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RESUMO

O design e producdo de scaffolds ainda ndao sao suficientes para
reproduzir completamente as propriedades dos tecidos naturais. Um dos
principais desafios € reproduzir o grau de complexidade estrutural para
mimetizar a matriz extracelular (ECM) presente nos tecidos naturais. A
quitosana tem sido o foco de pesquisas nos ultimos anos, principalmente por
ser biodegradavel, biocompativel e poder ser produzida em varias formas e
tamanhos. Os scaffolds de quitosana sdo amplamente aplicados na engenharia
de tecidos e podem ser produzidos por varias técnicas. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver scaffolds de quitosana reticulados ionicamente para
aplicagdo na engenharia de tecidos. Os scaffolds foram caracterizados por
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia por
Energia Dispersiva (EDS), Porosidade (P) por densidade relativa,
Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Citotoxicidade. Para os scaffolds liofilizados, o agente reticulado utilizado, o
acido sulfarico, ndo causou efeitos citotdxicos considerados relevantes para as
células. Contudo, os resultados em termos de microestrutura nao foram
satisfatorios, pois o seguido processo de obtencdo dos scaffolds (solucéo,
congelamento, liofilizacao, neutralizacéo, lavagem, reticulacdo, congelamento e
liofilizacdo) comprometeu a estrutura interna. Assim, uma nova metodologia de
obtencdo dos scaffolds foi proposta, buscando-se a preservagdo da estrutura
tridimensional e tentando diminuir as etapas de producdo. Para esta nova
metodologia, os scaffolds foram caracterizados por Espectroscopia na Regido
do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS), Porosidade
(P) por densidade relativa, Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC), Resisténcia a Compressao e Citotoxicidade. Através de
resultados de FTIR, observou interacdes ibnicas entre os grupos fosfato e os
grupos amino protonados das cadeias de quitosana. Os resultados de MEV
mostraram uma estrutura tridimensional, com maior porosidade e
interconectividade entre o0s poros, com os scaffolds apresentando uma
porosidade na faixa de 89%. Os resultados de TG/DTG e de DSC mostraram
um comportamento térmico estavel dos scaffolds. Os scaffolds apresentaram
comportamento mecanico de materiais porosos. O grau de intumescimento
revelou que os suportes possuem um maior hidrofilicidade, mesmo com a
presenca da reticulacdo. Os resultados de citotoxicidade revelaram que os
scaffolds ndo mostram efeitos citotoxicos e os valores de viabilidade celular
ficaram na faixa de 70 a 90%. Dessa forma, ficou constatado que a técnica de
agregacao de particulas se mostrou eficiente para a obtencdo de scaffolds,
com estrutura, porosidade e citotoxicidade adequadas para aplicacdo na
Engenharia de Tecidos.

Palavras-chaves: quitosana, scaffolds, liofilizacdo, agregacao de particulas.
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ABSTRACT

The design and production of scaffolds for tissue engineering is still unable to
completely reproduce the native tissue properties. A key challenge is to
reproduce the degree of complexity needed to mimic the extracellular matrix
(ECM) of the human body natural tissue. Preferably, scaffolds would be made
of biodegradable polymers whose properties are more similar to the ECM.
Chitosan is biodegradable, non-toxic and possesses antibacterial properties
and the possibility of being processed in many forms, shapes and size as well.
It is an excellent material due to its versatile properties and it’s scaffolds are
one of the widely studied materials for tissue engineering application. The aim
of the present work was to produce and characterize chitosan scaffolds through
two different methodologies: scaffolds produced by freeze drying and particles
aggregation method. The chitosan scaffolds were characterized by Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Energy Dispersive Spectroscopy (EDS), Porosity (%P),
Termogravimetric analysis (TG), Differential Scanning Calorimetry (DSC),
Compression Tests, Swelling Degree and Cytotoxicity. The results for freeze-
dried scaffolds showed the sulfuric acid caused no significant toxic effects on
the cells. However, the results in terms of microstructure were not satisfactory,
because the process followed to obtain the scaffolds (solution, freezing,
lyophilization, neutralization, washing, halftone, freezing and lyophilization)
damaged the internal structure. Through FTIR results, was observed ionic
interactions between the negatively charged phosphate groups’ chains of the
TPP and the protonated amino groups of chitosan chains. The SEM results
showed a three-dimensional structure, with higher porosity and interconnectivity
between pores. The TG/DTG and DSC results showed a stable thermal
behavior of scaffolds. The Swelling Degree revealed that the scaffolds possess
a higher hydrophilicity, even with the presence of the crosslinking. The
cytotoxicity results proved that the produced scaffolds did not display toxicity
effects and cell viability values were enclose in the range of 70 and 90%.

Keywords: chitosan, scaffolds, freeze drying, aggregation method.
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DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLDS DE QUITOSANA PARA APLICACAO NA
ENGENHARIA DE TECIDOS

1 INTRODUCAO

Os principais conceitos associados com a pesquisa em engenharia de
tecidos sdo baseados na construcdo de materiais hibridos obtidos da
incorporacgao de células em scaffolds porosos tridimensionais, que necessitam ser
desenvolvidos para permitir a regeneragao do tecido mediada por células, tanto
em condig¢des in vitro quanto in vivo. O foco principal € o crescimento de 6rgaos e
tecidos vivos, através do recrutamento de tecido do préprio paciente, que séo
dissociados em células e estas cultivadas sobre suportes bioldgicos ou sintéticos,
conhecidos como scaffolds, que sdo estruturas tridimensionais porosas, para
entdo serem reinseridos no paciente. Entretanto, ainda se buscam métodos de
obtengcdo de um scaffold que mimetize os tecidos bioldgicos o mais proximo
possivel do seu estado natural, e o desenvolvimento de um scaffold polimérico
com propriedades de biodegradacdo controlada, arquitetura tridimensional e
porosa torna-se o principal objetivo desta pesquisa.

Os scaffolds sdo considerados um dos elementos essenciais na
engenharia de tecidos e a concepcao de um scaffold tridimensional tem sido o
maior desafio no campo dos biomateriais e engenharia de tecidos, onde o fator
chave é reproduzir o grau de complexidade necessaria da matriz extracelular
presente nos tecidos naturais. Evidéncias cientificas indicam que o ambiente
dindmico natural e tridimensional influencia o comportamento celular, € como
consequéncia, as pesquisas atuais tém dado énfase em melhorar a
biocomplexidade dos scaffolds produzidos, para assim mimetizar de maneira mais
fiel possivel a matriz extracelular (ECM), do ponto de vista de adeséo,
degradacao e estruturas tridimensionais (CORRELO et al., 2007; JELL et al.,
2009; DHANDAYUTHAPANIN et al., 2011; WADE & BURDICK, 2012; WANG et
al., 2012; FIDELES et al., 2013).

Diversas técnicas e metodologias diferentes sdo propostas para produzir
uma variedade de scaffolds para aplicagbes na engenharia de tecidos.
Atualmente, ainda ndo foi desenvolvido um scaffold que atenda todos os pré-
requisitos exigidos para aplicagdo ne engenharia de tecidos (MALAFAYA et al.,,
2005; CRUZ et al., 2008).
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Uma metodologia inovadora para desenvolver scaffolds é baseada na
tecnologia com esferas, através do chamado método de agregacao de particulas.
Recentemente, as esferas também sao empregadas como suporte para a
engenharia de tecidos e novas estratégias tém sido investigadas para se obter
scaffolds que mimetizam o ambiente biol6gio. A técnica baseia-se geralmente no
empacotamento aleatério de esferas seguindo por agregacao por meios fisicos,
quimicos ou térmicos para criar uma estrutura porosa tridimensional (GOMES et
al., 2005; MALAFAYA et al., 2005; CRUZ et al., 2008; MIRANDA et al., 2011).

Nas ultimas décadas, os materiais poliméricos tem sido destaque e é cada
vez mais crescente suas aplicacbes na engenharia de tecidos e biomateriais. A
quitosana, um polissacarideo natural, vem sendo um candidato relevante para
preparacao de biomateriais que podem substituir tecidos e 6rgaos, por apresentar
propriedades tais como ser de origem natural, biocompativel e biodegradavel.
Além disso, a quitosana é facilmente processavel, podendo ser obtida nas mais

diversas formas e tamanhos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver scaffolds de quitosana para aplicagdo na engenharia de
tecidos.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver scaffolds ionicamente reticulados de quitosana;

e Avaliar os scaffolds quanto as suas propriedades morfolégicas,
térmicas e mecanicas, avaliando o efeito das reticulagdes;

e Avaliacdo in vitro dos scaffolds n&o reticulados e reticulados

e Avaliar e correlacionar as propriedades morfolégicas e fisico-
quimicas dos scaffolds, investigando a relacdo destas propriedades
com as propriedades bioldgicas (citotoxicidade e adesé&o celular) dos
scaffolds obtidos;
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3  REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia de Tecidos

O desafio do campo dos biomateriais é produzir materiais que substituam
tecidos vivos cujas propriedades fisicas sdo resultados de milhdes de anos de
evolucdo, e que tém a capacidade de crescimento, regeneracao e reparo. Assim,
todos os biomateriais usados para reparo ou restauragcao do corpo representam
um ajuste de caracteristicas e propriedades. Continuos avancgos nas ciéncias da
vida e dos materiais biomédicos possibilitam a criagdo de vida fora do
corpo/sistema biolégico e utiliza-los como tecidos de engenharia para reparar ou
repOr tecidos naturais. E entre esses biomateriais, € de grande destaque a
utilizacdo de biomateriais poliméricos, devido, principalmente, a grande variedade
de propriedades quimicas, fisicas e mecanicas que esses materiais possuem.
Sao amplamente aplicados na substituicdo dos tecidos naturais, porque, além de
possuirem composi¢ao quimica similar aos tecidos, podem fornecer um ambiente
propicio para o desenvolvimento celular (HENCH, 2005; HENCH, 2006).

Na era moderna da Medicina, a Engenharia de Tecidos tém se tornado
uma opgao viavel para a reposicao das funcdes perdidas de érgaos e tecidos,
transformando-se na interface entre a industria tradicional de implantes médicos e
a revolucao biolégica. Ao aproveitar os avancos desta revolugao, pode-se criar
uma nova geracdo de biomateriais, assim como, estratégias para reparo e
regeneracao tecidual (NEREM, 2007; MURPHY & MIKOS, 2007).

Uma das razdes de se utilizar um biomaterial reabsorvivel € mimetizar um
tecido lesado, promovendo ainda a formacdo de um novo tecido, frente ao
processo de biodegradacao, além de eliminar a necessidade de um segundo
procedimento cirurgico para retirada do implante.

A maioria das espécies presentes no planeta Terra possui a habilidade de
regenerar partes do corpo. Mesmo sem nenhuma intervencao terapéutica, os
tecidos vivos podem ter uma capacidade extraordinaria de regenera¢ao, como por
exemplo, o figado, que pode regenerar em até 50% o seu tamanho natural, e
0ssos e pele. Por outro lado, mamiferos mais desenvolvidos, incluindo os seres

humanos, reduziram esta habilidade de regenerar membros e érgaos vitais. Na
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escala evolutiva, o processo de regeneracao tecidual foi substituido, em sua
maioria, pelo processo inflamatorio e formagao de tecido fibroso, caracteristico de
cicatrizes em formacédo. De forma especifica, o corpo humano possui ainda uma
habilidade inerente de regenerar alguns tipos de células e tecidos, tais como a
medula éssea, figado, epiderme e as células que constituem o revestimento
intestinal (BADYLAK et al., 2009; PLACE et al., 2009).

Uma ampla gama de doencas e lesbes tem afetado tecidos e 6rgéos de
uma maneira que resultam em perda parcial ou total de fungédo. Essencialmente,
essas condicbes sdo associadas a lesbes agudas ou crbnicas e mudancas
degenerativas. Sem uma intervengdao médica, a resposta do corpo é relativamente
limitada, se tornando a principal restrigdo para o processo de cura das partes
lesadas. Esse processo pode levar a restauragcéo/restabelecimento da parte
afetada, através da sintese da cicatriz, composta primordialmente de tecido
cartilaginoso, porém diferente do tecido normal. A cicatrizacdo pode ser uma
resposta efetiva a lesdo, mas ndo acarreta um restabelecimento da estrutura e
funcao normal do tecido (WILLIAMS, 2006).

As terapias cirurgicas que se dispdem atualmente consistem na realizacao
de cirurgias reconstrutivas e transplantes de 6rgaos e tecidos. Embora nao se
tenham duvidas que essas terapias tém salvado e melhorado iniUmeras vidas,
possuem ainda algumas limitagdes clinicas. No caso da reconstrucdo cirurgica, 0s
componentes biomédicos ndo podem substituir completamente as fungdes
biolégicas de um tecido ou 6rgdo e consequentemente ndo podem prevenir a
deterioracdo progressiva de um érgéo ou tecido. Ja os transplantes de 6rgaos e
tecidos de um individuo para outro, tém sido revolucionarios e salvado diversas
vidas. Em um passado recente, o transplante de 6rgaos era a unica opg¢éao viavel
de tratamento para os pacientes. Contudo, apesar de todo sucesso obtido, novos
problemas surgiram ao longo dos anos. Até os dias atuais, existe uma baixa
oferta de doadores de tecidos e érgados e muitas pessoas morreram quando ainda
estavam na lista de espera para transplantes. No Brasil, a Associacao Brasileira
de Transplante de Orgdos estabeleceu uma meta a ser atingida no ano de 2013.
Entretanto, de acordo com os dados revelados no seu ultimo relatério, o Registro
Brasileiro de Transplantes, esta meta ndo foi alcancada, ja que a demanda de
pacientes na fila de espera foi maior do que a oferta de érgaos disponiveis (Figura
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1)(TABATA, 2005; VACANTI & VACANTI, 2007; SMITH & HAYCOCK, 2011;
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2012).

Figura 1. Numero de transplantes 6rgaos realizados no Brasil em 2012. Fonte: Associagao
Brasileira de Transplante de Orgaos, 2012.
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Neste contexto surgiu o campo da Engenharia de Tecidos para tentar
minimizar o problema da demanda insuficiente de doadores, através da produgéo
de materiais de reposicao. Através da mimetizacdo da natureza, surgiu com o
potencial de confrontar a crise dos transplantes e também atender as
necessidades de cada paciente. De maneira essencial, o tecido novo e funcional
é fabricado utilizando células vivas, as quais sdo geralmente associadas com uma
matriz ou arcabouco, chamado de scaffold, para guiar o desenvolvimento do
tecido (VACANTI & VACANTI, 2007; NEREM, 2007; SMITH & HAYCOCK, 2011).

A Engenharia de Tecidos tem surgido com o potencial de desenvolver a
reposicao tecidual, se tornando uma alternativa para tratar perda ou ma funcao de
tecidos ou 6rgaos. Além disso, apresenta um importante suporte para utilizagéo
de biomateriais, consistindo em um conjunto de conhecimentos e técnicas
utilizadas para a reconstrucao de novos 6rgéos e tecidos e do restabelecimento
de suas funcdes. Trata-se de um campo interdisciplinar que combina
conhecimentos e tecnologia de células, Engenharia de Materiais e adequados
fatores bioquimicos para criar érgados e tecidos artificiais, ou ainda, para
regeneracdo de tecidos lesados. O material deve fornecer uma estrutura e
suporte inicial para a adesdo, proliferagdo e diferenciacdo celular, além de
fornecer um meio para carrear células, fatores de crescimento e outras
biomoléculas (Fiigura 2) (REIS; ROMAN, 2005; BOCCACCINI; GOUGH, 2007;
LANZA et al., 2007; LIU et al., 2007).
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Figura 2. Engenharia de Tecidos e seus componentes. Adaptado de Fisher et al., 2007; Vacanti
et al., 2007; Badylak et al., 2009.
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O crescimento da Engenharia de Tecidos proporcionou novas
possiblidades de estudos in vitro do complexo processo fisiologico e
patofisiol6gico, através da atual disponibilidade de ferramentas que permite criar
modelos de tecidos tridimensionais e funcionais, recrutando materiais
biocompativeis e biodegradaveis com propriedades mecanicas préximas ao tecido
alvo do tratamento. Muito embora os metais e ceramicas sejam importantes
biomateriais, os polimeros sdo comumente aplicados. Adicionalmente, um
controle da atividade biologica em nivel molecular, que é uma das caracteristicas
primordiais para biomateriais aplicados na Engenharia de Tecidos, pode ser
obtido utilizando polimeros naturais (GRIFFITH & SWARTZA, 2006; CHIONO et
al., 2008).

Esse novo campo da Engenharia se tornou, de forma literal, a interface
entre a industria tradicional de implantes medicos e a revolugdo biologica. Ao
aproveitar os avancos desta revolucao, se permite criar toda uma nova geragao
de tecidos, 6rgaos e implantes, assim como estratégias para o reparo e
regeneracao (NEREM, 2007).

3.2 Matriz Extracelular

In vivo, as células sao circundadas e suportadas por uma matriz biolégica
composta por combinagdes especifica de materiais, que quando juntos, sao
conhecidos como matriz extracelular (ECM). Sdo um complexo de redes
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heterogéneas de proteinas soluveis e insoluveis, fatores de crescimento e
polissacarideos que fornecem estruturas fisicas e bioquimicas para o ambiente
celular. De maneira geral, os componentes da matriz extracelular ndo se dispéem
no sistema bioldgico na forma de moléculas isoladas, principalmente no que diz
respeito a estrutura macroscépica. Estas moléculas possuem uma propriedade
intrinseca de se auto associarem e formar uma estrutura ordenada, motivada
pelas interacées multivalentes entre os componentes da matriz, que mesmo em
sua grande parte ndo sendo interagbes covalentes, possuem uma alta
estabilidade. Além disso, algumas enzimas especificas podem formar reticulacdes
covalentes irreversiveis na matriz (JELL et al., 2009; TRONCI, 2010; ENGEL &
CHIQUET, 2011).

Estruturalmente, a matriz extracelular € um material compésito, que exerce
a funcéao de um scaffold natural, e que fornece um suporte mecanico que permite
as interacdes célula-célula para a formacdo des tecidos. E composta por uma
malha interligada de proteinas fibrosas e glicosaminoglicanos (GAGs), onde o
colageno € a proteina mais abundante na ECM e a elastina é outra proteina
estrutural da matriz. Juntas, desempenham funcdes complementares, pois o
colageno fornece a rigidez para os tecidos conectivos e 6rgaos, € a elastina
confere a elasticidade, permitindo que os tecidos se alonguem e recuperem sua
forma original (Figura 3). Os proteoglicanos também se fazem presentes e séo
compostos por proteinas e cadeias reticuladas com glicosaminoglicanos
sulfatados. Os GAGs sao polimeros lineares de unidades repetitivas composta
por dissacarideos. Devido a presenga de grupos sulfatos e carboxilicos, as GAGs
interagem com a &gua, resultando na formagcdo de um hidrogel. Tambéem é
encontrado acido hialurénico, composto por D-glucorico e D-glucosamina. A
proteina fibronectina também € encontrada na matriz e tem como fungédo conectar
as fibras de colageno com a superficie celular. (Figura 3). A matriz extracelular
possui uma variedade de formas em diferentes estagios no mesmo tecido e esta
diversidade surge através de combinacbes de interagdes especificas, tais como
diversas formas, razao e arranjo geométrico das moléculas de colageno, elastina,
proteoglicanos e proteinas adesivas, que criam um ambiente repleto de sinais
informativos (STEVENS & GEORGE, 2005; HARRISON, 2007; TRONCI, 2010).
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Figura 3. Esquema da matriz extracelular. Fonte: Engel & Chiquet, 2001.
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A matriz extracelular é sintetizada e produzida por células, em um ambiente
dindmico e esta interface entre as células e a matriz extracelular tem efeitos
significativos no processo de adesao, migragcédo, proliferacdo e diferenciacdo
celular. A matriz extracelular natural é degradada enzimaticamente, processo este
chamado de degradagéao proteolitica, e que facilita a migragéao celular através das
redes fibrosas. Os scaffolds tradicionais sao projetados de maneira que se
degradem hidroliticamente e esta € uma area que tem recebido considerada
atencao na Engenharia de Tecidos, pois se busca o desenvolvimento de scaffolds
que atendam este importante requisito. Para conseguir tais scaffolds, diversos
materiais tém sido estudados e pesquisados, e para incorporar tais propriedades,
€ necessaria uma colaboracédo entre bidlogos, bioengenheiros e engenheiros de
materiais para forgar as fronteiras de possibilidades dentro da Engenharia de
Tecidos (LU et al., 2012;WADE & BURDICK, 2012).

3.3 Biomateriais para Engenharia de Tecidos

Sem dulvida, os biomateriais tém tido o maior impacto na pratica da
medicina contemporanea e nos cuidados de pacientes, tanto no tratamento

quanto no aumento da qualidade de vida de humanos e animais. Orgaos artificiais
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sado utilizados para prolongar a vida e assim manter a qualidade de vida de
milhares de pacientes, principalmente quando o transplante de érgao torna-se
inviavel. Além disso, o campo das ciéncias da vida conquistou avangos de forma
tdo significativa e acelerada, que nao se percebe que este progresso € um
fendbmeno relativamente recente na histéria da humanidade (DEE et al., 2002;
HENCH, 2005).

Além da bem conhecida e difundida aplicacdo de substancias de relativa
massa molar baixa, como os farmacos, a aplicagdo de materiais com maiores
pesos moleculares, como polimeros, ceramicas ou metais no corpo humano se
tornou valiosa para tratar, melhorar ou substituir tecidos e érgdos com perda total
ou parcial de funcdo. Provenientes de sua aplicagdo no sistema bioldgico, esses
materiais sdo chamados de biomateriais, devido a sua habilidade de substituir ou
restaurar funcbes bioldgicas, exibindo ainda uma compatibilidade com o meio
biolégico (DROTLEFF et al., 2004).

O desenvolvimento de materiais para melhorar a qualidade de vida das
pessoas, € continuo e crescente, visto que com o envelhecimento da populacédo
sao geradas expectativas mais elevadas com relagdo a qualidade de vida,
surgindo a necessidade de repor e reparar tecidos moles e duros, como 0SS0S,
cartilagem, vasos sanguineos e até mesmo 6rgaos inteiros (HOLZAPEL et al.,
2012).

Materiais aplicados na Engenharia de Tecidos devem ser projetados com o
papel de estimular uma resposta especifica das células, em um nivel molecular,
provocando interacdes especificas com as células, e deste modo, propiciar
adesao, proliferacéo e diferenciacéo celular, bem como a producéo e organizacao
de matriz extracelular (ARMENTANO et al., 2010).

A selegédo de um biomaterial desempenha um importante papel no design e
desenvolvimento de materiais aplicados na Engenharia de Tecidos. Enquanto o
critério classico de selecao para um implante estavel e seguro, direcionavam para
um material passivo e inerte, apds intensos estudos e avancgos cientificos ficou
entendido que qualquer dispositivo aplicado deve provocar uma resposta a nivel
celular. Portanto, atualmente é amplamente aceito que um biomaterial deve
interagir com o tecido a ser reparado, em vez de simplesmente atuar como um
material estatico (PACHENCE et al., 2007 ; HUANG & FU, 2009; ARMENTANO et
al., 2010).
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Durante as ultimas décadas, foi presenciado o desenvolvimento de varios
implantes e dispositivos médicos para rep6r tecidos danificados de forma
irreversivel. Os materiais utilizados para aplicagbes biomédicas podem ser
organizados em trés principais geragbes descritas pelo tipo de resposta
provocada no sistema biolégico (Figura 4) (HOLZAPEL et al., 2012).

Figura 4. Evolugéo dos biomateriais. Fonte: Holzapel et al., 2012
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Durante as décadas de 60 e 70, a primeira geracdo de materiais foi
especialmente desenvolvida para aplicar no sistema biolégico. E este
desenvolvimento tornou-se a base do campo dos biomateriais. Uma caracteristica
comum da maioria dos biomateriais utilizados nesta geragédo era a sua atividade
bioldgica limitada, também conhecida como inércia. O principio basico desta
primeira geracdo era alcancar uma combinacdo adequada de propriedades
fisicas, para coincidir com as dos tecidos a serem substituidos, por uma resposta
toxica minima do hospedeiro, impedindo a rejeicao. Para diversos implantes, este
paradigma ainda € vélido nos dias de hoje (HENCH & THOMPSON, 2010;
HOLZAPEL et al., 2012).

Anos mais tarde na década de 80, baseado no melhor entendimento da
resposta biolégica a materiais estranhos ao corpo, o campo dos biomateriais
comegou a mudar, com o desenvolvimento da segunda geracdo, a de

componentes bioativos, com o objetivo de provocar uma resposta bioldgica
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especifica na interface do biomaterial. Eles provocam um conjunto de reacdes
controladas no sistema fisiolégico, encorajando uma ligacdo com o tecido
hospedeiro, reforcando a integracdo do material, estimulando o crescimento do
novo tecido. Nesta geracdo, ainda faz parte outra categoria, as dos materiais
biodegradaveis, que sao inicialmente incorporados pelos tecidos circundantes,
para dissolver completamente em um dado periodo de tempo. Esta absorcéo
apareceu como uma solucdo perfeita para os problemas interfaciais. Como
consequéncia, materiais com taxa de biodegradacao e propriedades de absorgao
controladas se tornaram importantes, oferecendo a possibilidade de superar as
desvantagens dos implantes permanentes (HENCH & THOMPSON, 2010;
HOLZAPEL et al., 2012).

Os avancos do conhecimento celular e molecular nos ultimos anos
propiciaram o desenvolvimento da terceira geracdo dos biomateriais, que tem
como principio basico estimular uma resposta celular especifica. Durante o inicio
do século XXI, os conceitos dos materiais bioativos e biodegradaveis foram
convergidos. Para permitir o aperfeicoamento destas intera¢des especificas com
as células, podem ser empregadas modificacbes moleculares nos materiais.
Estes avancos afetaram de maneira significativa a sintese e aplicacdao dos
biomateriais. Tais materiais forneceram uma base cientifica pra a criacdo de
materiais que mimetizassem as estruturas tridimensionais presentes no corpo,
através do processo de biomimética, que pode ser definida como o entendimento
dos principios que regem as fungdes do sistema biolégico e, em seguida,
utilizando a mesma estratégia para criar sistemas sintéticos com funcgdes
semelhantes ao sistema biolégico (HENCH & THOMPSON, 2010; WALDECK &
KAO, 2011; HOLZAPEL et al., 2012).

3.4 Estruturas Tridimensionais - Scaffolds

Os tecidos no corpo sao organizados em estruturas tridimensionais (3D),
como por exemplo, os 6érgaos funcionais. Para construir tecidos e 6rgaos
funcionais, de maneira satisfatoria, o biomaterial deve ser fabricado de maneira a
mimetizar ao maximo o ambiente natural, facilitando a distribuicdo celular e guiar
a regeneragao dos tecidos em um ambiente 3D. E para satisfazer os requisitos
necessarios, utiliza-se um scaffold, que pode ser definido como uma estrutura
artificial capaz de suportar a formagcdo do tecido, fornecendo um ambiente
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tridimensional, que permite a adesao e migracao das células, além de permitir o
fluxo de fatores bioquimicos vitais para a nutricao celular (ARMENTANO et al.,
2010).

O scaffold fornece uma sustentagdo e suporte inicial para a adesao,
proliferacdo e diferenciagédo celular. Deve fornecer uma integridade estrutural para
o tecido, além de servir como carreador para células, fatores de crescimento e
outras biomoléculas. E vital para o scaffold, mimetizar a estrutura e propriedade
do tecido natural, para direcionar o processo macroscopico de formacao de
tecidos. Um scaffold ideal deve possuir as seguintes caracteristicas: uma
extensiva ligacdo entre os poros interconectados para que as células possam
migrar, aderir e se multiplicar profundamente no scaffold e canais que permitam a
passagem de oxigénio e nutrientes para as células (Figura 5) (LIU et al., 2007;
MURPHY & MIKOS, 2007; JAYAKUMAR et al., 2010).

Figura 5. Interconectividade de poros. Fonte: HUTMACHER et al., 2008
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Os  subprodutos gerados devem ser facilmente liberados;
biocompatibilidade, com uma alta afinidade para as células aderirem e
proliferarem; uma geometria que direcione a formagdo de um novo tecido;
propriedades de superficie apropriadas para o desenvolvimento celular,
propriedades de transporte de massa suficiente para mudanga de nutrientes
bioldgicos e resisténcia mecéanica apropriada e perfil biodegradavel (Figura 6) (LIU
et al., 2007; MURPHY & MIKOS, 2007; JAYAKUMAR et al., 2010).
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Figura 6. Propriedades dos scaffolds. a) A topografia de superficie do scaffold deve direcionar o
crescimento celular; b) O material deve possuir resisténcia mecénica suficiente para proporcionar
o desenvolvimento celular; ¢) A morfologia dos scaffolds tem que correlacionar, de maneira
proporcional, a interconectividade, tamanho e forma dos poros. Fonte: MARTINO et al., 2012.
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Enquanto certos metais sdo excelentes escolhas para implantes médicos,

devido as suas propriedades mecanicas superiores, eles apresentam
desvantagens para aplicacdo como scaffold, motivado pela auséncia de
degradacdo no ambiente biolégico. Alguns materiais cerdmicos, como por
exemplo, a hidroxiapatita ou fosfato de calcio, possuem osteocondutividade, que é
a habilidade que um material possue de permitir o desenvolvimento de tecido
6sseo em sua superficie. Contudo, suas aplicacbes sao limitadas, também
motivadas pela pobre processabilidade em estruturas altamente porosas, além de
se apresentaram pouco ducteis. De forma contraria, os polimeros possuem
grande flexibilidade para serem fabricados, e devido a sua composi¢cdo e
estrutura, podem ser fabricados de acordo com uma necessidade especifica (MA,
2008).

Scaffolds compostos de polimeros sintéticos e naturais tém sido
componentes essenciais para a Engenharia de Tecidos. Os polimeros sao
frequentemente utilizados em uma ampla gama de aplicacbes biomédicas,
incluindo aplicacées nas quais os polimeros se mantém em intimo contato com as
células e tecidos por periodos prolongados. Para selecionar um polimero, se torna

util entender o tipo de influéncia que esses materiais poliméricos vao exercer na
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viabilidade, crescimento e funcdo das células (SALTZMAN & KYRIAKIDES,
2007).

A quimica, arquitetura e porosidade e a razdo de biodegradacdo do
scaffold deve permitir uma facil manipulacdo, fornecer um ambiente mecénico
suficiente, muito embora ndo necessariamente equivalente as propriedades
mecanicas do tecido, mas com rigidez e resisténcia suficientes para pelo menos
suportar e transmitir as forcas do tecido hospedeiro; facilitar a adesé&o,
proliferacdo e migracao celular, troca de nutrientes, vascularizagédo e crescimento
de um novo tecido (HUTMACHER et al., 2008; HOLZAPEL et al., 2012).

Os scaffolds para engenharia de tecidos sdo aplicados extensivamente
como analogos da matriz extracelular presente em todos os tecidos e células. O
scaffold atua como um suporte fisico e um regulador da atividade celular.
Notavelmente, a microestrutura do scaffold (porosidade, tamanho médio de poros,
formato de poros, interconectividade e area superficial especifica) e propriedades
mecanicas (mddulo de Young) tém se mostrado significativamente influentes no
comportamento celular, tais como adesdo, crescimento e diferenciacdo. A
microsestrutura e rigidez do scaffold também tem mostrado afetar a bioatividade
do scaffold aplicado in vivo. Especialmente para materiais implantaveis que seréo
submetidos a tensdes mecanicas em aplicagdes clinicas, a caracterizagao
mecanica adequada esta entre os testes fisicos mais importantes que devem ser
realizados, pois possibilitara avaliar a viabilidade da aplicagdo do material em
termos de sua integridade geométrica, seja a curto prazo, determinada pelo
modulo de elasticidade e resisténcia da amostra, ou a longo prazo obtidos a partir
de ensaios de stress-relaxagdo ou fadiga (MANO et al., 2005; HARLEY et al.,
2007).

Os scaffolds para engenharia de tecidos, em termos comportamento
mecanico, apresentam curvas de tensdo-deformacdo caracterizadas por 3
regimes distintos, conforme a Figura 7 (GIBSON & ASHBY, 1997; FOOK, 2005;
HARLEY ET AL., 2007).
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Figura 7. Curva tipica de tensao-deformacéo de espumas. Fonte: Adaptada de GIBSON e

ASHBY,1997
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Do ponto de vista da microestrutura de um scaffold, existem dois fatores
criticos a serem considerados. O primeiro é a respeito da natureza do scaffolds,
se ele possui uma microestrutura de células abertas ou fechadas. Um
microestrutura de poros abertos proporciona interconectividade dos poros,
enquanto uma microestrutura de células fechadas favorece a formagédo de
camadas entre o0s poros adjacentes. A interconectividade ¢é desejada
principalmente pelo ponto de vista da bioatividade dos scaffolds, porque permite
que as células migrem no interior do scaffold e interajam com outras células,
mimetizando o ambiente in vivo (Figura 8). O segundo fator critico a ser
considerado € com relacdo a densidade relativa e porosidade do scaffold. A
densidade relativa (p;) é dada pela razdo da densidade do scaffold pela densidade
do material que o scaffold é fabricado e a porosidade € uma medida de quéao
poroso é o scaffold, ou seja, a fracdo volumétrica do scaffold. Densidade relativa e
porosidade s&o inversamente proporcionais e a porosidade do scaffold pode ser
definida como (1- p;) (HARLEY & YANNAS, 2014).
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Figura 8. Relacdo entre estrutura e desenvolvimento celular. Adaptado de JELL et al., 2009 e
HOLZAPFEL et al., 2012.

Implante Microporos Macroporos

Evidentemente, as interacdes célula-biomaterial sdo um ponto chave para
todos os biomateriais e o conhecimento dos seus mecanismos se torna bastante
utii quando do desenvolvimento de materiais para engenharia de tecidos. A
atividade celular depende fortemente das propriedades fisico-quimicas do scaffold
como, por exemplo, hidrofilicidade, composicdo quimica, morfologia, carga
eletrostatica, topografia e rugosidade. Muitos grupos funcionais, tais como
hidroxilas, carbonilas, carboxilas e aminas desempenham importante papel no
que diz respeito a adesdo celular. Um exemplo é que, a adesao de macrofagos
decresce de acordo com a seguinte ordem de grupos funcionais (ALVES et al.,
2008; VLADKOVA, 2010):

- N(CH3)2 > - OH > - CONH > - SO3H > - COOH(- COONa)

Interagbes similares sdo observadas com a incubacdo de células em
superficies funcionalizadas, onde a adesao celular decresce de acordo com a
seguinte relagéo:

'CHQNHQ > - CHQOH > - CONH2 > - COOH

A adesao celular € um processo critico no campo dos biomateriais e

desempenha um importante papel na formacdo dos tecidos e Orgaos. Na
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Engenharia de Tecidos, por exemplo, a adesao celular € um pré-requisito para
inUmeros processos subsequentes, como proliferacdo e migracao celular.
Também € importante na determinagdo da biocompatibilidade dos biomateriais,
que € a capacidade de um material de provocar uma resposta apropriada do
hospedeiro, para uma aplicacao especifica. Envolve a sequéncia de quatro
etapas: adesao, espalhamento, organizacdo do citoesqueleto e formacado da
adeséao focal (DROTLEFF et al., 2004; HARRISON, 2007).

3.5 Principais métodos de fabricagcdo de scaffolds

Na era moderna da medicina, e de forma consequente, da diminui¢cdo da
disponibilidade de transplante de 6rgaos, o campo da engenharia de tecidos se
tornou uma opgao viavel para criar materiais que substituissem 6rgéos e tecidos,
fornecendo uma esperancga aos pacientes que esperam por um doador. A criacao
de tais materiais requer uma estrutura tridimensional, porosa, biocompativel e
preferencialmente biodegradavel. Estruturas estas que sao chamadas de
scaffolds, e devem possui uma geometria que direcione o crescimento do novo
tecido a ser formado, bem como o transplante dos nutrientes e subprodutos
gerados pelo metabolismo celular (HUTMACHER, et al., 2008; MURPHY &
MIKOS, 2009).

Um grande numero de tecnologias de fabricagcdo tém sido aplicadas no
processo de fabricagdo de estruturas tridimensionais. No corpo, as células e
tecidos sdo organizados em uma arquitetura tridimensional e para desenvolver
estas estruturas, os scaffolds podeem ser fabricados por diferentes metodologias
para facilitar a distribuicdo celular e guiar o novo tecido (HUTMACHER, et al.,
2008).

As técnicas de fabricacao de scaffolds dependem, em sua maioria, das
propriedades dos materiais e funcéo final desejada. Além disso, o custo e tempo
de producdo devem ser considerados, e diversas técnicas tém sido estudadas e
desenvolvidas de modo a atender as propriedades necessarias para uma efetiva
aplicacdo, entretanto, cada método apresenta distintas vantagens e
desvantagens. Nao existe uma técnica de fabricacdo que seja dita universal para
todas as aplicacées. Dependendo do tecido e a extensdo do local a ser
regenerado, as propriedades do scaffold devem ser priorizadas, de modo a
selecionar o método de fabricagdo mais apropriado (MURPHY & MIKOS, 2009).
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A Tabela 1 apresenta algumas das principais técnicas utilizadas na

fabricacao de scaffolds.

Tabela 1. Descricdo das principais técnicas de fabricagdo de scaffolds. Fonte: MURPHY &
MIKOS, 2008; HUTMACHER et al., 2008

METODO DESCRICAO VANTAGENS DESVANTAGENS
Evaporacao de Scaffold contendo um Controle sobre a Propriedades mecéanicas
solvente/lixiviagao por agente porogénico é porosidade, tamanho de limitadas; Solvente e
particulas solidificado; depois o poros e cristalinidade; material porogénico
agente é retirado. alta porosidade. residual.
Fabricacdo de Fibras ou moléculas sdo Controle sobre a Solventes residuais.
compdsitos formadas por porosidade e tamanho

evaporagao de solvente de poros; propriedades

ou técnicas de mecanicas aprimoradas.
moldagem a quente.
Automontagem Estabelece condigbes Controle sobre a Alto custo de
para moléculas se auto porosidade, tamanho de processamento;
montarem em esferas, poros e diametro das parametros de design
fibras ou scaffolds de fibras. complexos; propriedades
estruturas complexas. mecanicas limitadas.
Electrospinning Fibras sédo Procedimento simples; Baixa propriedades
eletrostaticamente porosidade alta; controle mecanicas; tamanho de
giradas e depositadas sobre o tamanho de poro diminui com o
em um coletor. poros, porosidade e aumento da espessura das
espessura das fibras. fibras.
Freeze drying Dissolugao do material, Boa porosidade e Tamanhos de poros
seguindo de interconectividade entre limitados; longos tempos
congelamento. Apos 0S poros. de processo.

isso, o material é
liofilizado para remogao

de agua e solvente.

3.6  Biopolimeros

Os tecidos naturais sao reparados de maneira continua e remodelados de
forma que se ajustem as inumeras mudangas que ocorrem no ambiente
fisiolégico. Nenhum biomaterial pode mimetizar estas propriedades de maneira
100% efetiva. Um biomaterial ideal para executar a funcao desejada é aquele que
eventualmente desaparece, sendo substituido por tecido natural. Portanto,
polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse para a comunidade da
engenharia biomédica (BATICH & LEAMY, 2003).
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Desde o inicio das pesquisas na Engenharia de Tecidos, busca-se um
desenvolvimento para atingir metas em longo prazo, como por exemplo, controlar
e regular o potencial de regeneragdo de tecidos naturais ou até mesmo a
regeneracao de estruturas mais complexas, como os 0rgaos. Apesar de se ter
conquistado uma série de avancos tecnoldgicos até entdo, novas estratégias se
fazem necessarias para ampliar o campo de aplicacao clinica da Engenharia de
Tecidos (LIAO et al., 2008).

Os biomateriais sdo componentes centrais de muitas estratégias
desenvolvidas pela engenharia de tecidos. Isso por que, eles fornecem uma
arquitetura que mimetiza a matriz extracelular, as interagbes célula-célula e
fatores de crescimento, combinados para criar o nicho regenerativo (HUANG &
FU, 2009).

O principal componente da matriz extracelular das células sé&o
biopolimeros, mais precisamente, o colageno, que existe de forma geral na forma
de fibras e fibrilas. Um objetivo especifico no desenvolvimento de um scaffold
para a Engenharia de Tecidos é projetar e fabricar um material poroso, composto
de um polimero biodegradavel, que permita mimetizar a matriz extracelular, dando
0 suporte necessario para a organizacao celular. Polimeros naturais podem
mimetizar muitas fun¢cdes da matriz extracelular e podem influenciar diretamente
na migracao e organizacao das células durante a regeneragéo tecidual (LIAO et
al., 2008; MA, 2008; HUANG & FU, 2009).

O biomaterial deve nao apenas estimular e fornecer suporte para o
crescimento do tecido, mas também deve degradar com a mesma razdo com a
qual o novo tecido se forma. As propriedades de degradacao séo de fundamental
importancia para a selecao e desenvolvimento para a Engenharia de Tecidos. O
perfil de degradacao fornece um impacto crucial nas performances a longo prazo
na construcao do biomaterial, composto de polimero/células (ARMENTANO et al.,
2010).

O emprego de polimeros biodegradaveis como biomaterial oferece pelo
menos duas vantagens: (i) eliminacdo da necessidade de um segundo
procedimento cirdrgico para remocao da prétese, apos ter cumprido a funcao
requerida, e (ii) a possibilidade de provocar e guiar a regeneracao tecidual via
degradacao do material (FAMBRI et al., 2002).
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Polimeros biodegradaveis podem ser aplicados na medicina como
scaffolds temporarios, que sao suportes temporarios aptos para promover
regeneracao tecidual; barreiras temporarias para prevengao de adeséao tecidual;
ou ainda, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, onde esse farmaco
pode ser incorporado fisicamente ou através de ligagdes covalentes, sendo
liberado de forma gradual (FAMBRI et al., 2002).

O propésito de se desenvolver materiais poliméricos é a obtencdo de
suportes temporarios, que se degradem no organismo ao mesmo tempo em que
um novo tecido € formado, em substituicdo ao lesado. A razdo de degradacgao é
frequentemente afetada pelas propriedades dos componentes do material,

fabricacdo, microestrutura e macroestrutura (FISHER et al., 2007).
3.7 Quitosana

Ao longo dos ultimos anos, diversos materiais tém sido desenvolvidos para
substituir os produtos derivados dos petroquimicos por componentes de fontes
renovaveis. Os polimeros de origem natural, como por exemplo, o amido,
colageno, gelatina, alginato, quitina e quitosana, sdo abundantes e representam
candidatos atrativos no que tangem a estas tentativas. O maior desafio, neste
sentido, é a obtengcdo de materiais com propriedades equivalentes aos produtos ja
estabelecidos, do ponto de vista funcional. E dentro destes materiais, a quitosana
se mostra um polimero com caracteristicas singulares e valiosas, trata-se de um
material, com caracteristicas tecnologicas e econdémicas relevantes, possuindo
propriedades  biolégicas  como:  biocompatibilidade,  bioatividade e
biodegradabilidade, além de ser atéxico e produzido por fontes naturais e
renovaveis. A biodegradabilidade é devido a metabolizacdo da quitosana por
algumas enzimas humanas, como por exemplo, a lisozima. Essa propriedade
condiz com um dos requisitos primarios de um processo de biodegradacao, que €
ser susceptivel a uma reacao de hidrolise enzimatica (CAMPANA; SIGNINI, 2001;
TRIPLETT et al.,, 2001; SENEL; MCCLURE, 2004; BETTINI et al., 2008;
CROISIER & JEROME, 2013).

A quitina e a quitosana sao polissacarideos formados por uma cadeia
linear, composto por unidades repetitivas do tipo B (1—4) 2-amino-2-deoxi-D-
glucosamina (GIcN) e B (1—4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glucosamina (GIcNAc)
(Figura 9). A quitina contém, ao longo de sua molécula, maiores quantidades de
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unidades GIcNAc, enquanto a quitosana € composta por, em sua maioria,
unidades GlIcN. Uma indicacdo da quantidade de unidades GiIcN ao longo da
cadeia é determinada através do calculo do grau de desacetilagao (GD). Para ser
chamado de quitosana, o polimero deve conter 50% ou mais unidades GIcN, o
qgue corresponde a um GD = 60. O GD é um dos parametros mais importantes da
quitosana, pois tem influéncia direta nas propriedades fisico-quimicas
(cristalinidade, biodegradagéo, solubilidade, etc.) e propriedades bioldgicas
(antimicrobianas, mucoadesividade, etc.). O grande interesse de cientistas pela
quitosana como material polimérico, com aplicacées nas areas biomédicas, se da
pelo fato destes polissacarideos possuirem caracteristicas tecnoldgicas e
econOGmicas relevantes, além de possui grupos funcionais caracteristicos, que
conferem propriedades Unicas a esse polimero (CHAVES et al., 2005; DALLAN,
2005; FRAGA et al., 2006; SANTOS et al., 2006; PEDRO et al., 2009; RIVERO et
al., 2009; KUMIRKA et al., 2011).

Figura 9. Estrutura quimica da quitosana. Fonte: SILVA et al., 2011.
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A quitosana é um polimero semicristalino e o seu grau de cristalinidade &
uma funcdo do grau de desacetilacdo. A presenca de numerosas pontes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares nas moléculas de quitosana
contribuem para o carater semicristalino do polimero. Além disso, faz com que a
quitosana nao apresente nenhum ponto de fusdo, sendo soluvel apenas em pH
acido (RINAUDO, 2006; FAN et al., 2009; CROISIER & JEROME, 2013).

A cristalinidade desempenha um importante papel na determinacao das
propriedades fisico-quimicas das superficies de um polimero, incluindo energia
livre, estado quimico, rugosidade e molhabilidade, que sao fatores que
influenciam a resposta celular. Com isso, ao se produzir um scaffold, a

cristalinidade pode influenciar ndo apenas na resposta celular, mas também na
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biodegradabilidade, onde regides mais cristalinas sdo mais resistentes a
penetracdo de fluidos e consequentemente, retardando o processo de
biodegradacdo. Uma maneira de tentar diminuir a cristalinidade da quitosana é
através de modificagbes, pois a quitosana contém grupos amina e hidroxilas
ativos que permitem que a quitosana seja modificada quimicamente. (FISHER et
al., 2007; TSAI; NORlI et al., 2008; WANG, 2008).

A facilidade que a quitosana tem de formar as mais diversas formas, como
filmes, membranas e estruturas porosas, que permite aplicagbes nas mais
diversas areas. Destaca-se como vantagem de se trabalhar e obter membranas
de quitosana sua alta permeabilidade em agua, habilidade de imobilizar
microrganismos, além de acelerar o processo de cura de ferimentos,
principalmente quando comparados com outros materiais, como, por exemplo, as
membranas de poliuretano (BERGER et al., 2004).

A versatilidade do polimero quitosana permite diversas aplicacdes na area
dos biomateriais, nas mais variadas formas (Figura 10). Mi et al. (Ml et al., 2001)
desenvolveram uma membrana de quitosana assimétrica para aplicagdo como
curativo de feridas, com as membranas apresentando boa permeabilidade ao
oxigénio, nenhuma citotoxicidade e nao permitir a penetragdo bacteriana junto a
ferida. Hong et al. (2007) desenvolveram membranas de quitosana para aplicagéo
em regeneragdo periodontal guiada. As membranas apresentaram boas
propriedades de degradacdo, mantendo a integridade estrutural por um periodo
de 5 a 6 semanas. Além disso, ndo apresentaram citotoxicidade, indicando assim

que as membranas podem ser aplicadas na regeneragao éssea guiada.
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Figura 10. Diversas formas de fabricagéo e aplicagdo da quitosana. Adaptado: OSORIO, 2007.
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Bachtell et al. (2006) demonstraram a eficiéncia e seguranca dos curativos
da HemCon® usados no tratamento de sangramento de feridas pontuais em
diadlises. Os resultados mostraram que estancamento do sangramento foi
conseguido de maneira similar ou mais rapido que com compressas
convencionais € o uso de compressao foi reduzido em 50% no grupo de
quitosana em comparagdo com O grupo convencional com nenhum evento
adverso relatado.

Burkatovskaya et al. (2006) utilizaram uma bandagem de acetato de
quitosana para a prevencao de infecgoes severas em ratos. Com os resultados,
ficou evidenciado que o acetato de quitosana teve agéo efetiva na agéo contra as
infecgbes, sugerindo que as bandagens rapidamente matavam as bactérias
presentes nas feridas.

Boucard et al. (2007) desenvolveram um hidrogel bicamadas a base de
quitosana para aplicagao no tratamento de queimaduras de 3° grau. O objetivo foi
obter um material que fosse biocompativel, permitindo a regeneragcédo da pele
lesada in vivo. O material demonstrou ser viavel, pois foi aceito sem nenhuma
restricdo pelo organismo testado. Entretanto, a porosidade do hidrogel foi
considerada pequena para permitir a transferéncia fisica entre as células. Estudo
similar foi realizado por Alsarra (2009), onde foram desenvolvidos géis de
quitosana para o tratamento de queimaduras e resultados histolégicos indicaram
que a quitosana acelera o processo de regeneracao dos tecidos conectivos,
induzindo a formacéo de tecido granular e promovendo a reepitelizacado da pele.
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Aplicagdes biomédicas da quitosana tém gerado oportunidades de
producédo de biomateriais especializados, principalmente com novas modificacdes
quimicas e fisicas, as quais tém promovido novas atividades biolégicas para fins
especificos. Quitosana e suas modificagdes encontram aplicacdes em varios
campos biomédicos, incluindo Engenharia de Tecidos e Sistemas de Liberacao
Controlada de Farmacos (SUBRAMANIAN et al., 2006; LARANJEIRA; FAVERE,
2009).

Além disso, as modificagdes quimicas mantém as caracteristicas principais
da quitosana, tais como as propriedades fisico-quimicas e bioquimicas,
dependendo da natureza quimica do grupo introduzido (JAYAKUMAR et al.,
2007).

Motivado pela sua natureza policatibnica em condigdes acidas, a quitosana
pode ser modificada por diversos métodos, como por exemplo, através de
interacdes eletrostaticas, envolvendo polianions de tamanhos pequenos. As
cargas positivas da quitosana interagem com as cargas negativas destas
moléculas, tais como fons fosfatos e sulfatos (Figura 11) (CROISIER & JEROME,
2013).

Figura 11. Natureza policationica da quitosana e interagoes eletrostaticas. Adaptado de:
KARAKESILI, et al., 2007; DASH et al., 2011; CROISIER & JEROME, 2013.
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Os efeitos da reticulacdo nas propriedades fisicas dos polimeros sao
primariamente influenciados pelo grau de reticulacdo, a regularidade da rede
formada e pela presenca e auséncia de cristalinidade no polimero. Para polimeros
cristalinos, pode haver uma redugcdo na cristalinidade com um baixo grau de
reticulacdo, impedindo a orientacdo das cadeias. O polimero se torna mais
flexivel, mais elastico, diminuindo o ponto de fusdo. A principal vantagem da
reticulagdo € o aumento da estabilidade dimensional quando aplicada uma carga
e em temperaturas elevadas (RUDIN, 1999; BHATTACHARYA et al., 2009).

Pierég et al. (2009) realizaram um estudo em hidrogéis de quitosana
reticulados por trés rotas diferentes: acido sulfurico (H.SO,), citrato de sodio (CIT)
e Tripolifosfato de Sédio (NaTPP). Foi avaliado o efeito destas reticulagées no
intumescimento destes hidrogéis e ficou evidenciado que o grau de
intumescimento € dependente do pH do sistema como também do tipo de agente
reticulante empregado. Com o0s resultados, uma relacdo entre os agentes
reticulantes e a hidrofilicidade foi estabelecida, onde o grau de intumescimento
diminui na seguinte ordem: TPP<CIT< H2oSOq,

De maneira similar, Gierszewsk-Druz e Ostrowska-Czubenko avaliaram o
efeito das reticulagdes com alginato de sédio (NaAlg) e Tripolifosfato penta sédico
(TPP) nas propriedades térmicas de membranas de quitosana (CHI). Um sistema
triplo também foi desenvolvido com CHI/NaAlgl/TPP. Foi observado que o
processo de reticulacao afeta a estabilidade térmica da quitosana, com mudancas
significativas nas transi¢des térmicas. Foi concluido também que a estabilidade
térmica das membranas de quitosana aumenta na seguinte ordem:
CHI/NaAlg=CHI/NaAlg/TPP=CHI/TPP<NaAlg<CHI<TPP.

Atualmente, os agentes reticulantes mais comumente utilizados s&o os
dialdeidos, tais como glioxal, e particularmente, glutaraldeido (Yang et al., 2005;
Neto et al., 2005). Entretanto, a principal desvantagem desses reagentes é que
sdo considerados téxicos, principalmente se encontrados em tragos livres,
acarretando o risco de formagédo de produtos toxicos por reacédo entre o substrato
e o0 agente reticulante, durante o processo de biodegradacdo in vivo. O
glutaraldeido é conhecido por ser neurotéxico e o glioxal por ser mutagénico.
(BEPPU et al., 2007 LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Um método para superar essa desvantagem é a preparacdo de materiais
reticulados ionicamente. As reticulagdes ibnicas sdo processos simples e rapidos,
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0 que as torna de grande interesse para aplicacdes médicas e farmacéuticas. A
genipina e o tripolifosfato (TPP) tém sido aplicados neste sentido com bastante
énfase (BERGER et al., 2004; KARAKECILI et al., 2007; CHIONO et al., 2008;
MUZARELLI, 2009; YANG et al.,, 2009; ZHANG et al.,, 2011; PUJANA et al.,
2013).

Outro agente reticulante que pode ser empregado é o acido sulfurico.
Contudo, poucos dados sao encontrados na literatura com aplicagdes biomédicas
de filmes de quitosana reticulados com acido sulfurico. Fidéles (2010) estudou o
efeito dos filmes de quitosana reticulados com acido sulfurico em relagédo a
citotoxicidade e propriedades de adesao celular. Os filmes ndo se apresentaram
citotéxicos, porém apresentou baixa ou nenhuma adesao celular frente a

fibroblastos humanos e de ratos.
3.8 Scaffolds de quitosana

Durante o processo de fabricagcdo de scaffolds, uma atencéo particular
deve ser dada a biocompatibilidade, propriedades mecanicas, morfologia e
porosidade dos scaffolds, assim como a capacidade de regeneracéao do tecido a
ser substituido. Os principais requisitos para uma efetiva acdo dos scaffolds sao
ndo induzir nenhuma reac¢ao nao desejada no corpo, seja ela aguda ou cronica,
ser biodegradavel até que o novo tecido formado esteja apto a rep6r as fungdes
do biomaterial, possuir propriedades de superficies que permitam o
desenvolvimento celular, apresentar propriedades mecanicas suficientes para o
manuseio e para mimetizar o tecido a ser substituido, e finalmente, serem
produzidos em diversas formas e tamanhos (CROISIER & JEROME, 2013).

Devido as propriedades citadas a quitosana tem sido pesquisada e
aplicada com destaque na preparacao de biomateriais, nas mais variadas formas.
Nos ultimos anos, consideravel atencédo tem sido despendida para os materiais a
base de quitosana e suas aplicacbes na engenharia de tecidos, ja& que eles
possuem propriedades similares ao acido hialurénico e aos glicosaminoglicanos,
presentes naturalmente no organismo (CHUN et al., 2008).

No sentido de tentar produzir um material que possa mimetizar o mais
proximo a matriz extracelular e as fung¢des do tecido natural, diversos estudos
com scaffolds de quitosana tém sido realizados ao longo dos anos. Nettles et al.
(2002) fabricaram matrizes porosas de quitosana pelo método de liofilizagao, para
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aplicagdo como scaffolds, avaliando o comportamento de condrdcitos em sua
estrutura, visando uma aplicacdo como substitutos de cartilagem. Os resultados
demonstraram que a estrutura do scaffold permitiu a adesdo das células,
mostrando ser um material promissor para aplicagdo na engenharia de tecidos.
De maneira similar, Griffon et al. (2006) avaliaram o efeito da interconectividade e
tamanho dos poros na proliferagédo dos condrécitos. Os resultados mostraram que
scaffolds com tamanhos de poros maiores continham mais condrdcitos do que os
com poros menores, assim como com uma maior interconectividade entre estes
poros.

Chun et al. (2008) utilizaram o método de separagédo de fases induzidas
termicamente, para produzir scaffolds de quitosana, focando a biocompatibilidade
e controle de diametro dos poros, através da adigdo de n-butanol. Em todos os
resultados, ficou evidente que os scaffolds com n-butanol obtiveram resultados
superiores, quando comparados com scaffolds sem a adicéo, atestando que este
método é eficaz.

Com o passar dos anos, as pesquisas com scaffolds de quitosana foram
sendo aprofundadas, principalmente no que diz respeito ao desenvolvimento de
novas metodologias de fabricacdo, aliando sempre a biocompatibilidade e
funcionalidade ao material, do ponto de vista de desempenhar a fungcdo como
biomaterial para Engenharia de Tecidos. Um ponto chave na construgdo de
scaffolds € a escolha de materiais que possam ser submetidos ao processo de
degradacao in vivo, permitindo que o novo tecido formado cresgca e ocupe o
espaco deixado pelo biomaterial. No sistema bioldgico, a quitosana é passivel de
biodegradacao pela enzima lisozima, que pode ser encontrada no soro do plasma
sanguineo humano, saliva e outros fluidos. A atividade desta enzima é um fator
determinante na razdo de degradacdo da quitosana e atividade da lisozima
aumenta com o decréscimo do pH e aumento da temperatura do sistema
bioldgico, ambiente tipicamente de situacao inflamatéria (URAGAMI & TOKURA,
2006; BARBOSA et al., 2011; WEl et al., 2011).

Martins et al. (2009) desenvolveram scaffolds de quitosana com
recobrimento de fosfato de calcio e lisozima, para formagdo de poros in vivo,
controlando a degradacgao do scaffolds e consequentemente a formacgéo de poros,
simulando condi¢des de pH do sistema biolégico sadio (pH 7,4) e com reacgéo

inflamatdria (pH = 5,0). Os resultados mostraram que em pH 7,4 o material se
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comportou de maneira estavel, justificado pela diminuicdo da atividade
enzimatica. Contudo, em pH 5,0, uma estrutura porosa comecou a ser formada.

Com o intuito de melhorar as propriedades intrinsecas dos scaffolds de
quitosana, modificagbes podem ser realizadas. Cooney et al. (2009)
desenvolveram scaffolds hidrofébicos de quitosana, por freeze-drying,
correlacionando os resultados com a temperatura e razdo de congelamento. Os
resultados mostraram que as estruturas porosas, com relacdo ao didmetro e
geometria, tanto para quitosana hidrofobica quanto para as quitosana nao
modificadas sdo mais dependentes da temperatura de congelamento e menos da
razao de congelamento.

Li et al. (2010) produziram scaffolds de quitosana com estrutura
tridimensional orientada, através da técnica de liofilizacdo. Os resultados
mostraram que a estrutura formada possuia melhor interconectividade entre os
poros que scaffolds com estruturas assimétricas. Ficou evidenciado também que
a concentracdo de quitosana e o tempo de secagem tém grande influéncia na
microestrutura, porosidade e propriedades mecanicas dos scaffolds. Resultado
também comprovado por Yang et al. (2010) que produziram scaffolds de
quitosana por freeze-drying, com uma modificacdo no método, neutralizando a
quitosana com hidrogeno fosfato disddico. Os resultados mostraram que
diminuindo a concentracdo de quitosana, a adsor¢cdo de agua e porosidade
aumentam, enquanto a resisténcia a compressao diminui.

Os scaffolds de quitosana também podem ser produzidos por outros
métodos tais como inversdo de fase supercritica assistida (Duarte et al., 2011;
Duarte et al., 2012) e eletrospinning (Pakravam et al., 2011; Sencadas et al.,
2012). Entretanto, a técnica de eletrospinning possui algumas limitacdes,
principalmente motivados pelas propriedades intrinsecas dos polimeros
empregados, como por exemplo, a quitosana possui dificuldades com relagéao a
processabilidade, principalmente devido a sua estrutura molecular e alta
viscosidade. Kim e Lee (2011) prepararam scaffolds de quitosana por
eletrohidrodinamica e freeze-drying. A eletrohidrodindmica uma técnica bastante
utilizada para producao de fibras e estruturas tridimensionais na area de liberagao
controlada de farmacos (Chakraborty et al., 2009), na tentativa de superar
possiveis dificuldades com o eletrospinning.
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Outras técnicas que também podem ser empregadas na producdo de
scaffolds de quitosana, como a plotagem tridimensional, criogelificacdo e
agregacao de particulas. Nos ultimos anos, tem havido uma tendéncia para o
desenvolvimento de materiais de fabricacdo de scaffolds cada vez mais
sofisticados que podem permitir a combinagdo de varias fungbes dentro dos
mesmos dispositivos. Isto torna-se uma caracteristica muito atrativa para os
scaffolds para engenharia de tecidos, uma vez que estes materiais sao
necessarios para executar um papel muito complexo no desenvolvimento de
substitutos de tecidos (GOMES et al., 2005; LEE & KIM, 2011; BHAT & KUMAR,
2012; OLIVEIRA & MANO, 2011).

3.9 Agregacao de particulas

Uma abordagem inovadora para projetar scaffolds poliméricos é baseado
na tecnologia de microesferas, através do chamado método de agregacédo de
particulas por meios fisicos ou quimicos. A porosidade obtida neste tipo de
scaffold pode ser facilmente controlada pelo didametro das particulas, devido aos
intersticios quando as particulas sdo agregadas. Além disso, este tipo de scaffold
pode apresentar propriedades mecanicas promissoras, dependendo dos materiais
utilizados, das condigdes de processamento e interconectividade entre 0s poros.
A grande vantagem deste tipo de scaffold € a possibilidade de incorporar grandes
quantidades de moléculas no interior das particulas, onde estas particulas nao
seriam aplicadas apenas para fornecer um suporte fisico para a adesao celular,
mas também podem servir como carreadores para a liberacdo de agentes
bioativos, tais como fatores de crescimento, a fim de manipular processos
celulares dentro do microambiente do scaffold, bem como em torno do local de
implantacdo. O tamanho e formato dos poros e propriedades mecéanicas podem
ser controladas, de acordo com o tipo de célula e o local de aplicagédo no corpo.
(MALAFAYA et al., 2005; GOMES et al., 2005; MIRANDA et al., 2011; PARK et
al., 2012).

De maneira particular, o método de fabricacdo de scaffolds de quitosana
por agregacao de particulas tem chamado atencdo nos ultimos anos e esta sendo
desenvolvido por diversos grupos de pesquisa, baseado na aglomeracdo de
microesferas pré-fabricadas. Esta técnica, geralmente, é baseada no
empacotamento aleatério das microesferas com posterior agregacao através de
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meios fisicos ou térmicos. As esferas podem ser produzidas por diversas técnicas
como geleificagdo ionotropica, inversao de fase e emulsificacdo (Sinha et al.,
2004). Malafaya et al. (2005), Malafaya et al. (2008) e Kucharka et al. (2010)
produziram scaffolds de quitosana também pelo método de agregagédo de
particulas para avaliar o potencial de aplicacdo como biomaterial na engenharia
de tecidos. Todos apresentaram estruturas consideradas satisfatorias, com os
scaffolds produzidos apresentando morfologia adequada, estabilidade mecanica e
biocompatibilidade in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, do Departamento de
Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande — UFCG,
Campus I, Campina Grande-PB.

4.2 Reagentes

¢ Quitosana de baixo peso molecular e Grau de Desacetilagdo entre 75-
85% — SIGMA ALDRICH;

o Acido acético glacial P.A. — VETEC;

e Hidréxido de Sdédio P.A. - VETEC;

o Acido sulfarico P.A. - VETEC;

e Gelatina Porcina P.A. — SIGMA ALDRICH,;

e Tripolifosfato de Sédio — SIGMA ALDRICH;

e Tampéo Fosfato Salino - PBS P.A. — SIGMA ALDRICH,;

e MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio];

e RPMI 1640-C;

4.3 Etapas de desenvolvimento da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida em duas etapas:
| — Etapa exploratéria;

Il — Etapa de desenvolvimento e investigacao dos scaffolds.

4.4 Procedimento experimental

A Etapa | foi realizada com o proposito de explorar um método
convencional de producédo de scaffolds ja estabelecido no CERTBIO, através da
aplicacdo de um sistema de liofilizagdo adaptado (Fook, 2012; Sampaio, 2012).
Com este sistema, foi observado o comportamento da microestrutura do polimero
com relagado ao método de obtengéo das estruturas tridimensionais, a variagdo da
concentracado de quitosana, o tempo de reticulacao e a reidratacdo. Ao final dessa
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etapa foram definidos parametros experimentais favoraveis, bem como a

otimizagao do processo, a serem aplicados na Etapa Il.
441 Etapal

44.1.1 Preparacao das solugdes de quitosana

O método de preparacao das solucoes de quitosana foi 0 mesmo para as
duas etapas. Foram preparadas solugdes de quitosana, diluindo o p6 de
quitosana em &acido acético 2% (v/v), com concentracdes finais de 1,0, 1,5, 2,0 e
3,0 % (m/v), para a etapa | e com concentracao final de 2.0% (m/v) para a etapa
Il, sob agitacdo magnética, em temperatura ambiente até completa dissolucao do
p6. A solucdo foi filtrada a vacuo para retirar os materiais insollveis e
acondicionadas em tubos falcon de 50 mL para posterior uso.

441.2 Obtencgéao dos scaffolds para etapa |

As solucdes de quitosana, para ambas as concentracdes preparadas (1,5 e
2,0% m/v), foram vertidas em placas petri (90 cm X 15 cm) e por fim submetidas
ao congelamento em um freezer (-18 °C) por um periodo de 48 horas.

Os scaffolds foram preparados pela técnica de liofilizagdo, com
procedimento adaptado de Fook (2012) e Sampaio (2012). Ap6és o congelamento
das solucdes por 48h, as amostras foram submetidas ao processo de liofilizacao
por 48h. Apds esse periodo, os scaffolds foram neutralizados por 1h, imersos em
solucao de hidroxido de sodio (1 Mol/L) e depois lavados com agua destilada até
atingir o a neutralidade. Estes scaffolds produzidos foram denominados SQNR
(Scaffols de Quitosana Nao Reticulados), para ambas as concentracboes e

considerados como amostra controle.

441.3 Reacao de Reticulacao para etapa |

As reticulagdes foram introduzidas por imersdo dos scaffolds em solugao
de acido sulfurico (0,01 Mol/L), com tempos de reacédo de 15 e 30 minutos, para
ambas as concentracdes (1,5 e 2,0%), de acordo com método adaptado por
Fideles (2010). Apds isso, as amostras foram lavadas para retirar o excesso de
agente reticulante, congeladas a -18 °C por 24h e liofilizadas por 48 h. As
amostras reticuladas com 15 e 30 minutos foram denominadas SQR15 e SQR30,
respectivamente, para ambas as concentragdes (Figura 12).
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Figura 12. Fluxograma de execucao do trabalho para Etapa I.
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4.4.2 Etapall

A Etapa Il surgiu diante da necessidade de melhorias no processo de
obtengcdo das estruturas tridimensionais porosas. Consistiu no desenvolvimento
dos scaffolds pelo método de agregacao de particulas, onde a neutralizacéo e

reticulacdo foram reduzidas a uma unica etapa.

4421 Obtencao dos scaffolds para etapa I

Nesta etapa, o desenvolvimento dos scaffolds de quitosana foi baseado na
metodologia adaptada de Baptista (2008), que consiste na agregacao de
particulas de quitosana através de um empacotamento aleatério de esferas pré-
produzidas, seguido por agregacado, criando assim uma estrutura tridimensional

porosa. Este processo de fabricacao consistiu em sete etapas:
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e Dissolugao do polimero,

e Producao das particulas por extrusao em solucao coagulante,

e Neutralizagdo do pH,

e Formacéo dos scaffolds;

e Centrifugacao;

e Congelamento;

e Liofilizacao

A solucdo de quitosana com concentracao final de 2% (m/v) foi preparada

pela dissolugao do p6 em uma solucéo de acido acético com concentracao de 1%
(v/v) e submetida a um processo de extrusdo em uma bomba de infusdo, com
velocidade constante (25 mL/h) para formar particulas de quitosana com
didametros regulares, em um banho coagulante de uma solucao de tripolifosfato
de sodio a 5% (m/v) e agitacdo. As particulas de quitosana foram coletadas e
lavadas repetidamente em PBS (pH 7,4) e agua destilada até a neutralidade. As
particulas foram subsequentemente colocadas em tubos falcon de 50 mL, seguido
da adicao de uma solucao de gelatina 5% (m/v), centrifugadas a 3500 RPM por 5
minutos, congeladas a -85 °C por 24 horas e submetidas ao processo de
liofilizag&do (Figura 13 e 14).

Figura 13. Representacido esquematica da precipitacdo de quitosana e metodologia de agregacao
das particulas. Fonte: Adaptado de BAPTISTA, 2008.
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Figura 14. Fluxograma de producéo da etapa Il
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4.5 Caracterizacoes

As caracterizacbes das matérias-primas e scaffolds foram realizadas de
acordo com as seguintes normas:

e ASTM D570 - 98(2010)e1: Standard Test Method for Water Absorption of
Plastics;

e ASTM F2027 — 08: Standard Guide for Characterization and Testing of Raw
or Starting Biomaterials for Tissue-Engineered Medical Products;

e ASTM D1621 — 10: Standard Test Method for Compressive Properties Of
Rigid Cellular Plastics;

e ASTM F2450 - 10: Standard Guide for Assessing Microstructure of
Polymeric Scaffolds for Use in Tissue Engineered Medical Products;
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e ASTM F2900 — 11: Standard Guide for Characterization of Hydrogels used
in Regenerative Medicine;

e ASTM F2150 — 13: Standard Guide for Characterization and Testing of
Biomaterial Scaffolds Used in Tissue-Engineered Medical Products;

e SO 10993-5:2009: Biological evaluation of medical devices -- Part 5: Tests
for in vitro cytotoxicity;

e |ISO 10993-18:2005: Biological evaluation of medical devices - Part 18:
Chemical characterization of materials;

e |ISO/TS 10993-19:2006: Biological evaluation of medical devices - Part 19:
Physico-chemical, morphological and topographical characterization of

materials.

4.5.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Com a técnica de espectroscopia de infravermelho, foi observada a
interagdo quitosana/acido sulfurico, através de mudangas significativas no
espectro dos filmes. Scaffolds de quitosana foram caracterizadas por
espectroscopia na regiao do infravermelho com Transformada de Fourier em um
espectrometro. Os espectros na regiao do infravermelho (V) foram registrados
em um espectrofotdbmetro Spectrum 400, FT-IR/ FT-NIR Spectrometer Perkin
Elmer (CERTBIO/UFCG, com resolugdo de 4 cm™ e 20 varreduras, e com

varredura de 4000 a 650 cm_1. Utilizou-se o dispositivo ATR (attenuated total
reflectance), que se traduz por um emissor de infravermelho na ponta de um
diamante que € comprimido no material, dispensando assim a produgdo de
pastilhas de KBr.

4.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrbnico de varredura (MEV) é um equipamento capaz de
produzir imagens de alta ampliacdo (até 300.000 X) e resolucdo. A microscopia
eletrbnica fornece informacado morfolégica e topografica sobre superficies de
sélidos, necessaria para se entender o comportamento de superficies. Os
scaffolds reticulados e né&o reticulados de quitosana foram caracterizados

morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura utilizando um
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microscépio eletrénico de bancada, modelo TM 1000 HITACHI e MICROSCOPIO
ELETRONICO PHENOM PROX e as imagens foram tratadas com o software de
analise de rugosidade 3D e FIBERMETRIC (CERTBIO/UFCG). Nao houve a
necessidade de recobrimento adicional com particulas de ouro, uma vez que se
trata de um equipamento de baixa voltagem.

Diferentes métodos sdo propostos para avalia a porosidade dos scaffolds
e alguns autores utilizam calculos a partir da densidade (p) da quitosana,
densidade e volume dos scaffolds fabricados. Hsieh et al. (2007) utilizaram a

seguinte equacao:
Equacao 1. Célculo da Porosidade (%).

P(%) = =L x 100

P(%) =
Onde,
Vm = Volume total dos scaffolds (cm?®)
Vp = Volume atual da quitosana (cm?)
Wy, = Massa do scaffold (g)
p = Densidade da quitosana (0.3 g/cm® — SIGMA ALDRICH)
4.5.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS)

O EDS é um acessério essencial no estudo de caracterizacdo microscopica
de materiais, no qual os elementos quimicos presentes numa amostra podem ser
identificados através do espectro de raios X emitido pela amostra. O diametro
reduzido do feixe permite a determinacdo da composicao mineral em amostras de
tamanhos muito reduzidos (< 5 um), permitindo uma analise quase que pontual.
Os scaffolds reticulados e nao reticulados de quitosana foram caracterizados
utilizando um microscépio eletronico de bancada, modelo TM 1000 HITACHI
MICROSCOPIO ELETRONICO PHENOM PROX (CERTBIO/UFCG).
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4 5.4 Andlise Térmica

A andlise térmica é uma ferramenta bastante Util na caracterizacdo das
propriedades dos Biomateriais durante seu processamento, assim como durante
aplicacdo clinica. Em qualquer aplicacdo de um biomaterial, o estudo da
composigdo e estrutura do material candidato deve ser avaliada, pois as
caracterizacdes térmicas fornecem informacbes gerais sobre a estabilidade,
encolhimento, expansao, efeito de métodos de esterilizacdo e armazenagem.
Além disso, o comportamento térmico de um material constitui uma parte
importante de caracterizar as propriedades de um biomaterial, uma vez que esta
intrinsicamente ligada a morfologia e, portanto, tem efeito direto sobre seu
desempenho clinico (NAZHAT, 2008).

4541 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) dos scaffolds de quitosana nao
reticuladas e reticuladas foram obtidas em um maoddulo termogravimétrico TG
modelo Q600 (TA - Instruments), com uma faixa de temperatura de 25 a 400 °C,
com uma razdo de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio, com
fluxo de 20 mL/min. Foram utilizadas amostras com massa de 5,00 + 0,05 mg
acondicionada em cadinho de aluminio para cada amostra. A calibracdo do SDT
TG/DTA Q600 foi realizada com padrdo de oxalato de célcio. As curvas TG foram
analisadas pelo programa TA Instruments Universal Analysis 2000, versao 4.7A,
da TA Instruments, a fim de caracterizar as transicbes de fase, etapas de
decomposicao e perda de massa das mesmas.

4542 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As anadlises por DSC, das amostras nao reticuladas e reticuladas, foram
realizadas em um equipamento DSC PerkinElmer modelo 8500, com uma faixa de
temperatura de 0 a 300 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C/min, em
atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 20 mL/min. Foi utilizado massa de 3,00 +
0,05 mg acondicionada em cadinho de aluminio para cada amostra. As curvas
DSC foram analisadas com o software Pyris R10 Data Analysis.
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4.5.5 Resisténcia a compressao

Os testes de compressao pela aplicacdo de uma carga axial compressiva e
foram realizados em uma maquina universal de ensaios eletromecéanicos
(INSTRON, modelo 3366) com uma célula de carga de 500N, em amostras com
formato cilindrico com razao didmetro/espessura de aproximadamente 2 com taxa
de deformacdo constante de 1,3 mm/min. A resisténcia a compressdo foi
calculada a partir da divisdo entre a tensdo maxima e a area original. Trés
amostras foram testadas e o valor médio do Mddulo de Young com o seu

respectivo desvio foi calculado para 10% de deformacéo.
4.5.6 Grau de Intumescimento (%Gl)

As propriedades de intumescimento dos scaffolds de quitosana nao
reticulados e reticulados foram investigados de acordo com a norma ASTM
D1056-07, como mais um fator para avaliar a possibilidade de uma aplicacéao
biomédica. As amostras secas (M,) foram cortadas em pequenos pedacos de 2,5
cm x 1,5 cm, precisamente pesados e submersos em solucado de PBS (pH 7,4)
durante diferentes periodos de tempo a temperatura ambiente até que o equilibrio
fosse atingido. A cada 1 minuto de imersdo, as amostras intumescidas foram
removidas solucao de PBS, retirado o excesso de agua sobre a superficie do filtro
com papel de seda e imediatamente pesados. O peso molhado dos scaffolds (M)
foi determinado utilizando-se uma balancga eletrénica. O Grau de Intumescimento
dos scaffolds € expresso em termos de porcentagem e foram calculadas pela

seguinte equacéo:

Equacao 2. Grau de Intumescimento.

Grau de Intumescimento = % X 100 (%)
0

Onde,

M, = Peso umido do scaffold;
M, = Peso seco do scaffold.
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4.5.7 Ensaios de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos scaffolds foi avaliada seguindo a norma ISO 10993-5,
através da determinagdo da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o
método da reducdo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio], que estabelece uma correlagdo entre a atividade metabdlica
celular e 0 numero de células viaveis em cultura in vitro (PERROT et al., 20083;
SANTOS, 2009).

Neste ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a
reducao do anel tetrazdlico deste sal resulta na formacao de cristais de formazan
de cor azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais,
sendo depois transportados para fora das células por exocitose. Sendo a
endocitose um mecanismo fundamental das células vivas, o ensaio do MTT tem
sido usado frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Para avaliacdo da citotoxicidade dos scaffolds de quitosana reticulados, foi
utilizado o método direto de contato entre o substrato do material e as células. Os
macréfagos foram obtidos através da injecao intraperitoneal de Tioglicolato de
Sodio (3,0%) em camundongos Swiss Mus Musculus, trés dias antes dos
experimentos. Apds este periodo, os animais foram sacrificados em camara de
CO, (5%) para retirada dos macrofagos. A remocgao foi realizada através da
exposicao da cavidade peritoneal, seguido de injecéo intraperitoneal de 5 mL de
PBS (pH 7,4), refrigerado e estéril, e de massagem vigorosa na cavidade e
suspensao das células. As células foram transferidas para um tubo estéril e
centrifugadas a 3500 RPM por 15 minutos, em trés ciclos. O sobrenadante foi
retirado e as células suspendidas em 1 mL de RPMI 1640 — C.

Foi utilizada uma concentracdo de 5 x 10° células/mL RPMI e adicionados
100 uL em uma placa de 96 pocos. A placa foi transferida para a estufa de CO»
(5%) a 37 °C por 1 hora. Apds este periodo, foram adicionadas as amostras e
mais 200 puL de RPMI 1640-C. RPMI 1640-C foi utilizado como controle negativo.
A placa foi incubada novamente em estufa de CO» (5%) a 37 °C por 24 horas.

Apbs as 24 horas, foram adicionados 100 pL de solugdo de MTT (0,5
mg/mL) em RPMI 1640-C. Novamente, as placas foram incubadas em estufa de
CO: (5%) a 37 °C por 3 horas. Depois disso, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 100 pL de &lcool isopropilico.
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A leitura da densidade otica foi determinada em um leitor de microplacas
(Victor3 — PerkinElmer), a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. A
viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando o controle
negativo com 100% de viabilidade.

4.5.8 Ensaio de Adesao Celular

Para os ensaios de adesao celular, as células NIH 3T3 foram cultivadas
diretamente sobre os filmes em uma placa de 48 pocos, com uma densidade
celular de 10° células/pogo, por 72h. A adesdo celular foi avaliada através da
determinacdo da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o método da
reducdo da rezasurina, que estabelece uma correlacdo entre a atividade
metabdlica celular e o numero de células vidveis em cultura (PERROT et al.,
2003; SANTOS, 2009). Células L929 foram cultivadas diretamente sobre a
superficie da placa de cultura celular foram utilizadas como referéncia. Seguido
de cada tempo de contato, o meio foi removido, seguido de lavagem com PBS
estéril, para remocgao das células nao aderidas a superficie polimérica, e 600 uL
de RPMI + resazurina foi adicionado em cada po¢o, seguido de incubacéo por 3
horas a 37 °C / 5% CO,. Passado o periodo de 3 horas, 100 yL do meio foi
retirado e a fluorescéncia da resofurina foi medida em um leitor modelo Victor3
1420, PerkinElmer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 ETAPAI

Esta etapa da pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de estabelecer os
melhores parametros experimentais no processo de fabricacdo dos scaffolds de
quitosana. De maneira inicial, além das concentragbes de 1,5% e 2,0% (em
massa) descritas no capitulo anterior, foram testadas também scaffolds com
concentracdes de 1,0% e 3,0% (em massa). Entretanto, com o desenvolver dos
trabalhos experimentais, foi observado que as amostras geradas nao eram ideais
para a continuidade da pesquisa. Os scaffolds com concentragédo de 1,0% de
quitosana se apresentaram frageis, a ponto de se desintegrarem estruturalmente
ja na etapa de neutralizacdo, ndo permitindo a sequéncia dos experimentos. Ja
para os scaffolds produzidos com 3,0% de quitosana foram bem sucedidos no
que diz respeito a todas as etapas do processamento, contudo, ao ser analisada a
microestrutura do material ficou constatado que o material possuia baixa
porosidade, conforme ilustrado na Figura 15. Sendo assim, para efeitos de
apresentacdo e discussdo dos resultados a seguir, s6 foram consideradas as
caracterizagdes para as concentracdes em massa de 1,5% e 2,0%.

Figura 15. Fase inicial do processo de obtencao dos scaffolds (a) concentragdo 1,0 (m/v); (b)
concentragao 3,0% (m/v).

1,0%

! Esta etapa foi baseada na seguinte publicagéo:

Fideles, T.B.; Furtado, G.T.F.S.; Lima, D.B.; Borges, S.M.P.; Pinheiro, [.M.F.; Fook, M.V.L.
Evaluation of lonic Crosslinked Chitosan Scaffolds for biomedical Applications. Journal of Chitin
and Chitosan Science, v. 1, p. 1-7, 2013.
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5.1.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro de infravermelho dos scaffolds de quitosana nao reticulados
(SQNR) esta ilustrado na Figura 16. Como os resultados nao apresentaram
diferencas significativas entre as duas concentragdes e os tempos das reticulagéo
trabalhados, para efeito de apresentacdo dos resultados, foi apresentado um
grafico que ilustra os resultados para ambas as concentracbes de quitosana
produzidas. As interagbes quimicas entre os scaffolds de quitosana e o acido
sulfarico foram analisadas através dos resultados de FTIR.

Figura 16. Espectros de FTIR SQNR.
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Para os scaffolds néo reticulados, em ambas as concentragdes, aparecem
bandas largas na regido de 3354 cm™' e pode ser atribuida ao alongamento na
vibracao dos grupos O—-H e N-H encontrados na quitosana. Exibe também uma
banda forte e larga nas regies entre 3000 e 3500 cm™', com aparecimento de um
ombro aproximadamente em 3250 cm” e em 2900 cm’, atribuidas a
sobreposicao no estiramento dos grupos funcionais OH e NH», provocado pela
formacao de pontes de hidrogénio. Foram encontradas também bandas de
absorcado do C=0 relativas ao alongamento dos grupos carbonilas (-NHCOCHj3),
atribuida a desacetilacdo parcial da quitosana e a flexdo N-H dos grupos amina (-
NH), observados claramente em 1638 cm” e 1592 cm’'. Bandas fortes

localizadas em 1592 e 1400 cm™' sdo atribuidas aos alongamentos assimétricos e

THIAGO BIZERRA FIDELES




DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLDS DE QUITOSANA PARA APLICACAO NA
ENGENHARIA DE TECIDOS _

simétricos do anion carboxilado, indicando que uma interagcdo ocorreu entre o
acido acético e os nitrogénios doadores da quitosana, produzindo acetato de
quitosana. Outras bandas foram observadas nos scaffolds de quitosana nas
regides de 1407 cm™ (vibracdo N-H da deformagdo em —NHy), 1376 cm'e 1324
cm™ (vibragdo do alongamento C-N) e 1159 cm' (vibragdo assimétrica do
alongamento da ligacdo C-O-C) (AIMOLI, et al., 2006; SUBRAMANIAN, A. et al.,
2006; KARAKESILI, et al., 2007; TSAI & WANG, 2008; TANASE et al., 2011).
Estes resultados sdo similares aos resultados encontrados por Osman e Arof
(2003), Hemant e Shivakumar (2010) e Cavalcanti (2013).

Apés as reacodes de reticulacao, algumas mudancas foram observadas nos
espectros de infravermelho dos scaffolds de quitosana, para os scaffolds
reticulados por 15 minutos (SQR15) e 30 minutos (SQR30), para as
concentracdes de 1,5 e 2,0%, conforme ilustrado na Figura 17.

Figura 17. Espectros de FTIR SQNR e SQR.
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A banda relativa ao grupo NH, (1592 cm™) se tornou fraca, devido a
protonagao do grupo amino, fruto da reagcdo com os ions H* liberados pelo acido
sulfarico. Também foi notado que, apds as reacdes de reticulacdo, a banda
relativa aos ions carboxilado foram completamente removidas, possivelmente
devido a reagao de reticulagdo. As bandas largas relativas ao alongamento do OH
e NH,, em 3500 e 3000 cm™ se tornaram fracas, com um alargamento na banda

na regido de 2900 cm™. Podemos assumir que este evento ocorre devido a um
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decaimento na intensidade das pontes de hidrogénio, que é causada tanto pela
protonacdo dos grupos —NHz, a banda mais ampla que apareceu representa o
alongamento da vibragado do ion aménio protonado (—-NH3"), como também pode
ser relacionada a presenga de reticulagbes no sistema, j& que as pontes de
hidrogénio sao diretamente relacionadas a estrutura cristalina da quitosana. Além
disso, a presenca de novas bandas formadas também pbde ser observada, em
940 e 892 cm™ que representam também as vibracdes -NHs*. Estas mudancas
comprovam que diversos grupos aminos ao longo da cadeia polimérica foram
protonados. Igualmente, houve uma reducgdo na intensidade do alongamento da
vibragdo C-N, encontrada na regido de 1374 cm™. E por fim, o envolvimento dos
fons SO4% no processo de reticulagdo também foi comprovado, com a presenca
da banda de absorcdo em 1194 cm™, que representa os grupos sulfatos. Além
desta, as bandas encontradas nas regides de 1055 e 614 cm™ também séo
atribuidos & presenca dos fons SO,* nos scaffolds reticulados. Resultados
similares foram encontrados por Cui et al. (2008) e Ngah et al. (2011). (CUI et al.,
2008; PIEROG et al., 2009; FIDELES, 2010; FIDELES, 2013).
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5.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia por Energia

Dispersiva de Raios X (MEV/EDS)

As morfologias da seccgédo transversal dos scaffolds de quitosana nao

reticulados (SQNR) foi analisada por MEV acoplado com EDS e estao

apresentadas na Figura 18.

Figura 18. MEV dos scaffolds SQNR;
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Observando a microestrutura dos scaffolds de quitosana, nao reticulados,

houve uma mudanga na morfologia, com o aumento da concentragcéo (1,5 para
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2,0 %). Os scaffolds ndo reticulados apresentaram uma estrutura desordenada,
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com camadas paralelas, quase lamelares, e com a presencga de poros no interior

do scaffolds. Com o aumento da concentragdo de quitosana houve uma

diminuigdo no tamanho e na distribuigdo dos poros, motivado principalmente pelo

aumento de massa de quitosana, e consequente maior dificuldade de migragéo e
formacao de cristais de gelo durante o congelamento, variagcdo que também foi

observada por Yang et al. (2010).

A morfologia da seccao transversal e andlise quimica foram analisadas dos

scaffolds de quitosana reticulados por MEV acoplado com EDS para 15 minutos e

estao apresentadas na Figura 19.

Figura 19. MEV dos scaffolds reticulado por 15 minutos; (a) 1,5%. 250X; (b) 2,0%. 250X.
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A morfologia da seccédo transversal dos scaffolds de quitosana
reticulados por 30 minutos, e anadlise quimica foi analisada por MEV
acoplado com EDS e estdo apresentadas na Figura 20.

Figura 20. MEV dos scaffolds reticulado por 30 minutos; (a) 1,5%. 250X; (b) 2,0%. 250X.
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Ap6s as reacgOes de reticulagdo, a microestrutura dos scaffolds foi
modificada a ponto de diminuir a porosidade do scaffold, muito provavelmente
devido as reagbes do agente reticulante com a quitosana, assim como observado
por Tsai et al. (2007) e Lee & Kim (2011). Essa mudanga foi mais intensa para as
reagdes de reticulacdo por 30 minutos, tanto para as concentragdes de 1,5 como
pra 2,0%. As lamelas formadas nos scaffolds ficaram mais compactas, mas ainda,
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€ possivel encontrar poros ao longo da microestrutura dos scaffolds. Outros
fatores que, associado com a reticulacdo possam ter afetado a morfologia dos
scaffolds foram as reidratagdes e as liofilizagcbes empregados apods a reagédo de
reticulacdo. Além disso, no congelamento a agua tem tendéncia para se
concentrar em cristais desordenados na estrutura. Com a reticulacdo e
consequente organizagdo macromolecular, essa difusdo ficou dificultada
obrigando a agua a concentrar-se em camadas. Ma et al. (2003) encontraram
resultados similares ao produzirem scaffolds de quitosana/colageno reticulados
com glutaraldeido.

Com os resultados de EDS, ficou comprovada a presenca do agente
reticulante (fons SO4%) nos scaffolds de quitosana, com o surgimento do pico de
enxofre (S) para as amostras reticuladas tanto por 15 quanto por 30 minutos de
reacao, corroborando com os resultados obtidos por FTIR. Os picos de sédio (Na)
que apareceram nos resultados sao provenientes de algum residuo de solugéo de

NaOH que ficaram impregnados nos scaffolds.
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5.1.3 Termogravimetria (TG/DTG)

As Figuras 21a e 21b e a Tabela 2 ilustram os resultados de TG para os
scaffolds de quitosana nao reticulados e reticulados, para ambas as
concentragbes 1,5 e 2,0% (w/v) e tempos de reticulacdo (15 e 30 minutos),
respectivamente. Para melhor visualizacdo dos eventos térmicos, os resultados
de TG foram analisados também pelo do calculo da derivada (DTG).

Figura 21. Curvas TG/DTG para SQNR, SQR15 e SQRS30. (a) 1,5 % (m/v); (b) 2,0 % (m/v).
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Tabela 2. Eventos térmicos para os scaffolds de quitosana nao reticulados (SQNR 1,5% e SQNR
2,0%) e reticulados por 15 e 30 minutos (SQR15 1,5%, SQR30 1,5%, SQR15 2,0% e SQR30
2,0%).

ETAPAS PERDA (%) TEMPERATURA (°C)

14,41 52,5

SQNR 1,5% (m/v) 10,21 159
32,21 279
11,2 56,7

SQNR 2,0 % (m/v) 55 192
37,7 276

4,55 63

SQR15 1.5% (m/v) 39,29 282
12,88 52,5

SQR30 1.5% (m/v) 50,16 276
6,97 62,8

SQR15 2,0% (m/v) 48,45 249
8,0 56,7

SQR30 2,0% (m/v) 40,54 279

Nos resultados de TG para os scaffolds de quitosana nao reticulados, com
uma concentracao de 1,5% (m/v), foi identificado que a perda de massa ocorreu
em trés etapas. A primeira etapa apresentou uma perda de massa de cerca de
14,42% e atinge um maximo a temperatura 52,5 ° C. A segunda etapa apresentou
uma perda de massa de cerca de 10,21% e atinge um maximo a 159 °C e por fim,
a terceira etapa apresentou uma perda de massa de cerca de 32,21%, com um
maximo a 279 ° C.
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Para os scaffolds de quitosana nao reticuladas com uma concentragao de
2,0% (m/v), também foram identificados uma perda de massa em trés etapas. A
primeira etapa exibiu uma perda de massa em torno de 11,2%, com um maximo
de 56,7 ° C. A segunda etapa possui uma perda de massa de cerca de 5,5% e
atinge um maximo a 192 ° C e a terceira etapa tem uma perda de peso de cerca
de 37,7%, com um maximo a 276 ° C.

Analisando os resultados de TG/DTG para os scaffolds de quitosana nao
reticulados, em ambas as concentragdes, pode-se afirmar que o primeiro evento
identificado representa a volatilizacdo da matéria volatil e/ou a evaporagdo de
agua absorvida residual, ja que os polissacarideos tem a tendéncia de absorver
agua. O segundo evento € provavel que esteja relacionada com a presencga dos
grupos acetato nos scaffolds, tal como confirmado nos resultados de FTIR. O
terceiro evento mostrou uma perda de massa em temperaturas superiores a 200 °
C e este evento esta relacionado a decomposi¢do térmica dos materiais. Este
resultado é semelhante aos encontrados por Osman e Arof (2003), Nunthanid et
al. (2004) e Osman (2005), Fideles et al. (2013).

Para os scaffolds de quitosana reticulados por 15 minutos, com
concentracao de 1,5% (m/v), a perda de massa ocorreu em apenas duas etapas.
A primeira etapa apresenta uma perda de massa de cerca de 4,55% e atinge um
maximo de 63 ° C. A segunda etapa apresenta uma perda de massa de cerca de
39,29% e atinge um maximo de 282 ° C.

Para os scaffolds de quitosana reticulados por 30 minutos, com uma
concentragcao de 1,5% (m/v), a perda de massa também ocorreu em apenas duas
etapas. A primeira etapa apresentou uma perda de massa em torno de 12,88% e
atinge um maximo de 52,5 °C. A segunda etapa tem uma perda de peso de cerca
de 50,16% e atinge um maximo a 276 ° C.

Para os scaffolds de quitosana reticulados por 15 minutos, com uma
concentracao de 2,0% (m/v), a perda de massa ocorreu também em apenas duas
etapas. A primeira etapa exibiu uma perda de massa em torno de 6,97% e atinge
um maximo de 62,8 °C. A segunda etapa apresentou tem uma perda de massa de
cerca de 48,45% e atinge um maximo a 249 °C.

Para os scaffolds de quitosana reticulados por 30 minutos, com uma
concentragcao de 2,0% (m/v), a perda de massa também ocorreu em apenas duas
etapas. A primeira etapa exibiu uma perda de peso em torno de 8,0% e atinge um
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maximo de 56,7 ° C. A segunda etapa apresentou uma perda de peso de cerca de
40,59 % e atinge um maximo a 279 °C.

Uma andlise dos resultados, para os scaffolds de quitosana reticulados em
ambos os tempos e concentracdes estudadas, revela que existem diferencas na
posicao do pico de decomposi¢cao, especialmente quando sdo comparados aos
resultados obtidos para os scaffolds nao reticulados. Estas diferencas podem ser
atribuidas a capacidade de reter agua pelos scaffolds e também a forca de
interacdes agua-polimero. Além disso, o evento relativo a presenga dos grupos
acetato nos scaffolds nao foi identificado. Estes grupos possivelmente foram
removidos durante a reacao de reticulagao.

Os polissacarideos geralmente sdo polimeros que possuem forte afinidade
com agua e consequentemente podem ser facilmente hidratados, resultando em
macromoléculas com estruturas desordenadas e estas propriedades de
hidratacdo dependem da estrutura primaria e supramolecular dos polissacarideos.
Como consequéncia, variagbes nos resultados de analise térmica, no que diz
respeito a posicdo e area dos picos relativos a perda de agua, podem fornecer
informagdes a respeito de mudancas fisicas e moleculares causadas por
reticulagdes (NETO et al., 2005).

Na quitosana, as moléculas de agua que séo absorvidas podem ser ligadas
pelos dois grupos polares de quitosana, hidroxila e amina. Rueda et al. (1999)
investigaram este fendmeno e verificaram que a interacdo da agua com 0s grupos
hidroxila é mais forte do que com os grupos amina. Consequentemente, poderia
pensar-se que as moléculas de agua ligadas a grupos amina podem ser
removidas facilmente (a temperaturas mais baixas).

Observando as curvas TG/DTG para os scaffolds reticulados,
especialmente aqueles submetidos a reacdes de reticulacdo por 15 minutos,
pode-se observar que ha um pico com um maximo em torno de 63 °C.
Considerando-se que as reticulagdes com o &cido sulfirico (H2SO4), os fons SO,
sdo formadas através de ligagbes aos grupos aminas protonados (Figura 22),
pode presumir-se que, os scaffolds reticulados apresentam um menor niumero de
grupos amina disponiveis para interagir com as moléculas de agua e, portanto,
algumas moléculas de agua que seriam vinculados a grupos amina irdo se ligar
aos grupos hidroxila e esta poderia ser a razdo para uma mudanga no primeiro

estagio de temperatura e menor percentual de perda de massa.
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Figura 22. Reagéo de reticulagdo entre a quitosana e o acido sulfurico. Fonte: MUKOMA et al.,
2004.
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De maneira geral, um aumento na quantidade da reticulagdo conduz a um
aumento da temperatura de decomposicdo. Neste sentido, Neto et al. (2005)
verificaram que a estabilidade térmica da quitosana esta diretamente relacionada
com o grau de reticulacdo e mostraram que um grau de reticulagdo muito baixo
tende a reduzir a estabilidade da quitosana e quando as concentra¢des do agente
de reticulagao foram aumentadas, verificou-se um aumento da temperatura de
decomposicdo. Com os resultados obtidos durante esta pesquisa, foram
observados resultados semelhantes, porém com variagdes nao significativas.

Quando comparados entre si, os scaffolds reticulados, houve uma pequena
diminuicdo na temperatura dos scaffolds reticulados por 30 minutos, em
comparagdo com os scaffolds reticulados por 15 minutos, muito embora esta
diferenca nao se apresentou de forma significativa. Para a concentracéo de 2,0 %
(m/v), os resultados foram observados de maneira oposta, pois os scaffolds de
quitosana reticulado durante 15 minutos mostraram uma diminuigdo da
temperatura de decomposicdo e aos 30 minutos mostraram um aumento da
temperatura de decomposicdo, quando comparados com os scaffolds n&o
reticulado, como também encontrado por Neto et al. (2005).

Uma possivel explicagdo para estes resultados é a reacao de reticulacdo
ser heterogénea e as distribuicdes de ligacao transversal ao longo da cadeia de
quitosana sao aleatérias, resultando em diferengas no grau de reticulagdo. Além
disso, resultados anteriores encontrados por Fidéles (2010) evidenciaram que

como as reticulagdes idnicas sao caracteristicas em produzir ligagdes reversiveis,

THIAGO BIZERRA FIDELES



Fluxo de Calor (mW)

20+

30

40

50

60

DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLDS DE QUITOSANA PARA APLICACAO NA 79
ENGENHARIA DE TECIDOS -

com um tempo superior a 15 minutos de reacdo, possivelmente provoca um
deslocamento no sentido do equilibrio quimico da reagdo, com os ions H*

capturando os fons SO,
5.1.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As Figuras 23 e 24 ilustram os resultados de DSC para os scaffolds de
quitosana ndo reticulados e reticulados, para ambas as concentragées 1,5 e 2,0%
(w/v) e tempos de reticulagdo (15 e 30 minutos), respectivamente.

Figura 23. Curvas DSC para a) SQNR, (b) SQR15 e (c) SQR30 com concentracédo de 1,5 % (m/v).
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Nos resultados de DSC para os scaffolds de quitosana nado reticulados,
com uma concentracao de 1,5% (m/v) foi identificado um pico endotérmico em

136,5 °C, possivelmente devido a presengca dos grupos acetatos, como
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identificado por FTIR. Para os scaffolds de quitosana reticulado por 15 minutos foi
identificado um pico endotérmico em 179,6 °C e para scaffolds de quitosana
reticulado por 30 minutos foi identificado um pico endotérmico em 172 °C. Estes
picos endotérmicos apareceram possivelmente devido a presencga do enxofre, dos
ions sulfatos, caracterizando também a presenca das reticulagées. Assim como
identificado nos resultados de FTIR e TG/DTG, ndo houve picos referentes aos

ions carboxilados.

Figura 24. Curvas DSC para a) SQNR, (b) SQR15 e (c) SQR30 com concentragao de 2,0 % (m/v).
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Ja nos resultados de DSC para os scaffolds de quitosana nao reticulados,
com uma concentracado de 2,0% (m/v) foi identificado um pico endotérmico em

130,9 °C, possivelmente devido a presengca dos grupos acetatos, como
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identificado por FTIR. Para os scaffolds de quitosana reticulado por 15 minutos foi
identificado um pico endotérmico em 180,5 °C e para scaffolds de quitosana
reticulado por 30 minutos foi identificado um pico endotérmico em 159,3 °C. Estes
picos endotérmicos apareceram possivelmente devido a presencga do enxofre, dos
ions sulfatos, caracterizando também a presenca das reticulacdes.

Analisando ambos os resultados, observa-se que a vaporizacdo da agua
nao foi identificada como ja ilustrado nos resultados por analise
termogravimétrica, onde os scaffolds apresentaram teor de agua entre 6 e 14% e
de acordo com a literatura, com este teor de agua, apenas a agua nao congelavel
se faz presente. A 4gua se faz presente em 3 formas nas macromoléculas: dgua
congelavel livre e fracamente ligada, agua congelada com ponto de fusao abaixo
da agua pura e agua fortemente ligada a grupos hidrofilicos e que ndo congelam.
Além disso, os resultados revelaram diferencas nas areas e posi¢cdes dos picos
endotérmicos, indicando que os scaffolds de quitosana, nao reticulados e
reticulados, diferem na capacidade de reter 4gua e na forga das interagdes agua-
polimero e habilidade de um scaffolds em preservar a agua é um importante
aspecto para avaliar suas propriedades visando uma futura aplicacdo na
Engenharia de Tecidos (NETO et al., 2005; DHAWADE E JAGTUP, 2012;
SECONDAS et al., 2012).

No caso dos scaffolds reticulados, a posicdo dos picos foi mudada para
temperaturas mais altas, indicando que a interacao da agua com estes scaffolds é
mais forte que nos scaffolds ndo reticulados, e estdo de acordo com os resultados
obtidos por TG e por esta razdo, a explicacdo pode ser a mesma dada na secao
anterior. As reagdes de reticulagdo ocorrem com 0s grupos amino da quitosana.
Ent&o, o scaffolds reticulado irdo ter menos grupos amina disponiveis para formar
pontes de hidrogénio com as moléculas de agua e consequentemente, a maioria
das moléculas de agua irdo se ligar aos grupos hidroxila da quitosana, em vez
dos grupos amina e, sendo as pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila da
quitosana mais fortes que quando ligadas aos grupos amina, é de se esperar que
maiores temperaturas sejam necessdrias para remover as moléculas de agua
(NETO et al., 2005).
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5.1.5Grau de Intumescimento (%Gl)

Para avaliar a possibilidade de aplicacdo biomédica, os scaffolds de
quitosana nao reticulados e reticulados foram submetidos a um processo de
intumescimento em solugcdo de PBS (pH 7,4). O comportamento do
intumescimento de qualquer rede polimérica depende de alguns fatores como a
natureza quimica do polimero, a compatibilidade polimero-solvente e do grau de
reticulacdo. Além disso, medidas de intumescimento sdo métodos apropriados
para demonstrar a presenca de reticulagées (QU et al., 2004; SECONDAS et al.,
2012).

A Figura 25 ilustra os resultados de Grau de Intumescimento (%Gl) para os
scaffolds de quitosana nao reticulados e reticulados, para as concentracdes de

1,5% (m/v) e tempos de reticulacdo (15 e 30 minutos), respectivamente.

Figura 25. Grau de intumescimento para SQNR, SQR15 e SQR30 com concentragao de 1,5 %
(m/v).
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Nota-se nos resultados que os scaffolds, ndo reticulados e reticulados,
apresentaram alta capacidade de absorcao e habilidade de retencado da solucéo
de PBS, uma vez que absorveram mais liquido do que seus proprios pesos, com
valores acima de 100%.

Observando os resultados com 1 minuto de contato com a solu¢do de PBS,
pode ser visto que os scaffolds nao reticulados (SQNR), com concentracao de
1,5% (m/v) apresentaram valores quase 8 vezes superior quando comparados
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com o peso seco do scaffold, chegando a 669%. O mesmo scaffold apresenta um
pico maximo de 1073% em 4 minutos, depois uma queda e uma estabilidade
durante os minutos seguintes. Para os scaffolds reticulados por 15 minutos (SQR
1,5% 15), houve uma diminuigdo no grau de intumescimento no primeiro minuto,
com os valores caindo quase que pela metade em relagcdo ao néao reticulado.
Observa-se também que a partir de 9 minutos, ha uma oscilacéo até 100 minutos,
quando ocorreu a desintegracao da estrutura. Nos scaffolds reticulados por 30
minutos (SQR 1,5% 30), para o primeiro minuto percebe-se que os valores de
intumescimento subiram para préximo dos valores obtidos em SQNR, em 640%.
Entretanto, apresentou o mesmo perfil de oscilacdao que os SQR 1,5% 15 até a
desintegragéo da estrutura.

A Figura 26 ilustra os resultados de Grau de Intumescimento (%Gl) para os
scaffolds de quitosana nao reticulados e reticulados, para as concentracdes 2,0%
(m/v) e tempos de reticulacéo (15 e 30 minutos), respectivamente.

Figura 26. Grau de intumescimento para SQNR, SQR15 e SQR30 com concentragao de 2,0 %
(m/v).
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Assim como os scaffolds nao reticulados e reticulados, com concentragao
de 1,5%, nota-se nos resultados que os scaffolds com concentracao de 2,0%,
apresentaram alta capacidade de absorcao e habilidade de retencado da solucao
de PBS, uma vez que absorveram mais liquido do que seus proprios pesos, com
valores acima de 100% e esta capacidade pode ser atribuidas a dois fatores: a
hidrofilicidade do sistema e a presenca de uma estrutura tridimensional e porosa
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no scaffolds. Pode ser visto que os scaffolds nao reticulados (SQNR), com
concentracao de 2,0% (m/v) apresentou peso 14 vezes maior quando comparado
com o peso seco do scaffolds, chegando a 1305%. Apresenta um pico maximo de
1738%, em 9 minutos, uma oscilagdo entre 25 e 49 minutos, uma queda
subsequente e estabilidade do comportamento. Para os scaffolds reticulados por
15 minutos (SQR 2,0% 15), houve uma diminui¢do no grau de intumescimento no
primeiro minuto, com os valores bem abaixo em relacdo ao néo reticulado, com
289%. Observa-se também que a partir de 9 minutos, ha uma oscilagdo até 100
minutos, quando ocorreu a desintegracao da estrutura. Nos scaffolds reticulados
por 30 minutos (SQR 2,0% 30), para o primeiro minuto percebe-se que os valores
de intumescimento subiram para proximo dos valores obtidos em SQNR, em
640%. Entretanto, apresentou o mesmo perfil de oscilacdo que os SQR 1,5% 15
até a desintegracao da estrutura.

Quando os scaffolds de quitosana sao colocados em contato com a
solucdo de PBS, o liquido se difunde na estrutura polimérica, causando o
intumescimento, ou seja, ocorre a migragao da solucdo de PBS nos espacos pre-
existentes, tanto nas cadeias dos scaffolds como na estrutura tridimensional. O
intumescimento dos scaffolds, nao reticulados e reticulados, pode ser atribuido a
dois fatores: tanto ao carater hidrofilico como também a manutencao da estrutura
tridimensional dos scaffolds. Em outras palavras, a quitosana contém grupos
aminos primarios (-NH.) e hidroxilas (-OH) e estes grupos sao responsaveis por
aumentar a afinidade com a agua e solucdes aquosas, mas também forma pontes
de hidrogénio. E sabido que quando as cadeias macromoleculares de um
polimero séo fixas por reticulagdes, sejam elas idnicas ou quimicas, a habilidade
de intumescer da rede polimérica é reduzida. Além disso, outros fatores podem
ter contribuido para que os scaffolds reticulados apresentassem menor %Gl,
como por exemplo, a microestrutura mais densa, conforme ja discutido nos
resultados de MEV. Resultados similares foram encontrados por Ma et al. (2003),
Mi et al. (2003), Jiankang et al. (2009), Yang et al. (2010), Fideles et al. (2013).
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5.1.6 Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade sdo um importante aspecto dos biomateriais.
Um biomaterial ideal ndo deve liberar nenhum produto tdéxico ou produzir reacdes
adversas, as quais podem ser avaliadas por testes citotoxicos in vitro (LI et al.,
2009). A reducao do MTT (Figura 27) é um método colorimétrico rapido,
frequentemente usado para medir proliferacao celular e citotoxicidade (FERRARI
et al., 1990; CIAPETTI et al., 1993; STOCKERT et al., 2012).

Figura 27. Estrutura quimica do MTT e do formazan. Fonte: STOCKERT et al., 2012.
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A Figura 28 apresenta o resultado da viabilidade dos macr6fagos cultivados
em contato com os scaffolds reticulados. As células em meio de cultura (RPMI-
16400) foram utilizadas como controle, equivalendo a 100 % de viabilidade e

estao representadas na primeira coluna (CN=controle negativo).

Figura 28. Atividade metabodlica celular em contato com os scaffolds reticulados de quitosana.
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A viabilidade celular foi avaliada utilizando o método da redugédo do MTT.
Ao observar o gréafico, a atividade metabolica celular para todas as amostras
apresentou valores acima de 80%, e que estatisticamente (p < 0,05), ndo houve
diferengas significativas. Com isso, pode ser considerado que nenhuma amostra
apresentou carater citotéxico em contato com os macréfagos. Isso permite afirmar
que, nenhuns dos scaffolds de quitosana reticulados liberam produtos que se
apresentem toxicos em contato com as células. Fideles (2010) encontrou

resultados similares.
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5.2 ETAPAII

A segunda etapa foi desenvolvida buscando-se aperfeicoar o processo de
producdo de scaffolds com estrutura tridimensional porosa, através de
modificacées no processo inicial. Muito embora os resultados obtidos durante a
etapa | tenham sido satisfatérios do ponto de vista do sucesso da reticulagdo
ibnica dos scaffolds de quitosana e mais ainda, o agente reticulado utilizado, o
acido sulfurico, ndo tenha causado efeitos citotoxicos considerados relevantes
para as células, os resultados em termos de microestrutura nao foram
satisfatérios, pois o seguido processo de obtencdo dos scaffolds (solucao,
congelamento, liofilizagcdo, neutralizagdo, lavagem, reticulagdo, congelamento e
liofilizagdo) comprometeu a estrutura interna (Figura 29).

Figura 29. Microestrutura do scaffold desenvolvido ao longo da etapa |.
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Baseado nisto, foi pensado em uma nova metodologia de obtencdo dos
scaffolds, buscando-se a preservacdo da estrutura tridimensional e tentando
diminuir as etapas de produgdo. Sendo assim, foram preparadas esferas de
quitosana em um banho coagulante com uma solucdo de tripolifosfato, e desta
maneira, poderia coagular e reticular a quitosana ao mesmo tempo. Inicialmente,
foi pensado apenas na possibilidade de tentar agregar as esferas por adeséo
mecanica, por centrifugacdo. Entretanto, ap6s a liofilizacdo, as esferas se
separavam, nao preservando a estrutura tridimensional. Neste sentido, foi
adicionada uma solucao de gelatina as esferas para agrega-las e assim preservar

a estrutura tridimensional e porosa dos scaffolds, conforme ilustrado na Figura 30.
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Figura 30. Producéo de scaffolds de quitosana pelo método de agregacao de particulas.

A quitosana se torna soluvel em &acidos fracos devido a protonagdo dos
grupos aminos presente na quitosana, tornando assim um polissacarideo
catiénico. Polianions sao utilizados amplamente para obter scaffolds de quitosana
reticulados ionicamente. Solugdes de quitosana sdo coaguladas com a presencga

do polianion tripolifosfato através da formagao de um par i6nico.

5.2.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 31 esta ilustrado o espectro de FTIR para o tripolifosfato de
sodio (STTP).

Figura 31. Espectro de FTIR para o tripolifosfato de sédio (STTP)

P-O-P

- ON
o

l&

~—P-0

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de ondas (cm )

THIAGO BIZERRA FIDELES



DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLDS DE QUITOSANA PARA APLICACAO NA
ENGENHARIA DE TECIDOS _

O espectro de FTIR do tripolifosfato de sédio puro apresentou bandas na
em 1207 cm™, caracteristica do alongamento P-O, em 1128 cm™, caracteristica
da vibragao simétrica e assimétrica de alongamento dos grupos PO,, em 1092
cm’' relativa & vibragdo simétrica e assimétrica de alongamento dos grupos POs e
885 cm, caracteristica do alongamento assimétrico da ligagdo P-O-P (MARTINS
et al., 2012).

A Figura 32 ilustra os resultados de FTIR para a quitosana (CHI) e para os
scaffolds de quitosana/TPP (CHI/TPP/G).

Figura 32. Espectro de FTIR para quitosana (CHLMW) e os scaffolds CH/TPP/G.
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Apbs a obtengcdo dos scaffolds, algumas mudancas significativas nos
espectros podem ser encontradas, quando comparadas com O espectro da
quitosana. As bandas fracas em 1237 e 1207 cm™, podem ser atribuidas ao
alongamento P=0, a vibragcdo da banda em 893 cm™ é atribuida ao estiramento
assimétrico da ligacdo P-O-P. A presenca destas bandas indica a presenca de
grupos de fosfato nas particulas CHI/TPP/G. A banda a 1064 cm™ atribuida ao
alongamento de ligagbes C-O de alcoois priméarios apresentou diferencas
significativas na comparac¢ao com os espectros de FTIR do quitosana. A banda a
1591 cm™ que aparece no espectro de quitosana pura, atribuida & deformagao N-
H dos grupos amina, estd ausente no espectro dos scaffolds de quitosana/TPP,
surgindo uma nova banda localizada em 1549 cm™, relativo ao grupo amina

protonada (NH3"). A partir destes resultados, pode-se afirmar que a reticulacéo foi
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eficaz através de interacdoes ibnicas entre os grupos fosfatos carregados
negativamente (P-O’) das cadeias do TPP e os grupos amino protonados (NHz")
das cadeias de quitosana (SHU e ZU, 2002; MARTINS et al., 2012; PATI et al.,
2012).

Em meio acido, os grupos amino da molécula de quitosana que estao
protonados (NHs*) interagem instantaneamente com o anion tripolifosfato (PO4?)
através de uma interagéo eletrostatica (Figura 33), sendo transformada em gel
composto por quitosana/TPP. Esta capacidade de geleificagdo através da
presenca do TPP é importante devido a simultanea reticulacdo e coagulacao da
quitosana durante a formacdo das particulas, e esta extensiva e imediata
reticulagdo se da pela alta densidade de carga presente no TPP (PATI et al.,
2011; KIECHEL & SCHAUER, 2013).

Figura 33. Esquema da reticulacdo entre a quitosana e o TPP. Fonte: MARTINS et al., 2012.
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5.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X (MEV/EDS)

As esferas de quitosana foram caracterizados através de MEV e os
resultados sé&o apresentados na Figura 34. Utilizando o processo de geleificagao
ionotropica e agregacao de particulas, foi possivel obter esferas e
consequentemente scaffolds com tamanho de poros variados e bem definidos.

Figura 34. MEV das esferas produzidas pelo método de geleificacdo ionotrépica. Aumentos de (a)
20X; (b) e (c) 500X; (d) 1000X.
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Analisando os resultados de MEV para as esferas obtidas pelo processo de
geleificacdao ionotrdpica, observa-se que elas se apresentam sem agregacao
entre elas sem a presenga da gelatina, com tamanhos e formatos regulares
(Figura 34a). As esferas apresentaram também uma superficie rugosa, o que
podera favorecer uma futura adesao e proliferacdo celular, pois a arquitetura,
composicao quimica e topografia de um scaffold sdo parametros criticos para
uma adesao e proliferagéo celular.

Os scaffolds CHI/TPP/G foram caracterizados através de MEV e os
resultados sdo apresentados na Figura 35.

Figura 35. MEV dos scaffolds CHI/TPP/G. a) 100X; b) 100X; ¢) 140X e d) 1000X

(a) (b)

(d)
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Os scaffolds obtidos possuem uma superficie rugosa e com maior
porosidade confirmada pelas imagens de MEV. Este tipo de superficie foi formada
devido, principalmente a liofilizagdo dos scaffolds. Os scaffolds de quitosana
foram obtidos com diametros de poro que variam de 40-262 ym e com a
morfologia dos poros bem definidas (Fig. 35a e 35b). Com os resultados por MEV,
€ possivel observar que os poros estao interconectados em padrdes irregulares.
Para confirmar esta observacdo, a porosidade dos scaffolds foi estimada. De
acordo com os calculos realizados, os scaffolds apresentaram uma porosidade
média de 55%. Kucharska et al. (2010) produziram scaffolds de quitosana pelo
método de agregacgao de particulas e encontraram valores médios de porosidade
de 40%. Malafaya et al. (2008) também produziram scaffolds de quitosana pelo
método de agregacao de particulas e encontraram valores médios de porosidade
de 28%.

Além disso, pelas imagens é possivel identificar as particulas de quitosana
agregadas foi conseguida devido ao carater bioadesivo do polimero de gelatina,
que resultou na unido de particulas adjacentes nos seus pontos de contato para
formar o scaffold de quitosana/TPP (Fig. 34c).

A andlise elementar por EDS foi realizada para a estimativa quantitativa do
Nitrogénio (N), Fosforo (P), presentes nos scaffolds de quitosana/TPP scaffolds

produzidos. Os resultados sdo apresentados na Figura 36.

Figura 36. EDX para os scaffolds CHI/TPP/G.

Weight percentage
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Através dos resultados de EDS também pb6de ser confirmada a reacao de
reticulacéo entre o TPP e a quitosana, com a presenca do pico de fosforo (P) para
as amostras reticuladas, como mostrado nos resultados do FTIR. Os picos de
sédio (Na) e cloro (Cl), que apareceram nos resultados estdo provavelmente
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relacionados aos residuos da solucao de PBS, que ficaram impregnados nos

scaffolds.

5.2.3 Termogravimetria (TG/DTG)

A Figura 37 ilustra os resultados de TG/DTG para a quitosana (CHI) e para

os scaffolds de quitosana (CH/TPP/G). Para melhor visualizacdo dos eventos

térmicos, os resultados de TG foram analisados também através do célculo da

derivada (DTG).

Figura 37. Curvas TG/DTG para (a) quitosana em pé e (b) scaffold de quitosana.
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Tabela 3. Eventos térmicos para quitosana (CHI) e scaffolds de quitosana (CHI/TPP/G).
L TEMPERATURA (O

14,84 54,18

CHI 38,72 254,58
14,82 47,35

CHI'TPP/G 38,56 278,88

Nos resultados de TG/DTG para a quitosana pura (CHI) foi identificado que
a perda de massa ocorreu em duas etapas. A primeira etapa apresentou uma
perda de massa de cerca de 14,84% e atinge um maximo de temperatura em
54,18 °C. A segunda etapa apresentou uma perda de massa de cerca de 38,56%,
com um maximo a 254,58 °C.

Ja para os resultados de TG/DTG para os scaffolds de quitosana
(CHI/TPP/G) foi identificado que a perda de massa ocorreu também em duas
etapas. A primeira etapa apresentou uma perda de massa de cerca de 14,82% e
atinge um maximo de temperatura em 47,35 °C. A segunda etapa apresentou
uma perda de massa de cerca de 38,56%, com um maximo a 278,88 °C.

Analisando os resultados de TG/DTG para para a quitosana (CHI) pode-se
afirmar que o primeiro evento identificado representa a volatilizagdo de moléculas
pequenas e/ou a evaporagao de agua absorvida residual, ja que € sabido que os
polissacarideos tem a tendéncia de absorver agua. O segundo evento mostrou
uma perda de massa em temperaturas superiores a 200 °C e este evento pode
estar relacionado a um complexo processo que envolve a desidratacao dos anéis
sacaridicos, assim como decomposi¢cdo térmica das unidades acetiladas e
desacetiladas da quitosana (LIU et al., 2014).

Assim, o aumento da temperatura de decomposi¢cao da quitosana obtida
apos reticulacdo com TPP, pode ser justificado pelas ligacbes criadas por esta

reticulacdo, aumentando a energia necessaria para decompor a macromolécula.
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5.2.4 Calorimetria Exploratoria Experimental (DSC)

A Figura 38 ilustra o resultados de DSC para os scaffolds de quitosana.

Figura 38. DSC da (a) quitosana pura (Q) e (b) scaffold de quitosana (CHI/TPP/G)
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Nos resultados de DSC para quitosana pura foi identificado um pico
endotérmico em 116,7 °C. Para os scaffolds de quitosana foi identificado um pico
endotérmico em 158 °C. O pico endotérmico muda de posicéo para temperaturas
maiores possivelmente devido a presenca de reticulagdes, que sao introduzidas
pelo ions fosfatos do TPP, conforme ja discutido nos resultados obtidos por FTIR.
Isto indica que a interacdo da agua com estes scaffolds € mais forte que na
quitosana pura, e estdo de acordo com os resultados obtidos por TG e por esta
razdo, a explicacao pode ser a mesma dada na sec¢ao anterior. Como as reacdes
de reticulacdo ocorrem com 0s grupos amina da quitosana, os scaffolds
reticulados irdo ter menos grupos amina disponiveis para formar pontes de
hidrogénio com as moléculas de &gua e consequentemente, a maioria das
moléculas de agua irdo se ligar aos grupos hidroxila da quitosana, em vez dos
grupos amina e, sendo as pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila da
quitosana mais fortes que quando ligadas aos grupos amina, € de se esperar que
maiores temperaturas sejam necessarias para remover as moléculas de agua
(NETO et al., 2005; TSAI & WANG, 2008; FIDELES, 2013).
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5.2.5Resisténcia a Compressao

Ensaios de compressdo foram realizados para gerar a curva tensdo-
deformacéo e calcular o médulo de Young (E). A inclinacao inicial da curva foi
usada para calcular o médulo a 10% de deformagédo, uma vez que as curvas
apresentaram uma regiao elastica em valores muito baixos de tenséo. A Figura 39
ilustra a curva tensao-deformacao dos scaffolds de quitosana/TPP.

Figura 39. Curva Tensédo-Deformacao para scaffolds de quitosana (CHI/TPP/G).
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As curvas obtidas mostram que os trés scaffolds estudados apresentaram
caracteristicas similares a esponjas poliméricas. Os valores médios para o
médulo de Young (E) foram de 0,0529 Mpa, e indicam que os scaffolds
apresentaram uma estrutura bastante elastica e facilmente moldavel, uma vez
que a tensdo necesséaria para deformar o scaffold é pequena. Sabe-se que a
quitosana é um polimero semi-cristalino e os valores de modulo e tensédo baixos
podem ser atribuidos ao baixo grau de cristalinidade, conforme descrito por Wan
et al. (2008). Yao et al. (2012) produziram scaffolds de quitosana e encontraram
valores do modulo (E) de 0.0387 MPa. Outro fator que pode influenciar no
comportamento mecanico dos scaffolds de quitosana € o Grau de Desacetilagéo
(GD), que possui influéncia em diversas propriedades da quitosana, incluindo
cristalinidade, degradacao e resisténcia mecanica.

No estagio inicial de compressao, os scaffolds apresentaram baixa
resisténcia a tensdo, onde a identificacdo da regido elastica linear € quase
imperceptivel. Esta regido elastica linear ocorre devido a flexdo das paredes dos
poros. Apos isto, a partir de 20% de deformagéo pode ser observado um longo
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platdé na curva e se inicia a compactagdo dos poros. Esta regido corresponde a
uma alta absorcdo de energia, em que 0s espagos ocupados pelos poros sao
preenchidos pelo material comprimido. Em seguida ao regime platd, claramente
h& um aumento gradual da tenséo a partir de 50%. Este comportamento da curva
tensdo-deformagdo é chamado de densificacdo. Neste ponto, as paredes dos
poros se tocam umas nas outras, proporcionando uma maior resisténcia a tensao.
Como a regiao elastica linear é dificil de identificar, € provavel que ocorra a
flambagem e o colapso dos poros ao mesmo tempo. Perfis similares foram
encontrados por Fook (2012), Wan et al. (2008) e Zhu et al. (2014).

As propriedades mecanicas dos scaffolds porosos ndo dependem apenas
do tipo de material a ser utilizado na fabricagdo, mas tambem esta diretamente
relacionado a microsestrutura, porosidade e tamanho dos poros e em como estes
poros estdo distribuidos ao longo do scaffold. De maneira particular, uma alta
porosidade, que é desejada para facilitar a infiltracao celular e crescimento do
novo tecido, resulta em uma redugdo das propriedades mecanicas. Como o0s
scaffolds desenvolvidos apresentaram uma média de porosidade acima de 55%,
este pode ser um dos fatores que estejam influenciando diretamente na
resisténcia mecanica obtida, uma vez que tende a aumentar a flexdo das paredes
dos poros e assim, uma instabilidade durante o ensaio de compressédo. O que
deve ser enfatizado é o fato de todas as amostras submetidas ao ensaio
permeneceram resistentes e nao sofreram quebra durante o ensaio,
principalmente devido ao carater praticamente amorfo dos constituintes. As
propriedades mecanicas dos scaffolds podem ser melhoradas através da
introducdo de reticulagées ou formacdo de compdsitos com incorporagdo de
ceramicas (MALAFAYA et al., 2005; SALERNO, A & NETTI, P.A., 2014).

Cabe ressaltar ainda, que um scaffold ndo necessita apresentar
propriedades mecéanicas equivalentes do tecido a ser reposto, mas sim fornecer

um ambiente mecanico suficiente.
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5.2.6 Grau de Intumescimento (%Gl)

A Figura 40 ilustra os resultados de Grau de Intumescimento (%Gl) para os
scaffolds de quitosana (CHI/TPP/G).

Figura 40. Grau de intumescimento dos scaffolds de quitosana (CHI/TPP/G).
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As proporgbes de intumescimento dos scaffolds quitosana/TPP estao
acima de 50% ap6s imersdo em PBS durante 1 min e aumenta com o tempo, o
que indica que os scaffolds apresentam elevada hidrofilicidade. Aos 49 minutos, a
curva de grau de intumescimento tem uma pequena queda e entra em equilibrio
até a dissolucdo e/ou desagregacao dos scaffolds. Mesmo com a presenca de
reticulacdes no sistema, que ja foi visto que diminui a capacidade de intumescer,
outros fatores que podem ter influenciado a absor¢cao de agua sao os tamanhos
dos poros e a porosidade dos scaffolds e consequentemente, provocou um
aumento na area superficial dos scaffolds. Além disso, a presenca da gelatina
pode ter contribuido para o aumento do grau de intumescimento, ja que além dos
grupos amina e hidroxilas da quitosana, a gelatina apresenta grupos hidrofilicos

ao longo de sua estrutura.
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5.2.7 Citotoxicidade

A Figura 41 apresenta o resultado da viabilidade dos macréfagos cultivados
em contato com os scaffolds reticulados. As células em meio de cultura (RPMI-
16400) foram utilizadas como controle, equivalendo a 100% de viabilidade e estao
representadas na segunda coluna (controle negativo).

Figura 41. Viabilidade celular dos scaffolds.
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A viabilidade celular foi avaliada utilizando o método da redugdo do MTT.
Ao observar o grafico, a atividade metabolica celular para todas as amostras
apresentou valores acima de 80%, e que estatisticamente (p < 0,05), ndo houve
diferengas significativas. Com isso, pode ser considerado que nenhuma amostra
apresentou carater citotoxico em contato com a linha celular L929. Isso permite
afirmar que, nenhuns dos scaffolds de quitosana reticulados liberam produtos que

se apresentem toxicos em contato com as células.
5.2.8 Ensaios de Adeséao Celular

Os ensaios de adesé&o celular foram realizados com o objetivo de cumprir o
ultimo dos requisitos para que um scaffolds seja considerado apto a ser aplicado
na engenharia de tecidos. O objetivo final de um scaffolds é substituir a matriz
extracelular natural até que as células do hospedeiro possam novamente
crescerem e se desenvolverem, criando um novo tecido. Para tanto, os scaffolds

devem permitir a adesao, proliferacao e diferenciacao celular.
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Os ensaios de adesao celular foram realizados com a linha celular L929,
com as células sendo cultivadas diretamente nos scaffolds, em placas de 48
pocos. Entretanto, ndo foi possivel dar prosseguimento aos ensaios porque apés
as primeiras horas de contato, a gelatina foi dissolvida, fazendo com o que o
scaffold perdesse sua estrutura tridimensional e as esferas ficando soltas dentro
dos pocos, conforme ilustrado na Figura 42.

Figura 42. Placa de cultura celular.
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6 CONCLUSOES

Esta tese teve como objetivo dar uma visdo em varias questdes importantes

relativas a concepcao de um scaffold e quais sdo os parametros envolvidos, para

fornecer estratégias distintas, projetar e fabricar scaffolds de quitosana com

aplicagdo na engenharia de tecidos. Considerando os objetivos propostos neste

trabalho, pode-se concluir que:

6.1 Etapa |

O processo de producao convencional utilizado pelo CERTBIO, a
técnica de liofilizacdo foi bem sucedida na obtencdo de estruturas
tridimensionais, porém com algumas ressalvas;

A formagéao das estruturas deu-se por meio de camadas lamelares nao
por poros e o tamanho e distribuicdo destas camadas esta diretamente
ligada a concentracdo de quitosana, do processo de congelamento e
reidratacao, liofilizacao e reticulacdo;

As reagOes de reticulagdo com acido sulfurico provocaram mudancas
significativas nas estruturas, induzindo a formagdo de camadas mais
compactas nos scaffolds, independente das concentragdes utilizadas;

O processo de reticulagcédo influenciou diretamente na capacidade de
retencédo de agua e estabilidade térmica por parte dos scaffolds, quando
comparados com 0s nao reticulados;

Os scaffolds reticulados ionicamente de quitosana ndo produziram
efeitos citotoxicos prejudiciais as células, o tornando apto para
aplicagdo como biomaterial. Contudo, com as mudangas verificadas na
microestrutura, pode-se prever uma dificuldade em permitir uma futura
adesao celular e consequentemente, permitir um desenvolvimento

saudavel das células dentro dos scaffolds.
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6.2 Etapa Il

e Com os resultados obtidos na etapa I, conclui-se que o método
empregado para a obtengcdo dos scaffolds reticulados de quitosana e o
método de agregacao de particulas se mostrou eficiente quanto a obtengao
de uma estrutura porosa e tridimensional;

e A utilizagdo do método de coagulagdo quimica, com o tripolifosfato de
sédio, desenvolvido nesta pesquisa permitiu uma otimizacdo na producao
dos scaffolds;

e A dispersividade nos tamanhos de poros, porosidade, agregado com a
presenca da gelatina, influenciaram diretamente no comportamento de
absorcao dos scaffolds e propriedades mecanicas;

e A metodologia desenvolvida indica uma importante alternativa para o
cultivo in vitro de células, motivados principalmente pela microestrutura
dos scaffolds produzidos;

e A adesao celular é uma das fungdes biomiméticas mais importantes na
concepgao de um scaffold. Uma vez que o material ndo promove a adesao
celular, eles tém de ser modificados para permitir a sua utilidade na
engenharia de tecidos.

A pesquisa descrita nesta tese descreveu varios aspectos no que diz
respeito a producéo de scaffolds de quitosana, destacando trés pontos principais:
propriedades do material produzido, caracteristicas morfologicas e estrutura
tridimensional.

De maneira geral, o presente trabalho ofereceu uma nova metodologia de
fabricacdo de scaffolds de quitosana, produzindo materiais tridimensionais de
maneira satisfatéria, com uma estratégia simples baseada na aplicacdo de um
material adesivo para obtencédo dos scaffolds de quitosana. Com isto, permite-se
que os scaffolds produzidos possam ser utilizados em diversas aplicagdes
biomédicas, como por exemplo, enxertos, curatibos, carreador para um sistema

de liberagéo controlada de farmacos e scaffolds para engenharia de tecidos.
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7 PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de um
scaffold para aplicagdo na engenharia de tecidos. Com isto, foi proposta uma
metodologia inovadora baseada no principio de agregacdo de particulas
produzidas com quitosana e aplicando a gelatina como agente agregador.
Aplicando estes dois componentes, se buscou mimetizar, em termos de
composigéo, o tecido biologico.

Com os resultados encontrados, novas questdes foram levantadas, criando
a necessidade de continuacdo da pesquisa, focando ndao apenas no continuo
desenvolvimento do scaffold e da metodologia, mas também pensando em
expandir o campo de aplicagdo, como por exemplo na constru¢do de sistemas de
liberacéo controlada de farmacos.

Pensando em futuras melhorias dos scaffolds produzidos nesta tese, pode-
se focar na melhoria das propriedades mecanicas, através de variagdes no

processo de fabricacdo, sem afetar a porosidade. Para isto, sugere-se:

e Adicao de uma fase ceramica nos scaffolds, como por exemplo Beta
Fosfato Tricalcico (B-TCP) e/ou Hidroxiapatita (Hap) produzindo um
scaffold compdsito;

e Reticular a gelatina com algum agente nao téxico, como por exemplo a
genipina;

e Testar variagbes em termos de concentracdo da solucdo de gelatina
aplicada pra aglomerar as particulas;

e Formar uma blenda, em solugcdo, de quitosana/gelatina para melhor o
empacotamento e adesao das particulas de quitosana;

e Variar o tamanho das particulas de quitosana.
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