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RESUMO

O tegumento humano, mais conhecido como pele, é formado por camadas distintas, unidas
entre si. As suas principais fungdes sdo a protecao dos tecidos subjacentes, a regulacdo da
temperatura somatica e ainda contém terminacdes nervosas sensitivas. Este orgdo esta
sujeito aos mais diversos tipos de solicitagdes e lesdes provocadas por agentes fisicos e
quimicos. Por sua importancia, a pele vém sendo alvo de inimeras pesquisas no sentido de
compreender suas propriedades e produzir materiais que melhorem e acelerem o processo

reparo.

O mercado mundial apresenta um crescimento em relagdo a demanda por biomateriais para
tratamento epitelial. Isto ocorre em parte, por causa dos riscos decorrentes de xenoenxertos
e aloenxertos. Assim, este trabalho objetivou o estudo de membranas de PVA e quitosana
com e sem reticulagdo de genipin. O genipin foi escolhido como agente de reticulacao, pois
¢ um reticulante natural que vem se mostrando promissor em inumeras pesquisas para
desenvolvimento de biomateriais. Foram investigados os parametros para a preparagao dos
filmes e suas caracteristicas fisico-quimicas, propriedades mecanicas e sua

biocompatibilidade.

Os filmes produzidos neste trabalho, apresentaram resultados promissores para a
preparagdo de biomateriais substituintes do tecido epitelial. Os materiais apresentaram
resisténcia a tragdo compativel com os valores do tecido epitelial e biocompatibilidade

necessaria para biomateriais.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

Os biomateriais vém ganhando relevancia e proporcionando a geracdo de inumeras
pesquisas com diversos tipos de substancias. O grande destaque em tratamentos, no mundo
todo, destes materiais tem ocorrido principalmente por causa do sucesso que vém
conferindo as respostas terapéuticas. Estima-se que existam cerca de 300.000 produtos
denominados de biomateriais sdo utilizados na area de satde. Anualmente, nos Estados
Unidos da América cerca de 5.000.000 de implantes sdo necessarios e mais de 3.000.000
sdo solicitados anualmente na Europa. Calcula-se que o mercado mundial para biomateriais
movimente aproximadamente 35 bilhdes de ddlares todo ano. Além disso, este mercado
apresenta crescimento de 11% ao ano, o que demonstra a grande necessidade por este tipo
de produto. Embora sejam largamente empregados, ainda precisam ser aperfei¢oados para
fins terapéuticos. Isto se torna evidente, quando se faz um paralelo entre o desempenho dos
biomateriais, com o dos 6rgdos ou partes do corpo que eles devem substituir. Porém, os
biomateriais melhoram significativamente a qualidade de vida de milhdes de pessoas, que
de outra forma, estariam condenadas a limitagdes no desempenho de atividades ou até

mesmo, em ultima analise a morte (Nilson et al., 2003; Soares, 2005; Onuki et al.., 2008).

A finalidade de alguns biomateriais ¢ o de crescimento de tecidos e a ocorréncia do
desenvolvimento deste se deve tanto as caracteristicas genéticas das células quanto do
material de suporte onde ocorre seu desenvolvimento. Para que o suporte tenha aplicacao
pratica alguns requisitos devem ser levados em consideragdo como permeabilidade a agua,
afinidade a proteinas, biodegradabilidade, disponibilidade de grupos funcionais reativos
para reagodes diretas com tecido vivo e para modificagdes quimicas, hidrofilia, capacidade
de promover o desenvolvimento tissular e facilidade no preparo (Bispo, 2004; Buckley,

2004; Souza, 2008).

Atualmente, no estudo das matrizes para crescimento de tecidos, o foco tem-se

concentrado, entre os varios parametros citados, na biodegradacdo do material, ja que esse



fator influenciara a resposta celular imediata. Para a biodegradacao controlada, se torna
preponderante o entendimento de fatores como a proliferacao celular e a porosidade do
material, visto que estes a influenciam grandemente. O progresso do crescimento de tecidos
depende entdo de estruturas adequadas para os arranjos tridimensionais das células,
requerendo, portanto, a sintese de materiais apropriados. A estrutura define formas para o

tecido em crescimento e até guia a sua formagao ( Lenza, 2002; Silva, 2006).

Suportes para crescimento de tecidos t€ém sido produzidos de varios materiais. A escolha de
um ou mais polimeros como componente de um biomaterial é importante levando em
consideragdo as propriedades finais requeridas. Muitas pesquisas foram desenvolvidas com
polimeros sintéticos, especialmente sobre o poli (&lcool vinilico) (PVA). O hidrogel de
PVA possui excelente transparéncia, consisténcia macia quando na forma de uma
membrana, e ¢ biocompativel e biologicamente inerte. O PVA ¢ um polimero obtido por
polimeriza¢do do acetato de vinila, seguido pela reagdo de hidrolise do acetato de vinila
(PVAc) em Poli (alcool vinilico - co-acetato de vinila) (PVA). A relagdo existente entre o
percentual de hidroxilas no copolimero final, ap6s a reacdo de hidrélise, e o nimero total de
acetato ¢ o grau de hidrdlise (DH) do PVA. O grau de hidrdlise ¢ importante para
caracterizar as propriedades dos polimeros que irdo influenciar a citocompatibilidade. Um
aumento do DH resulta também em queda da solubilidade em agua e aumento da
viscosidade e resisténcia a tragdo. O PVA ndo ¢ mutagénico, nem citotoxico e ndo tem

atividade carcinogénica (Sung, 1999; Berger, 2004; Isenberg, 2006; Costa, 2008).

A quitosana também tem ganhado importancia como um polimero constituinte de matrizes
para o desenvolvimento de tecidos. A quitosana tem sido objeto de varios estudos devido as
suas diversas propriedades, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, afinidade a
notavel a proteinas, a aceleragdo da recuperagdo de lesoes, diminuicdo do colesterol no
sangue, hemostatica, além de suas caracteristicas bacteriostaticas e fungiostaticas (Sung,
1999; Kaihara, 2000; Shen 2000; Shin, 2004; Berger, 2006; Isenberg, 2006; Li, 2009; Mao,
2009). Todas estas caracteristicas tornam a quitosana adequado para uso em matrizes para
engenharia de tecidos. No entanto, existem propriedades de dificil controle, tais como

propriedades mecanicas. Sua resisténcia mecanica e sua maleabilidade sdo limitadas



principalmente para aplicagdo em bandagens, por isso a utilizagdo da quitosana em blendas
¢ uma forma de controlar e melhorar as propriedades requeridas. Uma outra forma de
aperfeigoar essas propriedades € o uso de substancias chamadas agentes reticuladores. Estes
reticuladores irdo reagir com os polimeros formando redes com maior estabilidade para o
material. Entre os reticuladores, glutaraldeido tem sido amplamente utilizado. No entanto,
esta substancia tem efeitos citotoxicos. Num trabalho de Sung e colaboradores (Sung et al.,
1999) constataram que genipin ¢ um reticulante 10.000 vezes menos citotoxico do que o
glutaraldeido. As propriedades mecanicas de filmes de quitosana foram melhoradas com
genipin. Genipin, que ¢ encontrada na tradicional medicina chinesa e faz parte de inimeros
trabalhos cientificos na area de satde, ¢ extraido da fruta da Gardénia. O genipin ¢
comumente usado para reagir com amino acidos. Este reagente natural, dado a sua baixa
citotoxicidade ¢ uma substancia que pode ser usada para preparagdo de filmes e matrizes
para o desenvolvimento de células e tecidos (Sung, 1999; Kuijpers, 2000; Liang, 2003;
Bigi, 2004; Jin, 2004; Liu, 2004; Lima, 2005; Craecker et al., 2008; Chen, 2006; Darea,
2009; Mansur, 2009).

As pesquisas na elaboracdo de materiais biocompativeis, que serdo utilizados para
regeneracdo de pele, sdo importantes para o tratamento de pacientes no mundo todo. Como

4

o maior 6rgao do corpo, a pele ¢ exposta a agentes quimicos, fisicos e biologicos de
diversos tipos (Craecker et al., 2008). O trauma a pele pode ser causado por agentes
quimicos, fisicos, energia térmica, elétrica, nuclear entre outras. Doencas como diabetes
que diminuem a circulagdo e também causam sérias lesdes do tegumento. Cerca de 2,6
milhdes de pacientes, anualmente, sdo acometidos por lesdes da pele com dificil
cicatrizagdo somente nos Estados Unidos. Cerca de 1,5 milhdes de lesdes sdo relacionadas
a queimaduras (Sung, 1999; Kaihara, 2000; Shen 2000; Seal, 2001; Shin, 2004; Berger,

2006; Isenberg, 2006; Costa, 2008; Li, 2009; Mao, 2009).

Estima-se que no Brasil em 2001 aconteceram cerca de 1.000.000 acidentes por
queimadura (Seal, 2001). Para grandes queimaduras o transplante de pele ¢ indicado. O
procedimento de retirada e o processamento de pele, para transplante, sdo técnicas

utilizadas pela rede publica de satde ja na atualidade. Além de diminuir o sofrimento dos



pacientes, ¢ uma terapia que pode aumentar a sobrevida. Estes tratamentos ganham maior
importancia pelo fato de as queimaduras extensas serem muito prevalentes em criangas

(Seal, 2001; Costa, 2008; Ministério da Saude, 2009).

A evolugdo dos tratamentos médicos depende do desenvolvimento dos biomateriais.
Polimeros como quitosana e PVA, por apresentarem varias propriedades apropriadas para a
producdo de suporte de desenvolvimento de tecido epitelial, vém sendo modificados e
pesquisados. O controle das propriedades dessas blendas pode ser conseguido por
alteracdes nas concentragdes dos polimeros e por reticulagdo com agentes como genipin. O
genipin € alvo de varias pesquisas como agente de reticulagdo para biomateriais. Sendo um
reticulante natural e de baixa citoxicidade, pode ser utilizado para integrar produtos que
modulem o crescimento tecidual. Para o tratamento de lesdes cutaneas, como queimaduras
ou diabetes que exigem um numero elevado de intervencdes, o suporte contribuiria para
aumento da qualidade de vida do paciente, diminuindo o periodo de internagdo e
diminuindo o custo global da terapia (Sung et al., 1998; Sung, 2001; Butler, 2003; Jin et
al., 2004, Onuki et al., 2008).



CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de blendas biocompativeis de PVA e
quitosana modificadas por reticulagdo com genipin para utilizagdo potencial como tecido
epitelial artificial. A produgdo das blendas de quitosana e PVA com agente de reticulacao
genipin, visa melhorar as propriedades destes materiais ¢ o entendimento do processo

envolvido na fabricagdo das blendas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizagdo das matérias primas quitosana e PVA através de espectroscopia de

infravermelho por transformada de Fourier.

2. Utilizar o agente quimico reticulante genipin para formagao das blendas de quitosana e

PVA.

3. Definir os parametros de sintese como propor¢do de polimeros e concentragao de
reticulante, para a produgao das blendas de quitosana e PVA, usando evaporagdo de

solvente.

4. Caracterizacdo das blendas obtidas por andlises fisico-quimicas e por ensaios de

propriedades mecanicas para avaliacao das caracteristicas dos materiais.

5. Avaliagdo da biocompatibilidade por ensaios bioldgicos do material por MTT e

espalhamento celular.



6. Avaliar o intumescimento e hidrofilicidade através de ensaio de absor¢do de solvente in

vitro do substrato suporte em solugdo de fosfato tampao (PBS).



CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOPOLIMEROS PARA APLICACOES BIOMEDICAS

Os biomateriais podem ser definidos como todos os materiais destinados a possuir uma
interface com os sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer
tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo. Assim, os biomateriais podem ser uma substancia ou
uma mistura de substancias produzidas por interagdo fisica ou por reacdes quimicas, que
atuam nos sistemas biologicos (tecidos, Orgdos) parcial ou totalmente podendo ser de
origem natural ou sintética (Galletti ¢ Brecher, 1962; Edmunds, 1985; Ratner et al., 2005;
Chan et al., 2009).

Outra definicdo complementar e essencial para a ciéncia dos biomateriais ¢ a
biocompatibilidade, que pode ser definida como a capacidade do material ter uma resposta
apropriada numa aplicacdo especifica, minimizando reagdes alérgicas, inflamatérias ou
toxicas, quando em contato com os tecidos vivos ou fluidos orgéanicos. A
biocompatibilidade compreende as interagdes dos tecidos humanos e fluidos, incluindo
sangue, com um implante ou material. As interagdes podem ser da agdo do material no
corpo ou do meio fisiolégico sobre o material. Um biomaterial deve ser biocompativel
numa aplicacdo especifica, assim, as especificacdes da biocompatibilidade devem incluir as
condicdes de utilizagao (Galletti e Brecher, 1962; Akutsu, 1972; Edmunds, 1985; Ratner et
al., 2005; Jalili et al., 2009).

Polimeros tém sido empregados em biomateriais (produtos que atuam no sistema
bioldgico) devido a varias caracteristicas que apresentam e que os tornam muitas vezes
essenciais para desempenhar funcdes especificas nestes materiais. Dentre suas
caracteristicas importantes apresentam-se as propriedades fisico-quimicas, sua versatilidade
estrutural, que permite adequa-los a cada aplicacdo especifica, baixo custo de fabricagdo de

dispositivos, a diversidade de polimeros sintéticos e naturais, a facilidade de obtengao.



Estas propriedades os tornam de grande valor em aplicagdes biomédicas. Existe ainda a
possibilidade de alterar um ou outro grupamento quimico pertencente a arquitetura
macromolecular das cadeias, para viabilizar, por exemplo, o estabelecimento de alguma
interacdo especifica entre o biomaterial e o tecido hospedeiro. Além de serem
funcionalmente ativos, ou seja, cumprirem com sucesso suas fungdes dentro do corpo, os
polimeros usados como biomateriais devem ser biocompativeis (Galletti e Brecher, 1962;

Akutsu, 1972; Edmunds, 1985; Oréfice et al., 2005; Ratner et al., 2005; Jalili et al., 2009).

A biocompatibilidade de polimeros envolve normalmente quatro fendmenos: processos de
concentracdao de biomacromoléculas junto a superficie dos materiais (adsor¢ao), logo apos a
implantagdo destes no corpo; resposta local do tecido a presenga do biomaterial (observada
na forma de respostas inflamatorias e imunolégicas); efeito do ambiente corporeo no
material que pode ser visualizado, por exemplo, pelo estabelecimento de processos de
degradacdo do polimero; resposta do corpo como um todo a presenga do biomaterial que
pode ser percebida através do aparecimento de tumores, alergias, imperfei¢des

generalizadas, etc ( Jin et al., 2004; Ratner et al., 2005; Darea, 2009).

Todo tipo de material elucida algum tipo de resposta por parte do tecido anfitrido.
Polimeros tradicionalmente usados em implantes para terapias, como o polietileno, poli
(tereftalato de etileno) e o silicone, que sdo sintéticos, quando inseridos no corpo,
provocam uma reacao inflamatoria que ¢ resolvida através do encapsulamento do material
por uma camada fibrosa rica em coladgeno. A espessura da camada, em geral, ¢ reduzida,
mas depende das condi¢des de implantacdo, forma de implante e procedimentos cirurgicos

(Sharma, 2001; Hondurilla, 2002; Orban et al., 2002; Ratner et al., 2005).

Mais recentemente, alteracdes quimicas nos polimeros t€ém sido propostas visando permitir
maior adesdo entre células e tecidos e a superficie dos polimeros. Tais alteragdes incluem a
inser¢do de grupos peptideos na superficie dos materiais, pois estes grupos seriam
reconhecidos por células que seriam fixadas e estimuladas a expressarem sinais quimicos
capazes de provocar migragdo, diferenciacdo e reprodugdo celular (Mikos et al., 1993;

Ignacio, 2002; Oréfice et al., 2005). Em outras estratégias, fatores de crescimento e outros



mediadores celulares seriam incorporados nos polimeros e depois liberados durante a
implanta¢do (Mikos e Langer, 1996; Carvalho et al., 2001; Ayres, 2002; Nuttelman et al.,
2002; Miles et al., 2003; Jang et al., 2005; Chan et al., 2009; Darea, 2009).

A escolha de um determinado polimero biodegraddvel deve levar em conta o tipo de
degradacdo ao qual o mesmo ¢ mais susceptivel. No meio biologico, os meios de
degradagdo mais comuns sdo a hidrélise e a degrada¢do enzimatica. A degradagdo por
enzimas pode ser altamente varidvel de pessoa para pessoa, pois os niveis enzimaticos
podem diferir bastante. Na escolha de um determinado polimero, o mecanismo degradativo
de escolha deveria ser preferencialmente a hidrolise, ja que todos os individuos possuem
agua em excesso no organismo (Langer, 1995). A degradacdo pode ser vista como um
conjunto de processos, estimulados por agentes externos, que levam a modificagdes da
estrutura dos polimeros, as quais trardo alteragdes também nas propriedades do material.
Caso a degradacdo ndo seja controlada e ndo prevista, esses processos podem causar
comprometimentos no desempenho do biomaterial (Langer, 1995, Ratner, 2005, Chan et

al., 2009):

1. Aumento da duracdo dos processos inflamatorios

2. Alteragdo dimensional dos dispositivos

3. Redugao das propriedades mecanicas

4. Producao de produtos de massa molar toxicos e moveis, etc.

Existem varias situacdes onde materiais sdo projetados para biodegradarem, ou seja,
exibirem alteragdes controladas em sua estrutura que acabem por reduzir a massa do
material. Polimeros biodegradaveis sdo programados especialmente para se degradar
quando expostos a ambientes corporeos, através de mecanismos fisico-quimicos e

biologicos (Ratner et al., 2005; Darea, 2009). Os sinais mais comuns deste fendmeno sio a

deterioragdo das propriedades mecanicas, alteragdo da cor e outras propriedades Opticas. A
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degradagdo pode ser originada por causas fisicas (térmica, mecanica, fotoquimica ou
radiacdo) ou por causas quimicas (oxidacao, hidrélise ou ozonoélise) (Langer, 1995, Ratner

et al., 2005; Jalili et al., 2009).

Desse modo, polimeros biodegradaveis sdo aqueles que apresentam uma redugdo da massa
molar quando em contato com o ambiente corpdreo. As degradagdes podem ser originadas
tanto da atuacdo de entidades bioldgicas como células, microorganismos, enzimas, como do
ataque de espécies iOnicas, radicais livres ou dgua. Polimeros biodegradaveis apresentam
interesse cada vez maior, visto que ndo precisam ser removidos € ndo causam indesejaveis
efeitos em longo prazo. Existem varias aplicagdes para estes tipos de biopolimeros: suturas,
dispositivos para liberacdo de farmacos, fixacdo de dispositivos ortopédicos, vasos
sanguineos temporarios ¢ matriz para engenharia de tecidos. Eles devem ser um meio
adequado para o crescimento dos tecidos, guiando a resposta tissular, favorecendo a fixagao
e proliferagdo celular e controlando a resposta inflamatoria e imunolégica (Mikos et al.,

1993; Anseth et al., 2002; Boccafoschi, 2005; Jalili et al., 2009, Darea, 2009).

Existem pesquisas que estudam os polimeros naturais derivados de proteinas e vegetais,
que sdo processados, e usados em aplicagdes biomédicas. Apesar de haver também
inimeros estudos com polimeros sintéticos, os polimeros naturais tem ganhado grande
destaque em pesquisas recentes. O colageno, por exemplo, depois de purificado ¢ usado em
implantes cardiovasculares e como matriz para crescimento de tecidos. A celulose
modificada ¢ utilizada na imobilizagdo ¢ desenvolvimento de células ¢ a quitosana também
vem sendo utilizada para matrizes de engenharia de tecido. Isto se da porque muitos destes
polimeros naturais tem conseguido aprovagdo do FDA (Food and Drug Administration)
nos Estados Unidos (Anseth et al., 2002; Oliveira, 2002; Boccafoschi, 2005; Jalili et al.,
2009; Darea, 2009).

Varias pesquisas utilizam também polimeros sintéticos para fabricar biomateriais. Como a
producdo de espumas de poliuretano. As espumas de poliuretano sdo altamente porosas,
biodegradaveis, sdo suporte para a infiltracao celular e formacao de tecido novo, degrada a

produtos nao-citotoxico, € provocam inflamagcdo minima. Sdo elastoméricos e podem
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promover o contato profundo com os limites da ferida. Existem no mercado, filmes de
poliuretano na espessura de 0,2 mm, semipermeavel, flexivel, com facil adaptacdo aos
contornos do corpo. Entretanto s6 podem ser utilizados em ferimentos superficiais (Lee et

al., 2001; Hafeman, 2008).

Na técnica de preparacdo de espuma de poliuretano, utiliza-se um pré-polimero de
isocianato, como por exemplo, tolueno diisocianato ou tiisocianto de lisina (LTI) e um
polialcool como o polietileno glicol. Um agente espumante ¢ aplicado para conferir a forma
ao material (Lee et al., 2001; Hafeman, 2008). Na aplicacao desta técnica, geralmente as
espumas sao formadas por meio da mistura de solugdes de agentes surfactantes. Os agentes
surfactantes sdo os responsaveis pela formacao da espuma atuando na diminuig¢do da tensao
superficial da solugdo, o que favorece o surgimento da interface agua-ar. Os agentes
surfactantes podem ter diferentes estruturas quimicas, entretanto os surfactantes ionicos
(anionicos e catidnicos) sdo 0s que apresentam caracteristicas mais indicadas para a
producdo de espumas estaveis, qualidade imprescindivel para que esta possa ser
incorporada ao material. Exemplos de agentes surfactantes sao os cationicos (quaternario de
amoénio com cadeia alquilica linear ou com cadeia ramificada) e anidnicos (uma olefina
sulfonada e um alquil benzeno sulfonado) (Lee et al., 2001; Salvini et al., 2006; Hafeman,
2008).

Outro polimero sintético muito estudado para aplicagdo em biomateriais ¢ o PVA. O PVA
¢ a resina sintética de maior produ¢cdo no mundo. Possui boas caracteristicas mecéanicas,
como sua maleabilidade. Tem sido utilizado como adesivo, emulsificante, ma industria de
papel e tintas, na obtengdo de membranas anfifilicas. Dentre suas aplicagdes, destaca-se sua
utilizagdo em biomateriais. Tem sido aplicado como carreador de medicamentos, devido
sua nao citotoxicidade. Em aplicagdes médicas também tem sido usado na produgdo de
cornea sintética, gel para liberagdo de drogas, matriz para desenvolvimentos tissular. Em
cosmético tem sido produzido como filme e usado como agente surfactante. O PVA pode
ser moldado de diversas formas, ¢ soltivel em agua, de preparo facil, ndo sendo utilizado

mondmeros tdxicos como ocorre com a preparagdo do poliuretano, ndo € carcinogénico,
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nem antigénico, o que justifica a possibilidade de seu uso em biomateriais (Berger, 2004;

Isenberg, 2006; Costa, 2008).

3.1.1 QUITOSANA

Dentre os polimeros naturais, a quitosana ¢ citada na literatura para produ¢ao de materiais
terapéuticos. Quitosana vem sendo extensivamente pesquisado porque possui
caracteristicas que a faz apropriada para uma grande variedade de utilidades. A quitosana ¢
um polimero produzido a partir da quitina. A quitina ¢ de origem natural e renovavel
encontrado no exoesqueleto de artropodes. Estas propriedades fazem a quitosana
apropriada para serem utilizadas em um grande numero de aplicagdes biomédicas,
incluindo pele artificial, regeneragdo de tecidos e sistema de liberagdo controlada de drogas.
Entretanto, suas propriedades mecanicas ainda ndo sdo controlaveis. Como resultado disso,
a aplicacdo de quitosana como um material biomédico estd limitada a determinadas areas.
Mas, apesar disso, quitosana possui outras propriedades importantes como ser
biodegradavel e biocompativel. Além disso, ela ¢ formada por unidades contendo
acetilglicosamino e unidades com N-glicosamino que reagem com agentes reticulantes para
produzir uma estrutura interconectada com propriedades diferenciadas e muitas vezes
melhoradas no material final. Em relacdo a solubilidade, a quitosana ¢ solivel em solugdes
aquosas diluidas contendo acidos orgénicos e inorgéanicos (Campana e Signini, 2001;

Butler, 2003).

A quitosana, que ocorre de forma natural em alguns fungos, ¢ geralmente obtida pela
desacetilagdo da quitina (existente em crustaceos), polissacarideo encontrado
abundantemente na natureza € que constitui os exoesqueletos de insetos e crustaceos. A
desacetilagdo da quitina raramente ¢ completa, pois quitosana ¢ obtida quando a extensao
da reagdo atinge cerca de 60% (ou mais) e o prolongamento da reagdo, que gera produtos
mais completamente desacetilados, também provoca severa degradagdo das cadeias
poliméricas. Assim, condi¢des muito severas de reacdo, tais como as empregadas na
desacetilagdo da quitina por fusdo alcalina, e 0 emprego de solugdes alcalinas concentradas,

por tempos prolongados e a temperaturas elevadas, sdo evitadas quando o objetivo ¢ a
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obtencdo de quitosana de massa molar elevada. A pratica industrial mais comum, e que
também ¢ bastante empregada em laboratérios de pesquisa, € aquela na qual a desacetilagao
da quitina ¢ realizada em suspensdo de solucao aquosa de hidroxido de sddio, sendo que a
concentracao dessa solugdo, o excesso de alcali, o tempo e a temperatura da reagdo sao
variaveis, conforme o procedimento adotado. Entretanto, ¢ reconhecido que os principais
fatores que afetam a eficiéncia da desacetilacdo e as caracteristicas das quitosanas obtidas

sdo (Campana e Signini, 2001):

1. Temperatura e tempo de reagao;

2. Concentragdo da solucdo de élcali e adigcao de diluente (alcoois de cadeia curta e

cetonas sao empregados);

3. Razao quitina/alcali;
4. Tamanho das particulas de quitina;
5. Atmosfera da reacdo e presenca de agentes que evitem a despolimerizagao.

Na preparagdo de solugdes de quitosana deve-se observar ndo somente o grau médio de
desacetilagdo, mas também a distribui¢do dos grupos acetil, além da massa molar. A analise
da protonagdo da quitosana na presenca de acidos e seus efeitos sobre a solubilidade
mostraram que o grau de ioniza¢do depende do pH e do pK do acido. A solubilizagdo em
HCI da quitosana com alto grau de desacetilacdo e grau de ionizagdo médio em torno de 0,5

corresponde a um pH entre 4,5 e 5 (Rinaudo, 1998).

Devido as suas propriedades, quitosana vem sendo utilizada em medicina. A quitosana
permite o sangue coagular rapidamente, ¢ ganhou aprovagdo recentemente nos EUA para
uso em bandagens e outros agentes hemostaticos. Quitosana purificada do exoesqueleto de
camardo ¢ usada em um produto hemostatico feito por Medtrade Biopolymers Inc. O

produto reduz perda de sangue em comparagdo a gaze e aumenta a sobrevivéncia do
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paciente. Foram vendidos estes produtos ao Exército dos Estados Unidos que j& usaram as
bandagens. Quitosana ¢ hipoalergénico, e tem propriedades antibacterianas naturais. Entre
as aplicacdes, vem sendo utilizada também para membranas de hemodialise. (Marconi et

al., 1996; Rinaudo, 1998; Sohn et al., 2009).

A utilizagdo como suporte de imobilizagdo de enzima ¢é produzido a base de quitina e
quitosana na forma de pos, flocos e géis de diferentes configuracdes geométricas. Os pds de
quitina/quitosana e flocos estdo disponiveis como produtos comerciais da Sigma-Aldrich,
Fluka, Polymar entre outros e quitosana em pastilha gel (quitopérolas) da Fuji Spinning Co.
Ltd. (Téquio, Japao). Géis de quitosana sdo faceis de fabricar pelo fato que a quitosana
dissolve prontamente em solucdes diluidas na maioria dos acidos organicos, incluindo
formico, acético, tartarico e acidos citricos, para formar solugdes viscosas que se precipitam
com o aumento do pH e pela formagao de complexos ionotropicos insoliiveis em agua com
polieletrolitos anidnicos. Deste modo, podem ser fabricados géis de quitosana na forma de
membranas, matrizes, capsulas, fibras e esponjas (Marconi et al, 1996; Campana e Signini,

2001).

Algumas pesquisas tentaram melhorar as propriedades mecanicas de quitosana. A
modificagdo de propriedade mecanicas de quitosana pode ocorrer através da formagdo da
ligagdo cruzada. A ligacdo cruzada ou reticulagdo pode melhorar as propriedades fisicas de
polimeros. A mistura de quitosana e 6xido de polietileno (C,H40),, por exemplo, podem

melhorar as propriedades mecanicas também (Campana e Signini, 2001).

Estudos procuraram caracterizar os grupamentos quimicos da quitosana. As vibracoes
correspondentes aos grupos quimicos principais para quitosana, encontradas na literatura,

pelo método de espectroscopia de infravermelho sdo listadas na tabela 5.1.
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TABELA 3.1- Grupos caracteristicos no infravermelho para a quitosana (Lima, 2005; Lin

et al., 2006; Rao, 2006; Costa, 2008,)

Bandas (cm™) Funcao Grupos Associados
Material
Qui 890 Alcanos e C-N:veC-C:v
Amina
Qui 1154 ¢ 896 Anel sacarideo C-0-C:v
Qui 1260 Amina C-N:v
(secundaria)
Qui 1321 Amina C-N:v
(primaria)
Qui 1340-1250 ¢ Amina C-N: o
1379 (tercidria)
Qui 1406 Alcanos -CH,-C=0
ligados a
Carbonila
Qui 1465 e 1423 Alcobis e O-H: 06 e CH; :6
alcanos
Qui 1570-1515 Amina N-H: o
Qui 1658-1630 Amina N-H: 6
Qui 2878 Alcano C-H v (simétrico): v
Qui 2955-2845 Alcano C-H (assimétrico): v
Qui 3000-3200 Amina -NH:v
Qui 3570-3100 Alcool OH ligado: v

3.1.2. POLI (ALCOOL VINILICO)

O poli (alcool vinilico) (PVA) é uma resina sintética, soluvel em agua, de maior produgao

em volume no mundo. Foi obtido pela primeira vez em 1924, por Herrman e Haehnel, pela

hidroélise do poli (acetato de vinila), que ¢ a forma de obtencao comercial utilizada até hoje.

Em 1961, Staudinger pesquisou a transformacao reversivel entre o poli (dlcool vinilico) e o

poli (acetato de vinila) por meio das reagdes de esterificagdo e saponificacdo (Marten,

1985).
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As propriedades do poli (dlcool vinilico) estdo relacionadas ao grau de polimerizagdo e ao
grau de hidrolise. Por suas excelentes propriedades, o PVA tem sido utilizado em um
grande numero de aplicacdes industriais. Este polimero ¢ um excelente adesivo, possui boa
resisténcia a solventes, 0leos e graxas e sua resisténcia a passagem de oxigénio € superior a
de qualquer polimero conhecido (Marten, 1985). E um dos poucos polimeros
semicristalinos soliiveis em agua com boas caracteristicas interfaciais e mecanicas. O PVA
tem sido usado em processamento de papel e fibras e como estabilizante de emulsdo, além
de ser importante como matéria-prima para filmes (Marten, 1985; Okaya, 1999; Isenberg,

2006).

O PVA tem sido amplamente usado em fibras, adesivos, emulsificantes, em aplicacdes na
indistria téxtil e de papel, como protetor de coloide (Okaya, 1999), na obtencdo de
membranas anfifilicas para imobilizacdo de enzimas (Liu et al., 1995) e na obtencdo do poli
(vinil butiral) (Marten, 1985). Em estudos recentes, o PVA tem sido utilizado como
carreador de medicamento, devido as suas propriedades de degradabilidade e ndo toxidez
(Batyrbekov, 1998). Algumas aplicagdes visam alterar a permeabilidade a gases (Marten,
1985), a biocompatibilidade, a permeabilidade e a biodegradabilidade (Liu et al., 1995;
Okaya, 1999; Isenberg, 2006).

O grande nimero de aplicagdes do PVA levou conseqiientemente a uma variedade de
produtos comerciais. Estes produtos sdo classificados, quanto ao grau de hidrélise, em
parcialmente hidrolisados e completamente hidrolisados; e quanto ao grau de
polimerizagao, em baixa viscosidade (5cp), média viscosidade (20-30 cp) e alta viscosidade

(40-50 cp) (Finch, 1973; Mansur , 2007).

Quanto a solubilidade o poli (alcool vinilico) ¢ soluvel em solventes altamente polares e
hidrofilos, tais como acetamida, glicois, dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida
(DMF), sendo a agua o melhor solvente. As solu¢des de PVA em misturas DMSO-agua sao
instaveis e tornam-se turbidas em repouso. Usando-se 3g/L. de PVA em DMSO-agua (6:4)
a 30°C, a taxa de crescimento da turvagdo ¢ proporcional ao grau de polimerizagdo e ¢

dependente da regularidade estrutural do PVA. A solubilidade em 4gua depende do grau
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hidrolise, do grau de polimeriza¢ao e da temperatura da solugdo (Finch, 1973; Liu et al.,

1995; Isenberg, 2006).

Além disso, o efeito da temperatura na solubilidade esta associado a quebra das ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares. Com o aumento da temperatura, as ligagdes de
hidrogénio sdo rompidas diminuindo as forgas intra- e intermoleculares e, com isso, a
solubilidade aumenta. Por outro lado, o aumento da temperatura pode quebrar também as
ligagdes de hidrogénio com a agua diminuindo a solubilidade (Liu et al., 1995, Oliveira,

2003).

Analisando o PVA 98% hidrolisado, a solubilidade aumenta com a diminui¢do do grau de
polimerizag@o. Para o PVA parcialmente hidrolisado (88%), a solubilidade ¢ relativamente
independente do grau de polimeriza¢do. Para o PVA 80% hidrolisado, a solubilidade a
baixa temperatura ¢ muito maior que para o 88% hidrolisado, mas decresce rapidamente a

partir de 30°C (Liu et al., 1995; Okaya, 1999; Isenberg, 20006).

A hidrolise reduz os grupamentos acetato nos polimeros. Estes grupos acetato e hidroxila
existentes no PVA sdo relacionados a bandas caracteristicas e podem ser verificados por
espectroscopia de infravermelho. As vibragdes correspondentes aos grupos quimicos
principais para PVA foram descritas na literatura e sdo listadas na tabela 3.2 (Aranha,

2001; Mansur, 2007; Costa 2008):
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TABELA 3.2 - Grupos caracteristicos no infravermelho do PVA (Mansur, 2007; Costa

2008).

Material. Bandas (Cm_l) Fungao Grupos Associados
PVA 842 Alcano (C-C):v
PVA 922 Alcano (CH) - CH2 :0
PVA 995 Alcool primario (C-OH) :5
PVA 1019 Acetato e Alcano (C-0/C-C): v
PVA 1084 Acetato (C-0):v
PVA 1254 Acetato (C-0O): v
PVA 1142-1144 Acetato e Alcool (C-0)/6 (OH) v
PVA 1084 Acetato (C-0):v
oA 1329 seﬁfl(c)lgiisos COe
PVA 1366 Alcanos CH - R-CH3:8
PVA 1461 — 1417 Alcanos (CH) - CH2 :0
PVA 1650 — 1630 Alcool OH: §

PVA 1750 - 1712 Acetato C=0:v

PVA 2937 - 2870 Alcano (CH) v

PVA Alcodis primarios, (OH)-R ... OH : v
3550 — 3200 secundarios,

terciarios e
aromaticos
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3.2. BLENDAS

As blendas sdo uma classe especial de materiais. Em sentido amplo, sdo definidos como
materiais constituidos por fases macroscopicas diferencidveis e com propriedades
mecanicas iguais ou melhores que as de cada componente considerado isoladamente,
obtidos por mistura fisica. A mistura pode resultar em um produto homogéneo de uma sé
fase ou heterogénea de duas ou mais fases. Uma vantagem da utilizagdo destes materiais ¢
que eles podem ser quimicamente modificados de modo a permitirem controle do padrdo de
degradagdo, de intumescimento, modulacdo de propriedades mecanicas, hidrofilicidade. A
mistura de polimeros também fornece maior capacidade de deformacdo, muitas vezes

necessaria para aplicacdo em tecidos humanos (Costa, 2008).

Blendas poliméricas tém sido produzidas e pesquisadas para a produgdo de materiais
biocompativeis e biodegradaveis por diversos cientistas com as mais variadas finalidades.
Iwasaki e colaboradores (2004) analisaram uma blenda a base de quitosana e alginato como
suporte para a adesdo de condrocitos de coelho que apresentou melhores resultados em

comparagdo com as fibras de alginato (Iwasaki et al., 2004).

Quitosana e poli vinil pirrolidona (PVP) foram utilizados para preparar redes semi-
interpenetrantes das blendas. Os hidrogéis foram reticuladas usando genipin. Propriedades
de intumescimento (expansdo) destes hidrogéis foram estudadas nos meios de diferentes
concentragdes hidrogenionicas e temperaturas. O comportamento de intumescimento dos
hidrogéis foi dependente da temperatura e do pH. O contetudo total de dgua nos hidrogéis
aumenta com aumento do teor de PVP. Este parametro estudado ¢ importante para a
modulacdo de comportamento de biomateriais. De modo geral, os resultados obtidos dos
materiais sugerem que possuem potencialidade para varias aplicagdes: como biomaterial,
por exemplo, matrizes poliméricas para liberacdo controlada de farmacos, curativos para

ferimentos mais leves, outros (Brant, 2008).

Blendas de quitina e quitosana foram produzidas por Kuo e Lin (2006) em varias

porcentagens de agente reticulante (genipin) sob diferentes temperaturas e secas



20

posteriormente. A finalidade foi a producdo de matrizes de engenharia de tecidos via
liofilizagdo. Os resultados experimentais revelaram que uma temperatura mais baixa de
liofilizacdo ou um maior peso porcentual de quitina na blenda de quitina e quitosana,
produziria matrizes com menor didmetro dos poros. Observou-se uma boa adesdo celular

em seus experimentos (Kuo e Lin, 2006).

Rodas (2004) avaliou a mistura de trés polimeros, poli (4lcool vinilico) e poli
(vinilpirrolidona) com a quitosana para a obtengcdo de produtos demo-epidérmicos
reticulados por radiagdo gama ou glutaraldeido. A por¢do epidérmica formada por
queratinocitos cultivados in vitro que melhor interagiram com as células foram aquelas
preparadas com quitosana e reticuladas com GA, porém ndo apresentaram boas

caracteristicas mecanicas a manipulagdo (Rodas, 2004).

Yamane e colaboradores(2005) fabricaram fibras poliméricas hibridas a base de quitosana e
acido hialurdnico que resultaram no desenvolvimento de colageno tipo I e II pelas células.
Foi avaliado como um excelente biomaterial para criar suporte tridimensional (3D) com o
objetivo de aplicar em grandes lesdes de cartilagem e numa variedade de doengas como

osteoartrites e artrites reumaticas (Yamane et al., 2005).

Dallan (2005) analisou a influéncia da concentragdo da solucdo de quitosana nas
caracteristicas fisicas, mecanicas e bioldgicas de membranas densas, bem como, do efeito
da substitui¢do de parte da quitosana por quitina e/ou glicerol visando a reducdo de custo
dos biomateriais sem, entretanto, prejudicar suas caracteristicas. Paralelamente, avaliou
também a influéncia dos métodos de esterilizagdao nas propriedades dos materiais obtidos e
constatou que dos métodos avaliados o ¢6xido de etileno foi aquele que apresentou os
resultados mais promissores em termos de manuten¢do das caracteristicas fisicas,

mecanicas e biologicas das membranas densas a base de quitosana (Dallan, 2005).

A fim de conseguir boas propriedades mecanicas, biocompatilidade e desenvolvimento das
células, Kong e colaboradores produziram uma matriz com multicamadas imitando a

estrutura do osso. Uma matriz composta de quitosana e hidroxiapatita porosa foi feita, com
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uma camada de quitosana compacta. Comparado com a matriz porosa uniforme a matriz
com multicamada de mesmo tamanho tem um aumento na for¢ca mecanica e maior tamanho
de poro no centro. E mais células sdo observadas crescendo no centro da matriz em
multicamadas que em uma matriz uniforme porosa sobre as mesmas condi¢des. Finalmente,
as matrizes foram implantadas em um defeito de fibula de coelho a avaliar a
osteocondutividade da matriz. Em 12 semanas apos a operacao houve a formagao de vasos

sanguineos e de tecido 6sseo (Kong et al., 2007).

3.3 MODIFICACAO DE BIOPOLIMEROS OU BLENDAS

3.3.1 FORMACAO DA ESTRUTURA RETICULADA

A polimerizagdo na solugdo, a polimeriza¢ao no proprio mondmero, ¢ a reacao do polimero
com agentes reticulantes sdo geralmente as formas utilizadas para se produzir um gel. O
termo vem do latim, gelare, que quer dizer coagular, resfriar, congelar, cristalizar. Ao
longo de muitas décadas, muitos cientistas procuraram definir apropriadamente o termo,
dessa forma ¢ possivel concluir que existem numerosas defini¢des. Aplicando uma
defini¢cdo basica sugerida por Gehrke (2000), o gel pode ser entendido como uma estrutura
macroscopica continua, com caracteristicas solidas, exibindo inclusive resposta elastica a
forca aplicada sobre sua superficie. Os géis podem ser entendidos também como compostos
de polimeros ligados em uma estrutura de rede por interagdes quimicas ou fisicas. Essas
interacdes incluem forgas eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, intera¢des de van der Walls
(ndo especificas ou hidrofobicas), cristalitos insoluveis, emaranhados formados
fisicamente, ligagdes quimicas. Em geral, esses géis tém algumas regidoes de ordem local
embora elas ndo ocorram em grande extensdo (Flory, 1953; Gehrke, 2000; Peppas et al.,

2004).

A obtengdo de géis por polimerizagdo no proprio mondmero (polimerizagdo em massa)
pode ser realizada se outros reagentes, agente reticulante ou de ligagdo cruzada e
iniciadores forem também nele soluveis. Na polimerizagdo em solugdo, o mondmero, o

agente reticulante e os iniciadores sdo todos solubilizados em um solvente em comum,
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formando apenas uma fase. A formagdo de uma estrutura reticulada, com um polimero
através de utilizagdo de agente reticulante, ¢ feita geralmente em solugdo contendo um
solvente em comum para os reagentes (Billmeyer, 1984; Gehrke, 2000; Peppas et al., 2004;
Bispo, 2004).

Iniciadores quimicos tém sido muito usados para a sintese de hidrogéis. Os hidrogéis sao
produzidos por radicais gerados, seja por ativacdo térmica, interagdo com o solvente, raios
gama ou elétrons de alta energia. A quebra das cadeias ocorre por homolise gerando um
elétron ndo compartilhado. Esse elétron ¢ extremamente instavel e, na busca de
estabilidade, procura interagir com um elétron de outro 4tomo. Varios iniciadores podem
ser usados incluindo compostos tais como peroxidos, fotoiniciadores e agentes oxidantes.
Iniciadores comumente usados para a sintese de hidrogéis sdo a azo-bis-isobutironitrila, o
peroxido de benzoila, di-isopropil percarbonato e persulfato de amonio. O iniciador €
incorporado a rede como a primeira ligagdo da cadeia. Diferentes iniciadores causam
diferencas de um gel para outro embora isto seja dificil de ser previsto (Gehrke, 2000). A
preocupacao mais importante €, entretanto, a taxa de polimerizagdo induzida por uma dada
concentracao de iniciador. Reagdes de polimerizagdo sdo altamente exotérmicas, uma taxa
de iniciagdo rapida pode conduzir a um rapido aumento de temperatura. Entdo, as taxas de
iniciagdo ¢ de polimeriza¢do aumentam com a temperatura € O processo se torna
autocatalitico (Billmeyer, 1984; Gehrke, 2000). Se a taxa de reacdo for muito alta, géis
muito frageis sdo formados, mas se a taxa de reagdo for muito lenta ocorre também a
formagdo de géis mecanicamente pouco resistentes (Gerhke, 2000). A escolha de um
iniciador apropriado ¢ de importancia inegavel, assim também como sua concentragdo para
a obtencao de um gel de uma boa qualidade e homogéneo, pelo menos no que diz respeito a
observagdo macroscopica. No entanto, a escolha de um iniciador ¢ feita geralmente de

forma empirica (Gerhke, 2000).

A concentragdo de agente reticulante por peso ou mols de polimero também ¢é essencial
para se obter uma estrutura de rede macroscopicamente uniforme e com a flexibilidade
apropriada para as vdrias aplicacdes a que sdo destinados os hidrogéis. Outros fatores que

entram na decisdo para a escolha de um iniciador sdo a seguranga, o custo, a solubilidade, a
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facilidade da iniciacdo e o controle da reag¢ao (Oliveira, 1992; Gerhke, 2000; Oliveira,

2000; Oliveira, 2003).

O solvente pode também ser usado para variar as caracteristicas do gel sintetizado, isto € as
propriedades do gel vao depender do tipo, quantidade e qualidade do solvente escolhido
para a sintese. Um gel homogéneo e transparente € obtido se o solvente for compativel com
0o mondmero e com o polimero. Ao contrario, um gel opaco e heterogéneo ¢ formado
quando o solvente ¢ pouco compativel com o polimero, este efeito ¢ resultante de separacao

de fases (Gerhke, 2000).

Quando a cadeia polimérica ¢ iniciada, ela tende a crescer independentemente. Quando a
reacao procede, as diferentes cadeias sdo conectadas umas as outras. Num dado momento
da reagdo, compreendida como conversao critica, ha a formacdo da rede polimérica
tridimensional. Este momento ¢ chamado de ponto gel ou transi¢do sol-gel. Com o decorrer
da reagdo, as cadeias tornam-se bastante conectadas formando uma estrutura de rede, que ¢
o que denominamos de gel. Uma quantidade substancial de mondmeros ndo estd ainda
interligada a rede. Estas espécies sdo chamadas de sol e contrastam com a rede ja
sintetizada. Com o desenrolar da reacdo a quantidade de sol declina a medida que ele ¢
incorporado dentro da rede. Quando a reacdo cessa, uma quantidade significativa de sol
pode ainda permanecer na rede. A significancia pratica de tudo isso € que o tempo de
reacdo ira influenciar pronunciadamente as propriedades do gel resultante (Billmeyer,
1984; Gehrke, 2000). Quando o moddulo de cisalhamento e, conseqiientemente, as
eficiéncias de formacao de ligagdo cruzada sdo baixas, o grau de expansdo se torna alto,
para géis que tiveram a reagao cessada no ponto gel, em comparagao a aqueles que tiveram
o prosseguimento na sintese (Gehrke, 2000). Um fato muito interessante ¢ que os mais
diversos tipos de géis apresentam uma grande similaridade entre si no ponto de gel. E
verificado experimentalmente que a eficiéncia de reticulagdo se torna mais alta para
solugdes mais concentradas de mondmeros e para grandes taxas de agente reticulante por

mondmero (Gehrke, 2000; Nguyen, 2009).
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Os polimeros lineares sdo geralmente interligados de modos diferentes. Muitos polimeros
hidrofilicos tém grupos hidroxilas livres. A técnica mais versatil usa reagentes que podem
ligar estes grupos e conectar diversas cadeias de polimeros (Gerhke, 2000). Aminas
primarias sdo, semelhantemente, suscetiveis a reticulagdo. Esses grupos sdo mais reativos
do que os grupos hidroxilas (Gerhke, 2000, Oliveira, 2002). Radiagdo ionizante pode
também ligar covalentemente varios polimeros por meio da formagao de radicais livres nas
cadeias, as quais recombinam aleatoriamente, conduzindo a formac¢ao da rede. Interagdes
fisicas de muitos tipos diferentes podem também conduzir a formacao de géis estaveis e
elasticos, quando interagdes covalentes estdo ausentes (Gerhke, 2000; Oliveira, 2003;

Nguyen, 2009).

3.3.2 HIDROGEIS

Hidrogéis sao conhecidos como uma classe especial de géis poliméricos, eles possuem uma
forte afinidade pela 4gua e a maioria das solu¢des aquosas. Hidrogéis podem ser
sintetizados via monomeros bifuncionais € com agentes reticulantes multifuncionais.
Qualquer polimero pode, a principio, ser usado para se sintetizar uma rede polimérica, isto
inclui polimeros biolodgicos como polissacarideos e proteinas. Polimeros lineares solaveis
em agua podem ser usados para produzir um gel. A ligacdo cruzada pode ocorrer por meio
de reagdo quimica, radiagdo ionizante (gerando radicais livres que podem recombinar
formando jungdes entre as cadeias de polimeros) ou através de interacdes fisicas como
emaranhados e cristalitos. Deve-se apenas observar que esses géis devem ser
suficientemente hidrofilicos para absorver certa quantidade de dgua. A hidrofilicidade vem
da inclusao na rede de grupos como hidroxila, sulfonato, carboxilato e outros grupos que
interagem suficientemente bem com a dgua. Um hidrogel pode ser convertido também de
um tipo a outro através de reagdes quimicas em seus grupos funcionais. Desse modo,
podemos obter uma infinidade de hidrogéis para todas as mais variadas caracteristica que
desejarmos (Peppas e Lustig, 1986; Gehrke e Lee, 1990; Gehrke, 2000; Oliveira et al.,
2002; Peppas et al., 2004; Nguyen, 2009).
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Hidrogéis para revestimentos de lesdes sdo disponiveis comercialmente em membranas,
gaze, ou mesmo em gel. Os hidrogéis proporcionam um efeito calmante e refrescante as
regides lesadas. Eles sdo excelentes para a criagdo ou manutencdo de um ambiente
hidrofilico e sdo utilizados em ulceragdes com baixos niveis de drenagem. Géis sao
aplicados diretamente sobre a lesdo, ndo aderem a ferida, e geralmente sdo cobertas com
um curativo secundario de espuma (ou gaze, por exemplo) para manter o nivel de umidade
necessaria para promover a cicatrizagdo (Nguyen, 2009; Ovington, 2002; Sipos, 2004).
Podem ser citadas algumas marcas de hidrogéis para tratamento de lesdes na pele: Carrasyn
Hydrogel Wound Dressing (Carrington Laboratorios), Curasol Hydrogel (Healthpoint)
Tegagel (3M Health Care) ( Ovington, 2002; Sipos, 2004; Nguyen, 2009).

3.3.3 AGENTE RETICULANTE NATURAL: GENIPIN

Genipin tem sido utilizado como agente de reticulagdo (formador de ligagdo cruzada) de
quitosana em alguns trabalhos (Boiler et al., 2003; Kuo e Lin, 2006). Genipin ¢ um produto
hidrolitico do geniposidio que ¢ achado na fruta da Gardénia. Gardénia é um género de
cerca de 250 espécies de plantas da familia do café, Rubiaceae, nativa das regides tropicais
e subtropicais da Africa, sul da Asia, Australia e Oceania. A planta é mostrada na Figura
3.1. A fruta de Gardénia jasminoides de Ellis foi usada na tradicional medicina chinesa para
tratar irritabilidade, doengas febris, ictericia, conjuntivites agudas, hematemese e tlceras da

pele (Butler et al., 2003; Kuo e Lin, 2006).
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©) (d)

FIGURA 3.1. Planta gardénia (a) Flor da gardénia (b) Folhas da gardénia (c) Fruta da
gardénia (d) Fruta da gardénia no estdgio inicial (e) Flores da gardénia

(Dharmananda, 2003).

E utilizado também como um corante azul por industrias de comida na Asia Oriental. A
estrutura de genipin foi descoberta em 1960, como mostrado na Figura 3.2. Porque ¢ uma
substancia natural, e ¢ uma molécula biodegradavel com baixa citotoxicidade, genipin tem
sido investigado, como um agente reticulante a ser usado em aplicagdes biologicas.
Recentes estudos usando gelatina reticulada por genipin obteve bons resultados. A
finalidade deste estudo era usar este produto formado pela reticulagdo como bioadesivo no
tratamento de ferimentos e como substituto de tecido 6sseo. O agente de reticulacdo mais
utilizado nas pesquisas, que envolvem biomateriais, foi glutaraldeido. Entretanto, por causa
de preocupagdes sobre sua toxicidade, estdo sendo testadas substancias novas como
genipin. Glutaraldeido tem sido utilizado comumente para reticulagdo de colageno e ¢

reportado em trabalhos de quitosana. Entretanto, como mostrado pela literatura o
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glutaraldeido ¢ toxico. Sung e colaboradores verificaram que genipin como agente de
reticulacdo do colageno. Neste trabalho, verificou-se que o genipin era 10 000 vezes menos
citotoxico que glutaraldeido, o que justifica seu uso em biomateriais (Jin et al., 2004; Sung

etal., 1998, Sung, 2001).

HO  CH,OH
Q-

T

COQCH3

FIGURA 3.2: Férmula estrutural do genipin.

O mecanismo de reticulagdo de genipin com quitosana ¢ moléculas que contém aminas
primarias nao ¢ entendido bem, até o presente momento, e ainda esta sob investigagdo. Dois
esquemas sao propostos na literatura para explicar este tipo de reagdo. Foi observado que
compostos contendo grupamentos amina, a quitosana por exemplo, num ataque nucleofilo,
ira se ligar ao carbono do grupo éster do genipin. Ocorre a troca do grupo éster pelo grupo

amida no fim desta reagdo (Butler et al., 2003; Kuo e Lin, 2006).

Uma outra reagao foi proposta, com um outro mecanismo para a reagdo de genipin com
grupos amina. Neste mecanismo, a reagdo acontece por um ataque nucleofilico da amina
primaria no carbono C3 do genipin mostrado na Figura 3.2, formando um aldeido
intermedidrio. Isto causa uma abertura do anel heterociclico do genipin. Um ataque no
grupo do aldeido intermediario formado, pelo grupo da amina secundaria formada segue
entdo. Um composto heterociclico ligado ao grupo amina é formado. Forma-se uma
estrutura interconcetada devido a reacgdes entre os grupos amina e o genipin (Butler et al,

2003; Kuo ¢ Lin, 2006).
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O mecanismo de reagdo, proposto com genipin por Butler (2003), ¢ supostamente o
mecanismo de reagdo de genipin com moléculas que cont€ém um grupo amina primaria.
Isto indica que genipin pode ser usado para formar reticulagdo intermolecular (Butler et al,

2003).

No estudo de Liu e colaboradores descreveu-se o uso de genipin para preparar uma matriz
feita de coldgeno para regeneracao de tecidos. Apds seis semanas de implantacao de células
nervosas em colageno reticulado com genipin, correu a regeneragao de células nervosas em
80 a 90% de animais usados nos experimentos, enquanto no grupo controle apenas ocorreu
regeneracdo em 30%. Para a gelatina, os agentes reticulantes mais requisitados sdo
aquecimento térmico, radiagdo ultravioleta e reticulantes quimicos, como por exemplo,
formaldeido e glutaraldeido. Entretanto esses agentes reticulantes sintéticos, como dito
antes, sdo altamente citotoxicos. Assim, genipin foi utilizado como agente de reticulagao

biologico com resultados muito promissores (Liu et al, 2004).

Quitosana também foi utilizado no trabalho de Jin e colaboradores. No trabalho deles foram
formados filmes usando quitosana pura e blendas de quitosana e polietileno. O estudo
demonstrou que comparando a blenda de quitosana/PEO nao reticulada, a aquela
reticulada, a ultima apresentava propriedades mecanicas melhores. Genipin produziu redes
que eram insoliveis em meio 4cido e em meio alcalino, mas foram hébeis para expandir em
meio aquoso. O grau de expansdo dos filmes mudou ao alterar o pH e a temperatura do

meio onde se encontravam (Jin et al, 2004).

Para um melhor entendimento da molécula de genipin e de sua reatividade com outros
compostos, os principais grupos funcionais do genipin envolvidos nas transi¢oes
vibracionais por espectroscopia de infravermelho foram estudados e as bandas dos grupos

associados sao apresentados na tabela 3.3.
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TABELA 3.3 - Grupos caracteristicos do genipin por FTIR (Mi et al., 2000; Butler et al.,

2003).
Material Bandas (cm™) Funcao Grupos Associados
Ge 1000-1060 Alcool primario -OH: %
-C-OH
Ge 1050-1150 Eter ciclico C-O:v
Ge 1200-1270 Ester C-O: v
C-0-C
Ge 1170-1300 Eter C-O:v
C-0-C
Ge 1300-1530 Anel Heterociclico 6 OH/ 6 CHa:(v)
Alcodis e /N-H: 6
Alcanos
Ge 1400-1450 Esteres (ions
carboxilatos) C-H/ OH/C=0: v
Ge 1406 Alceno C=Cv
Ge 1600-1700 Alceno C=Cv
Ge 1750-1700 Ester C=Ov
Ge 2750-3000 Alceno C=Cv

3.4. APLICACOES DE BIOPOLIiMEROS

3.4.1 SUPORTE PARA CRESCIMENTO DE TECIDOS

Materiais com a finalidade de tratar doencas ou deficiéncias tém sido produzidos para
restaurar ou melhorar a fungdo de tecidos ou 6rgaos danificados, seja por doengas ou
acidentes (Shin et al., 2003; Weinand et al., 2006). Esses materiais sdo na atualidade
fundamentais, principalmente ao que se refere a terapias em medicina regenerativa. Assim,
estes produtos sdao considerados biomateriais, que sdo substancias ou uma mistura de
substancias, as quais atuam nos sistemas bioldgicos (tecidos, 6rgaos). O mercado potencial

de biomateriais ¢ estimado em cerca de 100 bilhdes de dodlares ao ano. Dessa forma, estes
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produtos possuem relevancia economica, médica e social o que demonstra em parte a
vantagem em promover pesquisas voltadas para o desenvolvimento desses materiais

(Soares, 2005).

Nao se pode deixar de reconhecer a importancia do conhecimento para a reconstrucao de
tecidos. O desenvolvimento de produtos como filmes ou matrizes para crescimento de
células, passa, na maioria das vezes, pelo entendimento do papel da interagdo do material
com o meio bioldgico que definird se haverd formacdo de tecidos. Também existem
algumas exigéncias ou propriedades que podem se tornar importantes (Chan e So, 2005;
Weinand et al., 2006). Desse modo, com o entendimento de como as propriedades de
determinadas substancias e materiais irdo atuar no sistema biologico de interesse, procura-
se a restauragdo das funcdes de o6rgaos ou tecidos em pacientes. Pacientes com suas fungdes
comprometidas ou mesmo com risco de vida podem retornar as suas fungdes normais, sem
maiores Oonus para a sociedade, através do desenvolvimento de células em suportes feitos de
material biocompativel ou biomateria (Chan e So, 2005; Soares, 2005; Weinand et al.,

2006).

Existe uma grande importancia na escolha de um material para confeccionar a membrana
ou matriz, que deve levar em conta as propriedades que mais irdo influenciar no
crescimento das células, o tipo de tecido e reparo necessario a este. Isto ocorre por causa
da influencia do material na proliferacao das células e assim na reconstru¢ao de um tecido.
A selecao do material leva em consideragdo tanto o tipo, local da lesdo quanto sua extensao

(Soares, 2005; Weinand et al., 2006).

Os polimeros tém sido muito utilizados em matrizes biocompativeis, pois sdo faceis de
produzir e apresentam caracteristicas mecanicas semelhantes a dos materiais bioldgicos.
Desde 1960, biomateriais confeccionados com polimeros bioreabsorviveis ganharam uma
importancia grande na area médica sendo utilizados em um amplo numero, em aplica¢des

para tratamentos de pacientes (Harsh, 1992; Gehrke, 2000; Barbanti, 2005).
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O material polimérico ¢ desenvolvido de forma a suportar fisica e mecanicamente as
células, no organismo hospedeiro. O polimero ¢ remodelado pela degradagao in vivo, numa
razdo proporcional ao crescimento celular e a solicitacdo mecanica. Sua fungdo ¢
proporcionar suporte para o crescimento celular e adicionalmente servir como substituto
estrutural do tecido original até a formagdao do novo tecido e sua reabsor¢do completa

(Barbanti, 2005).

Os biomateriais tém sido desenvolvidos para gerarem respostas quimicas e biologicas
especificas que venham a ser esperadas (Brandl et al., 2007). De acordo com a literatura,
na ultima década, muitos avangos tém sido alcangados na area de regeneragdo de tecidos
para propositos terapéuticos por causa dos avangos conseguidos por pesquisas nessa area.
Estes suportes para crescimento de tecidos podem ser produzidos de uma maneira geral na
forma de espumas, hidrogéis, e membranas como acontece com a pele artificial (Weiguel et

al., 2006; Weinand et al., 2006; Brandl et al., 2007).

3.4.2 REQUISITOS E CARACTERISTICAS GERAIS

As propriedades intrinsecas dos materiais, tais como comportamento térmico € mecanico,
sdo importantes na utilizagcdo para desenvolvimento de tecidos e também tem conseguido
uma atencdo especial (Weiguel et al., 2006). Visando melhorar as propriedades dos
biomateriais, podem ser incorporadas fibras, por exemplo, microesferas ou estruturas
planas para adequa-los as diversas aplicagdes em engenharia de tecidos (Mercier et al.,

2005; Weiguel et al., 2006).

Dentre os véarios requerimentos para suportes de tecidos, ressalta-se sua morfologia a fim
de favorecer o crescimento de células e transporte do fluxo de alimentos e nutrientes. Além
disso, suas superficies devem ser capazes de permitir a adesdo das células, ¢ a
biodegradabilidade deve estar em sincronia com o crescimento tecidual. (Harris et al.,

2002).
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Recentemente, a otimizagao das propriedades de superficie de biomateriais, como grau de
pureza, rugosidade, porosidade e degradabilidade t€ém sido explorada para melhorar suas
propriedades. Muitas alteragcdes tém sido propostas como técnicas que inserem materiais

bioativos em polimeros, levando a formagdo de hibridos e compdsitos (Harris et al., 2002).

O biomaterial colocado no corpo pode se unir ao tecido vizinho. Este mecanismo esta
diretamente relacionado ao tipo de resposta tecidual que ocorre na interface
tecido/biomaterial. Nenhum material implantado em tecidos vivos pode ser chamado inerte,
porque todos os materiais provocam algum tipo de resposta dos tecidos por menor que
possa ser. Ha quatro tipos de respostas teciduais possiveis quando em conseqiliéncia a

presen¢a de um material (Ratner et al., 2005):

1. se o material é toxico, o tecido vizinho morre;

2. se o material é ndo-toxico e dissolve ou é decomposto, o tecido vizinho o substitui;,

3. se o material ¢ ndo-toxico e biologicamente inativo, uma céapsula fibrosa se forma em

torno do material implantado;

4. e se o material ¢ ndo-toxico e biologicamente ativo ha a formagdo de uma interface

continua entre o tecido e o material implantado.

No quarto caso, o material poderia ser considerado bioativo, o que significa que ele ¢ capaz
de formar uma ligagao interfacial entre os tecidos vivos e o material sem a presenca de uma

capsula fibrosa entre eles (Ratner et al., 2005).

Um substrato pode ser considerado ideal quando mimetiza a matriz extracelular do tecido
hospedeiro de forma que ele possa agir como um guia tridimensional para promover
ataque, multiplicacdo, migracdo e funcdo por parte das células. Dentre as caracteristicas

importantes ressalta-se ( Ratner et al., 2005; Brandl et al., 2007):
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1. o substrato deve ser biocompativel ou bioativo;

2. deve ser biodegradado a medida que o processo de reparacdo ou regeneragao

acontece;

3. deve ser poroso e permeavel para permitir uma difusdo apropriada;

4. deve possuir um tamanho de poro adequado para o crescimento do tipo celular a

que se destina;

5. deve possuir adequada propriedade mecanica para o meio a que se destina;

6. deve oferecer uma superficie condutiva para a aderéncia celular;

Quando se desenha biomateriais apropriados para engenharia de tecidos, parametros
bioldgicos e quimicos sao normalmente levados em conta. Porém, parametros fisicos tais

como propriedades mecanicas tem recebido menor atengdo (Brandl et al, 2007).

Considerado de forma integrada, tanto sob o aspecto da engenharia de materiais e do tipo
de tecido e reparo necessario, o primeiro passo para a reconstru¢ao de um 6rgao ou tecido
visa a selegdo das caracteristicas do suporte para as células. Depois de produzido um
suporte com caracteristicas adequadas, podera ocorrer o crescimento tissular neste. Sua
funcao ¢, conforme mencionado, proporcionar suporte para o crescimento celular e
adicionalmente servir como substituto mecanico/estrutural do tecido original até a formagao
do novo tecido e sua bioreabsor¢do completa. O suporte ¢ dimensionado com propriedades
mecanicas e tempo de degradagdo adequados para a inoculagdo das células até a sua
insercao, por exemplo, num bioreator, onde podera ocorrer a formagdo do tecido maduro.
Estas matrizes podem ser feitas de varios materiais (por exemplo, polimeros e ceramicas),
podendo também ser utilizados materiais compositos a fim de se alcancar as melhores
caracteristicas. Isto ocorre para que o suporte possa se adequar a finalidade que se deseja

(Ma e Choti, 2001).
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3.4.3 FILMES PARA PELE ARTIFICIAL E SUAS CARACTERISTICAS

Em artigos publicados em 1980, Yannas e Burke descreveram os principios do seu
conceito de wound healing ou pele artificial. A idéia era dividir o tratamento dos pacientes
queimados em dois estdgios. No estagio 1, o objetivo era o fechamento das feridas,
eliminando o risco de infeccdo ou perda de liquido. Utilizavam um material a base de
colageno-glicosaminoglicano (C-GAG) para cobrir a ferida. As propriedades da matriz
foram escolhidas para que a mesma se desintegrasse na medida em que as células
proliferassem. No primeiro dia de aplicacdo do C-GAG, uma "epiderme" de Silastic ®
(materiais do grupo dos compostos de silicone) era colocada sobre a matriz, protegendo-a
até que os queratinocitos e melanocitos cultivados em laboratorio a partir de bidpsias
cutaneas do proprio paciente estivessem prontos para a semeadura (o estagio 2 do
processo). Os queratinocitos sdo células diferenciadas do tecido epitelial ¢ melandcitos sao
células que produzem melanina, substancia pigmentar que envolve a célula protegendo seu

nucleo dos raios solares (Bell et al., 1981; Burke et al., 1981; Nerem, 1992; Beumer, 1994).

O cultivo destas células sao feitas por técnicas que foram elaboradas na década de 80 por
pesquisadores da Harvard Medical School chefiados pelo Dr. Howard Green. A técnica de
Green consiste em semear queratinocitos humanos em uma camada de fibroblastos
derivados de rato, deixando o restante do trabalho por conta do proprio corpo. E possivel
que a técnica funcione por imitar o que ocorre na pele verdadeira, cuja camada mais
inferior (a derme) ¢ composta predominantemente de fibroblastos (cuja principal fungdo ¢
produzir o colageno e a elastina que dao sustentacdo a pele). Para assegurar que apenas os
queratindcitos cresceriam na malha, Green irradiou os fibroblastos, interrompendo seu
processo de divisdo. O produto resultante de todo o processo, batizado de Epicel™,
atualmente encontra-se licenciado para tratamento de queimaduras e ulceras vasculares e de
estase. A estase vascular acontece quando o fluxo sangiiineo vem a diminuir, podendo
haver eventual e completa estagnagdo (Bell et al., 1981; Burke et al., 1981; Nerem, 1992;
Beumer, 1994; Dallan, 2005).
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Burke e Yannes acreditavam que, apesar da abordagem inicial com epiderme de Silastic®
ser util, seria preferivel aplicar a camada celular epidérmica simultaneamente a camada de
C-GAG - hipotese esta confirmada em seus proprios estudos em animais (Burke et al.,

1981).

Uma composi¢ao muito utilizada desta pele ¢ composta por uma camada de coldgeno em
forma de gel misturada com células de tecidos. Esta primeira camada constituida de
colageno protege a segunda contendo células. Outro método emprega polimeros sintéticos,
moldados e posicionados em areas onde ha falta de tecido. Neste caso, células adjacentes
invadem os polimeros, que se degradam e sdo absorvidos. Estes polimeros ou materiais
biodegradaveis também podem ser misturados a células cultivadas em laboratério (Bell et
al., 1981; Burke et al., 1981; Beumer, 1994). As caracteristicas relevantes em da pele
artificial, ¢ que devem ser isentos de produzir qualquer resposta bioldgica adversa local ou
sistémica, ou seja: o material deve ser nao-tdxico, ndo-carcinogénico, ndo-antigénico e nao-

mutagénico (Hondurilla, 2002, Dallan, 2005).

A pele artificial atual avangou no sentido que se procura recriar a derme e a epiderme, mas
ndo leva em conta a regeneracdo da intrincada estrutura e func¢des de foliculo capilar e
glandulas sudoriparas e sebaceas, sensores mecanicos e térmicos. A pele ¢ um 6rgao com
fungdes e propriedades complexas, assim na elabora¢do de pele artificial € preciso um
estudo fisico-quimico para a produgdo de material que possua caracteristicas semelhantes
aos tecidos vivos e para a compreensdao de seu funcionamento e interagdo quando em

contato com o corpo (Costa, 2008; Harris, 2009).

O corpo tem a capacidade de regenerar a epiderme desde que a derme permaneca intacta.
Porém, vitimas severamente queimadas e pacientes que sofrem com ulceras diabéticas,
freqiientemente t€ém uma derme lesionada. Atuais solugdes envolvem enxertos de pele. Mas
existe o risco de contaminagdo e de rejeicdo do tecido. De forma ideal, os materiais de
enxertos devem aderir ao sitio ferido, ser poroso o suficiente para conduzir a difusdo de

excrecdes (rejeitos), nutrientes, prevenir a desidratagdo, deve ser barato, flexivel, de facil



36

manuseio. O material deve permitir a migra¢do celular e ter propriedades mecanicas
semelhantes aquelas da pele original, promover uma regeneracdo dérmica e epidérmica,
para prevenir infec¢do bacteriana. Estes paradmetros propdem um enorme desafio a qualquer

tipo de material (Sheridan, 1999; Seal, 2001).

Choi e colaboradores (2001), por exemplo, prepararam uma matriz composta de gelatina e
hialuronato de sdédio (HA). Devido a sua forma estavel, a matriz ¢ mais capaz de resistir a
mudancas que ocorrem durante o processo de cicatrizagdo. Os resultados foram

promissores e mostraram o aumento de cura das lesdes (Choi et al., 2001).

Foram estudados por Huang e colaboradores (2005), o efeito da mistura quitosana/gelatina
em tecido epitelial animal sobre as propriedades de degradagdo cinética, propriedades de
rigidez mecanicas e interagdo matriz/célula, concluindo que a adicdo de gelatina afeta a
rigidez de matrizes e facilita a manutencdo da taxa de degradacdo na presenca de lisozima.
A avaliagdo da interagdo de adesdo celular apresentou diminuigdo de espalhamento de

células sobre as membranas de quitosana (Huang et al., 2005).

Grande variedade de revestimentos para cura de lesdes sdo disponiveis. Décadas de
pesquisa tém revelado que quanto mais o nivel de umidade da ferida ¢ semelhante a de uma
pele saudavel, maior € a chance de a ferida curar. Este conceito ¢ chamado de cicatrizagdo

umida da lesdo (Hondurilla, 2002).

Embora pareca o contrario, mantendo um curativo no local por varios dias o processo de
cura ocorrera mais cedo, porque a lesdo ¢ deixada intacta. Isto ¢ importante porque
proporciona um ambiente imido, bem como mantém a temperatura do corpo, as condi¢des
necessarias para promover a cicatrizacao. As freqiientes mudangas de curativos esfriardo a
temperatura de uma ulcera por exposicao ao ar. Isso retarda o processo de cicatrizagdo até
que o corpo pode re-aquecer a area. Assim, curativos trocados com menor freqiiéncia
ajudam no processo de cicatrizagdo. A figura 3.4 mostra lesdo revestida e sem revestimento

(Mandelbaum et al., 2003).
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A Figura 3.3 mostra porque os tecidos lesionados que sao mantidos imidos tem o processo
de cura acelerado. O ambiente imido (2 esquerda) permite que as células da epiderme se
movam facilmente em toda a superficie, levando conseqilientemente a cicatrizagao do tecido
afetado. Em um ambiente de lesdo aberta e seca (a direita), as células epidérmicas ficam a
um nivel de altitude diferenciada da parte lesada e secretam enzimas para formar uma
crosta e alcancar a distancia da superficie da ferida, antes de as células poderem comegar

migrar e a permitir que ocorra a cicatrizagdo (Mandelbaum et al., 2003).

Revestimento
Uinidade

das
Lesdes

Células
epidérnic aé:::

FIGURA 3.3. Lesdes revestidas para cicatrizagdo e lesdes abertas.

Para a producao de pele artificial, se faz necessario o entendimento da sua constitui¢ao, da
organizacdo, da fun¢do dos componentes, das propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e
biolégicas. A partir deste entendimento é possivel produzir um biomaterial possuindo
similaridade tanto funcional como estrutural com os tecidos vivos que vise substituir ou
tratar com eficiéncia o tecido epitelial enquanto um novo tecido ¢ formado. Este
biomaterial deve ser biocompativel, minimizando as respostas inflamatdrias (Burke et al.,

1981; Beumer, 1994; Harris, 2009).
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3.5. ESTRUTURA DO TEGUMENTO (PELE)

O tegumento humano, mais conhecido como pele, ¢ formado por camadas distintas, unidas
entre si: a epiderme, a derme, a hipoderme. As suas principais fungdes sao a protecao dos
tecidos subjacentes, a regulacdo da temperatura somatica e ainda contem terminagdes
nervosas sensitivas com fungdes distintas. A pele ¢ constituida de biopolimeros contendo
72% de colageno e 2% de elastina. Além destes compostos da pele, compde a matriz
extracelular os glicosaminoglicanos que sao polianions contendo sulfatos e carbonatos, que
atraem 4gua e cations que ajudam na manutencdo da arquitetura estrutural. Os
glicosaminoglicanos sdao um gel hidrofilico, semifluido que permite a circulagdo de
nutrientes, gases € horménios. A pele ¢ um material complexo e pode ser descrito como
material com propriedades elésticas, viscosas e plasticas. O coldgeno confere resisténcia a
pele e a elastina extensibilidade. As propriedades mecanicas da pele sao determinadas
principalmente pela camada da derme. A tensdo maxima na ruptura vai de 2,5 a 16 MPa

para o tecido epitelial (Bear, 2008; Harris, 2009).

3.5.1. EPIDERME

A epiderme ¢ um epitélio multiestratificado, constituido por varias camadas (estratos) de
células achatadas (epitélio pavimentoso) justapostas. A epiterme pode ser visualizada na
Figura 3.4. A camada de células mais interna, denominada epitélio germinativo, ¢ formada
por células que se multiplicam continuamente; dessa maneira, as novas células geradas
empurram as mais velhas para cima, em dire¢io a superficie do corpo. A medida que
envelhecem, as células epidérmicas tornam-se achatadas, e passam a fabricar e a acumular
dentro de si uma proteina resistente e impermeavel, a queratina. As células mais
superficiais, ao se tornarem repletas de queratina, morrem e passam a constituir um
revestimento resistente ao atrito e altamente impermedvel a 4dgua, denominado camada

queratinizada ou cérnea (Bear, 2008).

A superficie cutanea estd provida de terminagdes nervosas capazes de captar estimulos

térmicos, mecanicos ou dolorosos. Essas terminagdes nervosas ou receptores cutaneos sao
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especializados na recep¢do de estimulos especificos. Alguns podem captar estimulos de
natureza distinta. Porém na epiderme ndo existem vasos sangiiineos. Os nutrientes e
oxigénio chegam a epiderme por difusdo a partir de vasos sangiiineos da derme (Bear,

2008; Harris, 2009).

Nas regides da pele providas de pélo, ocorrem terminagdes nervosas especificas nos
foliculos capilares e outras chamadas terminais ou receptores de Ruffini. As primeiras,
formadas por axdénios que envolvem o foliculo piloso, captam as forgas mecanicas
aplicadas contra o pélo. Os terminais de Ruffini, com sua forma ramificada, sdo receptores

térmicos de calor (Bell et al., 1981; Bear, 2008; Harris, 2009).

Na pele sem pélo e também na que esta coberta por ele, encontram-se ainda trés tipos de

receptores comuns (Bear, 2008):

1. Corpusculos de Paccini: captam principalmente estimulos vibrateis e tateis. S@o
formados por uma fibra nervosa cuja por¢do terminal, amielinica, é envolta por varias
camadas que correspondem a diversas células de sustentacdo. A camada terminal ¢ capaz
de captar a aplicacdo de pressdo, que ¢ transmitida para as outras camadas e enviada aos

centros nervosos correspondentes.

2. Discos de Merkel: para sensibilidade tatil e de pressdo. Uma fibra aferente costuma estar
ramificada com varios discos terminais destas ramificacdes nervosas. Estes discos estdo
englobados em uma célula especializada, cuja superficie distal se fixa as células
epidérmicas por um prolongamento de seu protoplasma. Assim, os movimentos de pressao

e tracdo sobre epiderme desencadeiam o estimulo.
3. Terminacoes nervosas livres: sdo sensiveis aos estimulos mecanicos, térmicos ¢
principalmente aos dolorosos. Sdo formadas por um axonio ramificado envolto por células

de Schwann sendo, por sua vez, ambos envolvidos por uma membrana basal.

Na pele desprovida de pélo encontram-se, ainda, outros receptores especificos:
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4. Corpusculos de Meissner: tateis. Estdo nas saliéncias da pele sem pélos (como nas
partes mais altas das impressdes digitais). Sdo formados por um axdénio mielinico, cujas

ramificagdes terminais se entrelacam com células acessorias.

5. Bulbos terminais de Krause: receptores térmicos de frio. Sao constituidos por uma
fibra nervosa cuja terminagdo possui forma de clava. Situam-se nas regides limitrofes da

pele com as membranas mucosas (por exemplo: ao redor dos labios e dos genitais).

As terminacdes nervosa livres a sensagdo recebida refere-se principalmente a dor. Além das
terminagdoes nervosas, existem nas camadas inferiores da epiderme os melandcitos, células
que produzem melanina, pigmento que determina a coloragao da pele e protegem o nucleo

(Bear, 2008; Harris, 2009).
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FIGURA 3.4. Estrutura do tegumento (pele) (Bear, 2008).

As glandulas anexas — sudoriparas e sebaceas — encontram-se mergulhadas na derme,

embora tenham origem epidérmica. O suor (composto de agua, sais € um pouco de uréia) ¢



41

drenado pelo duto das glandulas sudoriparas, enquanto a secrecdo sebacea (secrecao
gordurosa que lubrifica a epiderme e os pélos) sai pelos poros de onde emergem os pélos. A
transpiragdo ou sudorese tem por fungdo refrescar o corpo quando ha elevagdo da
temperatura ambiental ou quando a temperatura interna do corpo sobe, devido, por

exemplo, a0 aumento da atividade fisica (Bear, 2008).

3.5.2 DERME

A derme esta localizada imediatamente sob a epiderme, ¢ um tecido conjuntivo que contém
fibras protéicas, vasos sangiiineos, terminagdes nervosas, 0rgaos sensoriais e glandulas. As
principais células da derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela produgdo de fibras e de
uma substancia gelatinosa, a substincia amorfa, na qual os elementos dérmicos estdo

mergulhados (Bear, 2008; Harris , 2009).

A epiderme penetra na derme e origina os foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas
sudoriparas. Na derme encontramos ainda: musculo eretor de pélo, fibras elasticas
(elasticidade), fibras colagenas (resisténcia), vasos sanguineos e nervos (Bear, 2008; Harris,

2009).

3.5.3 TECIDO SUBCUTANEO

Sob a pele (epiderme e derme), existe uma camada de tecido conjuntivo frouxo, o tecido
subcutaneo mostrado na Figura 3.5, rico em fibras e em células que armazenam gordura
(células adiposas ou adipdcitos). A camada subcutidnea, denominada hipoderme, atua
como reserva energética, protecao contra choques mecanicos e isolante térmico (Bear,

2008).
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FIGURA 3.5. Estrutura da pele e o tecido subcutaneo (Bear, 2008).

3.6 A CICATRIZACAO

A cicatrizacdo de um ferimento consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares que agem conjuntamente para que ocorra a repavimentacdo ¢ a
reconstituicdo do tecido. Como conseqiiéncia da cicatrizagdo, ocorre a perda tecidual, que
pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou mesmo atingir todo o 6rgdo. A
cicatrizagdo depende de varios fatores locais e gerais, como: localizagdo anatdmica, tipo de

pele, idade (Nitz et al., 2006, Harris, 2009).

Diversas classificagdes didaticas sdo usadas para facilitar o entendimento de um processo
totalmente dindmico e com fases tdo interdependentes como a cicatrizacdo. Aqui
dividiremos o processo em 5 principais fases (Fazio et al., 2000; Mandelbaum et al., 2003,
Nitz et al., 2006):

1. Coagulagdo: inicia-se imediatamente apds o surgimento da ferida. Depende da atividade
plaquetaria e da cascata de coagulagdo. Ocorre uma complexa liberagdo de produtos.
Substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases sao liberadas
e ditam o desencadeamento de outras fases. A formagdo do coagulo serve nao apenas para
captar as bordas da ferida, mas também para cruzar a fibronectina, oferecendo uma matriz
provisodria, em que os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos possam ingressar na

ferida (Mandelbaum et al., 2003, Nitz et al., 2006).
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2. Inflamagao: depende, além de inimeros mediadores quimicos, das células inflamatorias,
como os leucocitos polimorfonucleares (PMN), os macréfagos e os linfocitos. Os PMN
chegam no momento da injuria e sdo responsaveis pela fagocitose das bactérias. O
macréofago € a célula inflamatéria mais importante nessa fase. Fagocita bactérias, desbrida
corpos estranhos e direciona o desenvolvimento do tecido de granulacdo. Os linfécitos nao
tém papel bem definido, porém sabe-se que, com suas linfocinas, tém importante influéncia
sobre os macrofagos. Além das células inflamatdrias e dos mediadores quimicos, esta fase
conta com o importante papel da fibronectina. Sintetizada por uma variedade de células
como fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais, ela adere, simultaneamente a
fibrina, ao colageno e a outros tipos de células, funcionando assim como “cola” para
consolidar o coagulo de fibrina, e as células e os componentes de matriz. Além de formar
essa base para a matriz extracelular, tem propriedades quimiotaticas e promove a
opsonizagdo e a fagocitose de corpos estranhos e bactérias (Fazio et al., 2000; Mandelbaum

etal., 2003, Nitz et al., 20006).

3. Proliferagao: dividida em 3 subfases, ¢ responsavel pelo “fechamento” da lesao.

3.1 — Reepitelizacdo: Faz-se a migragao dos queratindcitos ndo danificados das bordas da
ferida e dos anexos epiteliais. Fatores de crescimento sdo os provaveis responsaveis pelo
aumento das mitoses e hiperplasia do epitélio. Sabe-se que o plano de movimento dos
queratin6citos migrantes ¢ determinado também pelo conteudo de agua no leito da ferida.
3.2 — Fibroplasia e forma¢ao da matriz: extremamente importante na formagao do tecido de
granulacdo, que ¢ uma colecdo de elementos celulares, incluindo fibroblastos, células
inflamatérias e componentes neovasculares e da matriz, como a fibronectina, as
glicosaminoglicanas e o coldgeno. A formagdo do tecido de granulagdo depende do
fibroblasto, que longe de ser apenas produtor de coldgeno, produz também elastina,
fibronectina, glicosaminoglicanase e proteases, estas ultimas responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiolégico (Mandelbaum et al., 2003, Nitz et al., 2006;
Harris, 2009).

3.3 — Angiogénese: essencial para o suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizagdo

(Fazio et al., 2000; Mandelbaum et al., 2003).
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4. Contragdo da ferida: ¢ o movimento centripeto das bordas (Fazio et al., 2000;

Mandelbaum et al., 2003).

5. Remodelamento: ocorre no coldgeno e na matriz. Dura meses e € responsavel pelo
aumento da for¢a de tensdo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema.
Reformulagdo nas fibras de colageno, melhoria nos seus componentes e reabsor¢ao de agua
sd0 eventos que permitem uma conexdao que aumenta a for¢a da cicatriz ¢ diminui sua
espessura. A neovasculatura diminui, e tardiamente a cicatriz ¢ considerada avascular. Uma
cicatriz normal tem aproximadamente 80% da forca de tensdo da pelo normal, ndo ¢
volumosa e ¢ plana (Fazio et al., 2000; Mandelbaum et al., 2003, Nitz et al., 2006; Harris,
2009).



45

CAPITULO 4

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Para o desenvolvimento deste trabalho foram realizadas etapas de caracterizagdo dos
polimeros formadores dos filmes e das filmes produzidos. Os filmes produzidos foram
obtidos com e sem reticulagdo por genipin para aplicagdo potencial como pele artificial e
também foram caracterizados por testes fisicos, quimicos, mecanicos e biologicos.
Procurou-se com estes testes o conhecimento das propriedades dos materiais sintetizados e

a verificagdo da similaridade com as propriedades do tecido epitelial.

Os hidrogéis com um conteudo maior de agua assemelham-se aos tecidos vivos e assim
testes de grau de intumescimento ( grau de expansdo) podem ser usados para a verificagao
da quantidade de dgua nos materiais. Este teste também avalia a reticulacdo de maneira
indireta. Sabe-se que os polimeros reticulados com maior quantidade de agentes
reticulantes apresentam, geralmente, um menor grau de expansdo, em relagdo aos
sintetizados com menor quantidade de agente reticulante e preparados a partir de solugdes
poliméricas menos concentradas. Assim, pode-se verificar indiretamente a reticulacao pela

expansao dos materiais (Oliveira, 2002; Harris, 2009).

Os testes por espectroscopia de infravermelho sdo utilizados para a verificagdo dos grupos
funcionais existentes nos materiais. Através deste teste verificou-se o grau de desacetilacao
da quitosana e as reagdes e interacdes envolvidas entre os polimeros e o reticulante genipin

(Mi et al., 2000; Lima, 2005).

Testes mecanicos foram realizados para verificar tensdo maxima na ruptura, modulo de
elasticidade e tenacidade dos materiais. Estes foram comparados com as propriedades
mecanicas da pele, com a finalidade de verificar sua viabilidade para uso como tecido

epitelial artificial.
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Os testes que verificam a biocompatilidade dos filmes produzidos sdo os testes bioldgicos
de viabilidade de células VERO (células fibroblasticas de rim de Macaco Verde Africano)
in vitro por MTT ¢ o teste de adesdo celular das células VERO. Estes testes sdo aceitos
como primeiro passo verificar a citotoxicidade de um material. Assim, utilizou-se estes
procedimentos experimentais para a preparagdo de biomateriais e para analisa-los
qualitativa e quantitativa. Observou-se entdo as propriedades de interesse dos filmes
poliméricos reticulados e ndo reticulados com genipin para potencial aplicagdo em pele

artificial.

Infravermelho por
Quitosana transformada de
Fourier (FTIR)

Caracterizacio

da matéria prima

Infravermelho por
PVA transformada de
ﬂ Fourier (FTIR)
Sintese
dos filmes
ﬂ FTIR
Fisica Ensaio mecanico
Intumescimento
Angulo de contato
Caracterizacao
dos filmes
(" Viabilidade celular-
Bioldgica VERO
n Adesdo das células
vitro VERO
N\

FIGURA 4.1. Fluxograma das etapas do trabalho.
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4.2 MATERIAIS

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analitico (P.A.) e agua Milli-Q foi
utilizada em todas as solugdes com resistividade minima de (18,0MQ. cm) a 25°C.
Quitosana em po6 (Cat.#419419, Sigma-Aldrich Chemical, Milwaukee, Wisconsin, USA,
massa molar (MM) = 161.000g/mol, Grau de desacetilagdo (GD) =75,6%, viscosidade =
1406¢cP —1,0% em 1% de acido acético). Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) PVA
(GH=80% e massa molar(MM) de 9.000 a 10.000g/mol, Sigma-Aldrich, Cat.#360627).
Genipin (ou nome da IUPAC: Metil-2-hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclonona-4,8-
dieno-5-carboxilato, Ge, pureza > 98% analisado em cromatografia liquida de alta
performance (HPLC-Hight Performance Liquid Chromatography), Challenge Bioproducts,
Taiwan) foi o agente reticulante quimico. Acido acético (CH;COOH - Cat.#49199, Sigma-
Aldrich).

4.2.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS PRIMAS

As matérias primas, quitosana ¢ PVA, foram caracterizadas do ponto de vista fisico-
quimico através das técnicas de analise Espectroscopica na regido do Infravermelho usando
os modos de transmitancia e absorbancia por espectroscopia de infravermelho (FTIR —

Fourier Transform Infrared Spectroscopy).

A avaliacdo através de FTIR foi realizada em pastilha prensada do p6 conforme fornecido
misturado com KBr (1%, em peso de polimero em relagdo ao KBr) empregando a técnica
de reflectancia difusa. Foi utilizado equipamento Spectrum 100, da Perkim Elmer, sendo
feitas 32 varreduras entre 400 ¢ 4000cm™, com resolucio de 4cm’™ e intervalos de 2em™.

A determinacdo do grau de desacetilagdo da quitosana foi realizada através de FTIR. A
partir das intensidades das bandas de infravermelho nas freqiiéncias 1655 e 3450 cm™ (al e
02 na Equagdo 1, respectivamente), foi calculado o grau de desacetilacio médio deste

polimero.
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A equagdo (1) ¢ usada com a intensidade da absor¢ao do espectro de infravermelho para

obter o grau de desacetilagao.
ol
GD =|97,67—-| —
[ ’ (0‘2 ﬂ (M

Onde o, e a, representam a absor¢do no espectro de infravermelho em 1655 e 3450 cm’™

respectivamente, representam do espectro da quitosana (Lima, 2005).

4.3 PREPARACAO DOS FILMES DE HIDROGEL POR EVAPORACAO DE
SOLVENTE

Uma solucdo de 1,0% (em massa) de quitosana foi preparada pela dissolucdo de 2,5g em
250mL de solugao de CH;COOH 2% (em massa). Para a solubilizagdo e homogeneizagao,

a solugdo foi agitada magneticamente por um periodo 48h.

A solucao de PVA foi preparada pela dissolucao de 5,0g de p6 do polimero em 100mL de
agua Milli-Q, sob agitagdo magnética a temperatura de (70+2)°C, por 2 horas. Apds a
solugdo ter sido resfriada a temperatura ambiente o pH foi corrigido para (2,00+0,05) com

HCI 1,0(mol/L) (Sigma).

Diferentes propor¢des da solugdo de PVA foram adicionadas a solucao de Quitosana (Qui)
para obter as razdes em massa de PVA/Qui de (0:1), (1:3), (1:1), (3:1) e (1:0) em pH
(4,0+0,05), ajustado pela adicao de NaOH 0,5(mol/L) (MERCK, Cat# 106498). Apos a
homogeneizacdo (5 minutos), o agente reticulante foi adicionado lentamente sob agitagdo
constante. A concentracao final de genipin na solucdo precursora foi de 0,5% e 1% em
relacdo a massa total de polimero. Posteriormente as solugdes foram vertidas em placas
plésticas e a secagem inicial se deu a temperatura ambiente por 48h. Na etapa final a

secagem foi realizada em estufa a (40+2)°C por 24h.
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As amostras de PVA/Qui quimicamente reticuladas foram identificadas por PVA/Qui/Ge
(X:Y:Z) onde X corresponde ao teor de PVA, Y ao teor de quitosana e Z ao genipin em

porcentagem de massa de polimero (p%).

A tabela 4.1 com as membranas, em diversas concentragdes dos polimero e de reticulante,

produzidos ¢ apresentada.

TABELA 4.1 Filmes Produzidos.

Identificagdo PVA Quitosana (Qui) Genipin(Ge)
(0:1:0) 0% 100% 0%
(3:1:0) 75% 25% 0%
(1:1:0) 50% 50% 0%
(1:3:0) 25% 75% 0%
(1:0:0) 100% 0% 0%

(0:1:0,5) 0% 100% 0,5%
(3:1:0,5) 75% 25% 0,5%
(1:1:0,5) 50% 50% 0,5%
(1:3:0,5) 25% 75% 0,5%
(1:0:0,5) 100% 0% 0,5%
(0:1:1) 0% 100% 1%
(3:1:1) 75% 25% 1%
(1:1:1) 50% 50% 1%
(1:3:1) 25% 75% 1%
(1:0:1) 100% 0% 1%
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4.3.1 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE HIDROGEL

4.3.1.1 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA

As analises qualitativa e dimensional foram executadas através de observagdes visuais
levando-se em conta a solubilidade, miscibilidade e segregacao de fase nas blendas além de
se verificar a espessura dos filmes que foi obtida com um micrémetro Mitotoyo (£10um).

Técnicas de FTIR foram utilizadas para avaliagdo da presenca de grupos quimicos dos
filmes. Os espectros de FTIR foram obtidos pelo modo ATR (reflexdo total atenuada) na
faixa de nimero de onda de 4000 a 650cm™ durante 64 varreduras, com resolucdo de 2cm’™
(Paragon 1000, Perkin-Elmer, USA). Os espectros de FTIR foram normalizados e as
bandas de vibracao foram associadas aos principais grupos quimicos. Para a avaliagdo os

filmes foram recortados e secos em estufa a (40+5)°C.

4.3.1.2 COMPORTAMENTO MECANICO

O ensaio de tragdo foi realizado para avaliar o comportamento mecénico (tensdo maxima de
tracdo (o), deformacao especifica (DE), modulo de elasticidade(E) e tenacidade (T) dos
filmes obtidos e foi executado em equipamento EMIC DL 3000, utilizando uma célula de
carga de 50N, velocidade de ensaio de Smm/min e corpos de prova na forma de tira com
razdo minima de 8 entre a largura e a espessura. Foram obtidos valores médios de seis
amostras conforme ASTM D882/02, temperatura de ensaio de (21£2)°C ¢ umidade relativa
de (5248)%. As amostras ensaiadas foram previamente inspecionadas e qualquer
descontinuidade tal como bolha de ar, furos ou segregacdo com dimensao superior a 5% da
area foram rejeitadas. Na analise estatistica dos resultados obtidos no ensaio mecanico foi
realizada através das médias e desvios padrdes dos grupos de medidas, pela analise
estatistica ANOVA. As decisdes estatisticas foram tomadas ao nivel de significancia de

0,05 (95%) (ASTM D882/02).
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4.3.1.3 GRAU DE INTUMESCIMENTO

O grau de intumescimento foi obtido com solugdo de fosfato tampao (PBS) e foi preparado
a temperatura de (36+1)°C. O PBS foi obtido dissolvendo reagentes em grau analitico
formando ions constantes da tabela 4.2 em 4gua deionizada e tamponado com tampao TRIS
e HCI para obter o pH de (7,40+0,05). A tabela 4.2 apresenta as proporgdes para obter as
concentragdes idnicas do PBS em mmol/L e a comparagdo entre o PBS, o plasma
sanguineo, o tampao TRIS e fluido corporal simulado (SBF — Simulated Body Fluid) ou
solugdo de Kokubo que tem concentracdo iOnica proxima da concentragdo do plasma

sanguineo humano. Todas as solucdes da tabela 4.2 tem pH no valor aproximado de 7.4.

TABELA 4.2. Concentracao ionica das solu¢des de PBS, SBF,
Plasma Sanguineo e TRIS

fon PBS | SBF | Plasma Sanguineo | Tampao TRIS
Na | 347,0 | 142,0 142,0 0
K 1110 50 5,0 0
Mg | 0 | L5 15 0
ca 1360 25 2,5 0
cl |231,0) 147.8 103,0 45,0
HCO | 00 | 42 27,0 0
HPO42_ 150 | 1,0 1,0 0
so” | o | o5 0,5 0

Para a determinagdo do grau de intumescimento (GI) as amostras em triplicatas foram secas
em estufa a 40°C ¢ pesadas apds a estabilizagdo da massa. Apds a pesagem as amostras
foram colocadas em recipientes com PBS obedecendo a relacdo entre a area superficial e o

volume de solugdo de 0,lcm™.
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o
As amostras foram mantidas a (37+1) C em banho-maria. Ap6s o periodo de tempo as
amostras foram retiradas do recipiente e pesadas. A fim de retirar o excesso de fluido as

amostras foram colocadas rapidamente (< 20s) sobre papel filtro e entdo pesadas em

(3]
balanca analitica. Ap6s a pesagem as amostras foram secas novamente em estufa a 40 C até

atingir a estabilizacdo do peso. O GI foi obtido conforme a Equagao 2.

MS

S

onde M; ¢ a massa intumescida ¢ Mg a massa da amostra apds a secagem final. Cada
experimento foi repetido trés vezes e o valor médio foi usado para validar os resultados
(n=3). Para avaliar a influéncia do agente reticulante no grau de intumescimento foi usado

ANOVA de fator unico com nivel de significancia de 95%.
4.3.1.4 ANGULO DE CONTATO

A avaliagdo da evolucdo do angulo de contato com o teor de quitosana na blenda foi
adaptada de Mansur (2007) e feita entre a superficie do filme e a agua deionizada
(18MQ.cm). A medicao do angulo foi realizada utilizando o software IMAGEJ® 2006, a
partir do tratamento da imagem digitalizada da gota (volume=50uL) depositada sobre a
superficie do hidrogel com microseringa. Todas as fotos foram realizadas dentro do tempo
maximo de 1 minuto usando uma camera digital Sony® Cyber-Shot. As medi¢des foram
conduzidas em condi¢gdes constantes de (54+2)% de umidade relativa e temperatura
ambiente de (24+3)°C. Foi utilizado como resultado a média de seis tratamentos

independentes (n=6).

A analise estatistica de todos os resultados obtidos das propriedades mecanicas e fisicas foi
realizada usando o software Microcal Origin® 7.0. Cada resultado foi registrado como

média e desvio padrio considerando o numero de replicatas caracteristico de cada
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experimento. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo método ANOVA com nivel

de significancia de 95%.

4.3.1.5 VIABILIDADE DE CELULAS VERO IN VITRO POR MTT

No caso de dispositivos que ficardo em contato com a pele, como ¢ a membrana (filmes)
em estudo, a norma ISO 10993 contém um guia para avaliagdo de testes iniciais de
biocompatibilidade. Nesta norma, para a sele¢ao apropriada dos testes iniciais de avaliagao
para cada material e seu tempo de contato, ¢ apresentada uma tabela de orientagdo. A tabela
de orientagdo recomenda o ensaio in vitro de citotoxicidade. A técnica utilizada neste
trabalho com a finalidade de determinar a porcentagem da viabilidade celular ¢ o MTT.
Este teste realiza ensaios quantitativos para determinar a interrupcdo de uma fungdo
bioquimica critica presente no ambiente biologico estudado. Este ensaio quantifica a
atividade mitocondrial medindo-se a formagao de cristais de formazana, produto formado
pela redugdo de tetrazolio MTT, utilizando,neste estudo, as células VERO. A redugdo de
MTT ocorre principalmente na mitocondria através da agdo da succinato desidrogenase

fornecendo entdo uma medida de fun¢do mitocondrial (ISO10993).

Este teste permite que seja mensurado o metabolismo celular perante a adigdo do MTT,
uma vez que células viaveis absorvem o tetrazolio de metiltiazol e o metabolizam na
mitocondria utilizando enzimas ativas, onde se acumulam sob a forma de cristais de
tetrazolio ou formazana; sendo assim quanto maior o valor da leitura no espectrofotometro,
maior ¢ a taxa metabolica, podendo diferenciar células viaveis de ndo viaveis.

A leitura da absorbancia dos cristais de formazana, sdo diretamente proporcionais a

quantidade de células vidveis e foram realizados em 595 nm.

A viabilidade celular foi entdo analisada através da redug¢do do brometo de 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Cat# M2128, Sigma), usando
monocamadas de células VERO (ATCC CCL-81 - células fibroblasticas de rim de Macaco
Verde Africano) crescidas em placas de poliestireno de 96 pogos tratada para cultura de

células (TPP, 92096). As células foram incubadas a (37+1)°C em atmosfera umida
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contendo 5% de CO,. Ap6s 24h de incubag@o o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se
a cada pogo MTT diluido em meio minimo de Eagle (Minimum Eagle Medium - MEM),
incubando-se as células a (37+1)°C por 4h. Posteriormente, foi adicionada solugdo Dodecil
Sufato de Sodio (SDS) SDS10%/ HC1 0,04 N e as placas foram re-incubadas por mais 14 a
16h e, 200uL foi transferido para uma placa de 96 pocos onde foi lida a absorbancia em
595 nm usando um leitor de microplacas Asys Expert Plus. Para a analise todos os dados
foram expressos como média = desvio padrdo de 4 replicatas (n=4). Os dados foram
analisados no programa PRISM (version 4.00), sendo utilizado ANOVA seguido de pos-
testes de comparagdo multipla Dunnett e Neuman Keuls com nivel de significancia de 95%

(ASTM F813-01).

A correlacdo direta entre as medidas de densidade Optica € assegurada porque em todos os
casos, as amostras tém o mesmo tamanho e a area livre para a adesdo das células em

superficies boas ¢ sempre a mesma.

4.3.1.6 ADESAO DE CELULAS VERO

A morfologia da adesdo e proliferacao celular foi avaliada por MEV apds o tempo de
cultura de 24h. Para a microscopia eletronica as amostras foram fixadas com Glutaraldeido
2% por 16h. Apos a lavagem com PBS para remover o glutaraldeido residual, as células
semeadas sobre os filmes de PVA/Qui reticulados e nao reticulados foram desidratadas em
uma série gradual de enxagiies em etanol aquoso (10-100% em incrementos de 10%) por
20 minutos cada, antes de serem secos em reator com fluxo de nitrogénio por 4h e mantidos
em dessecador a vacuo por 12h. Apds a secagem atingir o ponto critico as amostras foram
cobertas com uma camada ultrafina de ouro e observadas em microscopio eletronico de

varredura (JSM 6360LV, JEOL/Noram).
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS: QUITOSANA E PVA
5.1.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

As formulas estruturais estdo mostradas na Figura 5.1 da (a) quitosana, (b) genipin e (c)
PVA. E possivel observar as estruturas dos copolimeros (polimero formado de meros ou
unidades diferentes) de PVA e quitosana. Tanto a quitosana quanto PV A, utilizados neste

trabalho, possuem unidades com e sem acetatos.
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FIGURA 5.1 — Férmulas estruturais de (a) quitosana, (b)genipin e (c) PVA.
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O espectro de infravermelho obtido a partir da quitosana em forma de p6 80% desacetilada
esta mostrado na Figura 5.2. Nesta curva, as intensidades das absor¢des apresentadas com
picos em 1321 cm™ que corresponde & amina priméria, em 1260 cm™ correspondente &
amina secundaria, em 1379 cm” que & relacionada a amina tercidria. As principais
vibragdes relacionada a quitosana estdo apresentadas no espectro de infravermelho da
Figura 5.2. Os detalhes sobre os principais grupamentos verificados por este método,
podem ser analisados na Tabela 5.1. As vibragcdes relacionadas a ligacdo C-H
correspondentes A estrutura sacaridea em 1154 cm™ ¢ 896 cm™ sdo também verificadas
neste espectro. Observam-se, ainda, absorg¢des entre 1100 e 1500 cm’. Elas sdo muito
discutidas pela literatura e representam o estiramento C-N presente no carbono 2 do anel

glicopiranosideo (Mi et al., 2000; Lima, 2005).

A partir das intensidades das bandas de infravermelho da quitosana em pd, nas freqiiéncias
1655 ¢ 3450 cm’, correspondem respectivamente a a1 e a2 na Equacdo (1), foi calculado o
grau de desacetilacdo médio deste polimero sendo obtido o valor de (80+4)%, pelo método
de espectroscopia de infravermelho proposto por Lima (2005). Este resultado apresenta-se
relativamente similar ao fornecido pelo fabricante que ¢ o grau de desacetilacdo de 76%.
Existem vérias técnicas recomendadas para verificar o grau de desacetilagdo. Entre essas
técnicas sdo, por exemplo, titulometria, potenciometria, espectroscopia de infravermelho e
ressondncia magnética nuclear. Entretanto a espectroscopia de infravermelho tem sido a
técnica mais aceita. E muito importante verificar o grau de desacetilagio, pois ele exerce
influéncia determinante no comportamento fisico-quimico, mecanico e até¢ bioldgico do
polimero. A relag@o existente entre o nimero de grupos glicosamina e N-acetilglicosamina
presentes na quitosana controlam, entre outras coisas, o grau de reticulagdo. Independente
da massa molar, quanto mais grupos aminas disponiveis maior serda a possibilidade de
formacao de ligacdes cruzadas no material. O GD afeta as interagdes hidrofobicas e
hidrofilicas, pois dele dependem o nimero de grupos amino disponiveis para as reacdes de
reticulagdo e interagdes inter e intra moleculares com agua e outras substancias (Gupta,
2007). A quitosana com alto GD (75%) ¢ hidrofilica em comparagdo com quitosana de
baixo GD (48%). Esta caracteristica pode ser modulada também através de reacdes com

agentes reticulantes nos grupamentos quimicos referentes as aminas. Maiores graus de
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desacetilagdo influenciam a interagdo com moléculas de agua, aumentam assim a
hidrofilicidade, e a solubilidade em solu¢des aquosas acidas ¢ facilitada. Maiores valores de
GD também favorecem o maior indice de intumescimento e de difusdo. O grau de
desacetilagdo também afetam outras caracteristicas. Com graus de desacetilagdo acima de
50% verifica-se propriedades bacteriostaticas contato-dependente, adesdo, espalhamento e
proliferacdo celular, principalmente em quantidades de massas molares superiores a
3,1){105 g/mol, embora a dependéncia sobre a massa molar seja menor (Sano, 2002; Hsu,

2004; Wenling, 2005; Sarasam, 2008).
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FIGURA 5.2 - Espectro de FTIR de quitosana em p6 no modo absorbancia com grau de

desacetilagdo calculado em 80%.
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TABELA 5.1 . Os principais grupos funcionais envolvidos nas transigdes vibracionais no

infravermelho da quitosana encontradas no espectro da Figura 5.2.

Numeros indicados no espectro de FTIR da Grupos funcionais envolvidos nas
quitosana transi¢des vibracionais
| Amina, hidroxila
11 alcano
111 carbonila
I\ Amina
\Y Amina terciaria
VI Amina primaria
VII Estrutura sacaridea
VIII Estrutura sacaridea

O espectro de infravermelho da Figura 5.3 feita para o polimero PVA com GH de 80% ¢
ostrado juntamente com a tabela 5.2 que mostra os principais grupos funcionais envolvidos
nas transi¢des vibracionais para o PVA utilizado na producdo dos filmes. Os nimeros
indicados por I, II, III, IV, V, VI no espectro sdo relacionados aos grupos funcionais na
tabela 5.4. Podem ser verificados no espectro os grupos quimicos como hidroxilas e grupos
acetatos que sdao de extrema importancia no comportamento desse polimero. A presenca de
uma quantidade adequada de grupos acetato aumenta a solubilidade em agua, a frio (Finch,
1973). O PVA 80% hidrolisado, como o utilizado neste trabalho, possui maior solubilidade
em agua que o 100% hidrolisado. Este comportamento ¢ explicado porque o PVA
totalmente hidrolisado requer temperaturas elevadas para solubilizar em agua. O efeito da
temperatura na solubilidade esta associado a quebra das ligagdes de hidrogénio intra e inter-
moleculares. Com o aumento da temperatura, as ligagdes de hidrogénio sdo rompidas
diminuindo as forgas intra e inter-moleculares e, com isso, a solubilidade aumenta. O PVA
completamente hidrolisado, possui elevado nimero de hidroxilas que leva a formacao de
ligagdes de hidrogénio fortes entre grupos hidroxilas intra- e intermoleculares, reduzindo
sua solubilizacdo em agua. Isto explica porque o PVA completamente hidrolisado ¢
insoliivel a frio. Por outro lado, os grupos acetato residuais no PVA parcialmente

hidrolisado sdo essencialmente hidréfobos e enfraquecem as ligacdes intra e inter-
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moleculares dos grupos hidroxila vizinhos. Assim, podem ser produzidos materiais soluveis
em meio aquoso controlando essas interagcdes na molécula e isto ¢ importante em varias

aplicacdes biomédicas (Aranha, 2001).

O espectro de infravermelho do PV A e a tabela com as principais bandas estao apresentadas

na Figura 5.3 e tabela 5.4.
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FIGURA 5.3 - Espectro de FTIR de PVA com grau de hidrolise de 80%.

TABELA 5.2. Com as principais grupos funcionais do PVA representados no espectro da

Figura 5.3.
Numeros indicados no espectro de Grupos funcionais envolvidos nas
infravermelho de PVA transi¢des vibracionais
I hidroxila
11 alcano
111 acetato
v alcano
\ acetato
VI acetato
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5.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE HIDROGEL

5.2.1 AVALIACAO QUALITATIVA

Neste estudo, genipin, um reagente reticulante natural e ndo toéxico, foi usado como
reticulante da quitosana. Os filmes de 25-75um espessura e uniformes foram observados,
considerando a solubilidade, miscibilidade e segregacdo de fases quando blendas PVA/Qui,
em diferentes propor¢des dos polimeros foram visualmente inspecionadas. Em geral,
filmes muito uniformes foram obtidos. Os filmes de PVA puro foram opticamente
transparentes a luz visivel. Os filmes de quitosana pura foram amarelados e quando o
genipin reagiu reticulando eles se tornaram coloridos. Além disso, a intensidade da cor
mudou, como ¢ possivel visualizar nas Figuras 5.4 e 5.5, sendo verificado que a cor
depende da concentragdo de genipin. Assim, a reacdo entre genipin e as misturas de
PVA/Qui foram monitoradas qualitativamente detectando as mudangas Opticas das
misturas. A cor foi intensificada com o aumento da concentragcdo de genipin (reticulante).
As Figura 5.4 e 5.5 apresentam fotografias de amostras produzidas de redes poliméricas,
que sdo, PVA puro (a), quitosana pura (b) e blendas reticuladas com genipin (c, d, e, f, g, h,

i).



FIGURA 5.4 — Imagem de amostras de filmes polimeros e blendas. (a) PVA (1:0:0);
(b) quitosana (0:1:0); (c) PVA/Qui/Ge (0:1:0,5); (d) PVA/Qui/Ge (0:1:1); (e) PVA/Qui/Ge
(1:1:0,5) e (f) PVA/qui/Ge (1:1:1) fundo branco.



FIGURA 5.5 — Imagem de amostras de filmes polimeros e blendas. (g) PVA (3:1:0);
(h) quiitosana (3:1:0,5); (i) PVA/Qui/Ge (3:1:1) fundo branco.
TABELA 5.6 — Avaliagdo visual das blendas
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PVA/Qui/Ge Observacoes
(1:0:0) Transparente, flexivel
(0:1:0) Transparente e amarelado

Transparente, coloragao
(0:1:0,5) clara
uniforme

Coloragdo intensa e

(0:1:1) uniforme
(1:1:0,5) Coloragdo clara e
o homogenea
(1:1:1) Coloragdo escura e
o homogéneo
(3:1:0) Transparente e flexivel
. Transparente e coloragao
(3:1:0,5) clara
(:1:1) Coloragdo escura e

homogéneo

A coloracdo nas substancias orgéanicas ¢ atribuida a liga¢des insaturadas (duplas). Em
moléculas orgénicas, geralmente € a conjugacgdo de ligagdes duplas e simples que gera a cor
nestas substincias. E exatamente a estrutura quimica da molécula que determina a cor de
um composto. Estas ligacdes geram fendmenos que ajudam na formagdo da cor, como a
absor¢do em certos comprimentos de onda da luz branca, podendo levar a ocorréncia de
reflexdo de uma parte da luz em outros comprimentos de onda, por exemplo (Guaratini e

Zanoni, 2000; Duff, 2001).

A absor¢do em comprimento de onda maior que 185 nm ¢ limitado a um numero de grupos
funcionais chamados de cromoéforos, que contém elétrons de valéncia com energia de
excitagdo relativamente baixas. Ocorre que muitos compostos organicos ao reagirem com o
foton, tem como resultado a excitagdo eletronica. Assim, os elétrons ndo compartilhados

(ndo-ligante) ou elétrons compartilhados, entre dois atomos (ligantes), em um orbital w sdo
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excitados para um orbital 7*(antiligante) de maior energia . Ambas as transi¢des requerem a
presenca de um grupo funcional insaturado para fornecer os orbitais m. As energias
necessarias para esses processos situam-se na regido espectral de 200 a 700nm (Guaratini e

Zanoni, 2000; Duff, 2001; Skoog, 2002).

As reacdes que levam compostos de genipin formados por reagdo com grupos amina a
apresentarem mudanca de coloragdo foram estudados por Toyuama (1994). Para entender a
formacdo desses compostos sdo apresentadas etapas para a formagdo dos corantes. O
genipin depois de atacado pelo reagente nucledfilo, por exemplo uma amina, forma os

intermediarios 1 e 2 (Figura 5.6) (Toyuama, 1994).

COOCH, COOCH,
H
. Q Ny
N ' oA N
Lo
HOH, C HOH, C
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COOCH, COOCH,

|
.
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»
e

4 C H.C

Intermediario 2

FIGURA 5. 6 — Intermediarios formados na reacdo de genipin com grupamentos amina.
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De acordo com Toyuama (1994) e Mi e Sung (2000), o intermedidrio 1 reage com o
intermedidrio 2 e forma um dimero, podendo formar oligdbmeros. A oxidagdo deste
composto faz com que o corante na forma de dimero e oligdbmeros passe de uma cor
marrom avermelhada para tons de azul e violeta. Forma-se polimeros com uma cor
diferente do reagente inicial (marrom avermelhado), a partir da polimerizagao induzida por
radicais oxigénio destes oligdmeros de acordo com Toyuama (1994). A reagdo de
polimeriza¢do nao foi proposta pelos autores, que apresentaram apenas os oligdmeros de
genipin (pigmentos marrom antes de oxidar). Estas reagdes de compostos organicos com
oxigénio sdo estudadas e relatadas na literatura. Em seu estado fundamental a molécula de
oxigénio (de mais baixa energia) apresenta dois elétrons desemparelhados nos seus orbitais
moleculares de mais alta energia. A molécula de radical oxigénio, por sua vez, apresenta
dois elétrons emparalhados que podem estar num mesmo orbital ou em orbitais diferentes.
Trata-se de uma molécula extremamente reativa que pode ser gerada de forma indireta pela
transferéncia de energia por luz visivel ou ultravioleta. Os radicais oxigénio podem reagir
com hidrogénios, por exemplo, e formar perdxidos. Os perdxidos podem reagir com
hidroxilas podendo levar a polimerizagdo dos compostos organicos, gerando moléculas
maiores, com maior nimero de unidades monoméricas (Greenwood et al., 1998; Steudel,
1998; Binde, 1999; Breuer, 2000; Puzari, 2000; Lane, 2003; Wiberg, 2007; MacPherson,
2008).

Durante as reagdes com oxigénio, ¢ observado o fato de os hidrocarbonetos saturados
serem menos reativos aos agentes oxidantes, o mesmo ndo acontece com OS
hidrocarbonetos nao saturados, isto é, os alquenos ¢ os alquinos, os quais sao oxidados por
esses reagentes. Estes agentes também reagem com alcoois primarios e secundarios, bem
como aldeidos. O fato dos compostos com alcoois serem facilmente oxidados, enquanto o
alcanos ndo o sdao, mostra que a presenca de oxigénio na molécula a torna suceptivel de

passar a um estado mais oxidado ( Fieser, 1967; Greenwood et al., 1998).
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5.2.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO
DO INFRAVERMELHO

Nos espectros apresentados na Figura 5.7, a absor¢do da banda em 1650 cm™ associadas
com o aumento do grupo amida da curva (a) a curva (c) ao aumentar o teor de ligagcdes
cruzadas. A banda em 1060 cm™ é um resultado do estiramento de C-O e da banda em 1406
cm’ resultado estiramento do anel da molécula de genipin (C = C). A vibragdo na faixa de
1540 cm™ a 1560 cm™ ¢ devida aos grupos amina protonados e ao grupo 4cido carboxilico
da molécula de acido acético. O estiramento do anel da amina heterociclica aparece em
1340 cm™ e ocorre com aumento de absor¢do, para maiores concentragdes de genipin ( Mi
et al., 2000; Liu, 2004; Lima, 2005; Elizondo, 2009) O perfil tipico de polissacarideo ¢é
mantido em 1150 cm’', caracteristica de estiramento C-O-C. O estiramento do anel da
amina heterociclica aparece em 1340 cm™ e ocorre com aumento de absor¢do, para maiores
concentragcdes de genipin (Butler et al., 2003; Costa et al., 2008). O perfil tipico de
polissacarideo é mantido em 1150 cm™, caracteristica de estiramento C-O-C. A Figura 5.7
mostra que com o aumento de genipin dos espectros (a) para (c), ocorre mudangas na
transmitancia e conseqiientemente na absorbancia das amostras.com aumento de genipin as
reacdes ocorrem em maiores propor¢oes , o que pode ser comprovado pelas Figuras 5.8 e
5.9 normalizadas pela banda 1450cm™ do & CH, de acordo com o trabalho de Beppu e
colaboradores ( Beppu et al., 1999; Liu, 2004; Lima, 2005; Elizondo, 2009).
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FIGURA 5. 7- Intensidade das bandas dos filmes de quitosana; (a) --- filme de quitosana
sem reticulante, (b) — filme 0,5% de genipin com quitosan e (c)..... filme 1% de genipin

com quitosana.

A Figura 5.8 mostra o aumento na intensidade da absorbancia associada aos modos
vibracionais das amidas em 1650 cm™ e a Figura 5.9 o0 aumento das aminas terciarias, com
aumento de agente reticulante. As absorbancias foram normalizadas em relagdo a banda em
1450cm™ associada ao grupo C-H (Beppu et al., 1999). Estes resultados mostram que as
reagoes de reticulacdo estdo ocorrendo. Tanto na formagao de amidas, produzidas da reacao
do Ester do genipin com amina da quitosana. Também estdo ocorrendo a formagdo de
aminas terciarias no anel heterociclico Estes resultados estao de acordo com as reacdes da

Figura 5.10 encontradas na literatura (Butler et al., 2003).
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FIGURA 5.8- Intensidade da absorbancia associada aos modos vibracionais das amidas
formadas pela reacao de genipin com quitosana para diferentes concentracdes de genipin

nos filmes.
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FIGURA 5.9 - Intensidade da absorbancia associada aos modos vibracionais das aminas
formadas pela reacao de genipin com quitosana para diferentes concentragdes de genipin

nos filmes.

Levando em consideragdo estes resultados e a investigagdo dos mecanismos de reacao

em meio acido feitas por Butler e colaboradores (2003) a sintese de quitosana reticulada
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por genipin pode ser representada conforme mostrado na Figura 5.10 onde as bandas
aminas do polimero reagem com o genipin formando amidas. Também ¢ formado uma
amina terciaria no anel. Na Figura 5.10 a amida formada ¢ indicada pelo nimero romano

I e amina terciaria formada ¢ indicada pelo namero .
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Figura 5.10 -Reagdes de grupos aminas de polimeros como quitosana com genipin.

Além do estudo dos filmes de quitosana reticulados e sem reticulagao, foram realizados os

estudos das blendas e também do PVA reagido com genipin. Na Figura 5.11 com a mistura
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dos polimeros é possivel observar a banda em 1250 cm™ a deformacio do NHj',
estiramento do CO e deformacdo do OH ocorrida devido a mistura dos polimeros
(Elizondo, 2009). Este pico em 1250 cm™ é praticamente ausente na quitosana pura. O pico
largo em 3290cm™ é devido a hidroxila. Esta banda ¢ importante porque indica a
possibilidade de formacdo de ligacdo de hidrogénio nas amostras. As ligacdes de
hidrogénio podem aumentar a resisténcia do material e diminuem a solubilidade em agua

(Elizondo, 2009).
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FIGURA 5.11. Blendas de quitosana e PVA sem reticulagdo PVA/Qui/Ge (a) PVA/Qui/Ge
(0:1:0); (b) PVA/Qui/Ge (1:3:0); (c) PVA/Qui/Ge (1:1:0); (d) PVA/Qui/Ge (3:1:0) and (e)
PVA (1:0:0).

Na figura 5.12 em 1720cm™ é possivel verificar a diminui¢do consideravel desta banda na
blenda reticulada com 1% de genipin representada por (c) no espectro. Esta banda ¢
referente ao acetato do PVA. A banda relacionada ao acetato em 1260 cm™ diminui

também na blenda com 1% de reticulagao.
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FIGURA 5.12. Blendas de quitosana e PVA com reticulagdo PVA/Qui/Ge.(a)75% PVA
25%QUI 0%genipin. (b) 75% PVA 25%QUI 0,5%genipin.(c) 75% PVA 25%QUI

1%genipin

As bandas relacionadas as amidas aumentam, indicando a formagdo de amidas entre
genipin e quitosana, produzindo uma reagao que resultaria no aumento das bandas em 1650
cm™ como mostrado na Figura 5.13. Na figura 5.14 verifica-se a diminui¢do da intensidade
das aminas primadrias relacionadas as aminas da quitosana na blenda que foram consumidas
na reagdo com genipin. As absorbancias também foram normalizadas em relagdo a banda
em 1450cm™ associada ao grupo C-H (Beppu et al., 1999). Mas verifica-se grande redugio
da banda dos acetatos. Para a reducdo do acetato existe a possibilidade de diferentes
reagdes estarem ocorrendo em proporgdes diversas. Entre as reagdes possiveis, pode
ocorrer entre genipin ¢ PVA a reacdo de transesterificagdo. As reagdes entre polimeros e
agentes reticulante, dependem entre outros fatores da eficiéncia do agente reticulante e do

tamanho da cadeia do polimero. Pode estar ocorrendo também a hidrédlise dcida do PVA
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com a conseqiiente diminui¢do dos grupos acetatos no polimero, pois durante a preparacao
dos filmes o PH das solugdes de polimero sao ajustadas para 4. Além disso, pode estar
ocorrendo entre o PVA e a quitosana a reacdo de formacao de amida, a partir da carboxila

do PVA ¢ a amina primaria da quitosana (Solomons, 2001; Gil et al., 2005).

0,25
0,24
0,23
0,22
0,21

0,2
0,19 +
0,18 T
0,17
0,16

Amida (1650 cm?)

0 0,5 1

Concentragdo de genipin (%)

FIGURA 5.13 - - Intensidade da absorbancia associada aos modos vibracionais das
amidas formadas pela reacdo de genipin com quitosana nas blendas com 75% PVA 25 %
quitosana, para diferentes concentragdes de genipin nos filmes e normalizadas pela banda

1450 cm™ (8 CH,).
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FIGURA 5.14- - Intensidade da absorbancia associada aos modos vibracionais das
aminas consumidas pela reagdo de genipin com quitosana nas blendas com 75% PVA 25

% quitosana.
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FIGURA 5.15 - Intensidade da absorbancia associada aos modos vibracionais de acetato

O

nas blendas com 75% PVA 25 % quitosana, para diferentes concentragdes de genipin

nos filmes e normalizadas pela banda 1450 cm™ (8 CH,).

O filme de PVA puro e os reticulados com 0,5% e 1% de genipin é mostrado na figura 5.16.

Em 1300 a 1500 cm ' ¢ referente a banda que pode ser associada ao anel heterociclico
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existente no genipin. Em 1750cm™ o pico de estiramento C=0 para PVA sem reticulagdo é
semelhante ao que tem 0,5% de genipin e 1%. Os espectros dos filmes sem reticulacdo e
reticulados com 0,5% e 1% de genipin encontram-se sem grandes alteragdes em suas bandas

quando comparadas umas com as outras. (Oliveira, ; Butler et al., 2003, Skoog et al., 2002).
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FIGURA 5.16. Blendas PVA / Qui/ Ge a) ...... 1:0:0 b) 1:0:0.5 c¢)--1:0:1.

5.2.3 GRAU DE INTUMESCIMENTO

A Figura 5.17 mostra comportamento quanto ao grau de intumescimento para quitosana
sem reticulagcdo e reticulada com genipin em PBS (pH = 7,4). A transicdo do estado
contraido para o estado expandido ¢ marcada por mudangas nas propriedades dos filmes.
Pode-se observar que os géis vao se expandindo (maior intumescimento) quando estdo sem
reticulante, ou seja ndo reagiram com o genipin ou possuem pouco reticulante em
comparacdo com géis reticulados. O intumescimento depende do grau de reticulacao.

Assim, ¢ importante observar que a reducdo no grau de intumescimento depende da
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quantidade de agente reticulante. Porém esta redu¢do na absor¢ao de solvente ndo ocorre
numa férmula diretamente mensurdvel, por uma equagdo inversamente proporcional a
quantidade de agente reticulante. Isto ocorre, pelo menos, utilizando a metodologia que ¢

realizada pela maioria dos trabalhos em grau de intumescimento. Isto € observavel na figura

5.17.
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FIGURA 5.17. Grau de intumescimento de quitosana sem reticulante -, com 0,5% de

genipin, [ Jcom 1% de genipin.

Além disso, os valores de intumescimento, em 2 horas, para a quitosana pura chegaram a
aproximadamente 780% e reticulados com 1% de genipin a 300%. O genipin reage com a
quitosana nos grupos mais hidrofilicos, as aminas e isso também favorece a reducdo do
intumescimento nos filmes de quitosana reticulados. As cadeias presas por ligagdes
cruzadas também perdem a mobilidade. Isto dificulta a entrada de solvente ou expansao do
filme. Além disso, sobram, apos a reticulagdo, os grupos acetatos com a diminui¢do dos
NH;" na quitosana, reduzindo as ligagdes de hidrogénio com a dgua. Além disso, o grupo
acetato tem um efeito estérico, reduzindo a intera¢do da dgua com o polimero. Os graus de
intumescimento no mesmo pH sdo semelhantes ao de Ginani e colaboradores (1999). E
possivel observar que existe pouca diferenca no ensaio de intumescimento entre géis de

quitosana pura e géis reticulados com 0,5% de genipin. Isto pode ocorrer, de acordo com a
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literatura (Flory, 1953; Ginani et al.,1999; Bispo, 2004), porque para géis idnicos, a
pressao osmotica ird levar ao intumescimento do gel, que ocorre com a diferenca de
concentracdo dos ions entre o gel e a solucdo. Assim quando se reticula com 0,5% de
genipin alguns grupos NH;' estavam reticulados mas estes grupos estando livres (sem
reticulacdo) sdo grupos que irdo interagir com os ions dissolvidos (presentes no PBS) e com
a agua que interage com os ions em PBS. Isto acaba levando ao intumescimento das
membranas. Quando a membrana ¢ menos reticulada com 0,5 % de genipin sobram mais
grupos hidrofilicos, com NH;" na membrana, para interagir com a agua e os fons do que
com 1% de genipin. Por isso, os grupos hidrofilicos estdo em menores quantidades com 1%
e além disso, com o maior nimero de reticulagdes as cadeias apresentam menos
mobilidade para expandirem durante as interagdes. O tipo de reticulante também influencia.
Dependendo do reticulante, pequenas quantidades do mesmo ndo modificam muito o
intumescimento, porém o acréscimo de determinada quantidade, mesmo que ndo muito
superior, ird reduzir bastante o intumescimento. Isto ocorre por causa das caracteristicas do
reticulante com hidrofilicidade e eficiéncia do agente reticulante e € verificado em trabalhos
como o de Bispo (2004) e Ginani e colaboradores (Flory, 1953; Ginani et al.,1999; Bispo,
2004; Muzzarelli, 2009).

O grau de intumescimento ou também como ¢ conhecido grau de expansdo ¢ uma das
propriedades mais importantes de um hidrogel. Observou-se que o grau de intumescimento
estd relacionado a taxa de absor¢do ou permeabilidade a solventes e ¢ influenciado pela

resisténcia quimica da rede no gel (Gehrke, 2000).

A quantidade de solvente absorvido pelo gel é controlado pela hidrofilicidade do polimero,
o numero ou densidade de ligagdes cruzadas(ligagdes que formam a rede do gel) e a
concentracdo de grupos ionizados na rede (Gehrke, 2000). O PVA com 80% de grupos
hidrolisados € um polimero com propriedades hidrofilicas mais acentuadas que a quitosana.
Isto ocorre porque o PVA possui um grande nimero de grupos hidroxilas. Assim o grande
intumescimento foi maior para filmes contendo maior concentragdo de PVA. Os filmes

com maior concentragdo de quitosana apresentam menores graus de expansao (Flory, 1953;

Ginani et al.,1999; Gehrke, 2000).
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I3

O grau de desacetilagdo ¢ uma caracteristica importante para explicar os fendmenos de
interagdo idnica na quitosana. Como o grau de desacetilagdo da quitosana empregada para
fabricar estes filmes ¢ elevada, cerca de 80%, a quitosana transforma-se em polieletrolito.
Quanto maior o nimero de grupos amino presentes devido a desacetilagdo, aumenta o
carater hidrofilico do polimero. Para compreender as interagdes ¢ preciso entender o
comportamento desse polimero nas diferentes concentragdes hidrogenionicas. O pH da
solugdo de quitosana em acido acético ¢ 3,5 e em seguida ¢ ajustado o pH para 4 com
solucdo de NaOH como descrito na parte experimental. Assim, nesse meio a quitosana se
dissolve melhor, formando uma solugdo viscosa. Isto ocorre porque, a quitosana devido ao
carater basico, retira o proton do ion hidroxdénio disperso em meio reacional. Assim, pode
ser denominado como um polieletrélito Sui generis, porque se torna soluvel somente em pH
proximo a 3, interagindo com agua do meio. Como o pH da solugdo de fosfato tampao ¢
7.4 a quitosana sem reticulante com esse grau de desacetilagdo ndo se dissolve (Lima,
2005). Isto pode ser comprovado nos filmes de quitosana sem reticulagdo durante os testes
com os polimeros em imersdao em PBS. Além disso o filme de quitosana forma ligagdes de
hidrogénio entre os polimero durante a secagem, o que estabiliza o filme. A adicdo de
genipin ndo altera significativamente o pH, medido durante a sintese. Assim, o filme de
quitosana sem reticulacdo e o reticulado, quando submetido ao teste, interage com as cargas
dos eletrdlitos dissolvidos no PBS e estes interagindo com a 4gua, acabam por passar a
interagir com a membrana (com um préton adquirido do meio acido no qual foi dissolvida)
intumescendo esta a valores consideraveis, como pode ser observado na Figura 5.17 (Lima,

2005).

Na figura 5.18, o aumento no teor da quitosana diminui o intumescimento, devido
propriedades quimicas da quitosana anteriormente especificados. A diminuicdo parece
suave. Os filmes com 25 e 50% de quitosana tém um comportamento de intumescimento
parecidos. A expansdo dos filmes também aumentam com o tempo de 0,5 a 2 horas, o que

mostra que ainda estd ocorrendo absorcao.
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Para blendas com alto teor de quitosana a carga superficial de particulas dispersas € positiva
devido a catidnicos grupos amoénio, uma vez que oS grupos amino sdo facilmente

protonados em uma solu¢do acida.

A quitosana carregada positivamente promove uma estabilizacdo estérica e eletrostatica no
filme. Assim com o aumento de teor de quitosana uma separagdo de fases pode ocorrer
(Don et al., 2006). Com a separagdo de fases, o comportamento de intumescimento pode
variar. Pode também, com a adicdo de agente reticulante, encontrar regides reticuladas
menos agregadas e outras agregadas nao reticuladas. Além disso a reticulagdo se torna mais
dificil para regides agregadas de quitosana, onde o polimero pode ndo estd extendido
suficiente (ndo exposi¢do de grupos amina) para reagir com o genipin (Gehrke, 2000; Don

etal., 2006).
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FIGURA 5.18. Efeito do teor de quitosana nas blendas sem reticulagéo- em 0,5 hora e

2 horas.

Nas blendas de quitosana e PVA dependendo da composi¢do, comportamento diferentes
podem ser notados no intumescimento. PVA tem muitas hidroxilas e ¢ um polimero

hidrofilico. Assim filmes com adi¢do de PVA resultam na mudanca de afinidade com a
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agua. Na mistura dos dois polimeros, quitosana ¢ PVA podem alongar as suas cadeias, em
grande extensdao, em uma solu¢do aquosa. Apds a secagem das blendas, esses polimeros
poderiam interagir entre si, formando assim um filme mais homogéneo. E possivel verificar
que o aumento na concentracdo de quitosana diminui o intumescimento, porque ela forma
ligacdes de hidrogénio que estabilizam o filme e os acetatos reduzem a hidrofilicidade.
Além disso a quitosana s6 se torna soluvel em pH 4, enquanto o PVA ¢ soluvel em pH 7.0
intumescimento da quitosana neste trabalho € parecido com o da literatura que chega vai de
650 a 800% com reticulacdo de 0.01% e 0.015% de genipin (Finch, 1973, Muzzarelli e
Muzzarelli , 2002; Don et al., 2006; Costa, 2008; Muzzarelli, 2009).

Quando se fala em grau de reticulacdo observa-se que o genipin esta formando ligacao
cruzada com a quitosana. O genipin pode reagir com os grupos hidroxila do PVA podendo
haver reticula¢do. Entretanto, esta reacdo ndo ocorre preferencialmente e nem em grande
escala, pois os filmes de PVA puros e mesmos os que reagiram com genipin se dissolveram
durante os experimentos. Estes filmes nao foram resistentes ao meio de fosfato tampao. Os
filmes de PVA puros e reagidos com genipin simplesmente se dissolvem durante o
experimento em aproximadamente 2 minutos. O PVA pode também formar ligacdes de
hidrogénio com a quitosana. Esta ¢ uma reticulacdo chamada fisica que pode ser quebrada
pela agua (Oliveira, 2000; Gehrke, 2000). A absor¢do de solvente para todos os outros

filmes ocorreu rapidamente. E apreciavel os valores de absor¢ao em 30 minutos.

Na Figura 5.19, para blenda com 25% de quitosana, observa-se que com o aumento na
porcentagem de agente reticulante diminui-se a expansdo ou intumescimento. As reagdes
entre genipin e quitosana produzem ligagdes cruzadas. As ligacdes cruzadas reduzem a
movimentacdo do polimero e hidrofilicidade do mesmo, reduzindo assim o grau de
intumescimento. Assim comparava-se também pelo intumescimento a reacdo dos grupos

amina com o genipin. Estes resultados sdo semelhantes aqueles obtidos por Costa (2008).

As medidas de intumescimento sdo importantes em géis, pois assim verifica o conteudo de
agua nestes materiais. O contetido de 4gua ¢ um dos requisitos basicos para o material ser

considerado biocompativel. Além disso, os hidrogéis sdo atrativos pela semelhanga fisica
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com os tecidos vivos que tém elevado conteudo de agua e consisténcia macia e eléstica

(Oliveira, 2002; Bispo, 2004).

A Figura 5.20 representa a taxa de intumescimento em mg/h pelo tempo em horas nas
blendas PVA /Qui (3:1) sem reticulacdo e reticuladas com 0,5 e 1% de genipin. Observa-se
que a taxa de intumescimento diminui com o tempo. Isto ocorre porque esta taxa esta
relacionada com a difusdo. Fenomenos como difusdo podem ser explicados com base em
conceitos fisico-quimicos e em especial na teoria cinética, pela qual é conceituada que todas
as particulas de dimensdes atdmicas e moleculares estdo em constante movimento, em todas
as temperaturas acima de zero absoluto (-273,16°C) (Ferreira, 1992). Dessa forma,
conceitua-se a difusdo como um movimento orientado de moléculas, que se movem na
direcdo que vai do maior potencial quimico para o menor potencial quimico. Potencial
quimico de uma substancia € a energia livre parcial molar de Gibbs desta substancia dentro
de uma solugdo. Dessa forma podemos considera-lo como a forga motriz para a difusdo das
substancias e a&tomos que as constituem. Com o tempo o potencial quimico dentro e fora da
rede polimérica das blendas vai se igualando e a entrada de solvente diminui como ¢

verificado na figura 5.20.
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5.2.4. ENSAIO MECANICO

As amostras na forma de filmes foram testadas por ensaio mecanico para verificacdo de
suas propriedades mecanicas, sendo que durante o preparo das solucdes dos polimeros o pH
foi ajustado a 4 + 0,05, obtendo depois da secagem uma espessura dos filmes na faixa de
25-75 um. Os ensaios mecanicos foram realizados com corpos de prova, que sdo amostras
dos materiais que se deseja testar, com dimensdes e forma especificadas em norma técnica.
Os testes foram realizados com 6 corpos de prova para cada tipo de filme e calculando as

médias de todas as amostras para maior representatividade dos dados.

Na Figura 5.21 observa-se a tensdo em MPa pela deformagdo percentual de diferentes
filmes produzidos sem reticulag@o. O ensaio para a obteng@o da tensdo pela deformacao foi
realizado para submeter o material a um esforgo axial que tende a alonga-lo até a ruptura.
Assim, foi possivel conhecer como os filmes produzidos reagem ao esforg¢o de tracdo, quais
sdo os limites de tracdo que suportam e a partir de que momento se rompem, para entender

e verificar a possibilidade de sua potencial aplicagdo como tecido epitelial artificial.

Para filmes com as misturas de polimeros os resultados mostraram que estes tém valores
de tensdo maxima intermédiarios, quando comparados aos filmes puros, contendo apenas
quitosana ou PVA. Filmes contendo quitosana pura obtiveram um maior valor de tensao
maxima, cerca de 12 MPa (média de 6 amostras). O filme de PVA puro teve como valor de
tensdo maxima 3,6 MPa. Os resultados para valores de tensdo maxima para as blendas
PVA / Qui/ Ge (1:1:0) e PVA / Qui / Ge (1:3:0) sem reticulagdo, chegaram a cerca de 10
MPa com um desvio padrdo de 1,8 para a blenda PVA / Qui / Ge (1:1:0) e de 4,6 para a
blenda PVA / Qui/ Ge (1:3:0). Verificou-se maior valor de tensdo maxima para filmes com

quitosana.

Relata-se que o grau de desacetilacdo da quitosana, o perfil de secagem do solvente, o uso
de plastificantes e procedimentos de mistura podem influenciar conjuntamente todas as
propriedades mecanicas dos materiais produzidos nestas condigdes. Isto ¢ verificado na

literatura para filmes de quitosana, que possuem valores de resisténcia a tragdo com uma
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variagdo na faixa que vai de 1,4 a 50 MPa e valores de 3,5 a 115% para a deformagdo

(Chielline et al., 2001; Jin et al., 2004; Costa, 2008).

Tensao (MPa)

- (b)

10 20 30 40 50 60
Deformacgao (%)

FIGURA 5.21. Tensao x deformacao dos filmes (a) _ PVA/Qui/Ge(1:0:0), (b) -.-.-

PVA/Qui/Ge(3:1:0), (c)

PVA/Qui/Ge(1:3:0), (d) - - - = PVA/Qui/Ge(0:1:0).

A Figura 5.22 apresenta valores de tensdo maxima para os filmes PVA/Qui/Ge(1:0:0),
PVA/Qui/Ge(3:1:0), PVA/Qui/Ge(1:3:0), PVA/Qui/Ge(0:1:0) produzidos sem agente
reticulante e PVA/Qui/Ge(1:0:1), (3:1:1), (1:3:1), (0:1:1) com agente reticulante genipin.

Os resultados indicam que tanto o aumento da porcentagem de quitosana nos filmes

aumenta os valores de tensdo maxima para qualquer concentragao de reticulante nos filmes

produzidos, quanto o agente reticulante genipin aumenta os valores de tensdo maxima.

Dessa forma, a tensdo maxima pode ser modulada pela concentragdo de polimero quitosana

e pelo agente de reticulagdo genipin. Assim, pode-se produzir materiais com propriedades
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controlaveis e definidas a partir das concentragdes de polimero quitosana e PVA e do
reticulante genipin. Além disso, foi possivel observar que filmes com 25% de quitosana
sem genipin, PVA/Qui/Ge(3:1:0), tiveram um ganho de 250 % na tensdo maxima com a
adi¢do de 1% de reticulante genipin. Filmes com 50% de quitosana PVA/Qui/Ge(1:1:0)
sem reticulante tiveram aumento de 140% na tensdo méaxima de ruptura com adi¢do de 1%
de genipin. Os filmes com 75% de quitosana, PVA/Qui/Ge(1:3:0), tiveram
aproximadamente 150 % de ganho na tensdo maxima de ruptura com o acréscimo de 1% de
genipin. Os valores de tensdo maxima com adicdo de genipin possuem melhora
significativa. Mostra-se como excessao o comportamento do filme de PVA / Qui / Ge

(0:1:1).
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FIGURA 5.22 A influéncia da concentracdo de quitosana na tensdo méaxima dos filmes
(a)reticulados-.-.-.-.PVA/Qui/Ge(1:0:1), (3:1:1), (1:1:0), (1:3:1), (0:1:1). b) e sem

reticulagdo - - == -=PVA/Qui/Ge(1:0:0), (3:1:0), (1:1;0), (1:3:0), (0:1:0).



85

O comportamento do filme de PVA / Qui / Ge (0:1:1) ¢ diferente dos outros filmes,
apresentando descontinuidade no comportamento mecanico em relagdo a composigao. Este
fenomeno ¢ apresentado também na Figura 5.23, mostrando que com um aumento do
genipin o filme tornou-se mais fragil, reduzindo a tensdo maxima. Isto ocorre pois as
cadeias ficam imobilizadas numa propor¢do tdo grande, que a forca ndo consegue
movimentar as cadeias sobre s outra , quando com menos reticulante, que acabam se
rompendo. Este mesmo efeito de genipin € encontrado no trabalho de Jin e colaboradores
(Jin et al., 2004). Resultado semelhante é encontrado por Costa com quitosana e
glutaraldeido (2008). Comportamento parecido também foi observado por Chiellini e
colaboradores (2001), quando a concentracdo de glutaraldeido aumentou no filme de

gelatina (Chielline et al., 2001; Costa, 2008; Monteiro, 2009).
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FIGURA 5.23 Grafico da influéncia da concentragdo do reticulante na tensao maxima de
tracao dos filmes PVA/Qui/Ge (0:1:0) com 0% genipin (a) e PVA/Qui/Ge (0:1:1) com 1%
de genipin (b).
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A Figura 5.23 evidencia também que o aumento da quantidade de genipin reduziu a tensao
no material para que se inicie o comportamento plastico. Uma possivel explicacdo para este
efeito ¢ que o aumento de genipin estd diminuindo a mobilidade das cadeias e reduz a
tensdo para obter o regime plastico, na qual ocorre a deformacdo permanente. Isto ¢
também verificado neste trabalho. De acordo com os valores e como evidenciado na
literatura (Bahrami, 2003; Jin, 2004; Rao, 2006), o comportamento dos filmes ¢ altamente
influenciado pela mudanga de sua composigao e tipo de reticulantes. Valores experimentais
obtidos e apresentados neste trabalho evidenciam que as propriedades mecanicas de tensao
tém uma tendéncia a aumentar com a quantidade de agente reticulante. Isto ¢ relatado na
literatura por Souza (2008) e Chiono e colaboradores (2008) (Arvanitoyannis, 1997;
Chiellini, 2001; Cervera et al., 2004; Souza, 2008; Chen, 2006; Xu et al., 2008; Chiono,
2008; Monteiro, 2009; Muzzarelli, 2009).

Foram verificados os valores de modulo de elasticidade. O menor valor para o médulo de
elasticidade foi do filme PVA / Qui / Ge (1:0:0), com 48 MPa ¢ para o filme de PVA puro
reticulado com 1% de genipin, PVA / Qui / Ge (1:0:1), chegou a 54 MPa. Mddulo de
Young ou modulo de elasticidade ¢ um parametro que fornece informagdes sobre a
resisténcia que este material tem a deformacao elastica. Sendo assim, € esperado que filmes
de PVA puro, assim como verificado na Figura 5.21 apresentasse menor modulo de
elasticidade e assim sendo menor resisténcia, como discutido anteriormente. Para o filme
de quitosana pura, o modulo foi de 96 MPa sem reticulagdo, chegando a 120 MPa com
reticulagdo por 1% de genipin. Nos filmes contendo mistura de polimeros, o médulo de
Young ¢ dependente da composi¢do, como pode ser visto nos dados experimentais. Este
comportamento também foi observado por Kolodziejska e Piotrowska (2007) (em estudos
de propriedades mecanicas de filmes de gelatina, quitosana quimicamente modificada com

transglutaminase) (Kolodziejska e Piotrowska, 2007; Rotta, 2008).

O tecido epitelial tem valores de tracdo maxima dentro da faixa de 2,5 a 16 MPa ¢ da
literatura verificamos tensdes para quitosana que variam de 1,4 a 57,2 MPa. Assim as
propriedades mecanicas das blendas de quitosana tem aplicacao potencial como substituinte

de pele. As blendas com e sem reticulagdo apresentaram valores dentro da faixa de valores
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do tecido epitelial. Os resultados deste trabalho evidenciam que os filmes da Figura 5.21
PVA/Qui/Ge (3:1:0), (1:1:0), (1:3:0) (3:1:1), (1:1:1), (1:3:1) seriam melhores como
substituintes de tecido epitelial. A concentracio de PVA nas blendas aumenta a sua
maleabilidade, enquanto ao quitosana e o genipin aumentam a resisténcia no material.
Assim estas blendas com e sem reticulagdo poderiam ser utilizadas potencialmente como

tecido epitelial artificial.

A pele ¢ um material complexo e pode ser descrito como material com propriedades
elasticas, viscosas e plasticas. As propriedades mecanicas da pele sdo determinadas
principalmente pela camada epitelial denominada de derme. Os principais componentes da
pele sdo colageno, elastina e matriz extracelular sendo 72%, 4%, 20% os seus valores
respectivos no 6rgao (Harris, 2009). Na pele a matriz extra celular é constituida de um
tecido que circunda células que ¢ Substancia Fundamental (gel): Sulfato de Condroitina,
Querato Sulfato, Acido Hialurdonico. Estas substancias sdo hidrofilicas portanto tem um
elevado conteudo de dgua. Sdo responsaveis pela arquitetura estrutural da pele e conferem
propriedades viscosas a mesma. O colageno resiste a tensdo de deformagdo e sdo
responsaveis pela forca e rigidez do tecido. As fibras de colageno sdo constituidas de
cristais de tropocoladgeno, que formam os blocos de microfibrilas de colageno. Cada nivel
adicional de composi¢ao de fibras ¢ arranjado de forma organizada em termos de relagdo e
dimensdo. A medida que as fibras de colageno se desenvolvem e amadurecem, elas se
acoplam, inicialmente com ligacdes instaveis de hidrogénio, que entdo se convertem em
ligagdes covalentes estaveis. Quanto mais fortes as ligagdes, maior a estabilidade mecanica
do tecido. As fibras elasticas sdo formadas por uma proteina chamada elastina que dao
extensibilidade. Elas mostram uma grande quantidade de alongamento com pequenas
cargas e falham abruptamente sem deforma¢do com cargas mais altas. Os tecidos com

maior quantidade de fibras eldsticas possuem maior flexibilidade (Harris, 2009).

Dessa forma a pele ¢ considerada uma mistura de biopolimeros e outras substancias
(Harris, 2009). Dessa forma, as blendas de polimeros produzidas neste trabalho com
diferentes caracteristicas, assemelham as propriedades mecanicas da pele natural. A

quitosana tem o efeito de aumentar a resisténcia do material ¢ o PVA confere uma maior
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maleabilidade aos filmes. A combinagdao destes polimeros nas blendas vém modular as

propriedades dos materiais e maior resisténcia pode ser conseguida com a adigdo do agente

reticulante genipin.

Os valores do ensaio mecanico e os desvios padrdo para as blendas sdo mostrados nas

Tabelas 5.7, 5.8 € 5.9.

TABELA 5.7 Tensao maxima (MPa) e desvio padrao(dp) (médias para 6 amostras).

Ge | PVA/Qui(1:0) | PVA/Qui(3:1) | PVA/Qui(1:1) | PVA/Qui(1:3) | PVA/Qui(0:1)

média | dp | média | dp | média | dp | média | dp | média | dp
0% 3,5 0,9 4,8 0,9 10 1,8 10 4,6 11,8 | 3,1
1% 3,5 1,4 11,8 | 3,7 14 3,7 154 | 3,5 9 1,8

TABELA 5.8 Deformagao total (eléstica e plastica) (%) e desvio padrao(médias para 6

amostras).
Ge | PVA/Qui(1:0) | PVA/Qui(3:1) | PVA/Qui(1:1) | PVA/Qui(1:3) | PVA/Qui(0:1)
média | dp | média | dp média | dp média |dp | média | dp
0% | 47 0,9 | 42 14,2 | 19 54 |97 45 19 4,4
1% | 57 14 |21 6,7 |20 11,1 | 8,6 4,8 10,3 8

TABELA 5.9 Moddulo de elasticidade e desvio padrao (médias para 6 amostras).

Ge | PVA/Qui(1:0) | PVA/Qui(3:1) | PVA/Qui(1:1) | PVA/Qui(1:3) | PVA/Qui(0:1)
média | dp média |dp |média |dp |média |dp | média | dp

0% | 48 11 102 25 | 139 36 | 107 44 |96 28

1% | 55 10,0 | 106 25 | 129 102 | 135 35 | 120 57
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E possivel observar dos resultados que a blenda (1:1) e (1:3) tiveram valores que parecem
desviar dos resultados dos outros filmes. Isto pode ocorrer porque as blendas com secagem
rapida formam regides com aglomeragdes de quitosana e PVA. Os acetatos tendem a se
aglomerarem formando regides mais hidrofobicas e as hidroxilas e aminas por serem mais
hidrofilicas formam outra regido que tendem a interagir por liga¢cdes de hidrogénio. Isto
pode fazer com que o filme apresente comportamento mecanico diverso do esperado por
causa da separagdo de fases. O material apresenta-se heterogéneo e cada fase apresenta um
comportamento mecanico predominante que afeta o comportamento total do material.

Estas regioes sao mostradas na Figura 5.23.

FIGURA 5.23 A formagao de aglomerados nos filmes de quitosana e PVA.

Se a secagem for lenta estas regides se formam em propor¢des nanoméricas, como se
fossem moléculas constituintes do produto, deixando o material mais homogéneo e o

comportamento mecanico apresentado seria continuo em relagdo a composigao.
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5.2.5. DETERMINACAO DO ANGULO DE CONTATO NOS FILMES

O aumento do angulo de contato com o aumento da concentragdo de quitosana ¢ devido a
maior hidrofobicidade do filme de quitosana e das blendas em relagao ao filme de PVA. O

aumento do angulo de contato indica um aumento na hidrofobicidade da superficie (Souza,

2008). O angulo de contato, para o filme de PVA é de 6 = 65i30 que ¢ mostrado na Figura
5.24, é menor que o angulo encontrado para a quitosana pura provavelmente devido ao
balango entre as quantidades de C-O e OH que o torna hidrofilico e soluvel em agua. Os
grupos polares na quitosana podem nao ser capazes de se orientar na superficie € podem
exibir forte ligagdo de hidrogénio intramolecular e intermolecular abaixo da superficie do
filme. Por outro lado, o PVA é uma molécula linear e tem estrutura bidimensional.

Hamilton (2006) apresenta para a quitosana com grau de desacetilacdo de 79% angulos de

contato de (73+1,9) . Neste trabalho foi obtido o valor proximo a 80% semelhante ao

obtido por Costa, para a quitosana com GD de 76%, com valor de angulo de contato de

78+ 4 ’ (Mansur, 2007; Ratner et al., 2005; Hamilton, 2006).
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FIGURA 5.24 Angulo de contato em relagdo ao teor de quitosana nos filmes.
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5.5. QUITOSANA / PVA CITOCOMPATIBILIDADE ENSAIOS COM CULTURAS
DE CELULAS VERO

A viabilidade celular foi medida por MTT (brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difeniltetrazolio) e representa a atividade das enzimas mitocondriais presentes na célula
capazes de reduzir o MTT. Neste estudo, o teste de viabilidade foi medida no intervalo de
24h ap6s a semeadura da célula. A capacidades matrizes de Qui / PVA para apoiar a
viabilidade e proliferacio mostrou que estas amostras avaliadas apresentaram
biocompatibilidade comparaveis, para amostras ndo reticuladas por genipin e reticuladas,

Fig.5.25 e Fig.5.26 respectivamente.

Foi possivel observar na Fig.5.25 numeros variados de viabilidade celular em um intervalo
relativamente amplo (em comparagdo com células VERO controle como 100%), utilizou-se
para analise dos dados o método ANOVA (p <0,05; n > 4). Pode-se inferir com os
resultados que todas as matrizes produzidas mostram-se promissoras para serem testados
em ensaios in vivo. Testes de citotoxicidade utilizando culturas de células foram aceitas
como o primeiro passo na identificacdo de compostos ativos e para os testes de
biosseguranca. Verificou-se neste estudo que as células possuem viabilidade celular de
aproximadamente 105% sem reticulagdo. Ja para as amostras reticuladas com 1% de
genipin observou-se que a viabilidade celular chegou a valores aproximados de 140%, e os

valores minimos para filmes reticulados foram de 80%.

O valor minimo requerido para o teste de biocompatibilidade ¢ de 50% e os valores deste
trabalho sdo superiores a este, tendo a viabilidade minima aceitdvel. Os valores encontrados
neste trabalho sdo superiores a aqueles encontrados no trabalho de Costa (2008) com
blendas de PVA, quitosana e reticuladas por glutaraldeido, aonde a viabilidade vai de

aproximadamente 78% no minimo e valor maximo proximo a 97%.
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Nas Figuras 5.27, 5.28 e 5.29 observa-se manchas de coloragdo escura em varios pontos da
microscopia Optica. Estas manchas referem-se aos cristais de tetrazélio e formazana
produzidas por enzimas mitocondrias. Quanto maior a formagdo destes cristais maior a
atividade mitocondrial e assim pode-se verificar a viabilidade celular. A regides clara
dentro destas manchas com forma arredondada ¢ o nucleo das células. Observa-se uma
diferenca na quantidade destas manchas escuras, que sdo os cristais formados pela redugao
do MTT. A Figura 5.27 (b) possui um maior nimero destes cristais formados e ele
representa o filme de quitosana pura reticulado com 1% de genipin, enquanto a Figura 5.27
(a) representa a quitosana pura sem reticulagdo. Mostrando a microscopia um aumento na
viabilidade celular com o acréscimo de genipin. Assim materiais com genipin mostraram

maior proliferacao celular.

Na Figura 5.28 para PVA puro com e sem reticulagdo verificou-se por microscopia optica
um grande ntimero de cristais formados. Tanto o filme com e sem genipin mostraram
viabilidade celular. A viabilidade celular destes filmes mostrou-se semelhante por

microscopia optica.

Na Figura 5.29 (a) apresenta a microscopia Optica da blenda PVA/Qui/Ge (1:1:0) sem
genipin e a Figura 5.29 (b) a blenda PVA/Qui/Ge (1:1:1) contendo genipin. A Figura 5.29
(b) contém um maior niimero de cristais, indicando um aumento na formacgao dos cristais e
na viabilidade celular com a adi¢do de genipin na blenda. O mesmo resultado pode ser
verificado nas Figura 5.25 e 5.26 que mostram dados quantitativos de viabilidade celular

para os diferentes filmes produzidos.
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FIGURA 5.27. Registro por microscopia Optica de MTT do filme de quitosana (a) (0:1:0)
sem genipin (b) (0:1:1) com genipin(100x).

FIGURA 5.28. Registro por microscopia optica de MTT do filme de PVA (a) (1:0:0) sem
genipin (b) (1:0:1) com genipin 100x.
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(a) (b)

FIGURA 5.29. Registro por microscopia optica de MTT do filme de PVA (a) (1:1:0) sem
genipin (b) (1:1:1) com genipin 100x.

Embora a acdo proliferativa celular ocorra no ntcleo, a “decisdo celular” de ativar ou inibir
determinada funcdo pode estar subordinada a acontecimentos externos a célula (Pinho,
1999). O genipin pode atuar externamente a membrana. Primeiro porque ele ndo ¢
lipossoluvel, sendo assim, ha maior dificuldade para atravessar a membrana. Segundo, que
provavelmente pelas reacdes estudadas aqui, o genipin reticula a quitosana, que apresentou
um dos melhores resultados, estando reticulado por duas regides ou por pelo menos uma.
Verifica-se com os resultados que a proliferagdo celular pode ser, controlada, ja que com
composigoes diferentes dos materiais e diferentes concentragdes de genipin as respostas

para proliferacao foram mudando.
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5.6 Biocompatibilidade através ensaio de adesao celular e espalhamento

A proliferag¢do celular e o crescimento foram avaliados através de adesdo e espalhamento,
sendo a morfologia geral observada por imagens tipicas de microscopia eletronica de
varredura (MEV), que sdo observadas nas Figura 5.30, 5,31, 5.32, 5.33, 5.34, 5.35. Pode-se
notar que as células VERO semeadas na matriz apresentaram boa aderéncia e
espalhamento. Observou-se nos materiais a morfologia das células, que apresentou-se
regular para esta linhagem fibroblastica. Assim, ligacdo celular, adesdo e espalhamento
ocorreram nos materiais e estes fendmenos constituem a primeira fase da interacdo das
c¢lulas com o material. A qualidade desta fase ira influenciar a proliferagdo e diferenciagao

de células em superficies de biomateriais.

Com base nos resultados obtidos por MEV neste trabalho, pode-se atribuir a propagacao de
células VERO e adesdo verificada nas blendas de PVA/Qui de ser uma prova de confianga

de biocompatibilidade e ndo citotoxicidade de amostras.

Segundo a literatura, espalhamento de células ¢ geralmente dividido em trés niveis de
interagdo principais: (a) ndo se espalhou: as células foram ainda esférico na aparéncia,
saliéncias ou lamelipodio ainda ndo foram produzidos, (b) parcialmente distribuidos: nesta
fase, as cé€lulas comecaram a espalhar-se lateralmente em um ou mais lados, mas as
extensdoes da membrana plasmatica foram ndo completamente confluentes e (c) totalmente
propagado. O ultimo modelo (c) representaria o melhor resultado para a pilha de material
de hospedagem (Muzzarelli ¢ Muzzarelli, 2002; Suh, 2000, Dunn, 1995; Yeo, 2004; Bose,
2002; Hannah, 2005; Costa , 2008).

A linhagem celular (VERO) usado como modelo nesta pesquisa foi escolhida porque
desempenha um papel na produgdo de muitos dos componentes essenciais do tecido
conjuntivo, por exemplo, componentes extracelulares, tais como glicosaminoglicanos e
colageno. Promover a inser¢do de células fibroblasticas ajudaria na integra¢do do tecido
conjuntivo e o implante, melhorando a vascularizagdo na superficie do implante e
diminuindo a chance de encapsulamento fibroso. Em resumo, a adesdo celular e o

espalhamento sdo de vital importancia na vida bioldgica e estes processos estao envolvidos
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em varios fenomenos naturais, tais como a manutencdo da estrutura dos tecidos,
cicatrizagdo, resposta imune, ¢ da integracao tecidual dos biomateriais (Dunn, 1995; Yeo,

2004; Bose, 2002; Hannah, 2005; Costa 2008).

Demet /UFMG

Deme t /UFMG X1, SBE ' 'Demet/UFMG

FIGURA 5.30 — Adesao de células VERO semeadas em matrizes de quitosana sem genipin
(a) PVA/Qui/Ge (0:1:0) aumento de 250x; (b) PVA/Qui/Ge (0:1:0)ampliagdo de 400x (c)
PVA/Qui/Ge (0:1:0) ampliagdo de 800x e (d) PVA/Qui/Ge (0:1:0) ampliagdo de 1500x



(@)

98

FIGURA 5.31 — Adesdo de células VERO semeadas em matrizes de quitosana reticuladas
com genipin (a) PVA/Qui/Ge (0:1:1) ampliacdo de 150x; (b) PVA/Qui/Ge
(0:1:1)ampliagao de 500x (c) PVA/Qui/Ge (0:1:1) amplia¢ao de 1500x e (d) PVA/Qui/Ge
(0:1:1) ampliacao de 2000x.



99

Deme t /- UFMG

FIGURA 5.32 — Adesao de células VERO semeadas em matrizes de PVA e quitosana sem
genipin (a) PVA/Qui/Ge (1:3:0) ampliacao de 300x; (b) PVA/Qui/Ge (1:3:0)ampliagdo de
1500x e (d) PVA/Qui/Ge (1:3:0)amplia¢dao de 2000x.
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FIGURA 5.33- Adesao de células VERO semeadas em matrizes de PVA e quitosana com
genipin (a) PVA/Qui/ (1:3:1) ampliacao de 300x; (b) PVA/Qui/Ge (1:3:1) ampliagdo de
500x (c) PVA/Qui/Ge (1:3:1)ampliagao de 1500x e (d) PVA/Qui/Ge (1:3:1)ampliagao de
2000x.
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(d)

FIGURA 5.34 — Adesao de células VERO semeadas em matrizes de PVA e quitosana sem
genipin (a) PVA/Qui/ (3:1:0) ampliacao de 100x; (b) PVA/Qui/Ge (3:1:0) ampliacdo de
800x (c) PVA/Qui/Ge (3:1:0)ampliacdo de 1000x e (d) PVA/Qui/Ge (3:1:0)ampliacdo de
2500x.
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FIGURA 5.35 — Adesao de células VERO semeadas em matrizes de PVA e quitosana com
genipin (a) PVA/Qui/ (3:1:1) ampliagao de 150x; (b) PVA/Qui/Ge (3:1:1) ampliagdo de
500x (c) PVA/Qui/Ge (3:1:1)ampliacao de 1500x e (d) PVA/Qui/Ge (3:1:1)ampliacdo de
2500x.
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Os resultados obtidos neste trabalho para adesdo celular mostram que filmes contendo
genipin, apresentaram melhores resultados de espalhamento celular e proliferacdo. Podem
ser citados como resultados promissores de adesdo e espalhamento os filmes PVA/Qui/
(0:1:1), PVA/Qui/ (1:3:1), PVA/Qui/ (3:1:1). Outro filme que apresentou bons resultados
de espalhamento e proliferacao foi o filme PVA/Qui/Ge (3:1:0) sem reticulante contendo
25% de quitosana e 75% de PVA. Mostrando que o aumento do PVA pode atuar
melhorando a adesdo e espalhamento de células em filmes contendo quitosana. Isto pode
ser verificado em comparacdo com o filme PVA/Qui/Ge (1:3:0) contendo 75% de

quitosana.

O teste de adesao realizado foi escolhido de acordo com a Norma ISO 10993-5 ( tests for
Citotoxicity: in vitro Methods). A norma mostra que a avaliagdo in vitro pode fornecer
dados financeiramente acessiveis sobre interagdes bioldgicas o que justifica seu uso. Os
testes in vitro minimizam o uso de animais em pesquisa. Pode ser citado, como exemplo,
materiais que causam coagulacdo e que sdo incompativeis com células, geralmente ndo
merecem uma avaliagdo In vivo. Neste trabalho, foi verificado a possibilidade de teste em
vivo com todos os filmes produzidos de acordo com os resultados anteriormente discutidos

mostrando a viabilidade celular e a adesao das células (ISO 10993-5, 1992).
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6.CONCLUSAO

Novas blendas de PVA e quitosana foram sintetizadas e quimicamente reticuladas neste
trabalho. Os resultados mostraram que alterando a propor¢do de quitosana e PVA,
associado com diferentes concentracoes de agente reticulante genipin, as propriedades

gerais dos hidrogéis podem ser moduladas.

Os sistemas investigados indicaram uma redugdo significativa no comportamento de
inchamento com o aumento do teor de quitosana e também com o aumento da quantidade
de agente de reticulagdo, o que também ¢ verificado em outros trabalhos descritos na

literatura mundial.

As propriedades mecéanicas como a resisténcia a tragdo, foram aumentadas pela formagao
de uma rede mais rigida utilizando agente reticulante genipin ou aumentando a
concentracdo de quitosana. O genipin aumentando significativamente a tensdo maxima de
ruptura dos filmes produzidos. A deformagao total foi maior para maiores concentragdes de
PVA. Este resultado indica que o PVA aumenta a maleabilidade do material que ¢
importante para o uso em bandagens e pele artificial. A taxa de secagem ¢ um fator
importante que deve ser controlado pois ajuda no controle da homogeneidade e afeta as
propriedades mecanicas do material. Observando estes resultados obtidos pode-se controlar

as propriedades mecanicas dos filmes produzidos.

Observou-se que as reagdes de reticulacdo ocorrem entre genipin e quitosana, alterando o
comportamento mecanico ¢ de intumescimento. Interacdes de reticulagdo fisica podem
estar ocorrendo entre PVA e quitosana como pontes de hidrogénio e emaranhados fisicos.
Além disso podem ocorrer reagdes diferentes entre genipin, quitosana ¢ PVA, em
proporgdes distintas como verificado nos espectros de infravermelho analisados neste

trabalho.

Os dados obtidos indicam que o genipin melhorou nos materiais a biocompatibilidade, a

adesao e espalhamento das células. Além disso, os sistemas avaliados provaram ser
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apropriados como potenciais biomateriais no reparo do tecido epitelial, com relagdo ao grau

de intumescimento, as propriedades mecanicas e biocompatibilidade.

Observou-se que os melhores resultados gerais para intumescimento, mecanico, de
viabilidade celular, adesdo e espalhamento foram para os filmes PVA/Qui/ (0:1:1),
PVA/Qui/ (1:3:1), PVA/Qui/ (1:1:1); PVA/Qui/ (3:1:1), PVA/Qui/Ge (3:1:0). Estes
apresentaram propriedades que os assemelham ao tecido epitelial tanto na hidrofilicade,
quanto caracterisiticas de tensdo maxima na ruptura e viabilidade celular. Estes filmes
podem ser considerados os mais promissores dentre os estudados para serem utilizados

como tecido epitelial artificial.
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(ICAM2009), 2009, Rio de Janeiro-RJ, 1, 91 (2009).
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TRABALHOS FUTUROS

Como desdobramento da presente pesquisa, pode-se ainda destacar as seguintes sugestoes

para trabalhos futuros:

Analisar a densidade de reticulacdao cruzada pelo método de espectroscopia na regido do

visivel ou através de teste mecanico com as amostras expandidas.

Investigar as interagdes do genipin com as células para entendimento do processo de

proliferagdo em amostras contendo esta substancia.

Avaliagdo in vivo das blendas de quitosana ¢ PVA reticuladas e ndo reticuladas com
genipin, verificando a biocompatibilidade e citotoxicidade, resposta inflamatoria e

degradabilidade durante a regeneragao tecidual.

Analise da degradabilidade dos materiais em agua, PBS, SBF em relacdo ao tempo de

imersao nas solugoes.

Verificar o comportamento do sistema das blendas deste trabalho com incorporacdao de
farmaco como a ciprofloxacina, utilizando o sistema como agente de libera¢dao controlada

de drogas.
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APENDICE :

REACOES COM GENIPIN
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Figura 1 (Apéndice). Formacao de dimero através de reacdes entre moléculas de

genipin apos ataque nucleéflio de composto contendo grupo amina.
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Figura 2 (Apéndice). Formacao de tetrimero de genipin por reacio com compostos de

ressonancia do genipin apos ataque por reagente nucleoéfilo.
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