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RESUMO

Biopolimeros como gelatina e quitosana tém se mostrado como matérias-primas
importantes para diversas aplicagdes na medicina. O motivo principal se deve a
singularidades como, disponibilidade, biocompatibilidade, bioatividade e bioabsorgao.
Essa pesquisa teve por objetivo desenvolver um método para produzir tubos a base
de blendas gelatina/quitosana com possibilidade de controle de suas dimensdes.
Caracteristicas e comportamentos fisicos foram avaliados através de analises
dimensionais, intumescimento, biodegradagao, ensaios mecéanicos por compressao,
microscopia 6tica e de varredura e termogravimetria. Trés tipos de tubos foram
produzidos através deste processo, possibilitando controle de suas dimensdes, com
variagbes médias menores que 5%. A biodegradagado ocorreu inicialmente por
dissolugdo parcial, seguida por mudang¢as quimicas que resultaram em perdas de
propriedades mecanicas e tendéncia ao amarelamento. Amostras avaliadas na
presenca de lisozima e fabricadas com adi¢cao de glicerina apresentaram melhores
propriedades mecanicas e/ou estabilidade térmica. Tubos fabricados pelo processo
de liofilizacdo exibiram estrutura esponjosa lamelar com superficie rugosa. De forma
geral, o processo desenvolvido se mostrou promissor para fabricagcdo desses
produtos, principalmente pela facilidade e baixo custo, flexibilidade de parametros e

as possibilidades de aplicacao.

Palavras-chave: Tubos. Gelatina. Quitosana. Bioabsor¢ao. Propriedades mecanicas



ABSTRACT

Biopolymers such as gelatin and chitosan are important raw materials for various
medical applications. The main reasons are their availability, biocompatibility,
bioactivity and bioabsorption. This research aimed to develop a method to manufacture
tubes based on gelatin/chitosan blends with controlled dimensions. Characteristics and
physical behaviors were evaluated by swelling, biodegradation, mechanical
compression tests, optical and scanning electron microscopy, and thermogravimetry.
Three types of tubes were produced by this process with excellent dimension control,
as their average variations in dimension were smaller than 5%. Biodegradation
occurred initially by partial dissolution followed by chemical changes that resulted in
decreased mechanical properties and tendency to yellowing. Samples evaluated in the
presence of lysozyme and manufactures with glycerin displayed better mechanical
properties or thermal stability. Tubes manufactured by lyophilization had lamellar
spongy structures with a rough surface. In general, the process developed is promising
for the manufacture of these products, mainly due to the easy processing and low cost,

flexibility of parameters and the possibilities of application.

Keywords: Tubes. Gelatine. Chitosan. Bioabsorption. Mechanical properties
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1 INTRODUGAO

Polimeros bioabsorviveis tém sido alvo de inUmeros estudos que visam sua
utilizacdo no campo da medicina. A razdo deste crescente interesse € basicamente
seu suporte inicial seguido de sua total dissipac¢ao, caracteristica importante quando
se trata de dispositivos de liberagdo controlada de medicamentos ou na regeneragao
de tecidos, ja que n&o necessitam de reintervengao cirurgica para remové-los quando
nao mais necessarios (Domb et al., 1997; Reis e Roman, 2005). Outra vantagem ¢é
que sua biodegradabilidade pode contornar alguns dos problemas relacionados com
a seguranga a longo prazo de dispositivos permanentes, tais como respostas
imunoldgicas, inflamagdes ou trombos. No entanto, hd uma preocupagao potencial
relacionada com a biocompatibilidade e a toxicidade dos produtos gerados na sua
degradacéao (Ratner et al., 2004).

Pertencentes a classe dos polimeros de origem natural (biopolimeros), a
gelatina e a quitosana ganharam espaco em aplicagdes como materiais bioabsorviveis
(Domb et al., 1997; Ratner et al., 2004).

A gelatina é uma proteina obtida pela hidrélise parcial do colageno, principal
componente da pele, ossos, couro e dos tecidos conjuntivos dos animais (Domb et al.,
1997). Como biomaterial, possui muitas propriedades atraentes, tais como:
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, promotor de adesdo e crescimento
celular, além de sua abundancia e baixo custo. Dentre diversas aplicagcdes, € usada
em capsulas de farmacos, peles artificias, agente hemostatico, regeneragao de nervos
e enxertos 6sseos. Sua principal limitacao é a rapida dissolugao em meios aquosos
(Ratner et al., 2004; Kim et al., 2005; Chiono et al., 2007; Pulieri et al., 2008).

A quitosana é um biopolimero produzido a partir da desacetilacdo da quitina,
o polissacarideo natural de maior abundancia na natureza depois da celulose, extraido
de crustaceos, insetos e certos fungos. Suas caracteristicas singulares como,
biocompatibilidade, bioabsorgéo, atoxicidade, analgésica, antitumoral, hemostatica,
hipocolesterolémica, antimicrobianas e antioxidantes, a tornam um material de alto
interesse nos campos biomédico e farmacéutico. Desta forma, tem sido utilizada numa
vasta gama de aplicagdes, incluindo carreadores de farmacos, agentes de
cicatrizacao e regeneracao de tecidos (Kim, 2014).

No entanto, como natural de um polissacarideo, a quitosana nao funde ou

amolece quando submetida ao aquecimento, ao invés disso se carboniza, como
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também nao é facilmente dissolvida em solventes comuns, e tem apenas uma
solubilidade limitada em solugdes acidas, o que inviabiliza seu processamento através
dos métodos convencionais para polimeros, como extrusdo, inje¢ao, expansao de
espumas ou impresséo tridimensional (Wang et al., 2005).

Devido as caracteristicas anteriormente citadas, a combinacdo da gelatina
com a quitosana pode ter efeitos sinérgicos para as caracteristicas finais,
principalmente com o melhoramento das propriedades mecanicas e de solubilidade
(Cheng et al., 2003). Essas blendas tém sido utilizadas e estudadas para algumas
areas especificas, como carreamento de farmacos, fios de sutura, curativos, medicina
regenerativa e engenharia de tecidos (Cheng et al., 2003; Kim et al., 2005; Pulieri et
al., 2008; Oryan et al., 2016; Wang et al., 2016; Badhe et al., 2017).

Tubos a base de quitosana e seus compdsitos vem sendo alvo de alguns
estudos nas ultimas décadas (ltoh et al., 2003; Wang et al., 2006; Patel et al., 2008;
Rothwell et al., 2008; Wang et al., 2008; Chen et al., 2009; Gegel et al., 2014; Badhe
et al., 2017). Entretanto, sdo poucos os trabalhos que diretamente trataram da
producdo e avaliagédo de tubos a partir de blendas gelatina/quitosana. Portanto
estudos adicionais sdo necessarios para ampliar os conhecimentos sobre esses
produtos.

Considerando a comum aplicacao de dispositivos tubulares na medicina,
como por exemplo em cateteres, drenos, sondas uretrais, canulas de traqueostomia,
tubos de timpanotomia, endoproteses vasculares (stents) ou ainda como suportes
para crescimento celular (scaffolds) na engenharia de tecidos e medicina regenerativa
(Cesaretti e Saad, 2002; Basu e Ludlow, 2011; Saksena et al., 2016; Battiston et al.,
2017), este trabalho teve por objetivo desenvolver um novo processo para obtencao
de tubos a base de blendas gelatina/quitosana, com a possibilidade de controle de
suas dimensdes. Para tanto foram utilizadas formulagcbes pré-definidas e avaliadas
suas caracteristicas fisico-quimicas, comportamento mecanico e de biodegradacao,
com a finalidade de viabilizar aplicagdes em dispositivos médicos ou na medicina

regenerativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 Biomateriais poliméricos

Biomateriais sdo definidos como materiais sintéticos ou naturais que podem
ser utilizados em contato com sistemas bioldégicos sem causar reagdes adversas.
Podem ser de origem metalica, ceramica, polimérica ou de compésitos (Ratner et al.,
2004).

Biomateriais poliméricos podem ser divididos em dois grupos: bioestaveis ou
bioabsorviveis. Polimeros bioestaveis devem manter suas caracteristicas por anos ou
décadas causando repostas minimas aos tecidos circundantes. Eles tem sido
utilizados como materiais constituintes em o6rgaos artificiais, implantes e em
dispositivos médicos descartaveis. Tipicos polimeros bioestaveis sao, por exemplo,
polietilieno (PE), polipropileno (PP), poli(metacrilato de metila) (PMMA),
polioximetileno (POM) e poliéter-éter-cetona (PEEK). No entanto, ha casos em que os
tecidos necessitam apenas da presencga temporaria do polimero como suporte para
seu aumento, substituicdo ou para guiar sua regeneragao. Nestes casos, 0s polimeros
bioabsorviveis aparecem como melhor alternativa, por exemplo, em fios de sutura,
dispositivos de fixagao de fraturas ésseas, guias de ligamentos, tenddes ou nervos,
stents uroldgicos ou cardiovasculares, scaffolds, etc. Tipicos polimeros bioabsorviveis
sdo, por exemplo, a gelatina, a quitosana, o polihidroxibutirato (PHB), o poli(acido
latico) (PLA) e o poli(acido glicdélico) (PGA) (Tormala et al., 1998).

O principal problema para sele¢gao de materiais com estas finalidades esta
relacionado as reacdes de corpo estranho com o organismo, seja a longo ou curto
prazo. Apesar de inertes, os polimeros bioestaveis podem apresentar deterioracéo
oxidativa, resultando em inflamagdes, da mesma maneira os oligdbmeros € monédmeros

gerados na biodegradacao dos polimeros bioabsorviveis (Suzuki e Ikada, 2012).

2.1.1 Polimeros bioabsorviveis em dispositivos médicos

Biologicamente, quando um dispositivo € implantado num organismo ocorre
uma série de eventos. O tecido lesionado é acompanhado por uma reacao de
inflamacado que atrai células fagocitantes como macrofagos e mondcitos para a

localizacdo do implante. Posteriormente, ocorre o processo de cicatrizagao, que se
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caracteriza pela proliferacdo de células endoteliais e fibroblastos. Como alternativa a
cicatrizagdo pode ocorrer a formagédo de granulomas, provenientes das reagdes de
corpo estranho, onde os macréfagos cobrem a superficie do material seguido do
encapsulamento com fibroblastos referentes a fibrose (Domb et al., 1997).

Como mencionado anteriormente, dispositivos a base de polimeros
bioabsorviveis permanecem implantados num organismo enquanto sdo funcionais,
sendo biologicamente consumidos durante este periodo, e tornando desnecessaria
uma nova intervengao cirurgica para sua remogao apos a reparagao da disfungao.
Podem auxiliar na cura quando utilizados como carreadores de farmacos, além de
permitir a interacdo e crescimento celular na estrutura em degradacéo. Apesar destas
vantagens, esses materiais ainda ndo sao extensivamente usados em procedimentos
meédicos. O principal obstaculo é a dificii compreensdo das caracteristicas da
degradagéo, como, cinética, evolugao das propriedades mecanicas e identificacdo de
produtos liberados. Sendo estas cruciais na selegcao e concepg¢ao de materiais para
aplicagdes especificas, uma vez que o processo de degradagao pode afetar uma série
de eventos como o crescimento celular, regeneragao de tecido, liberagao do farmaco,
resposta do hospedeiro e a propria fungao do material (Reis e Roman, 2005; Suzuki
e lkada, 2012).

Para casos de regeneracdo de tecidos, por exemplo, o maior desafio esta
relacionado em encontrar a equivaléncia entre a taxa de regeneracao e a taxa de
bioabsor¢gdo do dispositivo. Caso o material se degrade prematuramente, a
regeneracdo sera comprometida. Em contrapartida, um material residual podera
interferir na fisiologia do tecido. Além disso, as propriedades mecanicas do dispositivo
devem ser suficientes para suportar o tecido durante o periodo de regeneracéao. Estas
caracteristicas se tonam ainda mais complexas quando se leva em consideracéo a
diferente capacidade de regeneragao de cada individuo. Outro problema é a possivel
toxicidade dos produtos liberados durante a degradacao do polimero (Reis € Roman,
2005; Suzuki e lkada, 2012).

O uso destes dispositivos é regulado e, no caso dos materiais bioabsorviveis,
a seguranga dos metabolitos liberados deve ser testada cuidadosamente. Além disso,
deve haver cuidados durante a fabricacdo e o armazenamento de polimeros
hidrolisaveis para evitar sua degradacao precoce devido a exposi¢gao a umidade.

Outro ponto que requer atengao é a esterilizagdo, pois em algumas situagbes pode
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interferir nas caracteristicas dos materiais (Reis e Roman, 2005; Suzuki e lkada,
2012).

2.2 Biodegradagciao em ambientes biolégicos

Apesar de ser comumente utilizada como referéncia a materiais que se
degradam rapidamente com a acdo do meio ambiente, biodegradacao é tecnicamente
definida como a cisdo quimica dos materiais pela agado natural de microrganismos
vivos, seguida de mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas (De_Paoli, 2009).

Trés termos diferentes sao utilizados para indicar que um determinado
material ou dispositivo desaparecera depois de ter sido introduzido num organismo
vivo, sdo eles: biodegradacao, bioerosao, bioabsorcdo. No entanto, na literatura n&o
ha distingdes claras no sentido desses termos. De maneira geral, o termo bio-
“degradacao” é usado como referéncia ao processo quimico de cisao de cadeias, bio-
‘erosao” a perda de massa do material, e bio-“absor¢éo” quando os produtos gerados
durante a degradac&o sdo absorvidos como nutriente para o organismo (Domb et al.,
1997; Ratner et al., 2004).

O ambiente biolégico é surpreendentemente agressivo e pode levar a uma
deterioragdo rapida ou gradual de muitos materiais. Aparentemente, pode se pensar
que o pH neutro, o baixo teor de sais e a temperatura moderada do corpo constituem
um ambiente ténue. No entanto ele possui muitos mecanismos especializados que
evoluiram ao longo de milénios para livrar o organismo vivo de substancias estranhas
invasoras e que agora atacam os biomateriais contemporaneos. Neste cenario, os
materiais expostos aos fluidos corporais podem sofrer alteragbes nas suas
propriedades fisico-quimicas como resultado de interagbes quimicas, fisicas,
mecanicas e bioldgicas entre o material e 0 ambiente circundante. Isto ocorre em um
meio aquoso e ibnico que pode ser eletroquimicamente ativo para metais e
plastificante para polimeros. Quando um corpo estranho entra em contato com um
sistema bioldgico estes mecanismos especiais sdo invocados. Proteinas se adsorvem
ao material e podem aumentar a taxa de corrosdo, células secretam poderosos
agentes oxidantes e enzimas que sao direcionadas para digerir o material (Ratner et
al., 2004; Reis e Roman, 2005).

Tanto polimeros naturais como sintéticos podem ser degradados em

ambientes bioldgicos. Os polimeros naturais incluem polipeptideos e polissacarideos,
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enquanto a maioria dos sintéticos sao poliésteres a-alifaticos. Polimeros
bioabsorviveis num ambiente bioldégico geralmente se degradam por hidrélise. Para
entender esse mecanismo, algumas caracteristicas devem ser consideradas, por
exemplo, o microfibrilamento (crazing), fissuras associadas ao tensionamento, que
podem expandir a area superficial promovendo reagdes quimicas; o intumescimento
e a absorgao de agua, que podem igualmente aumentar o numero de sitios reativos
pela introducdo de grupos funcionais hidrolisaveis na cadeia polimérica, os quais
geram mais espécies hidrofilicas levando ao inchamento e facilitando a entrada de
compostos degradantes para o interior do polimero; produtos de degradacdo podem
alterar o pH local estimulando reagdes adicionais e fissuras podem servir como locais

de iniciagao para calcificagcoes (Ratner et al., 2004; Suzuki e lkada, 2012).

2.21 Biodegradacao hidrolitica

Hidrélise € a quebra molecular de grupos funcionais suscetiveis a reagdes
com a agua. A palavra é derivada do grego: hidro- (agua) e -lise (quebra). Pode ser
catalisada por acidos, bases, sais ou enzimas (The_Balance, 2018).

A susceptibilidade de um polimero a hidrélise é o resultado de sua estrutura
quimica, morfologia, dimensdes e o ambiente no qual esta submetido. Basicamente,
os biomateriais poliméricos hidrolisaveis tém ligados a sua cadeia principal grupos
funcionais carbonila (C=0) e elementos como oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre
(S). Exemplos incluem ésteres, amidas, uretanos, carbonatos e anidridos (Ratner et
al., 2004). A Figura 1 apresenta de forma esquematica como ocorrem essas reagoes.

Esses grupos funcionais podem exibir diferentes taxas de degradagao, que
dependem das suas propriedades intrinsecas e de outras caracteristicas moleculares
e morfoldgicas. A taxa de hidrélise tende a aumentar com, uma alta proporgcéo de
grupos hidrolisaveis na cadeia polimérica, grupos polares hidrofilicos, baixa
cristalinidade, auséncia ou baixa densidade de ligagdes cruzadas, aumento da area

superficial, pH do meio e tensdes mecanicas (Domb et al., 1997; Ratner et al., 2004).
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Figura 1 — Grupos hidrolisaveis de alguns biopolimeros. Adaptada de (Ratner et al.,

2004).

2.2.2

Biodegradagao enzimatica

Enzimas sao catalisadores biolégicos, ou seja, elas aceleram as reag¢des nos
organismos vivos sem altera-los. Na verdade, na auséncia de enzimas, a maioria das

reagdes do metabolismo celular ndo ocorreria (Reis e Roman, 2005).
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As reacgdes de hidrélise podem ser catalisadas por enzimas conhecidas como
hidrolases, que incluem proteases, esterases, glicosidases e fosfatases, dentre
outras. Elas sdo proteinas derivadas de células, que atuam como catalisadores
altamente especificos para a cisdo de grupos funcionais susceptiveis a agua. Sao
responsaveis pela catalise de varias reagdes no corpo humano. Por exemplo, as
enzimas hidroliticas que estdo presentes na membrana e no Ilumen do trato
gastrointestinal e no epitélio tubular dos rins, onde asseguram a hidrélise eficiente de
diferentes substratos para facilitar a absorgédo de nutrientes e solutos (Reis e Roman,
2005).

As enzimas presentes no sérum humano podem ser divididas em duas
categorias: especificas do plasma e nao especificas do plasma. As primeiras sao
enzimas cuja fungdo normal esta relacionada a coagulagcdo do sangue, a ativagao
complementar e ao metabolismo das lipoproteinas. As ultimas sdo enzimas que nao
tém funcéo fisiologica no plasma, cujos cofatores ou mesmo substratos nao estao
normalmente presentes no plasma. Esta categoria inclui enzimas que sédo segregadas
por tecidos, por exemplo, amilase, lipase, fosfatases, e também enzimas associadas
ao metabolismo celular. A Tabela 1 apresenta a concentracdo de referéncia para
algumas enzimas presentes no sérum humano. Elas podem desempenhar um papel
importante na degradagao dos biomateriais catalisando sua hidrélise (Reis e Roman,
2005).

Tabela 1 — Concentragdes de referéncia de algumas enzimas presentes no sérum humano.

Enzima Concentragao
Lisozima 4 -13 mg/L
a-amilase 46 — 244 U/L
Lipase 30 -190 U/L
Fosfatase alcalina 6ssea 11 mg/L

Fonte: Reis e Roman (2005)

A hidrélise enzimatica de biopolimeros € um processo heterogéneo que é
afetado pelo modo de interacdo entre as enzimas e as cadeias poliméricas, isto

envolve tipicamente quatro etapas:
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(1) Difusao da enzima em solugéo para a superficie sélida;

(2) Adsorcao da enzima no substrato, resultando na formacado do complexo
enzima-substrato;

(3) Catalise da reagéao de hidrolise;

(4) Difusao dos produtos de degradacao do substrato solubilizado para

solucao (Reis e Roman, 2005).

A adsorcao e a velocidade de reagao sao afetadas pelas propriedades fisico-
quimicas do substrato, como, massa molar, composi¢cdo, cristalinidade, area
superficial, e também pelas caracteristicas inerentes da enzima, tais como, atividade,
estabilidade, concentracdo local, composicdo de aminoacidos e conformagao
estrutural. Também é muito importante levar em consideracao as condi¢des de pH e
temperatura, pois influenciam tanto as propriedades do substrato quanto da enzima.
As caracteristicas quimicas dos polimeros, como, reticulacdo e copolimerizacéo
também afetam a velocidade de degradagdo enzimatica, uma vez que essas
caracteristicas podem comprometer interacdo da enzima com o substrato (Reis e
Roman, 2005).

2.2.21 Lisozima

A lisozima € uma N-acetil muramoil hidrolase de peptidoglicano (E.C 3.2.1.17)
também conhecida como muramidase. E uma enzima que faz parte do sistema
imunoldgico dos animais, atacando peptidoglicanos presentes nas paredes celulares
das bactérias, especialmente as gram-positivas, como também auxiliando na hidrélise
de ligagdes glicosidicas em aglicares complexos. E abundante em secregdes,
incluindo, lagrimas, saliva, leite materno e muco, em concentragcdes que variam de 4
a 13 mg/L no sérum e 450 a 1230 mg/L na lagrima. Pode ser encontrada em grandes
quantidades na clara de ovos. Sua cristalizagao gera cristais perfeitos de estrutura
tetragonal (Figura 2) (Nordtveit et al., 1996; Masschalck e Michiels, 2003;
Wikipedia_Lyzosyme, 2018).

E a principal enzima envolvida na biodegradacéo dos derivados da quitina,
com a capacidade de romper suas ligagdes glicosidicas por hidrolise das fragdes

acetiladas da cadeia (Nordtveit et al., 1996; Laranjeira e Favere, 2009).
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Figura 2 — Cristais tetragonais de lisozima. Adaptada de (Wikipedia_Lyzosyme, 2018).

Relacionado a gelatina, diversos trabalhos a apresentaram como carreador
de lisozima em sistemas de liberagao controlada (Kuijpers et al., 2000; Yang et al.,
2008; Dekina et al., 2016). Bower et al. (2006) estudaram o efeito da aditivagcao de
lisozima em géis e filmes de gelatina para fins alimenticios. Os resultados mostraram
algumas mudangas em propriedades como transparéncia e forga do gel, além do
aumento da vida util do alimento provocado pelas caracteristicas antibacterianas da

lisozima.

2.2.3 Bioabsorc¢ao de polimeros

Existem dois grupos de polimeros bioabsorviveis, um degradavel e o outro
soluvel (Suzuki e Ikada, 2012). A Figura 3 esquematiza os mecanismos moleculares
de bioabsorgao polimérica.

O termo degradavel ndo significa necessariamente que serdo bioabsorvidos
via hidrolise enzimatica. A hidrolise fisico-quimica de um polimero num pH neutro sem
a contribuicdo de enzimas também pode resultar em degradagéo, tal como ocorre com
o PLA e o PGA. Por outro lado, os soluveis séo bioabsorvidos sem degradagao como
resultado da sua dissolugdo em meio aquoso. Isso indica que os polimeros originais
deste grupo devem ser bastante soluveis em agua em pH 7,4 e 37°C, que sédo as

condi¢des normais do corpo humano (Suzuki e lkada, 2012).
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Figura 3 — Dois modos de bioabsorgao dos polimeros. Adaptada de (Suzuki e lkada,
2012).

2.3 Gelatina

A gelatina € um polipeptideo derivado da desnaturagéo proteica do colageno
através de uma hidrélise térmica parcial. E um biopolimero biodegradavel de ampla

aplicacao industrial, farmacéutica, alimenticia e biomédica (Gme, 2018; Gmia, 2018).
2.3.1 Colageno como matéria-prima da gelatina

O colageno é a proteina mais comum encontrada nos animais, representando
cerca de 30% da proteina total presente nos seus corpos. E o principal componente
dos tecidos conjuntivos, como a pele, ossos, cartilagens, tenddes e vasos sanguineos.
E sintetizado pelos fibroblastos, que s&o células do tecido conjuntivo responsaveis
pela producéo e regeneracéao tecidual (Gorgieva e Kokol, 2011).

A estrutura primaria do colageno é composta por aminoacidos regularmente
ordenados constituindo cadeias alfa (a) polipeptidicas espirais. Apesar de inUmeras
variantes, a sequéncia basica é geralmente glicina/prolina/hidroxiprolina (Figura 4)
(Paul e Bailey, 2003).
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Figura 4 — Representagcdo do formato espiral das cadeias-a de colageno
proporcionado pelas pontes de hidrogénio entre as ligagcbes amino (NH) e carboxila
(COOH), estruturas quimicas das cadeias e dos seus principais aminoacidos. (Editada

pelo autor).

As moléculas de colageno sao formadas por triplas hélices de cadeias-q,
também conhecidas como tropocolagenos. Esses se organizam entre si, através de
ligacdes cruzadas, formando estruturas fibrilares de maiores dimensdes (Paul e
Bailey, 2003). A Figuras 5 representa estrutura do tropocolageno e a conformagao das

fibras.

Cadeiasde
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Fibrilas de colageno
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LCadeias-0

Fibras de colagenc vistas por
microscopio eletrdnico

Figura 5 — Formacgao do tropocolageno e estruturas fibrilares a partir das cadeias-a.

(Editada pelo autor).
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Foram identificados e descritos 29 tipos de colageno. Os cinco mais comuns
e suas origens sao:

e Tipo I: pele, tendao, ligadura vascular, 6rgaos, ossos (componente
principal da parte organica do 0sso);

¢ Tipo ll: cartilagens (componente principal da cartilagem);

e Tipo llI: reticulado (componente principal das fibras reticulares),
comumente encontrado ao lado do tipo I;

e Tipo IV: forma a lamina basal;

e Tipo V: superficies celulares, cabelo e placenta (Ratner et al., 2004)

Mais de 90% do coldgeno no corpo humano € do Tipo |. No entanto, na
formacgao de tecido cicatricial, como resultado da idade ou lesbées, ha uma alteracao
na proporcao entre colageno Tipo | e lll (Ratner et al., 2004; Gorgieva e Kokol, 2011).

Assim como a gelatina, o colageno também possui caracteristicas importantes
para seu uso como biomaterial. E facilmente isolado e purificado, abundante, tem
propriedades estruturais, fisicas, quimicas e imunolégicas bem conhecidas, é
bioabsorvivel, biocompativel, ndo citotoxico, permite suporte ao crescimento celular e
pode ser processado numa ampla variedade de formas. Sendo utilizado na medicina,
como agente hemostatico, curativos, sistemas carreadores de farmacos, em cirurgias
plasticas, regeneracao de nervos, dentre outras (Lee et al., 2001).

A gelatina tem praticamente a mesma composigao quimica do colageno, uma
vez que ele é sua matéria-prima fundamental. A diferenga basica é que o colageno
possui uma estrutura quimica predominantemente cristalina, enquanto a da gelatina é
amorfa. Enquanto a gelatina é facilmente dissolvida em agua aquecida e possui a
capacidade de formar géis termorreversiveis (Figura 6), o colageno é insoluvel e nas
mesmas condi¢des simplesmente encolhe e perde sua capacidade de absorver agua
(Phillips e Williams, 2009; Gorgieva e Kokol, 2011).

2.3.2 Producao da gelatina
A gelatina na sua conformagao usual nao é encontrada naturalmente no meio-

ambiente. Como mencionado anteriormente, ela é originada de um processo de

desnaturagéo do colageno via hidrdlise térmica (Gme, 2018; Gmia, 2018).
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A conversao hidrolitica de colageno em gelatina produz moléculas de varios
tamanhos. Portanto, a gelatina € uma mistura de fragdes de cadeias de aminoacidos
unidas por ligagdes peptidicas para formar polimeros de massa molecular que varia
entre 15.000 a 400.000 g/mol. A Figura 6 também mostra a mudanga da conformagao

estrutural do colageno para producao da gelatina (Gmia, 2018).

Colageno Gelatina
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Estrutura cristaling do coldgeno

: ‘7 Agquecimento
0:3pm 3 Resfriamento

BB,

0.001 5pm

Gel
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Figura 6 — Mudanca estrutural do colageno para gelatina devido ao processo de
desnaturagao hidrolitica, e propriedade termoreversivel da gelatina. (Editada pelo

autor).

Apesar das diversas formas de colageno, a gelatina é derivada apenas de
fontes ricas em colageno Tipo |, que geralmente ndo contém o aminoacido cisteina.
Industrialmente as principais matérias-primas s&o ossos de gado, peles de gado e de
suinos. Fontes alternativas incluem aves e peixes (Gme, 2018; Gmia, 2018).

Iniciando-se o processo, substancias ndao desejadas, tais como minerais (do
0ss0s), gorduras e albuminoides (das peles), sdo removidas quimica e fisicamente
para purificar o colageno. Logo apds, dois diferentes métodos de pré-tratamento
(acido e alcalino) podem ser aplicados dependendo da origem da matéria-prima e a
sua utilizagao final (Gme, 2018; Gmia, 2018).
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2.3.2.1 Pré-tratamento acido

O pré-tratamento acido é preferencialmente usado em peles de suinos, e
peixes, e da origem a gelatinas do Tipo A. Nesse processo, a matéria-prima ja
purificada é imersa numa solugao acida fria (pH 1,5 — 3,0) por varias horas, até ocorrer
o seu inchamento maximo. Os acidos hidrocloridrico e sulfurico sdo os mais utilizados.
Durante esse tratamento a desnaturacdo do colageno € condicionada a hidrdlise
térmica das ligagbes peptidicas, e apenas uma pequena quantidade de material é
solubilizado. O acido entdo é drenado e o material é lavado varias vezes com agua
fria. O material resultante segue para extragao da gelatina com agua aquecida (Phillips
e Williams, 2009).

2.3.2.2 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino é usado para produgao das gelatinas Tipo B. Ossos
e couro de gado sao as principais matérias-primas. Nesse processo, o material é
imerso numa solugdo aquosa alcalina (pH 12) a temperatura ambiente por varias
semanas. As bases hidréxido de sédio e de calcio sdo as mais usadas. Durante o
processamento, o alcali quebra uma das ligagdes cruzadas iniciais do colageno
(piridinolina), e como resultado, ao aquecé-lo ocorre a liberagdo de cadeias-a
desnaturadas. Porém, a presenca ligagdes cruzadas de pentosidina limita o processo
de desnaturacdo por hidrolise térmica das ligagdes peptidicas. Apds esse
condicionamento o material é lavado varias vezes, tem o pH ajustado e segue para a

extracdo da gelatina em agua aquecida (Phillips e Williams, 2009).

2.3.2.3 Extracao e processamentos finais

Como ja descrito, para se extrair a gelatina do material pré-tratado é
necessario banha-lo em agua aquecida, catalisando desta forma as reacdes
hidroliticas. Tempo, temperatura e o numero de extragbes variam, dependendo das
necessidades do produto, tipo de equipamento e do custo (Gme, 2018; Gmia, 2018).

Os procedimentos de extracdo influenciam na qualidade e quantidade do

produto gerado, e embora a extragao continua seja usada por alguns processadores,
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a maioria dos métodos ainda empregam fragbes de pequenos lotes (Gme, 2018;
Gmia, 2018).

A extracdo é normalmente realizada em recipientes de ago inoxidavel
equipados com aquecedores e controle de temperatura. O niUmero de extracdes varia
entre 3 e 6. A primeira extracdo geralmente ocorre de 50 a 60°C, sendo feitas
extragcdes subsequentes com sucessivos aumentos de temperatura de 5 a 10°C. A
extracdo final é realizada perto do ponto de ebuligdo. Apds isso, os extratos sao
mantidos separados, analisados e subsequentemente misturados para atender as
diversas especificagcbes. A extragao inicial geralmente fornece um produto de
qualidade superior em comparagao com as extracdes subsequentes. Os produtos das
primeiras extragdes possuem massas molares mais elevadas, maior viscosidade,
maior resisténcia do gel e cor mais clara (Gme, 2018; Gmia, 2018).

As solugdes diluidas de gelatina provenientes das varias extragdes séo entao,
fitradas, deionizadas e concentradas por filtragdo em membrana de fluxo cruzado
(cross-flow filtration) e/ou evaporagéo a vacuo. A gelatina é entéo arrefecida e cortada
em tiras ou extrusada como macarrao, e depositada numa esteira circulante, que
passa através de uma estufa de secagem com temperaturas variando de 30 a 70°C.
O tempo de secagem varia entre 1 e 5 horas, dependendo da qualidade e
concentragcao do material, e a taxa de secagem é cuidadosamente controlada para
evitar sua fusdo ou endurecimento. A gelatina deixa o secador com um teor de
umidade de aproximadamente 10%. O produto é entdo quebrado em pedacos que
sao triturados no tamanho de particula requerido. A gelatina seca é testada de acordo

com as normas estabelecidas (Gme, 2018; Gmia, 2018).

2.3.3 Propriedades da gelatina

2.3.3.1 Composicao e caracteristicas anfotéricas

A gelatina, em termos de composicao elementar tem 50,5% de carbono, 6,8%
de hidrogénio, 17,0% de nitrogénio e 25,2% de oxigénio. Em sua forma seca consiste
de 98 a 99% de proteina. Os aminoacidos predominantes sao glicina (26-34%), prolina
(10-18%) e hidroxiprolina (7-15%). Outros aminoacidos significativos incluem: alanina
(8-11%); arginina (8-9%); acido aspartico (6-7%) e &acido glutamico (10-12%)
(Schrieber e Gareis, 2007).
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As cargas presentes na molécula de gelatina e seu ponto isoelétrico (pl) sao
principalmente decorrentes dos grupos carboxila, amino e guanidino nas cadeias
laterais, que promovem propriedades anfotéricas. A gelatina de Tipo A tem 78 — 80
mol de grupos carboxila livres por 100 g de proteina e um pl de 7,0 — 9,0. A do Tipo
B tem 100 — 115 mol de grupos carboxila livres por 100 g de proteina e um pl de 4,7
—5,2. O pH de uma solugao com 1,5% a 25°C é de 3,8 — 5,5 parao Tipo A, e 5,0 —
7,5 para Tipo B (Gmia, 2018; Sigma_Aldrich, 2018).

2.3.3.2 Solubilidade e caracteristicas gerais

A gelatina seca é praticamente insipida e inodora, fragil e de cor levemente
amarelada. Tem uma densidade relativa de 1,3 — 1,4 g/cm3. Quando suas particulas
sdo imersas em agua fria, intumescem discretamente, e ao serem aquecidas, se
hidratam e se dissolvem para formar uma solugdo. Esse é o principal método de
preparagao de solugdes, especialmente quando sdo desejadas altas concentragdes.
Ela também é soluvel em alcoois poli-hidricos como glicerol e propilenoglicol, e em
acido acético. E praticamente insoluvel na maioria dos solventes organicos, como
alcool, cloroférmio, tetracloreto de carbono, éter, benzeno, acetona e dleos. O
comportamento das solugdes é influenciado pela temperatura, pH, método de

fabricagdo, historia térmica e concentragéo (Gmia, 2018; Sigma_Aldrich, 2018).

2.3.3.3 Formacao do gel termorreversivel

A gelatina na sua forma convencional (em particulas), é facilmente dissolvida
em agua aquecida (>37°C). Quando uma solugdo aquosa de gelatina com
concentragao superior a 0,5% (m/v) é resfriada, em torno de 37°C comega a ocorrer
um aumento progressivo da viscosidade, e em seguida forma-se um gel. Essa
propriedade gelificante € uma das suas caracteristicas mais importantes. Quando a
solucéao esfria, as moléculas tendem a se associar e recuperar algumas das estruturas
helicoidais originais do colageno (Figura 6). O gel consiste em uma rede tridimensional
de moléculas, ligada por zonas de juncdo, que é capaz de aprisionar grandes
quantidades de agua através de forgas capilares. Este gel tem caracteristicas sélidas,
embora seja na realidade um material viscoelastico. A rigidez ou a resisténcia do gel,

denominada de Bloom Number, depende da concentracdo, do pH, temperatura,
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presenca de aditivos e das forgas intrinsecas da gelatina, que estao relacionadas com
sua estrutura e massa molar (Gmia, 2018; Sigma_Aldrich, 2018)

A propriedade gelificante é termorreversivel, ou seja, se o gel for reaquecido
ira converter-se para liquido e vice-versa, pois as forcas que favorecem o estado
amorfo (principalmente a entropia configuravel) superam aquelas que favorecem o
estado agregado (principalmente pontes de hidrogénio) (Scientific_American, 2018).

As possiveis interagdes da agua com a gelatina sdo demostradas na Figura 7.
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Figura 7 — Pontes de hidrogénio formadas entre a agua e aminoacidos constituintes

das cadeias-a da gelatina. Adaptada de (Duconseille et al., 2015).

2.3.3.4 Conservacao e vida util

A gelatina, quando armazenada em recipientes herméticos a temperatura
ambiente, permanece inalterada por longos periodos de tempo. Quando seca e
aquecida acima de 45°C no ar com umidade relativa elevada (acima de 60%) perde
gradualmente sua capacidade de hidratagéo e dissolugao (Gmia, 2018).

Solugbes estéreis de gelatina quando armazenadas a frio sdo estaveis
indefinidamente, mas a temperaturas elevadas séo suscetiveis a hidrolise. Duas das
propriedades mais Uteis da gelatina, a resisténcia e a viscosidade do gel sao
gradualmente reduzidas sob aquecimento prolongado, acima de aproximadamente

40°C. A degradacao também pode ser provocada por extremos de pH e por enzimas
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proteoliticas, incluindo as que podem resultar da presenga de microrganismos (Domb
et al., 1997; Gmia, 2018).

2.3.3.5 Caracteristicas e aplicacoes biomédicas

A gelatina é um material importante e versatil para aplicagdes biolégicas. Sua
utilizacdo em produtos farmacéuticos e dispositivos médicos deve-se a varias
propriedades, tais como:

¢ Nao toxico, ndo alergénico;

e GRAS status (Produto reconhecido como seguro pela FDA);
e Excelente biocompatibilidade;

o Alta pureza;

e Baixa atividade imunoldgica;

e Parémetros fisicos controlaveis (Phillips e Williams, 2009).

Na medicina, é utilizada como substitutos de plasma em cirurgias de
emergéncia, peles artificiais, curativos, inser¢cdes oculares, além de diversas
aplicagdes em sistemas carreadores de farmacos e engenharia e regeneracéo de
tecidos. No campo farmacéutico, para capsulas de comprimidos, supositérios
glicerinados, na produgdo de pomadas e na formulagdo de novas vacinas (Reis e
Roman, 2005; Phillips e Williams, 2009).

Implantes a base de colageno e seus derivados sdo normalmente degradados
por colagenases, enzimas naturais presente nos mamiferos, que atacam as cadeias-
a. A fragmentagcdo das cadeias da gelatina gera oligopéptidos, que podem ser

degradados por outras enzimas proteoliticas naturais (Ratner et al., 2004).

2.4 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo originado da N-desacetilagéo parcial ou total
da quitina. A incidéncia de quitosana na natureza é rara, exceto em poucas espécies
de fungos. A quitina por sua vez é sintetizada por uma enorme quantidade de

organismos vivos, sendo extraida de exoesqueletos de crustaceos, insetos e alguns
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fungos, o que a torna o segundo polissacarideo de maior incidéncia na natureza,

ficando apenas atras da celulose (Domb et al., 1997; Kim, 2014).

241 Producgao da quitosana

Para obtencédo da quitosana, os grupos acetamida da quitina sofrem um
processo de hidrélise, e a remogao de grupos acetila (CH3CO) torna a molécula
soluvel na maioria dos acidos diluidos. Este processo, denominado de desacetilacao,
ativa dos grupos amino (NH) e concede a quitosana caracteristicas catiénicas. O
método mais comum de desacetilacido é em meio alcalino, outros métodos também
citados s&o o enzimatico e irradiagdo de micro-ondas (Domb et al., 1997; Kim, 2014;
Jennings e Bumgardner, 2017). A Figura 8 apresenta o esquema de reagado para

obtencao da quitosana.

- Quitina

Desacetilagdo

— CH3COONa + NaOH

NHn
\%, l&, ’(\! .--- Quitosana

Figura 8 — Esquema da reagao de N-desacetilagdo em meio alcalino para produgao

da quitosana a partir da quitina pela remogédo dos grupos acetila. Adaptada de

(Jennings e Bumgardner, 2017)

A quitina natural e a quitosana geralmente coexistem como um copolimero de
glucosamina e glucosaminas acetiladas. O grau de desacetilagdo €, portanto, um
parametro estrutural determinante para elas. Quando este pardmetro alcancga o valor
de aproximadamente 50%, a quitina torna-se soluvel em solucdes acidas, e assim
converte-se em quitosana (Domb et al., 1997; Rinaudo, 2006; Kim, 2014).



38

2.4.2 Propriedades da quitosana

A presencga de grupos hidroxila e a reatividade dos grupos amino propiciam
caracteristicas quimicas e bioldgicas importantes para a quitosana. A alta
hidroflicidade, permite sua utilizagdo como biomaterial na forma de géis, membranas,
como veiculo de liberagdo de farmacos, bandagens, etc. Grupos amino distribuidos
na cadeia polimérica permitem inumeras modificagdes quimicas, tais como
imobilizacdo de agentes quelantes e formagéo de complexos polieletroliticos. Além de
excepcionais propriedades biolégicas como, n&o-toxicidade, biocompatibilidade,
bioabsor¢do, bactericida, fungicida, hemostatica e efeitos regenerativos e

cicatrizantes (Laranjeira e Favere, 2009; Jennings e Bumgardner, 2017).

24.21 Grau de desacetilagcao e Massa molar

O grau de desacetilagdo (GD) é expresso pelo percentual de grupos
glucosamina presentes na cadeia polimérica. Ele influencia nas caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas dos derivados da quitina (Gonsalves et al., 2011).

Na maioria dos casos, um aumento no GD resulta num aumento das
propriedades mecanicas, como resisténcia a tragcdo, médulo de elasticidade e de
compressao e uma redugdo no alongamento na ruptura. Este comportamento é
geralmente atribuido a um aumento da cristalinidade da quitosana, que tipicamente
aumenta com GD, pois ha menos grupos laterais volumosos acetila, o que leva a um
empacotamento mais eficaz devido a maior regularidade das cadeias poliméricas.
Embora o aumento da cristalinidade proporcione a melhoria da resisténcia mecanica
e rigidez, também causara fragilidade ao material (Jennings e Bumgardner, 2017).

Quitosanas de GD maiores também exibem taxas de degradagao mais lentas
e diminuicdo do intumescimento em comparagdo com as de GD menores. Estas
caracteristicas, até certo ponto, também dependem da cristalinidade. Quanto maior a
cristalinidade mais fechada sera a microestrutura, o que limita a absorcdo e a
permeacao da agua, e reduz o intumescimento (Jennings e Bumgardner, 2017).

No estudo de Mao et al. (2004), o GD se mostrou um fator importante para a
adesao celular. Maiores GD proporcionaram maior adesao de fibroblastos em

membranas de quitosana.
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A Massa molar (MM) também é considerada um paréametro determinante para
as propriedades fisico-quimicas da quitosana. Em geral, maiores MM acarretam num
aumento das propriedades mecanicas, e aceleram a degradagéo. Tanto MM como o
GD podem ser usados para manipular estas propriedades, no entanto é de sumaria
importancia considerar o resultado das interagcdes entre eles (Jennings e Bumgardner,
2017).

2.5 Blendas Gelatina/Quitosana

Devido as suas propriedades individuais, a combinacido desses dois
biopolimeros também tem efeitos benéficos e sinérgicos sobre as caracteristicas finais
dos seus compostos. Diversos estudos mostraram excelentes interagdes entre eles.
A adicao de quitosana pode modificar as caracteristicas de solubilidade e bioabsorgao
da gelatina, enquanto a gelatina melhora as caracteristicas mecanicas da quitosana,
em especial diminuindo sua rigidez. Além disso, os compostos também mostraram
melhorias em propriedades bioldgicas como a proliferagéao celular (Cheng et al., 2003;
Mao et al., 2004; Pulieri et al., 2008; Gorgieva e Kokol, 2011; Hosseini et al., 2013).

A explicagao para essas interagdes estdo relacionadas as propriedades
anfotéricas da gelatina, que interagem com o carater aniénico da quitosana podendo
formar complexos polieletroliticos ou interagdes polares como pontes de hidrogénio
(Kim et al., 2005; Reis e Roman, 2005).

Blendas de gelatina/quitosana ou colageno/quitosana foram estudadas para
algumas aplicagdes, que incluem carreamento de farmacos, curativos, fios sutura,
lentes de contato, condutores de nervos e matrizes para engenharia de tecidos
(Cheng et al., 2003; Liu et al., 2004; Xin-Yuan e Tian-Wei, 2004; Zhang et al., 2006;
Oryan et al., 2016; Wang et al., 2016; Badhe et al., 2017).

2.6 Plastificantes

Plastificantes s&o aditivos empregados em alguns tipos de materiais
poliméricos com a finalidade de melhorar o processamento e a flexibilidade do
material. Eles atuam como solventes provocando a separacao e a reducao das forcas
de atracdo entre as macromoléculas, facilitando a mobilidade molecular, e assim

propiciando a flexibilidade. Geralmente sao liquidos de alto ponto de ebulicido, baixa
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massa molar, oligoméricos ou poliméricos, que possuem excelente afinidade quimica

com o polimero plastificado (Rabello, 2000; Andrade et al., 2001).
2.6.1 Plastificantes em biopolimeros

Os biopolimeros podem apresentar propriedades mecanicas que limitam sua
processabilidade e aplicagdes finais, principalmente relacionadas a rigidez e
fragilidade. Para superar este problema, plastificantes sdo adicionados a sua
formulacdo. Esses aditivos se tornam mais atrativos quando possuem propriedades
biodegradaveis, baixa toxicidade e boa compatibilidade com varios plasticos
substituindo os plastificantes convencionais. Podem ser citados os polidis como,
glicerol, etileno glicol, polietileno glicol e sorbitol; os acidos gordurosos;
monossacarideos como glicose, frutose e sacarose; assim como, etanolamina, uréia,
Oleos vegetais, ceras, surfactantes e a propria agua (Vieira et al., 2011).

Biopolimeros e seus plastificantes sdo geralmente higroscépicos, além disso
a agua é um dos meios solventes e plastificantes mais importantes nos sistemas
bioldgicos. Os plastificantes também podem afetar a capacidade de retencao de agua
do polimero (Vieira et al., 2011; Fundo et al., 2014).

2.6.1.1 Glicerol

Quimicamente o glicerol € um tri-alcool com 3 carbonos, tendo como nome
sistematico (IUPAC) 1,2,3-propanotriol (Figura 9). E liquido & temperatura ambiente
(25°C), higroscépico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado, pode ser derivado de
fontes naturais ou petroquimica. O nome origina-se da palavra grega glykos, que
significa doce. O termo “glicerina” refere-se ao produto na forma comercial (Beatriz et
al., 2010).

CH, H,C
/ T~ "\
HO OH

OH

Figura 9 — Estrutura quimica da molécula de glicerol (Editada pelo autor).
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O (glicerol esta presente em todos os 6leos e gorduras de origem animal e
vegetal. Também esta presente em todas as células animais e vegetais, fazendo parte
de sua membrana celular na forma de fosfolipidios. A importancia biologica do glicerol
advém do fato deste ser um dos precursores dos triglicerideos, uma forma de lipideos
especializada no armazenamento de energia (Wikiciencias, 2018).

A presencga de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol é responsavel pela
solubilidade em agua e sua natureza higroscépica. E uma molécula altamente flexivel
formando ligagées de hidrogénio tanto intra- como intermoleculares (Beatriz et al.,
2010).

O glicerol é reconhecido como seguro para o consumo humano desde 1959,
podendo ser utilizado em diversos produtos alimenticios e farmacéuticos. Os niveis
de DLso em ratos sdo de 470 mg/kg e em porquinhos-da-india de 7750 mg/kg. Em
humanos, uma grande quantidade de glicerol (sintético ou natural) pode ser
administrada sem aparecimento de qualquer efeito adverso a saude (Infinitypharma,
2018).

Para a quitosana, o glicerol € o plastificante mais usado devido a sua eficiéncia
de plastificagdo, grande disponibilidade e baixa migragédo. E tal como mencionado

anteriormente, € um solvente para gelatina (Epure et al., 2011; Sigma_Aldrich, 2018).

2.7 Estado da arte

Para este topico foram avaliados os trabalhos relacionados a fabricagcéo e
estudo de estruturas tubulares, a base de quitosana, gelatina, colageno ou compdésitos
associados.

Itoh et al. (2003) estudaram um tubo de quitosana/hidroxiapatita em formato
triangular obtido a partir de um tendao do crustaceo Macrocheira Kaempferi. Eles
sugeriram que sua forma e a camada de hidroxiapatita podem beneficiar a
regeneragao de nervos.

Wang et al. (2005) e Zhang et al. (2006) produziram tubos de quitosana em
forma porosa a partir de um tubo pré-fabricado com fibras trangcadas de quitosana,
seguidos de processos imersao em solugdes de quitosana ou quitosana/gelatina, e de
liofilizagdo. Eles sugeriram que as propriedades mecanicas e biolégicas obtidas

tornam produto promissor para a engenharia de tecidos.
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Patel et al. (2008) desenvolveram tubos de colageno/quitosana utilizados
como guias para reparagao de nervos periféricos, a partir da inje¢gado da solugdo num
molde tubular concéntrico, seguidos de processos de coagulagao e liofilizagdo. Os
resultados indicaram que estes tubos podem ser aplicados para regeneragdo de
nervos periféricos rompidos.

Wang et al. (2008) fabricaram tubos em malha com micro-nanofibras de
quitosana pelo método de electrospinning. Posteriormente, Matsumoto et al. (2010)
investigaram a utilizagdo desses tubos para a regeneragdo de nervos toracicos
danificados. Os resultados mostraram que eles podem ser usados de forma segura,
auxiliando a regeneracao de nervos simpaticos e periféricos, reestabelecendo suas
fungdes originais.

Rothwell et al. (2008) sugerem a utilizagdo de um tubo produzido a partir de
filetes de quitosana enrolados num bastdo metalico e unidos com uma nova camada
de solugcdo, para o tratamento de vazamentos anastomoéticos apds cirurgias
gastrointestinais.

Chen et al. (2009) produziram stents em formato espiral a partir de tiras de
quitosana reticuladas com genipina, e enroladas num mandril. Foram avaliadas
propriedades mecanicas e biolégicas, bem como a liberagdo controlada de um
farmaco antiploriferativo in vivo. Os resultados se mostraram atrativos para a
finalidade proposta.

Gegel et al. (2014) propuseram um meétodo simples para produgéo de tubos
de quitosana, consistindo na imersdo de um bastdo de vidro diretamente numa
solugéo de quitosana, seguido de um banho com solugdes alcalinas.

Mais recentemente, Badhe et al. (2017) desenvolveram um scaffold de
quitosana/gelatina com arquitetura tubular macroporosa, pela combinagcdo de
processos de lixiviagao de particulas e liofilizagao.

Atualmente a empresa alemd Mendovent GmbH fornece neurotubos de
quitosana com a marca Reaxon® para tratamento de lesées em nervos periféricos, em
conformidade com a norma internacional DIN EN ISO 13485 (Medical devices --
Quality management systems -- Requirements for regulatory purposes). Eles sao
fabricados por um processo de extrusdo especial seguidos de lavagens e hidrélises
(Haastert-Talini et al., 2013; Bak et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Gelatina Tipo A produzida a partir de peles de suinos adquirido da Sigma
Aldrich; quitosana oriunda de cascos de camarao, com grau de desacetilagao de 89 a
94% e massa molar entre 260 e 280 KDa produzida pelo laboratério Certbio/UFCG;
glicerina teor = 99,7%, hidroxido de sédio e acido acético glacial adquiridos da Neon
Comercial Ltda.; lisozima e solu¢cao tampéo fosfato-salino (PBS) adquiridos da Sigma
Aldrich.

3.2 Metodologia

Este trabalho foi realizado integralmente no Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, localizado na Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG).

Foram produzidos trés tipos de tubos: um rigido e higroscopico, que se torna
flexivel ao absorver umidade, denominado — Tubos Secos (TS); um flexivel de aspecto
elastomérico e estavel a temperatura ambiente, pela adigao de glicerina, denominado
— Tubos Flexiveis (TF); e um de estrutura interna esponjosa lamelar e superficie
rugosa, com utilizacdo da técnica de liofilizagdo, denominado — Tubos Porosos (TP).
Inicialmente foram utilizadas trés formulagbes de blendas gelatina/quitosana (GQ):
4/1, 3/1 e 2/1 para producao de TS. A escolha de tais formulagdes, assim como alguns
parametros de processo foram baseadas em alguns dos trabalhos referenciados nos
topicos 2.5 e 2.7. No entanto, quando as formulacdes com maior percentual de
quitosana foram utilizadas, varios corpos-de-prova foram perdidos na etapa final de
desmoldagem devido a fragilidade, o que acarretou na escolha da formulagéo 4/1
como padrao. Todavia, é preciso esclarecer que a utilizagado das outras formulagcbes
pode ser viavel, principalmente para producédo de TF e TP, mas tal investigacdo néo
foi objeto dessa pesquisa.

Antes da definigcdo de todos os parametros e métodos para a preparagao das
amostras, varios testes preliminares foram realizados. Estes incluem desde modos de
conformagao (extrusdo, moldagem, reacao), até a alteracdo de variaveis (tempo,
temperatura, concentragdo, componentes). A diretriz foi sendo construida

paulatinamente em paralelo com os resultados. Durante este periodo, também foi
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prospectado a utilizagdo de agentes reticulantes como o glutaraldeido, genipina e TPP
(Tripolifosfato de Sédio). Como também plastificantes como glicerol, polietilenoglicol,
e 0 seu respectivo método de incorporagao (mistura em massa, imersdo em solugao).

Ao final foi desenvolvido o método apresentado no tépico 3.2.1 a seguir.

3.21 Preparagao das amostras

Uma solugdo de quitosana 2% (m/v) em acido acético 1% (v/v) foi misturada
e homogeneizada a 50°C com gelatina em pé na propor¢cdao GQ de 4/1 em massa
presente na solugdo. A blenda resultante foi entdo vertida num molde de cavidade
cilindrica com diametro interno de 12,5 mm e mantida sob refrigeracdo (5°C) até
ocorrer a gelificagdo. Apds a remocao do molde, a amostra (bastao) de natureza acida
foi imersa numa solugdo de hidréxido de sédio 1M (23°C) induzindo a reagéo de
neutralizacao/coagulagao, obtendo-se um perfil tubular com espessura de parede
dependente do tempo, uma vez que a reagao ocorre a partir da superficie de contato
para o centro (Figura 10). Apds o corte transversal das extremidades do bastéo, o
residuo interno de material ndo reagido foi removido com auxilio de um equipamento
de banho-ultrassénico modelo USC-1400 com frequéncia 40 KHz e temperatura de
60°C por 30 minutos (min). A amostra tubular resultante foi imersa novamente na
solucao de hidroxido de sédio 1M por metade do tempo da primeira imersao, e em
seguida, lavada diversas vezes com agua deionizada. A partir desta etapa os tubos

pré-formados foram direcionados a fabricagdo de TS ou TP.

Figura 10 — Representagcao da espessura da parede do tubo formada pelo tempo (T)

de reacao acido-base entre a amostra cilindrica e a solugao (Editada pelo autor).
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Para a fabricagdo de TS foram introduzidos nos tubos pré-formados um
bastéo flexivel de didmetro equivalente ao didmetro interno do tubo, e em seguida
submetidos a secagem por 24 horas (h) em estufa a 50°C com circulagao de ar.

Para a fabricagdo de TP foram introduzidos nos tubos pré-formados um
bastéo flexivel de diametro equivalente ao didmetro interno do tubo, e em seguida
congelados (-15°C) por 24h e submetidos a liofilizagao por 48h.

Os TF foram produzidos a partir do intumescimento dos TS, imergidos numa
solugdo aquosa de glicerina 50% (v/v) por 24h a temperatura ambiente (25°C) e
posterior lavagem e secagem em estufa a 50°C por 24h.

Para as amostras fabricadas nesta pesquisa foi utilizado um tempo de 10 min
para 12 reagao, e um bastao interno flexivel de diametro 5 mm em concordancia com
os resultados de cinética de reacdo apresentados no tépico 4.1 adiante.

Sinteticamente, a metodologia descrita € ilustrada no fluxograma da Figura 11.

P do d Ca . - 1° Reacdo d
reparaN(;ao a Adicdo de Gelificagdo em eagaoN ¢
solucdo de X . coagulacdo/

. gelatina molde cilindrico s
quitosana neutralizagdo
2* Reagdo d
Tubo Lavagem com ea(;aoN © Banho
. . L coagulacdo/ .
pré-formado dgua deionizada A ultrassonico
neutralizagdo
TP por TS por TF por
congelamento/ secagem em imersdo em sol.
liofilizagdo estufa de glicerina

Figura 11 — Fluxograma do processo para obtengao dos tubos GQ (Editada pelo autor)

3.2.2 Caracterizagao das amostras

A maioria das analises e caracterizagdes foram direcionadas aos TS, no
entanto algumas analises especificas foram realizadas nos TP e TF visando elucidar
comportamentos cruciais e suas estruturas fisicas. O direcionamento tomado nas

analises serdo descritos de acordo com os subtopicos a seguir.
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3.2.21 Dimensionamento

Realizado nos TS e TF. As amostras foram medidas com auxilio de um
paquimetro digital nas seguintes dimensdes: comprimento (L), didmetro externo (ED)
e diametro interno (ID), conforme a Figura 12. A espessura de parede do tubo (PR),
quando mencionada no texto, se refere a diferenca entre os raios externo e interno.

A mesma metodologia foi utilizada na avaliagdo da cinética de reagao para

formacao dos tubos.

Figura 12 — Identificacdo das dimensdes medidas nos tubos (Editada pelo autor)
3.2.2.2 Intumescimento ou absorgao de umidade

Realizado nos TS. As amostras secas e previamente pesadas foram imersas
numa solugao de PBS, com pH 7,4 a 37°C, e removidas para analise nos seguintes
tempos: 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 180, 300, 420, 600 e 1440 min. O grau de
intumescimento (%Int) foi calculado a partir da massa absorvida conforme a Equagao

1,onde m; € amassa inicial seca e my,; a massa intumescida no tempo de retirada.

As amostras foram suavemente enxutas com papel toalha absorvente, e entao

pesadas numa balanga analitica de precisdo 10g. O teste foi replicado quatro vezes.
(mgs —my) .
%lnt = =——-—=x 100 (1)

A variacdo das dimensdes (%D), de acordo o tépico anterior (3.2.2.1),

também foi avaliada juntamente com intumescimento, conforme a Equacéo 2, onde
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D; e adimens&o inicial da amostra secae Dy adimensao com a amostra intumescida

no tempo de retirada.

D, — D,
%D=(fD—_l)>< 100 (2)

3.2.2.3 Biodegradacao

Realizado nos TS. O ensaio foi baseado na norma ASTM F1635-16 (Standard
test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer
Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants). As amostras secas e previamente
pesadas foram imersas numa solug¢ao de PBS, com pH 7,4 a 37°C, e removidas para
analise nos seguintes tempos: 4, 11, 18, 25, 32, 39 e 46 dias. Apos a secagem dos
corpos de prova (24 h a 50°C), o indice de biodegradacao (%Bd) foi determinado pela
perda de massa em fun¢ao do tempo, conforme a Equacédo 3, onde m; é a massa

inicial seca e mys, a massa final no tempo de retirada ap6s secagem. As amostras

foram pesadas numa balanga analitica de precisdo 10“g. O teste foi replicado cinco
vezes. Uma analise analoga também foi realizada na presencga de lisozima (1,0 g/L de
PBS) nos tempos: 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias. As solugdes do meio degradante foram
trocadas de 7 em 7 dias. O (%Int) também foi avaliado nos respectivos tempos de

retirada.

|mf2 —m

%Bd = Ty 100 (3)
m;

3.2.2.4 Propriedades mecanicas

Realizado nos TS e TF. As propriedades mecanicas foram avaliadas num
equipamento de Ensaio Mecanico Universal Instron modelo 3360 Series Dual Column
Tabletop Testing Systems, com célula de carga de 500 N, em temperatura ambiente.
Ensaios de compressao lateral dos tubos foram realizados baseados na norma ASTM
D 2412-02 (Determination of External Loading Characteristics of Plastic Pipe by

Parallel-Plate Loading), com velocidade de deformacdo de 1 mm/min até 50% de
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deflexao do ED ou a falha do tubo. O ensaio foi replicado no minimo trés vezes por
variante de amostra, para corpos de prova intumescidos. Os resultados foram
expressos em curvas de Forga (mN) x Deflexdo do ED (g) (mm/mm).

Para o calculo da tenséo de escoamento (o,) foi utilizada a Equagéo 4

desenvolvida por Reddy e Reid (1979).

PCTO
t21

g, = 0,866 4)

Onde 1, é o raio externo inicial do tubo, t € a espessura da parede e [ o
comprimento. P. é a forca de colapso inicial, ponto onde a curva inicial se desvia
teoricamente da zona elastica, obtida pela interseccdo das retas geradas pela zona
elastica e plastica (Figura 13).

O moédulo de elasticidade (E) pdde ser deduzido a partir da Equacédo 5

desenvolvida por Deruntz e Hodge (1963).

12P, 7 w2
() 5
6,31l \4 = ()

Onde P, e §, sao respectivamente a forca e a deflexdo do ED na zona

elastica.

Forca (P)

Zona plastica

Zona de contato entre
as paredes interiores

_» Zonaeldstica

T

_‘\:....._.,___

Deflexdo &

Figura 13 — Representagéao grafica tipica de uma curva de compressao lateral de um
tubo. Adaptada de (Nemat-Alla, 2003; Shen et al., 2015).
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A Figura 14 demonstra esquematicamente o ensaio de compressao lateral de

um tubo.

I
F//////’/A///l/ A,

I

A, oo

Figura 14 — Diagrama esquematico para a compressao lateral de um tubo. Adaptada
de (Rathnaweera et al., 2011)

3.2.2.5 Termogravimetria (TG)

O equipamento utilizado foi um Pyris 1 TGA da Perkin Elmer, com fluxo de
nitrogénio de 20 mL/min, taxa de aquecimento de 10°C/min e massa inicial
aproximada de 5 mg. Esta técnica possibilita conhecer as alteragcbes que o
aquecimento pode provocar na massa das substancias.

A anadlise foi focada nos TF com a finalidade de avaliar a estabilidade térmica

da amostra proporcionada pela glicerina.

3.2.2.6 Microscopia ética (MO) e eletrénica de varredura (MEV)

A MO foi realizada através de um microscopio o6ptico de reflexdo e
transmissao Hirox, com capacidade de promover aumentos de 50X-400X. A técnica
foi empregada principalmente nos TP, mas também em alguns TS intumescidos
durante o ensaio de biodegradacgao.

A MEV foi usada nos TP, através de um microscopio eletrénico de bancada
Phenom-World, modelo Pro-X, com aumento maximo de 45.000X, tensdo de

aceleracao 10 KV e resolucdo <10 nm, sem recobrimento metalico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Cinética da reagdo de neutralizagdo/coagulagao

Como mencionado na metodologia (3.2.1), inicialmente foram levantados
graficos para avaliar a cinética da reagao de neutralizagao/coagulagao, que permitiram
a escolha do tempo ideal para a obtencdo das dimensdes almejadas. A Figura 15
apresenta as variagdes dimensionais em funcdo do tempo de reacdo dos bastbes

gelificados, com as respectivas formulagées GQ de acordo com o topico 3.2.

12,00 ~

10,00 +

8,00 +

6,00 +

Medida (mm)

4,00 +

2,00 +

0,00
Tempo de reagdo (min)

.e--ED_2/1 .m-|D_2/1 A PR_2/1
--e--ED_3/1 --=--1D_3/1 --k--PR_3/1
—e—ED_4/1 —a—1D_4/1 —a—PR_4/1

Figura 15 — Medidas da formagao dimensional dos tubos GQ em fungédo do tempo de

reacao de neutralizagdo/coagulagado, em NaOH 1M a 23°C.

Os dados mostram que, de maneira geral, independente da composi¢ao, o
didametro externo (ED) é relativamente pouco afetado, enquanto o didmetro interno
(ID) diminuiu e por consequéncia a espessura de parede (PR) aumenta com o tempo

de reacao.
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O aumento da concentragao de quitosana promoveu a aceleragao da reacao
de coagulacdo. Num tempo de reagédo equivalente, as medidas de ID sdo menores,
quando comparadas as formulacdes de menor concentracdo de quitosana. Este
comportamento esta associado ao fato da coagulagao ocorrer devido a neutralizagao
da solugédo acida, responsavel pela condi¢cdo protonada e soluvel da quitosana.

Com relagdo ao ED observou-se que, logo apdés a desmoldagem, as
formulagcbes com maior concentracdo de quitosana apresentaram valores
ligeiramente menores, entretanto no decorrer da reagdo o comportamento tende a se
inverter. Isso pode ser explicado pela funcdo dos componentes na mistura. A
gelificacéo ocorre devido a gelatina presente na solugcéo e a quantidade de quitosana
pode influenciar tanto no espacgo da rede tridimensional, quanto no volume coagulado.

Acerca da formulagao GQ 4/1 (padrao), a escolha do tempo de 10 minutos
proporcionou um tubo pré-formado com as seguintes dimensdes aproximadas:
ED=10,87 mm; ID=4,41 mm; PR=3,23 mm. Utilizando estas condi¢des, o processo de
fabricacdo das amostras transcorreu normalmente, quase sem perdas e com
dimensdes uniformes, como apresentado no topico 4.2 a seguir.

E importante ressaltar, que além da formulacéo, as condicdes de temperatura,
concentracado e natureza das solugdes acida e alcalina influenciam diretamente na

cinética da reacdo mencionada.

4.2 Dimensionamento

Logo apos a secagem livre (sem bastdo interno) em estufa (24h a 50°C)
observou-se que os tubos pré-formados perdem por desidratagdo 93,9 + 1,4% de sua
massa, 55,6 + 0,6% de ED, e 58,4 + 3,7% de PR.

As dimensbes resultantes da fabricacdo dos TS estdo apresentadas na
Tabela 2, enquanto sua forma final € mostrada na Figura 16.

A uniformidade dimensional das amostras de TS se mostrou satisfatoria com
variagdes menores que 5%, apesar da fabricagdo ter sido executada em bancada
laboratorial, 0 que sugere a possibilidade de ser ainda melhorada num processo

automatizado.
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Tabela 2 — Analise estatistica das dimensdes obtidas na fabricacdo de TS. Numero de

amostras (n) = 40.

L (mm) ED (mm) ID (mm)

Média 27,75 5,84 5,23
Desvio Padrao 1,24 0,11 0,09
Variancia 4,48% 1,89% 1,82%

Figura 16 — Amostras de TS na sua forma final.

Os TS absorvem umidade e intumescem com facilidade. Na Tabela 3 sao

apresentadas as dimensoes resultantes apos o intumescimento (24h em PBS 37°C).

Tabela 3 — Analise estatistica das dimensdes obtidas para os TS intumescidos (24h em PBS
37°C). n = 40.

L (mm) ED (mm) ID (mm)
Média 29,01 7,88 5,27
Desvio Padrao 0,77 0,19 0,18
Variancia 2,67% 2,46% 3,39%
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Como esperado, as amostras de TS intumescidos tiveram acréscimo nas suas
dimensdes, no entanto, as variacbes ainda permaneceram baixas. Outros detalhes
sobre esse comportamento sao apresentados no topico 4.3 a seguir.

Os resultados dimensionais dos TF se mostraram analogos aos TS
intumescidos, inclusive o aspecto fisico € semelhante. Em média, houve um
acréscimo de 234 + 32% de massa absorvida, e ambos possuem flexibilidade
mecanica propiciada pelo efeito plastificante da agua, assim como do glicerol para os
TF. As diferengas principais entre eles estao relacionadas as propriedades mecanicas
e estabilidade térmica, discutidas nos topicos 4.5 e 4.6 a seguir.

As dimensdes das amostras de TF s&o apresentadas na Tabela 4, assim

como a sua forma final na Figura 17.

Tabela 4 — Andlise estatistica das dimensdes obtidas paraos TF. n=7.

L (mm) ED (mm) ID (mm)

Média 30,81 6,96 5,49
Desvio Padrao 0,95 0,34 0,13
Variancia 3,10% 4,89% 2,44%

Figura 17 — Amostras de TF na sua forma final.
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4.3 Intumescimento

A analise do grau de intumescimento dos TS esta apresentada na Figura 18.
Para melhor visualizagdo do comportamento inicial, o grafico foi limitado a 12h (720

min) no entanto o ultimo ponto foi obtido com 24h (1440 min) = 202 £ 12%.

400%
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€ > hy
g 200% + I
3
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2
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50%
0% ; . . . . . .
0 100 200 300 400 500 600 700

Tempo (min)

Figura 18 — Grau de intumescimento dos TS pelo tempo de imersdo em PBS a 37°C.

A analise mostrou uma rapida absorcao de liquido alcangando seu maximo
(336% em média) com aproximadamente 20 min de imers&o, seguido de uma redugéo
gradual tendendo a estabilidade apos 600 min.

Tal comportamento confirma a caracteristica hidrofilica do sistema, como
também sugere, que a redugdo gradual no grau de intumescimento, apds seu apice,
na realidade esta relacionada com a perda de massa por dissolu¢gdo parcial da
gelatina.

A Figura 19 apresenta a variacao dimensional das amostras durante o ensaio
de intumescimento. Percebe-se que, a absorc¢éo de liquido altera todas as dimensdes
do tubo, com maior intensidade para ED. Apds 420 min, algumas amostras
apresentaram valores de ID ligeiramente menores que o inicial, porém a média

sempre foi positiva.
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Figura 19 — Variagédo dimensional dos TS durante o intumescimento em PBS a 37°C.

O conhecimento desse comportamento é relevante, pois tais variagbes podem
influenciar na aplicagao do tubo, quando em contato com um meio biolégico aquoso.
Também é possivel observar, que o comportamento das dimensdes segue tendéncia

da variagdo massica apresentada pelo grau de intumescimento.

44 Biodegradagao

A biodegradacao (%Bd) das amostras foi avaliada durante mais 40 dias nas
condigdes citadas no topico 3.2.2.3. Os resultados mostrados nas Figuras 20 e 21
referem-se respectivamente aos ensaios sem e com a presencga de lisozima. Também
sdo apresentados nos mesmos graficos o grau de intumescimento (%Int) em cada
tempo de retirada.

Nas primeiras 24h as amostras perderam em torno de 66% de sua massa por
dissolugdo em PBS. No decorrer dos dias ocorreu apenas uma ligeira perda de massa,
bem mais expressiva nas amostras testadas sem presenca de lisozima, o que pode
indicar uma possivel protegdo bacteriologica da amostra pela enzima,
semelhantemente ao relatado por Bower et al. (2006), no qual constatou-se um
aumento da vida utii do alimento testado, provocado pelas caracteristicas
antibacterianas da lisozima.
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Vale salientar, que ndo houve indug¢ao proposital de qualquer tipo de bactéria
durante o ensaio, o qual foi realizado com os devidos cuidados para se evitar possiveis
contaminacgdes, relacionadas principalmente com a manutencdo semanal do meio
degradante. Porém, por se tratar de substéncias organicas de origem animal, a
possibilidade de decomposicéo e atuagao bacteriolégica ndo foi descartada, apesar
desse comportamento nao ter sido avaliado diretamente neste trabalho.
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Figura 20 — Biodegradacao e intumescimento dos TS em PBS a 37°C.
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Figura 21 — Biodegradagéo e intumescimento dos TS em PBS a 37°C, com a presenca
de lisozima (1,0 g/L).
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Durante toda a analise, as amostras se mantiveram estaveis na forma de tubo,
no entanto algumas mudancas fisicas foram evidentes. A Figura 22 mostra o resultado
visual da biodegradagédo nos corpos de prova ja desidratados. Tanto as amostras
testadas com a presenca de lisozima como as em PBS puro apresentaram tendéncia
ao amarelamento com intensidades semelhantes, o que também sugere mudancas

quimicas nas suas estruturas.
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Figura 22 — Tendéncia ao amarelamento ocasionada pelo tempo de biodegradagao

nos tubos GQ apds secagem.

Também foram perceptiveis mudangas fisicas na superficie das amostras
ainda intumescidas (Figura 23). De uma superficie lisa e brilhosa passou a uma

superficie rugosa cheia de cavidades.

1 dia 25 dias 46 dias
Figura 23 — Mudanca superficial das amostras intumescidas ocasionada pelo tempo

de biodegradagao. Aumento de 50X por MO.

Mudancas consideraveis foram percebidas nas propriedades mecanicas das
amostras ao decorrer do ensaio. O cuidado no manuseio teve que ser redobrado, pois
as mesmas apresentaram aumento consideravel da fragilidade logo nos primeiros dias

de ensaio. Mais detalhes s&do mostrados no topico 4.5 a seguir
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4.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas foram obtidas de acordo com as informagdes
expressas no tépico 3.2.2.4. Anadlises iniciais e no decorrer do ensaio de
biodegradagéo foram efetuadas com o intuito de perceber as variagdes ocasionadas
pelo envelhecimento, como também definir as caracteristicas basicas de cada
amostra.

De maneira geral, as amostras dos TS intumescidos 24h em PBS e as dos TF
apresentaram comportamento elastomérico, ou seja, exibindo flexibilidade e
deformacéo reversivel. A Tabela 5 sumariza as propriedades mecanicas das amostras
avaliadas. Naquelas sujeitas a biodegradacéao, a analise foi possivel até o 7° dia (7D)
para as envelhecidas apenas pela imersdo em PBS, e até o 14° dia (14D) nas com
presenca de lisozima (LIZ). A partir dai, a fragilidade dos corpos de prova inviabilizou
0S ensaios mecanicos, como se pode perceber pelos resultados de deflexdo na

ruptura (e»), essas amostras falharam precocemente.

Tabela 5 — Propriedades mecénicas dos TS intumescidos submetidos a biodegradagéo e dos
TF.

Identificagao E (kpa) Oy (KPa) €b (mm/mm)
TF 599 - 957 18,8 - 23,6 *nr
1D_PBS 73-95 2,32 -3,32 *nr
4D_PBS 94 - 159 2,66 - 5,45 *nr

7D_PBS 95 - 206 2,31-5,13 0,18 -0,38
7D_LIZ 157 - 338 5,89-10,73 *nr

14D_LIZ 101 - 159 4,46 - 8,23 0,15-0,33

*nr — ndo rompeu antes do encontro das paredes internas do tubo (deflexao total)

Ao contrario do esperado, as amostras envelhecidas na presenga de lisozima
apresentaram propriedades mecanicas superiores aquelas apenas imersas em PBS,
mesmo com tempos de degradacao maiores. Isso reforca a hipotese de protecéo da
amostra pela enzima, apesar desta ser comumente conhecida como degradante da
quitosana, sua agao é focada apenas nas fragdes acetiladas da cadeia, e a quitosana

utilizada nesta pesquisa possuia alto grau de desacetilagao (89-94%).
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Ja em outro contexto, os TF demonstraram melhor potencial mecanico, com
valores de E e oy praticamente 10 vezes maiores que os dos TS intumescidos. Embora
ambos, agua e glicerol, atuem como plastificantes, ha uma melhor interacdo do
material constituinte com glicerol, o que pode explicar esse comportamento. No estudo
sobre mobilidade molecular realizado por Fundo et al. (2014) em filmes de quitosana
plastificados com glicerol, foi postulado sobre a ocupagao preferencial do glicerol nas
ligacbes com a quitosana, cabendo a dgua uma ocupacéo secundaria, caso ndo haja
glicerol suficiente.

Com o objetivo de representar os comportamentos ja mencionados, curvas

tipicas de cada teste foram selecionadas e estédo exibidas na Figura 24.
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Figura 24 — Curvas tipicas de compressdo lateral de tubos para as amostras

ensaiadas.

4.6 Analise termogravimétrica

Uma caracteristica importante dos TF é sua estabilidade e flexibilidade em
temperatura ambiente (25°C) e mesmo na temperatura de secagem (50°C).
Diferentemente dos TS intumescidos em agua (TSa) que rapidamente desidratam nas
mesmas condigdes.

A andlise termogravimétrica foi proposta justamente para elucidar esse
comportamento. As Figuras 25 e 26 mostram respectivamente as curvas TG/DTG das
amostras TSa 24h, e TF.
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Figura 25 — Curvas TG/DTG da amostra TS intumescida com agua
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Figura 26 — Curvas TG/DTG da amostra TF. Taxa 10°C/min em atmosfera de

nitrogénio.
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Pode-se claramente observar a diferenca de comportamento proporcionado
pela adicdo de glicerina na estrutura, tanto retardando a saida de umidade, quanto
permanecendo na amostra em temperaturas muito superiores as requeridas para um
biomaterial.

Na amostra TSa a taxa de desidratagdo aumenta rapidamente logo apés o
inicio da analise (-3,4%/min em 30°C) chegando a -15,4%/min em 93°C. O processo
termina na temperatura de 139°C com uma perda de massa equivalente a 90,18% da
inicial, que representa toda agua absorvida pela amostra.

Ja na amostra TF a desidratacdo comega mais lenta (-2,0%/min em 30°C)
chegando no maximo de apenas -5,0%/min em 69°C. O processo termina na
temperatura de 148°C, praticamente 10°C a mais que na amostra TSa, com uma
perda de massa equivalente a 35,11% da inicial, que representa toda agua absorvida
pela amostra. Esses resultados comprovam a atuagéo da glicerina como retardante
da perda de umidade do composto, justificado por sua elevada higroscopicidade. Além
disso, € aproximadamente na temperatura 148°C que se inicia a volatilizacdo da
glicerina, terminando em 313°C com uma perda de massa equivalente a 55,03% da
inicial. A soma das duas massas perdidas resulta exatamente em 90,14%, o que
comparando com os dados obtidos com o TSa, sugere que numa solugado aquosa com
50% de glicerina, ela ocupa cerca de 61% dos sitios que seriam ocupados pela agua
se ndo houvesse glicerina presente, ou seja, a amostra TS tem preferéncia quimica
pela glicerina. No entanto a dgua se mostrou importante como um carreador de
glicerina para o interior da amostra, visto que a glicerina pura foi incapaz de intumescer

por si s6 os TS com eficiéncia.

4.7 Analise estrutural por microscopia

Os tubos porosos (TP) sao produtos com potencial aplicagdo na engenharia
de tecidos. Sendo assim, é importante conhecer sua conformacéo fisica, que age
como suporte para a proliferacao celular. A analise por microscopia foi proposta com

essa finalidade e a forma final dos TP é apresentada na Figura 27.
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Figura 27 — Amostras de TP na sua forma final.

O processo de liofilizacao utilizado para confec¢cao dos TP consiste de uma
desidratacdo em baixas temperaturas, e envolve o congelamento do produto e a
reducdo da pressdo do sistema. O gelo presente na estrutura € removido por
sublimagao, promovendo uma estrutura porosa interconectada correspondente aos
espacgos vazios, onde os cristais de gelo foram uma vez formados.

O aspecto geral das amostras € esponjoso e apresenta certa flexibilidade. A
superficie externa é irregular e, como descrito na metodologia (3.2.1), o orificio do tubo
€ conformado por um bastao interno, e desta forma, possui boa regularidade.

A andlise de MO permitiu observar a conformacédo esponjosa lamelar
interconectada da secc¢do transversal de uma amostra de TP, ocasionada pela
cristalizagdo do gelo no interior da amostra e posterior liofilizagdo (Figura 28).

Estruturas semelhantes foram obtidas a partir de blendas gelatina/quitosana
nos recentes trabalhos de Suarez et al. (2016), Huang et al. (2016) e Badhe et al.
(2017), inclusive anadlises realizadas mostraram bons resultados de adesdo e
proliferacdo celular, sugerindo que tais estruturas tem potencial utilidade para

engenharia de tecidos.
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Figura 28 — Conformacéao fisica da secgdo de um TP observada por MO.
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Pelas analises de MO e MEV também foi possivel observar a estrutura da
superficie lateral do TP, formada por uma camada microporosa de aspecto rugoso
(Figura 29).

A rugosidade também € um aspecto importante para culturas celulares, pois

pode influenciar na adesao e desenvolvimento das células.

J I — 10KV - Image:
BSD Full TUBO P 10um < | BSD Full

Aumento de 1000X por MEV Aumento de 5000X por MEV

Figura 29 — Conformacéo fisica da superficie lateral de um TP observada por MO e
MEV.
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5 CONCLUSAO

O novo processo proposto possibilitou a producao de trés tipos de tubos a
partir de blendas gelatina/quitosana. As dimensbes das amostras fabricadas se
mostraram uniformes, com variacées médias inferiores a 5%, o que evidencia um bom
controle, mesmo se tratando de um processo de manufatura em escala laboratorial.
As analises fisicas apresentaram detalhes sobre a biodegradacao hidrolitica e o
intumescimento, tais como, o ganho de volume preferencialmente na dimenséo radial
externa do tubo, e a dissolugdo gradual da amostra logo nas primeiras horas de
imersao, chegando a perder mais da metade de sua massa inicial nas primeiras 24
horas, porém mantendo-se em formato tubular, mesmo apds 40 dias de imersdo em
solucao de PBS. A perda de massa foi pouco expressiva apos essa dissolugao inicial,
mostrando que num segundo momento a biodegradacgéo ocorre preferencialmente por
alteracdes quimicas, evidenciadas pela tendéncia ao amarelamento das amostras e
alteracbes no seu comportamento mecanico. Relacionado as propriedades
mecanicas, foi observado que as amostras comecaram a apresentar falhas de
resisténcia com aproximadamente 7 dias de imersdo em PBS, no entanto, na
presenca de lisozima a estabilidade fisica foi melhor, possivelmente devido a uma
protecao bioldgica proporcionada pela enzima. Os tubos plastificados com glicerina
apresentaram melhor comportamento mecanico e estabilidade térmica dentre os
testados, e a andlise estrutural dos tubos liofilizados mostrou uma estrutura interna
esponjosa lamelar interconectada e superficialmente rugosa. Tais resultados e
caracteristicas fisicas demonstram que, o método desenvolvido para producdo dos
tubos € reprodutivel, e sugerem potencial utilidade desses produtos em diversas

aplicagbes no campo da medicina.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Utilizar os tubos fabricados em testes in vivo avaliando a capacidade de
interagcdo com o corpo, bioatividade, regeneragédo do tecido e bioabsorgdo. Uma
aplicacio sugerida seria como tubos guia para regeneracédo de nervos.

Avaliar variantes que possam modificar a capacidade de biodegradacgao,
como reticulacdo e meio aquoso degradante. A sugestdo € utilizar a genipina ou
glutaraldeido como reticulante e avaliar a biodegradagao em agua ou solugéo salina
fisioldgica.

Estudar a morfologia esponjosa dos TP a partir da formacgao dos cristais de

gelo, variando as condi¢des de taxa e temperatura durante congelamento.
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