bilhdes de doélares. Ja foi
relatado o uso das fibras de quitina como material téxtil, agora surge uma nova
perspectiva de aplicagcdo destas fibras como material de sutura. Devido ao fato
das fibras de quitina possuirem notaveis propriedades em relacao as outras
fibras utilizadas pelo mercado (CAMPANA et al, 2007).
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3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 Pele

A pele € um 6rgao dindmico que contém tecidos, tipos celulares e
estruturas especializadas. E um dos maiores e mais versateis érgdos do
corpo, que proporciona diversas fungdes singulares como: regulamentacao
térmica, defesa organica, controle do fluxo sanguineo, protegdao contra
diversos agentes do meio ambiente e fungbes sensoriais como calor, frio,
dor e tato. (NASCIMENTO et al, 2007).

E constituido por trés camadas de estrutura: a epiderme, derme e
hipoderme (Figura 18). Tais camadas encontram-se dispostas de modo a
adequar-se de maneira harménica ao desempenho de suas funcées (RAUH,
2008).

Figura 18- Esquema simplificado de uma se¢éo transversal de pele demonstrando as trés
camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme).

HIPCDERME

Fonte: http://www.todabiologia.com/anatomia/sistema_tegumentar.htm



36

3.1.1.1 Epiderme: A epiderme é a camada mais superficial da pele, é
vascular e apresenta funcao de barreira semipermeavel, funcao imune, de
adesao celular e de protecdo contra a radiagdo ultravioleta (UV). E formada
por epitélio estratificado, do qual emergem foliculos polissebaceos,
glandulas sebéaceas, glandulas sudoriparas e unhas. Ha quatro principais
tipos de células presentes nessa camada: queratindcitos, melanécitos,
células de Langerhans e células de Merkel. Os queratindcitos representam
cerca de 90% a 95% das células dessa camada, sendo sua principal
funcdo a sintese de proteinas. Os melanécitos sdo responsaveis pela
formacgao de melanina, que confere protecao da pele contra radiagcao UV e
aumentam com a exposicao solar. As células de Langerhans sao as células
apresentadoras de antigeno, sendo, assim, responsaveis pela imunidade
da pele. (GUSSO e LOPES, 2012).

3.1.1.2 Derme: E a camada mais estruturada e apresentam componentes
celulares, estruturas vasculares, linfaticas e nervosas. . (GUSSO e LOPES,
2012).

3.1.1.3 Hipoderme: E a camada mais profunda da pele, formada
principalmente por adipécitos, responsaveis pela protecdo mecanica, pelo
fornecimento de energia e pela termorregulacdo. . (GUSSO e LOPES,
2012).

A Tabela 3 resume as propriedades e caracteristicas de cada camada do
tecido epitelial.

Tabela 3- Propriedades e caracteristicas da pele.
Estrutura e fungéo da pele

Camada Sub-regiao Funcao

Epiderme Estrato Corneo Impede a invasdo de micro-
organismos, detritos, produtos
quimicos e radiacdo ultravioleta;
Previne a perda de agua e
eletrdlitos;
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Realiza a termorregulagcdo por
condugao, radiacao e
conveccao.

Melanina (pigmentagao) Impede a penetracdo de
radiacao UV.

Derme Protege contra o trauma fisico;
Contém terminagbes nervosas
sensitivas;

Mantém a agua e os eletrdlitos.
Apéndices Contém glandulas sudoriparas

écrinas e apdcrinas, pélos

unhas e glandulas sebaceas.

Hipoderme Atua como depdsito de gordura

e regula o calor

Adaptado: Prentice, W.E. et al, 2012.

Se um corte na pele, vai levar a cicatrizagdo ou ndo dependera da
extensao da lesdo. Quando ocorre um corte superficial na pele, de maneira
geral ndo leva a cicatrizacao, mas sim ao processo de regeneracao. No caso
de um corte mais profundo ocorre a cicatrizacdo, seguido do processo
inflamatério (SCHMITT, 2006).

3.1.2 Regeneracao e Cicatrizacao

A regeneracdo e cicatrizagdo sao processos complexos, porém
essenciais, no qual sem estes o corpo seria incapaz de sobreviver, envolvem
acoOes integradas das células, matriz extracelulares e mensageiros quimicos
que visam restaurar a integridade do tecido lesionado o mais rapido
possivel. (NASCIMENTO, et al, 2007).

Os tecidos sao classificados de acordo com a capacidade de
proliferar, ou seja, a capacidade das células entrarem no ciclo celular, néo
no periodo embrionario, mas no periodo da vida adulta. No caso do tecido
epitelial, suas células séo classificadas como sendo células labeis, pois
estdo continuamente no ciclo celular, sempre em replicacdo (SCHMITT,
2006).
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Figura 19- Processos de regeneracao e cicatrizagao.
Morte
Celular

Reparacao

—

Regeneracao

e ™ - ) I
Processo pelo qual as células
que morreram, devido a

agressao, sao substituidas

pelas células do parénquima

(tecido com a fungéo principal
de determinado 6rgao) do

mesmo &érgao.

o SN

Processo em que as células
lesadas ndo séo substituidas
por células parenquimatosas,
mas por tecido fibroso: cicatriz.

Adaptado: Schmitt et al, 2006.

Estes mecanismos nao se excluem mutuamente, logo apos a lesédo
pode haver no mesmo tecido regeneracao e cicatrizacao.

No caso de uma lesao tecidual extensa, vai haver grande destruicao
do tecido, mesmo ocorrendo num tecido de células labeis, isto pode evoluir
para uma reparagcdo por cicatrizacdo, dependendo da intensidade da
agressdo. E o que acontece quando h& a formacdo de um tecido de
granulacdo, ap6s um processo inflamatério a reparacdo faz-se por
cicatrizacdo. Outro fator importante € a matriz extracelular (MEC), que
contribui para a sustentacdo e conexdes da célula com o tecido conjuntivo.
Se esta matriz for extensamente lesada a reparacao faz-se por cicatrizacao
(SCHMITT, 2006).

Em resumo:
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Figura 20- Diagrama de células labeis que de acordo com a lesdo levam ao processo de
regeneragao ou cicatrizacao.
o

Células labeis

™

com
c?]rgrmelflC destruicdo da
MEC
A
Regeneracao Cicatrizagcao

Adaptado: Schmitt et al, 2006.

Mas indiscutivelmente a técnica utilizada pelo cirurgido ao realiar a
sutura, é o fator mais importante no resultado final da aparéncia da cicatriz,
assim a técnica apurada (delicada), sem machucar a pele, a escolha de fios
de sutura apropriados, escolha das agulhas, diminuicdo da tensédo no local
da cicatriz, sdo preceitos basicos para se obter uma boa cicatrizacao.
(SCHMITT, 2006).

3.1.3 Fios de Sutura: Um contexto histérico

A utilizagdo das suturas no encerramento de feridas remonta aos
tempos dos egipcios, desde entdo varios materiais tém sido testados e
utilizados, como por exemplo, fibras vegetais, resinas, tenddes, intestinos de
varios animais, crinas de cavalo, filamentos de ouro, dentre outros. Uma das
mengbes mais antigas ao ato de suturar esta registrado em escrita egipcia,
que data 3.500 a.C. Nesta época, grandes formigas ou escaravelhos eram
colocados em feridas de modo que suas mandibulas fechassem as bordas
da leséo, o corpo dos insetos era entao torcido e arrancado, deixando suas
cabecas firmemente fixas as bordas do ferimento (MAKENZIE, 1973).
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O escritor e médico romano, Aurélio Cornélio Celsus, 30 d. C., relatou
a utilizacdo e manipulacao de fibras de linho como sutura, segundo Celsus
as fibras nao deveriam ser torcidas quando usadas em suturas, pois assim
as fibras tornavam-se mais maleaveis, facilitando os no6s que deveriam ser
feitos durante o ato de suturar. Esta pode ter sido, a primeira mengéo da
histéria sobre técnicas de ligaduras de vasos. O conceito de ligadura e
sutura esta também registrado nos escritos de Hipocrates e Galeno. Galeno
de Pergamon, 150 anos d. C., tratou a ruptura de tenddes dos gladiadores
com suturas utilizando fios de seda e tiras de serosa de intestino de
herbivoros, dando-lhes, pelo menos, uma chance de recuperacdo onde
anteriormente eles s6 poderiam esperar a paralisia (LYONS & PETRUCELLI,
1987).

Rhazes (850-923 d. C.), o primeiro dos grandes médicos persas,
realizou ligaduras de vasos e suturas de feridas com cordas extraidas de um
instrumento denominado, alaude. Atribui-se a esse médico arabe a
introducao da palavra kitgut, para designar fios confeccionados com tiras do
intestino de animais herbivoros, utilizados como cordas de instrumentos
musicais (kit). Acredita-se que essa seja a origem da palavra Catgut, que
denomina o fio de sutura mais conhecido de todos os tempos. O famoso
cirurgiao arabe Abulcasim, na segunda metade do século X, produziu uma
descricao detalhada das técnicas de sutura. As agulhas eram feitas de 0sso
ou de bronze, retas ou curvas. Como fios de sutura, foram utilizados como
material, fios do pelo da extremidade da cauda de bovinos, tenddes de
animais e fios de seda para as ligaduras vasculares (MAKENZIE, 1973).

Na Europa, no século VII, na escola de medicina da cidade de
Salerno, Rogério de Palermo, considerado um importante cirurgido do
Ocidente, apbés os arabes. Em seus escritos, recomendava a serosa de
intestino de herbivoros como sutura material, especialmente para as grandes
feridas em visceras abdominais. Linho ou seda ndo foram considerados
adequados por esse cirurgido. A lista de materiais de sutura de Rogério
ainda incluia tenddes e pelos de camelo (MAKENZIE, 1973).

Em 1552, o francés Ambroise Paré, que originalmente era um

barbeiro, tornando-se mais tarde um dos maiores cirurgides da época,
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utilizou finas tiras de linho e seda para ligaduras vasculares. Ambroise Paré
foi um dos primeiros cirurgides a acreditar na capacidade de regeneracao
dos tecidos vivos. Ele introduziu as fitas adesivas para fechar ferimentos,
além de difundir a ligadura de vasos em substituicdo a cauterizagdo destes
com azeite fervente (PASSERI, 1982).

A primeira sutura vascular, de que se tem noticia foi realizada por
Hallowell em 1759, que por sugestdo de Lambert, fechou uma pequena
abertura da artéria braquial com sucesso. Lambert, sem avaliar a
importancia do fato descrito, escreve: "se ficar provado que uma grande
artéria, quando lesada, pode vir a ser reparada por este método sem
ser ocluida, este tera sido um grande avanco para a cirurgia".
Infelizmente, as tentativas infrutiferas de Asman, para reproduzir
experimentalmente em caes a técnica de Lambert-Hallowell, conduziram os
cirurgioes da época ao descrédito do método, responsabilizando a
introducao do fio de sutura na luz do vaso, atravessando toda a parede,
como sendo a causa de trombose e de oclusao total (KALLAS, et al. 1999).

O professor de cirurgia Joseph Lister (1827-1912), motivado pelo
trabalho de Louis Pasteur (1822-1895) para obter procedimentos
antissépticos, utilizou o acido carbdlico e o fenol para combater germes nas
maos, instrumentos, material cirdrgico, material de suturas e feridas. A
introducdo da antissepsia reduziu a taxa de infec¢ao para um valor inferior a
cinco por cento. Nas décadas posteriores, a desinfeccao e esterilizacao
foram processos desenvolvidos com maior rigor. Lister iniciou uma mudanca
fundamental na avaliacdo do material de sutura. A partir de entéo, todos os
tipos de sutura foram rotineiramente esterilizados. Nesse periodo uma
grande variedade de material de sutura foi utilizada: material metéalico (prata,
cobre, aluminio e bronze), suturas feitas de material vegetal (linho e
algodéo), suturas feitas de materiais de origem animal (cabelos, tenddes,
artérias, musculos, tiras de nervos, seda e catgut) (LYONS & PETRUCELLI,
1987).

Ainda no século XIX, o médico americano Philipe Physick, por meio
de seus experimentos com suturas, admitiu pela primeira vez na historia a

possibilidade de que um fio cumprisse sua funcéo e depois desaparecesse,
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sendo absorvido pelos tecidos circundantes. Joseph Lister foi também
pioneiro na utilizacdo de &cido crémico para aumentar a resisténcia do
catgut a absorcao. Com o advento da industrializacdo, materiais como a
seda e o algodao tiveram seu uso difundido e passaram a ser anexados em
agulha.

Em 1900 ja se dispunha de catgut em tubo de vidro mergulhado em
solucao esterilizante. A partir da Primeira Guerra Mundial foram sendo
desenvolvidos métodos de esterilizacdo mais seguros, como a radiacao
ionizante com o Cobalto 60, além de material sintético para a confec¢ao dos
fios de sutura cirurgica. Por volta de 1940 comecou a utilizacao da Poliamida
e Poliéster; em 1962 do Polipropileno e a partir de 1970 os primeiros fios
absorviveis de origem sintética comecaram a ser comercializados. Em 1971
foi introduzido pela Ethicon o primeiro fio absorvivel sintético, um polimero
de &cido poliglactinico, poliglactina 910. Muitos estudos enfocaram as
qualidades do fio de poliglactina 910. Assim comecou a tendéncia de se
utilizar uma variedade de fios para sutura cirurgica esterilizados, com
agulhas pré-instaladas e fornecidos para pronto uso (CASTRO et al., 1974).

3.1.4 Fios de sutura: um contexto técnico

O ato de suturar € um dos métodos mais praticados, para suturar uma
ferida, devendo-se assegurar que os dois lados dos tecidos vivos estejam
unidos. Esta técnica requer materiais de suturas, instrumentos esterilizados,
anestesia local, bem como assistentes durante o seu procedimento. Por
outro lado, em alguns casos, € necessario efetuar a remocao dos pontos,
apos o processo de cicatrizacdo estar completamente concluido (MAHARAJ
et al., 2002).

Define-se sutura como uma manobra cirdrgica que visa restituir a
integridade dos tecidos que foi rompida por traumas ou intervencoes
cirtrgicas. Esta manobra €& de fundamental importancia, no sentido de
favorecer a evolugdo da ferida cirurgica pela imobilizacdo de tecidos, por
reduzir espacos anatémicos, criar condicbes de estabilizacdo do coagulo,
impedir a entrada de microrganismos nos tecidos mais profundos, auxiliar na
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hemostasia, manter a funcionalidade e também pela estética (VALIATI et al.,
2000).

Na escolha do fio de sutura, o material a ser utilizado ndo deve
prejudicar o processo de cicatrizagcao (SAITO et al., 2006). O melhor fio é
aquele que, com a menor reagao inflamatéria possivel, seja capaz de manter
sua forca ténsil até que a cicatrizacao da ferida cirurgica esteja completa e
seja absorvido permitindo a funcionalidade do 6rgdo (FERREIRA et al.,
2005).

Skinovski et al, (2005) relataram que um fio de sutura ideal ndo deve
ser capilar, alergénico, carcinogénico, deve ser de uso facil, ser barato, de
facil aquisicdo, facilmente esterilizado sem ser alterado e que permita uma
cicatriz esteticamente perfeita. Os autores ainda mencionaram que apesar
do avango da ciéncia, ainda nao foi possivel desenvolver um material de
sutura com todas essas propriedades, entretanto, muitos materiais de sutura
estao disponiveis ao cirurgido com varias qualidades.

Os fios de sutura podem ser classificados de varias maneiras de
acordo com as suas caracteristicas e propriedades. Essa classificagédo pode
ser baseada de acordo com a capilaridade (multiflamentados ou
monofilamentados), com a sua origem (organicos, sintéticos, minerais ou
mistos), com a sua degradacgao (inabsorviveis e absorviveis) e 0 tempo que
cada fio leva para perder sua forca ténsil e ser absorvido ou incorporado

pelo organismo.

3.2 PROPRIEDADES DE UM MATERIAL DE SUTURA

3.2.1 Forca ténsil: A forca ténsil é a forgca que o fio de sutura pode resistir
antes do rompimento. (MEYER; ANTONINI, 1989). O material de
sutura deve possuir e manter a forca de tracdo adequada para o
propésito desejado. (MOY; WALDMAN; HEIN, 1992)
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Reabsorcao do tecido: A absorcdo do tecido é uma caracteristica
que ndo atua concomitantemente a taxa de resisténcia a tragéo. Pois
a sutura pode perder a sua resisténcia ténsil rapidamente e, mesmo
assim ser absorvida lentamente. A taxa de absor¢do é uma
caracteristica relevante no caso de complicagfes tardias, como por
exemplo, o aparecimento de granulomas, no caso da aproximacao de
tecidos mais profundos, sdo geralmente utilizados fios absorviveis.
Alguns fatores como, por exemplo, diabetes, o tratamento com
esterdides, desnutricdo, estresse e doencas sistémicas atrasam a
cicatrizagao de feridas. Esses fatores influenciam significativamente a
escolha de sutura; em casos onde ocorre uma cicatrizagdo demorada,
provavelmente o fechamento externo é feito com material néo

absorvivel.

Diametro Transversal: A designacdao do didmetro das suturas, sao
especificadas em ordem descendente (ou seja, 1-0 é maior do que
11-0). Quando o diametro da sutura € escolhido, recomenda-se 0 uso
de calibre mais fino que se adapta a forga natural do tecido. (MEYER,;
ANTONINI, 1989).

Coeficiente de Friccao: O coeficiente de friccao refere-se a
facilidade que o fio de sutura atravessa o tecido (Ammirati, 2002).
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3.2.5 Seguranca no no: A seguranga ao nd é a qualidade de um fio de

3.2.6

3.2.7

sutura que permite que ele seja preso seguramente com um numero
minimo de lances por ndé. Uma maior resisténcia do ndé minimiza o
risco de abertura da ferida. Um né fica amarrado por causa do atrito
produzido por uma parte do n6é que atua em outro, que se refere ao
coeficiente de atrito do material de sutura. A sutura com um alto
coeficiente de atrito tem uma boa seguranca do né, porém tende a ter
uma maior abrasao e arraste através do tecido. Um né deve segurar
as bordas com firmeza sem desgaste ou corte na pele

Elasticidade: E a capacidade do material de voltar ao seu
comprimento original apés o alongamento. Um elevado grau de
elasticidade proporciona vantagens clinicas como, por exemplo, uma
menor probabilidade de acumulo de liquidos, cortar a pele durante a
sutura, este material também aproxima as bordas com facilidade
durante o processo de cura (AMMIRATI, 2002).

Plasticidade: E a capacidade que o fio de sutura possui de ser
moldado ou alterado. A plasticidade esta diretamente relacionada a
capacidade de uma sutura de esticar com o edema da ferida sem
retorno para sua forma original, uma vez que o inchago desaparega.
Em algumas suturas altamente plasticas podem tornar-se frouxas
quando o inchago da ferida diminui consequentemente se torna mais
dificil manter as bordas do tecido proximas uma da outra (AMMIRATI,
2002).
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Memédria: A meméria é a capacidade do fio de sutura assumir uma
configuracao linear estavel ap6s a remocao da embalagem e apés o
alongamento, ou seja, a meméria é a capacidade de uma sutura
permanecer livre de ondulagbes e outras contorgbes que possam
interferir sua na manipulagéo cirdrgica e uso. Suturas que possuem
memoéria ndo sao maleaveis, de dificil manipulacdo e quando

utilizadas necessitam de nés adicionais (BENNETT,1988).

Manipulacao: Varios fatores influenciam a manipulagdo da sutura,
como elasticidade, plasticidade e memoria. O material deve ser
manipulado de forma confortavel apresentado facilidade na confeccao
dos nos.

3.2.10 Reatividade tecidual: Todos os materiais de sutura atuam como

agentes externos estranhos ao corpo humano e podem, portanto
causar uma reagdo no tecido, como por exemplo, uma resposta
inflamatéria na cicatrizacao da ferida, aumentando assim o risco de
infeccado. A duracéo e gravidade da resposta do tecido dependem do
tipo e quantidade de material de sutura utilizado em conjunto com a
sua configuracéao fisica. Uma sutura ideal deve estimular uma reacao
tecidual minima e nao criar uma situacao favoravel ao crescimento de
bactérias. Os materiais de sutura devem ser nao eletroliticos, nao

capilares, ndo alergénicos e ndo carcinogénicos.

3.2.11 Capilaridade: Capilaridade de uma sutura descreve a facilidade do

transporte de liquidos ao longo do fio de sutura, € uma propriedade
fisica inerente de suturas multiflamentadas, devido ao espaco
intersticial disponivel. A capilaridade estd relacionada com a
capacidade de um fio de sutura para transportar e espalhar
microorganismos ao longo do fio, sendo esta uma propriedade
importante em termos de infeccdo da ferida.
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3.2.12 Absorcao de liquidos: Tanto a absor¢cao quanto a capilaridade sao
propriedades do fluido importantes devido ao impacto de
contaminantes bacterianos em tecidos. A natureza quimica e fisica da
estrutura dos fios de suturas determina o nivel de absorgéo de fluido.
No entanto, a natureza quimica parece ser o fator mais relevante
quando comparado com a estrutura fisica. Suturas sintéticas tém
menor capacidade de absorcdao de liquidos do que as suturas
naturais, pois suturas sintéticas sdo mais hidrofobicas. As suturas
multifilamentadas tem uma maior absor¢do de liquidos do que as

suturas de monofilamentadas.

3.2.13 Facilidade de remocao: Para feridas nas quais a remocao pode ser
dificil ou dolorosa e a aproximagao dos tecidos é necessaria somente
por um curto espaco de tempo, séo indicadas suturas de absorgao
rapida.

3.2.14 Cor: Estdo disponiveis no mercado suturas tingidas ou ndo, um
material tingido fornece facil visualizacao durante a remocao. Se a
remocdo da sutura nao é planejada pode-se aplicar um material ndo

tingido é indicado, pois poderia se confundir com a pele.

Hoje em dia dois tipos de fios de sutura s&o bastante utilizados por
médicos e cirurgides. Sendo estes classificados como fios de sutura néo
absorviveis e absorviveis, o presente trabalho ir4d deter-se somente a
apresentacao dos fios de sutura absorviveis, ja& que o modelo de fio e sutura
proposto pelo CERTBIO é o de um fio absorvivel.
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3.3 FIOS NAO ABSORVIVEIS E ABSORVIVEIS

3.3.1 Fios nao absorviveis: Sao aqueles que o corpo humano ndo tem
capacidade de absorver, isto é, ndo possui enzimas que degradem a
sua estrutura, ou o processo de hidrolizacdo é demasiado lento,
devendo por isso ser removidas apds o periodo de cicatrizagao.

3.3.2 Fios absorviveis: Para esta categoria, o corpo humano possui
capacidade de absorgcdao, ndo precisando, portanto ser removidos.

Sao tipicamente utilizados em suturas internas.

O Diagrama abaixo, (Figura 21), demonstra a classificacao dos fios
quanto a absorcao, origem, e tipos de filamentos.
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Figura 21- Diagramas de classificacao dos fios de sutura quanto a absorgao, origem do material,
composi¢ao e capilaridade.
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3.4 CONFIGURACAO FiSICA

3.4.1 Monofilamentos: Este tipo de sutura € composto por um sé filamento
de fibra. As propriedades apresentadas por tais configuracdes
incluem, forca, baixa resisténcia do tecido e baixa propensao a
infeccdo. A incidéncia de ocorrer uma infecgdo & muito menor quando
comparadas com suturas do tipo multiflamentadas (trancadas ou
retorcidas), porém o manuseio das suturas monofilamentadas é mais
complexo. Na figura 22 a) e 22 d) encontram-se exemplos destes
filamentos.
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3.4.2 Multifilamentos (trancada ou retorcida): Como o préprio nome
indica, € composta por uma rede de multifibras, de facil manipulagéo,
porém o fato da configuracdo ser multiflamentada ha uma maior
probabilidade de ocorrer a proliferagdo de bactérias através dos
pequenos vazios criados entre os filamentos trangados. Na figura 22b)

e 22c) encontram-se exemplos destes filamentos.

Figura 22- Imagens MEV de Fibras em Monofilamento (a e d) e Multiflamento (b e ¢) (Edwards,
S.L., Werkmeister, J.A.,, Ramshaw, J.AM., MclLean, K., Jarman-Smith, M.L.
Polyetheretherketone Multifilament and Monofilament Woven Tissue Engineering Scaffolds).

3.5 Material utilizado na producao de fios absorviveis

Os fios absorviveis geralmente possuem uma faixa de absorgdo pelo
corpo humano na qual perdem propriedades mecanicas ao longo de 60 dias,
neste intervalo de tempo as enzimas proteoliticas presente nos tecidos do corpo
e as reagbes de hidrélise sdo os principais responsaveis pelo fenébmeno de
absorcdo. Abaixo sao listados os principais materiais utilizados na produgao de

fios de sutura absorviveis.
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Fio de sutura Catgut: Feita através da tor¢cdo dos fios de colageno
purificados a partir das camadas da submucosa do intestino delgado
de carneiro ou a camada serosa do intestino delgado de bovino, na
sua forma simples, ou seja, sem nenhum aditivo o catgut retém a
resisténcia até 7 dias, sua absorcao ocorre entre 10 e 14 dias. A
absorcao do catgut, quando implantado no tecido, € um processo que
envolve dois estagios e fagocitose principalmente pelos macréfagos.
As ligagbes moleculares sdo quebradas por hidrolise acida e
colagendlise. Em seguida ocorre a digestdo e absorgdo por enzimas
proteoliticas seguidas de fagocitose pelos macrofagos. Devido a sua
composi¢cdo, o catgut estimula uma reagao tipo corpo estranho
significativa no tecido implantado (SLATER, 1998). Por esta razéo,
este é um fio absorvido rapidamente em areas infectadas, pois os
niveis de digestao enzimatica sdo crescentes. A absorcao prematura
pode ainda ser observada quando exposto a pepsina acida do
estdbmago, em tecidos altamente vascularizados e em pacientes com
deplecao proteica. Em geral a absorgéo deste fio ocorre depois que ja
perdeu a sua resisténcia (95% em 14 dias), levando até 70 dias para
ser degradado (SHAUFFERT et al., 2000).

Na sua forma cromada (formada por sais de cromo) o catgut é mais
resistente as enzimas do corpo, logo sua resisténcia a tracao pode
variar de 14 a 21, a completa absorcdo do fio de sutura cromado
ocorre em 90 dias. O catgut de rapida absorcdo é tratado
termicamente para que sua absorcao seja mais rapida (absorvido de 5
a 8 dias, nao € indicado para sutura interna) (BEZWADA, et al., 1995).
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3.5.2 Fio de sutura poliglactina 910 (Vicryl): Este é um fio de sutura
sintético multifilamentar, trancado e bem estirado, absorvido num
periodo de 60 a 80 dias, com boa resisténcia a tracdo e de féacil
manuseio, além de nado favorecer aderéncias e ndo desencadear
reacdo inflamatdria significativa ao seu redor. Por todas essas
qualidades, tem sido considerado um material excelente para
qualquer tipo e plano de sutura, podendo ser empregada em suturas
mais delicadas ou que requerem maior tempo de permanéncia
(SAITO, et al, 2006). Feito a partir de poliglactina 910 revestidas com
um copolimero composto de L-lactido/glicolido (Poliglactina 370) e
estearato de célcio. A poliglactina 910 é capaz de manter 65% de sua
resisténcia a tracdo em duas semanas e em trés semanas a
resisténcia a tracdo cai para 40%. A absorgdo completa do Vicryl
ocorre entre 60 e 90 dias por meio de hidrélise (BEZWADA, et al.,
1995). Ferreira et al. (2005) realizaram estudo visando comparar os
fios de acido poliglicdlico e de poliglactina 910 em ileocistoplastia
(técnica cirurgica em que a bexiga é reconstruida utilizando um
segmento de ileo-Ultima porcdo do intestino delgado, de modo a
formar uma nova parede.) em caes. Foi verificado que a relagao entre
a reacgao inflamatéria e fibrose demonstrou que o processo cicatricial
ocorreu em menor periodo de tempo quando se empregou a
poliglactina 910 e que a mesma nao desenvolveu reagao inflamatéria
supurativa nem calcificacdo na linha de sutura, sendo 40% mais
eficiente que o acido poliglicélico. OKAMOTO et al. (2003) implantaram
a poliglactina 910 em suturas realizadas na pele de ratos e os resultados
obtidos demonstram que do 2° ao 5° dia pos - sutura, o tecido conjuntivo
tinha infiltrado inflamatério moderado, com discreto numero de
macréfagos e linfocitos e epitélio recobrindo a ferida cirdrgica com
invaginacdo ao nivel da incisdo em todos os casos. Os fios analisados
apresentaram comportamento biolégico satisfatério pelos autores. Em
um estudo realizado em ratos utilizando como material de sutura a
poliglactina 910, no tecido conjuntivo subcutaneo, avaliou-se a resposta
tecidual inflamatéria durante cinco, 10 e 20 dias apds o implante. Notou-

se no 5% dia, nas regidbes proximas ao fio, algumas células
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multinucleadas ao lado de numerosos macrofagos e em areas mais
afastadas, alguns fibroblastos, capilares, macréfagos e linfécitos (Figura
23). No 10° dia, observou-se uma discreta absor¢cdo do material de
sutura em alguns pontos e ainda a presencga de células multinucleadas,
com a redugédo do numero de macréfagos junto ao fio de sutura (Figura
24). No 20° dia o fio de sutura apresentou-se em menor quantidade
quando comparado aos estagios anteriores, e em contato com o
material, apenas alguns macréfagos, linfocitos e fibroblastos (Figura 25)
(SAITO et al., 2006).

Figura 23- Lamina de tecido conjuntivo subcutaneo ap6s cinco dias de implante do fio de

pqliglactinﬁﬂ? OZII'-|E, 40x (SAITO et al., 2006).

v REw :

Figura 24- Lamina de tecido conjuntivo subcutaneo ap6s 10 dias de implante do fio de

poliglactina 910, HE, 40x (SAIT

O et al., 2006).
o3 N

Figura 25- Lamina de tecido conjuntivo subcutaneo apos 20 dias de implante do fio de
oIiIact_ina 910, HE, 40x ( 2006).
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ROSSI et al. (2008) ao estudarem a resisténcia ténsil da
parede abdominal apds sintese de laparotomia (abertura cirurgica
abdominal) utilizando trés tipos de fios cirurgicos em ratos, verificaram
que o grupo catgut apresentou resisténcia ligeiramente menor que o
grupo da poliglactina 910. O grupo poliglecaprone foi o que
apresentou menor resisténcia entre os trés fios analisados. Eles
concluiram que o fio de poliglactina 910 apresentou a maior
resisténcia ténsil dentre os trés fios analisados, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa quando comparado ao fio de

poliglecaprone.

Fio de sutura Poliglactina 910 (Vicryl rapide): Sutura sintética
mutiflamentada, derivada da poliglactina 910, sendo esta
parcialmente hidrolisada numa solugdo tampéo e esterilizada com
radiacdo gama. Esse processamento acelera a absorcao deixando as
propriedades mecanicas do fio intactas. Transcorridos cinco dias apés
aplicacdo 50% da resisténcia a tragdo ainda € mantida. No final de
duas semanas a resisténcia a tracdo € 0%, sua absor¢ao ocorre por
hidrélise no periodo de 7 a 14 dias (BEZWADA, et al., 1995).

Fio de sutura antibacteriana (revestida com Vicryl Plus):
Possuindo um revestimento antimicrobiano, foi a principio
desenvolvido um fio de sutura usando triclosan como revestimento,
pois este ja era reconhecido por suas propriedades antimicrobianas.
Foi notado que os pacientes sentiam menos dor no pés-operatério,
devido ao fato de ocorrer certa inibicdo quanto a proliferacdo de
bactérias (BEZWADA, et al., 1995).
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3.5.5 Fio de sutura Poliglicolico (Dexon Il): Trata-se de um fio sintético
absorvivel composto de um monopolimero de acido glicélico (acido
hidroxiacético) moldado em multiflamentos, com boa resisténcia, bom
manuseio na confeccdo dos nds e boa fixagdo. Seu material é
considerado inerte, ndo antigénico e nao piogénico. Sua absorgcao
ocorre por hidrélise de forma uniforme e previsivel. Sua esterilizacao
industrialmente é feita com O6xido de etileno (GOFFI & TOLOSA,
1996). Este fio € capaz de manter 89% da forca ténsil em 7 dias, 63%
em 2 semanas, 17% em 3 semanas. Possuindo uma perda de funcao
mais lenta e menor plasticidade, pois o0 revestimento lubrificante
diminui o coeficiente de atrito. A absorcdao completa ocorre
usualmente em 100 a 120 dias (BEZWADA, et al., 1995). BIMONTE
(1997) citou que a velocidade de absorgcdo esta diretamente
relacionada com a vascularizagao do tecido onde é aplicado e que a
poliglactina 910 € mais resistente a hidrdlise que o acido o
poliglicdlico. Fontes & Sadi (1995) afirmaram que a forma de absorcao
determina o grau de reacdo inflamatoria, mas apesar dos fios de
poliglactina e acido poliglicélico sofrerem o mesmo tipo de
degradacao (hidrélise) a reacado ao acido poliglicélico € mais intensa
que a da poliglactina nos tecidos. Sua indicacdo é para cirurgias
gerais de tecidos moles, em especifico, cirurgias plasticas, uroldgicas,
cardiovasculares, oftalmolégicas, ginecologicas, obstétricas e
ortopédicas (OKAMOTO et al., 1994).



57

3.5.6 Fio de sutura Poliglecaprone (Monocryl): Formado a partir do
copolimero de glicolide + e-capralactone, o poliglecaprone é um fio
monofilamentar sintético, a base de blocos segmentados de
copolimeros de épsilon coprolactona e glicolida, que s&o absorvidos
por hidrélise quando em contato com organismos vivos. A sua
absorcdo é completa entre 91 e 119 dias apds implantacéo.
Apresenta excelente resisténcia ténsil, reduzida memoria e grande

maleabilidade.

Este material apresenta perda da resisténcia ténsil de 20 % apéds
duas semanas de poés operatério (periodo considerado critico na
cicatrizacao e reparacao de tecidos). Devido a essas caracteristicas
pode ser aplicado ndo somente nas suturas internas, mas também em
suturas superficiais de mucosa e externas cutédneas (BEZWADA et
al.,1995). Autores relataram que em cirurgia geral, este fio mostrou
minimas complicagdes e resultados estéticos excelentes, com
pequena reagao tecidual e facil manuseio (OKAMOTO et al., 2003). O
monocryl tingido retém de 30 a 40% da sua resisténcia a tragdo em
duas semanas, ao passo que o0 nao tingido retém 25% em duas
semanas e por fim 0% em 21 dias. Absor¢cdo da sutura ocorre por
meio de hidrélise em cerca de 90 a 120 dias (BEZWADA, et al., 1995).
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Fio de sutura Polidioxanona (PDS): E um fio do tipo
monofilamentado sintético feito a partir de poliéster, poli (p-
dioxanona). A férmula empirica molecular do polimero € C4HgOs.
Polidioxanona € um polimero nao alergénico, nao piogénico,
provocando apenas uma ligeira reacao tecidual durante a absorgéo.
As suturas com PDS sao indicadas em aproximacdes de tecidos
moles, em cirurgias cardiovasculares, cirurgias oftalmicas (com
excecao da cornea e da esclera). Este monofilamento n&o esta
indicado para ser usado em tecido neural. E particularmente Util
quando se espera a combinacdo de uma sutura absorvivel com
resisténcia prolongada (SLATER, 1998). Duas caracteristicas
importantes descrevem o desempenho in vivo de suturas absorviveis:
a resisténcia a tragéo e a taxa de absorcéo (perda de massa). Dados
obtidos a partir de implantes em ratos mostraram que PDS é
essencialmente absorvido entre 182 e 238 dias pds-implantagdo. Em
suturas conjugadas com implante de préteses (valvulas cardiacas ou
enxertos sintéticos) este fio ndo foi recomendado (BOURNE et
al.,1988). E capaz de reter 74% da sua tensdo a tracdo apds 2
semanas, 50% apds 4 semanas e 25% apds 6 semanas. Porém € um
pouco duro e de dificil manuseio. Possui uma baixa reatividade sutura
que mantém a sua integridade na presenca de bactérias. A taxa de
absorcdo deste material € minima, até 90 dias, sendo lentamente
absorvido no corpo por hidrélise de 180 a 210 dias (BEZWADA, et al.,
1995).

Fio de sutura carbonato de trimetileno-poliglicélico (Maxon): é
um fio de sutura monofilamentado, formado pelo copolimero de acido
glicélico e de carbonato de trimetileno. Quando comparado ao PDS o
Maxon é um pouco mais dificil de manusear a resisténcia a tragao foi
mensuravel durante 42 a 92 dias para Maxon, sua absorcdo é
completa entre 6 e 7 meses (BEZWADA, et al., 1995).
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O uso de quitina, como material de sutura foi sugerido por BALASSA
(1977), ele observou a capacidade da quitina promover a cicatrizacao de feridas.
Estudos realizados em suturas feitas a base de quitina confirmaram que esta

mantém os tecidos unidos até que a ferida esteja completamente curada.

Apesar das aparentes vantagens deste polissacarideo, ainda ndo existe uma
producdo comercial de material de sutura absorvivel a base de quitina,
principalmente por causa de certos problemas no processo de producéo
relacionados a solubilizagdo da quitina. (MIKHAILOV, G. M.; LEBEDEVA, M. F.,
2007).

3.6 CRITERIOS DE SOLUBILIDADE DA QUITINA

Em 1975, Austin sugeriu a utilizagdo de solventes organicos contendo
acidos na dissolucdo da quitina. Tal sistema mencionado era formado por cloro
etanol e acido sulfurico. A precipitagdo de quitina na forma fibrilar era feita em
agua, metanol, ou hidréxido de aménio aquoso, porém nao foram apresentados
dados de resisténcia a tragao das fibras.

No caso da quitina a dissolugéo pode ser feita através de fortes solventes
polares, tais como o acido tricloroacético (TCA - trichloroacetic acid), acido
dicloroacético (DCA - dichloroacetic acid), em 1975 Brine e Austin utilizaram o
TCA como solvente da quitina, sendo uma mistura contendo 40% de TCA, 40%
de hidrato cloral (CH - chloral hydrate) e 20% de diclorometano (MC -

dichloromethane).

A partir de entdo, patentes contendo as seguintes misturas: agua + DCA,
TCA + MC ou TCA + CH + MC, tém sido relatadas como um sistema de
dissolucdo. Entretanto TCA e DCA sao bastante corrosivos e, portanto
degradam o polimero reduzindo o peso molecular em niveis 0os quais a
resisténcia das fibras sdo afetadas. Além disso, os solventes do tipo cloro-
hidrocarbonetos estdo se tornando inaceitaveis do ponto de vista ambiental
(ATKINS, et al., 1985).

Em 1976 foi marcado como o ano em que foram feitos avangos concretos
no que diz respeito a sistemas de dissolucdo de quitina, Austin e Rutherford
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descobriram o sistema amida cloreto de litio terciario iria produzir ao menos 5%
de solugdes de quitina. O LiCl coordenado com o grupo acetil carbonila forma
um complexo com a quitina que é soluvel em dimetilacetamida (DMAc) e em N-
metil-2-pirrolidona (NMP), vale ressaltar que os mesmos solventes, a mistura
LiCI/DMAc sao também solventes da celulose. Os solventes mais frequentes
utilizados para fazer uma solucdo de cloreto de litio a 5-7% (w/v), sdo DMAc,
N,N-dimetilpropionamida, NMP e 1,3-dimetil- 2-imidazolidinona.

O mecanismo de dissolugdo no caso do DMAc / LiCl é descrito quando o
ion Li* & associado ao oxigénio da carbonila do DMAc; este complexo fraco
solvatado 'polieletrélito’ formado pela associacdo entre os ions ClI" e grupos de
prétons labeis (-OH e —-NHCOCH;) da cadeia de quitina, interrompendo a
extensa teia de ligagdes de hidrogénio na estrutura cristalina da folha de quitina.
Outros mecanismos também foram propostos, mas a estrutura exata do
complexo envolvido ainda ndao é bem conhecida. (Morgenstern, Kammer, 1996;
Paner, Beste, 1976).

Como ocorre em solucdes de celulose + DMAc / LiCl, a dissolucdo da
quitina provavelmente conduz a uma solugdo cineticamente estavel em vez de
solugcbes termodinamicamente estaveis. Estas solucbes sao susceptiveis a
apresentar um comportamento de envelhecimento, transformando-os em
sistemas separados de fase. A concentragdo do LiCl em DMAc obviamente
domina o poder de extracao do solvente. A solubilidade da quitina é dependente
do peso molecular e aumenta com a diminuicdo do comprimento da cadeia.
Cada uma das espécies moleculares é dissolvida, quando o seu limite de
dissolucao intrinseca é alcangado mediante a adicdo de uma mistura de DMAc /
LiCl com poder de extracao suficiente. Um peso dependente do fenémeno de
adsorcao molecular preferencial dos componentes de solventes nas cadeias de
quitina, possivelmente, ocorre no atual sistema. Provavelmente, exerce um efeito
sobre a solubilidade limite intrinseco de um determinado comprimento de cadeia.
(POIRIER et al., 2002).

Austin foi o responséavel por introduzir os parametros de solubilidade para
diversos solventes em quitina, a descoberta de sistemas de dissolugdo de
quitina ndo degradantes possibilitou a fiacao de fios, obtidos a partir das fibras
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de quitina para utilizagcdo como fios de sutura. (AUSTIN, et al., 1981; AUSTIN, et
al 1988).

Enquanto a quitina é insolivel na maioria dos solventes organicos a
quitosana € soluvel em solugdes &cidas num valor de pH abaixo de 6.0. Isso
ocorre devido ao fato da quitosana ser considerada uma base forte, uma vez
que possui grupos aminos primarios com valor de pKa = 6.3. A presenca de
grupos aminos indica que o pH vai substancialmente alterar o estado carregado
assim como ira alterar as propriedades da quitosana. Em baixos valores de pH
esses grupos amina tornam-se protonados, passando a serem positivamente
carregados, tornando a quitosana um polieletrélito catidbnico solivel em agua.
Por outro lado, a medida que o pH aumenta para valores acima de 6, as aminas
da CS ficam desprotonadas, logo o polimero perde a sua carga, tornando-se
insolavel. A transicao soluvel/insoluvel ocorre no seu valor de pKa em torno de
pH entre 6 e 6,5. Enquanto que o valor de pKa é altamente dependente do grau
de N-acetilacdo, a solubilidade de quitosana € dependente do grau de
desacetilacdo e do método de desacetilagdo utilizado. A quitosana forma
facilmente sais de nitrogénio quaternarios a baixos valores de pH. Logo, acidos
organicos como: acido acético, férmico, latico pode dissolver a quitosana. O
solvente comumente utilizado é o &cido acético a 1% com um valor de pH = 4.0.
A quitosana também ¢é soluvel em acido cloridrico a 1% e acido nitrico diluido,
mas insollvel nos &cidos sulfurico e fosférico. E sabido que a quantidade de
acido necessaria depende da quantidade de quitosana a ser dissolvida, a
concentragao de prétons necessaria deve ser no minimo igual a concentragao
de unidades de - NH; envolvidas (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009). No processo
de obtencgéo da quitosana, onde tratamentos anteriores que foram feitos durante
o isolamento da quitina, relacdo da quitina com a solugao alcalina, o tamanho de
particula, a: temperatura, tempo de desacetilagdo, a concentragédo de élcali,
podem influenciar a solubilidade da quitosana. As propriedades de dissolugéo da
quitosana dependem ndo apenas do grau de acetilagdo, mas também da
distribuicdo dos grupos acetila e do peso molecular, sendo o primeiro
considerado ultimo um parametro importante, pois controla significativamente a
solubilidade e outras propriedades. Ambos, grau de desacetilacdo e peso
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molecular sao responsaveis por afetar as propriedades das fibras de quitosana
(PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).

3.7 FORMACAO DE FIBRA DE QUITINA

As primeiras tentativas para preparar solugbes de quitina para fabricar
fibras a partir destas foram feitas no inicio do século XX. Em 1926, Kunike
relatou os primeiros estudos de fibras de quitina. Ele dissolveu quitina em &cido
sulfarico concentrado a frio e obteve solugdes com concentracoes de 6-10%.

Em termos tecnoldgicos existem diversos métodos de formacao de fibra a
partir de polimeros. Um dos métodos mais utilizados é o melt spinning, em que o
polimero é fundido, extrudido em forma de fibra, e arrefecido (CALLISTER,
2000). No entanto, no caso dos polissacarideos quitina e da quitosana, tal ndo é
possivel, pois estes ndo apresentam temperatura de fusdo, sendo necessario
recorrer a fiacdo Umida. A Unica forma de transformar a quitina e a quitosana em
fioras € aproveitar as suas caracteristicas particulares de solubilidade e
insolubilidade. Assim, para a formacgao de fibra de quitina sdo necessarios dois

componentes:

- A solugédo de quitina, dissolvida num solvente apropriado;
- Uma solucéo coagulante ou ndo solvente, que induz a precipitagao da

quitina.

O principio subjacente a esta metodologia € que a solucdo de quitina
extrudida através da ponta de uma seringa, ganha essa forma fisica quando em
contato com a solugéo coagulante, pois passa do estado liquido (dissolvido) para
o estado sélido (coagulado). Na figura 27 apresenta-se um diagrama
esquematico do processo e fiagdo umida.

Figura 26- Diagrama esquematico do processo de fiagdo Umida realizado no Certbio.
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Fonte: Autoria prépria

Presentemente existem diversos artigos e patentes publicados acerca de
fibras quitina. No entanto, este biopolimero ndo é tao utilizado quanto a
quitosana, principalmente devido &s suas caracteristicas de solubilidade (KHOR,
2001). No trabalho de Pillai e colaboradores sdo apresentadas 33 tentativas de
formacao de fibra de quitina, apresentando diversos sistemas de solubilizagao
da quitina. Dos estudos apresentados, aqueles que utilizam bases e acidos para
a solubilizagdo apresentam fibras com propriedades mecénicas inferiores
aquelas que utilizam sistemas com solventes organicos como o DMAC/LICI
(MIKHAILQV et al., 2001) e o Cloreto de Calcio-Metanol (TAMURA et al.,2006 ).
Os motivos para tal estdao relacionados com a quebra de peso molecular da
quitina quando se utilizam &cidos ou bases fortes como o acido tricloroacetato
ou o hidroxio de sédio. Por essa mesma razdo esses sistemas apresentam

menores valores de viscosidade, o que permite a fiacdo de concentracdes



64

maiores, ao passo que com 0s sistemas organicos apresentados a viscosidade é
alta, fruto da nao despolimerizacdo da quitina. Assim, menores valores de
concentracao de quitina terdo forcosamente que ser usados para se conseguir
fiar uma fibra continua (PILLAI et al., 2009).

Outro problema que se espera encontrar com a utilizagdo do solvente
DMAC/LICI, relaciona-se com a remocao do LiCl da coordenagdo do complexo
quitina-LiCl soluvel em DMAc. O mesmo trabalho de Pillai et al. (2009),
apresentou varias hipéteses para os banhos de coagulacdo e lavagem, que
envolvem, desde a utilizagdo e combinacao de acetato de etilo, éter isopropilico,
acetona e agua fria.

Alternativamente, outros autores reportam a utilizacdo de derivados de
quitina como o dibutiril-quitina, o succinil-quitina, o tosil-quitina e ainda a quitina
solavel em agua (50% de grau de desacetilacao). Apesar de estar reportado que
este Ultimo apresenta valores de tensdo a ruptura baixos, as principais
vantagens reportadas na modificagdo quimica relacionam-se com a facilidade de
dissolucao dos derivados (BLASIN'SKA et al., 2005; LUCCA et al., 1991;
HIRANO et al., 1999).

Em termos da melhoria das propriedades mecénicas, existem relatos da
utilizacdo dos aditivos poliméricos ou ndo como a celulose, fibra de seda,
poli(caprolactona) alginato ou glicerol, que servem como adjuvantes para a
formacao da fibra e ainda como plastificantes (MIKHAILOV et al., 2005; YANG et
al., 2001; HIRANO et al., 1999) . Segundo Pillai et al. (2009), a exocuticula
(camada mais exterior da casca do camarao) é caracterizada por ser uma matriz
quitina/proteina, composta por uma estrutura muito fina e fibrosa de rigidez
elevada (8,5 -9,5 GPa). A matriz € organizada estruturalmente por microfibrilas
paralelas, isto traz a possibilidade de melhorar as propriedades mecanicas das
fibras de quitina.

A possibilidade de a quitina formar solugdes liotrépicas liquida cristalinas
em diversos solventes, permitiu ainda o estudo da formagao de fibras a partir
destas solugées. A vantagem seria a anisotropia, ou seja, a orientacao

preferencial das cadeias poliméricas, num determinado eixo, ao invés da
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isotropia habitual. Foi reportado por Chen et al. (2004), que solugcdes de quitina
com concentracao de 2% (p/v) em DMAC/LICI 5% (p/v) formariam este tipo de
solucbes uma vez que estudos reoldgicos indicam uma diminuicdo da
viscosidade de solucdes de 1% para 2% (p/v) (CHEN et al., 2004). Em solucdes
isotrépicas poliméricas, verifica-se sempre um aumento da viscosidade com o
aumento da concentracao polimérica, ao passo que com solugdes anisotrdpicas,

tal ndo sucede devido a organizagdo macromolecular facilitar o escoamento.

3.8 MATERIAIS E METODOS

3.8.1 Materiais
e Matéria-prima: Para esta etapa foi utilizada, a quitina extraida a
partir de exoesqueletos de camarao Litopenaeus vannamei,
através das etapas de desmineralizacdo e desproteinizacao ja

descritos.

e Reagentes: Os reagentes que utilizados para a formacao das
fibras foram:
- N,N — Dimetilacetamida P.A
- Cloreto de litio, P.A., LiCl»
- Cloreto de Calcio, CaCl»
- Etanol 30%, CH3CH,OH
- Acetona, 70%, CH3(CO)CHj3

-Agua Destilada, H,0
- Etanol 50%, CH3CH-OH

- Hexano P.A

3.8.2 Metodologia de Solubilizacao
A primeira tentativa de solubilizar a quitina foi com um solucédo de

DMACI/LICI 5% (p/v) tendo ficado sob agitacdo magnética a temperatura
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ambiente durante 48h, baseando-se na metodologia proposta Terbojevich et
al. (1988). Uma vez que nao foi possivel dissolver a temperatura ambiente,
experimentou-se aumentar a temperatura para cerca de 30°C, com o intuito
de aumentar a energia de solvatagdo do solvente. No entanto, esta revelou-
se ineficaz tendo-se entado utilizado uma temperatura de 120°C com refluxo.
Nao se obteve mais do que uma dispersdo de particulas de quitina.
Considerou-se que a quitina estaria ainda pouco purificada para este tipo de
solubilizagdo, como indicado por Poirer e Charlet (2002), entdo se decidiu
estender a desproteinizagdo para mais duas etapas de 3h.

Tentou-se novamente dissolver a quitina purificada com as
metodologias anteriores, sem que o resultado tivesse sido diferente. Uma
vez que alguns trabalhos reportavam a utilizagdo de ciclos de
congelamento/descongelamento para a dissolugdo com o sistema
NaOH/urea, experimentou-se a utilizacdo deste método (Chang et al., 2011;
Bo Duan, et al., 2013). Entdo a dispersao de quitina em DMAC/LIiCI (5%) foi
colocada a temperatura de -80°C até congelar, tendo sido retirada e
descongelada com agitacdo magnética. Ao fim de trés ciclos, as particulas
de quitina ficaram totalmente dissolvidas, tendo-se obtido um liquido de
elevada viscosidade. Apesar de se ter obtido uma solucdo dissolvida, a
viscosidade da solugao dificultava o processo de fiagdo, evidenciando que o
tamanho das moléculas ainda era grande para o calibre da agulha utilizado.

Foi quando uma nova amostra de quitina foi preparada, submetida
aos processos de pré-tratamento e desmineralizacao ja feitos anteriormente,
diferindo somente o processo de desproteinizagdo que nesse momento foi
feito sob-refluxo. Acredita-se que durante o processo de desproteinizacao
sem refluxo a agua evaporou, tornando a quantidade de NaOH mais
concentrada, consequentemente, levando a uma desacetilagdo parcial da
quitina e diminuindo sua solubilidade no sistema DMACc/LICL,, pois o
complexo DMAc + LiCl; se liga ao grupo acetamida da quitina. No caso da
utilizacdo do refluxo tornou-se a concentragdo de NaOH constante, evitando
essa desacetilagao.
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3.8.3 Formacao da Fibra de Quitina

3.8.3.1 Preparacao das Solucoes de Quitina
Diferentes solugdes de quitina foram preparadas, conforme a
Tabela 4. O procedimento de preparacao das solugdes de quitina foi o

seguinte:

- Pesou-se 12,5 g de Cloreto de Litio;

- Adicionou-se a quantidade pesada de Cloreto de Litio a um
baldo volumétrico de 250mL;

- Prefez-se o volume com Dimetil-Acetamida;

- Pesou-se uma determinada quantidade de quitina, de acordo
com a concentracdo peso volume desejada, no caso da
pesquisa as concentragdes de quitina dissolvidas no solvente
DMAC/LiCly 5% (p/v) foram de 0,5%, 0,85% e 1%;

- Adicionou-se a solucdo DMAC/LICl, 5% (p/v) a quitina pesada na
relacao peso volume desejada;

- Colocou-se a dispersdo sob agitacdo mecanica até dissolucao

completa;

- Figura 27- Agitacdo mecanica: processo de dissolugao
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Tabela 4- Descricao das amostras, tipo de solvente e coagulante utilizado.

Amostra  Concentracdo de Solvente % Coagulantes

Quitina (p/v)
%o (p/v)

A 0,5 % CaC|2, CH3CH20H (300/0),

CH3(CO)CHjz (70%), Agua
B 0,85% DMAG/LICI 5% o ), 3 (70%), Ag
destilada(100%)
C 1,0%

3.8.3.2 Condicoes de preparacao das fibras

As fibras foram preparadas no laboratério de processamento do
Certbio, a temperatura e umidade numa faixa de 20°C - 22°C, 61% -
70%, respectivamente, sob a velocidade de extrusdao de 26 ml/h.

3.8.3.3 Banho de Coagulacao

Para a obtencao das fibras (fios), foram utilizados os seguintes
banhos de coagulagédo: 2% cloreto de calcio aq.(CaCly), 30% etanol
(CH3CH20OH), 70% acetona (CH3(CO)CHg), 100% agua destilada.

3.8.3.4 Banho de Lavagem

Os banhos posteriores ao banho de coagulacédo foram divididos
em duas etapas de trés horas (3h) cada. A primeira etapa foi constituida
de um banho de lavagem com uma solucédo de 50% etanol e 50% agua

destilada e a segunda etapa constituida de 100% agua destilada.

3.8.3.5 Banho de desidratacao
O banho de desidratacdo foi constituido por uma solugdo de
100% Hexano.
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3.8.3.6 Secagem
ApGs os banhos de desidratacao, as fibras foram colocadas para

secar a temperatura ambiente.

3.8.4 Caracterizacao

Os ensaios de caracterizagdo foram realizados no laboratorio
CERTBIO, localizado da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da
Universidade Federal de Campina Grande.

o Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier- FTIR

As fibras de quitina foram caracterizadas por espectroscopia no
infravermelho, o qual forneceu informag¢des sobre vibragdes moleculares
presentes no material. A transformada de Fourrier da espectroscopia no
infravermelho oferece uma alta razdo entre sinal e ruido e alta acuracia
espectral (RATNER et al., 2004). Logo as ligagdes quimicas das substancias
e as massas dos atomos envolvidos nessas ligagdes possuem frequéncia de
vibracdo especifica. (ALBUQUERQUE, 2008). E um método analitico
padrdo, frequentemente usado para caracterizar a estrutura de polimeros.

A caracterizagao por FTIR foi realizada em um espectrometro modelo
Spectrum 400 FT Mid-IR PerkinElmer com varredura de 4000 a 400 cm
para a quitina e 4000-650 cm™ para as fibras, devido & utilizagdo do
dispositivo ATR (attenuated total reflection).

e Microscopia eletronica de varredura
O microscépio eletrénico de varredura (MEV) é um equipamento
capaz de produzir imagens de alta ampliacao (até 300.000 X) e resolucéo. A
microscopia eletrénica fornece informacédo morfolégica e topografica sobre
superficies de sélidos, necessaria para se entender o comportamento de
superficies.
As fibras foram caracterizadas morfologicamente por microscopia
eletrdnica de varredura utilizando um microscopio eletrénico de bancada,
modelo TM-1000, HITACHI.
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o Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

O EDX é um acessério essencial no estudo de caracterizagao
microscépica de materiais, no qual os elementos quimicos presentes numa
amostra podem ser identificados através do espectro de raios-X emitido
pela amostra. Um detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a
energia associada a esse elétron. Como os elétrons de um determinado
atomo possuem energias distintas, é possivel, no ponto de incidéncia do
feixe, determinar quais elementos quimicos estdo presentes naquela
amostra. O didmetro reduzido do feixe permite a determinacdo da
composicado atbmica em amostras de tamanhos muito reduzidos (<5 pum),
permitindo uma andlise quase que pontual. O detector esta acoplado ao
MEV TM-1000, HITACHI, Laboratério de Desenvolvimento e Avaliacéo de
Biomateriais — CERTBIO

e Intumescimento

O ensaio de avaliagdo do Grau de Intumescimento é realizado com
0 objetivo de investigar o comportamento do material durante a imersao e
permanéncia em solucdes aquosas de concentracdo idnica similar a do
plasma sanguineo.

Para realizagcdo deste ensaio os fios/fibras foram imersos em PBS
(pH 7.4). As amostras foram cortadas, pesadas e inseridas na referida
solucdo, utilizadas em triplicata. Ap6s o periodo pré-determinado, os
fios/fibras foram retirados, a agua adsorvida na superficie foi removida

através de papel de filtro e o peso umido registrado.

O grau de intumescimento é determinado pela equagao:

1% = waOO (Equagéo 2)

Onde: 1% é o grau de intumescimento em porcentagem, m; € a massa

final em gramas e m; € a massa inicial em gramas (RODAS, 2004).
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e Medicao do diametro das fibras (Fios)

Apéds estarem totalmente secos, seus didmetros foram medidos com
um micrometro digital (Mitutoyo, 0-25mm, 0.007mm), com o cuidado de
ndao esmagar a fibra. Para se obter um valor com significado estatistico,
foram medidas 6 amostras de cada coagulante, somando um total de 24

amostras.

e Ensaios mecanicos de Tracao

Para a realizagdo dos ensaios mecénicos de tracao foi utilizada uma
maquina de testes universais, INSTRON Modelo 6633, com célula de
carga de 500N, e a uma velocidade de 120 mm/min. Os fios de sutura
apresentavam comprimentos iniciais de 10 cm (valores adaptados a partir
da norma ABNTNBR 13904:2003), e determinou-se, a tensdo maxima de
tracao, a percentagem de estiramento maximo, e o moédulo de Young de

cada fio.

e Avaliacao da viabilidade Celular de Macréfagos

A andlise de citotoxicidade das fibras € importante para a futura
aplicacao destes materiais em cultura de células, ou até mesmo, dentro
do organismo.

O teste de citotoxicidade in vitro deve ser um dos ensaios iniciais para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer biomaterial. Algumas vantagens
do teste de citotoxicidade incluem a rapidez, a sensibilidade (capacidade
de distinguir entre materiais téxicos e nao toxicos) e o baixo custo
(TANGERINO, 2006).

O ensaio de citotoxicidade dos fios de quitina foi realizado pelo teste
de avaliagdo da viabilidade celular de MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio] de acordo com a ISO 10993. Para
este ensaio foi utilizado o método de contato direto entre 0 material e as
células, utilizando-se a linhagem celular L929.

Apos tripsinizagao das células em cultura e do ajuste da concentragéao
da suspensao celular para 1x10° células/mL, procederam-se a distribuicdo

desta suspencédo celular numa microplacaplaca de 96 pocos,
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preenchendo-se 12 pocos para cada uma das amostras e 12 pocos para
o controle negativo (100 uL de suspensao celular por poco). Esta placa foi
entdo incubada durante 24h (5% CO2, 37°C) para se formar uma
monocamada celular aderente e semi-confluente.

Apoés este periodo, 0 meio de cultura foi aspirado, e 200 uL de RPMI
1640-C foram adicionados a cada poco. As amostras foram entédo
colocadas nos respectivos pocos e a microplaca foi incubada por 24h
adicionais (5% CO2, 37°C). 24h depois, 0 meio de cultura foi aspirado, e
adicionados 100 pL de uma solugdo de MTT a cada um dos pogos,
incubando-se a microplacaplaca durante um periodo de 3h. Depois desse
periodo, a solucdo de MTT foi descartada, e adicionados 100 pL de
Isopropanol a cada pogo, medindo-se de imediato a densidade 6tica num
espectrofotdmetro a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm.

e Biodegradacao in Vitro

O ensaio de Biodegradacao enzimatica foi realizado para verificar as
taxas de degradagédo, em solugdo tampdo e na presenca de enzimas
lisozima, dos fios sintetizados durante 7 dias.

O ensaio foi realizado em triplicata para ambas as variacées. As
amostras foram divididas em dois grupos: no primeiro grupo as fibras
foram imersas em solucao de lisozima/Phosphate Buffered Saline — PBS
com concentracao de 0,001g/L, e no segundo grupo foi utilizada apenas a
solucdo de PBS, para controle.(FREIER et al., 2005).

Para a metodologia empregada neste ensaio foi utilizado como base
as normas ASTM F1635-04 Standard Test Method for in vitro Degradation
Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated
Forms for Surgical Implants (2010) e a ASTM F2103-01 Standard Guide
for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials
Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products
Applications (2007).
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3.9 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.9.1 Estudos Preliminares

3.9.1.1 Quitina em diferentes concentracoes

Foram preparadas solugcbes de quitina nas concentragdes de
0,5%, 0,85% e 1% na relacao peso/volume. Os resultados das solucdes
obtidas sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Resultado das solugdes de quitina com diferentes concentragoes.
Concentracao Resultado

0,5% Viscosidade ideal para fiagéo, solugdo homogénea e
bem dissolvida, sob agitacdo mecanica por 24h.
0,85% Solugao mais viscosa, homogénea sob agitagao
mecanica de pelo menos 36h, fiagéo viavel.
1,0% Solucdo muito viscosa necessita de uma agitacao
mecanica no intervalo de tempo minimo 48h, maior

dificuldade para fiacdo, porém ainda viavel.

Analisando os dados da Tabela 5, podemos observar que as
solugbes de quitina a 1% tornam-se bastante viscosas. Esta
particularidade leva ao aparecimento de bolhas depois da agitacao,
porém todas as solugdes apods agitacdo foram colocadas em repouso
por pelo menos 2h, diminuindo o numero de bolhas causadas pela
agitacado. Percebeu-se que a solucédo de 1% necessitava de um periodo
maior de repouso, de no minimo 12h, tornando-a assim uma solugéo
mais dificil, quando submetida ao processo de fiacdo. A presenca de
bolhas e uma viscosidade mais elevada das solugcbes podem produzir
defeitos e descontinuidade nas fibras, isto péde ser observado na
microscopia eletrénica de varredura.

Devemos salientar que esta avaliacao foi realizada para todas as
concentracdes estudadas. A partir destes dados pode-se concluir que
existe uma concentracao ideal de 0,5% de quitina para fiacdo Umida,
gue permite obter fibras estruturalmente sélidas e resistentes o suficiente
para os testes posteriores.
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3.9.1.2 Avaliacao dimensional

Foram calculados os didametros das fibras tanto para a solucéo
de quitina a 0,5%, 0,85% e 1,0%, quanto para todos os coagulantes
estudados. As analises dimensionais foram realizadas com grupos de 6
amostras. Os valores médios obtidos sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Diametro das fibras de quitosana.

Concentracao da Fibra Coagulante Diametro Médio (mm) Desvio Padrao
0,5% CaCl, 0,183 0,0109
0,5% Etanol (30%) 0,168 0,0009
0,5% Acetona (70%) 0,174 0,0243
0,5% Agua 0,181 0,0056

0,85% CaCl, 0,226 0,00649
0,85% Etanol (30%) 0,217 0,00623
0,85% Acetona (70%) 0,196 0,0072
0,85% Agua 0,243 0,0212
1,0% CaCl, 0,189 0,0162
1,0% Etanol (30%) 0,186 0,0066
1,0% Acetona (70%) 0,192 0,0096
1,0% Agua 0,198 0,0111

Analisando os resultados apresentados na Tabela 6, verifica-se
que existem diferencas dimensionais entre os diferentes coagulantes
utilizados. Assim, as fibras produzidas com acetona (70%) e etanol
(30%) como banho de coagulagédo, possuem os menores diametros, ao
passo que as produzidas com agua e CaCl, possuem o diametro mais
elevado. A condicdo alcalina no banho de coagulacdo, ou seja, o
aumento do pH acelera a neutralizagdo das fibras que quitina,
aumentando a velocidade de formagdo de uma microestrutura cristalina
reduzindo o didmetro das fibras durante o processo de extruséo.
Pressupdem-se entdo, que o diametro da fibra é tanto menor quanto
mais rapido for a re-cristralizacdo da quitina. Verifica-se, ainda, que o
didmetro aumenta com o aumento da concentragdo, tal fato seria de
esperar, uma vez que num mesmo volume de solugao se encontram um
maior numero de cadeias poliméricas ocupando 0 mesmo espaco, no

entanto tal ndo acontece para as solugdes de 1%. Provavelmente devido
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a dificuldade de fiagdo destas fibras, as quais ndo apresentaram
solugdes com uma viscosidade e homogeneidade satisfatoria.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, segundo
Lee et al. (2011), a técnica de wet spinning ja é capaz de produzir fibras
com uma vasta gama de didametros de um ~ 30 e 600 microns, e a acao
do coagulante é, portanto, altamente dependente das propriedades de
solventes e solugdes, bem como o polimero utilizado. (KUMAR, 2010).

Figura 28- Didmetro das Fibras obtidas.
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A partir da andlise dimensional é possivel classificar as fibras de
acordo com a ABNT NBR 13904. As quais sao classificadas de acordo

com a Tabela 7.

Tabela 7- Relacédo entre nimero cirdrgico e didmetro médio obtido.

Numero Cirargico de acordo

Tipo da Fibra Diametro Médio (mm)
com ABNT NBR 13904

0,5% CacCl, 0,183 5-0
0,5% Etanol (30%) 0,168 5-0
0,5% Acetona (70%) 0,174 5-0
0,5% Agua 0,181 5-0
0,85% CaCl, 0,226 4-0
0,85% Etanol (30%) 0,217 4-0
0,85% Acetona 70%) 0,196 5-0
0,85% Agua 0,243 4-0
1% CaCl, 0,189 5-0
1% Etanol (30%) 0,186 5-0
1% Acetona (70%) 0,192 5-0
1% Agua 0,198 5-0

Analisando os dados obtidos na Tabela 7, pode-se observar que
os fios se enquadram de acordo com a ABNT NBR 13904, como fio

cirirgico5-0e 4 - 0.

3.9.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)
O estudo quimico das fibras produzidas foi feito utilizando a técnica de
FTIR. A Figura 29 apresenta o espectro vibracional das fibras de 0,5% de
quitina pura e quitina nos quatro coagulantes (Acetona (70%), CaCl, (2%),
agua (100%), Etanol (30%)).
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Figura 29- Espectros vibracionais das fibras: 0,5% CaCl2 (2%), 0,5% Etanol (30%), 0,5%
Acetona (70%), 0,5% &gua (100%).
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Analisando o espectro da Figura 29, pode-se perceber que nao ha
diferencas entre os espectros da quitina pura quando comparados com as
fibras submetidas aos banhos de coagulacdo. Isso indica que foi possivel
produzir fibras de quitina com elevado grau de pureza, fator importante do
ponto de vista da utilizacdo deste como um biomaterial.

Na regidao de 3500 cm™, pode se observar um ombro visualizado
apenas na quitina, atribuido ao grupo hidroxila. Os grupos O-H ligados ao
carbono da posicdo 6 do anel de glicopiranose e o grupo C=0O das
acetamidas indicam a estrutura mais ordenada da quitina, gerando maior
empacotamento. As bandas em torno de 3260 cm™ e 3100 cm™ um pequeno
ombro devido a banda de deformacéao axial N-H da acetamida em ligacdes
intermoleculares de hidrogénio.

Na regido de C—H, correspondente ao intervalo 3000 cm™ - 2800 cm™,
0 espectro de quitina apresenta bandas intensas, principalmente as
amostras submetidas aos banhos de coagulagdo: CaCl, (2%), agua
destilada (100%), acetona (70%) e em maior numero devido ao elevado teor
de acetamidas. No intervalo 1800 cm™ - 1500 cm™ sdo observados as
bandas denominadas de amida | e de amida I, no espectro de quitina,
podem ser observados dois sinais de intensidades semelhantes, proximos
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de 1660 cm™ e de 1625 cm™, correspondentes & banda de amida I. Importa
ainda referir a auséncia dos picos a 1540 cm™, em todas as amostras
produzidas que comprova a auséncia de absorcao por proteinas (Gaill et
al.,1997).

3.9.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada com o
objetivo de se estudar a estrutura morfolégica das fibras produzidas nas
diferentes concentragdes, bem como nos diferentes tipos de coagulantes. As
imagens de MEV demonstram que a morfologia e o didmetro das fibras
foram afetados diretamente pelo banho de coagulacdo e o aumento da
concentragao de quitina.

As figuras 30, 31, 32 e 33, respectivamente ilustram as
micrografias obtidas para a concentracao de 0,5% de quitina nos quatro
diferentes coagulantes: Acetona (70%), agua destilada (100%), CaCl, (2%) e
etanol (30%), respectivamente. De acordo com as micrografias obtidas
verifica-se a presenca de uma estrutura de fibras com direcédo orientada, de
didmetro uniforme, é possivel comprovar através do MEV o que foi
observado na andlise dimensional das fibras que o aumento do pH no banho
de coagulacao,(pH agua: 6,0 , pH CaCl,: 6,32, pH etanol:7,68, pH acetona:
6,83) ,levou a uma neutralizacdo mais rapida das fibras de quitina,
consequentemente ocorre um fendmeno conhecido como encolhimento ou
“shrink” no diametro da fibra.

Segundo Deshmukh e Li (2008) a composicdo do banho de
coagulacao, temperatura e pH sao parametros importantes que influenciam
diretamente na morfologia e performance do biomaterial.

Pode-se observar certa descontinuidade devido ao método de
processamento em laboratério, como por exemplo, na fibra de 0,5%
submetida ao banho de coagulacao de acetona (70%). Uma superficie mais
lisa é observada nas fibras submetidas aos banhos de coagulacédo de agua
(100%) > CaCl, > etanol (30%), respectivamente.
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Figura 30- Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,5% acetona (70%), aumento de 500x,
1000x e 1500x, rsectivamente.

o 500x 10kV - Image JUN 27 2014 11:20
100 pm 4] 536 pm BSD Full 0.5 acetona
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Figura 31- Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,5% agua destilada (100%), aumento de

500x, 1000x e 1500x, respectivamente.
B %

£ 500x ] 10kV - Image JUN 27 2014 10:51
‘-JI 537 um BSD Full 0.5 agua
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Figura 32- Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,5% CaCl2 (2%), aumento de 500x, 1000x e
1500x, respectivamente.

£ 500x 10kV - Image JUN 27 2014 11:04
100 pm 4] 537 um BSD Full 0.5 CaCl2




82

Figura 33- Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,5% etanol (30%), aumento de 500x, 1000x
e 1500x,resetivamente.

£ 500x ] i JUN 27 2014 11:12
100 um q] 536 pm 0.5 etanol

Nas figuras 34,35, 36 e 37, respectivamente ilustram as micrografias
para a concentragcdo de 0,85% de quitina, percebe-se novamente uma
orientagéo preferencial das fibras, fica claro nas imagens que o aumento da
concentragdo levou a formacdo de uma estrutura diferenciada quando
comparada com a concentracdo de 0,5%. Fatores como homogeneidade e

processamento da amostra influenciam diretamente na configuracdo das



83

fibras. Pode-se afirmar que o aumento da concentracdo, neste caso,
proporcionou a formacdo de uma estrutura mais rugosa com possiveis
pontos concentradores de tensdo, pode-se afirmar também que a
homogeneidade foi afetada com o aumento da concentracao, percebendo-se
particulas de quitina distribuidas ao longo da estrutura. Possiveis aberturas
na morfologia da fibra podem favorecer a proliferacao de bactérias durante o
processo de cicatrizacdo da ferida. Quanto aos banhos de coagulacao tem-
se que o banho constituido por etanol (30%) apresentou uma estrutura mais
porosa quando comparado com as outras concentracdes. Isto pode ser
atribuido a taxa de coagulacdo. Segundo Deshmukh e Li (2008), de forma
geral uma taxa de coagulacao rapida resulta numa estrutura do tipo “finger”,
na qual os poros sdo alongados e largos, lembrando o formato de dedos,
uma taxa de coagulagdo mais lenta resulta em uma estrutura de tipo esponja
porosa. Este aspeto reforca como verdadeiro o fato observado na andlise
dimensional das fibras, que os solventes organicos como coagulantes
promovem uma cristalizacdo mais rapida tendo dois efeitos claros na fibra:
estrutura, quanto mais rapida for a formacao das fibras quando submetidas a
banhos em solventes organicos maior sera a sua velocidade de formagéo,

ocasionando na formacéao de fibras com menores diametros.
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Figura 34- Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,85% acetona (70%), aumento de 500x,
1000x e 1500x, respectivamente.

L it {'é
o e el
£ 500x 10kV - Image JUN 27 2014 11:42
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Figura 35-Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,85% agua destilada (100%), aumento de
500x, 1000x e 1500x resectiamente.

"10kV - Image JUN 27 2014 11:47
BSD Full 0.85 agua
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Figura 36-Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,85% CaCl2 (2%), aumento de 500x, 1000x e 1500x,
respectivamente..
i

500x / - Image JUN 27 2014 9:51
100 ym 5 BSD Full 0.85 CaCl2
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Figura 37- Micrografias (MEV) das fibras de quitina 0,85% etanol (30%), aumento de 500x,
1000x e 1500x, respectivamente.

N 27

0kV - Image JUN 27 2014 11:35
4] 537 pm BSD Full 0.85 etanol

Nas figuras 38, 39, 40 e 41, respectivamente ilustram as micrografias
para a concentracdo de 1% de quitina, as fibras possuem uma superficie de
orientacao preferencial, percebe-se que o aumento da concentragéo levou a
formacdo de uma estrutura mais rugosa quando comparado com as

concentragbes de 0,85% e 0,5% de quitina. Foi relatada a dificuldade de
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fiacdo das amostras na concentracao de 1% quitina, devido a evaporacao do
solvente DMAc, tornando a solugcdo mais viscosa. Com a evaporagao do
DMAc, tem-se uma concentracdo maior do LiCl,, ocasionando em pontos de
precipitagdo da quitina, tanto nas amostras de 0,85%, quanto nas amostras
de 1% pode-se perceber nas micrografias a presenca de pontos “brancos”
que sao na verdade a quitina precipitada. Segundo Vasconcelos (2011),
concentracbes mais elevada de LiCl, podem ser relacionadas com a
precipitacdo de quitina em concentragbes mais elevadas, aumentando a
possibilidade de complexacgao intra e intermolecular com grupos carbonila de
quitina. O resultado seria a formacdo de agregados macromoleculares,
seguida por precipitacao do polimero.

A Tabela 8 abaixo, mostra os parametros de solubilidade do
etanol/agua em varias composi¢cdes de banhos de coagulacdo. Os dados
demonstram uma diminuicdo no parametro de solubilidade do banho de
1/2

coagulacao de 47,8 a 37,2 MPa
etanol no banho de coagulagcédo de 0% a 50% (DESHMUKH; LI, 2008).

com o aumento da concentracdo do

Tabela 8- Parametros de solubilidade de acordo com o meio de coagulagéo.

Meio de coagulagéao Parametro de solubilidade ¢; MPa
1/2
Etanol 26.5
Agua 47.8

Etanol: Agua (10:90) 457
Etanol: Agua (20:80) 43.5
Etanol: Agua (30:70) 41.4
Etanol: Agua (40:60) 39.3
Etanol: Agua (50:50) 37.2
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Figura 38-Micrografias (MEV) das fibras de quitina 1% acetona (70%), aumento de 500x, 1000x
e 1500x, respectivamente.

< et 4
£ 500x 10kV - Image JUN 27 2014 10:30
4] 536 um BSD Full 1 acetona




90

Figura 39-Micrografias (MEV) das fibras de quitina 1% agua (100%), aumento de 500x, 1000x e
1500x resectivaente.

10kV - Image JUN 27 2014 10:37

BSD Full 1 agua
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Figura 40-Micrografias (MEV) das fibras de quitina 1% CaCl, (2%), aumento de 500x, 1000x e
1500x, respectivamente..

® 500x ) 10kV - 272014 10:
537 um BSD Full 1CacC
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Figura 41-Micrografias (MEV) das fibras de quitina 1% Etanol (30%), aumento de 500x, 1000x e
1500x, respectivamente.

2 500x 5kV - Image JUN 27 2014 10:10
4] 536 pum BSD Full 1 etanol

3.9.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

E uma técnica analitica utilizada para a andlise elementar ou a
caracterizacdo quimica de uma amostra. E um acessério essencial no
estudo de caracterizagdo microscopica, no qual os elementos quimicos
presentes numa amostra podem ser identificados através do espectro de

raios X emitido pela amostra. O diametro reduzido do feixe permite a
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determinacdo da composicdo mineral em amostras de tamanhos muito
reduzidos (< 5 um), permitindo uma analise quase que pontual (FIDELES,
2010).

Essa técnica foi utilizada nesta pesquisa com o objetivo de detectar a
presenca de algum elemento quimico diferente daqueles obtidos em
amostras de quitina, e possivelmente a constatagcdo de uma possivel falha
em algum dos procedimentos metodoldgicos caso isto ocorresse, através do
dispositivo de energia dispersiva acoplado ao equipamento MEV, TM-1000,
HITACHI.

As figuras 42, 43, 44 e 45, respectivamente apresentam as
porcentagens dos banhos de coagulacao: Acetona (70%), agua destilada
(100%), CaCl, (2%), etanol (30%), na concentragcdo de quitina 0,5%. Os
elementos identificados através do EDS correspondem aos elementos
presentes na estrutura quimica da quitina, com pequenas variacdes nos
elementos carbono e hidrogénio no caso do banho de acetona, que possui
uma quantidade maior de carbono, quando comparado com 0s outros
banhos de coagulagcdo, provavelmente devido a um maior numero de

acetamidas.

Figura 42-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentracdo
de 0,5% sob o banho de coagulag¢édo acetona (70%).
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Figura 43-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentra¢ao
de 0,5% sob o banho de agua destilada (100%).
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Figura 44-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentragao
de 0,5% sob o banho de CaCl; (2%).
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Figura 45-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentragao
de 0,5% sob o banho de etanol (30%).
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As figuras 46, 47, 48 e 49, respectivamente apresentam as porcentagens
dos banhos de coagulacao: Acetona (70%), agua destilada (100%), CaCl, (2%),
etanol (30%), na concentracdo de quitina 0,85%. Os elementos identificados
através do EDS correspondem aos elementos presentes na estrutura quimica da
quitina, evidenciando que os banhos de coagulagao interferiram na orientacéo das
fibras, mas nao interferiram na presenca de contaminantes, este é um fator
importante tendo em vista que podemos provar que as fibras sdo compostas de

quitina pura.

Figura 46-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentracao
de 0,85% sob o banho de acetona (70%).
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Figura 47-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentracdo
de 0,85% sob o banho de agua destilada (100%).
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Figura 48-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentra¢ao
de 0,85% sob o banho de CaClI2 (2%).
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Figura 49-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentragao
de 0,85% sob o banho de etanol (30%).
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As figuras 50, 51, 52 e 53, respectivamente apresentam as porcentagens

dos banhos de coagulacao: Acetona (70%), agua destilada (100%), CaCl, (2%),

etanol (30%), na concentracdo de quitina 1%. Os elementos identificados através

do EDS correspondem aos elementos presentes na estrutura quimica da quitina.

Novamente os banhos de coagulagéo interferiram quanto a orientacdo das fibras,

como foi constatado pelo MEV, porém nao interferiram quanto a presenga de

contaminantes, este € um fator importante tendo em vista que podemos provar

que as fibras sdo compostas de quitina pura.
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Figura 50-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentracao
de 1% sob o banho de acetona (70%).
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Figura 51-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa
concentragdo de 1% sob o banho de agua destilada (100%).
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Figura 52-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentragao
de 1% sob o banho de CaCl2 (2%).
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Figura 53-Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitina numa concentragao
de 1% sob o banho de etanol (30%).
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3.9.5 Intumescimento

Para a realizacdo do ensaio de intumescimento, as amostras foram
cortadas no tamanho de 10 cm pesadas quando secas e depois de imersas
em uma solucdo tampao fosfato-salino PBS - phosphate buffered saline (pH
7.4). em uma variacao progressiva de tempo de: 1 min, 3 min, 5 min, 10 min,
15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 1h, 3h, 6h, 12h, 24h, sendo esta ultima
medida feita em 24h devido a variacdo correspondente ao tempo necessario
para que ocorra a estabilizagdo de amostra, antes da estabilizacdo da
amostra, nds temos oscilagdes que indicam a resisténcia que cadeias
exercem a entrada de agua.

Para realizacdo dos célculos neste ensaio, utilizaram-se os valores
verificados apdés a imersdo em agua deionizada em uma variagao
progressiva de tempo citada anteriormente, resultando no total de 24 horas,
para as amostras com concentracdo de quitina de 0,5% para os banhos de
coagulacao CaCl, (2%), etanol (30%), acetona (70%) e agua (100%).

Aplicou-se a seguinte equacéo 8:

1% = 2" %100 (Equacao 3)

m;
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Apés obtencao dos valores, fez-se um gréfico a partir dos dados para
verificacdo da curva que representa o intumescimento em porcentagem (%)
versus o tempo.

Ao observar a Figura 54, percebe-se uma mudancga bastante elevada
do valor do peso inicial para o primeiro minuto de imersdo na solugdo de
PBS, mostrando que sua capacidade de absorcédo é elevada, chegando a
quase 180%. Os tempos seguintes mostram uma pequena oscilacdo entre
aumento e perda na capacidade de absorcdo, até atingir a estabilidade.
Percebe-se que a maior oscilagdo acontece entre o tempo de 1 minuto a 20
minutos com dois aumentos — 1 minuto a 5 minutos e 10 minutos a 20
minutos — e estabilidade préxima de 30 minutos.

Verifica-se ainda que o pico maximo atingido é de aproximadamente
190% e 0 minimo de aproximadamente 140%.

Figura 54-Ensaio de intumescimento das amostras de 0,5% submetidas ao banho de coagulacao
de CaCl2 (2%).
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Na figura 55 pode-se observar um comportamento estavel, com pouca
absorcdo no primeiro minuto de imersdo na solugdo de PBS,
aproximadamente 120%, evidenciando uma menor capacidade de absorcéo
quando comparada com o0s outros banhos de coagulacdo. A capacidade de
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aproximadamente 120%, evidenciando uma menor capacidade de absorcéo
quando comparada com os outros banhos de coagulagcao. A capacidade de
absorcdo permanece quase constante até 25 minutos, onde logo apds tem-
se 0 pico maximo de absor¢cdo em 1 hora. Nos tempos subsequentes tem-se
novamente uma absor¢cdo quase constante até a estabilizagdo da amostra
em aproximadamente 24 horas. Verifica-se que o pico maximo de absorcao
atingido foi de aproximadamente 120% e o minimo de aproximadamente
90%.

Figura 55-Ensaio de intumescimento das amostras de 0,5% submetidas ao banho de coagulacao

de etanol (30%).
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Na figura 56 podemos observar um comportamento estavel, com
elevada absorcdo no primeiro minuto de imersdao na solucdao de PBS,
aproximadamente 160%, permanecendo praticamente estavel no intervalo
de tempo de 1 minuto até 3 horas evidenciando uma maior estabilidade de
absorgdo num maior intervalo de tempo quando comparada com as
amostras anteriores (CaCl, (2%) e etanol (30%)). Nos tempos subsequentes
tem-se este mesmo comportamento até atingir o minimo de absorcéo.
Verifica-se que o pico maximo de absor¢éo atingido foi de aproximadamente
170% e o minimo de aproximadamente 140%.
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Figura 56-Ensaio de intumescimento das amostras de 0,5% submetidas ao banho de coagulacéo
de acetona (70%).
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Na figura 57 podemos observar uma elevada absor¢do no primeiro
minuto de imersao na solucédo de PBS, aproximadamente 190%, com duas
oscilacbes na curva entre aumento e perda na capacidade de absorcéao,
sendo a primeira oscilag&o, no intervalo de tempo de 1 minuto a 25 minutos,
a segunda no intervalo de tempo de 30 minutos até 6 horas. Verifica-se que
0 pico maximo de absorcdo atingido foi de aproximadamente 225% e o
minimo de aproximadamente 160%.



102

Figura 57-Ensaio de intumescimento das amostras de 0,5% submetidas ao banho de coagulacao

de agua destilada (100%).
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Analisando a Figura 58, verifica-se que as fibras coaguladas com
solventes organicos, etanol e acetona, possuem menor grau de
intumescimento que aquelas coaguladas em solventes aquosos. A
explicagdo para tal podera estar na formacao de uma estrutura com menor
espaco intersticial entre as cadeias, dificultando a penetragdo das moléculas
de agua para o interior da fibra. Como apresentado na analise dimensional,

estas fibras apresentaram menores diametros, justificando por isso tal
hipbtese.
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Figura 58-Avaliagao da taxa de intumescimento maxima nas concentragdes de quitina 0,5%,
submetidos aos banhos de coagulagao: agua destilada (100%), CaCl2 (2%), etanol (30%),
acetona (70%).
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3.9.6 Ensaios mecanicos de tracao

A norma vigente que regula as propriedades mecanicas das fibras,
ABNT NBR 13904, estabelece que estas sejam categorizadas a partir dos
seus diametros, logo se pode prever o valor de resisténcia a tracao que a
fibra deve apresentar. Os valores de referéncia estdo resumidos na Tabela
9.

Tabela 9-Categute cirdrgico estéril - Diametro e resisténcia a tracdo sobre né, de acordo com a
ABNT NBR 13904.

Numero Diametro Resisténcia a tracao

L .. Minimo Maximo Média Média Valor Individual Valor Individual
Cirargico Meétrico

(mm)  (mm)  (kgf) (N) (kgf) (N)
5-0 15 015 0,199 038 373 0,20 1,96
4-0 2 0,200 0249 077 755 0,40 3,92

Na Tabela 10 tém-se os valores médios de carga maxima suportada

pelas fibras.
Tabela 10-Valores Médios da Carga maxima suporta pelas fibras.
Fibras Carga maxima (N)
0,5% Agua dest. (100%) 0,90
0,5% Etanol (30%) 1,11
0,5% Acetona (70%) 0,59
0,5% CaCl, (2%) 1,27
0,85% Agua dest. (100%) 1,05

0,85% Etanol (30%) 0,74
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0,85% Acetona (70%) 0,41
0,85% CaCl, (2%) 1,10
1% Agua dest. (100%) 0,78
1% Etanol (30%) 1,04
1% Acetona (70%) 0,93
1% CaCl, (2%) 0,74

Analisando os dados da Tabela 10, pode-se perceber que as fibras
produzidas na concentracao de 0,5% de quitina para todos os banhos de
coagulacao, foram as fibras que apresentaram uma maior carga suportada.

Em termos cientificos estes valores nao representam fibras com
melhores propriedades mecanicas, uma vez que as fibras produzidas na
concentracéao de 0,85% de quitina apresentam maior didametro. Uma anélise
feita sobre a tensdo, que é uma medida que relaciona a area de corte da
fibra torna-se mais apropriada para fins comparativos.

A Figura 59 ilustra que a utilizagdo de solventes organicos e o
aumento da concentragédo torna a estrutura mais compacta, aumentando a
interacdo entre as cadeias poliméricas, e por isso acredita-se que sera
necessario exercer uma tensdo maior para provocar extensdo nas fibras.
Este fenbmeno pode ser visualizado quando utilizado o banho de
coagulacdo de agua destilada (100%), porém 0 mesmo n&o0 ocorre nos
outros banhos de coagulacdo. Excetuando estes, os outros resultados
obtidos ndo apontam nenhuma tendéncia em termos da influéncia nem da
concentracdo nem do coagulante. Apesar do valor mais elevado ter sido
obtido com a concentracdo de 0,85% e em etanol, verifica-se que os
resultados mais coerentes em termos de tensdo maxima, sdo os obtidos
com a concentracao de 0,5% que variam dos 49,42 Mpa a 66,36 Mpa.
Mesmo neste caso, os resultados obtidos com solventes organicos séo
superiores aos da agua, mas semelhantes aos do cloreto de calcio.
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Figura 59 - Avaliagao da tensao maxima nas concentragoes de quitina 0,5%, 0,85% e 1%,
submetidos aos banhos de coagulacao: Agua destilada (100%), Etanol (30%), Acetona (70%),
CaCl2 (2%).
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Analisando os dados da Figura 60, pode-se perceber que as fibras
que apresentaram maior alongamento foram as fibras produzidas com 0,5%,
a menor concentragdo, possivelmente devido a uma menor interagdo ou
emaranhamento entre cadeias poliméricas que torna a estrutura da fibra
mais elastica e por isso mais capaz de ser alongada.
Figura 60-Avaliagcdo do alongamento maximo nas concentragdes de quitina 0,5%, 0,85% e 1%,

submetidos aos banhos de coagulacéo: Agua destilada (100%), Etanol (30%), Acetona (70%),
CaCl, (2%).
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A Figura 61 demonstra os valores de alongamento para as amostras
na concentracdo de 0,5% de quitina em diferentes banhos de coagulacao.
Os melhores resultados sao apresentados pelas fibras coaguladas em etanol
(30%) e acetona (70%). Duan et al. (2013), demonstrou que filmes de quitina
coagulados com solugdes organicas, possuem uma ordem na estrutura e
uma agregacdo compacta das cadeias, levando a boas propriedades

mecanicas

Figura 61-Avaliagio do alongamento maximo na concentragdo de quitina 0,5% submetidos aos
banhos de coagulacao: Agua destilada (100%), Etanol (30%), Acetona (70%), CaCl2 (2%).
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O Modulo de Young caracteriza o material em relagdo a sua
deformacdo na zona eléstica. Estas deformagdes ndo sdo permanentes,
uma vez que a carga € retirada, o corpo de prova volta ao seu formato
original. A Figura 62 demonstra os resultados obtidos para o médulo de
Young.

Analisando os dados da Figura 62, referentes ao médulo de Young ou
de elasticidade, verifica-se que os dados ndo sao totalmente coerentes entre
si. Seria de esperar que com o aumento da concentragao, a rigidez da fibra
também aumentaria apresentando modulos de elasticidade maiores, ou seja,
seria necessaria uma maior tensdo para provocar uma determinada
extensdo. Tal fato sé se verificou para as amostras coaguladas em agua,
enquanto que em outros solventes as concentragdes de 0,5% e 0,85%
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demonstraram valores superiores em relagdo as amostras de 1%. Ja foi
reforcada a ideia de que as solucdes de 1% possuiam uma viscosidade
elevada, possivelmente encontrando-se ja no estado gel e por isso nao
haveria uma uniformidade completa na formacdo da fibra. Assim e
analisando somente as concentracdes de 0,5% e 0,85%, o resultado era o
esperado, um aumento do médulo de elasticidade com a concentragéo deve-
se, sobretudo ao aumento da interacdo macromolecular entras a cadeias

poliméricas das fibras.

Figura 62-Avaliacio do alongamento maximo nas concentragdes de quitina 0,5%, 0,85% e 1%,
submetidos aos banhos de coagulagéo: Agua destilada (100%), Etanol (30%), Acetona (70%),
CaCIZ (20/0).
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O resultado apresentado na figura 63 demonstra que as fibras tém
valores de modulo de elasticidade elevados e que estes valores dependem
do coagulante usado. A elasticidade das fibras coaguladas em agua é maior,
seguida de etanol, acetona e finalmente cloreto de calcio. As fibras com
etanol e acetona séo as fibras mais compactas tendo maior interagdo entre
cadeias, e por isso apresentam maior mddulo de elasticidade que as fibras
coaguladas em agua. A utilizagdo de cloreto de calcio, apesar de nao
provocar uma compactacdo tdo grande quanto os solventes orgéanicos,
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possivelmente melhora o fenbmeno de coordenacdo entre as
macromoléculas de quitina na fibra exibindo por estas, maior rigidez.

Note-se que a quitina usada possui peso molecular elevado e
segundo alguns autores ocorre formagdo de estruturas cristalinas a
concentragbes baixas. No presente trabalho ndo foi possivel determinar se
estas estruturas ocorrem nas faixas de concentragdo usadas. E de esperar
que a formagdo de uma estrutura anisotrépica leve a um incremento de
todas as propriedades mecénicas analisadas, uma vez que o ensaio usado é
a tensdo uniaxial e a ordenagao das fibras anisotropicas seria nessa mesma
direcao unica.

Figura 63-Avaliagdo do médulo de young na concentragéo de quitina 0,5% submetidos aos
banhos de coagulacdo: Agua destilada (100%), Etanol (30%), Acetona (70%), CaCl2 (2%).
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3.9.7 Avaliacao da Viabilidade Celular

Os testes de citotoxicidade sdao um importante aspecto dos
biomateriais. Para um material ser aplicado como um biomaterial ndo deve
liberar nenhum produto téxico ou produzir reagcbes adversas, as quais
podem ser avaliadas por testes citotoxicos in vitro (Li et al., 2009).

Acreditava-se que a utilizagdo do solvente DMAc + LiCI2 na formagéao
das fibras de quitina poderia conduzir a formacdo de fios com certa
toxicidade, tornando-os, portanto, impréprios para utilizacdo como
biomaterial. Com o intuito de avaliar a toxicidade dos fios, o ensaio de
citotoxicidade foi realizado.

A Figura 64 demonstra os resultados obtidos para este ensaio. Tem-
se que todos os fios na concentracao de 0,5% apresentaram uma viabilidade
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celular na faixa de aproximadamente 90%, para as amostras submetidas ao
banho de coagulacdo CaCl, (2%) a 100%, para as amostras submetidas ao
banho de coagulagdo acetona (70%), segundo a NBR ISO 10993-5:2009
viabilidades celulares maiores ou iguais a 70% indicam um material nao
citotoxico, o que comprova que nenhuma das fibras produzidas é citotéxica e
que 0s processos subsequentes a formacao das fibras, atuaram de forma

significativa na retirada do solvente.

Figura 64-- Ensaio de citotoxicidade para a concentracdo de quitina de 0,5%, submetidos aos
banhos de coagulacao de agua destilada (100%), etanol (30%), acetona (70%), CaCl2 (2%).
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3.9.8 Biodegradacao in vitro

O ensaio de biodegradacéao in vitro é realizado com o intuito de avaliar
a taxa de degradagdo dos biomateriais quando introduzidos no corpo
humano. As amostras sao cortadas, embebidas em solugbes de PBS +
enzima (lisozima) e PBS (phosphate buffered saline), pesadas e entédo
comparadas com a curva em branco (curva PBS). A degradagéao da quitina
por lisozima ocorre através da clivagem da ligagdo glicosidica entre as
unidades de N-acetilglucosamina, a taxa de degradacdo dependera da
cristalinidade, do peso molecular, estrutura morfoldgica (Kumar et al., 2011).
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O ensaio foi realizado ao longo de sete dias, as amostras foram
medidas em: 24h, 4 dias, 5 dias e por fim 7 dias.

A Figura 65 apresenta os resultados para o ensaio em PBS e em
PBS+Lisozima, com relagdo aos percentuais de massa perdido, percebe-se
que até 4 dias nao ha perdas de massa significativa para todas as amostras
ensaiadas. A partir do quinto dia temos uma perda de aproximadamente
10% da massa, para as amostras submetidas aos banhos de coagulagao
CaCl,, agua destilada (100%), respectivamente. As fibras coaguladas nos
banhos de coagulagdo de acetona (70%) e etanol (30%) apresentaram no
quinto dia uma maior perda de massa 8% e 9%, respectivamente. Este
comportamento corrobora com os ensaios de intumescimento, onde as fibras
coaguladas com solventes organicos possuem um menor espacgo intersticial
entre as cadeias, dificultando a penetragdo das moléculas de agua para o
interior da fibra, no caso da biodegradacao este comportamento pode ser
observado através de uma menor perda de massa das fibras coaguladas
neste tipo de solvente, ao passo que as fibras coaguladas em solventes
aquosos apresentam uma perda de massa maior.

Figura 65-Resultados do Ensaio de Biodegradacao Enzimatica para as amostras de 0,5% de
quitina submetidas a solugdo tampao de PBS e solucdo PBS+Lisozima.
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Ja é conhecido que na degradacédo da quitina a lisozima pode clivar
especificamente as ligacoes glicosidicas da quitina, logo serdo produzidos
como produtos da degradacdo os mondmeros, N-acetil-d-glucosamina e d-
glucosamina mondmeros, 0s quais irdo aumentar a bioatividade dos
materiais (KUMAR et al., 2011). Estes produtos da degradacéo pelo fato de
aumentarem a bioatividade podem atuar também atraindo mais células para
o local da cicatrizagdo, logo o polimero degrada ao mesmo tempo em que

conduz a um processo de cicatrizagdo mais rapido.
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3.10 CONCLUSOES

O presente trabalho alcancou a proposta de desenvolver fibras de quitina
para aplicacdo como fios de sutura, realizando um estudo destas fibras em
diferentes concentracdes, através da técnica de wet spinning foi possivel
também determinar a influéncia dos banhos de coagulacdo na formacao das
fibras. A caracterizacao destas fibras foi de grande importancia do ponto de vista
futuro da utilizacdo deste produto como um fio de sutura biodegradavel. A
analise dos resultados das caracterizagdes propostas permitiu se chegar as
seguintes conclusdes:

v As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)
confirmaram que ndo ha diferenga entre os espectros da quitina pura
quando comparados com as fibras submetidas aos banhos de
coagulagcao, pode-se concluir que as fibras produzidas possuem um
elevado grau de pureza, o que torna viavel a utilizagdo destas fibras como

um biomaterial.

v" O estudo morfologico destas fibras realizado por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) revelou a influéncia dos banhos de coagulacdo no
didmetro das fibras. O aumento do pH no banho de coagulacéo levou a
uma neutralizacao mais rapida das fibras de quitina, consequentemente
ocorre um fendmeno conhecido como encolhimento ou “shrink” no

diametro da fibra.

v Os ensaios de EDS revelaram elementos caracteristicos da estrutura
quimica da quitina, comprovando que os banhos de coagulagao
interferem quanto a uma neutralizacdo mais rapida ou ndo, porém nao
interferem quanto a presenca de contaminantes, este é um fator
relevante tendo em vista que pode-se comprovar que as fibras séo
compostas de quitina pura.

v Através dos ensaios de intumescimento tem-se que as fibras coaguladas
com solventes organicos, etanol e acetona, possuem menor grau de

intumescimento, quando comparadas com as fibras coaguladas em
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solventes aquosos. Estes dados corroboram com a analise dimensional
realizada nas fibras, tendo em vista que estas apresentaram menores
didmetros Como citado este comportamento pode ser atribuido a
formagcao de uma estrutura com menor espaco intersticial entre as
cadeias, 0 que dificulta a penetracdao das moléculas de agua para o
interior da fibra.

Os testes mecanicos realizados nao revelaram uma tendéncia que
possa relacionar o aumento da concentragdo e os solventes organicos
utilizados. Acredita-se que o aumento da concentracao propiciou uma
maior formacédo de defeitos atribuidos a insolubilidade da quitina, esta
afirmagéo corrobora com os resultados de MEV, onde se podem ver
claramente porgdes de quitina ndo dissolvidas na superficie do material.
As fibras na concentracao de 0,5% de quitina apresentaram resultados
mais coerentes, provavelmente devido a uma melhor solubilizacdo da

quitina, levando a uma menor formacao de defeitos nesta estrutura.

A avaliacdo da viabilidade celular comprovou que o0s banhos
subsequentes aos banhos de coagulacdo foram efetivos na extracdo do
solvente, este fato € importante do ponto de vista de utilizacdo deste

produto como um biomaterial.

Os ensaios de biodegradacdo corroboram com os resultados
encontrados no intumescimento, é provavel que uma maior
compactacao nas cadeias das fibras coaguladas em solventes organicos
tenha proporcionado uma taxa de biodegradacdo mais lenta quando

comparadas com as outras amostras.

Desta forma, conclui-se que a técnica de wet spinning utilizada

demonstrou ser efetiva na obtencao de fibras de quitina, sendo esta considerada

by

uma técnica versatil devido a possibilidade de manipulagdo de variaveis

experimentais como: concentragdo, banhos utilizados, calibre da agulha, altura

na qual a agulha se encontra. Os resultados mostraram que a alteracdo da
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concentracado da solugdo de quitina e os diferentes banhos de coagulacéo
utilizados modificam as propriedades gerais das fibras produzidas.

Algumas das metodologias propostas, como o ensaio mecanico de tracao,
por exemplo, tiveram de ser adaptadas para atenderem as normas. Torna-se
importante, a possibilidade de posterior continuidade das investigagdes em
futuras pesquisas, no que toca o ensaio de tracao e outros métodos de ensaios

de viabilidade celular e adesao celular.
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4 PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho teve como principal objetivo o aproveitamento de
residuos alimentares, neste caso a casca de camarao, visando a partir desta,
produzir a matérias-primas para o desenvolvimento de fibras, visando sua
aplicacado como um fio de sutura biodegradavel, viabilizando a utilizagdo destas
fibras em dispositivos médicos devido a sua pureza de grau médico.

Com o objetivo realizado, e o reaproveitamento de residuos da industria
pesqueira considera-se que as metodologias estabelecidas no trabalho
académico tiveram sucesso do ponto de vista da extragdo de quitina a partir da
casca do camardo. Portanto, o estudo se justifica e se faz relevante.

E importante ressaltar a necessidade de se desenvolverem trabalhos
sobre essa espécie Litopenaeus vannamei, para esta aplicacdo. O que por si ja
traduz o seu valor, tanto do ponto de vista académico quanto para a area
geografica em questdo, o Nordeste Brasileiro, que produz este residuo em
grande escala gerados pelo beneficiamento do camarao.

Acrescenta-se ainda a impossibilidade de realizar um estudo reoldgico
sobre as solugdes utilizadas. Tal estudo daria informagdes importantes a
respeito do peso molecular da quitina obtida em laboratério, bem como
informacdes sobre qual a concentragdo da formacdo de gel, sendo as
concentragbes abaixo deste ponto mais indicadas para o uso no presente
trabalho. Sabe-se que solubilidade da quitina é dependente do peso molecular e
aumenta com a diminuicdo do comprimento da cadeia. Baseado no fato de que
alguns artigos estabelecem um range de solubilidade da quitina grande, torna-se
necessario um estudo mais preciso a respeito do estado sol-gel das solugdes de
quitina + DMACc/LICI.

Do ponto de vista de processamento alternativa vidvel seria estudar a
secagem destas fibras em temperaturas elevadas. Mohammad et al.,2013 tém
relatado que a secagem das fibras em temperaturas elevadas é uma alternativa,
pois causam mudancgas significativas na microestrutura, possivelmente um
‘recozimento” das fibras, iria melhorar as suas propriedades mecanicas, devido

a rapida formacéao da microestrutura cristalina.



