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RESUMO

Fios de suturas cirurgicos sdo biomateriais que tem como finalidade principal o
fechamento da lesdo. Sendo assim, devem apresentar propriedades mecanicas e
biolégicas adequadas para que o processo de cicatrizacao seja efetivo. Logo, este
trabalho teve como objetivo desenvolver fios de quitosana, otimizando as
propriedades mecanicas/bioldégicas para aplicagcdo como fios de sutura absorvivel
biodegradavel. Além disso, este trabalho teve como objetivo desenvolver fios de
quitosana, otimizando as propriedades mecénicas/biologicas para aplicagcdo como
fios de sutura absorvivel biodegradavel. Além disso, utilizou-se o fio de quitosana
como sistema de liberacdo controlada de farmaco, com o N-Acetil-D-glucosamina
(GIcNAc), que assim como a quitosana € um derivado da quitina, combinando as
propriedades farmacologicas da GIcNAc com as propriedades biolégicas da
quitosana. Concentragdes de 1, 2, 3 e 4% de quitosana foram inicialmente
caracterizadas a partir de ensaios reolégicos, e escolheu-se as concentracbes de 3
e 4% (m/v) por serem mais viaveis para o processo de fiagdo. Diante disto, obteve-
se fios de quitosana, coagulados em solugdo de hidroxido de sodio, a partir da
técnica de fiacdo por via umida, utilizando estas concentracdes (3 e 4% (m/v)) de
quitosana. Seguiu-se com os ensaios nos fios de 3 e 4% de Microscopia Otica (MO),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Difratometria de Raio X (DRX), Ensaio
Mecanico de Tragdo, Grau de Intumescimento (Gl), ensaios de biodegradacao in
vitro em solugdo tampao de fosfato salino (PBS) e PBS/Lisozima e ensaio de
citotoxicidade in vitro. A partir dos ensaios morfoldgicos verificou-se que os fios séo
cilindricos e bem definidos. Por DRX observou que os fios de 4% tensionados
apresentaram maior cristalinidade, o que acarretou em maiores resisténcias a carga
conforme visto nos ensaios de tracdo. A avaliagdo do grau de intumescimento
evidenciou que os fios de 3% (m/v) apresentaram maior inchamento, devido ter
menor grau de cristalinidade, ou seja, maior grau de regidao amorfa no fio. No ensaio
de biodegradacéo in vitro, constatou-se que a degradacao total ocorre em 49 dias
para as amostras de 3 e 4% em PBS/lisozima. Na sequéncia foi adicionado o
GIcNAc (0,2 g) nos fios de 4% de quitosana, por este apresenta-se dentro das
Normas de Fio de Sutura Cirargico. e observou-se o aspecto morfoldgico por MO e
MEV, como também os aspectos fisico-quimicos pela técnica de Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Investigou-se ainda as
propriedades mecénicas, angulo de contato, o perfil in vitro de biodegradacgéo e de
liberacdo do farmaco, a citotoxicidade, pelo método de difusdo em Agar e avaliagédo
dos fios na ferida cirurgica em animais. Apos a adicao da GIcNAc verificou-se que a
morfologia dos fios foi preservada, porém ocorreu a diminuicao da forca de tracao).
Contudo, os valores permaneceram com as especificagdes da Norma para fios de
suturas cirirgicas numero 6-0. Constatou-se ainda, que o0 processo de
biodegradacao foi acelerado na presenca da GIcNAc, e que sua liberagdo em 50%
ocorreu em aproximadamente 34 dias. Com relacao a cinética de liberacdo o modelo
que apresentou melhor ajuste foi o de Ordem Zero, seguidos dos modelos de
Peppas-Sahlin e Hopfenberg, controladas pelo modelo de difusdo e eroséo,
sugerindo que a liberagdo de GlcNAc independente da concentragdo, uma situagao
desejavel na formulagéao de liberagdo sustentada porque minimiza as oscilacoes da
concentragéo de farmaco no sangue. Os dados de citotoxicidade in vitro dos fios de



quitosana e quitosana 4%/GIcNAc para células L929 mostraram que estes fios nao
sao toxicos para estas células. A partir da avaliacdo clinica realizada na ferida
cirurgica em ratos nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 14 dias, ap6s o procedimento de
incisdo e sutura da pele, observou-se que os animais suturados com o fio de
quitosana 4%/GIcNAc apresentaram fechamento total da ferida em 4 dias, onde
iniciou-se o processo de formagao do novo tecido. Para o fio de quitosana este
fechamento ocorreu em 7 dias. Ja para os fios comerciais de catgut cromado,
observou-se o fechamento ap6s 14 dias. Assim, os fios de quitosana com GIcNAc
S&0 promissores para 0 uso como sutura absorvivel, seja no uso veterinario ou na
medicina humana. Além disso, este dispositivo médico pode ser capaz de melhorar
0s processos de cicatrizagao, aliviar a dor e minimizar a infec¢cao no local da cirurgia,
devido a liberagao prolongada de GicNAc.

Palavras-chave: Quitosana. Fiacao umida. N-Acetil-D-Glucosamina. Fios de sutura.



ABSTRACT

Surgical sutures are biomaterials whose main purpose is to close lesion. Therefore,
they must have adequate mechanical and biological properties for the healing
process to be effective. However, this work aimed at the development of chitosan
threads, optimizing the mechanical / biological properties for application as
biodegradable absorbable sutures. In addition, chitosan yarn has been used as a
controlled release system with N-Acetyl-D-glucosamine (GIcNAc), which, like
chitosan, is a chitin derivative, to combin the pharmacological properties of GIcNAc
with biological properties of Chitosan. Chitosan concentrations of 1, 2, 3 and 4%
were initially characterized from rheological assays, and concentrations of 3 and 4%
(w/v) were chosen because they are more viable for the spinning process. Therefore,
the chitosan strands, coagulated in sodium hydroxide solution, were obtained from
the wet spinning technique, using concentrations of 3 and 4% (w/v) of chitosan. 3
and 4% Optical Microscopy (MO), Scanning Electron Microscopy (SEM), X-ray
Diffraction (XRD), Mechanical Traction Assay, Swelling Degree (Gl), In vitro
Biodegradation in Buffered Saline followed phosphate (PBS) PBS/lysozyme assay
and in vitro cytotoxicity. From the morphological tests, it was found that the wires are
cylindrical and well defined. By XRD it was observed that the 4% tensioned wires
presented higher crystallinity, which resulted in higher load resistance, as seen in the
tensile tests. The swelling degree evaluation showed that the 3% (m/v) strands
presented greater swelling, due to the lower degree of crystallinity, that is, the higher
degree of amorphous region in the strand. In the in vitro biodegradation assay, total
degradation was found to occur within 49 days for the 3 and 4% PBS/lysozyme
samples. GlcNAc (0.2 g) was added to 4% chitosan threads, which are within the
Surgical Suture Yarn Standards. The morphological aspect was observed by OM and
SEM, as well as the physicochemical aspects by the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) technique. The mechanical properties, contact angle, in vitro
biodegradation and drug release profile, cytotoxicity by agar diffusion method and
wound evaluation in animal wound surgery were also investigated. After the addition
of GlcNAc it was found that the yarn morphology was preserved, but the tensile
strength (N) decreased. However, the values remained within the specifications of
the 6-0 surgical suture standard. It was also found that the biodegradation process
was accelerated in the presence of GIcNAc and its release in 50% occurred in
approximately 34 days. As for release kinetics, the best fit model was Order Zero,
followed by Peppas-Sahlin and Hopfenberg models, controlled by the diffusion and
erosion model, suggesting that GIcNAc is concentration independent, a desirable
situation in the release formulation. sustained as it minimizes fluctuations in the
concentration of drugs in the blood. In vitro cytotoxicity data of 4% chitosan and
chitosan / GIcNAc strands for L929 cells showed that they are not toxic to these cells.
From the clinical evaluation performed on the surgical wound of animals on days 0,
1,2,3, 4,5, 6, 7 and 14 days, it was observed that animals sutured with 4% chitosan
suture / GlcNAc presented closure. complete. wound within 4 days, and the process
of formation of the new tissue began. For chitosan wire, this closure occurred within 7
days. For chrome catgut wire, closure was observed after 14 days. Thus, GIcNAc
chitosan threads are promising for use as an absorbable suture, either for veterinary
use or in human medicine. Additionally, this medical device may be able to improve



healing processes, relieve pain and minimize infection at the surgical site due to
prolonged release of GIcNAc.

Keywords: Chitosan. Wet wiring. N-Acetyl-D-Glucosamine. Suture threads.
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1 INTRODUCAO

Fios de sutura cirurgicos sdo biomateriais que tem uma funcdo dupla na
reparacao de tecido, sendo a primeira funcao de proteger a acao cirurgica realizada,
e a segunda de acdo estética, podendo também ser aplicado na fixacdo de
implantes e proteses (Kandimalla et al., 2016). Assim sendo, para que se alcance a
regeneragao tecidual bem sucedida € imprescindivel que os fios de suturas
apresentem contribuicoes desejaveis para a sua finalidade como: criar um ambiente
susceptivel para o crescimento do tecido, ser antimicrobiano, nao téxico, ter boa
compatibilidade e boas propriedades mecanicas, bem como, proporcionar minima
reacdo tecidual (Huaixan et al., 2016; Kandimalla et al., 2016).

Os fios de sutura podem ser classificados de acordo com o tipo de material
(natural ou sintético), com relacao a degradabilidade (absorviveis e ndo absorviveis)
e de acordo com o numero de filamentos (monofilamentar ou multiflamentar).
Podendo ainda ser impregnados ou revestidos com farmacos (Kim et al., 2007; Pillai
e Sharma, 2010; Viju e Thilagavathi, 2012; Gogoi et al., 2014).

Nesta perspectiva, a escolha do material utilizado, no que se refere as suas
propriedades, é um fator primordial, seja pelo material ou por sua apresentacao, pois
deve-se buscar potencializar os dois efeitos de forma sinergética, o efeito clinico e o
efeito estético (Kandimalla et al., 2016).

Dessa forma, a quitosana tem sido bastante utilizada para aplicagbes
médicas por apresentar caracteristicas atrativas para ser utilizada como biomaterial,
tais como: biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo apresentar toxicidade,
capacidade hemostatica, como também a sua capacidade de poder inibir o
crescimento de microrganismos (Vert et al, 2012; Lee et al., 2013b; Shen &
Kamdem, 2015; Wang et al., 2016; Gu et al., 2016; Mohammadi et al., 2016).

Fios de quitosana obtidos a partir da técnica de fiacdo Umida tém sido
reportados, e pesquisas nesta area foram e estdo sendo realizadas, por ser uma
técnica simples e de custo competitivo, quando comparada com outras técnicas de
fiacdo, como; fusdo (Yang et al., 2015), sopro (Ju et al., 2016) entre outras.
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O método baseia-se inicialmente na dissolugdo da quitosana em solucao
acida, em seguida esta é fiada em um banho basico (Desorme et al., 2013).

Ma et al. (2015), desenvolveram fios de quitosana pelo método de fiagao
Uumida, onde a quitosana utilizada foi dissolvida em cloridrato de glicina (Gly-HCI),
onde verificam que os fios tém enorme potencial de aplicacdo em curativo.

Li et al. (2016), obtiveram fios flexiveis de quitosana, modificadas com o
acido formico pela técnica de fiagado Umida, podendo estas serem amplamente
utilizadas na area biomédica.

Wang et al. (2005), obtiveram fibras ocas de quitosana pela técnica de
separacao de fase, com uma estrutura de parede bifésica, e verificaram a partir da
analise in vitro, que essas fibras ocas sdo promissoras para a regeneragdo dos
nervos periféricos e dos vasos sanguineos.

Estudos também ja foram realizados com fiboras ocas de
quitosana/polisulfona para serem utilizadas como dispositivos de assisténcia para
aplicacdo no figado bioartificial, onde foi verificado que a superficie da fibra com
quitosana permite o crescimento e a proliferacao celular de células especificas do
figado (Teotia et al., 2015).

Apesar de apresentarem vantagens com relacdo as caracteristicas
biolégicas, quando comparadas com os fios de origem sintética, os fios de quitosana
de modo geral apresentam menor resisténcia mecénica (Li et al., 2016), sendo a
melhoria dessa uma das metas do trabalho proposto.

Por conseguinte, neste estudo objetiva-se obter fios de quitosana na
perspectiva de otimizar propriedades mecanicas/biolégicas, e associa-los com o N-
Acetil-D-glucosamina (GlIcNAc), obtendo controle sobre a cinética de liberagéo,
melhorando a eficiéncia de direcionamento da liberacao do farmaco, potencializando
e acelerando o processo de cicatrizacdo, para aplicacdo como fios de sutura
biodegradavel.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cicatrizacao

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo e dindmico de substituir
estruturas celulares e camadas teciduais desvitalizadas e ausentes. A pele € um
orgao protetor e fornece fungdes vitais como modulacédo da temperatura e regulacao
da umidade, bem como sensacdo, percepgcdo e transmissdo de estimulos. A
capacidade de reparar e regenerar € fundamental para essas funcdes (Childs e
Murthy, 2017; Singh et al., 2017).

O reparo tecidual consiste em uma sequéncia de eventos moleculares e
celulares para restaurar o tecido danificado, que ocorrem logo apdés o inicio de uma
lesdo tecidual. Sao portanto, divididas nas seguintes fases; hemostasia, inflamagéo,
proliferacdo e remodelacao (Gonzalez et al., 2016).

No primeiro estagio, tem-se a hemostasia que ocorre no momento da inciséo
tecidual, esta refere-se ao processo fisiolégico estimulado pelo fator tecidual com
objetivo de interromper o sangramento no local da lesdo. A perda de sangue €&
diminuida pela formagao de um tampao plaquetario (Gale, 2011).

Em seguida tem-se a fase inflamatéria, onde o organismo reune rapidamente
as ferramentas fisiol6gicas necessarias para iniciar o reparo do tecido danificado. A
fase inflamatoria persistira até que todas as bactérias e detritos excessivos da ferida
sejam removidos (Spotnitz et al., 1997; Singh et al., 2017).

Na fase proliferativa ocorre a formagao da matriz celular e da reepitalizacao.
As células proliferam e os fibroblastos comecam a aparecer ao longo das bordas da
ferida. O colageno presente € relativamente desorganizado, no entanto, € durante a
terceira fase, na fase de remodelacdo que o colageno € modelado e unido para
produzir uma cicatriz para fechar a ferida (Childs e Murthy, 2017; Singh et al., 2017).

Ap6s o processo de cicatrizacdo, tem-se que a aparéncia do tecido
cicatrizado é importante, e este fator estar diretamente relacionado a escolha dos

materiais de sutura selecionados.
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2.2 Fios de Sutura Cirurgicas

Os fios de sutura cirargicas sao os materiais mais antigos e mais utilizados
para o fechamento de feridas. Este tem um papel proeminente entre todos os outros
dispositivos de fechamento de ferida, devido também a sua capacidade de imobilizar
proteses. O objetivo de uma sutura € estabilizar a ferida e promover a cura natural
(Champeau et al., 2017; Li et al., 2019).

Desde entao, varios materiais tém sido usados como suturas, como exemplo
temos o fio de ferro, ouro, prata, catgut, tiras de couro, seda e linho (Chu, 2013). As
suturas sao utilizadas para o fechamento da fascia, hemostasia, anastomose
intestinal, cirurgia do trato urogenital, cirurgia do sistema musculo-esquelético,
cirurgia cardiovascular, cirurgia ocular, cirurgia plastica, neurocirurgia entre outras
aplicagcdes (Dart e Dart, 2011).

De acordo com Chu (2013) e Lapointe et al. (2016), o fio de sutura perfeito
deve apresentar alta resisténcia a tracao e ao no, ser facil de manusear, deve ser
biocompativel, ndo carcinogénico, ser resistente a infeccao e a inflamacao, nao ser
toéxico, ainda devem ser considerados o diametro do fio, o coeficiente de atrito, a
absorcao dos fluidos e a facilidade de remocao. Porém, embora tenha ocorrido
grandes avanc¢os nos materiais utilizados como fios de sutura cirurgicos, deixando-
os préximos das caracteristicas acima citadas, nenhum fio de sutura é ideal para
todas as situacoes. Tecidos diferentes tém diferentes requisitos para suporte, alguns
precisam de poucos dias de implantes dos fios, como musculo, tecido subcutaneo e
pele, enquanto outros necessitam de semanas ou até meses, como fascia e tendao
(Dart e Dart, 2011; Islam e Ehsan, 2011).

2.2.1 Classificacao dos Fios de Sutura

Os fios de sutura sao classificados de acordo com a Norma Brasileira de
Fios para sutura cirurgica - NBR 13904:2003, onde verifica-se que esses fios devem
apresentar caracteristicas relacionadas ao seu diametro, tipo, origem e ainda pode

ser classificado segundo a configuragéo fisica.
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2.2.1.1 Quanto ao Diametro

De acordo com a NBR 13904:2003, o diametro dos fios € apresentado pelo
namero cirdrgico sendo uma combinacdo de dois numeros, onde o primeiro é
qualquer numero diferente de zero, seguido de um zero, por exemplo (3-0). Ainda de
acordo com a norma brasileira, o0 maior nimero cirurgico é representado por 12-0,
neste caso quanto maior o primeiro niumero (no caso 12), menor € o didmetro desse
fio. Ja os fios com didmetro maiores sao apresentados apenas por 1 algarismo,
iniciando em 0 e indo até 10. Os didmetros dos fios podem ainda ser apresentado
segundo o0 numero métrico, que inicia em 0,01 até 12, onde a partir da divisdo desde
numero por 10, tem-se o didmetro minimo do fio em (mm).

2.2.1.2 Quanto ao Tipo

Com relacao a sua capacidade de reabsorcdo no interior do tecido as
suturas cirargicas podem ser divididas em absorviveis e nao absorviveis. Os
materiais de sutura absorviveis degradam-se e sdo absorvidos in vivo (Lapointe et
al., 2016; Li et al., 2019). De forma mais abrangente os fios absorviveis sdo aqueles
gue nao precisam ser removidos apés a cicatrizacao da ferida. Os fios catgut sdo do
tipo absorviveis de origem natural, tipicamente esse tipo de sutura é facilmente
absorvido pelo corpo humano, principalmente devido as agdes das enzimas e de
outras células. No que se refere a fios absorviveis sintéticos, estes apresentam uma
maior padronizacdo da degradacdo, da forca de tensdo, menor velocidade de
absorcdo e menor inducédo de reagao tecidual quando comparados aos de origem
natural (Pillai e Sharma, 2010; Viju e Thilagavathi, 2012). Os fios ndo absorviveis
possuem uma elevada forca de tensao durante longos periodos. Por outro lado,
podem causar dores crbnicas, possuindo também maior chance de formar erosdes

durante o periodo pés-operatério (Gogoi et al., 2014; Lapointe et al., 2016).

2.2.1.3 Quanto a Origem

Segundo a origem, os fios podem ainda ser divididos em animal, vegetal,
sintético e mineral. De origem animal tem-se os fios catgut (colageno derivados de
submucosa intestinal de ovinos) e de seda (oriunda do bicho da seda Bombyx mori
L).
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Os fios de origem vegetais, sdo compostos pelos fios de algodao e linho. E
os sintéticos, que podem ser classificados como, absorviveis (acido poliglicolico
(Dexon), poliglactina 910 (Vycril)) ou nao absorviveis (poliamida (Nylon),
polipropileno (Prolene)) e os de origem mineral que sdo os fios aco (Lapointe et al.,
2016).

2.2.1.4 Quanto a Configuracao Fisica

Referente a classificacdo de acordo com a configuracao fisica, os fios
podem ser monofilamentados ou multiflamentados. O fio monofilamentado é
estruturado com um unico filamento, apresenta coeficiente de atrito mais baixo e
como consequéncia, atravessa com mais facilidade os tecidos resistentes. Portanto,
produzem menor lesdo tecidual e tendem a provocar menor traumatismo do tecido e
sdo particularmente importantes em tecidos delicados como o olho (Lapointe et al.,
2016). Estes tipos de fios apresentam um elevado coeficiente de rigidez, porém
possuem menor resisténcia, uma vez que tém superficies mais lisas do que os fios
multiflamentares. Eles apresentam um perfil de manipulacdo menos favoravel com
tendéncia para desatar. Este tipo de fio € associado a um menor risco de infeccao
(Barros et al., 2011; Lapointe et al., 2016).

O fio monofilamentar apresenta-se continuo tendo assim a vantagem de uma
distribuicdo uniforme das tensdes ao longo do fio. Porém, alguma desvantagem no
uso desse tipo de fio esta relacionada ao fechamento da ferida que se baseia em
uma unica linha de sutura, o que podera acarretar em uma menor forca de tracao
(Sahlin et al., 1993).

As suturas multifilamentares sao constituidas por varios filamentos torcidos
ou a partir do entrangcamento de multiplos filamentos juntos. Isto oferece melhores
propriedades de manuseio e flexibilidade, comparativamente com os materiais de
monofilamento (Greenberg e Clark, 2009; Lapointe et al., 2016).

Os fios trangados sdo formados a partir de estruturas densas estreitas que
consistem em fios de filamentos que se deslocam em um caminho ondulado. Esse
tipo de fio geralmente é formado por trés ou mais fios entrelacados (Rawal et al.,
2015). Pelo exposto € mais provavel a disseminacdo de bactérias em fios

multiflamentares do que em fios monofilamentares (Im et al., 2007).
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Recentemente desenvolveu-se comercialmente os fios farpados,
circunstancia que permite incluir uma nova classificacao, quanto a aparéncia do fio
(farpado e nao farpado) (Filho et al., 2015).

Para superar algumas das armadilhas e limitagées impostas as suturas lisas,
as suturas farpadas foram desenvolvidas com o objetivo de ancoragem. Esse tipo de
fio esta disponivel em materiais absorviveis e ndo absorviveis, oferecendo varias
vantagens como por exemplo, a eliminacdo da necessidade do né (Greenberge e
Clark, 2009; Ingle et al., 2013).

Figura 1 - Representagédo do processo de sutura com o fio farpado, sem a necessidade do
né. (Ingle et al., 2013).

A complexidade envolvida na cicatrizagao de feridas, incluindo os diferentes
tipos de tecidos presentes ou a variedade de feridas cirurgicas, exige diferentes tipos
fios de sutura. A escolha dos materiais e o processo utilizado para sua obtencéo é
baseado em grande parte no tipo de ferida e nas preferéncias dos cirurgides. Hoje,
os cirurgides podem escolher entre varios materiais de sutura com propriedades
quimica, fisica, mecénica e biolégica diferentes e desejaveis (Chu, 2013).

Grande interesse tem emergido com relacdo a novos tipos de suturas
cirirgicas associada a farmacos, para melhorar seu desempenho em tecidos. As
suturas de liberagdo de farmacos podem reduzir as complicacdes pos-operatoérias e
acelerar a cicatrizagdo de feridas, facilitando a liberagdo prolongada do farmaco.
Isso reduz a necessidade de medicamentos sistémicos e o potencial de efeitos

colaterais associados (Dart e Dart, 2011).
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2.2.2 Fios de Sutura com Farmacos

As suturas cirurgicas sao utilizadas para o fechamento da ferida e, portanto,
pode ser um dispositivo médico potencialmente adequado para a entrega local de
medicamentos para tratar a dor no local da cirurgia. Entre as suturas, tem recebido
consideravel atencao as suturas biodegradaveis, pois oferecem grandes promessas
no campo do fornecimento de medicamentos. As suturas sdo uma estratégia eficaz
para o fornecimento de agentes antibacterianos ou anti-inflamatérios ao local da
cirurgia (Lee et al., 2013a; Joseph et al., 2017).

Apds o implante da sutura no corpo, o paciente geralmente se submete a um
tratamento farmacolégico para reduzir a resposta inflamatoéria, a dor, e para prevenir
a infeccdo. O medicamento € geralmente administrado por via oral ou injetavel.
Contudo, o0 modo de administracédo oral sofre de baixa biodisponibilidade do farmaco
e é geralmente necesséria uma quantidade elevada de farmaco em tratamentos
orais ou por injecao para alcancar o efeito terapéutico, o que pode acarretar efeitos
secundarios em tecidos e 6rgdos nao direcionados. Uma entrega local de
medicamentos pode limitar esses efeitos colaterais e aumentar a adesado do
paciente (Champeau et al., 2017).

Segundo Mehetre et al. (2015), tem-se dois tipos de fios com farmaco, os fios
monoliticos onde o farmaco esta dissolvido ou disperso ao longo do fio de polimero,
e os fios ocos, que sdo do tipo reservatério onde o farmaco é adicionado na seccao
interna da fibra.

E importante destacar que fatores como a localizagéo, o tamanho, o grau da
lesdo, bem como a taxa de regeneracao tecidual (dependendo da idade do paciente
e outros parametros), afetam o processo de cicatrizagdo da ferida (Elsner e
Zilberman, 2009).

As suturas com liberacdo de medicamento podem aliviar a dor no local da
cirurgia durante o periodo de cicatrizagdo da ferida, apresentando propriedades
mecanicas comparaveis as da sutura cirdrgica sem o farmaco (Lee et al., 2013a). A
potencialidade das suturas também esta relacionada com o processo de obtencgéao.
Logo, diferentes técnicas para obtencdo de fibras poliméricas tanto de origem
sintética como natural, tem sido utilizada para obtencdo de fios de suturas. Os
farmacos podem ser incorporados nos fios durante ou apdés a sua fabricacdo e
diferentes técnicas tem sido relatada.
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2.3 Fibras

A fibra € uma das invencdes mais importantes da histéria da humanidade.
Antigamente as pessoas plantavam algodao para extrair as fibras para a confeccao
de vestuario para substituir o uso de couro. Os chineses extraiam a seda para
melhorar a qualidade de suas roupas, porém, o material era muito caro. As fibras
diferem umas das outras principalmente pela sua natureza quimica, sua forma,
superficie, contorno, comprimento e diametro (Houck e Siegel, 2015; Kuo e Lan,
2014). As fibras podem ser classificadas em naturais ou sintéticas, podendo também
ser designada de acordo com a sua natureza quimica, sendo originadas
naturalmente de proteinas, celulose, minérios ou sintética. As fibras proteicas séo
compostas de polimeros de acidos aminados, as fibras celulésicas sao feitas de
polimeros formados a partir de hidratos de carbono, as fibras minerais (inorganicas)
podem ser compostas por silica obtida a partir de rochas ou areia e ja as fibras
sintéticas sao feitas de polimeros que se originam a partir de moléculas organicas
(Houck e Siegel, 2015). Em 1935, a primeira fibra sintética foi inventada e seus
produtos foram comercializados em 1940, promovendo assim, o rapido
desenvolvimento das fibras. Na década de 70, a DuPont americana, desenvolveu as
fibras de aramida, com 17 cN/dtex, levando assim a alta resisténcia das fibras (Kuo
e Lan, 2014).

2.3.1 Fibras Poliméricas

Grandes variedades de fibras poliméricas podem ser encontradas na
literatura sendo obtidas por diferentes técnicas, com diversas formas, dimensoées,
podendo ter a funcéo de carreadoras, sendo designadas como: fibras porosas, fibras
tubulares, fibras ocas, fiboras com farmacos, microfibras e nanofibras (Bell et al.,
2016).

As fibras sdo estruturas muito interessantes uma vez que séo altamente
anisotropicas e apresentam uma &rea superficial elevada devido a sua alta relagao
de superficie/volume (Kinadjian et al., 2016). A preparagdo das fibras poliméricas
deve ser avaliada a partir de diferentes perspectivas, incluindo o peso molecular do
polimero, grau de orientagdo, cristalinidade, densidade, secagem e o método de
processamento (Kuo e Lan, 2014; Ozipek, 2014).
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Diferentes tipos de materiais poliméricos tém sido utilizados em suturas
cirurgicas, alguns destes polimeros sdo: polipropileno, poliimida, poliamida (nylon 6
e nylon 66) e poliéster policarbonato, que compreendem as suturas nao
reabsorviveis. E polimeros bioabsorviveis tais como: acido polilactico, &acido
poliglicélico, poliglactina, poli-caprolactona, polidioxanona, os seus copolimeros que
também s&o utilizados (Ingle et al., 2013).

As fibras poliméricas obtidas a partir de polissacarideos, associados a outros
materiais ou processos que permitem a flexibilidade, sdo materiais desejaveis para o
tratamento de feridas por estes serem na sua maioria, biocompativeis, nao-téxicos e
com a capacidade de potencializar a cicatrizacao de feridas, reduzindo assim o
tempo para a cura (Sweeney et al., 2014).

Dependendo do tipo de processo de fabricacdo é possivel obter fibras com
diferentes formas incluindo, circular, oca e outras formas nao definidas, de modo a
variar o seu manuseio, propriedades fisicas e mecanicas. Essas alteracdes
morfolégicas, ndo afetam apenas as propriedades relacionadas a rigidez, mas
também outras propriedades como a capilaridade, area superficial, tamanho dos
poros e degradabilidade (Ingle et al., 2013). Segundo Zhu e Yu (2013), existem seis
caracteristicas principais que sao consideradas essenciais para uma fibra ser
selecionada como um produto especifico. Essas caracteristicas sdo: tamanho e
forma da fibra, propriedades de tracao e flexao, transicdes térmicas, propriedades de
superficie e absorcao de umidade das fibras.

2.3.2 Método de Obtencao das Fibras

Alguns métodos foram desenvolvidos para obtencao de fibras poliméricas,
como: fiacdo por fusdo (Yang et al., 2015), fiacdo por sopro (Zhao et al., 2016),
eletrofiacdo (Fuh et al., 2016) e fiacao por via umido (Ozipek, 2014; Zhang et al.,
2015; Arafat et al., 2015).

2.3.2.1 Fiacao por Fusao

A técnica de fiacao por fusdo (Figura 2), pode ser utilizada por polimeros
como por exemplo: poli (tereftalato de etileno), poliolefinas, poliuretanos e
poliamidas.
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Na fiagdo por fusédo, o polimero na forma de p6 ou grdo € alimentado em
uma extrusora, onde a massa fundida do polimero é bombeada através de uma
fieira sob pressao (Rawal e Mukhopadhyay, 2014).

Polimeros
em Pellets

Termopares
Barril

Parafuso l-
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Fiacdo

Filamento

O

Figura 2 - Representagdo esquematica da técnica de fiacdo por fusdo (Rawal e
Mukhopadhyay, 2014).

Bautista-Quijano et al. (2016), desenvolveram também pela técnica de fiacao
por fusdo, fibras de nanotubos de carbono com policarbonato, onde foram avaliadas
as propriedades elétricas e mecanicas das fibras, visando a aplicacado em sensores
a base de polimeros, onde suas aplicacdes podem ser utilizadas desde o

monitoramento de salude até a robdtica.

2.3.2.2 Fiacao por Sopro

O método de fiacdo por sopro (Figura 3), € a técnica mais utilizada para
producédo de nanofibras, onde tem-se uma bomba e uma seringa com uma solugéo
polimérica e um fluxo de gas constante como forga motriz para a formacéao de fibras
(Medeiros et al., 2009; Santos et al., 2016).

Este método permite a producao de fibras na mesma faixa de tamanho das
obtidas por eletrofiagdo, com maior potencial para aumento de produgcdo em escala
comercial (Medeiros et al., 2009; Santos et al., 2016).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da técnica de fiacdo por sopro (Medeiros et al.,
2009).

2.3.2.3 Eletrofiacao

Em um sistema de eletrofiagdo, uma alta tenséo eletrostatica passa através
de uma gota da solucao do polimero. Ainda € importante destacar que os polimeros
utilizados neste processo devem possuir na sua estrutura quimica grupos funcionais
do tipo dipolo (ou seja, que sejam polares ou que apresentem alguma polaridade), o
que permitira que a tensao eletrostatica passe pela solugdo polimérica e forme o fio
(Sarbatly et al. 2016). Conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4 - Representacao esquematica da técnica de eletrofiacdo (Adaptado. Sarbatly et al.,
2016).
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Na superficie da seringa, forma-se uma gota que é distorcida em forma
conica, o qual depende da viscosidade da solugéo e portanto, do peso molecular do
polimero utilizado. Nesta técnica as fibras sado formadas de forma aleatdria,
formando uma estrutura do tipo membrana, além disso, pode-se ainda obter
estruturas tridimensionais para a restauracao tecidual (Ni et al., 2014; Alnagbi et al.
2016).

2.3.2.4 Fiacdo Umida

A técnica de fiacdo Umida (Figura 5), € um dos métodos mais antigos
utilizados para a preparacao de fibras e foi desenvolvido pela industria téxtil no inicio
de 1900, com a finalidade de produzir fibras sintéticas ou artificiais, como rayon e
viscose. Esta tecnologia de fiagcdo baseia-se na solugdo do polimero previamente
dissolvido (onde a concentragdo polimérica depende principalmente da solubilidade
do mesmo e da pressao de fiagao), que é fiado através de finos orificios, onde uma
fieira do polimero no estado liquido se transforma em filamentos sélidos em um
banho de coagulagédo. Geralmente sdo utilizadas bombas infusoras para a fiagdo da
solugdo polimérica no banho coagulante. Durante esta fase as fibras recém-
formadas podem ser esticadas. Por conseguinte banho de lavagens geralmente
feitos com agua destilada, sdo empregados nas fibras com a finalidade de remover o
solvente. Banhos de metanol ou etanol, sdo muitas vezes utilizados com a funcéo de
pré-secagem (Notin et al., 2006a; Ozipek, 2014; Arafat et al., 2015).

As composi¢des quimicas, as concentracdes, a temperatura utilizada no
banho coagulante e o estiramento das fibras, podem proporcionar diferentes
propriedades mecanicas e fisicas as fibras obtidas (Zhu e Yu, 2013).

Figura 5 - Representacao esquematica do processo de fiagdo umida (Yoon et al., 2015).
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Segundo Huang et al. (2013), apds o polimero liquido ter sido fiado, as fibras
resultantes quando orientadas por estiramento ou alongamento, possuem um
aumento na orientacdo da cadeia polimérica e no grau de cristalinidade,
aumentando consequentemente a resisténcia a ruptura das fibras.

A vantagem da técnica de fiacdo Umida, é que poucos passos sao
necessarios para preparar as fibras, quando comparadas com outras técnicas de
producdo. A técnica de fiagdo Uumida é simples e rapida, sendo aplicavel para a
producao de fibras em larga escala (Kagaya et al., 2012).

As propriedades das fibras como: diametro, densidade e propriedades
mecanicas sao afetadas pelos parametros utilizados no processo de fiacdo. As
velocidades de fiacdo por via umida, geralmente sdo mais baixas em comparagao
com a fiacao seca, sendo esta variavel diretamente influenciavel nas propriedades
das fibras obtidas. Outros fatores como: diametro da agulha, tempo de lavagem,
velocidade de enrolamento e secagem também sdo responsaveis pelas
propriedades obtidas nas fibras (Ozipek, 2014; Wang et al., 2015).

Nie et al. (2009) produziram fibras de poliacrilonitrila pela técnica de fiagéo
Umida e avaliaram estas fibras como carreador de farmaco (tamoxifeno), obtendo
uma encapsulacdo bem-sucedida com alta capacidade de carga e boa eficiéncia de
encapsulagcado. Quase todas as tecnologias de fiacao, tais como: fiagdo por fuséo,
flagdo por sopro, eletrofiagdo e fiagdo por via umido, podem ser obtidas com a
finalidade de ser empregada como sistema de liberacao controla de farmaco (Zhu e
Yu, 2013).

2.3.3 Fibras de Quitosana

As fibras de quitosana sdo geralmente fiadas a partir de solugdes viscosas.
A fiacdo por fusdo torna-se inviavel para a quitosana porque nesta técnica este tipo
de polimero degrada-se por aquecimento (Lee et al., 2007). Esse tipo de fibra vem
sendo utilizada em diversos segmentos como em curativos (Jayakumar et al., 2011),
com a funcdo de promover a regeneracdo de um determinado tipo de tecido, como
também, de limitar a acao fungica e a proliferacao de bactérias em fios para suturas
cirurgicas bioabsorviveis e scaffolds (Li et al., 2015; Yang et al., 2016b).
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2.3.3.1 Fibras de Quitosana por Fiacdo Umida

As fibras de quitosana podem ser obtidas pelo processo de fiacao umida. A
quitosana é dissolvida em uma solugdo aquosa acida com pH<6, protonando os
grupos amina. A solucédo polieletrolitica resultante é utilizada como um lubrificante de
fiacao e é convertida em fibras de quitosana por coagulagao da solugao (Notin et al.,
2006a; Desorme et al., 2013).

Cruz et al. (2016), obteve fios de quitosana pela técnica de fiagdo Umida com
diferentes solventes, avaliando a influéncia da utilizacao dos solventes na resisténcia
mecéanica e no diametro. Onde verificou-se que as fibras apresentaram boas
propriedades para aplicacdo como suturas. Li et al. (2014), desenvolveram fibras de
quitosana/éxido de grafeno, que foram preparadas pelo método de fiacao por via
Umida e usadas como adsorventes para a remocdo de acido fucsina. A partir de
alguns ensaios verificou-se que oxido de grafeno melhorou a resisténcia a tracao
das fibras de quitosana e estudos termodindmicos indicaram que a adsorcado do
acido nas fibras foi um processo espontaneo e exotérmico.

Li et al. (2012), conseguiram obter a partir da técnica de fiacao umida, uma
nova abordagem para obtencg&o de fibras de quitosana a partir da utilizagéo de 6xido
de litio e Ureia, com banho coagulante de sulfato de sédio e etanol, aumentando
suas propriedades de tracdo em mais de 21%, quando comparadas com as fibras
obtidas pelo método convencional. Araiza et al. (2008) obtiveram fibras ocas de
quitosana pelo método de fiagdo umida o qual envolve a lavagem sucessiva com
agua para parar o processo de coagulacao, onde a quitosana é dissolvida com acido
acético, e o banho de coagulacdo é uma solugdo de hidréxido de sédio. Com a
reacdo sendo interrompida no banho de coagulagdo e apds varios banhos de
lavagem em agua. Desta forma é possivel por este método obter fibras ocas de
quitosana com diferentes diametros interno.

A capacidade filmogénica e de formagdo de fibra de quitosana se da pela
presenca das ligacoes glicosidicas ao longo da cadeia da quitosana, sendo util para
aplicacoes de fiacao de fibras (Desorme et al., 2013).
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2.4 Quitosana

Em 1859, Rouget obteve uma porcao de quitina soluvel em &cido, depois de
ferver com uma solugéo de hidréxido de potassio concentrada. Este foi considerado
o primeiro relatério cientifico sobre a quitosana. Apoés isto, a sintese e a ocorréncia
da quitosana em diversos organismos, principalmente nos fungos foi testado
(Lizardi-Mendoza et al., 2016).

A quitosana caracteriza-se por ser uma produgao polimérica natural, uma
vez que pode ser obtida a partir de insetos, esqueleto de crustaceos como:
caranguejo, camarao e lagosta (Usman et al., 2016), fungos, leveduras e também no
exoesqueleto de espécies marinhos, incluindo tartarugas, corais e medusas (Rafique
et al., 2016). Apresentando, consequentemente, grande importancia econémica e
ambiental, pois as carapacas de alguns desses animais onde se encontra a quitina,
principalmente nos crustaceos, sdo residuos abundantes rejeitados pela industria
pesqueira, onde em alguns casos as consideram poluentes (Dash et al., 2011).

Ap6s os tratamentos desses residuos como a desmineralizacdo e
desproteinizacao, é possivel obter os derivados soluveis em acidos sendo a
quitosana o mais importante deles. No entanto, uma das limitagcbes na utilizacdo
destes produtos, é a sua obtencdo em larga escala e a sua insolubilidade em agua
(Hamed et al., 2016).

2.4.1 Estrutura da Quitosana

A quitosana & um polissacarideo linear de origem natural do tipo copolimero,
composto de N-acetil-2-desoxi-D-glucosamina e 2-amino-2-desoxi-D-glucosamina
(Figura 6), ligadas por unidades (1 — 4) B - glicosidicas, que sao distribuidas em
diferentes porcentagens, dependendo das porgcdes acetiladas, que sédo definidas no
processo de desacetilagdo da quitina (Shukla et al., 2013).

Assim como a maioria dos polissacarideos e proteinas, a quitosana é
constituida de cadeias poliméricas individuais que sao mantidas juntas por ligagdes
intra e intermoleculares, como ligacdes dipolo-dipolo e forcas de Van der Waals
(Dash et al., 2011).
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NH,

Figura 6 - Representacdo esquematica da estrutura quimica da quitosana.

O grau de desacetilagdo da quitosana é geralmente definido pelo teor de
glucosamina, podendo o grau de desacetilacdo da quitosana variar de 70 a 95%. E
considera-se que quando o grau de desacetilacdo da quitina é maior do que cerca
de 70% (dependendo da origem do polimero e da distribuicdo de grupos
acetamidas, ao longo das cadeias), o biopolimero tornar-se solivel em uma solucao
aquosa acida e nestas condicoes é nomeada quitosana (Alves e Mano, 2008; Shukla
et al., 2013; Hamed et al., 2016).

Na Figura 6, tem-se a demonstracdo da reacédo de produgédo da quitosana
através da reacao da molécula de quitina com hidréxido de sodio (NaOH). Trata-se
de uma reacdo onde a hidroxila (OH) do NaOH ataca o carbono da amida (a). O
nitrogénio captura o ion H* do meio (H20), quebrando a ligagdo entre carbono e
nitrogénio (b), formando a estrutura da quitosana, hidroxido de sédio e &cido acético
(c) (Henning, 2009).

Os grupos laterais anexados a quitosana fornecem uma determinada
versatilidade e uma funcionalidade especifica, altera as propriedades biolégicas e/ou
modifica as propriedades fisicas (Dash et al., 2011).

A quitosana pode ser classificada de acordo com seu peso molecular, sendo
de baixo, médio e alto peso molecular. A quitosana é insolGvel em pH neutro e
alcalino em solugdo aquosa, mas € soluvel em &cidos diluidos, tais como &cido
acetico, acido formico, &cido citrico, acido lactico e acido malico juntamente com
acido cloridrico (HCI) diluido (Rassu et al., 2015; Hamed et al., 2016).
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Figura 7 - Representacdo esquematica da reacdo da producdo da quitosana. (Fonte
Prépria).

Ainda segundo Endres e Weichold (2019), a solubilizagdo da quitosana
ocorre em solugbes acidas, onde os acidos utilizados devem apresentar forca
suficiente para protonar os grupos amino livres, ou seja com pKa<5. Acidos com
pKa <3 devem ser evitados pois podem causar significativa despolimerizacao da
cadeia principal da quitosana. Destacando que isso pode ocorrer mesmo utilizando
solugdes acidas em quantidades estequiométricas com relagdo aos grupos amina.

Os grupos amino protonados da quitosana se tornam um polication que pode
subsequentemente formar complexos ibnicos com uma ampla variedade de

espécies anibnicas naturais ou sintéticas (Croisier e Jérébme, 2013).
2.4.2 Propriedades e Aplicacoes da Quitosana

Materiais a base de quitosana vem sendo muito utilizado como biomaterial,
pois apresentam propriedades como biodegradabilidade (Shen e Kamdem, 2015),
biocompatibilidade (Lee et al, 2013b), nado toxicidade (Wang et al, 2016),
hemostéatica (Gu et al.,, 2016), antimicrobiana (Goy et al., 2009), antifungica,
mucoadesividade (Needleman et al.,, 1997), imunomoduladoras (Moran et al., 2018),
e analgésica, que possivelmente ocorre pela capacidade dos grupos amino
protonarem na presenga de ions de prétons que sao liberados na regido
inflamatéria, o que resulta em um efeito analgésico (Okamoto et al., 2002).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/solubilization
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/chitosan
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amino-groups
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/depolymerization
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Com relacédo a biodegradacdo tem-se que a degradabilidade da quitosana
esta relacionada principalmente ao grau de desacetilagdo, mas, também a sua
massa molecular. No entanto, a cinética de biodegradacdo é inversamente
proporcional ao grau de cristalinidade. Ou seja, quando o grau de desacetilacdo da
quitosana diminui, a sua cristalinidade também diminui, o que resulta no aumento da
taxa de biodegradagcdo. E com relagdo a massa molecular temos que cadeias de
quitosana menores serdo mais rapidamente degradadas em oligossacarideos do
que a quitosana com maior massa molecular (Dash et al., 2011; Kurita et al. 2000;
Croisier e Jérome, 2013).

Produtos a base de quitosana como: filmes (Endres e Weichold, 2019; Hafsa
et al. 2016; Praxedes et al. 2016; Puga et al. 2016), hidrogéis (Kozicki et al., 2016),
nanofibras (Song et al., 2016), nanoparticulas (Chanphai e Tajmir-Riahi, 2016),
esferas (Braga et al., 2009; Silva et al., 2015; Das e Pal, 2016), microparticulas
(Kang et al. (2017); Cerchiara et al. (2016); Ma et al. (2016); Mantripragada e
Jayasuriya (2016), scaffolds (Kanimozhi et al. (2016); Tylingo et al. (2016)) e fios (Xia
et al. (2015); Lee et al., (2016); (Silva et al., 2019a); (Silva et al., 2019b), podem ser
obtidos a partir da diferentes tipos de processamentos.

Esse polimero também tem sido estudado para diversos fins, como na
remocdo de corante (Kyzas et al, 2013), adsorcao de ions metalicos (Fan et al.,
2011; Zhang et al., 2016), protecao contra corrosao de metais (Carneiro et al., 2015),
no tratamento de agua (Yang et al, 2016a) e no revestimento de frutas (Kerch,
2015; Vieira et al., 2016).

Na area biomédica a quitosana também tem sido vastamente pesquisada na
entrega de genes (Veilleux et al., 2016), sistemas de liberacao de farmacos (Elgadir
et al., 2014; Facchi et al., 2016; Nayak et al., 2016; Silva et al.,2019b), biossensores
(Susanto et al., 2013), tratamento de cancer (Miwa et al., 2012; Sujima Anbu et al.,
2016), curativos (Dragostin et al., 2016), na engenharia de tecidos (Silva et al.,
2016), em implantes (Kim et al, 2011), cicatrizagcdo de feridas (Ahmed e lkram,
2016), lentes de contato (Khan et al., 2017), uso clinico (Nawrotek et al., 2016) e
bioimagem (Agrawal et al., 2010).

Trabalhos dedicados ao estudo de fios de quitosana para uso em sutura
podem ser encontrados na literatura (Montenegro e Gordeiro (2012), realizaram um
estudo em ratos com fios de quitosana e confirmaram a atividade bacteriostatica dos
fios.
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Viju e Thilagavathi (2012), avaliaram a atividade antimicrobiana das suturas
de seda trangada quitosana, onde a sutura que foi tratada com a maior concentragcao
de quitosana apresentou excelente atividade antimicrobiana. Gokarneshan e
Dhatchayani (2018) desenvolveram uma sutura de seda revestida com quitosana e
incorporaram-na com um extrato de um fungo Thermomyces natural, que reduziu a

percentagem de crescimento bacteriano.
2.5 Glucosamina

A glucosamina (Figura 8(a)) € um amino-monossacarido gerado a partir de
quitina ou quitosana por hidrélise, sendo uma substancia solGvel em agua. E um
componente natural das glicoproteinas encontradas nos tecidos conjuntivos e nas
membranas da mucosa gastrointestinal, e € o precursor bioquimico de todos os
acucares amino no corpo humano (Xing et al., 2006; Dalirfardouei et al., 2016). Esta
€ produzida no corpo pela adicdo de um grupo amino a glicose, essa molécula é
depois acetilada em N-acetil-glucosamina (Figura 8(b)).

A glucosamina pode ser encontrada na forma de sulfato de glucosamina,
cloridrato de glucosamina e N-acetil-glucosamina (Hungerford e Valaik, 2003).

Esta atua como substrato para a biossintese de polimeros como
glicosaminoglicanos, como por exemplo, o acido hialurénico, que é formado pelas
unidades de repeticdo do N-acetil-glucosamina (GIcNAc) e D-&cido glicurénico
(Figura 8(c)).

(@) (b) (c)

HO HO
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Figura 8 - Representacdo esquematica das cadeias de (a) glucosamina, e (b) N-
acetilglucosamina (c) Unidades de repeticdo da cadeia de acido hialurénico (acido D-
glicurénico e N-Acetilglucosamina) (Bissett, 2006).
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A N-Acetil-D-glucosamina tem um excelente perfil de seguranca. Uma
grande dose de GlIcNAc foi administrado na via intravenosa de voluntarios humanos
e ndo ocasionou toxicidade, e nem alteragéo da concentragéo de glicose no sangue

De acordo com Chen et al. (2010), a N-Acetil-D-glucosamina apresenta
segurancga no uso oral como também tdpico.

Além de ter mostrado beneficios em prevenir ou tratar uma grande variedade
de doencas como: artrose em caes (Hubert et al., 2010), ratos (Ibrahim et al., 2012),
e em humanos (Persian et al., 2007). E também um agente terapéutico no
tratamento de cancer (Jung et al., 2012), em doencas inflamatérias como na mucosa
intestinal e géstrica (Gindzienski et al., 1971; Kanazawa e Fukudo, 2006), e também
€ considerada um suplemento dietético na Europa aprovada pela FDA - Food and
Drug Administration (Mehta et al., 2007).

Pesquisas ainda apontam que os compostos de glucosamina também
apresentam beneficios sobre as células da pele, aumenta a producdo de &cido
hialurbnico e promove a proliferagcdo e sintese de colageno pelos fibroblastos,
acelerando o processo de cicatrizacdo de feridas (Chen et al., 2008; Kelechi et al.,
2012; Schoukens, 2019), melhorando também a hidratacdo e a qualidade da pele e
atuando na diminuicao de rugas (Bissett, 2006; Humpoli~ et al., 2016; Prudden et al.,
1970).

A Figura 9 apresenta as diferentes doengas para as quais a glucosamina
vem sendo pesquisada.

Figura 9 - Areas de pesquisas com a glucosamina. Adaptado (Dalirfardouei et al., 2016).
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Qian et al (2013), avaliaram uma melhor absor¢cdo intestinal e
biodisponibilidade da glucosamina utilizando a quitosana e obtiveram resultados que
sugerem que uma formulacdo de glucosamina com a quitosana pode proporcionar
um melhor efeito terapéutico na dose convencional.

Existem numerosas evidéncias de estudos que indicam as propriedades
anti-inflamatorias da glucosamina e seus derivados, sendo estes os suplementos
mais usados no tratamento da osteoartrite. O mecanismo mais descrito para os
efeitos anti-inflamatérios da glucosamina é a inibicao da ativacdo da sinalizacdo do
NF-kB (Meininger et al., 2000).

Fox e Stephens (2007), estudaram a glucosamina com o objetivo de avaliar
o alivio de sintomas em pacientes que sofrem de artrose, fornecendo os
componentes para o reparo da cartilagem, aliviando a dor. E verificaram que a
glucosamina oferece beneficios para aqueles que sofrem de artrose.

Chunijie et al. (2011), investigaram a eficacia e a seguranga do tratamento
combinado da glucosamina por via oral e hialuronato intra-articular em pacientes
com artrose da articulagdo mandibular, e concluiram que a aplicagdo da
glucosamina com o acido hialurbnico na cavidade articular é segura e pode reduzir
as dores dos pacientes.

Segundo Towheed et al. (2005), a glucosamina atua reduzindo a dor,
melhorando a sua fungao fisica nos pacientes sem apresentar efeitos secundarios
nNOS Mesmos.

Ainda de acordo com Marto et al. (2017), o N-Acetil-D-glucosamina € um
precursor do acido hialurbdnico, aumentando sua quantidade na pele e
consequentemente, preservando a hidratacéo e a elasticidade da pele.

Diante disto, tem-se que a glucosamina e a quitosana tem sido estudada e
avaliada no processo de cicatrizacdo de feridas, sendo este, um processo dindmico
que envolvem multiplos componentes celulares que atuam em conjunto para
restaurar a integridade do tecido lesado, esse fenbmeno de cicatrizacdo envolve
diferente estagios: hemostasia, inflamacao, proliferacdo, maturacdo e/ou
remodelacdo (Paul e Sharma, 2004; Giines e Tihminlioglub, 2017; Ouyang et al.,
2018).

Um dos principais objetivos que desejam ser alcangados no processo de
cicatrizacdo é o seu fechamento rapido, deixando uma cicatriz minima ou

esteticamente aceitavel (Mahoney et al., 2012; Thu et al., 2012).
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Para que isso ocorra o curativo utilizado no tratamento de feridas deve
apresentar algumas caracteristicas como; proporcionar umidade, permitir a troca
gasosa vapor de agua/oxigénio, protecao contra infecdes e contaminacao, remover
o excesso do exsudado e componentes téxicos da superficie da ferida, facil
aplicacdo, e ter propriedades mecanicas adequadas para uma facil remocao
evitando o traumatismo. Também deve ser ndo-téxico e ndo-alérgico (Mahoney et
al.,, 2012; Thu et al., 2012; Glnes e Tihminlioglub, 2017).

Segundo Mccarty (1996), a administracao de glucosamina nos primeiros dias
apds a cirurgia ou trauma pode aumentar a producao de &cido hialurénico na ferida,
promovendo uma rapida cicatrizacdo, além de diminuir possiveis complicacdes
relacionadas ao processo de cicatrizagao.

Na literatura tem-se encontrado pesquisas referentes aos curativos a base
de quitosana e glucosamina, isto ocorre devido este material apresentar
propriedades biocompativeis, biodegradaveis, efeito hidratante, propriedades anti-
inflamatdrias, hemostaticas e bioldgicas como, bactericidas e fungicidas que
aceleram a cicatrizagao de feridas, sendo estas Uteis para esse tipo de tratamento. A
quitosana atua ainda como matriz e suporta o crescimento do tecido 3D estimulando
a proliferacdo celular, podendo ainda bloquear terminagdes nervosas reduzindo a
dor (Muzzarelli, 1997; Koide, 1998; Silva et al., 2006; Sezer et al., 2007; Jayakumar
et al., 2011; Pawar et al., 2013; Ouyang et al., 2018; Schoukens, 2019).

A Figura 10, apresenta a acao de curativos de quitosana no tratamento de
feridas.
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Figura 10 - Representagdo esquematica dos beneficios de curativo quitosana (Paul e
Sharma, 2004).
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A quitosana apresenta duas propriedades importantes que estao relacionadas
com a sua capacidade de ativagdo dos macréfagos, sdo estas 0s processos de
cicatrizacao e de biodegradacdo. No processo de biodegradacao tem-se o processo
de despolimerizacdo da quitosana pela lisozima, que estar presente no fluido da
lesdo. Estd por sua vez ativa os macréfagos e estimula os fibroblastos. Gerando
assim dois acucares o0 N-Acetil-D-Glucosamina e a glucosamina, iniciando a
proliferacdo de fibroblastos e ajudando na deposi¢cdo de colageno, estimulando
assim o aumento do nivel de acido hialurénico natural no local da ferida ambos
estdo envolvidos no processo de reepitalizacéo, favorecendo a producao de tecidos
com cicatrizagdo lisa e vascularizadas. O N-acetil-glucosamina € o maior
componente do epitélio e sua presenga € essencial na reparagdo tecidual das
feridas (Muzzarelli, 1997; Koide, 1998; Paul e Sharma, 2004; Silva et al., 2006;
Schoukens, 2019).

De acordo com Muzzarelli (1997), materiais a base de quitosana sao
despolimerizados por lisozima e N-acetil-D-glucosaminidase, que s&do enzimas
encontradas no tecido do corpo, permitindo a reabsor¢ao pelo curativo e a liberagao
de N-Acetil-D-Glucosamina e seus oligbmeros, que exercem acgdes benéficas, como
a ativacdo de macréfagos, vascularizacdo dos tecidos formados, presenca de
elementos celulares normais e deposicdo ordenada de fios de colageno que
resultam no processo de aceleragéo da cicatrizagao (Figura 11).
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Figura 11 - Esquema representativo do processo de aceleragédo da cicatrizagao (Adaptado.
Muzzarelli, 1997).

A quitosana é polimero biologicamente compativel e nao toxico, que foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), para uso em curativos no ano
de 2003 com o produto HemCon™ Bandage (Chitosan) (Wedmore et al., 2006).

Porém, algumas modificagdes realizadas na estrutura quimica da quitosana
pode torna-lo mais ou menos toxico. Logo, qualquer tipo de reagentes residuais
devem ser removidos cuidadosamente (Dash et al., 2011).

A glucosamina tem sido apontada como um candidato promissor para a
prevengao e/ou tratamento de doencgas relacionadas a pele, devido a sua atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (Muzzarelli, 1997; Dalirfardouei et al., 2016).
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Ha um certo numero de estudos sobre a sua administracao por via oral ou
topica para a hidratagdo, redugéo de rugas, antienvelhecimento e no tratamento de
hiperpigmentagdo. A producdo de &cido hialurbnico induzida por glucosamina
melhora processo de cicatrizacdo de feridas especialmente nos estagios iniciais, ele
funciona como um promotor de inflamagao precoce, 0 que € um passo necessario
para todo o processo de cicatrizacao de feridas da pele. O &cido hialurénico nao sé
melhora a cicatrizagédo de feridas, mas também acelera o fechamento da ferida, bem
como aumenta a proliferagdo de fibroblastos e a sintese de colageno (Muzzarelli,
1997; Dalirfardouei et al., 2016).

Tamai et al. (2002), avaliou a cicatrizagdo de lesdes de cartilagem criadas
artificialmente nas articulagées de coelhos, apés a administracdo de 400mg/kg de
glucosamina, e verificou que 0 mesmo acelera a cicatrizagdo de lesées em coelhos,
conclui-se ainda que a dose de glucosamina administrada nos animais nao causou
efeitos secundarios, e com relagéo a parte lesada, ocorreu a proliferacdo das células
de cartilagem de forma macica.

Estudos foram realizados com a glucosamina em cicatrizagcdo de feridas e
verificou-se que a administracdo em quantidades adequadas, nos primeiros dias
apds cirurgia ou trauma pode aumentar a producao de acido hialurénico na ferida,
promovendo uma cicatrizagcdo mais rapida e possivelmente diminuindo as
complicagbes relacionadas com a cicatrizagdo. Pois este material apresenta
caracteristicas farmacologicas que ird aumentar da sintese de acido hialurénico
durante a restauracdo da ferida ird acelerar a cicatrizacdo e reduzir o risco de
complicagdes como os queloides (Mccarty, 1996).

A glucosamina é absorvida a partir do trato gastrointestinal com
administragdo oral e rapidamente sofre metabolismo através do figado sendo
eliminado através das fezes e urina. A sua biodisponibilidade oral depende se a
glucosamina passa a barreira do sangue gastrointestinal. Uma vez que a
glucosamina € uma substancia solivel em agua estando no ambiente 4cido, como o
estbmago, a 37 °C e pKa de 6,91, a eficiéncia da absorcao pelo estdbmago € baixa e
acredita-se que a maior parte da glucosamina é absorvida pelo intestino delgado, os
niveis de pico sdo em cerca de 8 horas apés a ingestao oral (Tamai et al., 2002; Fox
e Stephens, 2007).
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Qian et al. (2013), avaliaram uma melhor absor¢éo e biodisponibilidade da
glucosamina utilizando a quitosana e obtiveram resultados que sugerem que uma
formulacdo de glucosamina com a quitosana pode proporcionar um melhor efeito
terapéutico na dose convencional. Devido a esta baixa biodisponibilidade via oral,
estudos tém sido realizados com a glucosamina por via de administracdo
transdérmica, que possui varias vantagens em terapia em comparagcdo com a via
oral. Estes incluem contornar o metabolismo e primeira passagem ou outros
possiveis problemas associados a passagem através do gastrointestinal, produzindo
niveis plasmaticos relativamente constantes de farmacos e melhorando a adeséo do
doente (Tekko et al., 2006). Chattopadhyay et al. (2016), obtiveram um sistema
transdérmico utilizando goma de Guar e sulfato de glucosamina. Que ocasionou em
reducdo do inchago como também a recuperagao da cartilagem danificada do joelho.
Qian et al. (2013), estudaram o efeito da quitosana sobre a permeabilidade da
glucosamina e observaram em seus estudos que a quitosana aumentou a
concentragcdo plasmatica e a biodisponibilidade da glucosamina, podendo servir

como um intensificador eficaz de absorgéo para a glucosamina.

2.6 Liberacao Controlada de Farmacos

Os sistemas de liberagdo controlada tém como objetivo melhorar a terapia
medicamentosa. Estes sistemas foram desenvolvidos para permitir o controle da
exposicao do farmaco ao longo do tempo, ajudar o farmaco a atravessar barreiras
fisioldégicas, conduzir o farmaco ao local de acdo desejado, minimizando a sua
exposicao em outras partes do corpo, podendo aumentar a adesdo do paciente,
reduzindo a frequéncia de administracao (Siepmann et al., 2012).

2.6.1 Modelos de Liberacao

As formas de liberacdo controlada permitem que farmacéuticos, fisicos,
matematicos, quimicos e engenheiros trabalnem em conjunto com o objetivo de
projetar sistemas controlados de administragdo de medicamentos. O uso de
equacoes matematicas permite descrever o tipo de liberacdo em funcédo do tempo,
prevendo assim a cinética de liberacdo antes dos sistemas serem realizados
(Bruschi, 2015).
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2.6.1.1 Modelo de Ordem Zero

No Modelo de Ordem Zero (Equacéao 1), a liberagao ocorre apenas em funcao
do tempo, e 0 processo ocorre a uma taxa constante independente da concentracao
do farmaco. Esse modelo pode ser usado para descrever a liberacdo do farmaco a
partir de varias formas farmacéuticas de liberacdo controlada, como em alguns
casos de sistemas transdérmicos e sistemas osméticos (Dash et al., 2010; Bruschi,
2015).

&:Kowb (1)

Moo

Sendo, Mt a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t. M- a
quantidade total de farmaco liberada no tempo infinito. Ko a constante cinética e b a
quantidade inicial de farmaco na solugao.

O Modelo de Ordem zero, ou liberacdo de taxa constante do farmaco, é
desejavel a fim de minimizar as oscilagées na concentracdo de farmaco no sangue.
Tais execucdes podem levar a periodos de subexposicado ou superexposicao, sao
particularmente provaveis de ocorrer para drogas que sao rapidamente absorvidas e

rapidamente eliminadas (Siepmann et al., 2012).

2.6.1.2 Modelo de Primeira Ordem

Esta relacdo pode ser usada para descrever a dissolucdo do farmaco em
produtos farmacéuticos com formas de dosagem tais como as que contém agua
(Dash et al., 2010).

As formas farmacéuticas que seguem este perfil de dissolucao, tais como as
que contém farmacos hidrossollveis em matrizes porosas, liberam o farmaco de
forma proporcional a quantidade remanescente no seu interior de tal modo que a
quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui (Manadas et al.,
2002).
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2.6.1.3 Modelo de Higuchi

Quando o farmaco se encontra disperso na matriz polimérica, a sua liberacao
ocorre por um mecanismo que pode ser explicado pelo modelo de Higuchi, que
descreve a liberagdo de farmacos a partir de sistemas de matriciais (Equacao 2).
Esse modelo é fundamentado na Primeira Lei de Fick e tem sido muito utilizado para
relatar a liberagdo de farmacos por vérias formas farmacéuticas modificadas, como
no caso de sistemas transdérmicos e comprimidos de matriz com farmacos sollveis
em agua. E descreve a liberacdo de um farmaco a partir de uma geometria planar
fina (Freitas et al., 2018).

De acordo com Costa (2002), esse modelo assume que o farmaco na camada
superficial do sistema dissolve-se na matriz polimérica e difunde-se para fora do
mesmo, quando a quantidade do farmaco se esgota, a proxima camada comeca a
exaurir.

Este modelo permite o calculo da liberagcédo de farmaco a partir de um tipo de
sistema bastante complexo sendo Ku a constante de liberacao de Higuchi, que é
dependente da raiz quadrada do tempo (Siepmann e Peppas, 2011; Parmar e
Sharma, 2018).

=Kt @)

o0

2.6.1.4 Modelo Korsmeyer-Peppas (Lei de Poténcia)

Este modelo cinético que também €& conhecido como Lei de poténcia, foi
desenvolvido por Korsmeyer e Peppas, e tem sido utilizado por varios pesquisadores
por descrever a liberacdo de farmaco através da difusao Fickiana e do transporte

andmalo (Korsmeyer et al., 1983). O modelo é representado pela Equacao 3.

Mt
— = Kt" (3)
Moo

Esta equacao estabelece uma relacdo exponencial entre a liberacdo com o

tempo.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/drug-release
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/drug-release
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Onde K representa a constante cinética que apresenta as caracteristicas
estruturais e geométricas da forma de liberagdo controlada. n € o expoente de
liberacao. M: é a quantidade do farmaco em funcao do tempo e M. é a quantidade

total do farmaco. De acordo com Siepmann e Peppas (2001), o expoente “n” varia

de acordo com a geometria das matrizes dos farmacos, o valor de “n” caracteriza os

diferentes mecanismos de liberagé@o, conforme apresentada na Tabela 1.

Tabela 1- Expoente “n” do modelo de Korsmeyer-Peppas e os mecanismos de liberacao de
farmacos de diferentes geometrias.

Expoente, n Mecanismo de Liberacao
Filmes Cilindro Esferas
0.5 0.45 0.43 Difus&o Fickiana
0.5<n<1.0 0.45<n<0.89  0.43<n<0.85 Transporte Anémalo
1.0 0.89 0.85 Transporte Caso Il

Fonte: Siepmann e Peppas (2001).

2.6.1.5 Modelo de Peppas & Sahlin

O modelo baseia-se no pressuposto de que é possivel calcular os dois
mecanismos contributivos aproximados: difusdo e relaxamento (Peppas & Sahlin,
1989).

Peppas e Sahlin (1989), desenvolveram um modelo de cinética de liberagao
conforme apresentada na Equagéo 4 abaixo.

M =K, t"+K,t*" (4)

Moo

Considerando o lado direito da equacao, o primeiro termo representa a
contribuicdo da difusdo de Fick, enquanto o segundo termo representa a
contribuicdo de relaxamento do Caso Il. O coeficiente m € o expoente de difusdo

puramente fickiano para um sistema de qualquer geométrica.
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O coeficiente m esté relacionado ao coeficiente n da lei de poténcia, que foi

dado para qualquer forma, incluindo filmes, cilindros e esferas (Tabela 1).

2.6.1.6 Modelo de Hopfenberg

Este € um modelo utilizado para explicar a liberagado de farmacos a partir de
polimeros erodiveis em varias formas geométricas. Hopfenberg prop6s uma série de
equacoes para descrever a liberacdo do farmaco a partir de filmes planares,
esféricos ou cilindricos, com erosédo heterogénea (Siepmann et al., 2012).

Erosdo superficial ou heterogénea € um fendmeno que ocorre quando a
invasado da agua é lenta ou a hidrélise do sistema ocorre em ritmo muito répido. Em
outras palavras, a taxa de degradacdo das matrizes poliméricas (degradacao do
polimero) ocorre em uma taxa muito mais rapida do que a intrusdo de agua no

polimero (Siepmann et al., 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi executado na Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG) no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do
Nordeste (CERTBIO). Para isso, os materiais utilizados e as caracterizagcbes

realizadas estéo descritos a seguir.

3.1 Materiais

Tabela 2 mostra os materiais utilizados na pesquisa.

Tabela 2 — Materiais utilizados na pesquisa

Materiais Fornecedor

Produzida pelo CERTBIO, a partir do exoesqueleto
do camarao Lipopenaeus vannamei, apresentando
peso molecular de 270 kDa e grau de desacetilagcao

Quitosana grau DD= 88%(*).
médico Esta apresenta registro no SisGen (Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado), sob protocolo
AEBD12D e planta sob protocolo A18AA04.

Hidréxido de - .
Sédio, (NaOH) Neon® (Sao Paulo, Brasil)
Metanol, (CH3OH) Neon® (Sao Paulo, Brasil)
Acido Latico, Vetec® (Duque de Caixas/Rio de Janeiro, Brasil).
(C3HeO3).
N-Acetil-D-

Glucosamina=99% Sigma-Aldrich® (Darmstadt, Alemanha).

Tampao Fosfato
Salino — PBS
Lisozima Sigma-Aldrich® (Darmstadt, Alemanha).

Sigma-Aldrich® (Darmstadt, Alemanha).

(*) O grau de desacetilacdo foi calculado por FTIR (Espectroscopia na regiao do
Infravermelho com Transformada de Fourier), de acordo com os calculos de
Brugnerotto et al., (2001).
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3.2 Metodologia

O fluxograma a seguir apresenta a metodologia utilizada para obtengdo dos
fios de quitosana (Figura 12).

Preparacao das Solucdes de

Quitosana de 1, 2, 3 e 4 % Preparacé@o da Solucao
dissolvida em 0.05; 0.11; 0.16 » Coagulante 70% NaOH
e 0.21 mol/L de acido latico, (1 mol/L) e 30% Metanol

respectivamente

L N

. ; Microscopia i i i R . . . . Ensaio
Microscopia . p leratometrla Ensalp Angulo de Biodegradacdo Liberacdo || Cinética de L
Otica (MO) Eletronica de oz elaa LEEITED in vitro in vitro Liberacdo clinico in

Varredura(ME (DRX) de Tracdo Loy ¢ vivo

|
! | | }

Espectroscopia na
Analise de Microscopia regido do
Perda de Eletrénica de Infravermelho por
Massa Varredura (MEV) Transformada de
Fourier (FTIR)

Ensaio Mecanico
de Tracdo

Figura 12 - Fluxograma de Obtenc¢éao dos Fios de Quitosana.
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3.2.1 Preparacao da Solucao de Quitosana

Foram preparadas solugcdes de quitosana (Figura 13) com diferentes
concentracbes 1, 2, 3 e 4% (m/v), a partir da dissolugédo do polimero na forma de
flocos em uma solucdo aquosa de 4&cido latico utilizada em quantidades
estequiométricas, em relacdo aos grupos amina da quitosana (Apéndice A). Onde a
dissolucado da quitosana ocorreu a partir da protonagao dos grupos amina, sendo a
concentracao de acido latico (Figura 14) de 0,05 mol/L; 0,11 mol/L; 0,16 mol/L e 0,21
mol/L, para as concentracdes de 1, 2, 3 e 4% de quitosana, respectivamente,
conforme apresentado no Apéndice B. A solugdo de quitosana permaneceu em
agitacao mecanica constante a temperatura ambiente 25 = 1°C por cerca de 2h, com
velocidade constante de 600 rpm. Em seguida as solugdes foram acomodadas em
tubos falcons e centrifugado por 5 min a 3000 rpm para eliminar bolhas de ar.

() (b) (c)

Figura 13 - Esquema representativo do processo de obtencdo da solugdo de quitosana. (a)
solucao de acido latico, (b) flocos de quitosana e (c) solucao de quitosana.
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Utilizou-se as concentracdes de 3 e 4% de quitosana para obtencéo dos fios,
por estas apresentarem propriedade reoldgicas mais satisfatorias para o processo
de fiacdo, conforme apresentado nos resultados reolégicos (Figura 19), para as
concentragdes de quitosanade 1, 2, 3 e 4 %.

A escolha para a utilizacado do acido latico (Figura 14) ocorreu, por este gerar
como subproduto o ion lactato, que é metabolizado no corpo humano. Sendo nao

toxico, evidenciando também melhorias na cicatrizagao de feridas.

OH

OH

Figura 14 - Representacdo esquematica da molécula do Acido Latico.

Para a obtencéo da solucao de quitosana (4%), utilizou-se a solug¢éao de acido
latico (0.21 mol/L), que apresentou pH = 2,5 e concentracdo hidrogenidnica de 3,16
x 10° mol/L. Apds a solubilizacdo da quitosana o pH passou para 3,8 e ocorreu

consequentemente a diminuigdo da concentragcdo de [H*] para 1,58 x 10* mol/L.

*% OH OH OH OH

O O (0] ° o = (0] ©
HO HO HO HO *
NH, NHCOGH NH, NHCOCH |

Quitosana em Flocos

Solubilizacao

I

I

I
v
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Quitosana Acido Latico dissociado
* OH
%, OH HyC 0
o = o) © + >—/< + H*
HO HO * HO o}
NH, NHCOCH , (aq)

*
NHCOCH
Ox
£ fon lactato fon lactato
HyC™ 5 PH HyC™ 5 PH
HO 4 *
NH; = NHCOCH , ~ NHCOCH ,

Quitosana Protonada

Figura 15 - Representagédo esquematica da dissolugédo da quitosana (Fonte Prépria).

O cation [H*] do acido latico se ligou ao grupo amino (NHz2) da quitosana,
protonando-a (NHs*), ou seja, os grupos desacetilados da quitosana ficaram
carregadas positivamente (Figura 15), tornando-se um polieletrélito. Provavelmente
a concentragdo do acido latico adicionado a quitosana, foi maior que a quantidade
necessaria para atacar a amina (NHz2) da quitosana, ou seja, mesmo utilizando
relagbes estequiométricas verificou-se que o meio ainda ficou &acido, com
concentracéo hidrogenibnica livre de 1,58 x 10 mol/L.

Devido a presenca dos grupos protonados da quitosana (NHs*), tem-se a
repulsdo entre os mondémeros polieletrélitos. Essa repulsdo de Coulomb, maximiza a
distancia entre eles, mas ndo os separam devido as ligacdes intramoleculares que
séo do tipo covalentes (Cai et al., 2016). Tem-se ainda que grupos (-OH) presentes
ao longo das cadeias poliméricas de quitosana formam ligagbes de hidrogénio
(Endres e Weichold, 2019).
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3.2.2 Preparacao da Solucao de Quitosana/Glucosamina (Quitosana/GicNAc)

Para se obter a solucdo de Quitosana/Glucosamina (Quitosana/GlcNAc), a
solucdo de quitosana foi, inicialmente, obtida a 4% (m/v), e em seguida foi
adicionada, lentamente 0,2 g de GIcNAc com agitacdo continua mantida por 30 min
a 600 rpm. (Apéndice C).

Essa pequena quantidade de GIcNAc foi estudada nos fios de quitosana
devido ao sistema de liberacdo em estudo ser transdérmico, aumentando assim sua
disponibilidade quando comprado com o uso oral, conforme apresentado por
Persiani et al. (2005).

A Figura 16 apresenta o0 esquema representativo da possivel interagcao da N-

Acetil-D-Glucosamina na molécula de quitosana.

*Z@A OH OH OH OH
0 0
NH HO NH HO NH HO NH
3 ! 3
OH :
HBC ,,;:"""" ©

 TCH,

OH

OH ---
OH g

y\ _OH Ho—— |
. HO

o N-Acetil-D-Glucosamina
OH HO

R o::::'—\\
*77% OH OH OH :\CHS OH
@) @)
’ i O@Oﬂoﬁ
+
OH

o

Figura 16 - Representacdo Esquemadtica da reacdao da quitosana com N-Acetil-D-
Glucosamina. (Fonte Prépria).

o}

NH

Pode-se inferir (Figura 16), que as moléculas de GIcNAc provavelmente tem
interacdo por meio dos grupos OH, o grupo cetona da quitosana. Essa preferéncia
ocorre, em detrimento da interacdo do grupo NH (GlcNAc), com o grupo OH da
quitosana, por impedimento estérico. Ou seja, a ligacdo com amina secundaria nao
ocorre, mesmo esta sendo altamente reativa. Desta forma pode-se também ocorrer

ligacdes do farmaco com a quitosana nas regides acetiladas (12%).
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O fluxograma a seguir apresenta a metodologia utilizada para obtencao dos
fios de Quitosana/GIcNAc (Figura 17).

Preparacdo da Solugao )
de Quitosana 4 %
dissolvida em 0.21 mol/L
de acido latico
+
0.2g de N-Acetil-D-
Glucosamina

Preparacdo da Solucdo
Coagulante 70% NaOH
(1 mol/L) e 30%
Metanol

Processo de
Fiacdo
-Perfil = Tmm
-Seringa = 20 mL

-@ =19.7 mm
| S

Banho de
Lavagem
(3 Ciclos agua
Ultra pura t = 30)

Banho de
Secagem em
Metanol
t=1h

Secagem em
Estufa

T=65C
t=1h

‘ Caracterizacoes ’
: . Microscopia Difratometria Ensaio A , Ensaio
Microscopia 3 i e inéti
fic ) Eletrénica de de Raios-X Mecanico Angulo de B\Odngadagao Lllberlagao C\Inetlca~de Clinico in
Otica (MO) N Contato in vitro in vitro Liberacio .
Varredura(MEV) (DRX) de Tracdo e
l - l - Y l
Microscopia Espectroscopia na
Andlise de Eletronica regido do Ensaio
Perda de de Infravermelho por | | Mecénico
Massa Varredura Transformada de sob Tracdo
(MEV) Fourier (FTIR)

Figura 17 - Fluxograma de Obtencao dos Fios de Quitosana 4%/GIcNAc.
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3.2.3 Preparacao da Solucao Coagulante

Os materiais e parametros utilizados nesta etapa foram predeterminados a
partir de experimentos realizados inicialmente em uma fase exploratéria. A
metodologia utilizada para a preparacdo da solugdo coagulante foi a metodologia

utilizada por Silva et al.(2019b), conforme Apéndice B.

Figura 18 - Representacdo esquematica do processo de obtengéo da solugéo coagulante.

A solugcao coagulante para a obtencao dos fios (Figura 18), foi preparada a
partir da reacdo de uma solucao de 70% de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, com
30% de metanol - CH3OH. A solucao de hidréxido de sddio foi filtrada em filtro de
seringa de 20 um para retirar cristais de NaOH que nao foram dissolvidos na
solucéo.

Nesta etapa a solugdo coagulante apresentou pH=12,95; pOH=1,05 e
consequentemente concentracao hidroxilibnica de 0,089 mol/L.

3.2.4 Processo de Fiacao dos Fios de Quitosana e Quitosana 4%/GIcNAc

As solugdes de Quitosana e Quitosana 4%/GIlcNAc foram colocadas em uma
seringa (20 mL) e com auxilio de uma bomba injetora (Pump 11 Pico Plus Elite,
Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), fiada com fluxo de 45 mL/h (Cruz et al.,
2016), diretamente no banho coagulante, sendo a distancia do final do perfil até o
fundo do Becker com solucdo coagulante foi fixada em 8,6 cm e toda a fiacéao

ocorreu em temperatura ambiente.
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Os fios foram obtidos pela neutralizacdo da solugao acida de quitosana com
a solugédo coagulante de carater basico, formando os fios logo apds o contato da
solucdo de Quitosana e/ou Quitosana/GlcNAc com o banho coagulante, gerando
também os produtos finais (Figura 19).

oﬂ/o © + HO + I + CH,OH + Na® 4+
HO
HO * H,C~ YOH

NH2

NHCOCH

Fio de quitosana (coagulado)

Figura 19 - Produtos finais (quitosana, agua, lactato de sédio, metanol) na solucao
coagulante.

O tempo de permanéncia dos fios na solugdao coagulante foi de 10 min, pois
conforme visto no estudo exploratério os fios apresentam coagulagcdo completa em
apenas 72 segundos. Quando utilizado, solugdo coagulante de NaOH 1 mol/L,
quitosana de alta massa molar e perfil de fiacdo com didametro de 1mm, conforme

apresentado na Figura 26.
3.2.5 Preparacao dos Banhos de Lavagem e Secagem

Foi realizado banhos de lavagem com &gua ultrapura, logo apoés os fios
serem retiradas do banho de coagulacao. Os fios ficaram imersos em agua ultrapura
por 90 min, sendo a agua trocada a cada 30 min (3 ciclos), até apresentarem
aproximadamente um pH=7.

Aplds esse periodo os fios permaneceram em um banho de secagem,
contendo 100% de metanol por 1 h (Figura 20). A metodologia utilizada para o

processo de lavagem dos fios de quitosana foi o reportado por Silva et al.(2019b).
3.2.6 Secagem dos Fios
Durante o processo de secagem (Apéndice E), os fios foram tensionados em

10%, com relagdo ao comprimento inicial, e acomodados na estufa a temperatura de
65 °C, com circulacao de ar, por 1 h (Figura 20).

HO™
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Bomba Infusora Solug¢ao Coagulante
Fluxo = 45 mL/h NaOH (1M)
Volume = 20 mL

Solugdo Coagulante Solugdo de Lavagem Solugdo de Lavagem Solugdo de Lavagem Solugdo de Secagem
NaOH (1M) (agua destilada) (agua destilada) (dgua destilada) (alcool Metilico 100%)
t=1h t =30 min. t =30 min. t =30 min. t =30 min.

Tensionamento das fibrasl

T =65"C

Secagem das fibrasI

Figura 20 - Representagdo esquematica do processo de obtengéo do fio de quitosana.
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3.2.7 Caracterizacoes

3.2.7.1 Ensaio Reoldgico

Foi realizada a caracterizacao reolégica das solucbes de 1, 2, 3 € 4 % no
Redmetro Haake Mars lll, equipado com geometria de placas paralelas e um
sistema com banho térmico para controle de temperatura. Foi utilizada a

temperatura constante de 37 ° C, e o gap foi de 0,500 mm para todas as solugdes.
3.2.7.2 Microscopia Otica (MO)

A técnica por Microscopia Otica, foi utilizada com o objetivo de avaliar a
cinética de coagulacdo, a morfologia e os aspectos macroscépicos dos fios obtidos,
através de um Microscépio Optico Hirox de reflexdo e transmissdo com acessérios
2D e variacado de 50 X-400 X, acoplado a uma estacao de analise de imagens. As
imagens foram realizadas nos aumentos de 350 x. A medigdo do didmetro dos fios
(n = 10) foi realizada utilizando o software ImageJ®.

3.2.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie e a secdo transversal dos fios de quitosana e
quitosana/GlcNAc foram observadas usando o Microscopio Eletrénico de Varredura
de bancada, PHENON, modelo MEV PROX, (PHENOM WORD-800-07334
(Holanda, UE), com aumento de até 45000x, profundidade de foco de 1 mm,
resolucao de 30nm, 5,10 e 15 KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa). As
amostras dos fios foram colocadas em fita de carbono. A secéo transversal foi obtida
a partir da fratura do fio em nitrogénio liquido, e o tamanho médio dos poros foi
medido usando o software ImageJ®.

3.2.7.4 Difratometria de Raios (DRX)

Os perfis de difracao de raios-X (XRD) foram registados em um difratometro
Shimadzu modelo XRD-7000 (Shimadzu, Téquio/Quioto, Japdo) com uma radiagao
Cu-Ka Ni-filtrada.
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Os perfis de DRX foram coletados na faixa de espalhamento 2 6 = 10-40°,
com resolucdo de 0,02°, a uma velocidade de varredura de 1° min~ '. As analises
foram realizadas aplicando 40 kV de tensao e 30 mA de corrente. As amostras foram
dispostas em paralelo, depois submetidas ao ensaio. Para avaliar a mudanca de
cristalinidade dos fios de quitosana e quitosana/GlcNAc foi calculado o grau de
cristalinidade (%). Para isto realizou-se a deconvolugédo dos padrdes de difragédo de
raios-X das amostras, os picos foram ajustados com fungdes Gaussianas usando
ajuste nao linear de minimos quadrados, com o software ORIGIN PRO 9.0. O grau

de cristalinidade das amostras foi calculado pela seguinte Equacgéao 5.

Grau de Cristalinidade (%)= — Area Cristalina x100 (5)

Area Total (area cristalina + area amorfa)

3.2.7.5 Ensaio Mecanico sob Tracao

O ensaio mecanico sob tragdo, foi utilizado para caracterizar as
propriedades mecéanicas dos fios de quitosana e quitosana/GlcNAc. O teste foi
realizado na Instron Modelo 6633, de acordo com a Norma ASTM D2256: Standard
Test Method for Tensile Properties of Yarns by the Single-Strang Method. O ensaio
foi realizado a partir de 15 amostras. Utilizando célula de carga de 500 KN,
velocidade de 120 mm/h e distancia entre as garras de 100 mm. O teste foi
conduzido a temperatura ambiente de 24 + 2 ° C e umidade relativa de 60 + 2%.

Fios sem n6 (Fig. 21a), e com né simples (Fig. 21b), foram testados em
estado seco e sob condigdes de incubac¢ao, com o filamento embebido por 5 min em
PBS a 37 °C para mimetizar condi¢des in vivo, e os testes realizados em 2 minutos
apds a remocdo dos filamentos do fluido, de acordo com os padrdes de teste de
sutura absorvivel da United States Pharmacopeia. A falha foi definida como a
ruptura do fios, e a resisténcia a tragdo ou tensao na falha foi definida como a forga
de tracdo (N) medida na falha. Os dados de deslocamento-carga resultantes foram
convertidos em dados de forga de tracdo (N), alongamento na ruptura (%), modulo
de Young (GPa) e resisténcia a tracdo maxima (MPa). Todos o0s nés simples foram
amarrados usando luvas cirdrgicas e foram amarrados por um unico investigador em

varias sessdes para evitar qualquer variagao na forgca do né.
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Figura 21 - Fios de quitosana e quitosana/GIcNAc sem n6 (a); com né simples (b) colocados
na maquina Instron com o n6 aproximadamente entre os grampos (c).

Os fios foram colocados na maquina Instron com o n6 aproximadamente
entre os grampos (Figura 21c). Todos os fios utilizados estavam no padréo fio de
sutura 6-0 de acordo com U.S. Pharmacopeia. Os dados foram expressos como
média * desvio padrao para dez amotras. Os dados foram avaliados por meio de
andlise de variancia (ANOVA) e a significancia do modelo foi verificada com o teste
T, com nivel de significancia de 95% (p <0,05), utilizando o software Action Stat
Quality®.

3.2.7.6 Grau de Intumescimento (Gl)

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a absor¢cdo do PBS em
meio fisiolégico pelos os fios de quitosana. Os fios foram inicialmente pesados e em
seguida mantidos no PBS. Em intervalos de tempo pré-determinado as amostras
foram retiradas da solucao e secas superficialmente em papel filtro, para retirar o
excesso de solugcao e pesadas novamente. A partir da Equacgéo 6 calculou-se o grau
de intumescimento de cada amostra no tempo t. Onde, W: é o peso da amostra no

tempo t e Wo € o peso inicial da amostra.

_ Wt-Wo
Wo

GI x 100 (6)
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3.2.7.7 Angulo de Contato

O ensaio de angulo de contato foi realizado com o objetivo de avaliar a
molhabilidade dos fios de quitosana 4% e quitosana 4%/GIcNAc.

Para a medicao do angulo de contato utilizou-se um sistema de medicéao do
angulo de contato (Kriiss GmbH Germany, modelo: DSA 100), este sistema coloca
automaticamente uma goticula de agua na superficie do fio, empurrando a gota para
baixo e soltando-a na superficie, sem permitir o controle do usuario. E entdo uma
camera captura a forma da goticula de agua na superficie, a partir da qual o angulo
de contato € medido por um software comercial.

Os angulos de contato dos fios foram medidos em uma média de 5 amostras

para cada tipo de fio estudado. O ensaio foi realizado na Ilha da Madeira/Portugal.

3.2.7.8 Biodegradacao in vitro

O ensaio foi realizado a partir das normas ASTM F1635-04 Standard teste
Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins
and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e ASTM F2103-01 Standard
Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials
Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products
Applications (2007). A biodegradacéo dos fios foi estudada a partir da analise da
perda de massa, FTIR e pelas alteragbes morfoldgicas observados por MEV. Os fios
com 3 e 4% de quitosana e quitosana 4%/GIcNAc, foram cortados em tamanhos
iguais (5 cm) em seguida pesados, sendo utilizadas 3 amostras para cada
composicado. Os fios foram avaliados em solugdo de lisozima/PBS (pH = 7), na
concentragdo de 1,5 pg/mL, como também na solugdo de PBS (pH = 7) para
controle e acondicionados em temperatura de 37 °C e em pH=7,4. Em intervalos
regulares (7,14,21,28,35,42, e 49 dias), os fios foram retirados da solu¢ao de PBS e
PBS/Lisozima, lavados com agua destilada e colocados em papel absorvente para
remover o excesso de agua superficial, em seguida foram pesados. A concentracao
de lisozima foi escolhida por corresponder a concentragcdo no corpo humano
(Brouwer et al., 1984; Freier et al., 2005; Lim et al., 2008). As solucbes foram

trocadas semanalmente para garantir a atividade enzimatica.
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As amostras dos fios de quitosana foram avaliadas em 49 dias e de fios de
quitosana 4%/GIcNAc em 35 dias. A partir da Equacao 7 foi possivel calcular a
porcentagem de perda de peso.

Onde, Wo refere-se ao peso inicial do fio, e W ao peso dos fios retirados da
solucdo apOs periodos pré-estabelecidos. A porcentagem de biodegradacao foi

expressa em médias e com desvio padrao.

Wo-W

Perda de Peso (%) = x 100 (7)

3.2.7.9 Liberacao in vitro da N-Acetil-D-Glucosamina

A quantidade de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) liberada a partir dos fios
de quitosana/GlcNAc foi medida usando um espectrofotdmetro (UV-VIS) ultravioleta-
visivel (Shimadzu, modelo 1800, Kyoto, Japao). Os valores maximos para a
absorbancia de GIcNAc em PBS (pH = 7,4) também foram determinados usando um
Espectrofotémetro de UV-VIS. A amostra do fio de 36 cm foi incubada em uma
solugao de PBS 50 mL (pH = 7,4) e mantida em 37 + 0,5 °C. Uma aliquota do meio
de liberacdo (3 mL) foi retirada através de uma seringa com filtro de membrana de
0,45 um (millipore, Bedford, MA, EUA) em intervalos de tempo pré-determinados (1,
24, 192, 336, 504, 672, 840 e 1176 h), e uma quantidade equivalente do meio da
dissolucdo (mantido em 37 °C), foi substituido. As amostras coletadas foram entao
analisadas para o contetdo GIcNAc medindo a absorbancia em 192 nm (Amax de
GIcNAc em solucao tampao fosfato pH 7,4). Os experimentos foram realizados em
triplicada para cada formulacao dos fios, a fim de minimizar a variagdo de erro. Os
valores médios foram utilizados para tratamento e plotagem de dados. A
concentracdo do farmaco foi calculada de acordo com uma curva padrdo, e a
liberacdo cumulativa foi obtida a partir da Equacéao 8 .

> CV, x 100
Libera¢do Cumulativa (%) = =2 — (8)

Onde Vo é o volume da amostra (3,0 mL), Ci é a concentracdao (mg/L) do

farmaco no tempo, e m é a massa do farmaco incorporado no polimero (0,8 mg).
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3.2.7.10 Cinética de Liberacao

Também foi avaliada o modelo de liberacao do sistema a partir da analise da
cinética de liberacdo. As amostras foram avaliadas nos tempos de 1, 24, 192, 336,
504, 672, 840 e 1176 horas. Para isso, utilizou-se o DDSolver, que é um programa
complementar para modelagem e comparacao de perfis de dissolugdo de farmacos,
sendo usado para facilitar a modelagem de dados de dissolugao usando métodos de
otimizacdo baseados em uma biblioteca de modelos com o objetivo de otimizar o
calculo, reduzir os erros do usuario e fornecer uma maneira conveniente de relatar

dados de dissolugdo com rapidez e facilidade (Zhang et al., 2010).
3.2.7.11 Citotoxicidade in vitro (Método Agar)

O ensaio de difusdo em Agar foi realizado para avaliar a citotoxicidade dos
fios de quitosana e quitosana/GIcNAc conforme a ISO 10993-5. Extratos foram
preparados a partir dos fios de quitosana e quitosana/GIcNAc na proporgéao de 0,2
g/ml de solvente para extracdo (adgua ultrapura), o solvente extrator com as
respectivas amostras foram autoclavadas a 121 °C £ 2 °C por 1 h. Os papéis de filtro
com uma area de 100 mm? (10 mm x 10 mm) foram embebidos com os extratos.
Para experimentos de citotoxicidade, células L929 obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro e preservadas no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste - CERTBIO (Brasil), foram cultivadas em placa de 6 pocos
com 35 mm de diametro em meio RPMI 1640 contendo 10 % de Soro Fetal Bovino
(FBS) em fornos umidificados a uma temperatura constante de 37 °C £ 1 °C em uma
atmosfera com 5 % + 1 % de CO2. As suspensdes celulares com concentracao de
1,1 a 1,3 x 10° células/mL, em um volume de 5 mL, foram semeadas em 24 h. Apds
este periodo, as culturas que apresentaram uma monocamada de células uniforme e
com confluéncia superior a 80% foram utilizadas para o ensaio. Em seguida, 0 meio
foi substituido por 1 ml de meio agar preparado contendo 1,8% de agar e 0,01% de
solugéo vermelha neutra e MEM (Meio Essencial Minimo) 2x concentrado. Apés a
solidificagdo do &gar (10 min), os papeis filtrantes embebidos nos extratos dos
filamentos (quitosana e quitosana/GlcNAc) foram colocados na superficie do agar,
assim como os controles positivo (latex) e negativo (filtro Whatman n1). No centro de
cada placa, as amostras foram realizadas em duplicada.
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Apb6s 24 h de incubacao, o indice de descoloracdo (formagdo de halo) e o
indice de lise foram avaliados usando um microscopio Optico. A lise celular foi
definida como uma perda da integridade da membrana celular, visivel sob o
microscoépio de luz invertida (NIKON TS100 digital, Téquio, Japao) com o recurso de
ampliacdo de imagem do software NISElements. A lise celular foi classificada de

acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Critérios da ISO-10993-5, para a pontuacao de reatividade do ensaio de difusao
em agar

Grau Reatividade Descricao da zona de reatividade
0 Nenhum Nenhuma zona detectavel em torno ou abaixo do espécime
1 Leve Algumas células mal formadas ou degeneradas sob espécime
2 Suave Zona limitada a area sob espécime
3 Moderado Tamanho da amostra de extensdo da zona até 1,0 cm
4 Severo Zona que se estende além de 1,0 cm além da amostra

Fonte: (ISO-10993-5, 2009).

3.2.7.12 Avaliacao in vivo

O ensaio in vivo foi realizado em parceria com a Unidade Académica de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Campina Grande (UACB/UFCG). A
realizacdo da cirurgia ocorreu no Laboratério de Bioensaios (LBio), Campus de
Patos/Paraiba. Onde foram utilizados 36 ratos da raga Wister, do sexo masculino,
com peso entre 250 e 300 g. O procedimento foi realizado por incisdo do dorso de 2
cm, seguida da sutura, utilizando o fio de quitosana 4 %, quitosana 4%/GIcNAc e o
fio comercial catgut. A avaliagdo clinica, visual e tatil da ferida cirargica foi feita
diariamente durante quatorze dias, observando a presenca de reacao inflamatoria,
como: calor, rubor e edema. A pesquisa foi aprovada pela comissdo de ética em uso
em animais sob parecer CEP/CEUA n°068-2017.
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3.2.7.13 Analise Estatistica

Diferencas nos valores médios para os fios de quitosana e quitosana/GIcNAc
foram comparadas, em relacao a significancia de suas propriedades mecanicas,
bem como no teste de biodegradacdo pelo teste-T. O valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. A andlise estatistica foi realizada com
auxilio do software Action Stat Quality®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise dos Fatores que Influenciam nas Propriedades dos Fios

Antes do inicio das caracterizagdes, realizou-se um estudo prévio dos
fatores que influenciam de forma mais efetiva nas propriedades mecanicas dos fios
de quitosana. Logo, obteve-se um diagrama de Ishikawa, onde esses fatores foram
expostos de maneira que facilitasse a andlise e a obtencdo de fios com boas
propriedades mecanicas, visualizando também quais seriam os fatores de riscos.

A Figura 22 apresenta o diagrama de Ishikawa para a for¢a a tracdo (N) dos
fios de quitosana, desenvolvido para este sistema.

Processamento
dos Fios
Tensionamento

Viscosidade Temperatura

Tempo de permanéncia

Presenca de na solugéo Coagulante
defeitos/bolhas

Resisténcia a

Carga (N)
Banho de
— Coagulagéo Preﬁenc.:;a ou
Caracteristicas . auséncia de no
- ——/ Diémetro
da Quitosana ,
do fio Estado Umido
. Oou seco
Material En?alno df:'
Resistencia

Figura 22 - Diagrama de Ishikawa para a forca de tracdo dos fios de quitosana.

O diagrama de Ishikawa (Figura 22), conhecido também como diagrama
causa e efeito ou espinha de peixe, apresenta fatores significantes que tem
influéncia direta ou indireta nas propriedades finais dos fios de quitosana, sendo a

maioria destes fatores controlaveis.
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Verificou-se a partir do diagrama que os materiais utilizados, como a
quitosana que € o polimero utilizado para obtenc&o do fio, devem ser observados e
analisados quanto a suas caracteristicas (massa molecular, grau de desacetilacao,
concentracao da solucéo e o &cido utilizado na solubilidade). Os reagentes utilizados
na solucao coagulante também foram estudados destacando a analise do tempo de
permanéncia do fio no banho e a concentragdo da solugéo.

No processamento dos fios pode-se observar maiores indices de influéncia
na forca a tragdo, destacando no processo de fiagdo a importancia da viscosidade
da solucdo, que nao pode ser fluida, como também ndo pode apresentar alta
viscosidade. Observa-se ainda que as bolhas sado defeitos que afetam
negativamente a forga de trac&o dos fios, por serem concentradores de tenséo.

A partir de estudos prévios verificou-se ainda que o tensionamento e a
temperatura da secagem dos fios afetam diretamente sua resisténcia, sendo
necessario também uma anélise desses fatores.

Logo, a partir do diagrama exposto (Figura 22), foi possivel verificar quais os
parametros seriam avaliados e estudados. Haja visto, que a pesquisa teve como um
dos objetivos principais obter boas propriedades mecanicas dos fios de quitosana,

controlando e analisando todas as caracteristicas que influenciam no processo.

4.1 Ensaio de Reologia

4.1.1 Estudo Preliminar - Determinacao da Solucao Usada para Obtencao dos
Fios

Inicialmente foi analisada a viscosidade das solugdes com diferentes
concentragbes de quitosana 1, 2, 3 e 4% (m/v), com a finalidade de selecionar a
concentracdo com viscosidade mais adequada para o processo de fiacado Uumida.
Para isto, foram avaliadas estas solu¢des de quitosana dissolvidas em acido latico
(v/v), a partir das relagdes estequiométricas calculadas, conforme apresentada no
Apéndice A.

A Figura 23 apresenta o grafico da curva de viscosidade (mPa.s) das
solugdes de quitosana nas concentragdes de 1, 2, 3 € 4% (m/v).
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Figura 23 - Curvas de fluxo de viscosidade (mPa.s) versus taxa de deformacao (s)' das
solucdes de 1,2,3 e 4% de quitosana dissolvidas em acido latico.

Através da andlise visual foi possivel observar que as amostras
apresentavam-se homogéneas e transparentes, indicando uma boa dissolugdo do
polimero pelo acido latico.

A partir destes resultados (Figura 23), verificou-se que as viscosidades das
solugcbes sao baixas para as concentragcbes de 1 e 2 % de quitosana. Nestas
amostras observa-se um comportamento de fluido Newtoniano, a curva apresenta-
se predominantemente linear pelo resultado do movimento livre das cadeias
poliméricas. Este comportamento é comum em solugdes muito diluidas (Hamdi et al.,
2019; Luo et al., 2019).

Materiais que apresentam esse comportamento de diminuicdo da
viscosidade com o aumento da taxa de deformacdo, sdo conhecidos como
pseudoplasticos. A viscosidade das solugcdes de quitosana é funcdo da massa
molecular e da interacdo entre estas moléculas. Assim, em solucbes diluidas
(solucdes éacidas), o surgimento dos grupos NH* provoca repulsdes eletrostaticas
entre as cadeias, facilitando sua dispersao pelo solvente, o que diminui a interagcao
intermolecular e consequentemente a viscosidade das solugdes, com a diluigéo,
exibindo um comportamento newtoniano (Morais et al. 2013; Afzal et al. 2018;
Kumar et al. 2018).
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Observa-se que o aumento da concentracdo das solugcdes de quitosana,
ocasiona a variacao de forma gradual do formato das curvas (Figura 23), isto se
deve a maior interagdo e emaranhamento intermolecular. Uma vez que, em solugdes
mais concentradas se tem maior numero de cadeias disponiveis para interacao.

Para as concentragées de 3 e 4% de quitosana, tem-se um aumento
significativo da viscosidade, € importante destacar que esses valores de viscosidade
(mPa.s) inicialmente apresentados, foram encontrados a partir da taxa de
cisalhamento (s™') com valor zero (0).

Constata-se ainda no gréafico da Figura 23, um declinio na viscosidade das
solugdes com concentragdes mais elevadas (3 e 4%), com o0 aumento da taxa de
deformagéo, comportamento este de fluido pseudoplastico (fluido ndo newtoniano),
sendo essa mudanga mais acentuada para a amostra de 4%. A maior viscosidade é
apresentada para a solucao de 4%, isto ocorre, pois, as cadeias do polimero se
aproximam, e promovem uma interac&do intermolecular, restringindo os movimentos
individuais das cadeias formando uma rede mais compacta e consequentemente
mais viscosa.

Porém, no processo de fiagdo umida as taxas de deformacgéo sao diferentes
de zero, assim se fez necessario calcular este valor durante o processo de fiacdo.
De acordo Dresvyanina et al. (2013), como a taxa média de deformacao para um

[

capilar, de raio “r’, esta relacionado com a taxa de alimentacdo da solucdo do
polimero “Q”, pela Equacao 9, podemos assim calcular a taxa de deformacao que
atua no perfil, durante a fiacao do fio, substituindo os valores de Q= 45 mL/h e raio R

= 0,5 mm, conforme os calculos apresentados no Apéndice F.

y= 2 ©)

2R’

A taxa de deformacéao no perfil de fiagao (determinada na Equacao 9) foi de
63,69 (s), logo, durante o processo de fiagcdo nesta taxa de deformacdo as
viscosidades (n) sdo de 86,22; 1034,20; 3246,14; 7196,02 mPa.s, para as
concentracbes de 1, 2, 3 e 4 % respectivamente (Figura 23).

Este resultado corrobora com Dresvyanina et al. (2013), que apresentou em
seu trabalho com filamentos de quitosana a 4% dissolvido em solucdo de &acido
acético (2%), regides de taxa de deformacdo no perfil cilindrico entre 6000 e 7000
mPa.s.
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Com o objetivo de avaliar os modulos de armazenamento e perda, foram
medidos os modulos de G’ e G” em fungdo w rad/s (Figura 24), para as soluc¢des de

1, 2, 3 e 4% de quitosana.
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Figura 24 - Curvas do médulo de armazenamento G’ e de perda G” (Pa) em funcéo w rad/s,
obtidas para as solugdes de 1, 2, 3 e 4% de quitosana.

A partir dos resultados apresentados nos graficos da Figura 24, verifica-se
que o aumento da frequéncia angular, ocasionou aumento no modulo de
armazenamento G’ e no médulo de perda G”.

Em todas as amostras tem-se para frequéncias menores a predominancia do
carater viscoso, ou seja, aos valores do modulo de perda (G”) sdo superiores aos
valores do médulo de armazenamento (G’). Quanto maior os valores do mdédulo de
G”, maior a indicacado do carater viscoso da solucao. Segundo Afzal et al. (2018),
isso ocorre devido as repulsdes eletrostaticas intermoleculares, que ocorrem nas
solucao acidas de quitosana , que séo carregadas positivamente.

Para a solucao de 1 e 2% de quitosana (Figura 24), verifica-se que o perfil
de predominancia viscosa ocorre ao longo de todo o intervalo de frequéncia

oscilatéria estudado.
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Sendo o médulo de perda G” superior ao modulo de armazenamento G/,
esse é o comportamento tipico de sistemas diluidos, pois ndo ocorre o cruzamento
das curvas de G’ e G”. A curva de 1% de quitosana, indica a energia viscosa, € 0
comportamento do material viscoso desta solucdo (Luo et al., 2019; Zhang e
Waymouth, 2017).

Para as amostras de 3 e 4% (Figuras 24), respectivamente, tem-se que, com
o aumento da frequéncia angular ocorre um crescimento dos valores de G’ e G”.
Verifica-se ainda que o crescimento € mais acentuado para o médulo elastico,
assim, o G’ cruza-se a curva do G”. Em baixas frequéncias tem-se um
comportamento de liquido, onde o médulo de perda G” é maior que o médulo de
armazenamento G’. Em frequéncias angulares maiores de 20 e 62 rad/s para as
amostras de 4, 3% respectivamente, ocorre o cruzamento desses médulos indicando
uma contribuicdo elastica predominante. A alta dependéncia dos modulos
viscoelasticos com a frequéncia indica um comportamento de gel fraco (Zavaleta-
Avejar et al., 2014; Luo et al., 2019). Esse aumento nos moédulos G’ e G” com
relacdo ao aumento da concentragdo da solugdo de quitosana, provavelmente
ocorre devido ao aumento da densidade de carga, que estd associada a
disponibilidade dos grupos polares (maior para a solu¢gao com 4% de quitosana).
Quanto maior a densidade de carga, maior o emaranhamento da cadeia e
consequentemente o aumento dos modulos (Mir et al., 2011; Zavaleta-Avejar et al.,
2014; Luo et al., 2019).

Morais et al. (2013), afirmam que quando se aumenta o gradiente de
pressao, a organizacao das cadeias poliméricas da solucao € transformada em um
alinhamento na diregcdo do fluxo. Assim, quando se aplica uma tensdo sobre a
amostra, através da utilizacdo de uma seringa, a solucéo é capaz de escoar (Silva et
al., 2006).

Assim, a partir dos ensaios reoldgicos decidiu-se utilizar as concentragdes de
3 e 4% de quitosana no processo de fiagdo para a obtencéo dos fios de quitosana,
devido a estas apresentarem propriedades reoldgicas necessarias para poder ser

alimentada e fiada através do perfil, preservando a corrente laminar.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/solution-behavior
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4.2 Cinética de Coagulacao

4.2.1 Estudo Preliminar - Determinacao do Tempo de Coagulacao dos Fios de
Quitosana (Cinética de Coagulacao)

As propriedades de cinética de coagulacdo das amostras de 3 e 4% (m/v) de
quitosana em 0,16 e 0,21 mol/L de &cido latico, respectivamente, foram avaliadas
com o objetivo de determinar as melhores condigdes para o processo de coagulacéo
do fio de quitosana, quando utilizado solugdo coagulante (solucdo agquosa de NaOH
1 mol/L (70%) e metanol (30%)), quitosana grau médico com massa molar de 270
KDa (conforme apresentado na Tabela 2) e perfil de fiagcdo com abertura de 1 mm.

As solucgdes de quitosana foram colocadas em seringas de 20 mL e fiadas,
em placas de petri contendo a solugcdo coagulante. Todo o processo foi examinado
com auxilio de um microscépio 6tico, onde foi possivel capturar imagens em tempo
real do processo, € em seguida avaliar e medir a fronteira entre a regidao do fio
coagulada (raio externo) e ndo coagulada (raio interno) (Figura 25), com auxilio do
software ImagedJ (Wisconsin, WI, EUA).

X Interface da Coagulagdo
! (Solugéo de quitosana/Quitosana Precipitada)

Solugao de 5
Quitosana

7 Interface
,/ (Quitosana Precipitada/Solugio Coagulante)

-------

il Tl

Figura 25 - Esquema representativo da segédo transversal e longitudinal dos fios de
quitosana no processo de coagulagéo. Fonte : Arquivo Préprio.
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De acordo com Enache et al. (2018), o real mecanismo de coagulacédo da
quitosana é muito complexo e ndo é totalmente comprovado, pois este processo
envolve muitos parametros, como concentragdo do polimero, grau de desacetilacao,
massa molar média, natureza do agente de coagulagao, concentracdo do agente de
coagulagao, temperatura do banho de coagulacao, entre outros fatores.

Durante os instantes iniciais do processo de coagulagéo é possivel observar
a presenca de dois circulos concéntricos e definidos o circulo externo, ja com a
quitosana precipitada e o circulo interno, onde tem-se ainda a presenca da solucao
de quitosana. A fronteira entre o polimero coagulado e ndo coagulado pode ser
visualizada (os dois circulos concéntricos) (Figura 25).

A partir das medidas dos raios internos e externos avaliados segundo a
segundo, foi possivel obter o grafico de velocidade da area coagulada versus o
tempo de coagulagao, conforme apresentado na Figura 26 (a) e (b), para os fios com
3 e 4% de quitosana, respectivamente.

Verifica-se que a reacdo de coagulagao foi completa em 54 e 72 segundos
para os fios de quitosana 3% e 4% respectivamente (Figura 26 (a) e (b)).
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Figura 26 - Esquema representativo da secao transversal do fio de quitosana. (a) Grafico de
velocidade de coagulacao (%/s) versus tempo de coagulacao (s) do fio de quitosana 3% (b)
e do fio de quitosana 4%.

Observa-se ainda que ambos os graficos apresentaram uma curva de
velocidade versus tempo de coagulacao (s) exponencial com r?=0,99.

Tem-se que a velocidade de coagulagdo é maior nos segundo iniciais da
reacdo, 0 que permite a formagcdo de uma camada densa nos fios, que é formada
pela rapida coagulagao da superficie. A reacdo de neutralizagdo entre o NH3* e o
OH- (NaOH) é instantanea, e o que controla a cinética de coagulagao no sistema é a
difusdo do OH" (NaOH) através da quitosana precipitada (Enache et al., 2018; Knaul
e Creber, 1997).

Contudo, tem-se uma velocidade de coagulagcédo lenta no interior do fio
formando uma estrutura conhecida como pele-nucleo (Figura 21), conforme sera
discutido no ensaio de MEV. De acordo com Lavin et al. (2013), esse tipo de

estrutura € comum em fios obtidos por fiagdo umida.
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Isto ocorre porque a quitosana encontra-se no estado gelificado no interior
da seringa e a partir da atragdo intermolecular do tipo dipolo-dipolo, entre ions
carregados negativamente (OH") na solugcdo de NaOH e as aminas protonadas da
quitosana (NHs*), ocorre a neutralizagao.

Quando em contato com a solucdo coagulante a neutralizacdo ocorre
inicialmente com uma velocidade maior na parede do fio. A medida que o diametro
externo da superficie precipitada aumenta essa velocidade de reagao diminui devido
ao processo de difusdo ser dificultado pela presenca da formacdo dessa parede
densa (Figura 25).

Tendo-se assim a formacao do fio de quitosana, como também do sal, o
lactato de sddio, pois o ion lactato (CHsCOO") reage com Na*. Este sal é eliminado
subsequentemente durante os processos de lavagem.

Apbs o processo de coagulacdo o pH da solugdo (NaOH + CH3zOH) passou
para 12,47 e sua concentragdo hidroxilibnica para 0,029 mol/L, isso ja era esperado
pois o [OH] desta solugcdao se ligou ao cation do NHs*, que apresentava
concentragdo de 3,00 x 103 mol/L na solugao de quitosana.

Logo, verificou-se que a concentracao de [OH] consumida, foi maior do que
a concentragdo de amina protonada presente na solugdo de quitosana, ou seja,
além do NHs*, teria ainda uma provavel reacdo onde os cation e anion do NaOH
estivessem reagindo no sistema. Pelo conceito de forca i6nica, onde o [OH] da
solucdo coagulante pode estd quebrando as ligacées de pontes de hidrogénio da
agua e se ligando aos seus cations, justificando assim a quantidade maior de
concentragao hidroxilibnica consumida durante a reagéo.

Tem-se ainda que essa quantidade excessiva de concentragao hidroxilibnica
na solugdo coagulante € viavel pois este reagente deve estar em excesso para
garantir que toda a reacao de neutralizagdo ocorra, e que o reagente limitante (H*),
seja neutralizado. Conclui-se ainda, que o estudo das reagdes envolvidas no
processo como também a concentracdo hidrogenibnica e hidroxilibnica sdo de
grande importancia para racionalizar o uso dos reagentes diminuindo o custo da
pesquisa.
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4.3 Microscopia Otica - (MO)

Os fios de 3 e 4% de quitosana, foram analisados por Microscopia Otica com
objetivo de avaliar o aspecto morfolégico externo dos fios secos e estes estédo

apresentados na Figura 27.

Figura 27 - Imagens obtidas por microscopia ética do fio seco de quitosana com (a) 3% e (b)
4% de quitosana, com aumento de 350x.

E possivel observar nas duas imagens que os fios apresentam uma
estrutura cilindrica, monofilamentar, relativamente lisa e compacta, com aparente
auséncia de rugosidade e porosidade na superficie. Verifica-se ainda, que os fios
apresentam consideravel orientagdo molecular.

Segundo Dresvyanina et al. (2013), a orientacdo dos fios de quitosana é
formada durante o fluxo da solucao através do orificio da fieira, durante o processo
de coagulacao, e o grau de orientacao depende da tensao aplicada.

Por consequéncia a orientagdo das macromoléculas gera uma alteragao na
sua morfologia, acarretando no aumento da forga de tracdo do fio (Yudin et al,
2014).

De acordo com Barros et al. (2011) e Lapointe et al. (2016), os fios
monofilamentares apresentam-se continuos com superficies mais lisas do que os
fios multiflamentares, apresentando vantagens como: distribuicdo uniforme das
tensées ao longo do fio e menor risco de infeccdo, porém possuem menor
resisténcia e um perfil de manipulacdo menos favoravel com tendéncia para desatar.

Foi possivel ainda avaliar a retragdo do fio durante as etapas do
processamento.
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A Tabela 4, apresenta a média dos diametros dos fios de 3 e 4% de
quitosana, durante as seguintes etapas: banho de coagulagéo, banho de secagem e
do fio seco (65°C). Esses dados foram obtidos com auxilio do software ImageJ®.

Tabela 4 - Diametro e retragédo dos fios em diferentes etapas do processamento.

Retracao do

Diametro d? Fio Plametro d? Diametro do Fio (Soluco
na Solucao Fio na Solucao _ Coaaqulante e
Amostras Coagulante Secagem Fio Seco g
Fio Seco)
3% Quitosana 13022 um +2,1  896,3um +20,5 140,3um+1,8 89%
4% Quitosana 1105,7 um+4,9 4960 um +£16,9 1441 pum=1,1 87%

Verifica-se que os fios apresentam maiores diametros durante a etapa de
coagulagao, tendo em vista que os fios se encontram Umidos, sendo observado um
didmetro maior para a amostra de 3%.

Este fato pode ser devido esta amostra apresentar um empacotamento
estrutural menos acentuado, pela menor quantidade de emaranhamentos da cadeia
polimérica, quando comparado com as amostras de 4%, o0 que acarretou uma maior
absorcdo da solucdo coagulante, provocando consequentemente uma maior
retracdo do didmetro do fio seco. Onde o valor da retracao do fio seco foi de 89% e
87% para as amostras de 3 e 4% de quitosana, respectivamente. Verifica-se ainda
que durante a imersédo do fio no metanol ja ocorreu uma reducao consideravel do
diametro do fio, devido a este apresentar uma alta volatilizagao.

Constatou-se ainda que o didametro médio dos fios secos de 3% de
quitosana, nao apresentou diferenca estaticamente significativa com relagdo aos fios
de 4% de quitosana, p-valor=0,064, ou seja, p-valor>0,05. Sendo este diametro de
140,3 um = 1,8 e 144,1 um = 1,1, para 3 e 4% de quitosana respectivamente. O que
era esperado, uma vez que uma maior concentracao de polimero na solugao, eleva
0 numero de cadeias moleculares presentes, aumentando o didmetro do fio.

Os fios apresentaram visualmente, uma maior resisténcia apés a secagem,

podendo ser manuseados e até dobrado vérias vezes sem se romper.
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A partir das Figura 28, verifica-se que a secdo transversal dos fios
apresentam-se uniforme e com forma arredondada (Fig. 28 (a) e 28 (b)). Indicando
que durante o processamento, apés a saida do polimero do perfil, este foi
igualmente coagulado ao longo de toda amostra.

Figura 28 - Imagens obtidas por microscopia 6tica da secao transversal do fio de quitosana
com (a) 3% de quitosana e (b) 4% de quitosana, com aumento de 350x.

Isso provavelmente ocorreu porque na técnica de fiacado umida, a solucéao
polimérica cai diretamente no banho coagulante, ndo dando tempo de modificar ou
distorcer o perfil do fio (Ma et al., 2013). Corroborando com o estudo preliminar de
velocidade de coagulagcédo, onde verifica-se que o fio coagula com uma rapida
velocidade, sendo esta completa em apenas 72 segundos.

As morfologias da superficie e da segéo transversal dos fios secos foram
também observadas por Microscopia Eletrdnica de Varredura.

4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura - (MEV)

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a superficie e a segdo transversal dos fios. As Figuras 29 e 30 apresentam as
imagens de MEV dos fios de quitosana com 3% e 4% (m/v), respectivamente.

A morfologia da superficie dos fios de 3 e 4% de quitosana (Figuras 29 (a) e
30 (a)) foram observadas e verificou-se que ambas as amostras apresentam aspecto
uniforme e homogéneo sendo seu formato cilindrico e bem definido, a formagéo de
fibrilas foi visivel. Verifica-se ainda, que aparentemente ndo ha presenca de poros
na superficie dos fios.


http://link.springer.com/article/10.1007/s10692-013-9446-8#Fig2
http://link.springer.com/article/10.1007/s10692-013-9446-8#Fig2
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Porém na imagem referente ao fio de 3% (Figuras 29), tem-se uma marca
proveniente do perfil utilizado para obtengéo dos fios. Observa-se ainda para ambas
amostras, uma orientagdo preferencial dos fios que supostamente advém da forga
de estiramento conferida durante o processo de extrusédo e de secagem.

Dresvyanina et al. (2013), sugeriu que este efeito de estiramento durante o
processo de fiagdo ocorre porque as macromoléculas da quitosana foram orientadas
na passagem da solugdo de polimero através do perfil devido a tensbes de
cisalhamento, resultando em um fio com estrutura orientada e ordenada.

A utilizagcdo do metanol no banho de secagem também interfere na
superficie do fio, proporcionando a desidratagdo da mesma, permitindo que os fios
apresentem uma superficie lisa e uniforme (Knaul et al., 1998; Cruz et al., 2016).

Quitosana 3%

Figura 29 - Micrografias dos fios de quitosana com 3% (a) aumento de 500x e (b) amostra
com recobrimento metdlico (ouro) com aumento de 2000x.

As micrografias (Figura 29 e 30 (a)) mostram ainda, a presenca de
residuos provavelmente de lactato de sédio, advindo da utilizacdo do acido latico
utilizado na dissolugédo da quitosana (conforme apresentado na secao 3.2.2).

Sendo este um subproduto néo téxico, que de acordo com Trabold et al.
(2003), o acumulo de lactato pode promover a angiogénese e a deposicao de
colageno melhorando o processo de cicatrizacao.

Com as amostras metalizadas e com maiores aumentos (Figura 29 e 30
(b)) foi possivel observar a presenca de ranhuras, proveniente do processamento

e uma maior irregularidade da topografia dos fios.
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Figura 30 - Micrografias dos fios de quitosana com 4% (a) aumento de 500x e (b) amostra
com recobrimento metalico (ouro) com aumento de 2000x.

Quitosana 3% Quitosana 3%

Figura 31 - Micrografias da segao transversal dos fios de quitosana com 3% (a) aumento de
500x e (b) aumento de 2000x.

Analisando as Figuras 31 e 32 tem-se as micrografias da secao transversal
dos fios de 3 e 4% de quitosana. Onde € possivel verificar a presenca de porosidade
no interior dos fios, sendo o tamanho médio dos poros do fio de quitosana 3%
(Figura 31), de 5,1 £ 0,8 um. Observa-se ainda a presencga de marcas escuras que
provavelmente sdo poros, ou espacos vazios, oriundos do processamento devido

possivelmente a presenca de bolhas.
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QuitOSén,_ Quitosana 4%

Figura 32 - Micrografias da secao transversal dos fios de quitosana com 4% (a) aumento de
500x e (b) aumento de 2000x.

A partir da Figura 32 (a) verifica-se mais detalhadamente que os fios
apresentam uma camada externa densa formada pela rapida coagulacdo da
superficie, e 0 nucleo uma estrutura com caracteristica porosa, que é formada apés
0 processo de coagulacdo do fio, esta estrutura € conhecida como “pele-nicleo”
(Rissanen et al., 2008). Ou seja, neste caso ocorreu uma velocidade de coagulacao
lenta no interior da fibra, quando comparada com o tempo de coagulagdo da camada
mais externa. Conforme visto no grafico de velocidade de coagulagao versus tempo,
apresentadas nas Figuras 25 e 26, onde tem-se uma rapida velocidade inicial até
aproximadamente 10 segundos, onde se da a formagdo da “pele” dos fios de
quitosana (3 e 4%), seguida pela formagao do nucleo que ocorre em uma velocidade
menos acentuada, até o processo de coagulagao final do fio.

Os fios de quitosana 4% apresentaram tamanho médio dos poros de 5,5
0,2 um.

As densidades médias dos fios de 3 e 4% de quitosana foram 0,9962
g/lcm3 e 0,9986 g/cm? respectivamente, de acordo com o valor calculado por
picnometria, conforme disposto no Apéndice H.

4.5 Difratometria de Raios-X - (DRX)

As Figuras 33 e 34 apresentam os difratogramas da quitosana em flocos e
dos fios de quitosana 3 e 4% sem e com tensionamento, respectivamente. Estes
foram estudados com o objetivo de avaliar o grau de cristalinidade dos fios nestas

duas condicoes.
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Figura 33 - Difratograma (DRX) da quitosana em flocos e dos fios de quitosana com 3 e 4 %
de quitosana, ndo tensionados.

Verifica-se no difratograma da quitosana em flocos (Figura 33) a presenca
de dois picos caracteristicos de polimeros semicristalinos, sendo um em torno de 26
= 10° e outro por volta de 26=20°. Esses sao picos bem definidos que evidenciam a

parte menos amorfa do material.
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Figura 34 - Difratogramas (DRX) da quitosana em flocos e dos fios de quitosana com 3 e 4
% de quitosana, tensionados.

As Figuras 33 e 34 apresentam os difratogramas dos fios de quitosana de 3
e 4% sem e com tensionamento, respectivamente, onde pode ser observado em
ambas as Figuras, que o pico em aproximadamente 20=20° (nas amostras de 3 e
4%) exibiu aumento de apenas 2° no difratograma dos fios, quando comparado com

o difratograma, da quitosana em flocos.
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Porém, o pico localizado em 26=10° apresentou um deslocamento discreto
para angulos menores, como também perda de intensidade, provavelmente isto
ocorreu devido a presenca do &acido latico nas amostras que foi utilizado na
dissolucdo da quitosana, que interferiu nas regides dos cristalitos, dificultando o
arranjo ordenado das cadeias poliméricas, e consequentemente provocando
alteracées morfolégicas, ou seja, deixando as amostras com caracteristicas mais
amorfas, o que tornou a quitosana mais flexivel (Li et al., 2012).

A partir do calculo do grau de cristalinidade (%) realizado através da razao
das areas dos picos com a area total da amostra, observou-se que os fios de 4%
(m/v) de quitosana apresentaram uma maior cristalinidade quando comparada com
as amostras de 3% (m/v). Em ambas as condi¢des, as nao tensionadas (Figura 33) e
tensionadas (Figura 34) isto ja se era esperado, uma vez que, quanto maior a
concentracao do polimero (peso molecular), maior o empacotamento das cadeias, o
que acarreta em uma maior orientagdo molecular (no estiramento),
consequentemente um maior grau de cristalinidade nas amostras, ocasionando
maior forca de tracao (N).

Na Figura 34, no difratograma dos fios tensionados verifica-se que as
amostras de 3 e 4% (m/v) de quitosana, apresentaram valores maiores de
cristalinidade de 31,60% e 34,36% respectivamente, quando comparado com 0s
valores dos fios ndo tensionados (Figura 33), onde esses valores de cristalinidade
foram de 22,07% para a amostra de 3% (m/v) e 27,50% para a de 4% (m/v) de
quitosana. Ainda é possivel observar no difratograma da amostra de 4% o
aparecimento de um pico em aproximadamente 16,3°, caracteristico do hidréxido de
sédio (NaOH) utilizado como coagulante, durante o processo de obtencao dos fios,
provavelmente o processo de lavagem deste fio ndo ocorreu de forma efetiva.

Provavelmente este aumento de cristalinidade nos fios tensionados ocorre
pelo fato que durante o processamento, na etapa de secagem, os fios sdo imersos
no metanol e depois estirados, o que permite 0 aumento do grau de cristalinidade
pela orientacdo dos cristais paralelamente ao eixo dos fios (Copeland et al., 2015).
Acarretando assim um aumento consideravel nas propriedades mecanicas dos fios
(Albanna et al., 2013a) conforme sera apresentado nos resultados de ensaio a
tracao (Figura 35).
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4.6 Propriedades Mecanicas sob Tracao

Nos fios de sutura propriedades mecanicas como a forca de tracao (N),
médulo de Young, tensdo maxima e o alongamento, sdo caracteristicas importantes
gue determinam o desempenho funcional desse tipo de material. Inicialmente foi
avaliada a forca de tragcdo (N) dos fios de 3 e 4% de quitosana com e sem
tensionamento durante a secagem, conforme apresentado na Figura 35.

A resisténcia a tracao foi definida como a forca de tracao (N) medida na
falha, ou no rompimento do fio.
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Figura 35 - Grafico de forga de tragao (N) dos fios de 3 e 4% de quitosana tensionados e
nao tensionados.

Verifica-se que as amostras de 4% de quitosana apresentam propriedades
mecanicas de forca de tracao (N), superiores as amostras de 3%. Isso ocorre, pois,
0 aumento da concentracdo do polimero, acarreta uma maior quantidade de regides
amorfas, o que gera maior emaranhamento. Posteriormente, com o tensionamento
dos fios ocorre o alongamento das cadeias, permitindo maior cristalinidade devido a
maior ordem molecular, conferindo assim uma maior resisténcia aos fios de 4%.
Tem-se ainda que, como os fios de 3% apresentam densidade de 0,9962 g/cm3e o
de 4% de 0,9986 g/cm?, sendo o volume o mesmo para ambas as amostras, tem-se

um maior numero de cadeias (massa) para as amostras de 4%.
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O aumento da carga suportada dos fios tensionado foi de 23,07% e 31,41%
para 3 e 4% respectivamente, sendo esta diferengca entre as médias dos fios
tensionados e nao tensionados para ambas as amostras (3% e 4%) estatisticamente
significante apresentando p-valor=0,003 para 3% e p-valor=0,0004 para 4%, ou seja,
ambos apresentaram p-valor < 0,05.

Conclui-se, portanto, que o fator crucial que determinou um melhor
desempenho mecénico foi a tensdo aplicada nos fios durante o processo de
secagem.

Provavelmente, este fenbmeno ocorre porque apds o estiramento as cadeias
do polimero ficam orientadas, o que influenciam diretamente no aumento das
propriedades mecanicas sob tracdo. Segundo Sweeney et al. (2014), o alinhamento
dos fios causa maior for¢a de tragdo ao longo da diregao de carregamento.

Na literatura € possivel encontrar trabalhos que relatam o aumento da forga
de tracao ser proporcional ao estiramento dos fios. Bajaj et al. (2002), avaliaram a
influéncia do grau de estiramento dos fios de trés copolimeros; poli
(acrilonitrila/acrilato  de metila), poli (acrilonitrila/acido metacrilico) e poli
(acrilonitrila/acido itacénico), no aumento das propriedades sobre tracdo dos fios.
Copeland et al. (2015), obteve fios de seda natural, a partir da proteina do leite de
cabra, pelo método de fiagcdo umida. Em seguida foi aplicado um estiramento apds o
processo de coagulagdo e verificou-se que houve aumento das propriedades
mecanicas dos fios, pelo alinhamento das cadeias.

Com relacdo ao ensaio de tragdo analisou-se ainda a resisténcia dos fios
tensionados com no, conforme a Norma de Fios para Sutura Cirargica - NBR13904,
como também no ambiente Umido com e sem nd. O ensaio mecanico também foi
realizado em condicées a umido, onde os fios permaneceram 5 min em solugcao de
PBS e obtiveram intumescimento de aproximadamente 8% e 22% para os fios de
quitosana de 4 e 3% respectivamente, corroborando com os dados apresentados no
resultado de Grau de Intumescimento, Figura 36.

Observou-se visualmente que os fios ficaram hidratados, macios e mais
elasticos. Ressalta-se que, o comportamento mecéanico dos fios no estado umido é
extremamente importante prevendo as propriedades mecanicas in vivo, dado que as
suturas sdo implantadas em tecido constituido por fluido extracelular.

A Tabela 5 apresenta a for¢a de tragdo dos fios de 3 e 4% de quitosana,
com os fios seco e umido e com e sem né.
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Tabela 5 - Propriedades mecénicas dos fios tensionados de 3 e 4% de quitosana, secos e
Uumidos com e sem a presenga do no.

Tipo cn Modulo de Tensio
de Amostras TForf;a aN Diametro Along;mento Young Maxima
Fios ragao (N) (mm) (%) (GPa) (MPa)
Sem N6 2,74+0,34 0,140+ 0,002 6,68 + 0,63 18,79 +5,14 186,59 + 19,99
3% ComNo 1.06£066 0,142+0,002 923+223  749+121  47,43+10,01
Umido
. 2,29+0,50 0,170 £0,009 17,19 £ 3,90 3,89+0,16 118,90 £ 31,14
Sem N6
Umido, 1,56 £0,14 0,173 £ 0,006 15,00 £ 3,55 0,51 £ 0,11 85,93 + 28,58
Com No
Sem No 427 +0,49 0,145 +£0,002 8,91 +£1,07 25,18 £ 0,14 260,99 + 25,07
4% Com No 2,35+0,46 0,144 + 0,000 10,48 + 4,27 17,79+£0,24 127,12 £ 32,87
Umido
i 298 +0,51 0,154 £0,012 15,98 + 5,33 6,18 £ 0,27 170,93 + 29,81
Sem N6
Umido 2674069 0,153+0,004 9404278  1,15+0,33 104,42 22,31
Com No

Os dados foram obtidos a partir de 10 fios de quitosana para cada amostra e

condigao reportada. Destaca-se que nenhum fio apresentou valores fora da

especificacao individual, conforme a norma NBR13904:2003.

Torna-se de extrema importancia o teste com o ng, pois, as suturas também

devem possuir seguranga significativa e serem capazes de ser amarradas de tal
forma que os nés nao deslizem.

De acordo com a Tabela 5, observa-se que a presenca do né nos fios, em
todas as amostras (3 e 4%) no estado umido ou seco, acarretou na diminuicao da
forca de tracdo (N) diferindo-os estatisticamente com p-valor < 0,05, nas duas
condi¢gbes avaliadas. Sendo este fenbmeno mais intenso para as amostras secas.
Isto ocorre, devido a regidao do né ser o ponto mais fraco do fio de sutura, pois tem-
se a reducao do didmetro do fio e a concentracao da forca de tensdo nesta area
(Greenberg e Goldman, 2013; Muffly et al., 2010).
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Segundo Lapotinte et al. (2016) e Kostuj et al. (2015), independentemente
da configuragdo do nd e do tipo de material usado, o ponto mais fraco de um fio de
sutura cirargica € o nd, a fratura no fio ocorre sempre no ponto perto dessa regiao,
que é a falha mais comum de fios de sutura. Ainda € importante destacar, que a
configuracédo do n6 também € a base da cicatrizacao do tecido. Segundo Greenberg
e Clark (2009); Dart e Dart (2011), a reducao da forgca a tracéo pode ser de 35-95%
dependendo do material de sutura utilizado.

Como os fios obtidos sdo para possivel aplicagdo como fios de sutura, a
Tabela 6, mostra os valores de forca a tragcdo que os fios de suturas devem
apresentar de acordo com seu respectivo diametro, segundo a Norma Brasileira,
para Fios de Sutura cirurgico ABNT NBR 13904.

Tabela 6 - Valores dos Diametros e Forgca a Tragcao de acordo com as Normas para Fios de
Sutura cirdrgico ABNT NBR 13904.

Numero Diametro (mm) Forca a Tracao
Cirargico Métrico Minimo Maximo (N)
6-0 1 0,100 0,149 1,77
5-0 1,5 0,150 0,199 3,73
4-0 2 0,200 0,249 7,55

De acordo com a Tabela 5, verifica-se que os todos os fios de quitosana na
condicdo seca, apresentaram meédia de didmetro de 0,145 — 0,148 mm, que de
acordo com a Norma ABNT NBR 13904, tem numero cirurgico 6-0, e média de valor
minimo de forca a tracao de 1,77 N (Tabela 6). Obtiveram-se valores superiores para
todas as amostras de 4% de quitosana com e sem no, nas condicées Umida e
secas, sendo a no estado seco a que apresentou maior porcentagem de forca de
tracao (N), tendo um aumento de 141,2% com relacdo ao valor indicado na norma.

Porém para os fios de 3% com n6 (Umido e seco), nao foi possivel obter
valores satisfatérios de forca a tracdo, provavelmente devido os vazios nas
estruturas, conforme visto no MEV (Figura 31). Conforme citado anteriormente a
avaliagdo estatistica das médias entre as amostras de 3% com e sem no,
apresentou um p-valor < 0,05 identificando que essas amostras apresentam médias
estatisticamente significante. Ou seja, tem-se interferéncia significante entre as

amostras devido a presenca do né nos fios.
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A partir dos resultados do ensaio de reologia reportados anteriormente
(Figura 23), verificou-se que a amostra de 4% de quitosana apresentava maior
viscosidade, como também maior cristalinidade vista pelo DRX (Figuras 33 e 34) e
densidade, sendo assim, ja era esperado que o fio de 4% de quitosana apresentaria
resultados mais satisfatérios de forga de tragéo (N).

Até o momento analisou-se as propriedades mecéanicas dos fios de quitosana
apenas pela forga de tragdo (N), com base na NBR para Fios de Sutura Cirurgicos,
uma vez que, pretende-se obter um produto para ser comercializado. Porém,
considerando que as avaliagdes das propriedades mecéanicas devem ser feitas com
bases na area transversal do fio avaliou-se também a tensdo maxima, seguido do
mddulo de elasticidade (moédulo de Young), e o alongamento, pois essas
caracteristicas sdo esséncias, dentro da Engenharia de Materiais, para avaliar de
forma mais efetiva as caracteristicas finais dos fios sutura.

Observa-se na Tabela 5, que todos os fios submetidos a tracdo no estado
Umido (tanto com n6 como sem no), apresentaram maiores alongamentos.
Provavelmente a agua ao penetrar entre as cadeias poliméricas facilitou a
movimentacao proporcionando uma maior flexibilidade aos fios, aumentando assim
seus valores de alongamento (Judawisastra et al., 2012).

Porém, o aumento do alongamento, provocou a diminuigdo do médulo de
Young e da tensdo méaxima. Com relagdo aos fios em condigdes seca, vemos um
efeito contrario com relacdo as essas propriedades mecénicas, o alongamento
diminui e 0 médulo e a tensdao aumentaram.

Segundo Vehoff et al. (2007), isso ocorre pois a agua penetra facilmente no
fio, sendo entdo incorporado na matriz amorfa e assumindo que essa hidratacéo
interfere nas ligagées de hidrogénio entre as cadeias amorfas o que, por sua vez,
leva a perda da rigidez, aumentando a flexibilidade das cadeias, ou seja, a 4gua tem
um efeito de plastificante.

Resultados semelhantes foram reportados por Notin et al. (2006b), onde
observou-se que a resisténcia dos fios de quitosana eram sensiveis a presenca da
umidade, ou seja, quando aumentava a hidratacdo do sistema, aumentava o
alongamento, enquanto que a tensdo e o médulo de Young apresentava uma
reducao significativa. E que sem a hidratacao dos fios, o fenémeno ocorria de forma
inversa, o alongamento diminui, € o médulo de Young e a tensdo maxima

aumentaram.
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O médulo de Young, representa a deformacgéo dos fios de quitosana apenas
na zona elastica, esta zona é responsavel por apresentar deformagdes que nao séo
permanentes aos fios, ou seja, apos a retirada do esforco aplicado, o fio volta ao seu
estado inicial, sem que tenha ocorrido a quebra das ligacdes.

Verifica-se que os fios com 4% de quitosana (em todas as condigdes
analisadas), foram os que apresentaram maiores valores de modulo de Young, ou
seja, maiores valores de médulo de elasticidade, quando comparado com os fios de
3% (p-valor < 0,05).

Sendo o valor mais expressivo do médulo elastico de 25,18 + 0,14 GPa,
para os fios de 4% em condi¢ées ndo umida. Pois, como visto anteriormente, o
aumento de alongamento nos fios a Umido, ocasiona o abaixamento dos valores de
tens@o e do mddulo de Young.

Segundo Barros et al. (2011), Alves et al. (2017) e Dart e Dart (2017), um
alto valor de alongamento permite que a sutura seja capaz de esticar a medida que
as feridas incham e depois recuperar a sua forma e o comprimento original a medida
que o inchago diminui, isso mantém boa posi¢cdo ao tecido durante a cicatrizagao,
como também as bordas das feridas bem proximas. Um bom fio de sutura deve
ainda ser maleavel e flexivel para facilitar o seu manuseamento.

Com relagéo a tenséo percebe-se que maiores valores de tensdo maxima foi
alcangada também para a amostra de 4% em condi¢cdo seca e sem no. Isto ja era
esperado, pois, conforme discutido anteriormente, uma maior concentracado
polimérica, promove um maior emaranhamento das cadeias e que conforme o DRX
(Figura 34), apresenta uma maior cristalinidade ocasionando maior forca de tragéo
(N), e consequentemente uma maior tensdo maxima.

Cruz et al. (2016), avaliaram fios de quitosana com diametro entre 0,100-
0,149 mm, categorizados também com numero cirdrgico 6-0, e observou-se que o
aumento na concentragcdo do polimero ocasionou também no aumento da carga
maxima suportada (N), sendo esse valor mais expressivo para amostra de 2,5% de
quitosana dissolvida em acido latico, porém, este estudo apresentou resultados
contrarios ao nosso, pois tanto a tensdo maxima quanto o médulo de Young

diminuiram, com o aumento da forga de tragéo (N).
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4.7 Grau de Intumescimento - (Gl)

O grau de intumescimento dos fios de 3 e 4% de quitosana, foi avaliado a
partir da absorcao da solucao de PBS até 24 h, e pode ser observado na Figura 36.
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Figura 36 - Grau de Intumescimento médio para os fios com 3 e 4 % de quitosana.

Analisando a Figura 36, foi possivel observar que a absor¢gdo de ambos os
fios tem crescimento até 1 h de anélise, em seguida tem-se um crescimento discreto
até 10 h, onde os fios atingem um valor estavel de absorgéo, sendo o valor médio de
intumescimento apds 24 h de 231,0 % + 11,1 e 126,8 % + 9,2 para os fios de 3 € 4%
de quitosana, respectivamente. Nota-se que todas as composi¢cées apresentaram
alta capacidade de absorcao e habilidade de retengcdo da solugcdo, uma vez que
absorvem mais dgua do que seus proprios pesos, isto é, valores individuais >100%.

De acordo com Yodkhum & Phaechamud (2014), a absor¢cdo de agua em
materiais a base de quitosana ocorre pela formacao de ligacées de hidrogénio entre
moléculas de agua e os hidrogénios presente na quitosana (sendo o grupo hidroxilo
- OH e grupo amino livre - NH2).
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Além da ligacdo de hidrogénio, a quitosana exibe uma propriedade de
inchamento sensivel ao pH que é facilitada pela interagdo idnica nos grupos amino
livres. Em um ambiente com solucao tampao fosfato (pH 7,4) que é superior ao valor
de pKa do grupo amino de quitosana (pKa ~ 6,5), os fios provavelmente absorvem
solucdo em uma taxa mais lenta.

Verificou-se também que os fios de 3% apresentaram um grau de
intumescimento bem maior, do que os fios de 4% de quitosana, ou seja, o valor de
absorcao diminuiu com o aumento da concentracdo de quitosana no fio.

Esse fato pode ser explicado devido a uma maior porcentagem de quitosana
no fio (4%), 0 que o torna mais denso, com maior rigidez molecular do polimero, o
que provavelmente dificulta a movimentagdo da molécula de agua na estrutura da
fibra, devido a ocorréncia de menos espagos para a penetracdo, reduzindo a
porcentagem de intumescimento.

Apesar de serem intumescidas até alta propor¢céo, as amostras visualmente,
preservaram sua morfologia ap6s o tempo de incubag¢ao em solugdo aquosa.

Taghizadeh e Davari (2006), relataram em seu trabalho que a composicao
quimica do polimero, o grau de desacetilacdo, a massa molecular, a cristalinidade
do polimero e o pH do meio, sédo fatores que afetam tanto o grau de intumescimento
quanto a degradacéo do material a base de quitosana.

4.8 Biodegradacao in vitro

A velocidade a qual os fios de quitosana degrada, desempenha um papel
essencial para a regeneracao tecidual, uma vez que as taxas de degradacéo desses
fios devem ser capazes de corresponder a velocidade de cicatrizagdo dos tecidos. O
estudo de biodegradacao in vitro, foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da
biodegradagdo na solucdo de PBS e PBS/lisozima em dias pré-determinados,
avaliando a perda de peso, o espectro de FTIR, a morfologia através do MEV, e a
forca de tracdo apds 21 dias de degradacao dos fios de quitosana com 3 e 4% de
quitosana. Os fios foram imersos em solucao de Tampao Fosfato Salino (PBS) com

pH 7, e em solugdes de PBS com a enzima lisozima na concentracao de 1,5 ug/mL.



105

4.8.1 Analise por Perda de Massa

A Figura 37 apresenta o grafico com os valores de perda de peso para as
amostras de 3 e 4% de quitosana em solucédo de PBS e PBS/Lisozima.

O estudo de biodegradacao realizado apds 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias
em PBS e sob a acao da lisozima revelaram pequenas diferencgas nos fios de 3 e 4%
de quitosana.
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Figura 37 - Grafico de biodegradacéao dos fios de 3 e 4% de quitosana em solugéo de PBS e
PBS/lisozima no periodo de 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias.

Conforme observado na Figura 37, o inicio da perda de peso iniciou-se no
periodo de 28 dias para todas amostras, em até 21 dias de analise verificou-se o
processo de intumescimento em todos os sistemas.

Isto pode ser explicado pelo fato da degradacéo hidrolitica iniciar-se nas
areas amorfas da cadeia polimérica onde as moléculas de dgua sdo mais facilmente
difundidas, quando comparada com a regido cristalina, que possui uma regiao

densamente ordenada.
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Assim sendo, no periodo de intumescimento e difusdo ocorre a primeira
etapa (3 semanas) do processo de degradagcdo que se caracteriza pela perda da
forca a tracdo, seguida da segunda etapa que ocorre quando as regides cristalinas
comecam a serem afetadas, ocorrendo a perda da massa polimérica pela
degradacdao, provavelmente isto explica o fato da perda de massa sé ocorrer a partir
21 dias (Sun et al., 2015).

Tem-se ainda que as composi¢cdes de 3 e 4% de quitosana analisadas em
solucao PBS, apresentaram alteracdo menos significativa na perda de massa no
periodo de 35 dias, do que no meio PBS/lisozima. Isso ocorreu devido auséncia da
espécie aceleradora de decomposicao, a lisozima.

Verificou-se diferengas estatisticamente significativas entre as médias das
amostras imersas em solucao de PBS e PBS/Lisozima, onde obteve-se um p-valor =
0,041 para as amostras de 3% e de 0,042 para as de 4%, ambas com p-valor < 0,05,
ou seja, existe diferenca significativa entre os fios avaliados na solucdo de PBS
guando comparada com PBS/Lisozima.

Resultados semelhantes foram apresentados por Medeiros et al. (2016), que
descreveram uma maior atividade de degradacao para as amostras de quitosana em
solugdo enzimatica (lisozima), no seu estudo realizado com esferas de quitosana
com a adicdo do extrato de mastruz. Wu et al. (2018), também relataram que
ocorreu uma degradacao mais significativa nos fios de quitina contendo a presenca
da lisozima.

Essa atividade de degradacdo da quitosana, ocorre no corpo humano
principalmente pela despolimerizacdo enzimatica, que ocorre através da hidrélise da
lisozima (que € uma enzima presente no corpo), sobre as ligacoes glicosidicas
presentes na estrutura quimica da quitosana (Nordtveit et al., 1994; Kang et al.,
2017; Laranjeira e Favere, 2009). A degradacao enzimatica da quitosana geralmente
leva a liberacdo de monossacarideo biocompativeis, ndo téxicos e ndo causam
inflamacéo significativa ou dano tecidual, que podem ser incorporados nas vias
metabdlicas ou serem posteriormente excretados (Pangburn et al., 1982; Li et al.,
1992; Kumar, 2000; Wang et al., 2003; Kean e Thanou, 2010; Lizardi-Mendoza et al.,
2016).

Foi possivel ainda observar que a perda de peso, ou seja, a degradacao da
quitosana é inversamente proporcional ao grau de cristalinidade, conforme visto na

analise de DRX (Figura 33 e 34) que as amostras de 4% de quitosana apresentam
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uma cristalinidade discretamente maior, quando comparada com as amostras de
3%, 0 que ocasiona uma degradagao mais lenta.

Sendo assim, tem-se que a biodegradacao total ocorreu em 49 dias para as
amostras em PBS/lisozima de 3 e 4%. E para os fios de 3 e 4% em solucao de PBS,
verificou-se que nao ocorreu a degradacgao total neste periodo, sendo a perda de

massa de (85% £ 6,9) e (79% = 3,49), respectivamente para os fios de 3 e 4%.

4.8.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier - (FTIR) para evidenciar a biodegradacao.

Para observar as mudancgas estruturais que ocorreram como resultado da
degradacgdo, utilizou-se a analise FTIR nas amostras dos fios de 3 e 4% de
quitosana ndo submetidas a biodegradagédo e apds o ensaio em 49 dias em solugao
de PBS e PBS/Lisozima (Figura 38 e 39). Sendo esta andlise realizada com base na
identificacao dos grupos funcionais presentes nas moléculas de quitosana.
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Figura 38 - Espectro de FTIR dos fios de 3% de quitosana, antes (a) e apés o ensaio de
biodegradacao em solucao de PBS (b) e PBS/lisozima (c) no periodo de 49 dias.
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Figura 39 — Espectro de FTIR dos fios de 4% de quitosana, antes e apds o ensaio de
biodegradacao em solucao de PBS e PBS/lisozima no periodo de 49 dias.

Nos espectros dos fios de quitosana de 3% e 4% nao submetido ao ensaio
de biodegradacéo (Figura 38 (a) e 39 (a)), verificam as bandas correspondes a
quitosana sendo estas em 3360 cm™' referente a alongamento do grupo NH.

Ja as bandas em 2920, 2880, 1430, 1327 cm™' sdo bandas de absorcio de
estiramento simétricas e assimétricas do alongamento do CHz, em 1655 cm™' tem-se
o C=0 do grupo amida (amida I), em 1560 cm™' da deformacgéo angular do NH do
grupo amida. Em 1380 cm' tem-se a banda referente ao radical alquil da amida, em
1590 cm™ o NH2 da amina, e em 1150 cm™ observa-se a regido indicativa a
deformacéao axial simétrica de C-O-C da ligacao glicosidica (Mucha e Pawlak, 2002).

Foi possivel observar nas Figuras 38 e 39, para as amostras de 3 e 4% de
quitosana analisadas na solugdo de PBS e PBS/Lisozima um comportamento
semelhante, onde verifica-se que as bandas referentes aos fios ndo submetidas ao
processo de biodegradagdo apresentam maior intensidade, do que o espectro das
amostras em PBS e PBS/Lisozima.



As Figuras 40 e 41 apresentam detalhes dos espectros das

absorcao nos fios de 3 e 4% de quitosana, respectivamente.
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Figura 40 — Detalhe dos espectros de FTIR de varias bandas de absor¢cao nos fios de 3% de
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Figura 41 — Detalhe dos espectros de FTIR de varias bandas de absorcao nos fios de 4% de

quitosana.

A partir dos detalhes dos espectros dos fios de 3% e 4% de quitosana,

Figuras 40 e 41, respectivamente, observa-se nos fios degradados (linha azul e

vermelha) que as bandas em 2920 cm™ e 2880 cm™' (Figura 40 e 41 (a)), que sdo

correspondentes as vibragbes estiramento simétrico e assimétrico dos grupos CHz,

apresentam uma reducgao significativa da sua intensidade.

Nas bandas de absorcdo 1320 cm™ e 1420 cm™ (Figura 40 e 41 (b)), a

diminuicdo da intensidade esta relacionada a mudancas que ocorrem dentro 0s

grupos CHz. Tem-se ainda uma diminui¢gdo simultanea da intensidade da banda da

amina em 1590 cm.
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Verifica-se ainda a diminuicdo da intensidade na regido de 1150-1040 cm™,
que corresponde as vibragdes de deformacao dos grupos -C-O-C- (Figura 40 e 41
(c)), indica a quebra da cadeia de quitosana. Tem-se também a reducdo da
absorbancia da banda da hidroxila OH em 3300 cm! (Figura 40 e 41 (a)), que pode
ser atribuida as vibracbes de estiramento dos grupos OH, ou seja, da liberacéo de
agua.

Ainda observa-se nos espectros dos fios, na presenca de lisozima, algumas
regides do espectro com menor intensidade, quando comparado com fios estudados
apenas em PBS. Este fendmeno pode ser observado tanto nas amostras de 3%
como nas de 4% (Figura 40 e 41). Provavelmente isto ocorreu devido a ruptura da
ligacdo polimérica, resultando na biodegradagéo tanto de natureza hidrolitica, como
enzimatica (Sun et al., 2015).

Verifica-se ainda que a banda referente a vibragdo da amida Ill em
aproximadamente 1327 cm™ também foi deslocada para regides menores, indicando
gue os grupos amina livres dos produtos degradados diminuiram, pela diminuicdo do
peso molecular de quitosana (Jin et al., 2017).

4.8.3 Microscopia Eletronica de Varredura - (MEV) para Evidenciar a
Biodegradacao.

As Figuras 42, 43, 44 e 45 mostram as micrografias de MEV dos fios de
quitosana de 3 e 4% apo6s o periodo de 49 dias de andlise em solucao de PBS e
PBS/Lisozima.

As fibras antes de submetidas as andlises de biodegradacdo foram
apresentadas no ensaio de MEV (Figuras 29 e 30) e exibiram uma superficie
relativamente lisas e homogéneas.

Em contraste, todas as superficies dos fios analisados de 3 e 4% apds 49
dias de analise apresentaram alteragdes superficiais associadas a degradacao
hidrolitica, apresentando aspecto aspero e rugoso com presenca de algumas
fissuras (Figuras 42 e 43). Comparando as amostras de 3 e 4% em solucéao de PBS,
tem-se que a amostra de 3% apresenta maior quantidade de ranhuras e até
descamagdes, confirmando o maior perfil de degradacdo desse fio, quando
comparada com o fio de 4% também em PBS, conforme visto no ensaio de perda de
massa.
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Figura 42 - Micrografias dos fios de quitosana com 3% em solug¢édo de PBS, (a) aumento de
500x e (b) aumento de 8000x com recobrimento metalico (ouro).

Figura 43 - Micrografias dos fios de quitosana com 4% em solug¢do de PBS, (a) aumento de
500x e (b) aumento de 8000x com recobrimento metalico (ouro).

Na amostra de 4% de quitosana em PBS (Figura 43), tem-se que embora o
fio esteja um pouco mais intacto, percebe-se uma menor definigdo do seu formato
como também presenca de ranhuras em sua superficie.

Na Figura 44 percebe-se que a degradagado dos fios ndo ocorre de forma
homogénea, umas regides apresentam uma maior degradacao que outras. Este fato
pode ser explicado de acordo a estrutura semicristalina da quitosana, onde nas
regibes amorfas ha uma maior facilidade de penetracdo de &gua, ja nas regioes
cristalinas, as cadeias poliméricas estdo mais empacotadas, o que dificulta a
penetracdo da agua. Logo, a parte amorfa do material é degradado primeiro do que
a parte cristalina. Assim, as fissuras pequenas continuam crescendo e se
aprofundando.

Visualmente os fios que apresentaram maior deformagao foram as que
permaneceram em solugcado de PBS/lisozima (Figura 44 e 45).
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Figura 44 - Micrografias dos fios de quitosana com 3% em solucdo de PBS/lisozima, (a)
aumento de 500x e (b) aumento de 8000x com recobrimento metdlico (ouro).

Figura 45 - Micrografias dos fios de quitosana com 4% em solucao de PBS/lisozima, (a)
aumento de 500x e (b) aumento de 8000x com recobrimento metdlico (ouro).

Pelas micrografias, observa-se uma superficie consideravelmente
hidrolisada. Em aumentos maiores, tem-se que as ranhuras presentes sdo mais
profundas que as apresentadas nas amostras sem lisozima, conforme descrito
anteriormente, isto ocorre devido a presenca da enzima que acelera a degradacao
(Nordtveit et al., 1994; Onishi e Machida, 1999; Su et al., 2011). Nas imagens dos
fios apenas submetidos a PBS (Figuras 42 e 43), verifica-se que essas ranhuras
estdo em menor profundidade, como se estivessem no estagio menos avangado de

degradacao.
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Verifica-se em todas as amostras a presenca de defeitos, o que tende a
diminuir, posteriormente, a for¢a a tracdo dos fios. Ainda é importante destacar que
a presenca de ranhuras e fissuras dos fios, influencia negativamente na sua forga de
tracdo. Pois estas fissuras sob tensdo, se propagam muito rapido, gerando uma
fratura fragil, levando ao rompimento imediato do fio.

4.8.4 Ensaio Mecanico sob Tracao (N)

Realizou-se também o ensaio de tracéo dos fios em 21 dias de incubacgéo na
solucdo de PBS/lisozima.

Conforme descrito nos resultados anteriores (Figura 37) viu-se que antes
dos 21 dias ocorreu apenas o intumescimento do material. Com o objetivo de
verificar se ocorreram mudangas nas propriedades mecanicas dos fios durante este
periodo, realizou-se o ensaio de for¢a de tragéo dos fios em 21 dias de incubacao na
solucdo de PBS/lisozima. A seguir tem-se a Tabela 7, que apresenta os dados de
forca de tragao (N), dos fios submetidos a biodegradacao.

Tabela 7 - Valores da forga de tragdo (N) dos fios de 3 e 4% de quitosana, submetidos a
biodegradacao apés 21 dias na solucao de PBS/Lisozima.

Perda da Forca de Tracao

Amostras Forca de Tracao (N) (N) apés 21 dias.
3% - 21 dias 1,84 +£0,42 32,84%
4% - 21 dias 2,15+0,47 49,64%

Na Tabela 7, tem-se que os fios de 3% obtiveram forga de tracdo (N) de 1,84
+ 0,42 N, e os de 4% de 2,15 £ 0,47 N, comparando com os resultados dos fios de 3
e 4% nao submetidos ao ensaio de biodegradacdo apresentado na Tabela 5, onde
se obteve valores de 2,74 = 0,34 N e 4,27 + 0,49 N, para as amostras de 3 e 4%
respectivamente, e conforme visto na Figura 37 no ensaio por perda de peso, em 21
dias ocorre apenas o processo de intumescimento das amostras, ndao havendo
perda de massa. Porém, os fios apresentam alteragbes morfoldégicas o que
acarretou perda de propriedades mecéanicas.
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De acordo com Sabino et al. (2000), a perda das propriedades mecéanicas
em polimeros que foram degradados hidroliticamente, geralmente precede da perda
do médulo de elasticidade que esta associada a perda de massa e/ou a densidade
do material.

Contudo, tem-se que os fios obtidos apresentam propriedades satisfatérias,
atingindo a NBR 13904 (Tabela 6), mesmo apds 21 dias, tornando o material
promissor para o0 uso como fios de sutura, podendo os beneficios da utilizacdo de
fios de suturas de quitosana serem potencializados através da liberagdo do N-Acetil-
D-glucosamina que apresenta propriedades analgésicas, anti-inflamatérias e de

cicatrizacao, satisfatérias, conforme apresentado a seguir.
4.9 Adicao do N-Acetil-D-Glucosamina nos Fios de Quitosana 4%

Nesta etapa do trabalho adicionou-se a N-Acetil-D-glucosamina (GIcNAc) a
solucao de 4% de quitosana (quitosana 4%/GIcNAc). Utilizou-se apenas os fios com
4% de quitosana, por este proporcionar maiores forca de tracdo conforme
apresentado no ensaio de tracao (Tabela 5). Utilizou-se 0,2 g de GIcNAc (m/v), (5%

de GIcNAc, com relagdo a massa de quitosana) para os fios de 4% de quitosana.

4.9.1 Microscopia Otica - (MO)

Os fios de quitosana 4%/GlIcNAc (Figura 46 (a)), foram analisados por
Microscopia Otica. A partir das imagens da superficie dos fios é possivel observar
que os fios com a presenca da GlcNAc apresentam homogeneidade ao longo do seu
perfil longitudinal, ou seja, a adicdo do mesmo nao provocou heterogeneidade e nem
distorcdes. Verifica-se ainda, com relagdo ao aspecto visual, uma coloracédo
diferente quando comparada com o fio apenas de quitosana 4%.

Na Figura 46 (b), tem-se o fio apenas de quitosana 4%, e ao lado o fio de
quitosana 4%/GlIcNAc, para facilitar a comparagéo.

E possivel observar que os fios apresentam coloracéo diferentes, o fio com
GIcNAc apresenta uma cor levemente amarelada, indicando assim a presenca do
farmaco no fio, diferente do fio apenas com quitosana que é transparente.
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Figura 46 - Imagens obtidas por microscopia 6ética do fio seco de (a) quitosana 4% com
glucosamina, aumento de 350x e (b) fios de quitosana 4% e quitosana 4%/GIcNAc, aumento
de 200x.

Ainda na Figura 46 (b) verifica-se que o diametro médio do fio com o GIcNAc
€ maior que o fio com auséncia do farmaco. Sendo esses valores de 0,148 mm *
0,001 e 0,145 mm £ 0,002, para os fios de quitosana 4%/GIcNAc e de 4% de
quitosana respectivamente, se mantendo assim dentro das especificagcbes para o
Fio de sutura 6-0 (Tabela 6).

4.9.2 Microscopia Eletronica de Varredura - (MEV)

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), foi utilizada para
avaliar a forma e a superficie do p6 de GIcNAc e do fio de quitosana 4%/GIcNAc.

A morfologia do p6 de GIlcNAc foi observada por MEV (Figura 47) e verificou-
se uma estrutura predominantemente na forma de cristais retangulares, agulhas com
diferentes tamanhos e bordas irregulares, ainda é possivel observar a presenca de
aglomerados.

Ehrlich et al. (2008), encontraram morfologia semelhante quando obtiveram

N-acetil glucosamina em solugéo.
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Péde N-Acetii-D—Giucosémina P6 de N-Acetil-D-Glucosamina
7

Figura 47 - Micrografia do pé de N-Acetil-D-Glucosamina (a) aumento de 500x e (b)
aumento de 5000x.

Na Figura 48, tem-se a micrografia dos fios de quitosana 4%/GIcNAc obtidas

pelo método de fiagao por via imida.

Quitosana/GLcNAC Quitosana/GlcNAc

Figura 48 - Micrografias do fio de quitosana 4%/GIcNAc (a) aumento de 500x e (b) aumento
de 2000x.

A partir da micrografia (Figura 48), é possivel observar um perfil semelhante
dos fios de quitosana sem o GlcNAc (Figuras 29 e 30), com aspecto homogéneo,
formato cilindrico e bem definido, tem-se a presenca de marcas longitudinais, em
sua superficie, provavelmente oriundas do processo de secagem dos fios, durante a

retracao.



117

Observa-se ainda a presenca de residuos provavelmente de lactato de

sédio, conforme também observado nas Figuras (29 e 30).

Quitosana/GlcNAc Qui’_[osana/GIcNAc

Figura 49 - Micrografias da secao transversal do fio de quitosana 4%/ GIcNAc (a) aumento
de 1000x e (b) aumento de 2000x.

Verificou-se ainda que o farmaco GIlcNAc foi incorporado nos fios, uma vez
que nao foi possivel observar a presenca de cristais de GIcNAc nao solubilizados
na secao transversal do fio quitosana 4%/GlIcNAc (Figura 49). Acredita-se que isso
seja porque dentro da quitosana, o GIlcNAc é imobilizado por combinagdes de
ligacGes covalentes, ibnicas e pontes de hidrogénio (Dart e Dart, 2017; Madihally e
Matthew, 1999; Madihally et al., 1999). Corroborando com resultados de DRX
(Figura 50).

Os diametros e tamanho médio dos poros tiveram pequena diminuicao,
nao siginificativa, apds a incorporacéao do farmaco, quando comparado com os fios

apenas de quitosana (secao 4.4). O tamanho médio dos poros € de 4,9 £ 0,2 um.

4.9.3 Difratometria de Raio-X - (DRX)

Estudos de Difragdo de Raio - X, foram realizados para o GIcNAc na forma

de pé e para o fio de quitosana 4% e quitosana 4%/GlcNAc, Figura 50, com o
objetivo de compreender a influéncia do GIcNAc no fio de quitosana.
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E possivel verificar pelo difratograma da GlcNAc (Figura 50(c)), a presenca
de picos estreitos e de maiores intensidades em 206 = 10°, 15°, 20 ° e 30 °, que
sugerem a caracteristica cristalina do farmaco. Conforme observado por Herdyastuti

e Cahyaningrum (2017).

20°

34.4% + 1.8

10°

Quitosana 4%

(b)

31.2% +2.4

Quitosana 4%

/GIcNACc
(©) 10°
80.0% +1.3
GIcNAc J L
0 10 20 30 40

Figura 50- Difratograma do fio de (a) quitosana 4%, (b) quitosana 4%/GIcNAc e (c) do p6 da
GlIcNAc.
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A Figura 50(b), mostra o difratograma do fio de quitosana 4%/GIcNAc, onde
verifica-se um perfil semelhante ao fio de quitosana Figura 50(a), como discutido
anteriormente na sec¢ao 4.5. Observa-se no fio com o farmaco a permanéncia das
bandas em 20 = 10° e 206 = 20° com menor intensidade, sendo estes picos
caracteristicos da quitosana hidratados e dos cristais anidros, respectivamente,
conforme relatado por Baklagina et al.(2018).

Porém, nao foi possivel observar picos caracteristicos do GIcNAc presente
em intensidades consideraveis no fio de quitosana, ou seja, a presenca do farmaco
nao ocasionou mudancas significativas (p-valor>0,05) na cristalinidade do material,
apenas favoreceu um perfil mais amorfo sendo a cristalinidade do fio de 4% de
quitosana de 34,4% (Figura 34) e do fio com a glucosamina de 31,2%.

Diante disto, sugere-se que a GIcNAc interage com quitosana através de sua
fracao acetilada, e de pontes de hidrogénio. Podendo ainda o GIcNAc esta presente
como um material amorfo ou como uma solucao sélida dentro das regidées amorfas

do polimero (dispersdo molecular).

4.9.4 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier - (FTIR).

A Figura 51 apresenta o espectro de FTIR para o p6 da GIcNAc, para o fio
de quitosana 4% e quitosana 4%/GlcNAc.

Na Figura 51(a), tem-se o espectro de FTIR do p6 de GlcNAc. E possivel
verificar as principais regides do espectro referente ao estiramento do NH, que
aparece como uma banda estreita e forte em 3500 cm™', como também a area em
3310 cm', conforme descrito por Hao et al. (2017). As bandas localizadas nas
regides de 3500-2820 cm' correspondem ao estiramento do OH. E a vibracdo de
flexdo da ligagdo do NH domina forte na regido de 1550 cm™'. O N-H a regido 1329
cm'e o C-Ha 1378 cm™, que é um dos principais grupos funcionais encontrados na
estrutura GIcNAc. A banda por volta de 1426 cm™ é associada a vibracdo do
estiramento CN. E em 1032 cm™ ao estiramento C-O. E em 704 cm™ tem-se uma
banda referente ao modo de torcdo de OH (Hineno, 1977; Herdyastuti e

Cahyaningrum, 2017).
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Figura 51 - Espectros de FTIR do pé de GIcNAc, do fio de quitosana e quitosana/GIcNAc.

No detalhe do FTIR obtido para os fios de quitosana e fio de quitosana/
GIcNAc (Figura 52), € possivel observar que com a adigao da GlcNAc, tem-se no
sistema a introducdo de novos grupos acetilados o que justifica o aumento de

intensidade do pico em 1426 cm™' referente ao estiramento da ligagcdo CN e 870 cm-
]
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Como também as absor¢des nas regides de 1655 cm™' (amida ), 1550 cm
(amida 1) e 1310 cm* (amida Ill) que s&o tipicas de residuos de GIcNAc e aparecem
com absorbancia mais forte para o espectro do fio de quitosana/GIcNAc (Takeda et
al., 2018).

Fio de quitosana

Fio de quitosana/GIcNAc
1

1426 cm_1 870 cm

~— 16?5 15?0 13?0

“‘v’\
\

Transmitancia (u.a)

Transmitancia (u.a)

amida | amida Il amida Ill

T T T T 1
1800 1600 1400 1200 1000
NGmero de Onda (cm)
—

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

Numero de Onda (cm™)

Figura 52 — Detalhe do espectro de FTIR do fio de quitosana e quitosana/GIcNAc.

Nao foi possivel observar o surgimento de novas bandas, bem como o
deslocamento das bandas existentes. Conforme discutido no ensaio anterior de
DRX, isso por ter ocorrido, devido a quantidade de GIcNAc adicionada no sistema
ser pequena com relacao a quantidade de quitosana. Verifica-se ainda que todas as
bandas caracteristicas da quitosana foram preservadas conforme ja discutido na
secao (4.8.2).

Diante disto, conforme descrito anteriormente sugere-se que a GlcNAc pode
estar ligada com a quitosana através dos grupos C=0, como também da sua fracédo
acetilada que é de aproximadamente 12%.
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4.9.5 Ensaio Mecanico sob Tracao (N)

A Tabela 8 apresenta os valores das propriedades mecénicas dos fios de
quitosana 4% e quitosana 4%/GIcNAc, com e sem nd, avaliados sob condi¢do seca
(em estufa a 65°C por 1h) e umida (em PBS por 5 min a 37 °C).

Tabela 8 - Propriedades mecanicas dos fios de quitosana 4%/GIcNAc secos e imidos com e
sem a presenga do no.

Tenséo

TiPO  pmostras  FOreade Diametro Alongamento  Médulo de Méaxima de
de Fios Tragao (mm) (%) Young Ruptura
(N) (GPa) (MPa)

Sem Né6 GicNAc 3,45+0,74 0,148 £ 0,001 8,61 +£1,04 21,73+2,02 181,97 £71,54
4%

GlcNAc 2,77+£0,89 0,157 £0,012 17,16 £3,93 719+0,16 159,35 £ 39,01

Umido

i GIcNAc 1,94 + 0,21 0,149 + 0,002 9,24 + 2,60 9,07 £ 0,21 95,39 + 26,14
Com N6

4%

GicNAc 1,78+0,69 0,158 + 0,024 16,58 +5,35 4,79+1,38 108,34 £51,14

Umido

A partir da Tabela 8 tem-se que a presenca do né nos fios com o farmaco
resultou em menor forga de tracdo, mddulo Young e tensdo maxima de ruptura nas
condi¢des seca e umida, distinguindo-os estatisticamente com um de p valor <0,05,
quando testados nas mesmas condicbes. Pode-se perceber também que
alongamentos maiores foram obtidos para as amostras em condicdo Umida,
conforme ja descrito nos resultados de ensaios mecéanicos no fio de quitosana sem o
farmaco (Tabela 5).

E possivel observar que a adicdo da GlcNAc, reduziu a forca de tragdo (N)
dos fios (principalmente na condicdo seca), quando comparada com a forca de

tracado dos fios apenas de quitosana (Tabela 5).
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Na qual obteve-se uma forga de tragdo (N) do fio de quitosana 4% de 4,27 N
(Tabela 5), e do fio de quitosana 4%/GIcNAc de 3,45 N (Tabela 8), sendo a perda de
forca de tragcdo (N) de 19,20%. A razdo para isto pode ser devido a reducdo da
cristalinidade dos fios de quitosana 4%/GlcNAc. Conforme visto e apresentado
anteriormente nos ensaios de DRX, provavelmente esta diminuicdo da cristalinidade
(Secgéo 4.9.3), é causada pela eliminacao de algumas ligagées de hidrogénio devido
as interagdes entre os grupos da quitosana e GIcNAc, ocasionando possivelmente
esta reducado nas propriedades mecanicas e o que provavelmente acarretara uma
liberagao controlada.

Albanna et al. (2013a), mostraram que a imobilizacdo covalente de heparina
em fibras de quitosana causou reducao nas propriedades mecénicas da fibra, sendo
este resultado consistente com nossos resultados para GIlcNAc com a quitosana.

Embora a resisténcia mecéanica dos fios de quitosana tenha diminuido com a
incorporacdo da GIcNAc, essa propriedade foi maior do que os valores médios
indicados na Norma de Suturas Cirurgicas (Tabela 6), sendo a for¢a de tracdo acima
de 1,77 N, para os fios 6-0 (didmetro de 0,100 a 0,149 mm). Assim, em relacdo ao
desempenho mecanico, esses resultados indicam que os fios de quitosana com
GIcNAc podem ser adequados como material para sutura cirdrgica e representam
um avango no sentido de combinar propriedades mecanicas e agao terapéutica.

4.9.6 Angulo de Contato

O ensaio de angulo de contato dos fios de quitosana 4% e quitosana
4%/GIcNAc com 4gua destilada, foi realizado com a finalidade de avaliar possiveis
mudancas da hidrofilicidade deste material.

A Figura 53 apresenta o grafico com os valores das medidas de angulo de
contato para os fios de quitosana 4% e 4%/GIcNAc, apds 1 minuto de contato com a
gota de &gua. Analisando a Figura 53, observou-se que todas as amostras

apresentam um carater hidrofilico, ou seja, o angulo de contato € menor que 90°.
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Figura 53 - Medidas de angulo de contato para os fios de 4% de quitosana e 4%/GIcNAc,
apo6s 1 minuto de contato com a gota de agua.

De acordo com Sengupta e Pittman (2009), a molhabilidade de uma gota em
uma superficie sélida diminui a medida que o angulo de contato aumenta. Um
angulo de contato menor que 90° significa que o liquido tende a molhar a amostra,
sendo, portanto, hidrofilico, enquanto que um angulo de contato maior do que 90° o
liguido nao tera tendéncia para molhar a superficie, caracterizando a superficie
como hidrofdbica.

De acordo com Assis (2010), as ligacdes covalentes dos grupos amina
presentes na quitosana, apresenta regides de alta polaridade, devido a diferenca de
eletronegatividade. Tornando assim, favoravel o rearranjo de moléculas de aguas
em redor do polimero. Este atributo associado as regides também polares dos
grupos acetamidas, caracteriza a quitosana com alto grau de hidrofilicidade.

Os valores para as amostras de quitosana 4% e para as amostras de
quitosana 4%/GIcNAc apds o contato de 1 minuto com agua destilada foram de

86,06° e 79,7° respectivamente.
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Estas médias diferem estatisticamente pois apresentam um p-valor=0,010.
Porém, essa baixa variagdo entre as amostras deve-se ao fato da pequena
quantidade de GlcNAc (0,2 g) utilizada nos fios de quitosana.

Com a adicdo da GicNac, houve possivelmente o desbalanceamento das
cargas da cadeia da quitosana. Ocasionando, assim, na diminuicdo do angulo de
contato, o que provavelmente aumentou a disponibilidade de grupos polares no
material, aumentando, portanto, a molhabilidade dos fios com GIcNAc, quando
comparado com os fios apenas de quitosana.

Esses resultados corroboram com Tabriz et al.(2019), que mostraram em
seu trabalho com membranas de quitosana que o angulo de contato diminui pela
adicdo de quitosana. E com Karbasi et al. (2016), que obtiveram scaffolds de
PHB/quitosana e também constataram que o aumento da concentracdao de
quitosana diminuiu o angulo de contato.

Essa maior afinidade com a agua dos fios de quitosana/GIlcNAc, provocou
maior grau de intumescimento, conforme sera observado no ensaio de
biodegradacao por perda de massa, onde verifica-se que os fios com farmaco
apresentaram maior intumescimento em até 21 dias (Figura 54).

Liu e Bai (2006), registraram angulo de contato de 63° para fibras ocas com
1,5% (m/v) de quitosana, coaguladas com 3% hidréxido de sodio. Zheng et al.
(2008), apresentaram angulo de contato pouco menor que 70° em membranas de
quitosana a 1%. Lima et al. (2014) obtiveram membranas de quitosana a 1% (m/v)
pelo método de evaporacao do solvente, sendo neutralizadas em hidréxido de sédio
(1 mol/L) e exibiram angulo de contato de aproximadamente 43,59°. Diante disto,
observa-se que os dados apresentados na literatura, corroboram com resultados
encontrados nesta pesquisa.

Ainda segundo Zhu e Yu (2013), a molhabilidade da superficie da amostra e
o intumescimento, sdo caracteristicas importantes para materiais usados em
curativos. Uma vez que, a ferida ndo pode ficar seca, sendo necessario também o
exsudato dessa ferida.
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4.9.7 Biodegradacao in vitro

4.9.7.1 Analise por Perda de Massa

A Figura 54 apresenta o grafico de biodegradagéo in vitro, nos fios de
quitosana 4%/GlcNAc na solucao de PBS e PBS/lisozima.

Foram avaliados valores de perda de peso para os fios no periodo de 7, 14,
21, 28 e 35 dias, como também analises de FTIR e MEV.

Etapa de Intumescimento
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Figura 54 - Grafico de biodegradacgao dos fios de quitosana 4%/GIcNAc em solu¢ao de PBS
e PBS/lisozima no periodo de 7, 14, 21, 28 e 35 dias.

No ensaio avaliou-se a perda de peso dos fios com o GIcNAc em solucéo de
PBS e PBS/Lisozima.

Constatou-se ainda o pH das solugbes durante todo o processo de
degradacéao, e os valores ndo apresentaram alteracdes significativas, apresentando
no ultimo dia de incubacao (35 dias) pH= 7,24 £ 0,03 e 7,22 + 0,01, para os fios em
solugéo de PBS e PBS/Lisozima, respectivamente.



127

A partir da Figura 54 € possivel observar que o inicio da perda de massa nos
fios ocorreu apds 21 dias. Perfil semelhante foi avaliado no gréafico de perda de
massa dos fios de 3 e 4% (Figura 37), onde antes do inicio da perda de massa,
ocorreu apenas 0 processo de intumescimento, que € maximo em 7 dias para
avaliacao dos fios apenas em solucao de PBS, e para o fio em PBS/lisozima € maior
em 14 dias.

As duas etapas do processos de degradacao evidenciados na Figura 54,
onde a primeira etapa é a de intumescimento e difusdo e a segunda etapa de
degradacao, também foi observado por Sabino et al. (2004), que apontaram que o
processo de hidrélise em polimeros semicristalinos ocorre em duas etapas. Tendo
inicialmente o ataque das regides amorfas, menos densas, onde a difusdo do meio
por hidrélise é mais facil e mais rdpida, do que o ataque nas regides cristalinas.
Estas diferencas na cinética de degradacao hidrolitica gera esses dois estagios no
processo de degradacao.

Percebe-se que a biodegradacao em 28 dias, resultou em uma perda de
massa do fio de quitosana 4%, de 2,9% = 1,1 e 5,2% * 3,4 em solucdo de PBS e
PBS/Lisozima, respectivamente. Enquanto que os fios com GIcNAc obtiveram perda
de massa na presenca da enzima lisozima de 45,3% + 1,1, e o fio apenas em
solugcdo PBS apresentou valor de 36,7% + 1,4, indicando a degradagcao mais rapida
na presenca da lisozima. Sendo esse resultado estatisticamente significativo, pois de
acordo com o teste T-comparativo o p-valor = 0,042 (p-valor < 0,05), ou seja, a
diferenca entre as meédias da degradacdo das amostras em PBS e em
PBS/Lisozima, sdo estatisticamente significativas. De acordo com Lonc&arevi¢ et al.
(2017), isto ocorre pois a degradacao na auséncia lisozima, resulta apenas do
processo de dissolugdo da quitosana, e na presenca da enzima pode ocorrer
interacdes especificas entre a quitosana e a lisozima que sao responsaveis por
clivar a ligacao glicosidica da quitosana e acelerar a degradacéo.

Ainda é importante ressaltar que a biodegradacgao total do fio de quitosana
4%/GlcNAc, ocorreu em 35 dias, uma degradacado mais rapida quando comparada
com o fio de quitosana sem o GlcNAc. Podendo esse fio ser utilizado em uma regiao
gue necessite de um menor tempo para que o processo de cicatrizacao seja efetivo.
Este fato pode ter ocorrido devido a adicdo da GIcNAc, que agiu como agente

acelerador do processo de degradagao.
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Essa observacdo pode ser explicada em conjunto com os resultados de
DRX, onde viu-se que a adigdo farmaco acarretou um perfil mais amorfo do sistema.

Esse fato, é semelhante aos estudos de Yang et al. (2007), que sugerem em
seu trabalho com fios de quitosana, que a quantidade de derivados acetilados
acelera o processo de degradacéo, ou seja, que a taxa de degradagao aumenta com
o aumento de derivados acetilados no sistema.

Ainda de acordo Lim et al. (2008), a quitosana ¢é inicialmente degradada pela
lisozima em oligbmeros ou espécies de baixa massa molecular, sendo depois

degradada por N-Acetil-D-Glucosaminidase para monémeros.

4.9.7.2 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier - (FTIR) para Evidenciar a Degradacao

Na Figura 55 tem-se o espectro de FTIR do fio de quitosana 4%/GIcNAc
apos biodegradacao em solucao de PBS e PBS/Lisozima que foram avaliadas com o
objetivo de confirmar a biodegradacao apo6s o ensaio em 35 dias.
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Figura 55 - Espectro de FTIR dos fios de Quitosana 4%/GIcNAc, antes e apds o ensaio de
biodegradacao em solucao de PBS e PBS/lisozima no periodo de 35 dias.
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Nos espectros dos fios biodegradados verifica-se que os fios de quitosana
4%/GIcNAc na presenga de lisozima apresentam perfis semelhantes, com os fios
avaliados apenas na presenca da solucao de PBS.
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Figura 56 - Detalhe dos espectros de FTIR em vérias bandas de absor¢cdo nos fios de
quitosana GIcNAc - PBS e quitosana/GIcNAc — PBS/Lis. (a) de 3500-2000 cm™ e (b) 1700-
1100 cm™.

No espectro do fio ndo submetido a degradacao (linha azul), as duas bandas
3354 cm™ e 3292 cm™ estédo enfraquecidas e uma nova area é evidente em 3276
cm! para os fios degradados (Figura 56 (a)). Segundo Pearson et al. (1960), isto
ocorre quando a ligacao forte C = O --- H-N estd sendo destruida na cadeia
polissacaridica. Na Figura 56 (a), tem-se os deslocamentos das bandas de 2929 cm-
! para 2962 cm'! referente ao alongamento do CHs. Observa-se também para os fios
biodegradados regides caracteristicas da curvatura N-H da GIcNAc (Fig. 56 (b)), em
1537 cm™ isto sugere que uma maior quantidade de GIcNAc esta presente no
sistema, provavelmente o farmaco estava preso na parte enovelada do polimero e
esta sendo liberado a partir da degradacéao do fio de quitosana (Luo et al., 2016).

Tem-se também aumento da intensidade da banda de absorcdo a 1652 cm™
referente a amina |. Verifica-se as bandas relacionadas a transmitancia em 1409 cm-
' que é correspondente as vibragdes da ligagdo C-H nos grupos CH2. Em 1080 cm’
onde tem-se as vibragdes deformantes dos grupos —C-O-C- e em 1152 cm™' onde ha
a banda referente a ligacao glicosidica. Esse efeito pode estar relacionado a quebra
de grupos C-O-C e a cisao da cadeia principal de quitosana em fragmentos menores
(Alhosseinl et al., 2012; Luo et al., 2016).
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4.9.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura - (MEV) para Evidenciar a
Degradacao.

As Figuras 57 e 58, apresentam respectivamente as micrografias dos fios de
quitosana 4%/GlcNAc em solucéo de PBS e PBS/Lisozima.

Quitosana/GLcNAC Quitosana/GLcNAC
PBS PBS

Figura 57 - Micrografias dos fios de quitosana 4%/GIcNAc em solugédo de PBS, aumento de
500x .

i Quitosana/GLcNAc -
PBS/Lis

Quitosana/GLcNAc
PBS/Lis

Figura 58 - Micrografias dos fios de quitosana 4%/GIcNAc em solu¢cdo de PBS/Lisozima,
aumento de 500x.

As micrografias dos fios de quitosana 4%/GIcNAc em solugcdo de PBS e
PBS/Lisozima apresentam uma degradacao superficial bastante significativa e maior
quando comparado com os fios quitosana 4% avaliadas sem o GIcNAc, em solugéao
de PBS e PBS/Lisozima, conforme apresentado nas Figuras 42, 43, 44, 45.
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Como descrito anteriormente, a adicdo do GlcNAc intensificou e acelerou o
processo de degradagao conforme visto no ensaio de perda de massa (Figura 54).

Ao analisar o fio de quitosana 4%/GIcNAc em ambas solugdes tem-se
superficies irregulares e rugosas, como também ranhuras extensas e com a
presenca de profundidade ao longo dos fios. Descricdo essa, contraria aos fios ndo
submetidos a biodegradacdo (Figura 30), onde encontrou-se fios homogéneos e
com topografia regular.

Todavia, ao comparar as amostras imersas em solugdes de PBS e
PBS/Lisozima (Figuras 57 e 58), verifica-se que ndao se tem uma diferenca
morfoldgica significante entre as duas amostras.

Pode-se perceber a perda de massa do fio através de suas bordas, como se
partes externas do fio fossem sendo eliminadas por camadas, semelhante ao
processo de descamagcao.

Verifica-se ainda, o processo de erosdo do fio, a camada externa com
desgaste e com auséncia de massa, isto possivelmente tem relevancia significativas
no sistema de liberagcdo de farmacos. Apos isto provavelmente, o farmaco sera
liberado de forma mais rapida, pois, a solugcdo em contato com o fio comecou a ser
absorvida originando o aumento das dimensdes. Logo, a camada externa é erodida,
posteriormente as cadeias do polimero se dissociam provocando a degradagao
completa dos fios permitindo uma maior dissolugéo do farmaco.

As visualizagbes das micrografias estdo de acordo com o comportamento
dos espectros de FTIR dessas amostras, onde foi possivel observar que os fios
submetidos ao ensaio de biodegradacao apresentaram perda de massa.

4.9.7.4 Ensaio Mecanico sob Tracao (N)

O ensaio de tracdo foi realizado também nos fios de quitosana 4%/GlcNAc
em 21 dias de incubacdo na solucao de PBS/lisozima. A Figura 59 apresenta os

valores de forga de tracao (N) e diametro (mm) do fio.
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Figura 59 - Valores de forga de tracédo (N) e da area do fio (mm?) nos fios de quitosana 4% e
quitosana 4%/GIcNAc em 21 dias.

O ensaio foi realizado em 21 dias, onde conforme o teste de perda de massa
(Figura 54) ocorreu apenas o processo de intumescimento.

De acordo com Dart e Dart (2011), as suturas absorviveis perdem a forca a
tracdo a medida que sofrem degradacdo com também absor¢cdo. No entanto, a
perda da forca a tracao € independente da absorcao. Ou seja, uma sutura absorvivel
pode perder a forca a tracao rapidamente, mas, ser absorvido lentamente.

Comparando os valores dos fios de quitosana 4%/GIcNAc da Tabela 9, com
os fios submetidos a degradagdo em 21 dias (Figura 59) verifica-se, uma diminuicéo
estatisticamente significativa (p-valor = 0,03 ou seja, p-valor<0,05) da forca de tracao
(N) de 3,45 £ 0,74 N sem farmaco, para 2,05 £ 0,61 N com farmaco. Indicando assim
uma perda significativa de 54,7% da forca de tracdo em 21 dias. Observa-se
também uma diminuicao do diametro do fio em aproximadamente 15%.

Conforme visto na Figura 54 no ensaio por perda de massa, em 21 dias
ainda nao ocorre perda de massa consideravel. Mas, os fios apresentam alteragbes
morfolégicas muito significantes o que acarreta em perda das propriedades

mecanicas.
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Diante do resultado exposto pode-se comparar as propriedades mecanicas
do fio de quitosana 4%/GIcNAc com o fio de sutura absorvivel monofilamentar
comercial catgut.

Os fios catgut sao obtidos a partir da submucosa de intestinos de ovinos ou
da serosa intestinal de bovinos, que pode ser apresentado na forma de catgut
simples ou catgut cromado. O simples mantém sua propriedade mecéanica de forca
de tracdo (N), por 5 a 7 dias, e é absorvido em até 4 semanas. No catgut cromado a
presenca dos sais de cromo aumenta a propriedade mecanica, logo, sua perda de
50% de resisténcia ocorre em aproximadamente 20 dias e a perca total da forca
ocorre em 5 semanas (Dart e Dart, 2011).

Como relacdo a forca de tracdao (N) tem-se que o fio de quitosana
4%/GIcNAc apresenta uma perda de forca a tracdo comparada ao fio catgut
cromado, pois a biodegradacado desse fio comercial ocorre entre 19 e 20 dias com
perda de 50% de sua forga de tragéo, e o fio de quitosana 4%/GIcNAc tem-se perda
de 54,7% em 21 dias.

4.9.8 Validacao do Meétodo Analitico para a Quantificacdo da N-Acetil-D-
Glucosamina

Foram consideradas para validacdo as caracteristicas de conforme a
RDC n® 166/17, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA);
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD) e de

quantificacao (LQ), adequados a analise.

4.9.8.1 Determinacao do Comprimento de Onda do N-Acetil-D-Glucosamina

A Figura 60 apresenta o comprimento de onda do GIcNAc. Inicialmente
realizou uma varredura no UV-Vis na concentracéo de 10 pug/mL de solugdo GIcNAc
em PBS, entre 190 e 300 nm com o objetivo de verificar o comprimento de onda do
farmaco. Obtendo o pico de absorcdo maxima do farmaco em 192 nm conforme a
Figura 60.

Na literatura € possivel encontrar valores de absor¢cdo maxima entre A =
195-210 nm (Mekasha et al., 2016).
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Figura 60 - Espectro da solucdo de N-Acetil-D-Glucosamina (10 upg/mL), com absorcao
maxima (Amax) em 192 nm.

4.9.8.2 Seletividade

Com o objetivo de comprovar a seletividade do método, verificou-se o
comprimento de onda do fio de quitosana 4%/GlcNAc, comparando com o espectro

da solucdo de GlcNAc (Figura 61).
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Figura 61 - Espectro das amostras de Liberacao do fio de quitosana 4%/GIcNAc e da
solugéo de N-Acetil-D-Glucosamina 10 pg/mL.
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A Figura 61 demostra, portanto, a seletividade e a especificidade do método,
haja vista que ndo houve o surgimento de novos picos referentes os demais
materiais utilizados na regidao em 192 nm que é referente a N-Acetil-D-Glucosamina.

4.9.8.3 Linearidade e Intervalo

O estudo da linearidade foi realizado a partir de solugbes de GlIcNAc,
utilizando 10 pontos, com as concentragdes variando de 0,1 yg/mL a 35 ug/mL.

A partir destes pontos (0,1; 0,5; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 35 pg/mL) foi
possivel obter uma curva de origem linear (Figura 62), pelo método dos minimos
quadrados, apresentando o coeficiente de correlagédo de r = 0,99398 corroborando
com a RDC 166/17 ANVISA, que determina um coeficiente de correlacdo deve estar
acima de 0,990. Portanto, a partir da curva verifica-se que as concentragdes
analisadas, apresentaram leituras de absor¢cdo diretamente proporcionais a

concentragéo do analito, confirmando a linearidade do método.

Curva de Calibragcao N-Acetyl-D-glucosamina
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Figura 62 - Curva de calibracdo do N-Acetil-D-glucosamina, obtido pelo método
espectrofotométrico UV/VIS.
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4.9.8.4 Exatidao

A exatidao para o método em estudo foi avaliada a partir das quantificacoes
em triplicata das trés concentracbes de alta, média e baixa (0,1; 10 e 35 pug/mL), os

valores estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores para a verificagdo da exatidao do método

Concentracao Meédia da Concentracao  Coeficiente de Exatidao (%)
Tedrica Experimental (ug/mL) = o
(g/mL) Variacao (%)
0,1 0,104 1,300 104,00
10 10,231 4,792 102,31
35 34,920 1,390 99,77

A partir da Tabela 9 verifica-se que o método é considerado exato em
relacdo as concentra¢des analisadas. Uma vez que o valor obtido para exatidao do
método variou de 99,77 a 104,00%, sendo o intervalo aceitavel de 80% a 120% da
concentracao teorica da analise, conforme as especificacdes estabelecidas pela
ANVISA RDC 166/17, e os valores de Coeficiente de Variacao (%) foram menores

gue o maximo permitido pela ANVISA que é de 5%.

4.9.8.5 Precisao

A repetibilidade do método foi avaliada a partir da leitura (n=6) do ponto
médio da curva de calibragéo (10 pg/mL).
A Tabela 10 apresenta os dados obtidos pelo ensaio de precisao

(repetibilidade).

Tabela 10 - Valores para verificagéo da precisao (repetibilidade)

Concentracao Meédia da Concentracao Coeficiente de Recuperacao
Teodrica Experimental (ug/mL). N
(ug/mL) Variacao (%) (%)

10 9,923 4,801 99,23




137

De acordo com os valores observados na Tabela 10 tem-se que o método é
preciso uma vez que os resultados obtidos estdo de acordo com o padrao da
ANVISA, ou seja, Coeficiente de Variagao inferior a 5%.

4.9.8.6 Limite de Deteccao

O limite de detecgcao refere-se a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado,
sob as condigcdes experimentais estabelecidas, obteve-se neste trabalho uma

concentracao de limite de deteccéo de 0,59663 ug/mL.

4.9.8.7 Limite de Quantificacao

Para esta metodologia obteve-se um limite de quantificacédo de 1,80 pug/mL
gue € a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas
(BRASIL, 20083).

4.9.9 Liberacao do N-Acetil-D-glucosamina in vitro a partir dos fios de
quitosana.

Os estudos de liberacao de farmaco in vitro do fio de quitosana 4% com a
adicao da GIcNAc (quitosana 4%/GlIcNAc) foram realizados em solugdo de tampao
de fosfato salino (PBS), como simulacao do fluido corpéreo em pH 7,4. As amostras
foram observadas no comprimento de onda de 192 nm, conforme visto na Figura 63.

A Figura 63 mostra as porcentagens de liberacdo do GIcNAc nos fios de
quitosana nos tempos pré-determinados até 49 dias. A liberacdo da GIcNAc nos fios
foi satisfatéria.

Verifica-se uma liberacdo inicialmente lenta, de 7,4% da GIcNAc em 1 dia, e
de 27% no prazo de 14 dias.
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Figura 63 - Grafico do perfil de liberagdo do farmaco GIcNAc, nos fios de quitosana
(quitosana 4%/GIcNAc), no periodo até 49 dias, obtidas por espectrofotémetro UV/Vis.

Ou seja, neste sistema nao se verifica a liberagdo do farmaco rapidamente
no primeiro instante, chamado de efeito “burst’, indicando assim, que o farmaco nao
se encontra na superficie, e sim é presumivel que o farmaco se encontre localizado
preferencialmente nas partes mas internas das moléculas de quitosana e distribuido
por toda matriz polimérica. Evitando assim, consequéncias negativas ao sistema de
liberacao, como a toxicidade local devido a alta concentracao de farmaco liberado.

Como mostrado anteriormente nas imagens de MEV (Figura 50), cristais de
GIcNAc nao foram observados na superficie do fio e nem na sua secao transversal.
Além disso, tem-se uma interagdo entre quitosana com GIcNAc como sugerido pelos
DRX e FTIR (Figura 51), o que pode ter resultado em uma liberagdo lenta do
farmaco no fio, e isso pode ter reduzido o efeito inicial da liberagdo rapida do
farmaco. A vantagem deste sistema de liberacdo é evitar consequiéncias negativas,
como a toxicidade local de alta concentracao de drogas (Huang e Brazel, 2001).

Este aspecto corrobora também com a primeira etapa do ensaio de
biodegradacao (Figura 46), onde neste periodo ocorre apenas o intumescimento da

matriz polimérica.
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Ou seja, em até 21 dias ocorre apenas o intumescimento dos fios (nos dias
7, 14 e 21, 0 ganho de massa foi de 128,4%, 116,5% e 112,8 % para os fios de
quitosana (Figura 37), respectivamente em solucao de PBS e de 113,0%, 135,6%, e
101,5% para os fios de quitosana/GlcNAc (Figura 54).

Uma liberagdo mais acentuada ocorre apdés 21 dias, sendo isso
provavelmente atribuido ao contato prolongado da matriz polimérica com a solucao,
0 que acarreta o aumento da taxa de degradagao da quitosana (Figura 54), em 28
dias € o periodo que se inicia uma maior quantidade de perda de massa dos fios.
Permitindo assim, que o restante do farmaco seja liberado. Cerca de 61% de
GIcNAc presente no fio de quitosana foi liberado em 49 dias.

Qian et al. (2013), avaliaram a quantidade de glucosamina liberada em um
sistema obtido de quitosana/glucosamina, e observou-se que uma maior quantidade
de glucosamina era liberada com o aumento da concentracdo de quitosana. Logo,
os autores sugerem que uma formulagdo de glucosamina com quitosana poderia
potencialmente fornecer efeito terapéutico melhorado na dose convencional. Os
autores demonstraram, em estudos in vivo em ratos e cées beagle, que a presencga
de quitosana poderia aumentar a concentracao plasmatica e a biodisponibilidade da
glucosamina sem alterar sua eliminagdo. Assim, os fios de quitosana com GIcNAc
podem ser propostos como material de sutura cirdrgica absorvivel sendo também
promissor, uma vez que poderia potencialmente proporcionar um efeito terapéutico
melhorado em comparagdo com a dose convencional, tendo em vista obter a
liberacao do farmaco com controle e de forma prolongada.

Conforme visto anteriormente, a quitosana é um polissacarideo e um dos
seus produtos de degradacdo é a glucosamina. A fim de confirmar que a
glucosamina liberada dos fios e observada em UV-Vis, é a N-Acetil-D-Glucosamina
adicionada ao sistema e nao a glucosamina gerada a partir da degradacédo de
quitosana. Analisou-se as amostras apenas dos fios de quitosana 4% coletadas no
periodo de 49 dias. Onde foi detectada apenas uma quantidade de 6,49 ug de
glucosamina (dados nao apresentados), liberados como subproduto da degradacéao
do fio. Indicando que a liberacdo de GlcNAc no fio (Figura 62), é do farmaco

adicionado no fio, e ndo da glucosamina produto da degradacéo na quitosana.
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4.9.10 Cinética de Liberacao

A cinética de liberacao é um dos parametros importantes para ser estudado.
Como o sistema de liberagdo utilizado tem como matriz um polimero de origem
natural e biodegradavel, deve-se levar em consideracao para a modelagem alguns
fatores como os mecanismos de difusao do polimero e grau de intumescimento.

A Tabela 11 apresenta os valores dos modelos cinéticos de Ordem Zero,
Primeira Ordem, Higuchi, Peppas-Sahlin e Hopfenberg (Apéndice L).

Tabela 11 - Valores dos Modelos de Cinética de Liberagéo.

Modelos r AlC MSC
Ordem Zero 0,994 30,52 4,08
Higuchi 0,908 46,08 2,14
Peppas-Sahlin 0,987 35,72 3,43
Hopfenberg 0,981 33,85 3,66

Os mecanismos de cinética de liberacdo foram estudados com relacdo aos
fios de quitosana contendo GIcNAc. Os dados de liberacdo dos fios quitosana
4%/GIcNAc foram tratados com os modelos cinéticos de Ordem Zero, Higuchi,
Peppas-Sahlin e Hopfenberg (Dredan et al., 1998; Sood e Panchagnula, 1998;
Vueba et al.,, 2004), usando o programa de suplementos o DDSolver para a
modelagem e comparacéao dos modelos.

Segundo Zhang et al. (2010), os primeiros 60% de todas as curvas de
liberacao sdo usados para analise estatistica e, com base na estatistica dos valores
mais altos de adjusted coefficient of determination R2_adj e model selection criterion
MSC e os menores valores de Akaike Information Criterion AIC, conforme
apresentada na Tabela 11.

De acordo com esses critérios, avaliados nos dados da Tabela 11, verificou-
se que o modelo que apresentou melhor ajuste foi o de Ordem Zero, seguidos dos
modelos de Peppas-Sahlin e Hopfenberg. Porém observou-se que os dados obtidos

n&o se ajustaram com o modelo de Higuchi.
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Verificou-se portanto a obtencdo de uma relagcédo linear, sugerindo que a
liberacao de GIcNAc € independente de concentracdo, situacdo esta desejavel na
formulacdo de liberagdo sustentada, pois minimiza as oscilagdes da concentracéo
de farmacos no sangue (Najib e Suleiman, 1985).

Segundo Siepmann et al. (2012), o modelo de ordem zero, indica que a
liberacao ocorre a taxa constante, sendo isso um sistema desejavel, pois minimiza
as oscilagbes na concentracdo do farmaco no sangue. Portanto, tem-se que,
provavelmente a liberagdo do GIcNAc nos fios de quitosana apresenta uma
dosagem de liberagéo prolongada, permitindo que o farmaco se mantenha dentro da
faixa terapéutica por um periodo de tempo prolongado.

Chattopadhyay et al. (2016), estudaram nanoparticulas carregadas de
diacereina e glucosamina e obtiveram um mecanismo de liberacdo de ordem zero.
Concluindo assim que os resultados obtidos sao bons para possiveis tratamentos de
osteoatrite.

Ainda de acordo com Siepmann et al. (2012), frequentemente, mais de um
mecanismo esta envolvido em um sistema de liberacdo ou mecanismos diferentes
podem dominar em diferentes estagios deste processo. Assim sendo, a partir dos
resultados apresentados na Tabela 11, onde alguns modelos de liberacado obtiveram
coeficiente de correlagéo (r?) préoximos de 0,99 verifica-se que a liberagcdo GIcNAc
pode ter sido controlada pela combinagao de alguns destes modelos. Ou seja, além
do mecanismo de liberagdo do farmaco ocorrer por ordem zero, pode ter ocorrido
também a difusédo Fickiana (primeiro termo da Equacao 1) e relaxamento de Caso-ll
(segundo termo da equacdo 1, regida pelo modelo de Peppas e Shalin, onde
obtivemos r? = 0,987, com n = 0,45 (Tabela 1). A liberagéo pelo relaxamento Caso-l
ocorre quando o mecanismo de transporte do farmaco em polimeros hidrofilicos,
incham em agua ou fluidos biologicos (Peppas & Sahlin, 1989).

Unagoll & Jayasuriyaab (2018), obtiveram microparticulas de quitosana-
alginato, pela técnica de gelificagédo ionotrdpica contendo vancomicina, e verificaram
que o melhor modelo de liberagcdo para o seu sistema foi o de Peppas-Sahlin,
indicando que o mecanismo de transporte de drogas era controlado tanto pela
difusédo Fickiana quanto pelo relaxamento do caso II.

E possivel que a liberagdo de GlcNAc dos filamentos de quitosana apresente
uma dosagem de liberacdo sustentada, permitindo que a droga permaneca dentro
da faixa terapéutica por um longo periodo de tempo.
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Esse resultado corrobora com o ensaio de biodegradacéao (Figura 54), onde
verificou-se que até 21 dias se tem a primeira etapa do processo de degradacéo,
que é o intumescimento, sem a perda de massa. Nesse periodo provavelmente a
liberacao é controlada pelo processo de difusdo, o que resulta em uma liberacdo
mais lenta, pois a agua que ocupa a matriz polimérica preenche os poros, e ao longo
do tempo eventualmente, pode facilitar a liberagcao do farmaco.

Apoés 28 dias verifica-se uma maior porcentagem de liberagdo do GlcNAc,
supostamente esse fenémeno ocorre devido ao processo de erosao, caracteristica
do modelo de Hopfenberg. Corroborando novamente com o ensaio de
biodegradacédo, onde tem-se o inicio da perda de massa, neste periodo. Ou seja,
quando o sistema ndo consegue mais manter a integridade da rede polimérica, o
farmaco é liberado de forma mais efetiva (Siepmann e Siepmann, 2012).

Segundo e Siepmann et al. (2012), uma caracteristica da erosao € que as
dimensbdes do sistema diminuem com o tempo, e a liberagdo do farmaco se
correlaciona com a erosdo (conforme visto no ensaio por MEV, Figuras 57 e 58).

O modelo de Higuchi nao foi considerado um modelo apropriado para o
sistema em andlise, devido a equacao deste modelo descrever a liberacdo de um
farmaco a partir de uma geometria planar e fina, como também o inchago e/ou a

dissolu¢ao da matriz neste modelo é insignificante.

4.9.10 Citotoxicidade Método de Difusdo em Agar

Os testes de citotoxicidade in vitro dos fios de quitosana 4% e quitosana
4%/GIcNAc para células L929 foram avaliados pelo método de difusdo em agar. A
citotoxicidade foi avaliada observando-se o tamanho do halo ao redor do material
testado apds 24 horas de incubagdo, utilizando os critérios de pontuacdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 12 - Avaliagao de citotoxicidade usando o teste de agar

Leitura das placas Grau de
Média (cm) Citotoxicidade
Controle Negativo 0.00 0

Controle Positivo 0.92 3
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Quitosana 4% 0.00 0
Quitosana 4%/GlcNAc 0.00 0

A partir da avaliagdo dos halos, os resultados qualitativos do controle
positivo, controle negativo e dos fios de quitosana 4% e quitosana 4%/GIlcNAc foram
obtidos e os valores médios encontrados para as amostras sdo mostrados na Tabela
12. Como mostrado na Figura 64 (a), ocorreu a formag¢ao de um halo ao redor do
controle positivo, revelando a morte celular (lise), ou seja, sua toxicidade. Conforme
estabelecido pela ISO 10993-5 (Tabela 3), para tamanho do halo entre 0,45 e 1,0
cm, a citotoxicidade é moderada (grau 3). Assim, uma vez que o tamanho da zona
de branqueamento do controle positivo foi de 0,92 cm (Tabela 12), a sua

citotoxicidade foi moderada.
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Figura 64 - Imagens de Microscopia Otica (a) controle positivo e (b) controle negativo.

Os resultados dos testes de citotoxicidade para os fios de quitosana 4%e
quitosana 4%/GIcNAc mostraram que a linhagem celular L929 ndo apresentou
formacao de halo ao redor dos filamentos e alteragbes na morfologia celular ndo
foram observadas (Figura 65(a) e 65(b)) de forma semelhante aos controles
negativos (Figura 64(b)).

Os resultados obtidos sugerem que os fios de quitosana e quitosana/GIcNAc
nao sdo téxicos para as células L929 e permitem o seu uso potencial como material

de sutura cirurgica absorvivel.
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Figura 65 - Auséncia de descoramento ao redor e sob as amostras do (a) fio de quitosana
4% e (b) fio de quitosana 4%/GIcNAc.

Esses resultados estdo de acordo com dados previamente relatados
atestando a ndo citotoxicidade de materiais a base de quitosana (Rejinold et al.,
2011; Zhao et al., 2014).

Resultados semelhantes foram reportados por Asiah et al. (2006), que
estudaram a citotoxidade in vitro, de filmes de quitosana em culturas de fibroblastos
humanos e concluiram que a amostra ndo apresentava citotoxidade podendo ser
utilizada como biomaterial.

Vulcani et al. (2012), obtiveram membranas nanoestruturasdas obtidas por
eletrofiagdo de quitosana/PEQO e realizaram a ensaio de citotoxicidade pelo método
de difusdo em &gar aplicado a trés linhagens celulares diferentes, HEp-2 (células
humanas de carcinoma da laringe), Vero (células renais de macacos verdes
africanos) e McCoy (células de fibroblastos de camundongo) e comprovou a

biocompatibilidade da membrana de quitosana/PEO em todos os casos estudados.

4.9.11 Avaliacao clinica da ferida cirurgica

A avaliagdo clinica, visual e tétil foi realizada nos animais e registros
fotogréaficos foram feitos nos dias 0,1,2,3,4,5,6,7 e 14 apds a interversao cirurgica,

com o objetivo de acompanhar o processo de cicatrizacado da ferida.
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Figura 66 — Aspecto clinico po6s cirurgico do dorso de animais. Quitosana,
quitosana/GIcNAc e catgut, nos dias 0,1,2,3,4,5,6,7,14.

Inicialmente realizou-se a tricotomia do pelo dos animais em seguida foi
realizada a antissepsia. A partir de entao fez-se a incisdo de aproximadamente 2,0

cm de comprimento, com lamina de bisturi n © 15, em aco carbono Figura 66 (0 dia).
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Apos isto realizou-se o processo do fechamento da ferida utilizando os fios
de quitosana 4%, quitosana 4%/GIcNAc e catgut cromado (controle), os animais
foram alojados em gaiolas. O fio comercial catgut cromado foi escolhido por este
apresentar uma biodegradacéo in vitro e perda de 50% de sua forga de tracao,
semelhante aos resultados obtidos pelo fio de quitosana 4%/GlcNAc, conforme
apresentado na secao 4.9.7.4.

Apds isto foram realizadas analise visual e tatil dos ferimentos em 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 e 14 dias.

A partir do primeiro dia observa-se que os animais suturados com os fios de
quitosana e quitosana/GlcNAc apresentaram resposta inflamatéria moderada, sendo
menos acentuado que a resposta exibida pelos animais tratados com fio catgut, o
mesmo aspecto visual é observado para os dias 2 e 3. Essa diferenca
provavelmente se deve ao tipo de absorcéao de cada fio.

Em nenhum dos animais observou-se complicagcbes com secrecéo
purulenta.

No quarto dia ja € possivel verificar a auséncia dos fios de quitosana e
quitosana/GlcNAc, como também visualiza-se que 100% da ferida foi fechada com o
fio de quitosana/GlcNAc, mostrando a eficacia do fio com N-acetil-D-glucosamina.
Isso ja era esperado pois a GIcNAc juntamente com a quitosana além de apresentar
propriedades hemostaticas pode aumentar a produgdo de &cido hialurénico na
ferida, promovendo uma rapida cicatrizacdo (Guines e Tihminlioglub, 2017; Ouyang
et al., 2018). Comportamento semelhante de cicatrizacdo é observada nos dias 5,6 e
7.

Com relacdo ao fio apenas de quitosana, tem-se ainda uma pequena
abertura no local da incisao, que permaneceu até 14 dias.

Em 14 dias ja tem-se mais de 50% dos pelos crescidos tanto dos animais
tratados com os fios de quitosana, quanto nos animais tratados com fios de
quitosana/GlcNAc. Enquanto no animal tratado com o fio comercial catgut, nao
observa-se ainda o crescimento dos pelos.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho que tem como objetivo
desenvolver fios de quitosana e potencializar seu efeito com a adicao da N-Acetil-D-
glucosamina tem-se que:

A partir dos ensaios reoldgicos verificou-se que as viscosidades mais
apropriadas para o processamento por fiagdo umida eram as concentragdes de 3 e
4% de quitosana.

As morfologias dos fios observado pelas técnicas de Microscopia Otica e
Eletrbnica de Varredura, apresentam-se de forma homogénea e com a presenca de
algumas ranhuras externas que podem proporcionar uma maior adesdo ao tecido
durante a sutura.

Destaca-se que a evolugdo das propriedades mecanicas (forca de tracao
(N)) em fungdo do processo de tensdo durante a secagem, ocorreu devido a
elevacao da cristalinidade, destacando que os fios obtidos nestas condi¢des
obtiveram melhores forca de tragdo (N). Enfatizando que essa melhoria nas
propriedades mecanicas ocorreu sem o uso de aditivos.

A degradacao dos fios foi analisada, e através da avaliacdo da perda de
massa e das técnicas de FTIR, MEV e propriedades mecanicas, observou-se que a
degradacgao desses fios inicia-se apos o periodo de 21 dias, e em 49 dias tem-se a
degradacéo.

Apbs a adicdo do GIcNAc observou-se um decaimento forca de tracao (N)
suportada pelo fio, porém essa reducado nao inviabiliza a utilizacdo dos fios, pois os
mesmos apresentam-se dentro da norma de fios de sutura cirurgicos. Provavelmente
isto ocorreu devido ao aumento da caracteristica amorfa do material. Contatou-se
ainda, que a adicao do mesmo nao alterou a morfologia dos fios. Porém, acelerou o
processo de degradacdo ocorrendo em 35 dias. E que em 21 dias, mesmo nao
ocorrendo o inicio de perda de massa, os fios ja apresentavam reducéo de 54,7% de
forca de tragdo (N) e de 15% do seu didametro.

No ensaio de liberagcdo do GlcNAc constatou-se que farmaco foi impregnado
e liberado dos fios de quitosana de forma prolongada, sendo que a liberacao
maxima de 60% ocorreu em 49 dias.
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Com relacdo a cinética de liberagcdo observou-se que o0 modelo
predominante foi o de ordem zero, seguido dos modelos de Peppas-Sahlin e
Hopfenberg.

Os dados de citotoxicidade in vitro dos fios de quitosana 4% e quitosana
4%/GIcNAc para as células L929 mostraram que os fios ndo se apresentam toxico
para estas células.

Com relagao ao ensaio clinico dos fios com os animais, constatou-se que os
fios de sutura com o farmaco apresentam um bom desempenho na atividade e no
tempo de cicatrizagéo.

Deste modo, tem-se que as propriedades mecanicas dos fios com GIcNAc
juntamente com outras caracteristicas avaliadas como, biodegradacéo,
biocompatibilidade e um perfil de liberagdo prolongada, apresenta-se com grande
potencial para aplicacdes como fios de suturas cirurgicas. Sendo capaz de acelerar
0 processo de cicatrizagdo de feridas, aliviar a dor e minimizar as infe¢ées no local
da cirurgia, como resultado da liberagdo prolongada da GIcNAc, podendo ser
utilizado em animais maiores e até em feridas humanas.



150

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Obtencao de fibras de quitosana coaxiais como também triaxiais pelo método

de fiacdo a umido, onde o nucleo é provido de um principio ativo;

e Obtencao scaffolds a partir dos fios;

e Desenvolvimento de fios ocos para liberagdo de farmaco;

e Desenvolvimento de curativos a partir do entrelagamento desses fios;

e Obter fibras e a partir delas usar outras técnicas de fabricagdo como
tecelagem, tric6 e métodos de entrelacamento. Sendo estas estruturas téxteis
usadas como tecnologias de substituicido e/ou celular e tecidual, como
desenvolvimento de musculos e cartilagem fornecendo criacao de vasos e/ou

nervos.
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APENDICE A

Calculo Estequiométrico

» Dados:
Massa Molecular da Quitosana = 161 g/mol
Massa Molecular da Quitina = 203 g/mol
Grau de desacetilacao da quitosana = 88%

PUR (massa ponderada) = (desacetilacdo da quitosana X Massa Molecular
da Quitosana) + (desacetilacdo da quitina x Massa Molecular da quitina)
PUR = (0,88 x 161) + (0,12 x 203) = 166,04 g/mol.

PUE é a massa molar da quitosana, caso ao invés de copolimero fosse um
polimero de 100% de mondémeros de quitosana;

Desacetilagcdo da quitosana------------------ PUR
1 womemmmeme e PUE

0,88 ------------m--- 166,04 g/mol

1 wmemmenmeenees PUE

PUE = 188,68 g/mol

> Dados do acido latico
Densidade = 1,206 g/mL
Titulo: 84,5% - 0,845
MM = 90,08 g/mol

1.206-2— x 0,845
mlL

_dxT _
MM

C

=0,01131 mol/mL

90,085
mol

Equivalente de Quitosana = Equivalente Acido

_ massa de quitosana

PUEXx V

_ massa de quitosana _ 4g _V=1.87mL=1.9 mL = 0.2 mol/L
PUEx V 188,68 g/mol x 0,01131 mol/L

_ massa de quitosana _ 3g

= — V=1,4mL=0,16mol/L
PUEXx V 188,68g/mol x 0,01131mol/L.
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APENDICE B

Protocolo das Solucoes

e Solucao de Quitosana

» Para 100 mL de solucéo.

Pipetou-se &cido latico 0,2 mol/L para 3% de quitosana e 0,16 mol/L para 4%
de quitosana, em um baldo volumétrico (100 mL), em seguida adicionou-se agua

destilada e fez-se a afericao do menisco.
A quitosana foi pesada (39 para 3%, 49 para 4%).

Em seguida a solu¢do de acido latico foi colocada em um Becker, seguida
da adicao desejada de quitosana. Posteriormente a solucdo foi homogeneizada em

um agitador mecanico em 80 rpm por 4 horas.

e Solucao Coagulante

» Para 300 mL de Solugédo Coagulante (70% de Hidroxido de Sodio a 1 mol/L. +
30% Metanol).

Preparou-se inicialmente 1L de solugao de Hidroxido de Sddio a 1mol/L.

Posteriormente em uma proveta mediu-se 210ml da solu¢do de Hidréxido de
Sddio a 1M (preparada anteriormente) e em seguida foi adicionado 90ml de metanol,

agitando.
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APENDICE C

Protocolo da Adicao do N-Acetil-D-Glucosamina no fio de 4% de Quitosana

e Em 100 mL de solucao de quitosana 4%
Foi adicionado 5% de N-Acetil-D-Glucosamina com relacdo a massa da

quitosana

49g de quitosana (m/v)
+

0,2g de N-Acetil-D-Glucosamina (m/m)
Inicialmente obteve-se a solucdo de quitosana a 4% em seguida adicionou-se
a solucao 0,2g de N-Acetil-D-Glucosamina, a solucao permaneceu em agitacao por

30 min.

¢ Quantidade de N-Acetil-D-Glucosamina no fio de quitosana 4%.

100 mL de quitosana + N-Acetil-D-Glucosamina --------- - 0,2 g de glucosamina

1 mL de quitosana + N-Acetil-D-Glucosamina ~ ------- - 0,002 g de glucosamina
Em 1 mL de quitosana + N-Acetil-D-Glucosamina ~ ------- - 0,002 g de glucosamina
Em 1 mL de quitosana + N-Acetil-D-Glucosamina ~ ------- - 90 cm de fio obtido

Em 90 cm de fio quitosana + N-Acetil-D-Glucosamina - 0,002 g de glucosamina
Em 36 cm de fio quitosana + N-Acetil-D-Glucosamina --> 0,0008 g de glucosamina

0,0008 g de glucosamina = 800 g de glucosamina
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APENDICE D

Protocolo da obtencao dos Fios

e Producao dos Fios (Fiacao)

Inicialmente a solugéo de quitosana foi colocada em uma seringa de 20 mL.

Em seguida ao ligar a bomba infusora diversos parametros sdo adicionados

como:

v' Diametro da seringa: 9,43 mm;
v" Volume: 20 mL;
v" Fluxo: 45 mL/h;

Antes de iniciar a bomba, é necessario que a ponta do perfil esteja fora do
banho, para que o material ndo coagule no perfil, antes de sua saida.

Em seguida deve-se ligar a bomba infusora, e apds sair os primeiros
vestigios da quitosana, aproxima-se o perfil acoplado a seringa, até que a distancia
deste a solucao coagulante (70% de Hidréxido de Sodio a 1mol/L + 30% Metanol),

seja de apenas 1 mm.

E necesséario esperar estabilizar a saida do fio no perfil, pois as primeiras
fibras saem deformadas, sendo necessarios algumas vezes 0 auxilio de uma pinca

para orientar a sua para obter um fio retilineo.
O processo ocorre até o final do volume de 20 mL;
Quando a solugao acabar na seringa, deve-se desligar a bomba;

Os fios devem permanecer por 30 minutos no banho coagulante (70% de
Hidroxido de Sédio a 1Tmol/L + 30% Metanol).

Em seguida deve-se fazer trés lavagens com agua destilada por 30 minutos

cada;

Em seguida uma lavagem de 30 minutos em metanol 100%.
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APENDICE E

Protocolo da Secagem dos Fios

e Secagem dos Fios

Apo6s os 30 minutos no metanol, os fios sdo retirados e presos em uma
superficie plana, aplicando uma pequena tensdo, para que eles permanegam
estirados durante o processo de secagem.

Os fios sdo entao colocados na estufa a 65 °C por 30 minutos.

Em seguidas os fios sdo acondicionados em embalagens fechadas para
posteriores caracterizacoes.
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APENDICE F

Caélculo da Taxa de Cisalhamento na Quitosana durante o processo de Fiacao.

Dados:
Q= Fluxo 45 mL/h
R= Raio 0,5mm

y = Taxa de Cisalhamento

4Q
y_nR3
3 . 3
_ 45mLX 1L < 1m « lh- lem=1’25X10_8£
h 1000 mL 1000L 60min 60s S

3
2(1,25x10° ™) .

y= 3 =63,69-
(0,005 m) S




APENDICE G

185

Protocolo do Calculo da Retracao dos Fios apds saida da solucao coagulante

e Calculo da retracao do fio de 3% de quitosana.

- Diametro inicial- Diametro final
Retracdo = x 100

Diimetro inicial
1302 pm - 140 um
1302pum

Retracdo = x 100

Retracdo = 89%

e Calculo da retracao do fio de 4% de quitosana.

Diametro inicial - Didmetro final
Retracdo = x 100

Diimetro inicial
1105 ym - 144 um
1105 um

Retracdo = x 100

Retracdao = 86%



APENDICE H

Protocolo do Calculo da Densidade

e Calculo da densidade do fio de 3% de quitosana

186

volume do picnometro
Volume do fio de 3%

vp=m(agua)/d(agua)
vfio=vp-v(agua)

Calculo da Densidade da Fibra - Amostra quitosana 3% Representacao Resultado
Calibracao Picnémetro
massa do picnémetro vazio m(pv) 30,34603333
massa do picnémetro com agua m(pa) 84,26633333
massa da agua m(agua) = m(pa)- m(pv) 53,9203
Temperatura da agua T 26
Densidade da agua d (agua) 0,9962
Determinacao da densidade
massa do picnémetro vazio mpv 30,34603333
massa (picnémetro + fio de 3%) mpa 30,34683333
massa do fio de 3% m(fio) = (mpa-mpv) 0,0008
massa (picnémetro + fio de 3% + agua) mtotal 84,26633333
massa da agua m(agua)ad = mtotal-mpa 53,9195
v(agua)=
volume da agua m(agua)ad/d(agua) 54,12517567

54,12597872
0,000803052

densidade do fio de 3%

d(fio)=m(fio)/V(fio)

0,9962




Protocolo do Calculo da Densidade

e Calculo da densidade do fio de 4% de quitosana

187

Volume do fio de 4%

vfio=vp-v(agua)

Célculo da Densidade da Fibra - Amostra quitosana 4% Representacao Resultado
Calibracado Picndmetro
massa do picnédmetro vazio m(pv) 30,33856667
massa do picnémetro com agua m(pa) 84,2724
massa da agua m(agua) = m(pa)- m(pv) 53,93383333
Temperatura da agua T 26
Densidade da agua d (agua) 0,99861
Determinacao da densidade
massa do picnémetro vazio mpv 30,33856667
massa (picnémetro + fio de 4%) mpa 30,33913333
massa do fio de 4% m(fio) = (mpa-mpv) 0,000566667
massa (picnémetro + fio de 4% + agua) mtotal 84,2724
massa da agua m(agua)ad = mtotal-mpa  53,93326667
v(agua)=
volume da agua m(agua)ad/d(agua) 54,00833826
volume do picnometro vp=m(&gua)/d(agua) 54,00890571

0,000567455

densidade do fio de 4%

d(fio)=m(fio)/V(fio)

0,99861




Protocolo do Calculo da Densidade

Calculo da densidade do fio de 4% de quitosana/GIicNAc
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Calculo da Densidade da Fibra - quitosana/ GIcNAc Representacao Resultado
Calibracdo Picnémetro
massa do picnémetro vazio m(pv) 30,3384
massa do picnémetro com agua m(pa) 84,2724
m(agua) = m(pa)-
massa da agua m(pv) 53,934
Temperatura da 4gua T 26
Densidade da agua d (agua) 0,99861
Determinacao da densidade |
massa do picnémetro vazio mpv 30,3384
massa (picnémetro + fio quitosana/ GIcNAc ) mpa 30,33936667
massa do fio quitosana/ GIcNAc m(fio) = (mpa-mpv)  0,000966667
massa (picnédmetro + fio quitosana/ GIcNAc + agua) mtotal 84,2724
m(agua)ad = mtotal-
massa da agua mpa 53,93303333
v(agua)=
volume da agua m(agua)ad/d(agua) 54,10563029

volume do picnometro
Volume do fio quitosana/ GIcNAc

vp=m(agua)/d(agua)
vfio=vp-v(agua)

54,10660005
0,00096976

densidade do fio quitosana/ GIcNAc

d(fio)=m(fio)/V(fio)

0,99681
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APENDICE |

Calculo da Cristalinidade (IC%)

Os calculos da cristalinidade foram realizados com auxilio do software Origin,
onde foram calculadas as areas cristalinas (area dos picos) das amostras e a sua
area total.

Onde o indice de Cristalinidade (%) é igual a(s) area(s) cristalina(s) dividida
pela area total.
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APENDICE J
CALCULO DO LIMITE DE DETECCAO

Curva de Calibragdo

Coeficientes
Preditor Estimativa Desvio Padréo Estat.t P-valor
Intercepto 0,013383915 0,051258394 0,261106804 0,795921108
concentracao 1,001585098 0,002737332 365,8983054 4,56432E-53

Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste
Desvio Padrdo dos Residuos Graus de Liberdade RA2 RA2 Ajustado
0,181083287 28 0,999790904 0,999783436

Resultados do Limite de Detecgdo (LD)

Valores
Desvio Padrdo dos Residuos 0,181083287
Coeficiente Angular 1,001585098
Limite de Deteccao 0,596629131

CALCULO DO LIMITE DE QUANTIFICAGAO

Curva de Calibragéo

Coeficientes
Preditor Estimativa Desvio Padrdo Estat.t P-valor
Intercepto 0,013383915 0,051258394 0,261106804 0,795921108
concentracao 1,001585098 0,002737332 365,8983054 4,56432E-53

Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste
Desvio Padrdo dos Residuos Graus de Liberdade RA2 RA2 Ajustado
0,181083287 28 0,999790904 0,999783436

Resultados do Limite de Quantificagédo (LQ)

Valores
Desvio Padrdo dos Residuos 0,181083287
Coeficiente Angular 1,001585098

Limite de Quantificagdo 1,807967065




APENDICE L

Cinética de Liberacao

Modelo de Ordem Zero
R2 = 0,994

Liberacdo do N-Acetyl-D-Glucosamina (%)
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¢ Modelo de Higuchi

R2 = 0,908
Higuchi
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APENDICE K

Resultado Citotoxicidade Método Agar
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LEITURA DAS PLACAS - AMOSTRAS

Orificio/Q* | 1°Q(mm) | 2Q (mm) | 3Q (mm) | 4Q (mm) M**(cm) 7::?11) Resultado
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatério
Speﬁ'me" 0,0 O Insatisfatério
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0] Repetir
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatério
Spec;men 0,0 O Insatisfatorio
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
[ Repetir
3 [ Satisfatério
Specimen [ Insatisfatério
3 6
7 Repetir
LEITURA DAS PLACAS - CONTROLES
Orificio/@* | 1Q(mm) | 2Q (mm) | 3Q (mm) | 4Q(mm) | M**(cm) '2’(':?“) Resultado
0,89666667
1 9,4 9,2 8,3 8,83 [0 Satisfatério
0,9187083
gO"!;',OIe Insatisfatério
OSIHNS 0,94075
4 10,2 9,13 10,1 8,2 U Repetir
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Satisfatério
ﬁont?le 0,0 O Insatisfatério
egativo 5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L] Repetir
3 [ Satisfatorio
Branco [ Insatisfatorio
6
[ Repetir
*Quadrante **Média  ***Média Geral




