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RESUMO

A cirurgia de hérnias esta enfre os procedimentos mais frequentes na rotina
dos cirurgides. Existe uma faisa ideia de ser uma doenga cirtrgica facilmenie
curavel devido ao detalhado conhecimento de sua anatomia e fisiopatogenia
aparentemente simples. Tendo em vista a fragilidade do tecide conjuntivo seja
por alteragbes ambientais ou mesmo inerente ao processo de envelhecimento,
tornou-se evidente a necessidade de um matenal de reforgo interposto no local
de herniagcdo, pois a simples suiura fasciat & ineficiente devido ao indice de
reincidivas. Em muitos casos, o tratamenic da hérnia incisional nao pode ser
feito pela aproximagdo primaéria das bordas da camada muscuio-aponeurdtica,
necessitendo da colocacdo de telas sintéticas para correcdo de delfeitos na
parede abdominal, permitindo reparo livre de tensio e reduzindo as taxas de
recorréncia de mais de 50% para mencos de 24%, porém n&o possuem a
capacidade de reepitelizacdo e biocompatibilidade tornandc-se a rejeigdo uma
das principais complicagbes do seu usn. Baseado no exposto, este trabalho
teve como objetivo caracterizar o material comumente ulilizadoc em cirurgias
para fratamento de hérnias incisionais e, a partir dos resultados desenvolver
telas de quitosana, polimero natural atdxico, de baixc custo, renovavel e
bioccompativel, que possam ser utilizadas em cirurgias de hérnias incisionais.
Para caracterizacio das telas de polipropiienc e de quitosana foram utilizadas
as técnicas de Microscopia Optica (MO), Difracdo de raios X (DRX),
Espectroscopia na Regido do Infravermetho com Transformada de Fourier
(FTIR), Calorimetria Exploratdria de Diferencial (DSC) & Ensaios de
Citotoxicidade, Pode-se conciuir baseado no exposto que € possivel sintetizar
telas de quitosana a partir de moldes especificos para essa finalidade, contudo
as técnicas de processamentc tem de ser otimizadas ja que as membranas
sisntetizadas apresentaram valores de mddulo de elasticidade, tensio ¢
deformac&o muito inferiores ac das telas de polipropiieno. Pode-se considerar
a utilizacdo de um material de reforgo a quitosana, fomecendo resisténeia a
estrutura porosa da membrana. Outro fato importante que deve ser
considerado € o estudo da adesividade da membrana, com o intuito de
desenvoiver telas que ndc necessilem de sutura para sua fixagdo por
possuirem uma regific adesiva para ser aplicada na lesao, propriedade essa
gque as telas comumente usadas de polipropiieno ndo possuem.

Palavras-chave: Bicmateriais. Quitosana. Hemias.



ABSTRACY

The hernia surgery is among the most common proceduras in the routine of
surgeons . There is a false idea of being a surgical disease easily treated due to
his detailed knowledge of anatomy and pathophysiology seemingly simpte . In
view of the weakness of the connective tissue or by environmental changes or
even inherent to the aging process, it has become clear the need for a
reinforcing material interposed in place of herniation as the sole fascial suture is
inefficient due {o reincidivas index . In many cases | freatment of incisional
hernias can not be done by aligning the edges of the primary musculo-
aponeurotic layer , requiring the placement of synthetic fabrics for the correction
of defects in the abdominal wall , aliowing tension-free repair and reducing the
rate of recurrence of more than 50 % to less than 24 %, but do not have the
ability to re-epithelialization and biocompatibility becoming a major rejection
complications of its use . Based on the above |, this study aimed to characterize
the material commonly used in surgical treatment of incisional hemias , and
from the results to develop screens chitosan , a natural polymer nontoxic ,
inexpensive , renewable and biocompatible | which can be used in surgeries
incisional hernias . For characterization of polypropylene and chitosan were
used the techniques of optical microscopy ( OM), X-ray Diffraction { XRD )
spectroscopy in the region of Fourier Transform Infrared { FTIR ) , Differential
Scanning Calorimetry { DSC ) and Testing Cytotoxicity . It can be concluded
that based on the above screens is possibie to synthesize chitosan from molds
for this specific purpose , but the processing techniques must be optimized
since the sisntetizadas membranes showed values of modulus, stress and
strain much lower than of polypropylene . One can consider the use of a
chitosan reinforcement material , providing resistance to the porous structure of
the membrane. Ancther important fact that should be considered is the study of
the adhesion of the membrane , in order to develop screens that do not require
suture fixation by having a region adhesive to be applied in injury , property
such that the screens commonly used polypropylene not have .

Keywords: Biomaterials. Chitosan. Hernias.
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1 INTRODUCAO

A cirurgia de hémias esia entre 0s procedimentos mais frequentes na
rotina dos cirurgibes. Existe uma falsa ideia de ser uma doenga cirdrgica
facilmente curavel devido ao detalhado conhecimento de sua anatomia e
fisiopatogenia aparentemenie simples. Tendo em vista a fragilidade do tecido
conjuntivo seja por alteracdes ambientais ou mesmo inerente ac processo de
envelhecimento, tornou-se evidente a necessidade de um material de reforgo
interposto no local de herniagdo, pois a simples sutura fascial é ineficiente
devido ao indice de reincidivas (KORENKOV et al,, 2002; SCHUMPELICK,
2006).

Hémia incisional, eventragdo tarmbém denominado, laparocele, ou
heérnia pos- operatdria coresponde a protusdo de visceras através de orificios
ou greas da parede abdominal enfraquecida por traumas ou incisfes cirurgicas
prévias {(MINOSS! et al., 2008}

O tratamento da hémia incisionai geralmente é cirargico. Em muitos
casos, 0 tratamento da hémia incisional ndo pode ser feito pela aproximacio
primaria das bordas da camada musculo-aponeurdtica, necessitando da
colocacdo de um biomaterial. (DEYSINE, 1998)

O biomaterial pode ser definido como um implante gue € colocado em
contato com o tecido com a finalidade de recompor alguma parte lesada ou
auxiliar na sua recuperacdo (PARK, 1979). Na pratica do tratamento das
hérnias, o biomaterial tem a finalidade de substituir ou reforcar a parede
abdominal.

O uso de telas sintéticas para corregéo de defeitos na parede abdominal,
tem sido frequente em cirurgias para tratamento de hémias incisionais e tem
alterado significativamente a conduta frente ao tratamento das hernias. Por
permitir reparo iivie de tensdo, o uso de proteses iem reduzido as taxas de
recorréncia de mais de 50% para menos de 24% (LONTRA et al., 2010).

Existemn varios materiais disponiveis para o uso na corre¢do de hérmias
sende as telas de polipropilenc uma das mais frequentemente utilizadas. A tela
de polipropilenc permanece macia & flexivel, ndo é absorvida e ndo esta sujeita
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& degradacio ou enfraquecimento pela acBo das enzimas do tecido.
Proporciona adequada armacgac para a deposicao do colageno e incorporacéo
dos tecidos adjacentes (BELLON et al, 1996; MORRIS ; HUGHES, 1998).

Os biomateriais atualmente utihzados no reparc de hémias néo
possuem a capacidade de reepitelizacdo ¢ biocompatibilidade. Uma das
principais complicactes do uso de telas cirargicas para corrego de hérnias € a
rejeicdo. Por isso torna-se importante o desenvolvimento de um biomaterial que
seja biocompativel e facilite a reepitelizagB0o do tecido celular aponeurdtico.

Os polissacarideos dispbem de perfeita biocompatibiidade e
biodegradabilidade, sendo essas propriedades bésicas para os polimeros que
s&0 usados como biomateriais. Possuem ainda algumas propriedades uUnicas,
néo encontradas em outros polimeros naturais (DUMITRIU, 2002; MATTHEW,
2002).

Dentre os polissacarideos destaca-se a quiting, um peolimero abundante
na natureza, segundo mais abundante, ficando atrds apenas para a celulose.
Sendo considerado o mais proeminente polimero natural, devido sua
multifuncionalidade, com propriedades como bicdegradabilidade e baixa
toxidade no corpo animai, além de acelerar a recuperacao de lesdes em pele A
quitosana & um polimero dertvadc da desacetilaggo da quitina, podendo
também ocorrer de forma natural, Tem sido mais pesquisada devido a
propriedades como:. biodegradabilidade, baixa toxidade, aceleraggdo da
formacéo de fibroblastos no corpo animal, acelerag@o da acZo anticoagulante
do sangue, atividade antimicrobiana e alta solubilidade na maioria dos
solventes organicos empregados (URAGAM!, TOKURA, 2008, TAKAHACH];
IMATL SUZUKI, 2007; ZHANG; YANG; NIE, 2008; PEDRO et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar material comumente utilizado em cirurgias para tratamento de
hérnias incisionais e, a partir dos resultados, desenvolver um novo biomaterial,

que seja biocompativel e ndo apresente rejeicao.

2.2 Especificos

e Avaliar a composicdo e morfologia do produto comercial atuaimente
utilizado;

s Preparar telas a base de quitosana;

e Estabelecer parametros para desenvolvimento de produtc com

tecnologia nacional.

16



3. FUNDAMENTACAOQ TEORICA

3.1. Anatomia Da Parede Abdominal

A parede abdominal é composta de nove camadas: a pele, o tecido
celular subcutaneo, a fascia superficial, 0 musculo obliquo externo, o muisculo
obliquo interno, o muasculo transverso abdominal, a fascia endoabdominal ou
fascia transversal, o tecido adiposo extraperitonial cu pré-peritonial e tecido
areolar, e o periténio (Figura 1) (TOWSEND et al., 2005)

Os musculos da parede abdominal antero-lateral incluem os musculos
obliguos exierno e intemo e o masculo fransverso abdominal. Estes musculos
planos envolvem grande parte da circunferéncia do tronco € déo origem a uma

aponeurose ampla e plana anteriormente, que reveste os musculos do abdome
(TOWSEND et al,, 2005).

Figura 1 - Anatomia da parede abdominal.
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3.2 Hérnias

A hérnia abdominal & uma protusdo de um 6rgdo ou viscera através de
um orificio ou defeito na parede abdominal, por causa congénita ou adquirida.
A hérnia geralmente estd contida em um saco peritoneal, porém uma hérnia
pode existir desprovida de saco peritoneal, o que se denomina prolapso. As
hémias da parede abdominal sdo hérnias externas, uma vez que fazem
protrus@o para o exterior do abdémen (COELHO, 2005).

A hérnia externa € uma protusdo anormal do tecido intra-abdominal por
um defeito fascial na parede abdominal. Cerca de 75% das hémnias ocorrem na
virilha; hérnias incisionais e ventrais constituem cerca de 10%; umbilicais 3%; e
outras cerca de 3%. De modo geral, uma massa herniaria consiste em tecido
de cobertura (pele, tecido subcuténeo, etc), um saco peritoneal e quaisquer
visceras contidas (Figura 2) (WAY; DOHERTY, 2004).

Figura 2 - Formac&o da Hémia Incisional na parede abdominal, a) - Seccgéo transversal da
parede abdominal anterior normal; b) - Secgéo transversal da parede abdominal anterior com
formacdo de hérnia incisional.

Cross Section Through Anterior Abdominal Wall

Cross Section Through Normal With Incisional Hernia

Anterior Abdominal Wall (From Below)

Omentum

Bowel hemiated through incsional delect

Recius muscle

Petilcneun
‘ i

Fa

Fonte: www.medivisuals.com

3.2.1 Hérnia Incisional

A hérnia incisional (ventral) € um tipo de hérnia da parede abdominal
que ocorre devido a cicatrizagdo inadequada de uma inciséo prévia. Esta
relacionada a fatores locais, sistémicos e imunolégicos responsaveis pela
cicatrizagdo (COELHO, 2005).
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Figura 3 - Hémia incisional: a) - Paciente em decdbito horizontal; b) - Paciente em pé, com
hémia sustentada pelo examinador.

Fonte: SPERANZINI, DEUTSCH (2010).

Conforme Towsend et al (2005) As hérnias incisionais ocorrem como
resultado do excesso de tens&o e da cicatrizagcdo inadequada de uma incis&o
prévia, que frequentemente esta associada a infecgdes do local cirtirgico.

Fatores de risco que podem resultar em hémia incisional:

¢ QObesidade;

e |dade avangada;

e Desnutricao;

e Multiplas Laparotomias;

e Ascite;

¢ Uso de corticosteroides;

* Hematoma pés-operatorio;

» Infecgdo pds-operatodria da ferida cirdrgica;
e Gestacéo,

e Diabetes;

e Didlise;

e Tipo de incisdo e cuidados técnicos no fechamento da parede abdominal

(incluindo a qualidade e o diametro dos fios utilizados);

¢ Doenca pulmonar obstrutiva crénica;

o Situagdes que aumentem a pressao intra-abdominal.
19



3.2.2 Tratamento da Hérnia Incisional

Na grande maioria dos casos de reparc de hérnia incisional ha a
necessidade de implante de protese. Porém em alguns casos, quando o defeito
na aponeurose é pequeno, pode-se realizar a rafia primaria (COELHO, 2005).

Conforme Way; Doherty (2004) o tratamento das hérnias incisionais &
feito de acordo com o tamanho destas, como descrigido a seguir:

+ Pequenas hémnias incisionais: As pequenas hérnias incisionais,
geraimente, necessitam apenas de um reparo na fascia com fascia
direto, para o fechamento satisfatério. Pode-se usar uma sutura
interrompida ou continua, mas as suturas devem ser nio absorviveis.
Suturas demasiado apertadas, ou tensao sobre o reparo, vac predispor
a recorréncia.

o Grandes hérnias incisionais: Embora ndo haja um didmetro especifico
que distingua uma hérnia pequena e uma grande, uma hémia pode ser
considerada grande quando as bordas fasciais ndo podem ser
aproximadas sem tensao. O reparc de defeitos grandes ou recorrentes é
cada vez mais realizado com o uso de telas ndo absorvivel, que s&o
classificadas como biomaterial, como mostra a Figura 5. Porém © uso de
tela para o reparo de hémias incisionais aumenta efetivamente o risco
de infecgo e formagao de fistulas. Para evitar o uso de tela usa-se por
vezes, métodos alternativos para o fechamento de grandes defeitos
abdominais, como o uso de contra-incisbes laterais na bainha do reto
anterior para possibilitar o fechamento primario na linha média.




Figura 4 - Cirurgia de hérnia incisional

Fonte: Direta.

Figura 5 - Cirurgia de hémia incisional, com utilizagédo de telas de polipropileno.

Fonte: Direta
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3.3 Biomaterial

Biomaterial € qualquer material sintético que substitui ou restaura a
fungao de tecidos do corpo e que mantém contato continuo ou intermitente com
os fluidos. Considerando o contato do material com os fluidos & necessario que
0 mesmo apresente biocompatibilidade, ndo produza resposta biologica
adversa, nédo induza efeito sistémico, ndo seja toxico, carcinogénico, antigénico
ou mutagénico, devido o contato do material com os fluidos corporais
(AZEVEDO, 2003).

3.3.1 Biomateriais em hérnias

Desde o século passado, o indice de recidivas apos cirurgias para
corre¢des de hérnias tem sido motivo frustagdo para os cirurgides e despertado
interesse pela busca de um biomaterial que pudesse substituir ou reforgar s
fascias aponeuroéticas (DEBORD, 1998).

O primeiro material sintético feito pelo homem para corregcéo de defeitos
da parede abdominal foi o fio de prata em forma de espiral, foi utilizado por
Phelps 1894 (PHELPS apud DEBORD 1998). Em 1952 Babcock apud
DEBORD, 1998, introduziu a tela de aco inoxidavel, que foi aperfeigoada por
HAAS e RITTER no intuito de apresentar maior flexibilidade.

Durante a década de 50 varios materiais sintéticos e ndo-metalicos
foram testados guanto a possibilidade de serem desenvolvidos como protese
no reparo de hérnias. Dentre os materiais testados encontram-se: nailon,
polietileno, teflon, polivinil, entre outros (PUTTINI, 2006).

Em 1958 Francis Usher introduziu a tela de polipropileno na pratica
cirirgica para corregdo de defeitos da parede abdominal e demostrou a
formagé&o de tecido de granulagdo e completa cicatrizagcdo da ferida, mesmo na
presenca de infecgdo (USHER, 1958; USHER, 1959).

Dentre os biomateriais mais utilizados no reparo de lesées da cavidade
abdominal esta o polipropileno, comercializado com os nomes de Marlex®,
Prolene® e Trelex® (AMID et al., 1995).
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As telas de polipropileno significou um grande avancgo no tratamento de
hémias levando a significativa redugéo no indice de reincisivas. E o material
mais utilizado no mundo tanto para uso clinico quanto na utilizagdo de
experimentos para testar novos biomateriais. (SHUMPELICK; KLINGE, 2003;
CONZE et al, 2005, GONZALEZ et al, 2005; WEYHE et al, 2007).

As malhas da tela sdo compostas por monofilamentos produzidos pela
polimerizagéo do polipropileno, um derivado do gas propano. Apresentando —
se em diversas marcas e modelos as telas desenvolvidas para cirurgias de
hernioplastia sdo asperas, semi-rigidas e Iigeifé.mente elasticas (Figura 6),
trangcadas em tal configuragcéo qlie formam mdltiplos poros e permitem a
elasticidade em ambas diregdes (KLINGE et al, 2002; GONZALEZ et al, 2005).

O implante da tela de polipropileno desencadeia reagdo inflamatéria
seguida pela deposicdo de uma camada fibrosa que cresce através dos poros
da tela, incorporando assim a tela ao tecido adjacente (PUTTINI, 2006).

Figura 6 - Fotomicrografia da tela de polipropileno. Barra de calibragé@o

Fonte: Laboratdrio de Biologia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Porém alguns aspectos importantes, do ponto de vista patofisiologico e
morfolégico, ainda s&o questionados quanto a eficiéncia destas malhas como
substitutos artificiais da parede abdominal. O implante ideal deveria a principio,
ser fortemente incorporado ao tecido durante o processo de cicatrizagéo,
iniciado pelo processo inflamatério localizado, seguido pelo processo de

remodelagem (KLINGE et al., 1999). Nesta perspectiva o desenvolvimento de
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novos materiais tem sido proposto como € tais como telas adesivas de
quitosana.

3.3.2 Quitina e quitosana

A quitina € o segundo polimero mais abundante da biosfera, ficando
atrés apenas da celulose. E um componente dos exoesqueletos de alguns
invertebrados (crustaceos, insetos, moluscos), e na parede celular de alguns
fungos e algas (AGULLO et al., 2004). A quitosana é um polissacarideo
derivado da desacetilagao da quitina.

Quitina e AQuitosana sdo polimeros atoxicos, biodegradaveis,
biocompativeis e produzidos por fontes naturais renovaveis. Ambas estruturas
sdo constituidas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose e 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligacdes glicosidicas B(1—4),
entretanto os polimeros diferem quanto a solubilidade devido a proporgéo
relativa dessas unidades. A quitina & insoluvel na maioria dos solventes, em
sua estrutura predominam unidades de 2-acetamino-2-deoxi-D-glicopiranose
enquanto que a quitosana é soltvel em solugbes aquosas diluidas de acidos
organicos e inorganicos sendo formada por unidades de 2- amino-2 desoxi-D-
glicopiranose, a figura 7 representa as estruturas moleculares da quitina e
quitosana (ROBERTS, 1992MATHUR; NARANG, 1990; ROBERTS, 1992).

Figura 7: Comparagéo das estruturas moleculares da Quitina e Quitosana
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Fonte: AZEVEDO et al., (2007).
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A quitosana & um biopolimero natural, abundante e atoéxico e tem sido
sugerida para diversas formas de utilizagdo, seja na area de engenharia,
biotecnologia, ciéncias farmacéuticas ou medicina. A desacetilacdo da quitina
leva a obtengéo da quitosana (Figura 8), seu mais importante derivado (ASSIS;
SILVA, 2003; DALLAN, 2005).

Figura 8: Reacdo de desacetilagédo da quitina, originando a quitosana

— CHOH CH OH [ CHOH CH.OH ]
H
. H \o\ )/ NOH |
desacetilagio
B H N (‘OCH H “HCOCH H) |_H

Fonte: SPIN-NETO, 2008.

3.3.3 Propriedades Biolégicas da quitosana

3.3.3.1 Atividade antimicrobiana

Dentre as inimeras caracteristicas que distinguem quitina e quitosana
dos demais polissacarideos destaca-se a atividade antimicrobiana. Esses
polimeros provocam a inibicdo do crescimento de microrganismos, COmo uma
grande variedade de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Alguns
pesquisadores explicam a atividade antimicrobiana da quitosana por seus
grupos aminicos, que, uma vez em contato com os fluidos fisiolégicos,
provavelmente sdo protonados e se ligam a grupos anidnicos destes
microrganismos, resultando na aglutinagéo das células microbianas e inibigéo
do crescimento das mesmas. Estudos mais recentes, entretanto, revelam que o
mecanismo da atividade antimicrobiana da quitosana esta intimamente
relacionado as propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da
membrana do microrganismo. Micrografias eletrénicas de S. aureus (bactéria
gram-positiva) e E. coli (bactéria gram-negativa) na presenca de quitosana
mostram que a membrana do S. aureus foi enfraquecida ou até mesmo

fragmentada, enquanto o citoplasma da E. coli foi concentrado e o intersticio da
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célula, ampliado. Zheng e Zhu (2003) demonstraram que a atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas aumenta quanto maior a massa
molecular do polimero, enquanto que, para bactérias gram-negativas, quanto
menor a massa molecular da quitosana, maior a atividade antimicrobiana.
Esses resultados sugerem que os efeitos da quitosana s&o distintos nos dois
tipos de bactérias: no caso das gram-positivas, a hipétese € que quitosana de
alta massa molecular forma peliculas ao redor da célula que acabam por inibir
a absorgdo de nutrientes, enquanto que quitosana de baixa massa molecular
penetra mais faciimente em bactérias gram-negativas, causando disturbios no
metabolismo desses microrganismos (SINGLA e CHAWLA, 2001; HENCH
1998; RAVI KUMAR, 2000; ZHENG e ZHU, 2003).

3.3.3.2 Efeito coagulante

Quitina e quitosana desempenham, ainda, importante papel na
hemdéstase, porém de maneira independente ao sistema classico da cascata de
coagulagdo. Okamoto e colaboradores 2003 mostraram que esses polimeros
reduzem o tempo de coagulagdo sanguinea de forma dose-dependente, sendo
a quitosana (tempo de coagulagdo sanguinea de 3,7 min) mais eficaz que a
quitina (tempo de coagulagéo sanguinea de 4,7 min) na coagulagéo sanguinea
sob a mesma concentracdo de 0,1 mg/mL (tempo de coagulagdo sanguinea de
12 min para o controle), embora a quitina tenha maior capacidade em agregar
plaquetas (61,2%) que a quitosana (27,9%). O fato de a quitosana ser mais
eficaz na coagulagéo sanguinea, mesmo quando a quitina tem maior poder de
agregacdo plaquetaria, é atribuido & sua capacidade em agregar, também, os
eritrocitos devido a interagdo das cargas positivas dos grupos aminicos livres
da quitosana com as cargas negativas de receptores dos eritrocitos contendo
residuos de acido neuraminico e muramico. A ac@o da quitina e quitosana
sobre as plaquetas produzem mais um efeito benéfico, que é a liberagdo de
fator de crescimento derivado de plaquetas-AB (PDGF-AB) e fator de
transformacdo do crescimento-81 (TGF- B1), provavelmente pelo dano
causado as membranas plaquetarias pela forte agregagdo induzida,
principalmente, pela quitosana. PDGF-AB e TGF-B1 sdo citocinas liberadas

26



pelas plaquetas, que desempenham importante papel no processo de
cicatrizacdo (SINGLA e CHAWLA, 2001; HENCH, 1998, RAO e SHARMA,
1997; OKAMOTO et al., 2003).

3.3.3.3 Efeito analgésico

E atribuida a quitina e quitosana potente acdo analgésica topica.
Estudos realizados por Okamoto 2003 sugerem que o principal efeito
analgésico da quitosana & decorrente da captura de hidrogénios &cidos
liberados no local da inflamag&o através da ionizagdo do grupo aminico a NH*".
A bradicinina, mediador quimico liberado pelo cininogénio plasmatico e outras
citocinas, como Fator de Necrose Tumoral a (FNTa) e as Interleucinas1 (IL-1) e
8 (IL-8), parece ser particularmente importante para a produgéo da dor no local
inflamado. A quitosana teria a propriedade de absorver a bradicinina liberada
no sitio da inflamagéo e a quitina, capacidade de absorgdo quase trés vezes
maior que esta (OKAMOTO et al., 2002; INSEL, 1996).

3.3.3.4 Biodegradacgéo — aceleragdo da cicatrizagdo

A propriedade imunomoduladora da quitosana é devida a sua
capacidade de ativar quase que exclusivamente o macrofago e explica nao
somente seu papel na aceleragdo da cicatrizacdo de lesbes, mas também a
biodegradabilidade desse polimero no organismo. Os macréfagos, ativados
pelos oligbmeros de quitina e quitosana de baixa massa molecular, liberam
interleucina-1, que estimula a proliferagdo de fibroblastos e influencia a
estrutura do colageno. Liberam, também, N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa
a quitosana a mondmeros de N-acetilglicosamina e glicosamina, unidades de
acucares necessarias a biossintese do acido hialurénico e outros componentes
da matriz extracelular pelos fibroblastos. Promovem,ainda, a migragédo de
neutréfilos, facilitando a resolugdo da resposta inflamatoria. As atividades
bactericidas e bacteriostaticas sugerem que estes polimeros podem prevenir
infecgbes, se aplicados diretamente no local da leséo (SINGLA e CHAWLA,
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2001; HENCH, 1998; RAVI KUMAR, 2000; HENCH e ETHRIDGE, 1982;
MUZZARELLI, 1997).

A quitosana é excelente umectante e adere melhor que &cido
hialurdénico, além de ser economicamente mais viavel. Em culturas de células
tratadas com quitina e seus derivados, verificou-se 0 aumento da atividade da
lisozima extracelular, o que estimula a formagédo de tecido conjuntivo. A N-
acetilglicosamina € o maior componente do epitélio e sua presenca é essencial
na reparacdo tecidual das feridas. Quitina e quitosana sdo faciimente
despolimerizadas pela lisozima, presente naturalmente no fluido da leséo, e
funcionam como fontes de liberagdo retardada de mondmeros N-
acetilglicosamina no processo de cicatrizagdo. Além disso, feridas tratadas com
quitosana mostraram menor grau de fibroplasia, favorecendo a reepitelizagéo
com formacéo de cicatriz lisa. A sua despolimerizacéo pelo lisozima também
pode ser aproveitada no desenvolvimento de sistemas bioabsorsiveis para a
liberagédo de farmacos. O fato de a quitosana ser alvo de ataque da lisozima e
da NAGase gerando, ao final do processo de despolimerizacdo, N-
acetilglicosamina e glicosamina, dois agucares envolvidos na reepitelizacéo,
explica a propriedade biodegradavel desse polimero. Essa caracteristica,
associada a baixa toxicidade, faz da quitosana polimero biocompativel. Estas
propriedades estdo sendo exploradas no desenvolvimento de biomateriais
comercidveis para tratamento de feridas (SINGLA e CHAWLA, 2001; HENCH,
1998; RAVI KUMAR, 2000; HENCH e ETHRIDGE, 1982; MUZZARELLI, 1997).

No Japéo, ja se encontra disponivel pele artificial de quitina, a Besquitin
W®, que pode ser aplicada em casos de queimaduras superficiais, profundas e
de terceiro grau, além de lesdes traumaticas e abrasivas, promovendo
hemostasia, analgesia e aceleracdo da epitelizacdo (SINGLA e CHAWLA,
2001; HENCH, 1998; RAVI KUMAR, 2000; HENCH e ETHRIDGE, 1982;
MUZZARELLI, 1997).

3.3.4 Aplicacdo da quitosana

As aplicagbes da quitosana como biomateriais, vdo desde 0 uso como
excipientes para a industria farmacéutica até avancadas aplicagdes na area de
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engenharia tecidual. No que se refere as aplicagdes biomédicas a quitosana
apresenta propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade e
bioatividade, permitindo utilizacdo em varias aplicagbes nessa area (HUBBEL,
1995; MOFFATT; COOKSON, 1999).

Biomateriais @ base de quitosana podem ser aplicados como:
bioadesivo, agente cicatrizador, agente antimicrobiano, material de bandagem,
molde para enxerto de pele, agente hemostatico, material para sutura, e até
mesmo material para lentes de contato, na forma de filmes, géis, capsulas,
micro capsulas ou solugdes (FELT; BURI; GURNY, 1998; PARK; SHIN; CHOI;
KIM; AKAIKE, 2000; RAO; SENEL; IKINCI; KAS; YOUSEFI-RAD; SARGON,;
HINCAL, 2000; SENEL; Mc CLURE, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de pesquisa

A pesquisa serd realizada no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste —~ CERTBIQ, iccalizado na Unidade Académica de
Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/ UFCG.

4.2 Materiais

Biopolimero:
» Quitosana (C12 H24aN209) — Quitosana 7585% desacetilada, massa

moiar (190.000-310.000 daltons), grau de polimerizacdo entre 1186 —
1924.

Tela de polipropileno:
¢ Tela piana tecida com monofilamentos de polipropileno de diametro de
0,11 mm, medindo 30x30 cm.

Reagentes:

e Acido Acético Glacial (C2H405);
o Hidroxido de aménio (NHsOH.
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4.3 Métodos

4.3.1 Preparacgdo das telas de polipropileno (PP)

As telas de PP (Figura 9) foram cortadas e direcionadas as
caracterizacoes.

Figura 9 - Tela de polipropileno utilizada neste trabalho.

Fonte — Proprio Autor Fonte — Préprio Autor

4.3.2 Preparacdo das membranas de quitosana

As membranas de quitosana foram preparadas pelo método de
evaporagdo de solvente, através da dissolugéo do polimero em uma solugéo de
acido acético (1% v/v), para uma concentragéo final da solug&o polimérica 2%
(mlv), sob agitagdo magnética por um periodo de 24 horas. Em seguida, foi
realizada a filtrag&o a vacuo para remogao de substancias insoluveis.

Apos a filtragéo, a solugéo foi vertida em molde desenvolvido para este
trabalho apresentado na Figura 10 (50 mL por molde), molde esse que foi
previamente coberto com filme plastico para evitar & aderéncia da solugéo a
sua superficie.
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Figura 10 - Molde desenvolvido para o este trabalho, a) vista superior; b) vista lateral.
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* Fonte — Préprio Autor Fonte — Proprio Autor

O molde foi desenvolvido de forma que quando a solug&o estivesse seca
a membrana formada assemelhasse-se a uma tela.

A solugéo foi seca com auxilio da capela com exaustdo por 24 h e em
seguida levadas a confinamento em atmosfera de hidréxido de aménio 2 % por
24 h para que ocorresse a total neutralizagdo da membrana através do
processo de difus&o do gas.
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A Figura 11 apresenta a membrana final desenvolvida.

Figura 11 - Membrana de quitosana desenvolvida nesse trabalho em parceria com a figura 10.

Fonte - Préprio Autor

Pode-se perceber que as membranas obtidas tem superficie muito
rugosa decorrente da regido do molde responséavel pela formagao dos poros,
poros esses que ndo sdo muito facilmente vistos a olho nu. A utilizagéo do filme
plastico evitou a aderéncia da membrana a superficie do molde n&o
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ocasicnando a sua deformacdo, a utilizacdo da atmosfera de hidréxido de

amonio no processo de neutralizacfo evitou que a estrutura da membrana final
fosse afetada.

4.3.3 Caracterizacbes

Apos preparadas as telas de polipropileno e as membranas de
quitosana, os materiais em estudo foram caracterizados por: Microscopia
éptica {MO), Microscopia Eletrdnia de Vamedura (MEV), Difracdo de raios X
(DRX), Espectroscopia na regidc de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), Calorimelria exploratéria diferencial (DSC), teste de
citotoxicidade e ensaio de fracao,

4.3.3.1 Microscopia Optica (MO)

O contraste da imagem ¢ resultado da diferenga de refletividade da luz
nas diversas regides da microestrutura, uma vez que o sistema é constituido
basicamente pela fonte de iluminac&o e do sistema de lentes (PICCOLI et al,
20086}

4.3 3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Q microscopio Eletrénico de varredura {(MEV) é um equipamento capaz
de produzir imagens de alta ampliacdo (até 300.000 X). A microscopia
eletronica analisa o material através da irradiacio por um fino feixe de eiétrons
que interage com a superficie da amostra e origina uma série de radiagdes,
fornecendo, dessa forma, informaces morfoldgica e topografica sobre
superficies (FIDELES, 2010; FOOK, 2005).
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4.3.3.3 Difragdo de Raios X {DRX)

A Difragio de Raios X é um fenémeno de espalhamento da radiacdo
eletfromagnética, provocada pela interacio entre o feixe de raios X incidente e
os elétrons dos dtomos componentes de um material. A téenica de Difrac3o de
Raios X € usada para se oblfer informagbes estruturais importantes sobre a
cristalinidade de um composto qualquer. A principal aplicagio da difraco de
raios X refere-se a identificacdo de compostos cristalinos, sejam eles organicos
ou inorganicos (KAHN, 2011).

4.3.3.4 Espectroscopia na Regido do infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermetho foi utilizada para testar a identidade
dos compostos, dande informagbes esfruturais sobre as bandas dos
agrupamentos das moléculas e informagdes sobre os grupos atdmicos que
participam da estrutura cristalina. Esta técnica considera que as ligacbes
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragbes especificas, as

quais correspondem a niveis vibracionais das molécutas (FOOK, 2005).
4.3.3.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma técnica derivada da
DTA. Mede a diferenga de energia necessaria a substancia e a um material de
referéncia, inerte de modo térmico, enquanto ambos s&do submetidos a uma
variagdo controlada de temperatura, de maneira que a amostra e a referéncia
sejam mantidas em condicdes isotérmicas, uma em relagdo a outra,
independente do evento térmico que esteia ocofrendo na amostra. A DSC pode
ser definida como uma técnica que mede as temperaturas e o fluxo de calor
associado gue mede as temperaturas e o fluxo de
calor associado com as transigdes dos materiais em fun¢io da temperatura e
do tempo (PICCOLE et al., 2008).
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4.3.3.6 Testes de cifofoxicidade

Muitos testes biclogicos, como os de citotoxicidade, necessitam
mensurar a sobrevivéncia e/ ou proliferacdo celular, os quais podem ser
realizados por varios métodos, entre eles, a contagem de células que inclui/
exclui um corante, avaliagio da proteina Cromo (*' CR) depois da lise celular
avaliacio da incorporacdo de nucleotideos radicativos (°H timidina) durante a
profiferacdo celular. O sal de tetrazdlio ou MMT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2-5 difenil tetrazdlio) pode ser empregado como método
gquantitative colimétrico para avaliaco da sobrevivéncia e proliferacdo das
células (MOSMANN apud MARTINEZ, 2011).

4.3.3.7 Ensaio mecanico — teste de tracdo
Os ensaios de tragdo serdo realizados de acordo com a norma ASTM

D8B82-91 (ASTM, 1991) e terd o objetivo de avaliar a resisténcia a tragdo dos

corpos de prova.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Telas de Polipropileno (PP)
5.1.1 Microscopia Optica (MO)

Pode-se observar na Figura 12 (a e b) que a trama é tecida por um
monofilamento como informado pelo fabricante.

Figura 12 - Tela de PP nos aumentos de a) - 20 ¢ b) - 40x. Faciimente observa-se o
monsfilamento que forma a {rama.
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5.1.3 Difragdo de raios X (DRX)

Na Figura 13 observa-se o espectrograma da tela de Polipropileno.

Figura 13 - Espectrograma da teia de PP,

intenadade

Fonte — Autor Proprio

Estudos realizados por Riguet et al. (2013} obtiveram o mesmo espectro

quanto em relag80 aos picos existentes entre 10 e 30 6 quando analisaram

telas de polipropileno, o que comprova que o material em estudo neste trabalho
reaimente se trata de PP.
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5.1.4 Espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de
- Fourier {FTIR)

Na Figura 14 observa-se 0 espectro de FTIR da tela de PP em estudo.

Figura 14 - FTIR da tela de poiietileno.
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Fonte — Autor Propric

Segundo Urbanczk (1988) e Rau (1963) o espectro corresponde a um
espectro tipico do polipropileno, o que indica que o material em estudo trata-se
de PP. Na Tabela 1 podem-se observar as absorgdes e tipos de vibracdo com

seus respectivos comprimentos de onda.

Tabeia 1 - Bandas de absorgio tipicos do polipropileno.

Comprimento de onda, cm’™’ Absorcio e tipo de vibragio
2916 va (CHy)
2959 va (CH3)
2881 vS (CHy)
2841 vs {CHy)
1460 6a (CHy)
1378 Os (CH5)
1357 ww (CH, — CH)
1328 yw (CH, - CH)
1302, 1224 ¢ 941 Oscilagio da estrutura de carbono
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1170 e 1153 yw {CHa), 8 (CHy) e 6 (CH)
975 ¢ 899 yr (CHg}, vi (CHy) & vr (CH)
8412810 yr (CH), vr (CH) e vr {CHy)

785 vw (CHy)

Legenda: vs - Stretching vibration symmetrical and va — asymmetrical, s — deformation
vibration symmetrical and 6a - asymmetrical, yw ~ wagging vibration e yr ~ rocking vibration.
Adaptado de Urbanczyk (1988); Rau, {1983}

5.1.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Figura 15 — Ensaic de DSC do Polipropileno

S — - J—

Fonie — Propria Autor

A curva de DSC da tela de PP foram condizentes com 0s resuitados
obtidos por Riquet et al. (2013), com Gnico ponto de fusdo entre 160 e 178 °C,
o que corrobora com os outros resultados obtidos neste estudo reforgando
ainda mais o fato de o material realmente frata-se de PP.

5.1.6 Ensaio de tragdo

Na Tabela 2 estéo dispostos os resultados do teste de tragdo para a tela
de PP gue serdo comparados com os resultados obfidos para a tela de
quitosana posteriormente.
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Tabela 2 - Teste de tracio tclas de PP.

E (MPa) o (MPa) £ (%)

10,8320,37 138165 125,7319.G7

E — Mddulo de elasticidade; o - Tensfic; £ - Deformacio,

5.2 Telas de Quitosana
5.2.1 Microscopia Optica (MO}

Na Figura 16 observa-se a teta de quitosana sintetizada neste trabalho
nos aumentos de 20x e 60x

Figura 16: Tela de quitosana 8) — vista superior 20x, b} — vista lateral 20x, ¢} — poro 60x e C} ~
poro 80x.
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A tela de gquitosana sintelizada possui protuberancias com poros néao

uniformes em seu tope {Figura 15 a), essa configuragdo esta relacionada ac
molde utilizado para elaboragdo da mesma. Os poros apresentam area total de
‘aproximadamente 1102 um x 1206 um (Figura 15 d), area essa que ndo €
totalmente pertencente ao orificio, sendo em alguns pontos obsiruidos por
partes da membrana de quitosana.
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5.2.2 Difracado de raio X (DRX)

Na Figura 17 observa-se 0 espectro da tela de quitosana obtida neste
trabaiho.

Figura 16 Telas de quitosana.

fitongidade
i3
=

Fonte — Préprio Autor

Observou-se um comportamento tipico de polimeros semicristalinos,
com picos de bases largas iniciados entre 10° e 30° condizentes com 0s
difratogramas apresentados por Barbosa (2011), Lima (2010), Fidéles (2010},
Baskar; Kumar (2009) e Campana Fitho et al.(2007).

A quitosana possui um perfil semicristatinc devido as fortes interagGes
intra e intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas entre
08 grupos amina, dlcool, amida e outros grupos funcionals presentes na
molécula de quitosana. Essas fortes interagdes fornecem certa organizacéo a
estrutura cristalina da quitosana (URAGAMI; TOKURA, 2008).
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5.2.3 Espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR}

Na Figura 18 observa-se o espectro obtido das telas de quitosana.

‘Figura 18: Espectro de FTIR das telas de quitosana.

Intensidads

Zomnpramerts de onda fomy )

Fonte — Propria Autor

Observa-se um pico de absorcdo em 3331 cm™. Wang, Du, Liu (2004) e
Fidéles (2010) observaram em seus espectros bandas de estiramento entre
3400 a 3500 cm” e atribuiram a vibragdes de estiramentos dos grupos
funcionais O-H e/ ou N-H, assim como as ligacbes de hidrogénio
intermoleculares das cadeias do polissacaridesc. As bandas a 1643 cm™ e 1553
e correspondem ao mode de vibracdio por estiramento da ligagdo C=0 e a
deformacio da ligacio N-H, respectivamente. A existéncia dessas duas
bandas {C=0 e N-H), conjuntamente, indicam a presenca de grupos amidas
(AROF; OSMAN, 2003), da mesma forma, a banda na regido de 1378 cm™ &
caracteristica da vibracdo de deformacéo angular simétrica dos grupos metil
(CHa) do grupo acetamido (KOLHE, KANNAN, 2003; TORRES et al., 2005),
dados que confirmam que a quitosana utilizada neste estudo € um produto
parcialmente desacetilade (SIONKOWSKA et al., 2004). As bandas em 2918
cm™ {menor intensidade) e 2880 cm™' (maior intensidade) sdo atribuidas as
vibragbes de estiramentc do grupa C-H assimétrico e simétrico,
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respectivamente. Além disso, uma banda caracteristica da deformagéo angular
do CH: aparece na regifo de 1407 om™. As bandas de absorgéo na regido de
1152 e 895 cm™' (estiramento de ligagdes C-O-C), 1057 & 1027 cm™ (vibragdes
de estiramento do grupo C-0) s8o caracteristicas da estrutura sacaridica da
guitosana (MINCHEVA et. al, 2004). As freqiiéncias vibracionais das bandas e
suas atribuicbes estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Atribuiches das frequéncias vibracionais observadas no especiro de FTIR.

Comprimento de onda, o™ Absorgéo e tipo de vibragio
3331 OH, N-H
2918 CH;
2580 Cih
1643 C=0
1553 N-H (Amidas)
14G7 Gy
1378 CHa
1152 v{C-0-C)
1057 WC-0O)
1027 v{C-O)

895 V{C-0-C)

Adaptado de Urbanczyk (1988); Rau, (1963).

5.2.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Figura 19 — Ensaio de DSC da Quitosana
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Na curva de DSC da quitosana podem-se observar dois picos, ©
primeiro, endotérmico, correspondente ao processo de desidratacio (perda de
agua residual), cuja drea vai depender da secagem da amostra antes de
realizar 0 ensaio e o segundo, exotérmico, correspondente ao process de
decomposicao {degradacao). Observou-se que a perda de dgua teve inicio em
aproximadamente 70 °C, apresentando pico maximo em aproximadamente 110
°C com términc da curva em 160 °C e temperatura de degradacdo ficou em
torno de 300 °C.Isso indica que em temperatura do meio bioldgico {entre 30 e
50 .°C) o material apresentou-se estavel.

§.2.5 Teste de fragcdo

Nz Tabela 4 estio dispostos os resultados do teste de tracio para a tela

de quitosana sintetizada neste trabalho.

Tabela 4. Teste de tracao lelas de Quitosana.

E (MPa) o (MPa) € (%)

3644140 26,64 7.32+2.52

E - Modulo de elasticidade; o - Tenséo; £ - Deformago.

A tela sintetizada obteve valores de modulo de elasticidade, tensac e
deformagéo muito inferiores acs das telas de PP, esse fato pode estar ligado
a0 processamento da tela onde os poros nac uniformes influenciaram no
aumento da fragilidade do material. Essa fragilidade pode ser observada nas
amostras depois de submetidas ao ensaio, @ que suas regibes de ruptura

ocorreram entre 0s poros com ma formacso,
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir baseade no exposto que é possivel sintetizar telas de
quitosana que possuam estabilidade térmica em meic biolégico a partir da
técnica utilizada neste trabalho, contudo as técnicas de processamento tem de
ser otimizadas ja que as membranas sintetizadas apresentaram valores de
modulo de elasticidade, tens&o e deformagao muito inferiores ao das telas de
polipropilenc. Pode-se considerar a utilizagc de um material de reforco a
quitosana que fornega resisténcia a estrutura porosa da membrana e que
mantenha as suas propriedades biofuncionais e biodegradaveis. Outro fato
importante gue deve ser considerado é o estudo da adesividade da membrana,
com o intuito de desenvolver ielas gue nao necessitem de sutura para sua
fixag8o por possuirem uma regido adesiva que possa ser aplicada diretamente
na leséo, propriedade essa que as telas comumente usadas de polipropileno
Nao possuem.
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