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RESUMO

A pele é o 6rgédo do corpo mais suscetivel as lesdes em diversos niveis. E o
maior 6rgéo do corpo e tem como fungdo o revestimento deste, agindo como
protegdo contra os inconvenientes do meio externo. Dentre os mais variados
tipos de lesdes a que a pele estd exposta, pode-se destacar as queimaduras,
que por sua vez possuem varios tipos e graus de complexidade, além de
diferentes motivagbes, e consequentemente, tratamentos direcionados para
cada uma delas. A assepsia e 0 uso de curativos sdo os procedimentos mais
utilizados para evitar a perda de fluidos corpérecs e controle da infecgao,
sendo estes alguns dos requisitos mais importantes para uma regeneragéo
efetiva da area afetada. A quitosana e a gelatina sdo dois dos biopolimeros
reconhecidos pela sua biocompatibilidade e biodegradagdo, e possuem
algumas caracteristicas que unidas podem contribuir com a necessidade de
utilizagao de materiais mais eficientes no para uso em curativos. Desta forma, o
presente trabalho tem o objetivo de desenvolver arcabougos tridimensionais de
quitosana pela técnica de freeze-drying e posterior recobrimento superficial
com a gelatina. A Pesquisa foi dividida em duas partes metodologias a fim de
facilitar a discussdo e obter uma melhor resposta a aplicagao almejada. Para
tanto, diversas técnicas de caracterizagdo foram realizadas tanto na primeira
etapa, quanto na segunda, a fim de direcionar ¢ final da pesquisa a um
resultado satisfatorio as expectativas de geragcao futura de um produto
vendavel. Ao final foram obtidas estruturas porosas interconectadas, com
diametros de poros médios entre 43,8um e 200um, intumescimento médios

entre 1.150% e velocidade de permeagio ao vapor de agua de 4.156 glmzdia.
Ensaios mecéanicos demonstraram que os arcabougos produzidos possuem
médulos de elasticidade de 8, 1MPa em média. Os resultados de viabilidade
celular do arcabougo final apresentou percentagem superior a 90%. Os
resultados obtidos demonstram que o objetivo da pesquisa foi alcancado, de
melhorar as propriedades dos arcaboucos de quitosana com a associagéo da
gelatina, além de indicarem que a aplicagdo para regeneracao tecidual da pele
possui potencial em niveis menos elevados de complexidade.

Palavras-chave: Quitosana, gelatina, regeneragcdo tecidual, queimados,
curativos.



ABSTRACT

The skin is the organ of the body more susceptible to injury at various levels. It
is the largest organ of the body, work as coating of the body and acts as a
protection against the inconvenience of the external environment. Among the
various types of injury to the skin is exposed, may be mentioned burns, which
one have various types and degrees of complexity, and various reasons,
thereafter each one needs individual treatments. The asepsis and the use of
bandages are procedures commonly used to prevent loss of body fluids and
control of infection, these areamong the most important requirements for
effective regeneration of the affected area. The chitosan and gelatin are
biopolymers known for their biocompatibility and biodegradability, their also
have certain characteristics which together may contribute to obtain materials
more efficient for use in this in dressings. Thus, this study aims to develop
three-dimensional scaffolds of chitosan by the technique of freeze-drying and
subsequent surface coating with gelatin. The research was divided into two
methods in order to facilitate discussion and to better respond to obtain desired
application. For this purpose, various characterization technigues were
performed in both in the first stage, asin the secondaims to discuss and
development satisfactory search expectations for the future generation of a
salable product. At the end were obtained interconnected porous structure with
average pore diameters between 43.8um and 200pum, average swelling
between 1.150% and the permeation rate to water vapor of 4,156 g!m2 day.
Mechanicai testing demonstrated that the frameworks produced elastic modulus
on average of 8. 1MPa. The results of cell viability of the scaffoldspresented
percentage higher than 90%. The results demonstrate that the research
objective was achieved, to improve the properties of chitosan scaffolds with
gelatin, and indicate that this application for tissue regeneration of the skin has
the potential to lower levels of complexity.

Key-words: Chitosan, gelatin, tissue regeneration, burns, bandages.



ACRONIMOS

ATR - Attenuated total reflectance — Refletancia total atenuada
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ISO - International Standard Office
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1 INTRODUGAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo e o vinculo do meio interno com o0 meio
externo. E uma barreira que protege o corpo dos traumas, da desidratacdo e da
invasdo por microganismos externcs, aiém de participar da regulagao da
temperatura corporal, de excrecdo e absorgdo de substincias. A epiderme é a
camada externa da pele e a derme, a regido vascularizada da pele (LEE,
2006).

Dentre as causas mais comuns de lesdes cutdneas, encontram-se as
queimaduras. Estas sao bastante comuns, pois a pele € a maior area de
contato do corpo e pode ser faciimente submetida as alteragbes por dano
térmico, através de calor, radiacdo, eletricidade, dentre outros fatores de risco,
que podem provocar lesdes graves e de dificil reparacdo e regeneracio
tecidual (RAMOS & SILVA; CASTRO, 2009).

Nos dltimos anos, o estudo de lesdes cutaneas causadas por queimaduras
tem sido intensificado, principalmente devido aoc fato das mesmas ocuparem o
terceiro lugar entre os acidentes que mais ocorrem no mundo, além de tratar-se
de uma doenga debilitante e de vastas consequéncias a vitima (ROSSI et al.,
2003). Além disto, dados da Sociedade Brasileira de Queimados revelam que
por ano, pelo menos um milhdo de pessoas séo vitimas de queimaduras no
Brasil, sendo dois tercos destas envolvendo criangas, e que 13.735 mortes
entre 1996 e 2008 foram registradas tendo como causa as queimaduras
(Ministério da Saude, 2012).

A Engenharia de Tecidos é um campo interdisciplinar que reune as ciéncias
da vida e engenharias para promover estudos que investiguem um modo de
manter ou reparar tecidos do corpo e suas fungdes, através de substitutos
compativeis com o meio bioldégico. Estes substitutos tem como fungdo o
suporte para o crescimento de células e adicionalmente servem como suporte
mecanico e estrutural do tecido original até a formagdo do novo tecido
(BARBANTI et al., 2005; LUO et al., 2007).

Uma atenc&o consideravel tem sido dada para os biomateriais a base de
polimeros de origem natural, dentre eles a quitosana. Considerada como
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material com grandes possibilidades para modificacbes estruturais com
almejadas propriedades para destinagbes especificas, este polimero vem
sendo amplamente estudado para aplicagdes industriais baseadas na formacgéo
de filmes e fibras, com énfase na investigagdo de suas propriedades
mecanicas, de modo a ser utilizado no campo biomédico, na liberagdo
controlada de farmacos, para cicatrizagdo, bem como na engenharia de
tecidos. Aléem de propriedades favoraveis, como por exemplo, sua atividade
antibacteriana, a quitosana ainda possui a vantagem de ser atéxica, renovével,
com grande importancia econdmica e ambiental (RINAUDO, 2006).

Na ultima década, um dos veiculos para pesquisa em biomateriais
funcionais tem sido o0 desenvolvimento de arcabougos ou matrizes
tridimensionais, podendo ser compreendidos na engenharia de tecidos como,
dispositivos utilizados para promover a proliferacdo e crescimento celular,
fornecendo um ambiente estavel quimicamente e estruturalmente. Para que
essas fungdes sejam exercidas com eficacia é desejavel que os arcabougos
sejam biocompativeis e biodegradaveis e apresentem propriedades de
superficie adequadas, como por exemplo, a rugosidade (SHi, 2006; WILLIAMS,
2008; FIDELES, 2010).

Alem disso, pode-se encontrar na literatura uma ampla investigagao dada
pela motivagdo em associar a quitosana a outros biopolimeros, tais como:
colageno, gelatina, poli-hidroxialcanoatos e poli (a-hidréxi acidos). A unidao da
quitosana a esses materiais biocompativeis pode ser promissora com relagéo a
melhoria das propriedades mecanicas e adesdo de células, oferecendo uma
grande aplicagdo em engenharia de tecidos (AUSTIN, 2007; LARANJEIRA &
FAVERE, 2009).

Estes polimeros sintéticos tém sido usados na confecgdo de barreiras
mecanicas, que por sua vez oferecem controle da estrutura e das propriedades
fisico-quimicas, da cristalinidade, condi¢des hidrofilicas e hidrofdbicas, padrao
de degradagdo, além das propriedades mecéanicas. O material pode ser
processado em diversas formas e microestruturas variando assim a area
superficial desejada, quantidade, tamanho e distribuicdo de poros.
Naturalmente, essas variaveis irdo interferir de maneira direta nas diferentes
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aplicacdes, sendo umas das potencialidades o uso em liberagdo controlada de
farmacos, em érgaos artificiais e para reconstrugéo tecidual.

Partindo deste contexto, o presente trabalho se propde produzir arcaboucos
de quitosana em trés diferentes concentracdes, através do processo de freeze
drying, que sera detalhado no Capitulo |, e posterior associagédo a gelatina,
através do recobrimento superficial, que sera exposto no Capitulo Il. A partir
desse desenvolvimento, e posterior caracterizacdo, podem-se obter respostas
mais especificas quanto ao controle da taxa de degradacéo e das propriedades

mecanicas, bem como a possivel aplicagdo e utilizacdo na regeneracao
tecidual.
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2 JUSTIFICATIVA

Como visto, a pele é o 6rgdo do corpo que esta mais propenso a lesdes em
diversos niveis, isso se d& pela sua importancia funcional de revestimento do
corpo e de protegdo contra os inconvenientes do meio externo. As
queimaduras sdo uma das lesGes mais frequentes, principalmente aquelas do
cotidiano que estdo associadas a acidentes com alimentos superaquecidos.
Existem vérios tipos de queimaduras, em graus de complexidade e motivagbes
diferenciadas, e consequentemente, tratamentos direcionados para cada um
deles. (RAMOS & SILVA; CASTRO, 2009).

O crescimento da engenharia de tecidos na Gitima década promove, a
partir do seu carater interdisciplinar, integrando conhecimento de areas como a
medicina e a engenharia de materiais, estudos direcionados para reparacéo de
tecidos doentes ou danificados, tendo como principal vantagem a combinagéo
de componentes biocompativeis, matrizes porosas e componentes biolégicos
para aplicacdes especificas. (BARBANTI et al., 2005; LUQ et al., 2007).

O desenvolvimento de novos biomateriais possibilita a investigagado no
dominio da engenharia de tecidos, j& que 0 estudo da correlagdo entre
biomateriais e células é fundamental para favorecer a reconstrugao natural do
tecido. Neste sentido, a pesquisa de biomateriais funcionais tem sido dirigida
para o desenvolvimento de arcabougos compativeis, que podem ser bastante
investigados dentro da engenharia de materiais, tanto através da avaliagao das
técnicas de processamento, quanto da observagdo e comparacdo da
morfologia e propriedades fisico-quimicas obtidas nas matrizes porosas.
(RINAUDO, 2006).

Um dos biomateriais promissores para aplicagdo como suporte poroso é a
quitosana, devido a sua degradacao continua sem que haja reagao inflamatoria
do corpo. As matrizes porosas de quitosana podem ser obtidas, entre outras
técnicas, através de um processo de congelamento e liofilizagdo (freeze
drying), gerando uma microestrutura porosa com alto grau de
interconectividade entre os poros, dependendo da temperatura de
congelamento da solugcdo. Essa técnica & econdmica, com fatores de
viabilidade técnica (por possuir variaveis adaptaveis), além de proporcionar um
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produto final de boa qualidade. (SHI, 2006; WILLIAMS, 2008; FIDELES, 2010;
SAMPAIO 2012).

Atendendo que a matriz extracelular dos tecidos humanos é amplamente
composta por proteinas, e que estas possuem um papel determinante para a
adesao celular, torna-se conveniente a utilizagdo de uma proteina na superficie
da quitosana de forma a mimetizar e incrementar a capacidade que o
arcabougo de quitosana possui para a formacdo de um novo tecido (Massia,
2004). Além do estudo dos arcabougos produzidos, uma das principais
justificativas €& a avaliagdo da gelatina como proteina associada
superficialmente a quitosana, de modo a perceber até que ponto esta é
determinante e favoravel para a aplicacao desejada.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente trabalho se propde a desenvolver arcabougos de quitosana
através da técnica de freeze-drying; incorporar gelatina a estes a partir do
recobrimento superficial, e caracteriza-las para avaliagdo de aplicacdo na
regeneracao da pele.

3.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho consistem em:

e Desenvolver arcabougos de quitosana 1,5%, 2,0% e 2,5% através
da técnica freeze-drying;

e Incorporar a gelatina a quitosana através do recobrimento superficial
e avaliar as variaveis de processamento para obtencdo de
arcabougos quitosana-gelatina;

e Avaliar as propriedades fisico-quimicas e morfolégicas dos
arcaboucos de quitosana e quitosana-gelatina,;

o Avaliar a citotoxicidade dos arcaboucos de quitosana e quitosana-
gelatina;

o Estabelecer relacbes entre os dois materiais estudados e suas
respostas para regeneracao tecidual.



Capitulo |

Arcaboucos de Quitosana para Regeneracdo da Pele
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele é o 6rgédo mais externo do corpo humano. E a interface entre o
corpo e 0 meio externo, representando de 10% a 15% do peso corporal e tem
como finalidade recobrir e proteger os tecidos mais profundos contra
traumatismos, desidratag&o e invasdo por microrganismos externos. E formada
por estruturas ectodérmicas (epiderme, unidade pilossebacea-apécrina,
unidade écrina e unhas) e mesodérmicas (derme, vasos sanguineos, musculo
eretor do pelo e tecido celular subcutaneo). (LEE, 2006; LANGEMO, 2005;
GRAY, 2000; KORIA, 20086).

Suas fungdes incluem protegcdo contra traumas fisicos, térmicos, radiagao
UV, agentes oxidantes, invasdo microbiana e prote¢do imune. Dentro destas
importantes fungdes, a permeabilidade da barreira epidérmica, a qual controla
0 movimento transcutaneo da agua e outros eletrolitos, € provavelmente a mais
importante. A barreira fisica & predominantemente situada na epiderme. (LEE,
2008).

A pele é constituida por uma porgdo epitelial de origem ectodérmica, a
epiderme e por uma porgdo conjuntiva de origem mesodérmica, a derme,
ilustrado na Figura 1 (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Figura 1 - Estrutura da pele

Fonte: Figura adaptada de Dystrophic Epidermolysis Bullosa Research Association of America.
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A pele saudavel por sua vez, com suas trés camadas anatomicamente
diferentes, o estrato cérneo (10 pm), a epiderme viavel (100 pym) e a porcdo
mais alta da derme papilar (100 - 200 um) tendo cada uma, diferentes
constantes de difuséo, € de certa maneira permeavel a varias substancias.
(SANTOS; OLIVEIRA; GUEDES, 2008).

4.2 ALTERAGOES DA PELE POR DANO TERMICO — CALOR

Alteracdes na pele por danos térmicos sdc reconhecidas como
queimaduras, que por sua vez, definem-se como uma lesao tecidual decorrente
de um ftrauma causado por agentes térmicos, quimicos, elétricos e fou
radioativos, que atuam levando a destruicdo parcial ou total da pele e seus
anexos, podendo atingir inclusive as camadas mais profundas, como ¢ tecido
celular subcutaneo, musculos, tenddes e 0ssos. (SERRA; BRAVO; CASTRO,
2009).

Determinar o grau de queimadura significa determinar a profundidade da
leséo térmica na pete. O correto diagnéstico da profundidade sd podera ser
feito através do estudo histopatolégico (bidpsia). O grau de profundidade da
queimadura vai depender do agente causal, tempo de exposicdo e de
condigdes prévias do paciente. (COHEN, 2000; KALGAARD, 1997).

A ferida provocada que apresenta grande area de tecido desvitalizado é
rapidamente colonizada por bactérias e leva algum tempo para cicatrizar.
‘Consequentemente existe um risco consideravel de infecgdo nas grandes
queimaduras, mas menos provavel nas pequenas lesdes. Histologicamente,
resulta em necrose de coagula¢do da epiderme, podendo atingir profundidade
varidvel da derme e dos tecidos subjacentes. (SERRA; BRAVO; CASTRO,
2009).

Os cuidados com as feridas podem ser dadas através da limpeza
sistematica e diaria da area queimada, acompanhada do desbridamentc de
tecidos desvitalizados e curativos com antimicrobianos topicos, para prevengao

da infecgdo. A correta terapia topica das queimaduras representou,
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historicamente, uma diminuicdo de 50% nos indices de 6bito dos pacientes
queimados. Espera-se de um bom agente tdpico antibacteriano que este
retarde a colonizacdo bacteriana; mantenha a densidade bacteriana na ferida
em niveis inferiores aos alcangados por outros meios; resulte numa microbiota
de ferida relativamente homogénea; e determine o0 minimo possivel de reagdes
adversas para pacientes. Sao eles: Solugdo de Nitrato de Prata a 0,5%,
Acetato de Mafenide, Sulfadiazina de Prata a 1%, Sulfadiazina de Cério.
(SERRA; BRAVO; CASTRO, 2009).

Relacionado a cicatrizagdo, quanto mais profunda for a queimadura,
menos este tecido se assemelhara com a pele normal, tornando seu tratamento
muito mais complexo. Quando somente a epiderme € destruida, a regeneragéo
formara um epitélio idéntico a pele normal. Porém, até a formagado de todas as
camadas da epiderme e do estrato cormeo, a pele se apresentara ressecada,
com a perda elevada de agua transepidérmica e manto lipidico insuficiente.
(MAIO, 2004).

4.3 CURATIVOS

O tratamento de um ferimento e assepsia cuidadosa deste tem como
principais objetivos a prevencao efou reducdo dos riscos de infecgbes, a
eliminacao de fatores desfavoraveis ao processo de cicatriza¢ao e a diminuigao
da probabilidade de infecgbes devido ac uso adequado de técnicas e
procedimentos. (DALLAN, 2005).

Os curativos atualmente disponiveis no mercado podem ser classificados
como: convencionais, hidrogéis, hidrocoldides, polimeros, bioativos, enzimas
protecliticas, curativos antiodor e filmes adesivos. O tratamento de
queimaduras também pode ser realizado de diversas formas, variando de caso
para caso, conforme as necessidades, as possibilidades e a experiéncia da
equipe médica responsavel. (CANDIDO, 2001).

Na Tabela 1, adaptada de Dallan (2005), observa-se uma diversificada
possibilidade de curativos disponiveis no mercado € as suas aplicagdes, para
variadas situagdes.
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Tabela 1 - Diferentes tipos de curativos disponiveis no mercado e suas aplicagdes.

TIPO DE LESAQ

TIPO DE CURATIVO

EXEMPLOS

infectada

Convencional, gazes com
antissepticos, anti-bioticoterapia
especifica

Gazes de algoddo, Bactigras® e
Inadine®

Tecido necrotico com placas de
fibrina

Convencional, enzimas
proteoliticas, solugdes

Gazes, colagenase, papaina,
agtcar, Dersani®, solugbes

hipertonicas salinas hiperténicas e Aquacel®

Lesao seca e dolorosa Hidroge! Ign‘;:'gsite gei® e Gelduoderm
Boa granulagio e pouca "
SeCrecao Hidrocoldide Duoderm® e Comfeel®
Boa granulagic e muita Alginatos, espumas de Kaltostat®, Allevyn® e
secrecdo poliuretano Combiderm®

. . Actisorb®, Carbonet® e
Odor fétido Curativas com carvao e prata Carboflex®
Ulceras neuropaticas superficiais | Fator de crescimento topico Regranex®

Ulceras croénicas de dificil
cicatrizacdo

Equivalente de pele humana

Apligraf® e Dermagraft®

Ulceras de estase

Curativos compressivos

Elasticos. atadura eldstica

Inelasticos: bota Deunna®,
Flexidress®, Profore®,
Viscopaste® e Theraboot®

Como se observa na Tabela 1, atualmente, os produtos mais utilizados no

tratamento de queimaduras sao: sulfadiazina de prata associada ou ndo ao
nitrato de cério, hidrocoldides, hidrogéis, acido linoléico, acido ricinoleico, Aloe
Vera, elicina, papaina, albumina, gazes ndo aderentes, membranas sintéticas
(como por exemplo: Omiderm®, Tegaderm®, Dermafiim®, Opsite®, Praflex®,
Granuflex®, Epigard® e Biobrane®) ou bicloégicas, matriz de regeneragado
dérmica e alginato, dentre outros. (DALLAN, 2005).

Os curativos destinados ao uso em gueimaduras possuem caracteristicas
particulares. Duas caracteristicas importantes de um curativo utilizado no
tratamento de queimaduras referem-se a redugdo da perda de fluidos
corpéreos pelo paciente e ao controle da infecgdo. Outras caracteristicas
importantes e que devem ser consideradas sdo a aderéncia a ferida, a
porosidade, a macroestrutura e as dimensdes do curativo, suas propriedades
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mecanicas, a taxa de biodegradagdo e a auséncia de antigenicidade. (RATNER
et al., 1996).

Conceitualmente, estes curativos podem ser classificados como
temporarios ou permanentes; epidérmicos, dérmicos ou compodsitos; biolégicos
ou sintéticos. Em termos praticos, os curativos s&o classificados em
temporarios ou permanentes, sendo os do tipo temporarios subdivididos em
biodegradaveis e nao biodegradaveis. Os curativos permanentes s&o sempre
do tipo ndo biodegradaveis (SHERIDAN & TOMPKINS, 1999; DALLAN, 2005).

Os curativos temporarios, do tipo nac biodegradaveis, podem ser
agrupados em duas categorias distintas: aqueles que ndo permitem o
crescimento de células em suas superficies podendo ser utilizados como
recobrimentos ou aqueles que possuem poros em suas estruturas, permitindo
assim, a migragao celular. Tal caracteristica permite a adesdo do curativo a
ferida havendo, portanto, a necessidade de sua retirada por intervengao
cirirgica (DALLAN, 2005).

Os curativos temporarios, do tipo biodegradaveis, podem ser
classificados como suportes (scaffolds) ou como barreiras. No caso dos
suportes, 0s curativos atuam como matrizes para ¢ crescimento de células,
sendo degradados (por enzimas ou pelo préprio meio fisiolégico) ao longo do
processo de cicatrizacdo. Ja os curativos do tipo barreira, diferentemente dos
suportes, ndo devem favorecer a adesao de células em suas 19 superficies e
possuem como principais fungbes a protegéo fisica e microbiolégica do leito do
ferimento além do controle da perda de fluidos corpdreos. Assim, para ¢ bom
desempenho destes curativos, caracteristicas adequadas de flexibilidade,
resisténcia mecanica e permeabilidade sdc fundamentais. Por serem
biodegradaveis, estes curativos sdo degradados e absorvidos pelo organismo
ao longo do processo de cicatrizagdo, ndo sendo necessaria a sua retirada.
(DALLAN, 2005).
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44 ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos é reconhecida como uma &rea cientifica em
continua expansao, e que consiste na regeneracdo de 6rgaos e tecidos vivos,
através do recrutamento de tecido do préprio paciente, que s&o dissociados em
células e estas cultivadas sobre suportes biologicos ou sintéticos, para entao
serem reinseridos no paciente. (BARBANTI et al., 2005).

Biomimética € um novo estudo da engenharia de tecidos, que investiga
as construgdes da natureza em todos os seus aspectos estéticos e funcionais,
e procura reproduzir estes projetos e processos no desenvolvimento de
solugdes para os problemas humanos. A Biomimética, ilustrada na Figura 2,
nao visa necessariamente basear-se naquilo que pode ser extraido dos
organismos e de seus ecossistemas, mas sim, no que pode ser aprendido com
eles (BENYUS, 2002).

Figura 2 - Imagem que demonstra o conceito de Biomimética.

Fonte: www.ecodesenvolvimento.org

Um desafio importante para a engenharia de tecidos & a concepgao de
materiais que possam ajudar o corpo humano na sua capacidade de
regeneracdo, recuperando ndo s6 a estrutura do tecido danificado, mas
também a sua func¢&o. O reparo inicia com técnicas in vitro de cultivo de células
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em arcaboucos, ilustrado na Figura 3, para posterior implantagdo no
hospedeiro (MA, 2001).

Figura 3 - Arcabougo e contagem de células vivas para testes em vivos.

Fonte: Arquivo préprio.

Além disso, para definicdo da geometria em trés dimensdes (3D) do
tecido reconstuido, o arcabougo fornece o microambiente para as células
regenerativas, possibilitando a adeséo, a proliferacéo, diferenciagcdo e génese
do novo tecido. Portanto, a composicdo quimica, estrutura fisica e funcional
sao atributos importantes para biomateriais na engenharia de tecidos. Para
atender as diversas necessidades da area, varios materiais tém sido
explorados como suporte para a regeneracao tecidual (VALLET-RAGI, 2009).

441 Arcaboucos

Arcaboucos tridimensionais servem como substratos temporarios para
suportar e guiar a formacgao tecidual em diferentes ambientes de regeneragao
de tecidos in vitro e in vivo. Como meio apropriado, os arcabougos devem
possuir unidades moleculares que possibilitem modificagdes e taxa controlada
de biodegradacdo, ndo desenvolver toxicidade tépica ou sistémica, ter
propriedades para promover ou inibir interacao célula-matriz e célula-célula,
apresentar respostas imunes a inflamacao, ser material de facil produgédo ou
aquisicéo e purificagdo e possuir compatibilidade com a substancia quimica e
com solugdes aquosas em condicdes fisiolégicas (LUO et al., 2007; OLSOON,
2008).
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A estrutura dos arcabougos deve possuir cinco fatores considerados
desejaveis: superficie que permita adesdo e crescimento celular; nenhum
componente ou subproduto de sua degradagdo deve provocar reagdes
inflamatorias ou téxicas; apresentar estrutura tridimensional; a porosidade deve
proporcionar elevada area superficial para interagdo célula-suporte e ter
espage para a regeneragac da matriz extracelular. /n vivo, a porosidade e
interconexdo dos poros s&0 essenciais para proliferagao de vasos, facilitando a
nutricao do tecido ao redor do implante. Biocompatibilidade, biodegradabilidade
e bioreabsorcdo sdo geralmente exigidas para as matrizes, e a taxa de
degradacdo também deve coincidir com a taxa de formacdo do novo tecido
ideal para servir ao propdsito do modelo (MA, 2001; SANTOS Jr & WADA,
2007; LARANREJA & FAVERE, 2009).

O tamanho dos poros é uma questdo muito importante porque, se os
poros forem muit0 pequenos, podera ocorrer & oclusao dos poros pelas células.
isso evitara a penetracdo celular, produgdo da matriz extracelular e a
neovascularizagao nas areas internas do arcabougo. Se os poros forem muito
grandes podem tornar o material do implante fragil. Além disso, mesmo
micromovimentos do implante (que sao dificeis de evitar), geralmente na
interface, podem cortar 0 suprimento de sangue para o tecido e causar
complicagdes, tais como, morte tecidual, inflamagdo e destruicdo da
estabilidade interfacial {(HENCH, 1991; SALGADO et al,, 2004; DEVILLE et al.,
20086).

KLAWITER e HULBERT (1971) e WHANG e colaboradores (1999),
demonstraram através de experimentos o efeito do tamanho do poro na
regeneragdo de tecidos. Os poros de 5 ym permitem a neovascularizagao,
entre 5-15 um o crescimento de fibroblastos, 40-100 ym o crescimento da
matriz ostedide € 100-350 ym a regeneracao dssea. Adicionalmente, tamanhos
de poros de 100-1000 um determinara as propriedades mecanicas em um nivel
giobal. Tamanhos variando de 1-10 ym influenciam na adeséo e atividade de
céiulas individuais (HOLLISTER et al., 2005).
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4.5 BIOMATERIAIS

Biomateriais podem ser definidos como substancias de origens naturais
ou sintéticas que sdo aceitas de maneira transitéria ou permanente pelos
tecidos que constituem os 6rgdos. Sdo utilizados como suportes que tratam,
restauram ou substituem algum tecido, 6rgéo ou fungdo do corpo, podendo
ainda ser usado como dispositivo médico de material ndo biolégico, com
intencdo de interagir com sistemas biolégicos (WILLIAMS, 2008), como
ilustrado na Figura 4, onde se tem uma valvula cardiaca sendo implantada no
corpo humano para substituir uma funcdo que ndo estad sendo realizada de
maneira eficiente pelo érgao.

Figura 4 - Dispositivo médico - Vélvula cardiaca confeccionadas com biomateriais.

Fonte: Arquivo proprio.

Um dos pré-requisitos essenciais para intitular um material como um
biomaterial € a sua biocompatibilidade, ou que este seja bioinerte. Um
biomaterial compativel é definido como aquele que n&o influencia
negativamente o meio bioloégico, de modo que n&o sejam observadas reacdes
toxicas, alérgicas ou carcinogénicas. Em 1987 o termo biocompatibilidade foi
redefinido como sendo a habilidade de um material desempenhar uma resposta
tecidual apropriada em uma aplicacao especifica (WILLIAMS, 2008).

Assim como a biocompatibilidade, € importante que o material tenha
aplicacdes direcionadas para o uso de matrizes biodegradaveis. Biodegradavel
€ um termo utilizado para polimeros e dispositivos sélidos que, devido a
degradagcdo macromolecular, sofrem disperséo in vivo, sem a eliminagdo dos
produtos e subprodutos pelo organismo. Polimeros biodegradaveis podem ser
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atacados por elementos biol6gicos de forma que a integridade do sistema seja
afetada, formando-se fragmentos ou outros subprodutos de degradacéo, que
podem ser removidos do seu local de acdo, mas nao necessariamente do
organismo (BARBANTI et al., 2005; SANTOS JR & WADA, 2007).

Os biopolimeros sdo utilizados como biomateriais por apresentar
propriedades de mesma natureza que a dos tecidos humanos a serem
reconstituidos. Derivados de fontes renovaveis, tais como, plantas, animais, e
microrganismos, o0s polimeros naturais utilizados, por exemplo, como
arcaboucos oferecem vantagens devido a sua excelente biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Além disso, apresentam componentes similares a matriz
extracelular (MEC) nativa, que podem também evitar o estimulo de inflamagao
crénica ou reacdes imunolégicas e toxicidade, geralmente detectada com
polimeros sintéticos (GRIFFITH et al., 2005; MANO et al., 2007; YANG et al,,
2010).

46 QUITOSANA

A quitosana € um biopolimero, derivado da desacetilacdo parcial da
quitina. E um composto ndo imunogénico e que apresenta uma degradacéo
lenta em meio aquoso e, mesmo com a presencga de lisozimas, o0 seu produto
de degradacao, a glicosamina, ndo é toxico. E considerada como um material
funcional apropriado para aplicagbes biomédicas por sua alta
biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao-antigenicidade propriedades de
adsorcdo. Reagdes anti-inflamatorias ou alérgicas nao tém sido observadas em
humanos sujeitos a aplicagdo local, implantagéo, injecdo e ingestdao. A
habilidade da quitosana de propiciar o ataque e proliferacdo celular & atribuida
as suas propriedades quimicas. A estrutura quimica da quitosana & similar aos
glicosaminoglicanos, o maior componente da matriz extracelular do osso e
cartilagem (SUH & MATTHEW, 2000; SANTOS Jr & WADA, 2007, THEIN-
HAN & MISRA, 2009).

A quitosana pode ser definida como um copolimero de 2-amino-2-deoxi-
B-D-glicose e 2-acetamino-2-deoxi-B-D-glicopiranose, de composicéo variavel

| UFCG/BIBLIOTECA/BC |
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em funcdo do grau residual de acetilagéo, cujas unidades também s&o unidas
por ligagdes glicosidicas B-(1,4), como ilustradas na Figura 5.

Figura § - Estrutura da quitosana.

Fonte: FIOROTTI, 2009.

Uma das caracteristicas mais promissoras da quitosana é sua excelente
habilidade para ser processada em estruturas porosas com poros
interconectados para uso em transplante de células e regeneracao tecidual. As
estruturas de quitosana porosa podem ser formadas por congelamento e
liofilizacado de solugbes de quitosana-acido acético em moldes apropriados
(LARANJEIRA & FAVERE, 2009).

Biomateriais baseados em quitosana constituem uma classe emergente
com aplicacdo em varios campos biomeédicos. Recentemente, o aumento do
interesse nas aplicagfes biomédicas a partir do desenvolvimento de novos
materiais baseados na neste biopolimero, tem sido corroborado pelo vasto
numero de publicacdes cientificas, bem como patentes. Principalmente a partir
de novas modificacdes fisico-quimicas, promovendo novas atividades
biologicas para fins especificos como, por exemplo, na engenharia de tecidos e
liberac@o de farmacos (FIOROTTI, 2009; LARANJE!IRA & FAVERE, 2009).

Além da facil degradacéo, esse biopolimero pode ajudar na eficacia
terapéutica, com liberagao progressiva e controlada, assim como diminuir a
toxicidade e ter maior tempo de permanéncia na circulagdo. Sua capacidade de
ser usado em varias formas, tais como géis, copolimeros, é outra caracteristica
que torna a quitosana um material atrativo para a liberagao de farmaco.
Podendo formar particulas coloidais, predendo a carga negativa das molécuias
através de diversos meios, tais como quimico e reticulagdo idnica. A
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versatilidade da quitosana junto a outras propriedades biolégicas, incluindo
biocompatibilidade, gera um material adequado para liberacao de farmaco
(LEE et al., 2004).

A quitosana estimula a proliferagdo de células e suas propriedades
biolégicas sdo bastante eficazes no tratamento de feridas, pois tem a
capacidade de acelerar a migragao de células para a area lesada (LEE et al.,
2004). Em sua formulacdo basica, apresenta grupos aminos que sao
estruturalmente semelhantes aos aminoacidos que constituem a pele. Esta
caracteristica € um aspecto favoravel na reducdo de irritacdes ou rejeicdes
localizadas além de atuar na redugédo do sangramento. Somada a capacidade
de estimular a regeneracdo da derme, outra caracteristica que reforca o
potencial medico da quitosana é sua natureza hidrofilica (ASSIS, 2007).

De uma maneira geral, a quitosana oferece amplas possibilidades
também para a engenharia de tecidos. Matrizes para cultura celular podem ser
desenvolvidas na forma de géis, esponjas, fibras, esferas - ilustradas na Figura
6 - arcabougcos porosos com incorporacdo de materiais poliméricos, tais como
gelatina e colageno, no intuito de ajustar propriedades quimicas e
comportamento mecanico de acordo com o tecido de aplicacdo (CHENITE et
al., 2000; HU et al., 2004; JIANKANG et al., 2009; KIM et al., 2009 ). Além
disso, pode-se citar como uma das grandes vantagens da quitosana para a
engenharia de tecidos, a formacao de suportes com poros interconectados,
com osteocondutividade e habilidade de intensificar a formagao 6ssea in vitro e
in vivo (THEIN- HAN & MISTRA, 2009).

Figura 6 - Esferas de quitosana.

Fonte: Arquivo préprio.

No tratamento de ferimentos ou queimaduras, a quitina e a quitosana
podem ser empregadas sob a forma de filmes de recobrimento (membranas),
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solugbes coloidais ou esponjas tridimensionais (CRAVEIRO & CRAVE!IRO,
2000).

4.7 Freeze-drying

As estruturas porosas de quitosana podem ser fabricadas através do
método de freeze-drying, que é uma tecnologia utilizada com frequéncia para
solugbes quitosana-acido acético, através do congelamento e liofilizacdo em
moldes apropriados, geralmente placas de petri. A separacéo do acetato de
quitosana a partir da fase do cristal de gelo e por seguinte a remocao do gelo
através da liofilizagdo tornam o material poroso, onde ¢ tamanho médio dos
seus poros pode ser controlado quando variada a velocidade de congelamento.
Além disso, propriedades dos arcabougos podem ser controladas pela
mudanga de concentragdo da quitosana, bem como, temperatura e velocidade
de congelamento (LARANJEIRA & FAVERE, 2009; YANG et al., 2010).

Essa técnica permite a obtengdo de estruturas porosas por meio de
congelamento da solugdo de um determinado polimero em temperaturas que
podem variar entre -20° C e -196° C. A remogdo do solvente é realizada
através de sublimagdo, sendo assim, durante a liofilizagdo, os espagos
ocupados pelos cristais de gelo formados tornam-se vazios, originando 0s
poros (CORRELO et al., 2007; FRANKS, 2007).

Durante a etapa de congelamento, os cristais do solvente crescem e as
moléculas do soluto s@o excluidas até a amostra congelar completamente.
Modificando algumas variaveis de congelamento, como, a temperatura de
congelamento, concentragdo da solugdo, tipo de solvente, e a diregdo do
congelamento, torna-se possivel produzir materiais com morfologias porosas
(QIAN; ZHANG, 2010).

A estrutura dos poros é uma réplica de dendritos de cristais de gelo
emaranhados no final da solidificacdo; o didmetro, forma e interconectividade
dos poros e sao regulados pelo tamanho e morfologia de cristais de gelo
{YUNOKI! et al., 2006; O'BRIEN et al., 2004).
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A etapa de congelamento & bastante importante para o processo, visto
que durante essa é que sao definidos o tamanho e a distribuicdo dos cristais de
gelo. O tempo de congelamento é um dos fatores determinantes, pois
dependendo de como ele se processa, tém-se diferentes velocidades de
congelamento e taxas de congelamento resultantes. A taxa de congelamento
induz a formacao de cristais de gelo de diferentes tamanhos e apds a
liofilizacdo o espago ocupado por esses cristais ficara vazio,
consequentemente, afetar4d a geometria e o tamanho dos poros no material
seco (CHAVES et al., 2009; CORRELO et al., 2007; HSHIEH et al., 2007).
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5 MATERIAIS E METODOS ~ PARTE |

5.1 LOCAL DA PESQUISA

O desenvolvimento da pesquisa se deu no Laboratério de Avaliagéo e
Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO, localizado na Universidade
Federal de Campina Grande — Paraiba.

5.2 MATERIAIS

5.2.1 Matéria- prima

Para a preparacédo dos arcabougos foi utilizada a seguinte matéria-
prima: Quitosana em pé de médio peso molecular com grau de desacetilagdo
de 75% - 85%, adquirida da empresa Sigma Aldrich.

5.2.2 Reagentes

Para a preparagdo de solugcéo de quitosana foi utilizado o acido
acético (CH;COOH) em 1% (VA), adquirido da empresa Vetec. E para
neutralizacdo dos arcaboucos foi utilizado o hidréxido de sbddio (NaOH) da
empresa NEON.

5.3 ETAPAS EXPERIMENTAIS

A Etapa | foi realizada com o objetivo de obter informagdes sobre os
arcaboucos de quitosana em trés diferentes concentragbes e avaliar o
comportamento e propriedades destas estruturas para a regeneragéo da pele.

Os procedimentos experimentais estao descritos no Fluxograma i.
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Figura 7 — Fluxograma I: Detalha Etapa 1.
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54 METODOLOGIA

5.4.1 Preparagdo dos arcabougos de quitosana

Para a preparagao de arcabougos de quitosana foi utilizada a seguinte
metodologia: 1) preparagao de solugao de acido acético 1% (viv); 2) calculou-
se a quantidade necessaria de quitosana para solugdes de 1,5% (miv), de
2,0% (miv) e de 25% (mlv), respectivamente 3) pesou-se 0s vaiores
adequados em uma balanca; 4) fez-se a mistura das solugdes de quitosana
(separadamente) em Becker através de um agitador mecanico durante 24
horas; 5) mediu-se 20 mL de solugao que depois foram vertidas em placas de
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petri;, 6) congelaram-se as amostras por 24 horas; 7) liofilizaram-se as
amostras por 48 horas, como ilustrados na Figura 8.

f-‘igura 8- ngtro ultimos procedimentos metodoldgicos: (4) mistura da solug&o através do
agitador mecanico; (5) solugdo vertida em placa de petri; (6) amostras sendo congeladas (7) e
liofilizadas.

(4) (5) (6) (7)

5.4.2 Neutralizagao dos arcabougos de quitosana

Para a neutralizacdo dos arcabougos de quitosana foi aplicada a
metodologia de Fidéles (2010) que segue as seguintes etapas: 1) preparacao
de solucdo de hidroxido de sddio 1M; 2) imersao dos arcabougos na solugéo
por 1 hora; 3) imersdo dos arcabougos em agua por 1 hora; 4) congelamento
das amostras; 5) liofilizagao, ilustradas na Figura 9.

Figura 9 - Cinco procedimentos para neutralizagéo das amostras de quitosana.

(1) () ©) (4) ®)

Apo6s o procedimento de preparagdo e neutralizagdo dos arcaboucos,
verificou-se a quantidade de amostras, ilustradas na Tabela 2, resultantes do
processo para o subsequente recobrimento com a gelatina através do processo
imersdo superficial por mergulho. A diferenca de quantidades de amostras
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obtidas para as diferentes concentragbes podem ser atribuidas a viscosidade
da solugdo de quitosana ser maior com o aumento da concentracdo, e também
devido a problemas do equipamento, onde algumas amostras foram perdidas.

Tabela 2- Concentragdes e quantidade de amostras.

Concentracdo Quantidade de amostra

5.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Para a analise de FTIR o equipamento utilizado foi o0 modelo spectrum 400
da Perkin Elmer, avaliando amostras obtidas a partir do corte de 1cm? de uma

sec¢do do arcabougo, dentro de um intervalo de comprimentos de onda de
4000 a 600 cm™.

5.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As microestruturas dos arcabougos foram visualizadas a partir do
equipamento MEV, TM-1000, HITACHI, com amostras seccionadas em
tamanho de 1cm?.

5.4.5 Espectroscopia de energia Dispersiva de raios X (EDS)

Os elementos quimicos das amostras de quitosana seccionadas em 1cm?
foram obtidas a partir do dispositivo de energia dispersiva acoplado ao
equipamento MEV, TM-1000, HITACHL.

| UFCG/BIBLIOTECAIRC |
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5.46 Ensaio de Intumescimento

O ensaio de intumescimento foi realizado de acordo com a norma
ASTM D1056-07, e foram utilizadas as trés diferentes concentragcbes dos
arcabougos de quitosana - 1,5%, 2,0%, 2,5%, a fim de obter respostas quanto
ao tempo, volume e variacdes do inchamento dos mesmos.

Para tal experimento, primeiramente verificou-se o pH da agua, antes e
depois da imerséo das amostras, para constatar se ocorria alguma alteragéo, e
néo foi identificada nenhuma modificagdo. Utilizou-se apds tal preocupacao,
quatro arcabougos de quitosana liofilizados, cortados em pedacgos quadrados
de 1cm x 1cm. No total foram cortadas quatro amostras de cada concentracdo
e foram chamadas de A, B, C e D; como ilustra a Tabela 3.

Tabela 3 - Quantidade de amostra, nome e concentragéo para teste de intumescimento.

Concentracao Nome da amostra

1.9% A1,5%, B1,5%, C1,5% e D1,5%

20%  A20% B2,0%,C2.0% e D2,0%

- 25%  A25% B25% C2.5%eD25%

Apés a verificagdo do pH (a), as amostras foram medidas em sua
espessura, a com o auxilio de um paquimetro, padronizadas em tamanhos de
1cm? e logo apds pesadas, para identificagdo do seu peso seco. Feito esse
procedimento, os pequenos pedacos quadrados, foram colocados dentro de
um Becker com 100 mL de agua deionizada (c), durante uma variagédo de
tempo controlada através de um crondémetro, e logo apés pesadas novamente
na balanca, para verificagéo do seu peso pés-imersédo (d), como ilustra a Figura
10.
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Figura 10 - (a) Verificag@o do pH da agua; (b) Amostras 1cm x 1cm; (c) Becker com 100mL
com amostra imersa; (d) Amostra sendo pesada apds imersé&o.

@) (b) () (d)

A variagdo de tempo controlada foi realizada de maneira progressiva,
para verificagdo do comportamento dos arcaboucos para diferentes tempos de
imersao em meio aquoso. A progressao foi feita com intervalo de dois em dois
minutos, resultando o total de 25 minutos para cada amostra.

5.4.7 Ensaio de Permeabilidade

O ensaio de permeabilidade foi realizado logo apdés o ensaio de
intumescimento. Para obter as respostas esperadas foi realizado o ensaio a
partir da norma ASTM E 96-00, de modo adaptado a realidade do laboratério.

Utilizou-se recipientes hospitalares conhecidos como eppendorfs, com 1 mL
de agua deionizada, vedados com secgdes de quitosana - como se fossem
tampas - das concentracdes de 1,5%, 2,0% e 2,5%, que foram medidas em sua
espessura. Depois, essas foram individualmente pesadas juntamente com os
eppendorfs e colocados na estufa a temperatura de 36,5°C e, subsequente,
pesados apdés 24 horas durante 4 dias, pesados apdés 72 horas e
posteriormente novamente 24 horas por mais 3 dias, totalizando 10 dias de
experimento, como ilustrados na Tabela 4 e Figura 11, respectivamente.
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Tabela 4 - Espessura e peso de cada amostra que foram realizados ensaios de
permeabilidade.

Peso Espessura
1,896 | 3174mm
3,332mm |

2,754mm
3,261mm

Figura 11- (a) Eppendorfs com as secgdes de quitosana, nas trés concentragdes vedando-o;
(b) Depois as amostras indo para a estufa; (c) Temperatura da estufa a 36,5°C.

5.4.8 Ensaios Mecanicos

Os ensaios mecanicos foram realizados em uma maquina universal de
ensaios eletromecanicos, Instron, modelo 3366, com uma célula de carga de
500N. O teste foi realizado em cinco amostras retangulares com dimensdes de
50 mm x 10 mm para cada concentracdo, a uma velocidade de 5 mm/min. A
partir de seus resultados tém-se respostas quanto a tensdo e alongamento
maximo e o0 modulo de elasticidade das amostras.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A analise de FTIR permite a andlise vibracional de polimeros, que fornece
informacdes sobre trés importantes caracteristicas estruturais: a composi¢do
quimica, a estrutura configuracional e conformacional e as forgas interatdbmicas
associadas as ligagcdes de valéncia ou interagdes intermoleculares (AIMOLI,
2007).

Essa técnica é proposta para identificar a presenca de grupos funcionais
dos materiais, revelando-se util na identificacdo da quitosana e comparando
através das bandas e dos picos o comportamento das diferentes
concentragdes utilizadas, como se observa na Figura 12.

Figura 12 - FTIR das trés concentragdes de quitosana — 1,5%, 2,0% e 2,5%.
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Como se verifica nos espectrogramas com as trés diferentes concentragdes
de quitosana, apresentados no grafico da Figura 13, ndo se observam
alteragbes significativas em relagdo ao aumento da concentracdo, o que
significa que o empacotamento das macromoléculas de quitosana no
arcabougco n&o tem influéncia significativa, na interacdo das ligagdes
intermoleculares.

Por outro lado, quando comparado com a matéria prima original, a

quitosana pura, verificam-se algumas diferengas, como pode ser observado no
grafico da Figura 13.

Figura 13 - FTIR comparativo da concentragéo de quitosana 2,5% e da quitosana pura em po.
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Primeiramente, as bandas de absorgcdo correspondentes aos grupos
hidroxilicos (OH), na gama dos 3450 cm™, ficam menos definidos, ou seja,
mais amplos, possivelmente devido a confinagdo que as macromoléculas de
quitosana sofrem quando dissolvidas, 0 que obriga a interagcbes entre os
grupos referidos. Em relacéo a quitosana pura, o alongamento da ligagéo C=0
(amida 1) apresenta um pico proximo a 1655 cm’’', representando a estrutura de
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N-acetiiglucosamina, bem como o pico para o alongamento de NH; (amida Il) a
1600 cm™ representando o grupo funcional glucosamina.

No espectro dos arcaboucos a 2,5%, como se pode observar na Figura 13,
o alongamento do grupo C=0 (amida I), a 1655 cm™ quase n&o foi observado.
Além disso, o pico forte em 1550-1600 cm™', correspondente ao alongamento
assimétrico de um ion carboxilado, que neste caso trata-se do sal de acetato
que se encontra presente, podendo afirmar, portanto, que ocorreu uma
alteragéo quimica resultando na interagdo do ion carboxilado na estrutura do
arcabouco.

Este resultado é ainda corroborado pela literatura, onde no trabalho
realizado por Nunthanid e colaboradores, em 2004, mostra o processo de
secagem da quitosana dissolvida em acido acético, o spray drying, que se
assemelha a liofilizagao, uma vez que ocorre secagem direta de uma solugao
de quitosana (NUNTHANID et al., 2004).

8.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) € um instrumento utilizado
para a analise microestrutural de materiais sélidos, devido a sua alta resolugao
e a grande profundidade de foco, resultando em imagens com aparéncia
tridimensional (PADILHA & AMBROZIO FiLHO, 2004; AIMOLI, 2007).

Para essa pesquisa, foi realizado tal ensaio para verificar a estrutura
morfolégica da quitosana em suas trés concentragbes e depois compara-las
com as amostras de quitosana com recobrimento de gelatina. As Figuras 14,
15 e 16, respectivamente ilustram as micrografias obtidas para 0s arcabougos
nas trés concentragdes, submetidos a taxa de congelamento lento, de -20°C.



Eigu_ra 14 - Micrografias (MEV) das secgdes longitudinais dos arcabougos de quitosana
liofilizados com concentragéo de 1,5 %, submetidos & taxa de congelamento de -20°C.
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Figura 15 - Micrografias (MEV) das secgdes longitudinais dos arcabougos de quitosana
liofilizados com concentragéo de 2,0 %, submetidos a taxa de congelamento de -20°C.
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F_igu_ra 16 - Micrografias (MEV) das secgdes longitudinais dos arcabougos de quitosana
liofilizados com concentracéo de 2,5 %, submetidos & taxa de congelamento de -20°C.
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A arquitetura de um arcabougo para engenharia de tecidos é tao
importante quanto a composicdo quimica do material do qual é fabricado. A
presenca de poros no arcabougo com dimensdes apropriadas para o
crescimento tecidual ndo é suficiente, os poros também necessitam ser abertos
e interconectados (KIDOAKI et al., 2005).

A interconectividade entre os poros € a caracteristica principal da
porosidade, que tem se confirmado ao longo de varios estudos, como sendo
responsavel pela manutencdo e crescimento do tecido, pelo transporte de
nutrientes e drenagem de liquidos intersticiais (RATNER et al., 1996;
LIEBSCHNER et al., 2003).

De acordo com as micrografias ilustradas na Figura 14, 15 e 16, pode-se
perceber a presenca de poros isolados e interconectados, bem como, algumas
areas mais densas. Comparando as micrografias com as obtidas através da
literatura de Sampaio e Fook (2012), constatou-se que 0s arcaboucgos tem uma
porosidade baixa, 0 que esta diretamente relacionada a taxa de congelamento.

Segundo Sampaio (2012), que variou a taxa de congelamento na producao
de arcaboucos, foi verificado que o0 numero e tamanho de poros variavam.
Assim, quanto mais rapido o congelamento, maior o numero de poros, e menor
o tamanho dos mesmos. Uma vez que os poros sado formados pela sublimagao
dos cristais de agua, pode-se interpretar tal resultado pelo mecanismo de
nucleacdo e crescimento dos cristais. Quanto mais lento o congelamento for,
mais tempo terdo para se concentrarem, ficando menos dispersos pela
estrutura tridimensional, mas com tamanhos superiores.
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Observa-se também na superficie dos arcabougos variados tamanhos de
poros que permitem a interconexao da estrutura. O tamanho de poros pode ser
medido a partir da analise das imagens com escala e utilizando-se um software
apropriado. No gréfico das figuras 17, 18 e 19, encontram-se os trés
histogramas obtidos para a dispersdo do tamanho de poros em cada uma das

concentragdes.

Figura 17 - Histogramas para dispersdo do tamanho de poros para a concentragdo de
quitosana 1,5%.
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Figura 18 - Histogramas para dispersdo do tamanho de poros para a concentragéo de

quitosana 2,0%.
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Figura 19 - Histogramas para dispersdo do tamanho de poros para a concentrago de
quitosana 2, 5%.
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A variagao nos tamanhos de poros, com a concentragdo de quitosana,
pode ser verificada a partir da analise do grafico da Figura 20, onde se tem
uma média dos tamanhos de poros para as trés concentragdes, sendo
96,00um para 1,5%, 75,22um para 2,0% e 43,80pm para 2,5%.

Figura 20 - Média de concentracéo de quitosana (%) versos tamanho de poros (um).
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As taxas de congelamento utilizadas foram as mesmas para todas as
concentragdes, e pelo que se constata, 0 aumento da concentragdo dificulta a
nucleagdo e a migracdo dos cristais de agua, originando consequentemente,
poros menores. Apesar da estrutura porosa nio ser teoricamente a ideal, esta
sera passive! de aplicagao para os testes requeridos.

6.3 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X (EDS)

E uma técnica analitica utiizada para a andlise elementar ou a
caracterizacao quimica de uma amostra. E um acessoério essencial no estudo
de caracterizagao microscopica, no qual os elementos quimicos presentes
numa amostra podem ser identificados através do espectro de raios X emitido
pela amostra. O didmetro reduzido do feixe permite a determinagdo da
composigdo mineral em amostras de tamanhos muito reduzidos (< § pm),
permitindo uma andlise quase que pontual (FIDELES, 2010).

Essa técnica foi utilizada nesta pesquisa com © intuito de detectar se
existia algum elemento quimico diferente daqueles obtidos em amostras de
quitosana, e constatacdo de uma possivel fatha em algum dos procedimentos
metodoldgicos, através do dispositivo de energia dispersiva acoplade ao
equipamento MEV, TM-1000, HITACHI.

Os graficos das Figuras 21, 22 e 23, respectivamente, mostram uma
pequena porcentagem de sodio encontrada nos arcabougos de quitosana, o
que pode ter ocorrido devido ao tempo empregado no processo de
neutralizagdo n&o ter sido suficiente para total remogdo desta substancia. Os
arcaboucos de quitosana ficaram imersos em solugdo de 20 mL de NaOH (1M)
por 1 hora e depois em 60 mL agua deionizada por mais 1 hora.

Para esta pesquisa ndo se torna necessario, porém, aumentar o tempo de
neutralizacao, visto que ele nao interferiu negativamente para a viabilidade de
aplicacado almejada.



Figura 21 - Espectroscopia de energia Dispersiva de raios X (EDS) da quitosana 1,5%.
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Figura 22 - Espectroscopia de energia Dispersiva de raios X (EDS) da quitosana 2,0%.
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Figura 23 - Espectroscopia de energia Dispersiva de raios X (EDS) da quitosana 2,5%.
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Nas Tabelas 5 e 6, pode-se observar que o sédio encontrado néo interfere
de maneira relevante nos arcaboucos de quitosana. Podendo ser verificado
através das porcentagens médias, um resultado bastante semelhante entre os
valores experimentais e tedricos da quitosana. Nos valores experimentais a
média do carbono foi de 50,67% e do tedrico para quitosana 80% de 53,3%; ja
para o oxigénio a média experimental aponta 48,00%, enquanto o do teérico de
quitosana 80% expressa 46,6%.

Tabela 5 - Quantidade em porcentagem (%) de carbono, oxigénio e do sédio encontrado no
experimento, para as trés diferentes concentragdes de quitotana (1,5%, 2,0% e 2,5%).

Experimental  Quitosana 1,5%  Quitosana2,0%  Quitosana 2,5%
Carbono
Oxigénio

Saodio
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Tabela 6 - Quantidade em porcentagem (%) de carbono, oxigénio e do sédio referente ao
tedrico para a quitotana 80%.

Carbono

Oxigénio

A variac&o destes valores confirma a presenga de um grupo carboxilico, tal
como analisado no ensaio FTIR. Por outro lado, a presenca destes grupos
ibnicos poderia alterar o pH do meio onde estaria inserido, 0 que n3o se
verificou. Ou seja, quando em contato com agua deionizada, os arcaboucos
nao baixaram o pH da solugéo, possivelmente devido ao aprisionamento do ion
acetato no arcabouco.

6.4 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO

Para o ensaio de intumescimento, como ja foi dito anteriormente, foram
utilizadas quatro amostras de cada concentragao (1,5%, 2,0% e 2,5%), com
tamanhos de 1cm? Essas foram pesadas secas e depois de imersas em agua
deionizada em uma variagdo progressiva de tempo de 2 minutos. Além do
comprimento e espessura, cada amostra também foi medida em sua
espessura, volume e densidade, como se pode ver nas Tabelas 7, 8 e 9,
respectivamente.

Tabela 7 - Espessura, volume, densidade e médias das quatro amostras de quitosana 1,5% (A,
B, CeD).

QuitosanaA 1,5% Quitosana B 1,5% QuitosanaC 1,5%  QuitosanaD 15%  Média
1,493mm 1,456mm £ 1,757Tmm 1,626mm
149,3mm?* 145,6mm? . ! 175, 7mm? 162 6mm*

0,1138647 g/cm® 0,12362637 g/cm* 0,11666667 g/cm® 0,10813887 glem®  0,11557415 glem®
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Tabela 8 - Espessura, volume, densidade e médias das quatro amostras de quitosana 2,0% (A,
B, C e D). *Os valores de A 2,0% foram desconsiderados para a média da densidade.

QuitosanaA2,0%  Quitosana B2,0%  Quitos % QuitsanaD2,0%  Média
Espessura 1.982mm 2,322mm 1,807mm 2,076mm 2,046 mm

Volume 198,2mm* 232,2mm? 180, 7mm? 207,6mm? 204 6mm?®

Densidade 0,484359 glcm? 0,111972g/cm? 0,110681g/cm? 0,11079¢g/cm® 0,11115g/cm?

Tabela 9 -Espessura, volume, densidade e médias das quatro amostras de quitosana 2,5% (A, B, C e D).

cenlil

Espessura 3,608mm 3,855mm 3,085mm

Volume 360,8mm? 385,5mm* 308,5mm* 4 374,3mm?

Densidade 0,127494 g/cm® 0,088197 g/em* 0,155592 g/cm® 0,124322 g/lom?® 0,123801 g/cm?®

Para realizacao dos calculos para os valores verificados apds a imerséo em
agua deionizada em uma variagdo progressiva de tempo de 2 minutos,
resultando no total de 25 minutos para as amostras de 1,5% e de 64 minutos
para as amostras de 2,0% e 2,5%, se tem a seguinte equacgao:

Pesototal — PesoSeco »

Y% Intumescimento = 100

PesoSeco

Depois dos valores obtidos, fez-se um grafico a partir dos dados para
verificagdo da curva que representa o intumescimento em porcentagem (%)
versus o tempo em minutos.

Observando o grafico da Figura 24, pode-se perceber uma mudanca
bastante elevada do valor do peso inicial para o primeiro minuto de imerséo na
agua deionizada, mostrando que sua capacidade de absorgdo é elevada,
chegando a 3288%. Os tempos seguintes mostram uma oscilagédo entre
aumento e perda na capacidade de absorcdo, até atingir a estabilidade e,
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posterior diminuicdo. Percebe-se que a oscilagéo acontece entre o tempo de 4
minutos a 15 minutos, com dois aumentos — 4 minutos e 15 minutos — e uma
queda, préximo aos 9 minutos.

Verifica-se, contudo, que o pico maximo atingido é de 4500% e o minimo de
aproximadamente 3000%.

Figura 24- Ensaio de intumescimento das amostras de 1,5%.
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No grafico da Figura 25, observa-se que apdés a imersdo em agua
deionizada as amostras de 2,0% apresentaram um aumento em seu peso de
1500%, a metade do crescimento de amostras de 1,5%. Tais amostras, porém
demonstraram maior estabilidade, com oscilagdes de valores menores do que
a concentracao anterior. Percebe-se que o seu valor maximo é atingido em
aproximadamente 35 minutos, apontando aproximadamente 2400%, sendo
este nimero novamente a metade do pico maximo da concentracéo de 1,5%.



49

Figura 25 - Ensaio de intumescimento das amostras de 2,0%.
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No grafico da Figura 26, verifica-se, que apdés a imersdo em agua
deionizada as amostras de 2, 5% apresentaram o aumento de 1150% em seu
peso, que & um pouco menos do valor encontrado para 2,0% e mais da metade
de 1,5%.

Também é possivel observar através do grafico, que o pico maximo para a
concentracdo de 2,5% foi de aproximadamente 2700% no tempo de
aproximadamente 27 minutos. Assim como a concentracdo de 2,0%, a
concentracdo de 2,5% se apresentou mais estavel quanto a variacdo no

intumescimento, e também suportou o tempo de 64 minutos de ensaio, sem se
partir.
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Figura 26 - Ensaio de intumescimento das amostras de 2,5%.
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Ao se considerar o grafico da Figura 27, verifica-se que o tamanho de
poro tem uma influéncia significativa na capacidade de absor¢do de agua. Tal é
facil de perceber uma vez que ao penetrar nos arcabougos, a agua ira
preencher esses espacos vazios. Este resultado da ainda uma indicagdo de
que os poros sao efetivamente conectados, sendo a porcentagem de
intumescimento teria que evoluir de forma mais lenta.
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Figura 27 - Relag&o de tamanho de poros versus intumescimento.
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Discutindo os resultados de um ponto de vista operacional, verifica-se que
as amostras com maior concentragdo de quitosana, apresentam maior
estabilidade em relagdo a retencdo de agua, mesmo que em menor
quantidade. Na realidade a quantidade menor continua a ser bastante
significativa, o que expressa que estes arcabougos possuem potencial para
reter agua na superficie da pele e por isso sdo bons candidatos para a sua
regeneracao.

O ensaio concebeu respostas importantes quanto a observacao das taxas de
intumescimento para o posterior recobrimento das amostras de quitosana pela
gelatina através do método de imersado. Percebeu-se que nao € necessario que
essa imersdo seja num periodo de tempo longo, visto que a quitosana absorve
uma quantidade consideravel de liquido, em um curto espaco de tempo.



52
6.5 ENSAIO DE PERMEABILIDADE

O ensaio de permeabilidade associado ao teste de intumescimento fornece
resposta acerca dos presentes arcabougos para regeneragao de pele.

As proteinas sdo fundamentais para todos os aspectos da reparagio de
tecidos tal qual a sintese de colageno, a proliferacdo epidérmica e a
neovascularizagdo. Acrescido a este fato, o uso de curativos auxilia na
obtengdo de um ambiente local umido adequado para a aceleragdo do
processo de cicatrizacao e para que isto seja possivel, os curativos devem
apresentar taxas de transmissdo de vapor d’agua adequadas. (STARKEY,
2001; DALLAN, 2005).

Neste sentido, a permeacédo de solucdo aquosa é bastante importante na
aplicagdo em engenharia de tecido, pois € através dela que se da a troca de
nutrientes e proteinas que sdo favoraveis a resposta imune, e consequente
regeneragao do tecido e degradagao do arcabougo.

O experimento foi realizado em uma estufa a 36,5°C a fim de mimetizar a
temperatura do corpo humano e determinar a permeabilidade dos arcabougos
como se estivessem a superficie da pele humana. A partir da Tabela 10,
verifica-se que ocorre a perda de peso durante os dias de ensaio, ficando
nitido, inclusive a olho nu, conforme observado na Figura 28, que o vapor de
agua deionizada permeou do interior do eppendorf, atravessou 0 arcabouco e
libertou-se na atmosfera da estufa.

Figura 28 - Permeac&o do liquido através da observagéo da diminuicdo da agua deionizada
nos eppendorfs.
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Verifica-se através dos valores da Tabela 10, que as amostras de quitosana
2,0% ficaram completamente sem agua deionizada em 216 horas de
experimento, que representa nove dias, enquanto que as demais
concentragdes completaram os 10 dias de experimento.

As médias das concentragbes de quitosana de 1,5% e 2,0% permearam
mais rapidamente durante 240 horas do que o arcabougo de quitosana 2,5%.
A concentracdo mais baixa (1,5%) de quitosana apresentou 0,7% durante 216
horas de experimento, enquanto que a concentracdo intermediaria (2,0%)
apresentou 0%. O que nos permite concluir que a concentragdo que permeou
mais rapidamente foi a de 2,0%, seguida da de 1,5% e por fim a de 2,5%.
Entretanto, todas apresentaram boa resposta a aplicagdo proposta, que
consiste na permeacao de liquido para a troca de nutrientes, e consequente
regeneracao tecidual de pele.

Tabela 10 - Média em porcentagem (%) das perdas de agua durante 240 horas, das diferentes
concentragdes de quitosana.

Ohoras 24 horas 48horas 72horas 96horas 168 horas 192horas 216 horas 240 horas
~ Quitosana 15%  100%  846%  712%  590%  §04%  168% 6.5% 0.7%

Quiosana20%  100%  B4S%  TOS%  SBI%  S07T%  152% A% 0% 0%
| Quiosana2%  100% _ 858%  T30%  GL&% S 1%  01% 3% 0%

A perda de massa em porcentagem (%), visualizada na Tabela 11,
corrobora com os resultados da tabela anterior, onde se observa uma perda
média total da massa da concentragéo de quitosana 2,0% em 216 horas, e nas
demais apenas em 240 horas, ao término do experimento. Porém percebe-se
uma perda continua maior na concentragdo de 1,5%, seguida da de 2,0% e de
2,5%. Isso ocorre devido ao numero de poros e aos tamanhos de poros,
evidenciados anteriormente pelas microscopias de MEV, serem maiores na
concentragdo mais baixa e intermediaria de quitosana, permitindo que haja
mais passagem para o liquido permear.

UECG

BIBLIOTECA/BC |
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Tabela 11- Média em porcentagem (%) das perdas de massa durante 240 horas, das diferentes
concentragdes de quitosana.

Quitosana 1,5% 1,.9% 1.7% 1,6% 1,4% 3% 1.0%

Quitosana 2,0% 1.8% 1,7% 1,5% 1,4% 1,3% 1,0%

Quitosana 2,5% 1,8% 1.7% 1,6% 1,5% 1,4% 1,0%

A velocidade de permeacéo é determinada a partir da seguinte equacéo:
wvP =-2*_ em que:
A-Ar

Aw- é a variagdo da massa de agua;
A- € a area de permeacéo;
At - é a variacao de tempo.

Na Figura 29 pode-se observar os resultados de velocidade de
permeacéao para as trés concentracdes de quitosana (1,5%, 2,0% e 2,5).

Figura 29- Velocidade de permeagéo de vapor de agua das trés concentragdes de quitosana.
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Comparando os resultados de velocidade de permeacdo dos
arcabougos de quitosana € possivel perceber que as amostras de 2.5%
apresentaram velocidade de permeacdo de vapor de agua inferior que as
outras duas concentragdes, o que fez com que necessitassem de mais tempo
para realizagcdo da permeagdo completa. Nota-se também, assim como para a
perda de vapor de adgua e de massa, gue a concentracio de 1,5% teve maior
velocidade de permeacao, seguida da de 2,0%.

Avaliando todos os resultados obtidos para este ensaio, foi
constatado que as duas concentragdes, a mais baixa e a intermediaria, de
quitosana nao estdo muito superiores a de 2,5% no que diz respeito a
permeagado, onde se percebe que mesmo com menor quantidade e tamanho de
poros, esta se apresentou de maneira satisfatéria, podendo ser atribuido a tal
resultado, a alta interconectividade dos poros desta concentragdo, também
verificada nas microscopias de MEV, que apesar de nao terem sido suficientes
para permear mais rapidamente que as demais durante o0 experimento,
compensou em partes, a qualidade inferior dos poros.

6.6 ENSAIOS MECANICOS

Realizaram-se ensaios mecanicos de tragao uniaxial sobre os arcabougos
de quitosana nas trés concentragbes. Corpos de provas em formatos
retangulares foram submetidos a um esforgo que tende a alonga-los até a
ruptura. Os corpos de provas tiveram suas dimensdes padronizadas, de modo
que os resultados obtidos pudessem ser comparados e, se necessario,
reproduzidos. O objetivo do presente ensaio foi comparar as propriedades
mecénicas das amostras obtidas com as propriedades mecéanicas da pele
humana.

As amostras foram fixadas em uma maquina de ensaios que aplica esforgos
crescentes na sua direcdo axial, sendo medidas as deformagdes
correspondentes. Os esforcos ou cargas foram mensurados na propria
maquina, e observam-se valores médios de tensdo maxima, alongamento
maximo e modulo de Young {modulo de elasticidade) a partir das Figuras 31,
32 e 33, respectivamente e da Tabela 12.
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Tabela 12 - Mostra os valores obtidos nos ensaios de tens&o maxima, alongamento maximo e
modulo de Young das trés concentragdes de quitosana.

Concentragdo

1.5%
2.0%
2.5%

A Tabela 12 e o gréfico da Figura 30 mostram que a concentracéo de 1,5%
possui um alongamento maior no que se diz respeito ao alongamento das
concentracdes de 2,0% e 2,5%.

Figura 30 - Alongamento maximo das trés concentragdes de quitosana.
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Ja para o ensaio de tensdo maxima, tem-se a concentragao 2,5% com mais
resisténcia do que as concentragdes 1,5% e 2,0%. Essas duas Ultimas, porém,
apresentaram um valor médio bem aproximado, como pode-se no grafico da
Figura 31.
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Figura 31 - Tens&o méxima das trés concentragdes de quitosana.
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O modulo de Young, ou modulo de elasticidade, representado no grafico
da Figura 32, na concentragdo de 2,5% possui um valor superior as demais
concentragdes.

Figura 32 - Modulo de Young das trés concentragdes de quitosana.
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Analisando e discutindo os resultados em geral, verifica-se que o alongamento
maximo diminui com o aumento da concentragdo usada. As macromoléculas
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de arcabougo quando submetidas a uma for¢a unidirecional tendem a orientar-
se nessa dire¢do, e com menores concentragbes, as macromoiéculas tem mais
espaco Util @ menores interagbes entre elas, tornando-se mais livres para a
reorientagdo ocorrer, 0 que em termos macroscopicos se evidencia por uma
capacidade de alongamento superior,

Em relagdo a tensdo méxima, verifica-se uma elevagéo da mesma com o
aumento da concentracao. Tal fendmeno € explicado pelo crescimento das
interagdes entre as macromoléculas de quitosana com a ordem da
concentragdo, ou seja, a coesdo dos arcabougos é potencializada e por isso
necessita de mais forga para ocorrer extensao.

Na mesma linha de pensamento, surge o modulo de elasticidade, que indica
a tensao necessaria para a deformagao numa unidade de area. O moédulo de
Young tem crescimento em relagdo ao aumento da concentragdo devido a
combinacdo dos dois efeitos referidos, ou seja, a menor capacidade de
orientagdo numa dire¢ao e maior interacao macromolecular.

E possivel ainda discutir a proximidade dos valores de 1,5% e 2,0% pelo
namero de poros que os arcabougos possuem, pois estes sao traduzidos por
pontos de acumulo de tensdo que obrigam ao colapso da estrutura a tensbes
menores. Por outro lado, a extenséo & superior, uma vez que um poro tende a
deformar mais facilmente, sendo este um espacgo vazio. Desta forma, podem-
se realizar graficos comparativos das propriedades mecanicas com o tamanho
de poro, obtendo-se resultados semelhantes aqueles obtidos com o
crescimento da concentragdo de quitosana.

Comparativamente com a pele humana, Gennisson e colaboradores,
determinaram em 2004, que esta possuia valores para 0 modulo de
elasticidade entre os 3,6 MPa e 9,3 MPa, que se encontram proximos aos
arcabougos com concentragdes entre 2,0% e 2,5%, o que revela que este
produto é promissor para esta aplicagdo. Pode-se notar ainda que, a
esterilizagdo necessarnia para este produto ira possivelmente provocar uma
redugdo nas propriedades mecanicas do produto, devido a quebra da massa
molar polimérica, podendo cair para valores proximos dos desejados.
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7 CONCLUSOES PARCIAIS

Através da Etapa |, referente 3 produgao e caracterizacio dos arcaboucos
de quitosana 1,5%, 2,0% e 2,5%, tornou-se possivel investigar e comparar as
suas caracteristicas individuais, e analisar se suas propriedades morfologicas e
quimico-fisicas viabilizariam a continuacao da pesquisa a partir da Etapa I, que
investiga as variaveis e resultados do recobrimento da gelatina por imerséao.

As caracterizagdes realizadas de maneira comparativa entre as trés
concentragdes mostrou de maneira pontual a importéncia do cruzamento de
informacdes e resultados para viabilizar o produto de modo eficiente,
atendendo aos requisitos necessarios para uma aplicagcio de sucesso.

Diante de resultados de todos 0s ensaios, pode-se concluir neste capitulo,
gque os arcabougos de quitosana 1,5% produzidos nao possuem oS requisitos
necessarios para a Etapa Il, pois se apresentaram mais frageis que as demais
concentracdes, principalmente quanto ao teste de intumescimento, tornando-se
inviavel & aplicacdo em regeneracao tecidual da pele.

As concentragbes 2,0% e 2,5% se apresentaram viaveis a Etapa |l, sendo a
de 2,5% considerada methor quanto as respostas para alguns ensaios. Porém,
decidiu-se por ndo descartar a concentragao de 2,0%, visto que, a metodologia
de recobrimento superficial por imersdo ainda precisaria de estudo,
principaimente quantc as variaveis de merguiho, tempo, concentragdo de
gelatina, dentre outros fatores, e estes arcabougos poderiam ser utilizados para
estes testes metodolégicos.

Atribui-se a composicao quimica da quitosana algo aproximado ac acetato
de quitosana e ndo a sua composicdo pura. Entretanto, isto se torna uma
caracteristica positiva para a aplicagdo almejada, visto que, deste modo é
possivel obter uma estrutura mais solivel e de degradagdo mais rapida,
conveniente a curativos ndo permanentes, ou seja, hiodegradaveis, requisito
proposto.

Conclui-se por fim, que o aumento da concentragdo & inversamente
proporcional ao niumero e tamanho de poros, que por sua vez tem influéncia
nas propriedades de intumescimento, modulo de elasticidade e permeagao ao
vapor.
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Capitulo Il

Recobrimento de Arcaboucos de Quitosana com
Gelatina para otimiza¢do da regeneracdo de pele
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 GELATINA

A gelatina € uma proteina soltivel derivada da desnaturagdo parcial do
colageno. Assim como o colageno, a gelatina apresenta um grande atrativo, o
fato de ser reabsorvida in vivo. E purificada, obtida por hidrélise acida parcial
(Tipo A) ou hidrdlise alcalina parcial (Tipo B) do coldgeno animal e pode ser
constituida por uma mistura dos dois tipos. Sua estrutura quimica esté ilustrada
na Figura 33. (LIU et al., 2006; LIEN et al., 2010).

Figura 33 - Forma estrutural da gelatina.
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Fonte: PENA et al., 2010.

Quando associada a agua, a gelatina forma um gel coloidal semissélido.
A qualidade dessa gelatina, porém, depende de suas propriedades reoldgicas,
onde o que define a sua qualidade comercial, além das propriedades fisico-
quimicas (composi¢do, solubilidade, transparéncia, cor, odor e gosto), sao a
resisténcia desse gel a estabilidade térmica. (STAINSBY, 1987,
WAINEWRIGHT, 1997; BIGI et al., 2004).

Os biomateriais constituidos de gelatina tém sido aplicados como pele
artificial e arcabougos para engenharia de tecidos. A combinagao de gelatina e
arcaboucos de quitosana pode conduzir a uma absorgao do fluido da ferida, e
liberar lentamente uma droga para a ferida durante um tratamento. (MULLER,
1997).

[TIFCHIRIBLIOTROAIRC
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Alimentos, produtos farmacéuticos e industrias s80 o0s principais usos
dados para a gelatina, que tem varias outras aplicagbes, como por exemplo, na
biomédica para curativos de uso cirlrgico, arcabougos tridimensionais e
regeneragao de tecidos. (BIGI et al., 2004).

1.2 RECOBRIMENTQ POR IMERSAOQ

O revestimento por imersdo é um processo simples de deposicdo de
uma pelicula fina de solugdo para uma placa, cilindro, forma regular ou irregular
de um dado objeto. O processo envolve a imersdao de um substrato para um
reservatorio de solugdo durante algum tempo, assegurando assim que este
seja completamente molhado, e, em seguida, a retirada do substrato do banho
de solugdo. A formagédo da pelicula de liquido é conseguida através de dois
mecanismos principais - drenagem por gravidade de uma solugdo liquida e
evaporagao do solvente (LAUDAU, LEVICH; 1942).

Nessa etapa do projeto, Etapa ll, pretendeu-se determinar o processo
metodoldgico de imersdo da gelatina nos arcabougos de quitosana 2,5%,
concentracdo escolhida na etapa anterior, por sua viabilidade. Além da
metodologia, também seréo realizados as mesmas caracterizagdes do Capitulo
I, a fim de comparar as amostras de quitosana com amostras de quitosana com
gelatina, e avaliar se a gelatina promove alguma melhoria no material para
aplicagao na engenharia de tecidos.

A metodologia teve seu inicio baseada nas concentragdes utilizadas por
FOOK, 2012, sendo estas de 20%, 5% e 10%. Como o0s objetivos,
seguimentos e aplicagdes foram distintos, e consequentemente os resultados
dos testes piloto de recobrimento se apresentaram experimentaimente
diferentes, optou-se por dispensar as concentragdes de 5% e 10% e continuar
0s testes seguintes com as duas demais concentragdes com o intuito de atingir
um resultado satisfatério a utilizacdo idealizada.

A porcentagem de 2% se apresentou satisfatoria em alguns testes de
recobrimento realizados, porém considerou-se a possibilidade de aumentar em
0,5% sua concentragdo por uma guestao de padroniza¢do da escala.
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2 MATERIAIS E METODOS - PARTE Il

2.1 LOCAL DA PESQUISA

O desenvolvimento da pesquisa se deu no Laboratéric de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO, localizado na Universidade
Federal de Campina Grande - Paraiba.

2.2 MATERIAIS

2.21 Matéria- prima

Para a preparac¢ac da solugao de gelatina foi utilizada a seguinte matéria-
prima: Gelatina de pele suina G2500 - tipo A, ~ 300g bloom, adquirida da
Sigma Aldrich.

2.3 ETAPAS EXPERIMENTAIS

A Etapa Il foi realizada com o objetivo de aperfeigoar os arcabougos de
quitosana de concentracao de 2,5% produzidos na Etapa i, com recobrimentos
superficiais de gelatina em duas concentragdes (0,25% e 2,5%) e metodologias
diferentes, de modo a avaliar, de acordo com as caracteristicas e propriedades
destas, qual se adequa e possui maior potencial para aplicagdo na
regeneracgao tecidual de pele.

Os procedimentos experimentais estdo descritos no Fluxograma |l da
Figura 34.
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Figura 34 - Fluxograma |l: Detalha Ftapa I.

ETAPA I}

Recobrimento por imersao dos
arcabougos de quitosana 2.5% com
solugdo iguida de geiatina (.25%

e com solugao sem ida de gelatina

de 2,5

Congelamento em freezer -20°C
por 24 horas

Liofilizagdo por 48 horas

Caraterizagéo

- Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR);

- Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV),

- Espectroscopia de enercia Dispersiva
de raios X (EDX);

- Ensaio de Intumescimento:
- Ensaio de Permeabilidade,

- Ensaios Mecanicos

Comparagao dos resultados

- Ensaions de Viabilidade Celular

24 METODOLOGIA

2.41 Preparagao da Gelatina

A solugado de gelatina foi preparada através da sua dissolugdo em agua
deionizada para obtengao de concentragdes finais de 0,25% e 2,5% (m/v), em
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agitacdo magnética e aquecimento em temperatura de 40°C até dissolvé-la
totalmente, como ilustra a Figura 35.

Figura 35- Preparo da solugdo de gelatina.

2.4.2 Recobrimento com a Solugado de Gelatina

O recobrimento da quitosana com a solucdo de gelatina foi realizada da
seguinte maneira: Primeiro colocou-se 100 mL de solugao liquida de gelatina
de 0,25% em becker, onde foi imerso um arcabouco de quitosana de 2,5%,
permanecendo submerso durante um minuto e depois retirado (a). Durante a
remogdo do arcabougo do becker, este ficou suspenso até o escoamento total
do excesso de liquido (b). Subsequentemente, a amostra foi colocada em placa
de petri, congelada a - 20°C durante 24 horas (c) e liofilizada por 48 horas (d),
como ilustram as imagens da Figura 36.

Figura 36 - Metodologia do mergulho para solug&o liquida de gelatina.

(@) (b) (©) (d)
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Outro procedimento realizado foi o recobrimento da quitosana com solugéo
de gelatina semissélida, onde foi utilizada a seguinte metodologia: Colocou-se
100 mL e solucéo liquida de gelatina de 2,5% em um becker. Aguardou-se o
tempo aproximado de 40 minutos, para que a gelatina passasse do estado
liquido para o semissélido. O arcabougo de quitosana 2,5% foi imerso na
concentragcao de gelatina, onde permaneceu submerso durante um minuto e
depois retirado. Nesse processo, 0 arcabougo ficou com apenas um dos lados
imersos dentro da solucdo, justamente pelo estado fisico da gelatina, e por isso
nao se fez necessario a suspensao destes para a retida do excesso de liquido,
como no procedimento anterior. O arcabougo foi colocado em uma placa de
petri na posicao que foi realizado o mergulho, ou seja, com a camada de
gelatina voltada para baixo, de modo que a solugdo nao permeasse para o
restante do arcaboucgo, proporcionando uma estrutura com duas superficies
diferenciadas. As amostras foram congeladas a temperatura de -20°C durante
24 horas e liofilizadas por 48 horas, como ilustram as imagens da Figura 37.

Figura 37 - Metodologia do mergulho para solugdo semissdlida de gelatina.

2.4.3 Ensaios de Viabilidade Celular

Seguindo a norma ISO 10993-5, foram realizados apés as conclusdes
parciais da Etapa Il, a avaliagdo de viabilidade celular dos macrofagos. Este
ensaio permitiu observar de modo comparativo, se houve otimizagdo do
arcabouco de quitosana quando associado a gelatina, quanto a viabilidade
celular.
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2.4.3.1 Ensaio de Avaliacdo de Viabilidade Celular dos macréfagos

Para realizagéo desse ensaio as amostras foram seccionadas de acordo
com o tamanho do pogo da placa de cultura (= @ 6,5mm) e esterilizadas por
exposicdo aos raios ultravioleta por 40 minutos. Seis camundongos de uma
mesma linhagem foram inoculados, trés dias antes do experimento, com uma
solugdo aquosa de Tioglicolato de Sédio a 3,0%. Apds o aguardo de trés dias,
os animais foram sacrificados em uma camara de dioéxido de carbono (CO,),
para entdo, ocorrer o processo de remog¢ao dos macréfagos.

Essa remocao se inicia através de uma exposicao da cavidade peritoneal
do animal, e subsequente injegcdo de 5 mL de PBS (pH 7,4) gelado e estéril,
massagem vigorosa nessa cavidade e a retirada das células abdominais
através de uma seringa. Apds tal procedimento, as células obtidas foram
imediatamente transferidas para tubo estéril, como ilustradas na Figura 38, e
centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos a temperatura de 4°C em um
equipamento intitulado Centrifuge Eppendorf 5810R. O sobrenadante foi
desprezado e as ceélulas foram colocadas em 1 mL de fosfato pH 7,0,
(SAMPAIQ, 2012; FOOK, 2012).

Figura 38 - |lustrag&o de algumas partes do procedimento de avaliag&o da viabilidade celular
dos macrofagos.

Fonte: Arquivo préprio.

A contagem de macréfagos é realizada logo em seguida com o auxilio
de uma camara hemocitométrica de Neubauer em uma diluicdo 1:100 do
Liquido de Lazarus e visualizada no microscépio Optico Diastar, Reichert,
Buffalo, NY, utilizando-se o aumento de 200x. Subsequente a esse
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procedimento, as células foram ajustadas a concentracio de 5 x 10° células em
meio RPMI-1640-C, e em uma placa estéril de 96 pogos de fundo plano foram
adicionados 100 puL dessas células em pogos determinados previamente, de
acordo com os tipos de amostras e quantidade de animais. A placa foi levada a
estufa onde permaneceu por 1 hora, a 37°C (SAMPAIQ, 2012).

Apods a formacao do tapete celular foram adicionados a placa 200 uL de
RPMI 1640-C as amostras a serem testadas. Em pocos pré-determinados, com
as mesmas condigbes anteriores, foram adicionados 100 pL de LPS
(lipopolissacarideo bacteriano derivado de E. coli, adquirido da empresa Sigma
Aldrich) a uma concentragao de 10 mL, ou apenas meio de cultura, o controle
negativo. A placa 1 foi incubada em estufa com atmosfera de CO, por 24
horas, a 37 °C. (SAMPAIO, 2012)

Passado esse periodo, sobre a cultura celular foram adicionados 100 pL
de uma solugdo de MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-
difeniltetrazélio] - a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. As placas foram incubadas a
37° C com 5% de CO; por 3 horas. Apos essa incubacao, foram descartados o
sobrenadante e as amostras utilizadas, e adicionado 100 uL de aicool
isopropilico. A leitura da densidade 6tica foi determinada em espectrofotdmetro
(Muftiskan Ascent Labsystems Research Tech.) a 540 nm com filtro de
referéncia de 620 nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem,
considerando-se o controle negativo como 100 % de viabilidade (SAMPAIO,
2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Como visto anteriormente, esta técnica é proposta para identificar a
presenca de grupos funcionais dos materiais, revelando-se util na identificacdo
da presenca da gelatina na superficie do arcabouco de quitosana. Atendendo
que nas metodologias a gelatina & colocada apenas nas superficies, optou-se
por utilizar o acessério ATR (aftenuated total reflectance ou refletancia total
atenuada) para a caracterizacdo das amostras, uma vez que esta técnica
realiza ensaios superficiais.

A partir da Figura 39, onde se tem um grafico comparativo de FTIR dos
arcaboucos de quitosana 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 0,25% percebe-se
uma semelhangca nas bandas caracteristicas, além da alteracdo nos picos
1.450cm™ a 1.600cm™, ilustrando a presenca da gelatina em um dos
arcaboucos.

Figura 39 - Grafico comparativo de FTIR de quitosana 2,5% e quitosana 2,5% com gelatina
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A partir da Figura 40, onde se tem um gréafico comparativo de FTIR dos
arcaboucos de quitosana 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 2,5% percebe-se
que o FTIR deste € idéntico ao dos arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina
0,25%, onde tanto as bandas caracteristicas como os picos estdo & mesma
faixa, ilustrando também a presenca da gelatina.

Figura 40 - Gréfico comparativo de FTIR de quitosana 2,5% e quitosana 2,5% com gelatina
2,5%.
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Observando e discutindo os espectros das Figuras 39 e 40 e comparando-
os aos da literatura, pode se perceber bandas de absorgao tipicas da vibracéo
de estiramento da ligagdo ~NH e —OH (H,0) em aproximadamente 3294 cm™,
além da presenca da banda em 3060 cm™, caracteristica da ligagdo — CH. As
bandas em 2929 cm™' e 2873 cm™' sdo atribuidas as vibragbes de estiramento
assimétrico do grupo —CH2 e simétrico do grupo — CH3 respectivamente
(FOOK , 2012). As bandas em 1630, 1532 e 1233 cm™ s&o caracteristicas da
amida | (-NH), amida Il (-NH2) e amida Ill (-NH3+), similares ao espectro do
colageno (FICAI et al., 2010). A regiao em 1334 cm” apresenta uma banda
caracteristica ao grupo COO" de aminoacidos da estrutura da gelatina. A banda
em 1447 cm™ é atribuida as ligacdes C-N e C-C decorrente do empacotamento
do anel pirrolidinico, sugerindo que a gelatina tipo A utilizada nesse estudo &
caracterizada pela presenca da estrutura de tripla hélice do tropocolageno,
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indicando que processo do tratamento acido para a hidrolise seletiva dos
grupos carboxiamidas n&o a desnaturou totalmente, uma vez que
apresentaram uma relagdo de absorbancias 1233/1447 cm™' préxima da
unidade (CHAUDRY et al., 1987). A banda de absorgdo na regido de 1080 cm™’
corresponde a vibragbes de estiramento das ligagdes glicosidicas (C-O-C).
Baseado nessa observagdo estrutural confirma-se que a gelatina, mesmo
desnaturada do colageno, manteve consideravel nimero de grupos organicos
caracteristicos, especiaimente amincacidos.

3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Como ja enfatizado anteriormente, o MEV é uma técnica que
possibilita a observagdo da estrutura morfoldgica. Para a Etapa li evidenciou-se
mudanc¢as de caracteristicas de amostras de quitosana e quitosana — gelatina,
bem como, avaliou-se a diferenga no comportamento de amostras a partir da
modificagao das metodologias de recobrimento superficial por imersao.

Primeiramente comprovou-se a presencga da gelatina nos arcabougos
de quitosana, devido ao brilho caracteristico que a gelatina possui € que é
bastante nitido nas microscopias, a0 aumento no tamanho e quantidade de
poros, além da sua distribuicdo mais homogénea pela extensao da amostra.

As imagens da Figura 41 ilustram as micrografias obtidas para os
arcabougos de quitosana 2,5% com recobrimento superficial de gelatina liquida
0,25% por imersao, submetidos a taxa de congelamento lento, de -20°C, onde
consegue-se perceber uma estrutura porosa, com variados tamanhos de poros
e interconectividade entre estes. Pode-se também identificar, tanto a partir das
micrografias como também pelos dados do grafico da Figura 42, que em
relacdo aos tamanhos de poros, os arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina
0,25% apresentam aumento significativo, visto que, antes da associagéo da
quitosana & gelatina, os tamanhos de poros tinham uma variagéo de 0-80 ym e
agora estao variando entre 0-200 ym.
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Figura 41 - Micrografias (MEV) das secgdes longitudinais dos arcabougos de quitosana 2,5% -
gelatina 0,25%, submetidos & taxa de congelamento de -20°C e liofilizados.

Figura 42 - Histogramas para dispers&o do tamanho de poros para a concentragdo de
quitosana 2,5% - gelatina 0,25.

30

N
(%,

S
o

% de Poros
=
(¥, ]

-
o

v
1

o
!

0-50 50 -100 100 -150 150-200
Intervalos de tamanho de poros (um)

Em porcentagem, calcula-se 15% para tamanhos de poros que véo de 0-50
pum, 22% de 50-100 um, 13% entre 100-150 pm e 13% para uma escala de
150-200 pum. Estes percentuais sdo bastante satisfatorios a proliferacédo e
adeso celular, desejadas na aplicagdo em regeneracao tecidual de pele.
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Comparando as amostras de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% com as
amostras de quitosana 2,5% - gelatina 2,5%, observa-se que a metodologia é
determinante nas caracteristicas morfolégicas, e como consequéncia, em seu
comportamento funcional.

-Este resultado pode ser atribuido a metodologia aplicada ser
diferenciada, onde para a concentracdo de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% a
amostra é totalmente mergulhada na gelatina, e posteriormente liofilizada,
permitindo assim que a sublimagdo ocorra de maneira mais efetiva, deixando a
estrutura mais porosa e também retirando algumas impurezas contidas na
amostra,

Verifica-se ao analisar as micrografias da Figura 43, referentes aos
arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina 2,5%, que estes apresentaram
tamanho de poros menores do que os arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina
0,25%.

Figura 43 - Micrografias (MEV) das secgdes longitudinais dos arcabougos de quitosana 2,5% -
gelatina 2,5%, submetidos a taxa de congelamento de -20°C e liofilizados.
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Percebe-se a partir da observacdo das micrografias, que apesar de
comparativamente a porosidade destes arcabougos serem proporcionalmente
menores aos arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, a estrutura
apresentou-se porosa, com algumas regides densas, além da aparente
interconectividade dos poros.

Pode-se identificar, a partir dos dados do grafico da Figura 44, que em
relacdo aos tamanhos de poros dos arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina
2,5% houve um pequeno aumento se comparados aos arcabougos de
quitosana 2,5%. Antes da associacdo da quitosana a gelatina, os tamanhos de
poros tinham uma variacédo de 0-80 um, e agora estdo variando entre 0-100
gm.

Figura 44 - Histogramas para dispersé@o do tamanho de poros para a concentrag&o de
quitosana 2,5% - gelatina 2,5%.
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Comparando-se os arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina 2,5% com
os arcaboucos de quitosana 2,5% - 0,25%, percebe-se que ambos tiveram
suas caracteristicas morfolégicas melhoradas em relagdo aos arcabougos de
quitosana 2,5% sem a gelatina. Porém quando se compara uma concentragao
com outra de quitosana — gelatina, considera-se como mais promissora a
concentracédo de quitosana 2,5% - 0,25%. Isto ocorreu devido a metodologia

UFCG/BIBLIOTECA/BC |
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aplicada, onde em uma delas h& imersdo total da amostra na solucdo de
gelatina e em outra néo.

Conclui-se a partir de uma analise em ambito geral, que foi confirmada a
otimizagdo dos arcabougos de quitosana quando associados & gelatina,
modificando para melhor as suas caracteristicas morfolégicas. Porém a
metodologia de recobrimento superficial com imerséo total do arcabougo em
solugé@o liquida se apresentou mais viavel a aplicacdo almejada, de curativo
biodegradavel para tratamento de queimados.

3.3 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X (EDS)

Essa técnica foi utilizada na Etapa |l com o intuito de detectar se o elemento
quimico diferenciado, o NaOH, identificado nos arcabougos de quitosana na
Etapa | permaneciam, e qual a sua porcentagem. Para tal, foi utilizado um
dispositivo de energia dispersiva que é acoplado ao equipamento MEV, TM-
1000,HITACHI.

A partir dos graficos das Figuras 45 e 46, respectivamente, observa-se
que o sodio foi detectado nas duas concentragbes quitosana — gelatina, onde
na concentracdo de quitosana 2,5% - gelatina 2,5% foi encontrada uma maior
porcentagem de sédio nos arcaboucos, de aproximadamente 4,0%, enquanto
que nos arcaboucgos de quitosana 2,5% sem associa¢ao da gelatina, este valor
era de aproximadamente 0,4%.

Figura 45 - Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitosana 2,5% - gelatina
2,5%.
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Nos arcaboucos de quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, ilustrados na Figura
46, verifica-se uma porcentagem inferior de NaOH, de aproximadamente 0,6%,
0 que pode indicar que com a associagdo da gelatina de maneira homogénea
na superficie da amostra, ha diminuicdo da quantidade de sddio na extenséo
dos arcabougos em relagéo as amostras de quitosana 2,5% - gelatina 2,5%.

Figura 46 - Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) da quitosana 2,5% - gelatina
0,25%.
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Quando se compara amostras de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% com
amostras de quitosana 2,5% sem a associagao da gelatina se observa um leve
aumento percentual de aproximadamente 0,2% de sodio em uma regido
pontual. Porém em outras regides foi detectado um percentual de 0% de sdédio,
0 que pode indicar uma maior concentracao de sédio em uma determinada
regido e eliminagao total em outras, de modo que em ambito geral, a quitosana
2,5% - gelatina 0,25% possui menos residuos de sodio do que as amostras de
quitosana 2,5%.

3.4 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO
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Para o ensaio de intumescimento da Etapa Il utilizou-se a mesma
metodologia da Etapa |, onde as amostras foram seccionadas em 1cm?
pesadas quando secas e pesadas depois de imersas em agua deionizada, em
uma variagdo progressiva de tempo de 2 minutos. Além do comprimento e
espessura, cada amostra — tanto de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% como a
de quitosana 2,5% - gelatina 2,5% - foi medida em sua espessura, volume e
densidade, como se pode ver na Tabela 13.

Tabela 13 - Tabela 7 - Médias da espessura, volume e densidade de amostras de quitosana
2,5% - gelatina 0,25% e quitosana 2,5% - gelatina 2,5%.

Quitosana 2,5% Gelatina 0,25% Quitosana 2,5% Gelatina 2,5%

| Espessura o 194mm j © 319mm

 Volme 1840mm* : 319,0mm*

_ Densidade  018299gm  onigom

Para realizacdo dos calculos nesta Etapa Il, utilizou-se os valores
verificados apds a imersdo em agua deionizada em uma variagéo progressiva
de tempo de 2 minutos, resultando no total de 81 minutos tanto para as
amostras de quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, quanto para as amostras de
quitosana 2,5% - gelatina 2,5%. Aplicou-se a mesma equacgdo utilizada na
Etapa |, onde:

- S
% lIntumescimento = et =T x100

PesoSeco

Apés obtencdo dos valores, fez-se um grafico a partir dos dados para
verificacdo da curva que representa o intumescimento em porcentagem (%)
versus o tempo em minutos.

Ao observar o grafico da Figura 47, percebe-se uma mudanga bastante
elevada do valor do peso inicial para o primeiro minuto de imerséo na agua
deionizada, mostrando que sua capacidade de absorgéo € elevada, chegando
a 895%. Os tempos seguintes mostram uma pequena oscilacdo entre aumento
e perda na capacidade de absor¢édo, até atingir a estabilidade. Percebe-se que
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a maior oscilagdo acontece entre o tempo de 5 minutos a 49 minutos, com dois

aumentos — 5 minutos a 16 minutos e 25 minutos a 49 minutos — e estabilidade
proxima de 50 minutos.

Verifica-se ainda que o pico maximo atingido € de aproximadamente
1.100% e o minimo de aproximadamente 895%.

Figura 47 - Ensaio de intumescimento das amostras de quitosana 2,5% - gelatina 0,25%.
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Quando comparados aos arcaboucos de quitosana sem a associagéo de
gelatina 0,25%, tem-se uma perda da capacidade de absorgdo, onde apenas o
arcabouco de quitosana 2,5% atingia aproximadamente 1.200% para o primeiro
minuto. Este fendbmeno pode ser atribuido a uma possivel dissolucdo de parte
da gelatina em agua, gerando essa diminuicdo no peso da amostra durante o
tempo.

J& quando se compara os arcaboucos de quitosana 2,5% - gelatina 0,25%
com os arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina 2,5%, observa-se uma
absorgcéo maior para o primeiro minuto, onde se vé que a porcentagem (%) é
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de aproximadamente 1.100, assim como nos arcabougos de quitosana 2,5%
sem associagao da gelatina 2,5%, e superior aos arcabougos quitosana 2,5% -
gelatina 2,5%, como se pode verificar na Figura 48.

Figura 48 - Ensaio de intumescimento das amostras de quitosana 2,5% - gelatina 2,5%.
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Os tempos seguintes mostram apenas uma pequena oscilagdo entre
aumento e perda na capacidade de absorgao, que vai de 1 minuto a 9 minutos,
e depois havendo perda até atingir a estabilidade. Percebe-se que a perda
gradativa € mais acentuada que na amostra de quitosana 2,5% - gelatina
0,25%, além de maior porcentagem do pico maximo e do pico minimo, sendo o
primeiro de 1.110% e o segundo de 940%, aproximadamente.

A perda de absorcao gradativa em maior propor¢ao para a quitosana 2,5%
- gelatina 2,5% pode ser atribuida ao fato desta ter menor quantidade de
gelatina em sua superficie, visto que, a sua metodologia € diferenciada e fica
em apenas uma das superficies da amostra, possibilitando assim um maior
inchamento do lado que nao possui gelatina. Faz-se pertinente ainda, frisar que
diferente do que se imaginaria a camada de gelatina ndo se soltou da camada
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de quitosana, mostrando-se aderente a mesma, apesar do tempo de exposicdo
em meio aquoso durante o ensaio.

De referir ainda que apesar destas estruturas serem mais porosas tém
menor capacidade de inchamento, possivelmente devido a dois motivos: um a
possibilidade da interconectividade ser menor, e outro relacionado com a
estrutura ser mais rigida e por isso menor capacidade de deformacdo aquando

da entrada de agua. Um destes dados sera confirmado através dos ensaios
mecanicos.

3.5 ENSAIO DE PERMEABILIDADE

Conforme ja mencionado na presente pesquisa, as queimaduras prejudicam
a funcdo normal da pele no que toca o balanco de fluidos corpéreos, o que
pode resultar na alta perda destes através da evaporagdo. Deste modo, os
curativos sdo importantes no controle da perda destes fluidos corpéreos por
auxiliar na obtencdo de um ambiente local umido, adequado a aceleragéo do
processo de cicatrizagao.

Para que isto seja possivel, os curativos devem apresentar taxas de
transmissdo de vapor de agua adequadas. Um curativo ideal deve possuir

2
permeabilidade ao vapor de agua de 1.200 g/m dia, ja que a pele humana

2
normal possui permeabilidade de 204 + 12 g/m dia e a pele lesada por
queimaduras de primeiro grau possuem permeabilidades de 279 + 26 e 5.138

202 glmgdia, respectivamente (RUIZ et al., 1996). Entretanto, de acordo com
outros pesquisadores o valor de permeabilidade ao vapor de agua de um
curativo ideal deve ser superior ao descrito, sendo sugerido o valor ideal de
2.500 g/mzdia (MI et al,. 2001; WU et al,. 2004). Deve-se ressaltar ainda que,
alguns dos curativos disponiveis comercialmente apresentam valores de
permeabilidade ao vapor de agua que variam de 90 a 2.892 glmzdia (WU,
1995).

Neste sentido, os valores obtidos no ensaio de permeagao em solugdo

aquosa dos arcaboucgos de quitosana e quitosana- gelatina, comparados aos
valores da literatura acerca da permeabilidade da pele sdo bastante

| UFCG/BIBLIOTECAIBC |
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importantes, visto que, é a partir dessa comparagéo que se pode avaliar qual
desses arcabougos possuem melhor resultado para aplicacdo em engenharia
de tecido, para regeneracao tecidual de pele.

O experimento foi realizado em uma estufa a 36,5°C a fim de mimetizar a
temperatura do corpo humano e determinar a permeabilidade dos arcabougos
como se estivessem a superficie da pele humana.

A partir da Tabela 14, verifica-se que ocorre perda de peso durante os dias
de ensaio, ficando nitido, inclusive a olho nu, que o vapor de agua deionizada
permeou do interior do eppendorf e atravessou o arcabouco e libertou-se na
atmosfera da estufa.

Tabela 14 - Média em porcentagem (%) das perdas de agua durante 336 horas, das diferentes
concentragdes de quitosana-gelatina.

Ohoras 72 horas 144 horas 168 horas 192 horas 240 horas 336 horas

. Quitosana2,5% S e : f
- Gelatina 0.25% 100%  B47% 71.6% 59,1% 51.4% 184%
Quitosana 2,5% ' :

Gelalina 25% 100%  84.5% 70.8% 58.2% 495%  153%

As médias das concentracbes de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% e
quitosana 2,5% - gelatina 2,5% demonstram que o vapor d’agua permeou
totalmente durante 336 horas, totalizando 14 dias de experimento, quatro dias
a mais quando comparados aos arcabougos de quitosana 2,5%. Isto demonstra
que a velocidade de permeagédo quando a quitosana € associada a gelatina é
mais lenta.

Pode-se atribuir a este fato alguns fatores. Um deles pode estar
relacionado a espessura do arcabouco de quitosana ser maior quando sofre
recobrimento da gelatina, além da sua caracteristica morfologica, que faz com
que apesar do aumento no numero e na quantidade de poros apds o
recobrimento, a interconectividade deles ndo seja suficiente para o vapor de
agua atravessar uma camada mais espessa na mesma velocidade quando sem
a camada de gelatina.

Além deste fator, o valor obtido para a velocidade de permeacédo do
arcabouco de quitosana — gelatina foi mais aproximado ao valor ideal que o
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: . . 2 . . ;
curativo deve possuir - maior que 2.500 g/m dia - possivelmente devido & uma

maior similaridade da gelatina em relagdo ao colageno da matriz extracelular
que constitui a pele.

A velocidade de permeacéo foi determinada, assim como no Capitulo |, a partir
da seguinte equacao:

wyp =2 , em que:
A-AMt

Aw- € a variagdo da massa de agua;
A- € a area de permeacao;
At - é a variagao de tempo.

Na Figura 49 pode-se observar os resultados de velocidade de
permeacéo para as duas concentracdes de quitosana — gelatina.

Figura 49- Velocidade de permeacgé&o de vapor de agua das trés concentragbes de quitosana -

gelatina.
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Comparando os resultados de velocidade de permeacao dos
arcaboucos de quitosana — gelatina é possivel perceber que as duas amostras
apresentaram velocidade de permeacdo de vapor de agua superior ao valor
ideal sugerido pela literatura e inferior ao do arcabougo de quitosana 2,5%.
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Avaliando todos os resultados obtidos para este ensaio, foi
constatado que as duas concentragbes se apresentaram de maneira
satisfatoria para a aplicagéo aimejada. Foi verificada novamente a meihoria das
propriedades dos arcaboucos de quitosana quando associado a gelatina, onde
os valores obtidos ficaram mais préximos da pele humana, tornando o produto
de pesquisa mais viavel aos requisitos propostos.

3.6 ENSAIOS MECANICOS

Foram realizados ensaios mecanicos de tragdo uniaxial sobre os
arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% e quitosana 2,5% - gelatina
2,5% a fim de compara-los com os resuitados dos arcabougos de quitosana
2,5%, obtidos no Capitulo 1.

Os corpos de provas foram seccionados em formatos retangulares e
submetidos a um esfor¢co que tendeu a alonga-los até a sua ruptura. Estes
tiveram suas dimensdes padronizadas, de modo que os resultados pudessem
ser comparados de modo mais eficiente. O objetivo do presente ensaio e
comparar as propriedades mecanicas das amostras obtidas com as
propriedades mecanicas da pele humana.

Assim como ja explicado anteriormente no Capitulo |, as amostras foram
fixadas em uma maquina de ensaios que exerce esforgos crescentes na sua
diregdo axial, sendo medidas as deformagdes correspondentes. Os esforgos ou
cargas foram mensurados na propria maquina, e o0s valores médios foram
observados para as duas concentragdes dos arcabougos de quitosana -
gelatina, bem como para quitosana sem a gelatina, € comparados na Tabela
15, para tens@o maxima, alongamento maximo e modulo de Young (modulo de
elasticidade), respectivamente.
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Tabela 15 - Compara os valores obtidos para ensaios de tenséo maxima, alongamento maximo
e modulo de Young dos arcabougos de quitosana 2,5%, quitosana 2,5% - gelatina 0,25% e
quitosana 2,5% - gelatina 2,5%.

Tensdo Maxima Alongamento Maximo Médulo de Young

Amostras

Quitosana 2,5%

Quitosana 2,5%
Gelatina 0.25%

Quitosana 2,5%
Gelatina 2.5%

A partir da Tabela 15 e dos gréficos das Figuras 49, 50 e 51 que mostram
valores obtidos para ensaios de tensdo, alongamento e médulo de Young,
respectivamente, comparando 0s arcabougos de quitosana 2,5%, quitosana
2,5% - gelatina 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 0,25% se percebe que com a
associacdo da gelatina a quitosana, houve uma melhoria significativa dos
arcaboug¢os para a destinacao almejada, onde em ambito geral, 0s arcabougos
ficaram com maior elasticidade, caracteristica interessante para curativos para
aplicagao para regeneracao tecidual de pele.

Para o alongamento maximo observa-se que com a associacdo da
gelatina & quitosana houve um aumento da porcentagem quase quatro vezes
maior, tanto para a concentracdo de gelatina 2,5% quanto para 0,25%. O
alongamento da quitosana 2,5% que antes era de 12,6%, agora € de 40,0%
para a quitosana 25% - gelatina — 2,5% e 44,4% para quitosana 2,5% -
gelatina -0,25%, como ilustrado no grafico da Figura 50.
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Figura 50 - Comparativo do alongamento maximo dos arcabougos de quitosna 2,5%,
quitosana 2,5% - gelatina 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 0,25%.
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Ja para o ensaio de tensdo maxima, observou-se que a quitosana 2,5% -
gelatina 2,5% apresentou uma resisténcia maior do que a quitosana 2,5% e
quitosana 2,5% - gelatina 0,25%. Os arcabougos de quitosana 2,5% - gelatina
0,25%, porém, apresentaram uma resisténcia menor que os arcaboucos de
quitosana 2,5%, como se verifica no grafico da Figura 51.

Figura 51 - Comparativo da tensdo maxima dos arcabougos de quitosna 2,5%, quitosana 2,5%
- gelatina 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 0,25%.
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A partir do grafico da Figura 52, ilustrando o médulo de Young ou médulo
de elasticidade, comparativamente aos graficos da Figura 49 e 50, de
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alongamento e tensdo maxima, se observa que tensdo da quitosana 2,5% -
gelatina 0,25% teve que ser inferior a das outras amostras comparativas para
se tornar mais elastica que as demais.

O grafico da Figura 52 mostra ainda que a quitosana 2,5% - gelatina 2,5%
possuiu maior modulo de elasticidade que a amostra de quitosana 2,5% e
quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, onde a primeira possui 27,5 MPa, a segunda
16,9 Mpa e terceira 8,1 MPa. O valor obtido pelos arcabougos de quitosana
2,5% - gelatina 0,25%, porém, € o mais aproximado ao valor de elasticidade da
pele humana, que & de aproximadamente 9,3 MPa (GENNISSON, 2004).

Figura 52 - Comparativo de mddulo de Young dos arcaboucos de quitosna 2,5%, quitosana
2,5% - gelatina 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 0,25%.
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4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Este teste foi realizado de modo comparativo entre os arcabougos de
quitosana 2,5%, escolhidos na conclusdo dos ensaios da Etapa |, e dos
arcabougos quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, metodologia de recobrimento
superficial, que apesar de ainda necessitar de estudos, foi a que apresentou o0s
melhores resultados ao objetivo almejado em ambitos gerais.

O intuito foi de avaliar se a viabilidade das células aumentaria com a
presenca da gelatina, além é claro, de analisar a viabilidade do estudo em
vivos. Os percentuais comparativos de viabilidade celular, obtidos para os
arcabougos podem ser observados na Figura 53.

Figura 53 - Viabilidade de macrofagos de camundongos na presencga dos arcabougos de
quitosana 2,5% e quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, além do controle.

Quitosana 2,5% Quitosana 2,5% com CONTROLE
gelatina 0,25%

As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como
controle, equivalendo a 100 % de viabilidade e estdo representadas na ultima
coluna (controle). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao
de cinco animais e trés arcaboucgos de cada composi¢ao por animal.

A resposta foi bastante satisfatéria, onde se observou que os percentuais
dos arcaboucos quitosana 2,5% - gelatina 0,25% foram superiores em
aproximadamente 20% aos de quitosana 2,5%. Os dois arcabougos se
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apresentaram viaveis a estudos mais aprofundados em vivos, visto que o
minimo de porcentagem que comprova a viabilidade celular é de 50%, e os
arcaboucos em questao apresentaram percentual superior a 75%.

Vale salientar, que para o presente trabalho estes resultados sé&o bastante
importantes e satisfatorios, tendo em vista os objetivos propostos. Porém,
torna-se pertinente uma avaliagdo mais aprofundada da viabilidade celular
através de outros métodos em trabalhos futuros.

<——i
)--r-j
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5 CONCLUSOES PARCIAIS

Atraves da Etapa ll, referente a produgdo e caracterizagio dos arcaboucgos
de quitosana 2,5% - gelatina 0,25% e quitosana 2,5%- gelatina 2,5%, tornou-se
possivel investigar, comparar e analisar qual das metodologias se adequa e
propicia amostras com propriedades morfoidgicas e quimico-fisicas para
aplicacdo em curativos que promovam a regeneragao tecidual de pele.

As caracterizagles realizadas de maneira comparativa entre as duas
concentragdes de gelatina associadas a quitosana 2,5% através de
metodologias diferenciadas, mostraram de maneira pontual a importancia do
cruzamento de informacgdes dos resuitados para viabilizar o produto de maior
eficiéncia aos requisitos necessarios para uma aplicacdo de sucesso.

A partir dos resultados de todos 0s ensaios, pode-se concluir no Capitulo 1,
que arcabougos de quitosana 2,6% - gelatina 2,5% nao atendem a todos os
requisitos necessarios para aplicacédo em regeneracéo tecidual de pele, pois se
apresentou mais fragil em alguns aspectos, principaimente no que toca a
estrutura morfolégica, ensaios mecanicos e ensaic de MTT, que nado foi
possivel realizar, devido a separagéo fisica da quitosana com a gelatina,
quando houve a tentativa de secgao da amostra, para envia-la para analise.

A amostra de quitosana 2,5% - gelatina 0,25%, porém, se apresentou
bastante interessante e com resposta satisfatéria aos ensaios. Demonstrou
melhoria nas propriedades morfologias, quimicas e mecanicas, ficando
bastante proxima aos dados referentes aos da pele, o que € bastante
satisfatorio ao objetivo geral e 0s especificos da pesquisa.
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6 CONCLUSOES FINAIS

O presente trabalho alcangou a proposta de desenvolver arcabougos de
quitosana através da técnica de freeze drying e incorporar gelatina a estes a

partir do recobrimento superficial. Bem como, de caracteriza-las de modo

detalhado a fim de realizar de maneira abrangente uma avaliacido sobre a

possibilidade de utilizagdo do produto de pesquisa para aplicacdo em
regeneracgdo tecidual de pele. A andlise dos resuitados das caracterizagbes
propostas permitiu chegar as seguintes conclusdes:

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho confirmaram
as alteragdes sofridas nas amostras de quitosana com a adi¢do da
gelatina, aléem da nao efetividade da neutralizagdo da Etapa |, ter sido
eliminada, comprovando o sucesso da associagao.

O estudo morfoldégico dos arcabougos realizado por Microscopia
Eletrdnica de Varredura revelou a formagdo de uma arquitetura
tridimensional com poros interconectados. Os arcabougos quando
associados a gelatina tiveram seus poros aumentados, assim como a
quantidade dos mesmos, ficando majoritariamente entre 100- 200 pm,
sendo, portanto, considerados materiais em potencial para aplicacdo em
engenharia tecidual de pele.

Os arcabougos apresentaram alta capacidade de intumescimento, e
ainda que com a adi¢cao da gelatina este tenha diminuido, provavelmente
por maior hidrofobicidade da gelatina, o resultado permaneceu viavel a
aplicacao proposta.

Para os ensaios de permeacdo de agua a vapor, 0s arcabougos
apresentaram uma alta velocidade de permeagdo, que baixou quando
adicionadas a gelatina, porém continuaram superiores aos dados ideais
sugeridos pela literatura. Esta resposta foi bastante positiva, visto a
comparagao diretamente a velocidade de permeacdo da pele humana e
confirmando a potencialidade a aplicagao desejada.
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» Os ensaios mecanicos também foram bastante positivos, demonstrando
a partir do cruzamento de informacdes dos ensaios de alogamento
maximo, tensdo maxima de moédulo de elasticidade, a caracteristica mais
elastica dos arcabougos e quitosana quando recobertos pela gelatina.

* Os ensaios de MTT revelaram que os arcaboucos de quitosana e
quitosana-gelatina sdo biocompativeis, e que os arcabougos de
quitoana-gelatina possuem maior viabilidade celular do que os
arcaboucos de quitosana, em mais de 20%.

Dessa forma, a técnica de freeze-drying utilizada demonstrou ser efetiva
para a obtengcao de estruturas porosas de quitosana, e versatil devido a
possibilidade de manipulacdo de variaveis experimentais. Os resultados
mostraram que a alteragao da concentragéo da solugé@o de quitosana e adigao
da gelatina modificam as propriedades gerais dos arcabougos produzidos.

As metodologias propostas foram utilizadas com sucesso, demonstrando
a eficiéncia dos processos escolhidos para execugao. Contudo, naturalmente
que com a existéncia de equipamentos especificos para realizagéo de alguns
ensaios que tiveram adaptados as normas, os resultados poderiam ter sido
ainda melhores e mais efetivos. Tornando-se importante, a possibilidade de
posterior continuidade das investigagbes em futuras pesquisas, no que toca o
ensaio de permeabilidade e outros métodos de ensaios de viabilidade celular e
adesao celular.

Conclui-se por fim, a importancia do estudo realizado para o grupo
CERTBIQ, da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, contribuindo
de forma efetiva com o cruzamento das informagbes, de técnicas de
caracterizacdo e resultados bastante satisfatdérios que motivaram diversas
investigagcdes em pesquisas paralelas a este estudo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Percebendo-se que o referido projeto teve cunho colaborativo para as
pesquisas que estdo sendo desenvolvidas a cerca de curativos biodegradaveis
para regeneracao tecidual de pele, vé-se a pertinéncia de pontuar questdes
que devem ser mais profundamente examinadas, a fim de elaborar um produto
para ser colocado e vendido no mercado. Alguns destes pontos séo:

- Pesquisar outras concentragdes de quitosana - gelatina com fim
comparativo;

- Realizar mais ensaios biolégicos nomeadamente in vivo;

- Realizar estudos sobre o efeito da esterilizacéo e biodegradacéo;

- Elaborar uma proposta de design de produto, quanto a questédo semantica
do curativo (forma), para sua melhor aderéncia a pele;

- Elaborar uma embalagem para o produto desenvolvido.
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