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RESUMO

A Engenharia Tecidual nasceu, em grande parte, da necessidade de pesquisadores
de voltar-se para abordagens multidisciplinares em busca de solugdes especificas
para questdes na medicina. Nesse campo de investigagdo sdo empregados métodos
através dos quais as células em estudo podem proliferar e organizar sua Matriz
Extracelular (ECM) em arcaboucos, constituidos de um biomaterial. Recentemente,
houve uma introducéo de conceitos da engenharia tecidual no reparc da cartilagem
articular. A cartilagem, uma vez danificada, apresenta pouca ou nenhuma
capacidade regenerativa e determinadas lesbes podem evoluir para alteragbes
degenerativas bastante graves nas articulacbes. Nesse contexto, as pesquisas
apontam o biopolimero Quitosana, como uma das alternativas para aplicagéo como
suporte poroso devido, principalmente, ac seu baixo custo e disponibilidade para
obtencao, e a sua biodegradabilidade. A presente dissertagéo teve como objetivo
desenvolver e caracterizar arcabougos bicdegradaveis de Quitosana e Quitosana-
Genipina para regeneracao de tecidos cartilaginosos através da técnica de freeze
drying. A Genipina, agente de reticulagdo natural, foi escolhida por apresentar
eficacia em varios estudos realizados. Os arcabougos foram produzidos em variadas
concentragbes e diferentes taxas de congelamento. Em seguida, os arcabougos
foram submetidos a ensaios fisico-quimicos de caracterizacdo, por Espectroscopia
na Regigo de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difraggo de Raios
X {DRX), Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO) e
Ensaio do Grau de Intumescimento (Gl) e ensaios biologicos para Avaliacdo da
Viabilidade Celular dos Macrofagos (MTT) e Determinagdo da Produgdo de Oxido
Nitrico (NO). Através das analises por FTIR foram reveladas todas as bandas
caracteristicas de um polissacarideo para todas as concentragdes, e a efetividade
da reticulacdo. As analises por DRX mostraram arcaboucos com padréo tipico de
Quitosana, com aspectos menos amorfos conforme o aumento da concentragdo da
solucdo e do agente reticulante. As andlises por MEV mostraram a elevada
influéncia da taxa de congelamento das solucdes e da introduc¢do da Genipina, com
formacdo de poros de tamanho e morfologia diferentes para cada variavel
Observou-se, por MO, a efetividade da reticulagio com Genipina e, por G|, a
influéncia da taxa de congelamento das soluges, da concentragdo da quitosana e
da reticulacdo na capacidade de absorgao dos arcabougos. Os Ensaios Biologicos
demonstraram, nas condicdes analisadas, que o0s arcabougos apresentam
biocompatibilidade. 0Os arcabougos, produzidos e avaliados, apresentaram
resultados promissores para a preparacio de biomaterias a serem utilizados na
regeneracao de tecidos cartilaginosos.

Palavras - chave: Quitcsana. Genipina. Engenharia de Tecidos. Arcabouco.
Cartilagem Articular.




ABSTRACT

Tissue Engineering was created by the needed for researchers to tum to
muitidisciplinary approaches in search specific solutions to issues in medicine. In this
field of research are employed methods which cells can profiferate and organize their
extraceilular matrix (ECM} in scaffolds, constituted of a biomaterial. Recently, has
been an introduction of concepts of tissue engineering in the repair of articular
cartilage. The cartilage, once damaged, has littie or no regenerative capacity and
certain lesions may progress, cause degeneration and very severe changes in
articulation. In this context, studies showed the biopolymier chitosan as favorable
candidate for use as a porous support, mainly, for low cost and availability for
obtaining, and their biodegradability. Thus, this dissertation purposed to develop and
characterize biodegradable scaffolds of Chitosan and Chitosan-Genipina for
regeneration of cartilaginous tissue using the technique of fresze drying. Genipin,
natural crosslinking agert, was chosen for presenting efficiency in several studies.
The scaffolds were produced at varying concenirations and different freezing rates
and were submitted to physico-chemical characterization by Speciroscopy in the
Region of Fourier Transform Infrared (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD), Scanning
Electron Microscopy (SEM}, Optical microscopy (OM) and test the degree of swelling
(Gl), and biological assays for the Assessment of Cell Viability of macrophages
(MTT) and Determination of the Production of Nitric Oxide {NO}. The FTIR analysis
revealed all characteristic bands of a polysaccharide for all concentrations, and the
effectiveness of the crosslinking. XRD analysis showed typical pattemn of chitosan,
amorphous with the less with increasing concentration of the solution and the
crosslinking agent. Analysis by SEM showed the influence of high freezing rate of the
solutions and the introduction of Genipin, with formation of different pore size and
morphaology for each variable. Analysis by MO indicated the effectiveness of the
crosslinking Genipin and, by Gl, the influence of the rate of freezing of the solution
and the concentration of chitosan and crosslinking on the swelling capacity of the
scaffolds. The biological tests have shown, under the conditions studied, the
biocompatibility of scaffolds. The scaffolds were produced and evaluated, showed
promising results for the preparation of biomaterial to be used in the regeneration of
cartilaginous tissues.

Keywords: 1. Chitosan. 2. Genipin. 3. Tissue Engineering. 4. Scaffold. 5. Articular
Cartilage.
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arcaboucos. A - QTP2%FREE, B - QTP2%GE01S%FREE e C -
QTP2%GED0,3%FREE, LPS — controle positivo, CN — controle negative
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1 INTRODUCAD

Devido aos traumas, malformeactes congénitas e processns decorrentes de
diversas doencas, o dano efou perda de um 4rgdo ou iecido do corpo, € uma das
problematicas mais enfaticas e de allc custo relacionadas aos culdados com a
satde. Tendo em vista a necessidade da poputacdo relacionada com o aumento da
expeciativa de vida, s8o empregados principaimente dois procedimentos que visam
suprir a falta dos tecidos e Orgdos comprometidos, o implante e o transplante
(SENEDESE, 2011).

A técnica de transplants de tecidos tem sido extensivamente empregada para
sua substituicho efou regeneracio, e 0s métodos aplicados utilizam principalmente
autosnxertos e aitenxertos, porém, auicenxyertos s8¢ associados a limitacdes como
morbidade do doador, enguanto alosnxertos podem provocar uma resposta
imuncidgica intensa, e levar a0 uso de drogas imunosupressoras, além do risco de
tranamisséo de doencas (SANTOS IR, WaADS, 2007 SENEDESE, 2011).

A escassez de doasdores para ransplante, que envolve também guestdes
éticas e religiosas, se tormou um problema de grandes proporgbes para a saude
publica, inclusive de ordem sooioecondmica. Entre cutros fatores que dificultem essa
terapia, esta o alto custo do processo, desde a coleta atd g implantacio do drgdo ou
tecido. Nesse contexto, associada a necessidade, ha a motivacdo econdmica que
incentiva 0s paises desenvolvidos a investirem fortementte em terapias promissoras
e no desenvolvimento de substitutos bioldgicos sem a necassidade de doadoras de
tecidos e 6rgaos (SANTOS JR WADA 2007 SENEDESE, 2011).

A Engenharia Tecidual nasceu, em grande parte, da necessidade de
pesquisadores de wvoliar-se para abordagens multidisciplinares em busca de
solucdes especificas para guesides na medicing, levando ap progressc em
diagnostico, monitoramento e surgimentc de dispositivos implantaveis g enxerios de
tecido. Essa area presenciou um orescimento exponencial na uitima década, e tem
sua base, principaiments, na mimetlizacdo da ambiente vivo in vitro, para cbtengao

de crescimento tecidual favordvel. Para isso 580 empregados metodos alravés dos




quais as celulas em estudo podem proliferar e organizar sua matriz sxdraceluler
(ECM) em uma rede tridimensional {30, constituida de um biomaterial, para formar
um tecide vivo clinicamente furicional, exibinde histoguimica, propriedades quimicas
e biomecanicas semelhantss as do tecido saudave! (AUSTIN, 2007 KIM ef &/, 2008;
YANG ef a/., 2008),

Recentements, houve uma infroducio de congeitos da Engenharia Tecidual
no reparo da cartilagem articular. A cartilager € um tacido avascular e que possul
basicamente dois tipos calulares, 0s condrociios & os condroblastos. A cartilagem,
uma vez danificada, apresenta pouca ou nenhuma capacidade regenerativa e
determinadas lesBes podem evoluir para alistacies degenerativas bastante graves
nas articulagdes. Os resullades de pesquisas na drea mostraram que implantes
poroses puderam guiar o crescimento vascular pars dentro da regifo lesads,
indicando os principios da Engenharia Tecidual como vidveis para oblencdo de
resuitados significativos (SANTOS JR; WADA 2007}

O dessnvolvimento, fabricacdc £ avaliacdo de novos biomateriais constitui em
uma area chave de nvestigagdo no dominic da engenharia de tecidos. Ainda, ©
astudo ds ralacio piomaterial x calulas & fundamental no sentido de favorecer ou
possibilitar & reconstrucis natural do tecido. Os requisitos bésicos para biomateriais
utilizados na fabricagdo de arcabougos sac biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades de superficie apropriadas para fevorecer g adesfo, proliferacdo e
diferenciacao celular {8HI, 2008, LU ef af | 2007 WILLIAMS 2008).

De acordo com esses requisitos. 0s polimeros apresentam grande potencial
de uso, pois s8o, geralmente, faceis de produzir, manusear e passiveis de
modificac8es quimicas gue 08 assemeiham mecénica e quimicamente aos materiais
biologicos. Estes materiais podem ser de origem natural ou sintética, com recente
atencdo para aqueles de origem natural, devido & sug semelhanca com a estrutura
dos tecidos humanos gue se pretende substituir. Como base para a composicio de
um novo fecido, os polimeros biorsabsorviveis vém sendo amplaments estudados
para uma melthor compreensdo dos falores que influsnciam sua bindegradacéo,
bioreabsorgBo ¢ a forma com gue interagerm com 0s elementos bioldgicos
(URAGAMI TOKURA, 2006, SHI 2008; WILLIAMS, 2008).




Nesse contexio, as pesguisas apontam a quitosana, polissacarideo derivado
da quitina, como uma das alternativas para aplicacéo como suporte porose, devido
principaimente, a0 seu baixo custo e disponibilidade para oblencdo, e & sua
hicdegradabilidade, com produios de degradacdo atdxicos. No entantn, observa-se a
necessidade de melhoria das propriedades mecénicas ¢ estabilidade guimica dos
suportes produzides. A estruiira gquimica da quilosana permite  inUmeras
modificactes. dentre efas a reticulagdo, que proporciona a formacdo de redes mais
estaveis. OUs pesquisadores t@m voltado seus estudos para a descoberta de agentes
de reticulacio menos ciiotdxicos e, dessa forma, 2 geniping fol introduzida como um
agerie de reticuiacéo shicaz (BIGPO, 2009 DASH ef af, 2011, GONSALVES ef a/,
2011).

A estrutura quirmica da guitosana é semelhante 3 dos glicosaminoglicanos,
principal elemento da matnz extracelular do 0ss0 e cartilagem, caracteristica gue a
torna um material passivel de mimetizar funcionalmente a cartilagem articular. As
matrizes porosas de quitosana podem ser obtidas através de processc de
congelamento & hofilizaco ou fresze drving, que gera uma microestrutura porosa
com alin grau de inlerconectividade entre 05 poros, a depender das varidveis de
processamento determinadas (URAGAMI, TOKURA, 2008},

O desenvolvimento de novas tecnicas € aprimoramento daguelas & em
aplicagdo para a bEngenharia de Tecidos & de grande importancia, tendo em vista
aliar 0 processamento vidvel do maleral a inclusdo de falores de crescimento
celulares ¢ propnedades biofuncionais especificas. Tomando esses fatores como
parametros, surge a necessidade & importancia de investiger o processo de
desenvolvimento de supories pornsos com base na quitosana, atraves da tecnica de
pré congelamento e hofilizagdo, para aplicagdc na reconstituicdo de tecidos
cartilaginosos, com foco na cartilagem articuiar.



2 OBJETWOS

2.1 Geral

Desenvolver e caracierizar arcabougos bicdegradaveis de gquitbsana e

gquitosana reticulada com geniping para regeneracao de tecidos cartitaginosos.

2.2 Especificos

Analisar comparativamente as condictes de processamento para obtencéc de
arcabougos de quitosana com & sem reticulacio airaves da técnica de freeze
drying;

relacionar as propriedades fisico-quimicas e morfologicas de acordoe as
variaveis de processamenic definidas para & oblencio dos arcaboucos e
verificar aquelas com caracteristicas mais favorédveis a utilizagdo para
regeneracac tecidual;

avaliar a citotoxicidade dos arcabougos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dados acerca dos transplantes no Brasil

De acordo com a Associagdo Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO),
no prime to semestre de 2011 foram reslizedos, no Brasil um ndmero total de
transplantes de Orgdos, tecidos e células gque chegou a 22,143 como apresenta o
Quadre 1.

Quadre 1. Dadus de transplante de drgdos, tecidos & células para o primeiro

samesire de 2011
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Fonte: ASSOCIACAD BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2011

A evolucdo dos iransplantes de 0rgaos ¢ tecidos no Brasil enire 0s anos de
2001 e 2011 & Hustrada na Figura 1. Dados semelhantes relacionados ao fransplante

de medula dssea ainda ndo foram disponibilizados.
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Os graficos apresentam um aumento significativo para os transplantes de
figado, nim, cOmea e ossns. De acordo com a ABTO (2011), o numero total de
transplantes de drgaos, tecidos o células para 0 ano de 2010 corresponde g 44.039.
Comparando esse numero com o oblido para o primeiro semesire de 2011, que

corresponde a 23,148, tem-se um valor maior que a metade do registrado em 2010,

Esses dados podern ser comparados com 08 numeros obtidos pelo Ministero
da Salde para os fransplantes meis realizados pelo Sistema Unico de Sadde (SUS)
em 2010 e primeirg semestre de 2011, gue estdo no Quadro 2
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Quadro 2: Dados de transplante de érgdos, tecidos e células para 2010 e primeiro

semestre de 2011, realizados pelo Sisterna Unico de Satde

 MAIS REALIZADOS PELO SUS - AMBULATORIOE,

.ﬁﬁﬁ_1 A

H

2018

CORNEA 8802 3318
RIM (GRGAD DE DOADOR FALECIDC) ) 28 1313 |
RIN (ORGAC DE DOADOR VIVO) ; ] 335 707 ;
FIGADO (ORGAG DE DOADOR FALECIDO) IREVE 573
TRANSPLANTE AUTOGENICT DE GELULAS.TROMCO HEMATOPOETICAS DE 583 ‘ 251
SANGUE PERIFERICO

TRANSPLANTE AUTOGENICO DE CELULAS.-TRONGO HEMATOPOETICAS DE 347 ! 141
MEDULA OSSEA S

TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULASTRONCS HEMATOPCETICAS DE | 306 2 149
MEDULA OSSEA - APARENTADO 5

CORNEA (EM CIRURGIAS COMBINADAS) 743 283
CORNEA (EM REOPERACOES) 08 238
TRANSPLANTE ALOGENICC DE CELULAS-TRONCC HEMATOPCETICAS DE | 220 s
SANGUE PERIFERICO - APARENTADO :

CORACAD : 160 86
TRANSPLANTE ALOGE  CO DE CELULAS.TROKCO HEMATOPOETICAS DE 83 i 56
MEDULA GSSEA - NAQ APARENTADG ; j
TRANSPLANTE SIMULTANED DE PANCREAS E RiM z 77 67
FIGADO (GRGAC DE DOADOR VIVO) 72 a8
PULMAG - UNILATERAL C a2 B
ESCLERA [ s 17
TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS.TRONCO HEMATOPOETICAS DE | 3 BT
SANGUE DE CORDAD UMBILICAL DE NAT APARENTA 3

PANCREAS 33 20
TRANSPLANTE ALOGENICG D CELULAS-TROWNCO HEMATOPOETICAS OF | 15 4
SANGUE PERIFERICO - NAQ APARENTADO ;

TRANSPLANTE ALOGEWICO DE CELULAS.TROMOCO HEMATOPDETICAS DE 2 3
SANGUE DE GORDAO UMBILICAL DE APARENTADC o o o

PULMAG - BILATERAL ! 1 &
TOTAL 13.958 7.397

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2011

De acordo com o Ministério da Saude (2011}, o nimerc de transplantes em
2010 correspondew a 12,968, e os valores do primeiro semestre de 2011
corresponderam & 7.397. Dessa forma, ©s transplantes realizados até junho de 2011
equivalem a mais da metade dagqueles realizados durante 2010 Essas informacbes

indicam um continuo crescimento para 0$ transplanies no pais



De acordo com dados do Ministéno da Sadde [2011), no Brasil, existem seis
bancos de ossos, entre gles os do instituto Nacional de Traumstologia e Ortopedia
{INTC). que tem capacidade para realizar duas captactes por dia ou 700 por ano,
No ertanio, apesar dos Investimentos do ingttuto. a falts de doadores faz comque a

nidade cpere bem abaixo de sua capacidade Com relaclio so transplante de

medula dssea, ol previsto para 2010 um investimenio de RE 15 milhdes para a

3
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ampliacao de centros de transpianie

As filas de espera para receber as doacles de drgdos {considerando
coracho, figedo, pdncress puimdc & rim)  sd@o grandes em todo o pals,
totalizando 38.534 pesscas em 2008, Muitas vezes a longa espera por doacles
de verda = Wéfico de drofos (ASSOCIACAD
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do estimule delibersdo e controlado das células slve selenionadas através de uma

compinacio sistematica de sinals moleculares e mecénicos.

Segundo Shi (2008), a engenharis tecidual pods ser considerada como a
segunda geragio da ciéneia biomimética. Biomimética {de “bios”, que significa vida,
& “mimesis”, que significa imidar] @ ume nove discipling gue sstuda as construcles
da natureza em todos os seus aspectos estélicos ¢ funcionais, & procura reproduzir
estes proeios e processos no desenvolvimenio de solucBes para 05 problemas
humanos. A Biomimetics infroduz uma ere baseads ndo rsouilo que pode-se exiralr
dos organismos e de seus ecossistemas, mas naguilo gue pode ser aprendido com
eles (BENYUS, 2002},

A engenharia tecidual, no entanto, ndo se limita & produzir sistemas sintéticos
similares aos encontrados nos sistemas dioldgicos, mas prooura regenerar tecidos e

3

drgaos com resullados analogos aguoles niernes de irgdviduos sauddveis

in
3
=y
£
i
&

como uma renovacdo da vide Esse campo uns o principios fundamentais de dreas
cormo Medicing, Biologia. Fisicterapia, Matematica, Fisice, Quimica 2 Fngenharias. €
baseada principaiments ng mimetizacio do ambente vive In vilro, para obier um
crescimanto ecidual ides, com fTormecdo de astruluras complexas pera posterior
reimplante (SH], B W et g/, 2008, SENEDESE 2001

A methors de engenharia de tecidos com relecio & cidncla dos biomateriais

frediciona! & 2 combinacao de componanies arfificiais & binldgivos Em resumo, as
abordagens fundemeniais dessa ares congistern ne oblencBo de periss e fecidos
vivns, a2 serem dissosistdes em ume suspensdo de céluies e sxpandidas 2 uma

determinada conoeniracss. As caluiBs 530 semesdas em arcaboucos compativeis,
que devern basic
favoravels para
aratomicamente deseiada e funches bicieaicas normais (SHIL 2008, SANTOS JR:
WADA, 20071,

o a arauislurs
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3.2.1 Arcaboucos x Matriz Extracelulzr (ECH)

Entre os aspectos mais criticos da engenharia de tecidos esta a fabricacéo de
arcabougos iridimensionais porosos gque s assemsthem agusles produzidos
naturalmente pelo corpo para organizacéo das células nos tecidos, as matrizes
exiracelulares (ECM). A grincipal funcdo da matriz extracelular no desenvolvimenio
de tecidos € o seu papsl comd substrato fisioldgico para adesio celular, servindo
também para organizar as células espacaiments, o que garante uma regeneracdo
precisa de estruturas pré existentes (TABATA, Z005).

A matnz edraceivler € um tecido composto de uma variedade de
macromoleculas, que podem ser agrupadas em qualro classes principals,
responsavels por caraclerislicas especificas da ECKM. B8o elas os coldgenos, os
proteoglicancs, as glcoproteinas celulares interativas ¢ as fibras elasticas. Além
disso, embora todos as ECMs apresentern esses componantes, sua organizacéo,
forma & propredades mecanicas podsm wargr muito para diferentes tecidos,
dependends da composicde guimica e  organizecdo  fridimensional  das
macromoteculas [TABATA, 2000, FARACH-CARSON ef al. 2007, VEISEH ef &/,
2008},

O colagéno & a proteina mails comum 1o corpo humano, compondo cerca de
30% do mesmo, enconirando-se perliculavmente am odo o lecido coneclive e
diferenciando-se em 28 tipos diferentes. £ uma proteina em Fripla-helice produzida
pelos fibroblastos. Proteogiicanos, no entanto. s8o macromoiecuias complexas que
cordém uma proteing central, com ums ou mals ligacles laterals covalentes de
glicosaminoglicanos  {(GAGs), Devido a3 suss progriedades  elastices, os
protecglicanos definem um espago no gusi as cdlulas podemn mover-se e diferenciar-
sg, formands novas mairizes (FARACH-CARSON &f &/ 2007, HARRISON, 2007,
VEISEH af al, 2008}

Dentro da ECM, sxstem dominos especilicos contends sequéncias de
aminodcidos chamadas de glicoproteings, cue 880 reconhecidas como recaplores
da superficie cebdar Essas seguéncies o8 polipeptidens sarvem como sinais de

reconhecimento para adesfo. Adeséo celuler & fundemenial para & consirucio de
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células em tecidos e para a manutengdo de sua infegridade. A fim de formar uma
estrutura tridimensional, as células devem aderir, ndo sd umas &s outras, mas
também a superficie da estrutura de suporte subjacente. A quarta classe de
macromoleculas da ECM € formads por fibras eldsticas, que formenem a fiexibilidade
a0 tecido (HARRISON, 2007 VEISEH st af, 2008).

Dessa forms, o8 arcsboucns  desempenham  um  papel  vital no

desenvoivimento de novos tecidos, sxercendo funcdes, gue inclusmy

= Promocio de uma estruluwra de apoio tempordrio pare o iscido que se
pretends substituir, secvindo como subsirato para & adesdo, crescimento,
proliferacac, migracdo e diferenciacdo das células & como um veiculo,
faciifando & retencdo & distibuilcéo das celules  nulrienies na regifio onde ©
crescimenio de tecido novo e desejady;

= servir como delimiadores do espaco para Gue oooma @ vascularizacio,
formacdo e remodelagem de novo tecido, evilando & ccupacio de tecidos da

vizinhanga no local afetado.

Para 1850, essas estruluras devem obedecer a alguns requisitos basicos;

= Ser biocompativel

»  ser biodegradavel;

= degradar a ums Bxa proporcional a0 orescimento do novo tecido;

= posSulr propriedades mecanicas consistentes com ¢ lecido que sera
substituido;

= ter @s propredades de supsrfivie desejsdas pare formacio da malnz
extraceluiar;

= agpresentar em sua arguisturs proprigdedes adeguadas em termos de
tamanho dos pores, porosidade e interconactividade entre 08 poros;

= ser permedvel (LIU ef al, 2007, KARANDE: AGRAWAL, 2008},




De acordo com esses requisitos, se faz necessério o comportamento
favoravel dos arcabougos:

a) Cuanto & biocompatibilidade

Considerando que a chave para alcancar a biccompatibilidade de sistemas
atraves de gualguer material se direciona para a mimstizacdo de uma funcao fisica
ou mecénica do corpo, sem obler guzlguer resposte anormal do tecido relevants,
com 08 arcaboucos o ponto principal € que o material deve ser concebido para
realmente provocar ums tel resposta NVILLIAMSE, 20081

b) Guanto & bicdegradabilidade

O arcabougo deve exercer graduaimenie a funcdo de suporte de carga @
apoic ao tecido recém crescerte, especiaimenie em  aplicacdes musculo
esgueleticas, nas quals 0s suportes s3o garalmente suiellos a cargas mais elevadas.
ideaimente, & fexa de bindegradagdo deve coincidir com & fsxa de regeneracio de
novos tecldos para proporcionar uma transicdo quase perfeita de carga do suporie
para o novo lecido e dessnvolvimenio, sem compromesler a integridade do
implants. Se g taxe de desintegracio do sreabouco € glte, o iscide recém-formado
sera subitamente exposto a maelores forgas do que as que sle pode tolerar, sendo
prejudicado. Por outro ledo, s& 2 Bxes de degradacdo € axiremaments lenia, pode
resuitar emn uma tensdo compressiva sobre ¢ fecido em crescimento, formando uma
barreira entre ele & as forgcas que se destinam a forlalecé-lo durante o seu
desenvolvimento (BURG: ORE. 2008, KARANDE, AGRAWAL 2008,

¢} Guanto & adesio celular

A adesdc cslular 2o srcebouct € necessdria para Gue ooorma uma boa
interacdo entre ele & a malriz extraceluiar. A semelhanca fisico guimica entre matriz
extracelular & arcabouco ndo & obrigaidria para que ocorra essa adesfio, mas é

deseidve! pars a interacés eficez rno looa! de mplantecio {(SENEDESE, 2011).




d) Quanto 3 porosidade

Porosidade &€ definida como a porcentagem de espaco vazio erm um sélido.
Varios estudos tém reiterado a importdncia de uma porosidade adequada e de uma
elevada superficie de confalo para promover a distribuicBo uniforme de células ¢ o
crescimento dos tecidos, bem comoe de uma interconexio entre esses porcs para
que ocorra difusdo de nuinientes & residuos. Além disso, a consirugdo da arquitetura
do arcabougo deve considerar a linhagem celular com a qual ird interagir
(KARAGEORGIOU, KAPLAN, 2005, NWE; FURUIKE TAMURA, 2009 SENEDESE,
2011).

Além disso, a selecdo do suporte leva em consideracio tanto o tipo do tecido
a ser reconstluido e o local da lesd0, quanto a sua extensio, seguindo basicamenie
duas estratégias de aplicagdo. Na primeira esiratégia, o srcabouco € desenvolvido
de forma a suportar fisica e mecanicamente as células, desde & inpoulacio até o
reimplante no organismd hospedseiro. O implanie do conumto suporte & células
ocorre com um iecido prematurc formado & o arcabougo @ remodelado pela
degradacéo in vivo. Na segunda estratégia. o implarie ocorre com tecido maduro
formado. O suporte € proplado com propriedsedes mecdnicas e tempo de
degradacdo adequados para a incculacdo das células alé a sua insercdo em um
bioraator, onde ocorrend a formacio do fecido maduro. Somente apds a formacgio do
tecido, o impiante & insende no orpanismo (BARBANT! ef & | 2005),

Assim, 2 considersgae dos varos pargmelros relacionades com um
arcabouco deve ser cuidadoss Us sroaboucss podem ser processados em
diferentes estruturas, que incluem: maiha de fibras, hidrogais, microesferas porosas
e espumas (Figura 2). O malergl & o processo de manufalurs identificados devem

estar em consondncie com indss eszas vandveis Fera o malerigl

tureza,
glasticidade, resisiéncia mecanica, batango adeguado entre
hidrofilicidagehidrofobicidade & disposigde  de camgss  siélricas devem ser
considerados, entre oulras caracleristicas (BARBANT! af a/; 2005, CHUNG; PARK;
2007, KARANDE, AGRAWAL 2008}




Figura 2: Diferentes esiruturas para os arcaboucos utilizados na engenharia tecidual.
(A} espuma poresa; {B) matriz de fibras nanométricas: (C} hidrogel; (D) microesferas
POrasas

(A)

3-B2 Poreus Matriy

{5

Hunoflber sresh Microsphere

Fonter CHUMG, PARK, 2007,

3.2.2 Estratégias utilizadas na Engenharia de Tecidos

Algumnas esirategias possiveis na engenharia tecidus! sdo:

= o arcgbouco Com ou sam céiulas efou molécuias Dioldgicas sinaglizadoras
{fatores de crescimento, citoomas, guimiocines & genes) & aplicado a um
defeito corporal para induzir & regeneracao in wivo (1)

* um sistema de libsracéo controlada de farmacos que permite que moléoulas
bioldgicas awdliem na singlizacio celular e na eficacia terapdutica in vivo; (11}

» arcaboucos utiizados para a fixacdo e proliferacio celular, combinados com
disposifivos de cullura de celules (por sxemplo, um bioreaior) para
crescimenio eficienie do tecido maturado e posterior reimplants (1),

= insergdo de uma barreirs fisica feila de um biomaterial, que mantém as
celulas funcionais ransplartadas isolades do glague imuncldgico e mantém
um espaco para induclo a regeneracac (V)
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Em processos de biofabricagBo, algumas stapas bioldgicas séo importantes

sendo elas a sobrevivéncia das células, a sequencial auio eshruluracao do conjunto
arcabougo e céiulas aderidas, a2 vascularizecfo e o amadurscimento do tecido. A
estrategia it € a mais comumente utilizads, & estd lustrada na Figura 3 (BARBANTI
ef al, 2005; TABATA, 2005 SENEDESE, 2011

Figura 3. Arcaboucos combinados com dispositives de culturg de células
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Fonte: TABATA 2005,

As celulas ulilizadas na engenharia de tecidos podem ser exiraidas de varias
fontes, incluindo tecidos primarios ou secundérios. As células primérias podem ser
xenogénicas (de diferentes espécies), slogénicas (de diferentes membros da mesma
aspecie, havendo cbdigo genélico compativel), singénicas (de individuos
geneticamente idénticos) ou autdloges {(do mesmo individuo). A maioria das
construcdes em engenhara tecidual empregam células primérias autdlogas para
obtencio de uma resposia mais favoravel (HARRISON, 2007, SENEDESE, 2011

Us métodos aphcados nessa &rea se ratam de procedimentos eficazes, mas
ainda apresentam algumas limitactes gue incluem baixa capacidade de integragsdo
ertre o implanie & o hospedeiro, causando morbidade na ares doadora de iecido e

reagdes imunoldgicas em potencial, e escassez no forneciments de células,
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direcionando os estudos da grea para o atendimenio dos requisitos essenciais
definides para os arcaboucos (YANG ef &l 2008),

3.3 Técnica de Freeze drying ou Pré congelamento e Liofilizacéo

Uma série de tecnologies para fabricaciio de arcaboucos foram desenvolvidas
ou adaptadas de oulras dreas para a engenharia de tecidos. Esias téonicas incluem
fiberbonding, evaporagio de solvente com adiglo e lixiviagdo de sal (solvent casting
— parficulate leaching). inversgo de fases, injecdo de gas, fused deposifion modeling
(FDM), freeze drying e oulras, gue {&m sido propostas e ulilizadas para ©
processamenio de materiais poliméricos (BARBANTI of &l 2005, YOON; FISHER,
2007, 8H1, 2008}

Entre as técnicas apontadas, a de fresze drying tem atraido bastante atencéo.
A descoberta do congelamento como um meio para secagem fol descrita por Gerrit
de Veer em 1585, quando alimentos foram armazenados para uma expedicao, O
atua!l processo de congelamenic e liofilizacko fol testado = utilizado em 1880 em
Leipzig, na Alemanha. Esse método foi de grande importdneis durante a Segunda
Guerra Mundial, guando a Cruz Vermelha canadense teve que realizar uma
distribuic@o semanal de até 2000 unidades de plasma de sangue humano. Durante a
década de 1950 & lichizacdo comecou a ser utilizada rotineiramente pelas
industrias de alimerios ¢ medicamentos. Nas duas Uiimas decadas varios textos
sobre esse processo Toram publicados, alguns deles focados nessas industrias
{FRANKS, 2007}

A técnica de fresre drying permite a obtenclo de esbruturas allaments
porosas, geralments com ceracteristicas espormosas ou de pds, por meio de
congelamanto da solucio de um determinado polimers em temperaturas gue podem
varar enfre -20° C e -198° C, seguide pels remocdo do solvenie alravés de sua
sublimacdo em um eguipamenio denominado liofiizador. Assim, duranie a
liofilizacBo, o espaco ocupads pelo cristais de gelo formados se toma vazio apds a
sublimacio, onginando s poros {CORRBELD et ol 2007, FRANKS, 2007).



Normaimente, esse equipamento, entre oulras fungdes, deve controlar a
temperatura da amostra e do condensador de gelo, Além disso, o local onda a
amostra serg mantida para & secagem, chamado de "camara de vacuo’, deve ser
mantida a uma baixa pressio (menos de 100 mTorr), geralmente por mais de 24
horas, para permitir a completa sublimacdo do solvente. Apesar do tempo e energia
consumidos no processo, gquando comparada com oulras metodologias mais
econdmicas, exibe a principal vantagem de conseguir reter a estrutura porosa final
do produto obtido, evitando a sua desintegragdo. Oulra grande vantagem é &
possibilicdade de adaplacéo do material final em esiruluras semelhantes, variando os
paradmefros experimentais, enire eles. a concenirecdo da solucdo polimérica, a
temperatura e velocidade de congelamento, o solvente utilizado e a incorporacio de
agentes porogénicos (CORRELO ef &/ | 2007, FRANKS, 2007

A stapa de congslamento & de exirema importancia para o processo pois é
nessa elapa gue © famanho e a distnbuigdo dos crisisis de gelo sdo definidos.
Dependendo do tempo de congeslamento & de como els s processa, t@m-se
diferentes velocidades de congelamento e taxas de congelamento resultantes. Como
a taxa de congelamento wwiuz a formagic de coristais de gelo de diferentes
tamanhos, apds a liofilizacdo o espace vcupado por esses cnislais ficard vazio 8,
consequentemanta, afetara a geomelnia & tamanho dos poros no material seco. Com
uma baixa velocidade de resfriamento, heverdg mais tempo para formacido e
crescimento dos cristais de gelo, que poderfo atingir um maior tamanho em relacio
agqueles formados alravés de um congelamento répido. Essas laxas juntamente com
a temperatura também podem ser combinadas dividindo-se © congalamento em
etapas (CHAVES: MARQUES; FREIRE, 2009, CORRELO «f al, 2007, HSHIEH ef
al., 2007}

Pitombo (1889} em seu estudo, estabeleceu escalas para a velocidade de
congelamento em termos de °Cls: muito lento {(abaie de 0,01 °Cls), lento (de 0,1
°Cls a 0,06 °C/s), rapido (005 °Cfs & 50 *0/s) & super-répido {acima de 50°C/s),
Chaves, Marques, Freire (2008) realizou o estudo das curvas de congsiamento em
freezer corwencionat {-20 *C) e em nifrogénio liquido = - 1986 °C), no intuito de

determinar as faxas de congelamenic proporcionadas por esses métodos, A
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pesquisa indicou o congelamentc em nitrogénio liquido come répido (0,08° Cls a
50 *C/s} e o congslamento em freezer como muito lento (abaixo de 0,01°C/s).

A técnica de freeze drying tem sido universalmente escolhida para o
processamento de produtos farmacéuticos estdvels devido a aspecios favoraveis
aos campos tecricldgico e econdmico. As baixas temperaturas protegem o material
durante o processamento, sem gue haja perda ou dane 45 suas carzcteristicas
intrinsecas, € um processo aprovade pelas autoridades requladoras, pode ser
realizada sob condicfes astérels, o produlo seco pode ser rapidameants reidratade, e
o formaio do produlo zscaebede € reconhecido e sceito pelos usudrios finals,
associados com qualidade e simples execuclo (FRANKS, 2007}

Para a engenharia de tecidos, & possivel obler arcaboucos com diferentes
densidades, formas, porosidade, ¢ forma ¢ distnibuicas de tsmanho dos poros A
porosidade oblida pode ser superior a 90 %, com tamanhos de poro que geralmente
variam entre 15200 um, allamente interconeciados. A técnica permile a
incorporacéo de células termossensiveis, como fatores de crescimento, dirstamente
no suporie poreso sem detrimeanto ao seu comporiamento, auxiiando na construgdo
de sistema de liberagio de farmacos. Ha uma Iimilacio guanio as propriedades
mecinicas dos produtos finais, devide & alta porosidade alcangada, que pode ser
superada alraves ds ulilizacto de agentes apropriados {GHI, 2006, CORRELO ef al,,
2007},

3.4  Tecido Cartilaginoso

Cartilagem & um tecido conuntive altamente especializado composic por
condrocitos dispersos embulidos em uma rica malriz exiracelular. A matriz,
compaosta principaimente de proteoglicanos (22 a 28 %), coldgeno tipo I (48 a 62%)
e agua, e diretamente responsavel pelas propriedades funcionais Unicas desse
tecido e promove forma, resiliéncia e resisléncls confra a2 Ccompressao e
cisalhamento. Apesar da estruiura relativamente simples, a cartilagem  apresenta

pouca capacidade para a reparacao e regengracio devido a varios fatores como a
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faita de celulas progeniforas @ vascularizaco, ume populacdo de células esparsas s
altaments difgrenciadas, e uma regeneragdo da malriz lerta (SUH;, MATTHEW,
2000; YANG; ELISSEEFF, 2007; BITTENCOURT, 2008: MORQZ, 2009,

Existem trés tipos de carlilagery a cartilagem hialina, cartilagem elastica e
fibrocartilagem. Cada tipo tem diferentes propriedades funcionais e, porianto,
diferentes conteudos bioquimicos. Cartilagem hialing € rica em colégeno tipo i e
proteoglicanos e € encontrada principalmente na superficie das articulacdes, onde
serve como um amortecedor. Cartilagem elastica é constituida por fibras elasticas,
ndo exclusivamente o coldgeno. As fibras slasticas d8o a este tipo de cartilagem a
capacidade de se deformar e voltar 3 forma. Exemplos de cartilagem elastica
incluem o owvido exiermno, a epiglole, & a porgdo supernior da laringe. Fibrocartilagem
& rica em colageno tipe | e € gncontrada em tecidos que estdo sujeilos a forgas de
traco, iais como o disco intervertebral (COUGH, 2007, YANG: ELISSEEFF, 2007
MOROZ, 2008}

A cartilagem hialina, gue reveste g supegrficie das articulagdss sinoviais pode
medir no adulic de 2 2 4 mm de sspessura, 08 condrdcitos apresentam-se em
disposicio zonal, & melriz & composta de G8 a BS% de agua, © gue confere
elasticidade ao tecido cartilaginoss. Macroscopicaments, a cartilagem articular é
brithante, lisa, branca e semirigids  Microscopicaments, 2 carlilagem articular
divide-se em varias zonas, como illustra a Figura 4 (GOUGH, 2007; BITTENCOURT,
2008).

A carliizgem apresenta & menor densidade celular se comparada com
qualguer tecido do corpo, com menos de 5% de células por volume, Sob
compressao, se comporia como um malerial porosiastico, segundo © qual a sus
resposta a cargas de compresséo ¢ de frequéncia e tensd&o dependentes
(HARRISON, 2007).



Figura 4. Organizacio da cartilagem articular
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Forde: BITTENCOURT, 2008,

A osteoaririte, dosnga articular degenerativa, artrose ou ostecartrose {OA),
como ainda & designada, acomele grande parte da populacio acima dos 45 anos.
Entre as alteracbes morfoldgicas, a cerlilagemn articular perde sua natureza
homogénea e € rompida e fragmentada, com fibrilacdo, fisswras e ulceragbes.
Quando se frata da histologia do tecido a OA estd associada & alterscbes do
colageno, de proteoglicanas, da sinfese de condrdcitos, da hidratagBo e das
propriedades mecanicas da cartilagem (BITTENCOURT, 2008).

Maus de 1 milh8o de procedimentos drdrgicos nos Estados Unidos envolvem
& substituicao de cartilagem. Terapias convencionais incluem perfuracio e
desbridamento, transplante autdlogo de cartilagem, e implantacdo de poimeros
arfificiais ou proteses metalicas. A perfuracio & desbridamento pode fomecer alivio
mediato dos sintomas, mas geralmente resulta na produgBo de um tecido
fibrocartilaginoso com resuliado desfavoravel a longo prazo. O fransplante pode ser
um tratamento eficaz para pacientes com peguenos defeitos, mas sua aplicacdo é

mitada devidp & oferta insuficiente de doadores de tecidos, & morbidade do sitio




doador, ¢ as dificuldades {écnicas para moldar o tecido transplantado em formas
tridimensionais complexas no hospedeiro. Proteses artificiais podem ser uma fonte
de infecgdo, com deposicdo de proteina indesejada e fortes respostas imunoldgicas,
sem capacidade de adaptaCio s pressbes decomanies da movimentacdo muscular
(YANG: ELISSEEFF, 2007, MOROZ, 2009;.

Dada a importancia dinica da lesBo da carliiagem & 08 resultados
desfavoraveis pars as lerapias convencionais ulilizadss, as pesquisas atuals
procuram abordagens diferenciadas para melhorar o iratamento desse tecido,
encontrando possiveis solugbes na uliizagdo de estratégias da engenharia tecidual.
Avancos significativos tém sido alcancados devido 3 sua estrutura relativamente
simples, porém as funcbes mecénicas exciusivas do iscido requarem composicbes
moleculares distinias com arquitelura olimizada, Varias consideracies devem ser
feitas no intuitc de munimizar a tendéncia de condrdcilos a se diferenclarem em
celulas semethantes zos fibroblastos, mas que ndo possuam 0s alributos fisico
mecénico ideais (HARRISON, 2007, YANG e ELISSEEFF, 2007).

A cullura de condrdciios permite identificar condicBes sob as quals o reparc
da cartilagem ocorre & descobrir meios especificos para a prevengao de danos ou
mesmo a inferrupcéo de sua destruicdo e aumentar a celulandade para possivel
implante. Varios sistemas de cultura s80 usados na expansao dos condréoitos, entre
eles: a denominada cuitura de condrécitos em monocamadas, cultura em sistema
tridimensional em esponjas, Hustrada na Figura 5 (BITTENCOURT, 2008).
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Figura & Esquema das estratégias da engenharia tecidual aplicadas a cartilagem
articular, desde a coleta de células do individuo, semeadura em arcabougos e
implarite no pacients
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Forte: CHUNG,; BURDICK, 2008,

3.5 Biomaterigis

A definicdo inicial que considera o biomaterials como aqueles materiais
capazes de fratar, aumentar ou substilulr, cuaiguer tecido, Orgdo ou funcdo do corpo
esta em consiante evolucdo, agrupando as funcles e concellos que 08 NOVOS
campos propfem. No entanto, algumas caracleristicas jg foram delimitadas por
diverses pesquisadores a exampio da inferdiscipiinandade, da  afinidade que o8
cientistas da dres devem demonsirar com gs ciénoias dos materigs, do
desenvolvimento dos dispositivos de biomaterials {envolvendo desde a dentificacao
da necessidade, dJdesenvolvimento, manufaturs, implantacio e remocdo  do
dispositivo no pacients), da magnitude da necessidade e do campo comercial {que
erwolve questfes comerciais ¢ élicas pertinentes) (LIMA, 2010}

Sendo assim, de acordo com uma ebordagem geral para os dispositivos
médicos em evolucds, os biomateriais podem ser descrifos como materiais artificiais




utifizados para reparar, auxiliar ou substituir tecidos ou drgdos danificados. Para que
um determinade material possa ser considerado um biomaterial, deve satisfazer
cerios requisitos com relacdo ac seu comportamento fisico, mecanico e guimico, e
também ser biocompativel. Por exemplo, o material deve ser forte o suficiente para
suportar cargas fisiologicas, ser resisiente 2 degradacdo indesejdvel ou a corroséo,
néo ser carcinogénico ou mutagénico, enire oulras propriedades. Muitos fatores, tais
como tamanho, forma, composicdo, rugosidade e carga exercem influéncia decisiva,
de acordo com a aplicagdo deseiada (SHI 2008, WILLIAMS, 2008),

Atualments os biomalenais @m sido utilizados em vasias aplicagbes como
biosensores, implantes, sistema para liberacBo controlada de drogas, lentes
intraocculares, arcabougos para a regeneracBc de tecidos, elc. para solucionar
problemas gue abragem lodos os sistemas do corpo. Para stender as solicitacdes
especificas para cade aplicagdo sfo ulilizados mateniais metalicos, poliméricos e
ceramicos. A cada ano sdo desenvolvidos novos biomateriais com o intuito de
oferecer novas opcles de yratamenio pera diversas erdermidades (AIMOLL, 2007,
BARBOSA, 2011}

3.6.1 Biocompatibilidade, Biodegradabilidade, Bicabsorgéo

O fator mais importante que distingue um biomalerial de gualguer outro
material é a sua capsacidade de estar em contato com 08 tecides do corpo humano
S&Im causar um grau inaceitavel de denos. Os materiais & os tecides podem interagir
de varias maneiras diferentes, de @l forma que esta coexisténela pode ser
comprometida, & a investigecBo de biomaleriais capazes de formecer um melhor
desempenho para os dispositivos € indispensavel (SHI, Z006; WILLIAMS, 2008).

Nesse contexte, Williams {2008) coloca gue a chave para a compreensio da
biccompatibilidade € a determinacio de guais mecanismos quimicos, bioguimicos,
fisioldgicos, fisicos ou de outra ordem se tornam operatives e porgué, de acordo com
as condicBes especiicas assotiadas a0 contato enfre os biomateriais @ 08 tecidos
do corpo, e quais as$ consequéncias dessas interacdes. Dessa forma, a
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biocompatibilidade se refere 4 habilidade de um material de desenvolver uma
resposta bioldgica apropriada em uma situacdo especifica. Uma série de fatores
contribuern para o tipo de resposta do tecido gerado pelo biomaterial, incluindo a
forma e ¢ tamanho do implante, & sus reatividade quimica, © mecanismo, a taxa e
subprodutos de degradacho; iocal de implantaco, e as espécies hospedeiras
{(KARANDE; AGRAWAL, 2008}

Para a engenharia tecidual, a blocompatibilidade & o principal requisitc para
qualguer tipo de arcabouco. E necessdrio que afravés deste seja obtida uma
resposta benéfica das células semeadas e uma resposte imune apropriada do tecido
hospedeiro em implantacdo. As interacbes que ocorrem entre o arcabougo, células e
tecidos devem ser favordveis, sem quslquer polencial de dano devido &
citotoxicidade induzida, & geracéo de uma resposta imunoldgica adversa, ou a
ativagdo das vias de coaguiacdo do sangue. Dentre os materiais biomcompativeis
estdo aqueles classificados como bindegradaveis, bioreabsorviveis e bicabsorviveis.
{(KARANDE; AGRAWAL, 2008).

O termo biodegradacao & utilizado ouando um zgente bicldgico, tal como uma
enzima ou um micrdbio, € um componente dominante no processo de degradacéo
de dispositivos sélidos e ¢ 05 subprodutos dessa degradacio podem ser removidos
do iocal de acdc mas ndc necessanamente remodeiados no corpo humano
(BARBANTI et &/, 2005, BURG, ORR, 2008). De scordo com Arshady (apud
CAMERON e KAMVARIMOGHADDAM, 2008), a biodegradacdo pode ser
considerada como a desintegracdo, sroséo, decomposicdo sfou quebra de cadeia
de um material em fragmentos metabolizaveis ou excrelavels, no corpo humano, em
modeios animais, ou em ambientes ex wivp ou 7 vilip, gue representam ou
mimetizam o ambiente corporal,

Existem diversas dsafinicfes sobre o0s pormenoras que envolvem a
degradacio. com questionamentos direcionados a ponios como o nivel de
gliminacac do material, © processo de degradacso, a geomealria dos componentes e
o local do implante (BURG, ORR, 2008, WILLIAMS, 2008).

A biodegradabilidade de um arcabouco apresenta um papel importante no

desempenho a longo prazo de um matenial para engenharia de tecidos, pois afeta



varios processos celulares que envolvem principalmente z resposta do hospedsiro.
No caso da localizag8o do implante deve-se considerar & vascularizacso locel & a
solicitago mecanica. Se ¢ material & implantado em um sitic de alta vascularizagho
{grande atividade vital), sus velocidade de degradacéo serd mails rdpida em relacso
a uma regifo menos vascularizada, de funcdes passivas. Locsis de grande
solicitaciio mecénica também {ém sido descritos como aceleradores da degradacso
(BARBANT! &t af, 2005; KiM ef af . 2008).

A bioreabsorg@c € um termo aplicade agueles materials cujos produlos de
degradacao (composios de baixo peso molecular) so removidos totaimente através
de atividade celular em ambiente biclogico. Geraimente, a bioreabsorgdo €
percebida como um sindrimo de absorgdo, porem us maleriais absorviveis podem
ser considerados como um subconjunto biolbgico especializado dentro do grupo
classificage como materials degradaveis (BARBANTI ef a5/ 2005 ARSHADY apud
CAMERON & KAMVARI-MOGHADDAM, 2008).

Materigis bivabsorviveis s80 agueles que dissolvemn {ou dispersam) em
hicfluidos, e sdc eliminados do corpo sem que haja uma desintegracio ou colapso
de sua estrutura. Mdltiplos mecanismos guimicos e biclégicos s8o acionades no
corpo durante a degradacio e bioreabsorcdo de um material (BARBANTI et al,
2005, BURG; ORR, 2008, WILLIAME, 2008].

Entre os fatores gue determinam a2 resposiz inflamaldria ¢ a2 taxa de
degradacdo dos polimeros bioreabsorvivers, alem dagueles reiacionados ao tecido
am questdo, tem-ser massa molar, distribuicdo da massa molar, composicdo
quimica/esterivisoméirica, oristalinidade, morfologia, erwolvendo o tamanho &
geometria do suporie desenvolvido, porosidade, rugosidade da superficie, energia
ivre de superficie, carge de superficie, prl, pressenca de adiivos e oulros
(BARBANTI ef 5/, 2005).
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4.6  Polimeros na Engenharia de Tecidos Cartilaginosos

Os polimeros s&o constituidos de macromoléculas orgdnicas ou inorganicas,
naturais ou sintélicas, que possuem unidades guimicas ligadas por covaléncia,
repetidas regularmente a0 longo da cadela, denominadas meros (VISSER erf a/,
1988). Canevarclo Jr {2002) define um polimere como uma macromolécula
composta por muitas unidades de repeticBo denominadas meros, unidos por
ligactes covalentes. Quimicamente, eles t&m como base o carbono, hidrogénio e
outros elementos néo metdlicos (CALLISTER, 20023

Polimeros s8o sintetizados por um processe denominado polimerizacéo, e ©
numero de vazes gue ¢ mere se repete nas moléculas do polimero é denominado de
grau de pohmerizacao. O grau de polimerizaco & bastante varidvel podendo ir da
ordem de aiguma unidades (oligbmeros) até mithares e milhdes de unidades de
repeticdo, e 2 um dos fatores que influencia a sua vasia aplicabilidade {LUCAS;
SOARES; MONTEIRDO, 2001; STEVES 1688

Os polimeros &m side amplamente utilizados como biomateriais para a
fabricagdc de dispositivos medicos & arcaboucos na engenharia de tecidos. Os
polimeros utilizados como biomatenais podem ser classificados como agqueles de
origem natural {biopolimeros, bicdegradiveis) e de origem sintélica (bicdegradaveis
& ndco-biodegradaveis). Polimeros sintéticos representam a maioria dos biomateriais
poliméricos dessenvolvidos, ulilizados principaimente devido as suas propriedades
fisico mecanicas, com limitacdes quanto a compalibilidade e degradabilidade em
relacio agueles de crigem natual. Polimeros de origem nalural, também chamados
de biopolimeros consisiermn em uma classe imporianie dos biomaterigls devido as
suas caracteristicas de  bDiocompatibilidade, bwdegradacio e disponibilidade
abundante (SHI, 2006}

O conceito de engenharia de tecidos relacionado ao reparo de cartilagem Tol
proposto pela primeira vez por Green em 1977, enguanto a incorporacdo de
arcaboucos poliméricos para regeneracio de tecidos ocorreu no inicio da década de
80. Recentemenie, 08 conceitos dessa area em sido aplicados para & cartilagem
articular, Uma grande variedade de materiais poliméricos, de origem natural e




sintetica, biodegradaveis e ndo-biodegradéveis tem sido introduzidas no reparo
dessa cartilagem (SUH; MATTHEW, 2000, YOON e FISHER, 2007,

Os polimeros sintélicos atualmente expiorados pars & reparacdo da
cartiiagem incluen: poli a-hidroxi acidos (PLLA, PGA & PLGA), PEG, poli (NIPAAM),
poli {propilenc fumaratos), e poliurstancs. No entanto, na maioria dos casos, esses
polimeros  nfc  provocam  interagbes  célula-arcaboucgo  favorgveis  ao
desenvolvimento saudavel da matriz exiracelular. Aldm disso, 08 subprodutos de
degradacdo podem ser thxicos ou induzir uma resposte inflamatdria mais intensa.
{CHUNG; BURDICK, 2008, MOROZ, 2008).

Entre os principais materiais de origem natural ulilizados para a fabricagdo
das esporijas com resullados favoraveis para a cartiiagem pode-se citar o colageno,
a fibrina, o gel de agarcse, o hidroge! de siginato e g quitosana. Polimeros naturais
podem inleragir com as células atraves de receptores de superficie celular, e regular
ou dirighr as fungtes da célula, No entanto, devido a ests éﬁtam:;ﬁé, podemn tambem
estimular uma resposta do sistema imune. Us polimeros naturals apresentam, no
geral, propriedades mecénicas baixas. Em ambos os casos, propriedades fisicas e
guimicas desses polimeros podem ser wmodificadas no intuite de alterar as
propriedades mecanicas e de degradacio dos arcabougos (MOROZ, 2008, GOUGH,
2007).

3.7  Biopolimeros

Segundo  Johnson, Mwaikambo, Tucker {(2003), os biopolimeros s&o
polimeros bicldgicos {ndo fosssis) am sua origem, ou suscetivels & digestéo por
microorganismas ou decomposicdo quimica no ambiente (por exempio, hidrdlise e
oxidacdo). Ideaimente, um biopolimero apresenta as duas caracleristicas. A
existéncla de lais materiais incila a oritices scbre s polimeros sintéticos usualimente
empregados, Apesar de atingirem aos reguisiios pratices a gue sio chamados, $20
produzidos a partir de matérias primas fosseis insubstituiveis e, apesar de durdvais,
s80 de dificil eliminacio ao fingl de sua vida Gl




A maioria dos materiais formados na natureza durante os ciclos de vida das
plantas, animais, baciériss e fungos sfo polimeros ou compésitos de matriz
polimérica. Biopolimeros incluem os polissacaridess, como celulose, amido e
quitina, os polimeres provenientes de carboidratos produzidos por bactérias e fungos
& & base de proteinas animais como gelatina e coldgeno (JOHNSON: MWAIKAMBGO:
TUCKER, 2003; AUSTIN, 2007

Os polimeros nalurgis estio  sendo  exensivamente utilizados como
biomateriais, em grande parte, porque sua estrutura apresenta semelhancas
quimicas & bioldgicas com o tecide humano que se pretende substifuir, atendendo
aos requisites de blodegradabilidade e biocompatibiidade exigidos para tais
aplicacbes. Suas cadeias estrulwrals podem ser modificadas por métodos
especificos através da varacdc de seus grupcs funcionals, allerando suas
caracteristicas, 0 gue proporciona versatiidade de processamento e uso. Além
disso, esses materiais estlo disponivels na nalureza em grandss quantidades e por
um custo mais baixo (SHI, 2008, AUSTIN, 2007}

3.7.1 Quitina e Quitosana

A quitina, um polissacarideo abundante na natureza, pode ser encontrada
como microfibriles cristalingas ordenadas formendo componentes  estruturais em
muitos organismos agquaticos, terrestres e azlguns microorganismos, sendo sua
principal fonte de oblengdo o exoasqueleto de crustacens (carangusios, camardes,
lagostas & siris). Esse polissacarides & constituido por uma sequéncia linear de
agucares monomenicos formada por unidades Z-acetaming-2-deoxi-B-D-glicose e 2-
amino-2-deoxi-3-D-glicose ligadas através de ligacdes do tipo Bi1-4) possuindo,
assim, estrutura semethante & das Tibras de celulose. A diferengae estrutural entre
estas duas fibras polissacarideas se deve aos grupoes hidroxila, localizados na
posicio dois, que s80 subsiiuidos na guitina por grupts acstamino. A estrutura da
quitinea & Husirada na Figura © (URAGAML TOKURA, 2006 AIMOLL 2007;
FIOROTTI, 2008).
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Figura 6 Estrutura da quitine

£H;
H

Fome: FIOROTT! 2008

A fase cristalina da quitina é ordenada e, através de anslises por Difracdoc de
Raios X, trés formas polimdrficas da quiting foram encontradas: o, B e y-quitine, as
guais diferem no arranio de suas cadeias nas regifes oristalinas, como ilustra a
Figura 7. Os parémetros cristalograficos para os polimorfos o- & B-quiting podem ser
comparados peio Quadro 3. A gguiting € 2 mals estdvel & fambém a mais
abundante, uma vez que ambas B- & y-polimorfas sdo ireversivelmente convertidas
em a-guitina alraves de fratamentos adequados. Sua calula unitéria & ortorrdmbics,
no seu aranio as higacdes de hidrogénio inter e inlramoleculares s&o favorecidas, &
as folthas antiparalelas sao responsaveis pela insolubiidade. Apresenta grau de
cristalinidade acima de 85% (RINAUDQ, 2006, URAGAME TOKURA, 2006
CAMPANA-FILHO ef g/, 2007

A ocorréneia da B-guiting € muitc menor em relacBe & o-quitina. Nesse
arranjo, as fothas parzlelas ndo favorecam as ligacles de hidrogénio exibindo maior
reatividade, intumsscimento em agus e sclubllidade sua célula uniténa é
monoclinica, apresenta grau de cristalinidade de aproximadamente 72%, & um
empacotamento menos denso que o da a-quiting A vquiting € composta por duas
cadeias de disposicdo entiparalela intercalada por uma cadeia paralela, considerada
uma combinacio enfre a o- ¢ Bwulling (RINAUDQ, 2006 CANPANA-FILHO ef al,
2007).
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Fomde; CAMPANAFILHD ef g, 2007,

Quadro 3: Parédmetros cristalograficos para os polimorfos a- e f-quitina

& {nm) b {rm) | (nm) ¥ %) | Grupo
Espacial
o-quiting | 0.474 1886 P82 e P31212+
B-guitina | 0.485 0.676 ERED &7 5 P2,

Fonte: Adaplado de RINALUIDG, 2008,

Durante ¢ processamento indusirial, a quiting € exiraida através de
fratamento com acido para dissolver o carbonato de cdlcio, seguido de extracio
alcalina para solubilizacio das proteinas. Alem disso, € reslizads, muitas vezes, a
descoloragao para a remogao de resios de pigmentos e cbiengdo de um produto
incolor. Esies ratamenios s&c adaplados para cada fonie de guitina, A quitina
resuitante deve ser caraclerizada em lermos de pureza e cor, & que proteinas
residuais e pigmenios podem ocasionar problemas durante sua  utiizacao,
especiaimente para produtos biomedicos (RINAUDC, 2006).

Ao fim das elapas de pre-fralamento obtem-se um material sélido, polimero
de estrutura lregular & nalureza semicrisialina. A quiling quando pura pode ser
caracterizada como um pd de coloracdo amarsiada, de  estrutura  irregular,

semicristaling, insolivel em agua, solvente organico e em alguns dcidos e bases




¢iuidas, sendo somenie solivel am solugBes de N-Dimetilacetamida/Cloreto de
Litio. Em acidos minerais concentrados ocorre degradaecdo da cadeia polimérica
(FIOROTT, 2009}

A quitosana foi descrita pela primeira vez em 1859 por Rougst, guando do
contato da quitina com uma scolugBo de hidréxido de potassio em sbulicBo. Este
novo produto foir denominado "guitina modificads” e, mais tarde. em 18894, Hoppe-
Seyler designou-o pela primeira vez com © nome ‘quitosana”. Seu estudo e
aplicacdo s6 vieram a inlensificar-se por volta de 1870. £ o derivado mais importante
da quitina em termos de aplicacbes, cuio grau de desacetiacio, distribuicdo de
massa molar e contetdo de impurezas dependem das fontes naturais de matéria
prima e dos meélodos de preparagac aplicadeos (URAGAME TOKURA, 2006
FIOROTTI, 2008}

De acordo com 08 estudos apresentados por Hennig (2009}, & diferenca entre
a quilpsana £ 8 quiling & 2 eliminacBo do grupamento acell ligado a0 grupo
acetamine na posicdo 2. A quiling pods ser convertida em quiiosana por meios
enzimaticos ou por desaceliacBo sicalina sendo esse diimo o método mais
utilizado. Durante o curso da desacetilacdo alcaling, parte das ligagdes N-acetil séo
rompidas com a formacdo de unidades D-glucosaming, que contém um grupo
aminico livre. A reacio de desacetiacsdo da quiting, produzindo quitosana, hidroxido
de s&dio e acido acético, &ilusirads ne Figura 8.

Segundo Hennig {2008), a2 ouitosana pode ser considerada uma poliamina na
qual 08 grupos aming estéo disponivels para reacbes guimicas {preparacio de

derivados) e formacio de sais com acidos.

Figura 8: Converséo da quitina e os produlos resulianies da reacio
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Segundo Antonino (2007), & guitosana pode ser definida como um copolimero
de Z-amino-Z-deoxi-B-D-glicose e Z-acstamino-2-deoxi-B-D-glicopiranose, de
composicao variavel em funco do grau residual de acetilacBo, culas unidades
tambem s8o unidas por ligacles glicosidicas B-{1,4} (Figura €. Quatro cadeias de
guitosana ¢ ollo moléculas de agus sdo empacoladas em uma céluls unitara
ortorrémbica {P242424) com as seguintes dimensBes. 2 = 0885 (@ = 0807 nm), b =
1.697 (b =0.844 nm), o = 1.034. (URAGAMI TOKURA 2008).

Figura & Estrutura da quitosana
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Hom

Fonte: FIOROTTI, 2008,

Em geral, quande © numero de unidades N-giucosamings e igual ou superior
a 50%, o biopolimere @ denominado guilosana. Dessa forma, quitcsana é um
nome gendrico que reprasenta uma familia de gquitine N-desacelilada, com
diferentes graus de desacetilacio (AIMOLL 2007, FIOROTTI, 2009

O grau de desacetilacdo (GD} € uma propriedade quimica muito importante
da guitosana, sendo um paramelio que expressa ¢ contedo medic de unidades de
glicosamina nas cadeias desse biopolimero. Esse perémetro € capar de influenciar
as caracteristicas quimicas, fisicas e bicldgicas do biopolimero (Quadro 4}, Do ponto
de vista quimico, ¢ GD de quilosans sxerce infuéncia sobre algumas de suas
propriedades, iais como, relacdo hidrofilicidade/hidrofobicidade, capacidade de
reticulacdo na presenca de determinados agentes de enfrecruzamento, solubilidade
e viscosidade de suas sclugbes (GONSALVES ef &/, 2011}




** diretamente proporcional 3 propriedade
v inversamente proporcional 3 propriedade

Forte: Adapiado de DABH ef ol 2011,

0O seu peso molecular pode variar de 300 g/mol a2 mais de 1000000 g/mol. A
guiinsana apresenta rés lipos de grupos funcionais realivos em sua cadeia um
grupo amino e grupes hidroxila primario e secundaric nos carbonos (2), (3} e (6),
respectivament2, Sua alta hidrofilicidade € resuliade do grande ndmero desses
grupos, que permitemn modificacdes quimicas gue resultam na formaclo  de
inumeros derivados, uleis para aplicagbes especificas {AIMOLL 2007; KIM ef al,
20083,

A guitosana € somente soltvel em solucdes aquossas de doidos fracos com
pH<6 (acidos organicos e inorganicos). Sua solubilidade depende da distribuicdo dos
grupos amino bvres & dos grupos heacetl. Em meios fracamente Acidos, a
solubilizac8o ocorre por profonacac do grupos amino livres (da posicéo C-2}, guando
o polissacarideo & convertido em um polieletrdito. Apds dissclucdo em meio acido,
o5 grupos amino vres da quitosana tomam-se protonados {-NH"). 0 que facilita sua
solvatacdo em &gua. Essa & a razéo pela qual o biopolimero passou a ser

classifcado como um polieletrdlio calibnico e também o principal motivo para a




modificacdo da quilina em quilosana, Oulras mﬁﬁ%ﬁ%{;ﬁ% podem ser realizadas na
estrutura macromolecular tanto da quiting quanto da quitosana para ampliar o
espectro de solubllidade (GONSALVES ef al, 2011, RINAUDOQ, 2008, URAGAMI
TOKURA, 2008,

Alguns acidos inorgénicos diluidos, tais como acido nitrico, cloridrico,
perclérico ou fosfdrice podem ser ulilizedos para preparacdo de solugbes de
quitosana. Sua solubilidade & normalmente investipada através da dissolucdo em
acido acético, um acido orgénico, 8 1%; sstudos demonsiraram que esse dcido
reduz a viscosidade da solucio de quitosana mals gue outros dcidos (AIMOLI, 2007
FIOROTTY, 2009, DASH ef al, 2011},

A guitosana se desiaca como um Glime candidato para um amplo especiro de
aplicacfes, apresentando propriedades bioldgicas  dnicas, que  inclusm:
biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo  toxicidade, notdvel afinidade 3
proteinas, acdc antibacleriana, hemostdtica, fungisidtica e propriedades
antitumorais. A quilosana € um produto natural, de baixo custo e renovavel, de
grande importancia econdmica e ambiental. (AZEVEDCO ef al, 2007, KIM ef al,
2008).

Devido a suas excelentes proprisdades de processamento & guando em
interacfo com o corpo humano, 2 quitosana vem sendo tesiada para aplicac8o em
uma variedade de formas, (&8s como hidrogéis, fbras, membranas, micro sesferas e
arcaboucos porosos. Este biopolimero tem sido investigado principalmente em dois
campos biomedicos: tem sido ulilizado em conunto com a quiting no tratamento de
feridas, dlceras & queimaduras, de acordo com suas propriedades hemostaticas e
seu efeito cicaltrizante; e dada sua afinidade celular & biodegradabilidade, tem sido
aplicada na regensracdo = restauracio de fecidos, incluindo a sus utilizacdo como
um material estrutural na engenharia de tecidos (MELD, 2008, NWE, FURUIKE;
TAMURA, 2009).




37.1.1 Quitosana na Engenharia de Tecidos Cartilaginosos

Estudos sobre a quitosana como biomalerial para aplicacdo na engenharia de
tecidos foram intensificados durante os Glimos 25 anos. A biocompatibilidade da
quitosana minimiza inflamacies locais adicionais, além de stuar como acelerador da
reparacio tecidual por aumentar a producdo de matriz exiracelular através do
aumento de producao de Talores de crescimento (KM of a2/, 2008; DASH ef af,
2011}

O conhecimenio das estruluras (fisica & guimica) e propriedades fisico
guimicas é essencial para & compreensfo das proprisdades bicidgicas dos
biomateriais concebidos com a quitosana E particularmente importante gue se
estabeleca uma relagdo entre as estniduras ¢ as respostias bicldgicas (DOMARD,

2011}

A natureza catibnica da quitosana e sua alia densidade de carga em solugdo
permitem a formacdo de complexos insoluveis IOncos oU coacervados com uma
grande variedade de polimeros sollveis em agua, além de interaches slstrostéticas
com glicosaminoglicanos {GAGs) e proteoglicancs disttibuidos amplamente por todo
corpo. Esta proprisdade € uma das mais importanies parg aplicacio na engenharia
de tecidos, principaimente para a regeneracio de tecido cartilaginoso articular, ja
que os glucosaminoglicanos desempertham um papel crucial na modulacdo da
morfologia, diferenciacic e funcdo dos condrociios (SUH, MATTHEW, 2000
URAGAMIL; TOKLUIRA, 2006, DASH et &l 2011}

De fato, a biocompatibilidade, a stividade aniibacteriana intrinseca, ©
recorthecimento de fatores de crescimento, e a capacidade de processamento em
uma variedade de formas macro ¢ nano foma a quitosana um material para
arcaboucos de destaque para a cartilagem, mas o estudo da quitosana parg essa
aplicaco é bastanie recente (DUTTA, DUTTA, 2011).
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3.7.1.2 Arcabougos de quifosana

Uma das caracteristicas mais promissoras da quitosana € sua excelente
habilidade para ser processada em estriuluras porosas com pores interconectados
para formagdo de arcaboucos, que podem ser moldadas em diversas formas como
membranas, blocos, fibras e microesferas, As propriedades mecnicas e bioldgicas
dos arcabougos produzidos dependem das propriedades da quitosans utilizada, tais
como peso molecular & grau de desacetilacdo (GD), e do método de preparacdo
(NWE; FURUIKE;, TAMURA, 2000).

As estruturas de quitosang porosa podem ser faciments fgbricadas pelo
metodo de freeze drying. A lecnologis freeze drying é bastante utilizada para
solugBes de quilosana-doido acélico, afravés do congelamento e liofilizacdo em
moldes apropriados. A separaco do acelalo de quitosana a partir da fase do cristal
de gelo e a subsequente remocio do gelo por liofilizacio geram um material poroso
cujo tamanho medic de pores pode ser controlado varlando-se g velocidade de
congelamento. Além disso, as propriedades dos arcabougos podem ser controladas
pela mudanca de conceniracio da guitosana & lemperatura & velogidade de
congelamento (LARANJIEIRA; FAVERE, 2000 YANG ef 8/, 201 0.

A compreensfo e controle da {axa de degradaciio desses dispositivos & de
grande interesse uma vez (ue 558 propriedade € reguerida para a regeneragio
tecidual. Existern poucos sstudos envolvendo a degradacio in vive da quitosana.
Estes aponiam a lisozima como a principal enzima responsavel por sua degradacéo
in vivo, & seus produics de degracdacdo consistem em oligossacaridecs (N-acetil-D-
ghicosaming) de cadeias de vanados tamanhos, oS quais, aém de apresentarem
propriedades cicalrizanies e antimicrobianas, so tolalmenie absorvivels pelo
organismo (REN ef &/, 2005; KIM ef g/, 2008, NWE; FURUIKE; TAMURA, 2008,
DASH et &, 20111

Estudos previamente reslizados demonstram que g degradacio aumenta a
medida que diminu 0 grau de desscetiacio (G, Também foi observado que a
cingtica de degradacio parece ser inversamenie proporcional ao grau de




cristalinidade que € controlado principalmente pelo GD. A distribuicBo dos grupos
acetil tambeém parecem afetar a biodegradabilidade (DASH et &/, 2011).

A disposicio dos grupos acetil e sua distribuicBo homogénea (aleatoria, em
vez de blocos) resulta em taxas muito baixas de degradacio enzimética. No entanto,
varios estudos relataram que a texa de degredacdio é afetads também pelo
comprimento das cadeias {(massa molecular). Taxas de degradagio muito répidas
da guitosana causam um acumulo de aminossacaridecs que podem produzir uma
resposta inflamatoria. Basicamente, em condigBes e tempo adequados, a quitosana,
na maioria dos casos, degrada o suficente para ser excretads (KIM ef af, 2008;
NWE, FURUIKE; TAMURA, 2009; DASH ef &/, 2011

Com o aumenio do grau de desscetilacao (GD) do polimero, as interagbes
entre a quitosana e as células aumentam devido & presenca de grupos amino livres
@, consequentements, a adesfo e proliferacio celular, dependendo do tipo de
célula, tambeém variam com o GD {DASH ef &, 20111

Os arcaboucos de guilosana, quando aplicados, geralmente apresentam
grande adsorcdo de agua. que pode faciliter a retencdo de fluldos corporais e
nutrientes necessanos ao crescimento do tecido. A presenca do grupamento amino
primario (-NH:) & do grupo hidroxila (-OH) nfo 56 aumenta a afinidade do material
com a agua, como também forma ligacies de hidrogénio (YANG ef o, 2010).

De geordo com os estudos de Hsieh ef &/ (2007), quando a conceniragio da
solugdo de quitosana & menor gue 1 %, a viscosidade da solugdo resultants é muito
baixa para a formacio de espumas porosss, enguanio a conceniracio da solucéo
em valores acima de 3 %, resulta em reducdo da homogeneidade do sistema e

viscosidade mutio gila,

3.7.1.3 Reticifacdo da quitosana

A quitosana € um biopolimere gus apresenta sitios reativos dispontveis para
modificagfes guimicas, 0 que g torna ums biomacromolécula de grande interesse
para pesquisadores de diversos ramos da ciencia Na literatura sfo descrifos



diversos metodos para oblencBo de derivados estruturais da quilosana, que
promovem & reficulacdo das cadelas poliméricas desse biopolimero, estratégia que
confere as quitosanas modificadas propriedades diferenciadas, como por exemple,
maior resisténcia &4 dissolucdo em melo acido, menor hidrofilia, fabricacdo de
estruturas poliméricas densas ou porosas e reduco da reatividade quimica do
material preparadc (LARANJEIRA. FAVERE, 2008 MUZZARELLL 2009
GONSALVES ef /| 2011}

Apesar da maiona das modificactes quimicas da quilosana ocorrer em seus
grupos amino, as hidroxilas em C-3 e C-6 das unidades estruturais do biopolimero
tambem $80 susceptiveis & reagdes. As modifcacdes quimicas nos grupos hidroxila
ocorrem preferencialmente naqueles posicionados em C-8, uma vez que 08
localizados em -3 sdc menos reativos ¢ mails eslericamente impedidos. Ao
considerar apenas as unidades de glucosaming da guitosana, a ordem decrescente
de reatvidade quimica € C-2 > C6 » (-3 referindo-se, respectivamente, aos
carbonocs onde esidc ligados os grupos amine, hidroxiia primaric e secundario.
Nesse dltimo cenfro, hd necessidade de um forte agenie de desprotonacdo para
torna-lo pre-disponivel a reacles subseglientes (LIMA, RIBEIRO, AIROLDI, 2008;
GONSALVES et af, 2011,

A reticulacdo das cadeias poliméricas da quitosana, também nomeado de
reacic de enirecruzamenio {(Crossiinking), € um fipo de modificacdo quimica com
objetivo de unir suas cadeias poliméricas, cu ainda, ligar suas cadeias as de outros
polimeros. Essa modificacio ocorre por meio da reac@o entre sitios reativos
aspecificos presenies nas unidades estnulurars da guilosana e alguns agentes
reticulantes. Dependendo da nalureza do agente de reficulacdo as principais
interagbes na formacdo da cadeia séo covalentes ou idnicas (MAGALHAES
JUNIOR, 2007; GONSALVES af &f, 2011).

As reacfes com formacio de ligacles covalentes s80 as mais empregadas
para a quitosana. Essas reacbes ocorrem unindo de forma permanente sitios
reativos das cadelas poliméricas em questBo. As reticulacles via interacgles fisicas
{(ibnicas) consistem am atracbes sletrostaticas fortes que passam a ocorrer entre 03

grupos amino profonados {-NHy") da quitosana, & os sitios anifnicos do agente de



reticulagdo empregado, cu no caso dos complexos polieletrdnicos enire cadeias
polimeéricas de carga oposta. As pesquisas descrevern que a estrutura reticulada
ionicamente & muilo sensivel a alteractes de pH e 33 forcas ibnicas do meio,
caracteristicas vantgjosas para aplicagles especificas como a liberacio controlada
de farmacos (FIDELES, 2010; GONSALVES ef af, 2011, HOLANDA, 2011).

De acordo com Berger (2004 solugBes de quitosana reticuladas
covalertements podem ser classificadas em trés tipos, de acordo com ©
comportamente da estrulura: {1} quitosana reticulada com suas proprias cadeias; ()
redes poliméricas hibridas, nas quais a quilosana s lige 25 cadeias de oulros
polimeros; e () redes de polimeros semi ou totalmente interpenetrantes (IPN). A
estrutura | & considerada a mais simpies & foco deste trabaiho (Figura 10),

Figura 10 Estrutura de solugbes de quitosana formadas por (a) quitosana reticulada
com suas proprias cadeias, (b) redes poliméricas hibridas, () redes de polimeros
semi-interpenetrantes e {d) reficulacBo idnica da quilosana com suas proprias
cadeias

S-—B  agente de retilagio covelents ——ew ppfimers adicionst
semmEmE QUITDSAnE (D carge posivve da quitossna
{5 interagio ibnica {2} carga do agente de retivulagiv iBnica

Fonte: Adaptado de BERGER, 2004.




60

As reagbes de reficulaclc gesralmente modificam  propriedades  do
viopolimero, tais como: estabilidade quimica & térmica, rigidez estrutural,
parmeabilidade, cor, capacidade de imobilizacdc proteica e celular e oulras
(MAGALHAES JUNIOR, 2007 GONSALVES et al, 2011).

G processo de reticulagdo @ influenciade por caracteristicas fisico-guimicas
da guitosana utilizada e pelas condicbes adotadas para a reacdo. Sendo assim, o
grau de desacetiiacio, massa relativa, temperatura e tempo reacional elevados, em
geral, favorecem as reac¢bes e consequentemente causam o sumento do grau de
reficulacdo. As reticulacdes também slo Influenciadas pelo fino & pela concenfragdo
do agente de reticulacio utiizade. Geraiments, com o aumento do grau de
reticulacdo, reduz-se & porosidade do malerial obtido, a permeabilidade 4 dgua e a
difusao de possiveis subsiancias aprisionadas nas redes poliméricas formadas
(BERGER, 2004; MUZARELLI, 2008, BISPQ, 2008).

A reticulacdo guimica da quitosana para aplicacbes farmacauticas (sistemas
de liberacao controlada) ou biomédicas (engenharia de tecidos & culturas celulares)
tem como limitag@o o uso de reticulanies quimicos que s&o, em sua grande maiornia,
ioxicos. Alé o mormento, 03 agentes reficulantes mais ulilizados com g quitosana,
sintéticos, s80 dialdeidos como o glioxal e, mais comuments, ¢ glutaraldeido. No
entanto, a lteratura aponia que esse agenie reguer uma =xcsssiva purificacdo
durante a preparacdo para eliminar residuos que rndo formaram ligacbes cruzadas, e
que podem ler efsitos cliotdxicos. Dessa forma, as pesquisas ém-se dirigido para a
investigacdo de novas possibilidades guanto & reticulacdo da quitosana através de
agentes de origem natural {BERGER, 2004, MAGALHAES JUNIOR, 2007, YUAN ef
al., 2007, BISPO, 2009).

3.8 Agente reticulante natural; Genipina

Agenies reticulardes s80 moléculas de baxa massa molar com pelo manos
dois grupos funcionais reativos gue permitern a formacio de pontes entre as cadeias

poliméricas (BERGER, 2004). Essas moléculas podem ser de origem sintélica ou
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natural. Dentre as moléculas de origem natural, as pesquisas mais recentes

apontam as proantocianidinas € a genipina por reagirem espontaneamente com
proteinas e polissacarideos (KIM; NIMNI; HAN, 2005; YOO et al., 2011).

A genipina € um produto hidrolitico do geniposidio que é encontrado no fruto
da Gardénia, o jenipapo, obtido via hidrélise enzimatica com B-glucosidase (Figura
11). Gardénia € um género de cerca de 250 espécies de plantas da familia do café,
Rubiaceae, nativa das regides tropicais e subtropicais da Africa, sul da Asia,
Australia e Oceania, bastente comum em grande parte do Brasil (RENHE, 2008;
BISPO, 2009; MAGALHAES JUNIOR, 2007).

Figura 11: Gardénia: (a) Flor; (b,c) Fruto

A fruta da Gardenia jasminoides Ellis foi utilizada na medicina chinesa para o
tratamento de irritabilidade, doencas febris, ictericia, dor de cabega, conjuntivites
agudas, desordens hepaticas, hipertensao, ulceras da pele e outras infermidades.
Acbes farmacologicas efetivas da genipina, como acgdes antioxidativas,
antiinflamatoria e atividades fibroliticas também tém sido identificadas. E utilizada
também como um corante azul, devido a sua afinidade a proteinas, por industrias de
alimentos (KOO et al., 2004; RENHE, 2008, BISPO, 2009; YOO et al., 2011).

A genipina tem a estrutura descrita na Figura 12, € um glicosilado iridéide e
sua estrutura foi descoberta em 1960. Por se tratar de uma substancia natural,

reportada como uma molécula biodegradavel com baixa citotoxicidade, a genipina
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tem sido alvo de investigagbes como um agente reticulante a ser utilizado em
aplicagbes biologicas com materiais com a gelatina, o colageno e a quitosana. O

Quadro 5 apresenta algumas aplicagbes da genipina como agente reticulante
(SUNG et al., 1999; BISPO, 2009; MUZARELLI, 2009).

Figura 12: Estrutura quimica do (a) geniposideo e (b) genipina '

o O
\CH’

\ |
o

" OH

Fonte: MAGALHAES JUNIOR, 2007.

Quadro 5: Algumas aplicagdes da genipina na area biomédica

Os mecanismos de reagdo entre a genipina e moléculas que contém aminas
primarias ndo € completamente compreendido e tem sido investigado. Segundo
pesquisas realizadas por Mi, Shyu, Peng (2005) e Muzzarelli (2009), o mecanismo
de reticulacdo das cadeias poliméricas de quitosana pela genipina é influenciado
pelo pH do meio. Assim, dois principais processos quimicos de reticulagdo podem

s dal bl M b b sis ks ia st se e e e s i s s na ki bad b iaias o iibasesaaith Adh e o i i e b sk il e i b s 6 ik
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acontecer, sendo um em meio acido ou neutro e outro em meio alcalino. Este

trabalho tem foco na reagéo entre a quitosana e a genipina em meio acido.

Butler, Ng, Pudney (2003) descrevem a proposta do mecanismo reacional
para a quitosana e a genipina em meio acido. Essa proposta também foi reportada
por Bispo (2009), Magalhdes Junior (2009), Muzzarelli (2009), Gonsalves et al.
(2011) e outros. Sugere-se um ataque nucleofilico inicial de um grupo amino da
quitosana ao carbono olefinico em C-3, com consequente abertura do anel di-
hidropiranico e geragado da fungéo aldeido na molécula. A aldoxila reage entdo com
a amina secundaria recém-formada para gerar 0 novo heterociclo (Figura 13).

Figura 13: Atague nucleofilico da quitosana ao carbono C-3 da genipina.
R=Quitosana

0‘\(: _AOCH, /(xu‘ 0\ _AOCH,

N
HN—K
[ I\ nl
g at

Fonte: BUTLER ef al., 2003.

H,OH

Na etapa final da reticulagdo ocorre uma substituicdo nucleofilica no éster da
genipina por uma amina primaria do biopolimero, com consequente formacao de
metanol (Figura 14).

UFCG/BIBLIOTECAIRC
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Figura 14: Reacdo da genipina com quitosana para formar amida secundaria.

R=Quitosana

HQN'_""R ®
H,N—R HN—~R H
S =)
o’\'\c _AOCH, o\c _AOCH; e‘\c/ /jcn, O\C /N-—R
= N
CH,OH
;OH OH CH,0H CH,;OH OH ;OH OH

Fonte: BUTLER ef al., 2003.

Segundo Muzzarelli (2009) a genipina age como um dialdeido mas seus
produtos de condensacdo sdao muito mais estaveis se comparados aqueles
resultantes da reagdo com o glutaraldeido.

Em comparacgao ao glutaraldeido quanto a citotoxicidade induzida, de acordo
com Sung et al. (1999), que investigaram o comportamento dos dois agentes de
reticulaga@o in vitro utilizando fibroblastos 3T3 através do ensaio MTT, a genipina
apresentou citotoxicidade cerca de 10.000 vezes menor que a do glutaraldeido.

Além disso, diversos estudos tém sido relizados no Brasil no intuito de
estabelecer parametros para obtengdo da genipina no pais, tendo em vista o alto
custo do agente proveniente de fabricantes importados, e a disponibilidade do
jenipapo no Brasil e, mais especificamente, na regido Nordeste (MAGALHAES
JUNIOR, 2007; RENHE, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da Pesquisa

4.1.1 Obtencao e caracterizagao fisico-quimica e microestrutural

Desenvolvido no Laboratério de Avaliagédo e Desenvolvimento de Biomateriais
— CERTBIO, localizado no Bloco CJ3, na Universidade Federal de Campina Grande
- UFCG.

4.1.2 Caracterizagado biolégica

Realizada no Laboratdrio de Imunologia Clinica, localizado na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, na Universidade Estadual Paulista “Julio
Mesquita Filho”.

4.2 Materiais

Todos os reagentes foram utilizados em grau analitico (P.A.).

Para preparacdo dos arcaboucos tridimensionais foram empregados:
Quitosana (Polymar S.A., Grau de Desacetilagdo (GD) = 86,5 %), Quitosana (Sigma-
Aldrich, 448877, Peso Molecular (PM) = 190x10? g/mol — 310x10® g/mol., Grau de
Desacetilagdo (GD) = 75 % - 85 %), Acido acético glacial (Vetec) e Genipina (Sigma-
Aldrich, 6902778, Massa Molecular (PM) = 226.23 g/mol, Pureza = 98 % HPLC).

Para tratamento posterior dos arcabougos foram utilizados: Alcool Etilico
Absoluto 99,5° GL (Nuclear), Alcool Etilico Hidratado 70° INPM (TUPI) e Hidroxido
de Sddio (Vetec).

Para a caracterizacdo biolégica foram utilizados: Camudongos machos Swiss,
procedentes do CEMIB (Centros Multidisciplinar para Investigacdo Biologica /
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UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas), Tioglicolato de sédio (Difco Lab.
LTDA), MTT (Brometo de 3-(45-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difenil-tetrazolio, Across
Organics), LPS (Lipopolissacarideo bacteriano derivado de E. coli, Sigma Aldrich),
Isopropanol (Mallinckrodt), Tampao Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline
System - PBS, Sigma-Aldrich).

Todos os procedimentos que utilizaram células vivas foram conduzidos
conforme normas do SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratérios) e que obtiveram parecer favoravel do Comité de Etica local (protocolo
n°08/2009 CEP/FCF/CAr).

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Etapas de realizacdo do trabalho

O trabalho foi realizado em duas etapas principais: | — Etapa exploratéria do
método de fabricagdo e Il — Etapa de desenvolvimento e investigacdo dos
arcaboucgos.

A Etapa | foi realizada com o proposito de explorar o funcionamento do
liofilizador, e o comportamento do polimero com relagdo a variacdo da concentragcao
de quitosana, a taxa de congelamento, a secagem e reidratacdo e ao ajuste de pH.
Ao final dessa etapa foram definidos parametros experimentais favoraveis a
otimizag&o do processo, a serem aplicados na Etapa Il

A Etapa Il consistiu no desenvolvimento dos arcabougos com e sem
reticulagao, utilizando a genipina como agente intermediario.

Os procedimentos experimentais realizados para cada etapa estdo descritos
na Figura 15.



Figura 15: Fluxograma representativo da metodologia experimental
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4.3.2 Preparagdo das Solugées de Quitosana e Quitosana-Genipina

Todas as solugbes de quitosana foram preparadas através da dissolugdo do
polimero em solugdo de acido acético (1 %), sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente, por 24 horas. Apds esse periodo, cada solugéo foi filtrada a vacuo, para
remocao de residuos, e armazenada por 15 dias a temperatura de 10 °C. As
solugbes foram preparadas de acordo com a metodologia padrdo adotada pelo
CERTBIO, descrita por Fidéles (2010). A Figura 16 ilustra as etapas de dissolugéo e
filtragem da quitosana.

Figura 16: Etapas de dissolugéo e filtragem da quitosana

o’

Etapa | — Foram preparadas solugdes com concentragdes de quitosana de 1
%, 1,5 %, 2 % e 3 %. Na Etapa | foi utilizada quitosana proveniente do fabricante
Polymar S.A.

Etapa Il — Foram preparadas solugbes com concentragbes de quitosana de
1,5 % e 2 %. Na Etapa Il foi necessario utilizar quitosana do fabricante Sigma-
Aldrich, pois a empregada na Etapa | ndo estava disponivel. Nessa etapa foram
também preparadas solugdes de Quitosana-Genipina, o agente reticulante escolhido
para estudo. A genipina em pd foi adicionada as solugbes de quitosana, que
permaneceram sob agitacdo magnética a temperatura ambiente, por 12 horas.
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Essas solugdes foram utilizadas imediatamente apos a finalizacdo do processo de
reticulagao.

A determinacdo da massa de genipina a ser adicionada foi o resultado da
relagéo aproximada entre os valores dos pesos moleculares dos dois componentes.
O procedimento de reticulagdo e a porcentagem do reticulante em relacdo & massa
do polimero tiveram como base os trabalhos de Moura, Figueiredo e Gil (2007) e
Bispo (2009), com adaptagoes.

O Quadro 6 apresenta a relacdo entre a concentracdo de quitosana e a
massa de genipina adicionada para cada solugao.

Quadro 6: Relacao entre a concentracdo de quitosana e a massa de genipina

4.3.3 Fabricacao dos Arcaboucos de Quitosana e Quitosana-Genipina

Os arcabougos de quitosana foram preparados utilizando o processo de
separacao de fase solido-liquido, e subsequente sublimacado do solvente, através do
congelamento e liofilizagcdo das solugdes preparadas. A solucdo de quitosana foi
vertida em moldes apropriados e congelada para solidificar o solvente e induzir a
separacgdo das fases solido-liquido.

O congelamento foi realizado em freezer e através de nitrogénio liquido. Os
procedimentos realizados foram baseados principalmente na metodologia descrita
por Griffon ef al. (2006), Tigh, Karakecili e Gumusderelioglu (2007), e Nwe, Furuike e
Tamura (2009), com adaptacgdes.
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Etapa | — Nessa etapa 8 mL e 15 mL das solugbes de quitosana com
concentragdo de 1 %, 1,5 % e 2 % foram vertidos em moldes tubulares de 17 mm e
30 mm de diametro, respectivamente. As solugdes foram congeladas em nitrogénio
liquido, (= -196 °C, taxa de congelamento rapido), e imediatamente transferidas para
os baldes do liofilizador (LIOTOP K105). As amostras foram liofilizadas durante 24 e
48 horas (Figura 17).

Ainda nessa etapa, 20 mL das solugbes de quitosana com concentragéo de
1,5 %, 2 % e 3 % foram vertidas em placas de Petri de poliestireno (@ = 60 mm,
altura = 15 mm), e mantidos em um freezer a temperatura de -20 °C, com variacéo
de taxa de congelamento entre muito lenta e lenta (conforme escala estabelecida
por Pitombo em 2009, descrita no tépico 2.3 deste trabalho). Finalizado o
congelamento, as amostras foram transferidas para as bandejas do liofilizador
(LIOBRAS — L120). As amostras foram liofilizadas durante 48 horas.

O Quadro 7 apresenta a identificacdo adotada para as amostras.

Quadro 7: Identificacdo das amostras fabricadas na ETAPA |

ull;;;wl; ST SR TV ESPRIIN SR AT T ST b e i 5 Sl e s i s 2 Same o hn a4 . b md— e
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Figura 17: Liofilizador e moldes utilizados para as amostras congeladas por
nitrogénio liquido na Etapa |

Etapa Il — Nessa etapa, conforme parametros estabelecidos ao final da Etapa
I, 20 mL das solugdes de quitosana e quitosana-genipina foram vertidas em placas
de Petri de poliestireno (@ = 60 mm, altura = 15 mm). As placas foram congeladas a
temperatura de -20 °C em um freezer, com variacdo de taxa de congelamento entre
muito lenta e lenta, e de aproximadamente -196 °C em nitrogénio liquido. As
amostras congeladas foram transferidas para o liofilizador (CETEC USVO01) e
liofilizadas durante 48 horas.

Os Quadros 8 e 9 apresentam a identificagdo adotada para as amostras sem
reticulacido e reticuladas, respectivamente. A Figura 18 ilustra o procedimento de

fabricagao realizado nessa etapa.

Quadro 8: Identificagdo das amostras sem reticulagéo fabricadas na Etapa |l

C.Wu i m’@mm Fabricante Congelamento Identificagdo
Freezer (FREE)  QTSLS5-FREE
‘1.5%. 2% Sigma-Aldrich (S) QUS2.FREEL

Liquido (NITRO) QTS2-NITRO
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Quadro 9: Identificagdo das amostras reticuladas fabricadas na Etapa

Concentraqéo da ; 2 Concentracdo do i
SHLE Fabi mento ;
Quitosana (QT) abricante Congela Genipina (GE) Identificacdo
0,15%, 0,3 % QTS1,5-GE3-FREE
Muito lento QTS2-GE15-FREE
~ 15%.2%  Sigma-Aldrich (S) QTS2-GE3-FREE
Nitrogénio . i 015% QTS1,5-GE15-NITRO
Liquido (NITRO) QTS2-GE15-NITRO

Figura 18: Liofilizador e moldes utilizados para as amostras da Etapa Il

4.3.4 Ajuste e controle de pH dos arcabougos

No intuito de adequar o valor do pH dos arcabougos obtidos aqueles
recomendados para avaliacdo do comportamento do material in vitro, foram
investigados métodos de ajuste que pudessem, além de elevar o pH de acido para
neutro (processo de neutralizagcdo), manter a estrutura porosa original do arcabougo
obtido. O controle dos valores de pH das solugbes quitosana e quitosana-genipina
foram medidos através de pHmetro (Hanna Instruments), e dos arcabougos durante

o0 ajuste de pH por indicador universal de pH.

Etapa | — Nessa etapa foi investigado o comportamento dos arcaboucgos apos

a imersdo em solugdes aquosas e alcodlicas, durante tempo determinado, em cinco
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condigbes distintas de ajuste de pH. Os arcabougos foram posteriormente imersos
em alcool etilico 70°, congelados novamente através do nitrogénio liquido,
recolocados em seus moldes iniciais e liofilizados por 48 horas. O Quadro 10
apresenta as cinco condigdes de ajuste experimentadas e a Figura 19 ilustra os
arcaboucgo imersos nas referidas solugdes.

Quadro 10: Descricdo das condi¢des de ajuste de pH experimentadas

Figura 19: Condigbes de ajuste de pH experimentadas apds 1 hora de imersdo. (1)
Solugédo 1M NaOH; (2) Solugcdo 1M NaOH/Alcool etilico 99,5°GL; (3) 1M NaOH/Alcool
etilico 70°; (4) Alcool etilico 99,5°C

Etapa Il — Nessa etapa, os arcaboucgos produzidos foram neutralizados
conforme parametros estabelecidos na Etapa |, através da imersdo em Alcool etilico
99,5° GL pelo periodo de 1 hora. Os arcabougos foram congelados novamente por
nitrogénio liquido e liofilizados durante 48 horas.



74

4.4 Caracterizagdo dos arcabougos

As caracterizacOes fisico-quimica e microestrutural dos arcabougos foram
realizadas através das anadlises por Espectroscopia do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO) e Ensaio de Grau de Intumescimento
(Gl).

A caracterizagdo biolégica do material foi efetuada através da Avaliagdo da
Viabilidade Celular dos Macréfagos e Determinagio da Produgao de Oxido Nitrico.

As analises que foram aplicadas as Etapas | e Il do trabalho estdo
relacionadas na Figura 15.

4.4.1 Caracterizagao Fisico-quimica e Microestrutral
4.4.1.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiagdo eletromagnética com a
matéria, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos niveis de energia de
atomos ou moléculas. O espectro infravermelho de um composto quimico é
considerado uma de suas propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, dessa
forma, tem extensa aplicacéo na identificagdo dos compostos (FOOK, 2005; AIMOLI,
2007).

A analise vibracional de polimeros fornece informacées sobre trés importantes
caracteristicas estruturais: a composicdo quimica, a estrutura configuracional e
conformacional e as forgcas interatdbmicas associadas as ligagbes de valéncia ou
interagdes intermoleculares (AIMOLI, 2007).
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Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotometro (Spectrum 400, FT-IR/ FT-NIR Spectrometer Perkin Elmer), na
regido de 400 a 4000 cm™', com resolucdo de 4 cm™ e 20 varreduras.

4.4.1.2 Difragdo de Raios X (DRX)

A Difracdo de Raios X €& um fendmeno de espalhamento da radiagéo
eletromagnética, provocada pela interacdo entre o feixe de raios X incidente e os
elétrons dos atomos componentes de um material. Este método pode identificar as
fases cristalinas de um composto, e fornecer informagdes sobre a natureza e os
parametros do reticulado, assim como detalhes a respeito do tamanho, da perfeicéo
e da orientag@o dos cristais (PADILHA; AMBROZIO FILHO, 2004; AIMOLI, 2007;
HOLANDA, 2011).

Os dados de Difracdo de Raios X foram obtidos utilizando um difratémetro
(XRD-7000 Shimadzu), nas seguintes condigdes: 40 kV e 30 mA com radiacéo de
KaCu (A = 1,5418 A) e examinadas a um intervalo de 28, a uma velocidade de
2°/min. A varredura foi realizada na regido de 2° a 50° para os arcabougos de
quitosana, e na regido de 2° a 70° para os arcabougos quitosana-genipina. A
identificagdo das fases presentes foi realizada comparando-se os dados obtidos com
as fichas padrbes da base de dados mantida pelo JCPDS.

4.4.1.3 Microscopia Eletrnica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrdbnico de varredura € geralmente utilizado para
observagdes de amostras espessas, basicamente nao transparentes ao feixe de
elétrons. A razdo principal de sua utilizacdo esta associada 3 alta resolugdo e a
grande profundidade de foco, resultando em imagens com aparéncia tridimensional
(AIMOLI, 2007; PADILHA e AMBROZIO FILHO, 2004).
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A morfologia, tamanho e a distribuicdo de tamanho dos poros dos arcabougos
foram caracterizadas através de Microscopia Eletronica de Varredura (HITACHI, TM
1000).

Além disso, o didmetro médio de poro foi determinado seguindo o método
descrito por Yin et al. (2003): mediram-se a largura e o comprimento dos poros a
partir das micrografias de MEV dos arcabougos, sendo o didmetro médio de poro

determinado através da expressd@o d =VLh, onde / e h sdo o comprimento e a

largura média dos poros, respectivamente. Realizaram-se medi¢cdes em 15 poros
por amostra.

4.4.1.4 Microscopia Otica (MO)

Os variados constituintes que podem estar presentes num material polimérico
interagem com a luz de uma forma propria. A velocidade de propagagéo da luz é
maxima no vacuo (3x10° m.s”) e, nos materiais, varia de acordo com a estrutura
quimica e com a densidade. Os polimeros ndo absorvem significativamente a luz, e
em consequéncia disso sdo transparentes.

As andlises dos arcaboucos foram realizadas através de um microscépio 6tico
(Advanced 3D Digital, Hirox - KH 7700), que possui profundidade de campo
extendida, com medicdo 2D e 3D. Esse tipo de microscopio, além de ampliar as
estruturas, pode fazé-lo capturando imagens tridimensionais da estrutura interna do
material.

4.4.1.5 Grau de Intumescimento (Gl)

O ensaio de avaliagdo do Grau de Intumescimento, também denominado
Ensaio de Absorcao, € aplicado no intuito de investigar o comportamento do material
durante a imersao e permanéncia em solugdes aquosas de concentragao idnica
similar a do plasma sanguineo.
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O grau de intumescimento foi obtido através da reidratacdo das amostras,
obtidas de secgbes dos arcabougos, em solugdo de PBS (pH 7.4). As amostras
foram utilizadas em quadruplicata, e a pesagem realizada apés neutralizagdo e
liofilizaga@o. Apos a pesagem as amostras foram colocadas em recipientes com PBS
e mantidas a temperatura de 37 °C durante 24 horas. Apds esse periodo, as
amostras foram retiradas dos recipientes e pesadas. No intuito de eliminar o excesso
de PBS, as amostras foram colocadas rapidamente sobre papel filtro e pesadas em
balanga analitica. A metodologia utilizada para avaliagéo do Gl é descrita por Bispo,
2009 e Tigh, Karakegili, Gimusderelioglu, 2007.

O Gl foi obtido conforme a Equagéo 2:

Gl= (M'h;_:'s) o )

sendo M; a massa intumescida e Mg a massa da amostra seca.
4.4.2 Caracterizacado Biol6gica

Com o intuito de avaliar a viabilidade de aplicagcdo de arcabougos de
quitosana e quitosana-genipina para a producdo de dispositivos médicos, foram
realizados testes de citotoxicidade, seguindo a norma ISO 10993-5: “Biological
evaluation of medical devices — Part 5. Tests for cytotoxicity: in vitro methods”.
Foram realizadas a Avaliacdo da Viabilidade Celular dos Macréfagos e a
Determinacdo da Produgao de Oxido Nitrico.

Todas as amostras foram cortadas e adaptadas ao tamanho do pogo da placa
de cultura (= @ 6,5mm). Devido a alta capacidade de absor¢do do material, as
amostras foram cortadas em secgdes medindo 1 mm®. As secgdes foram
esterilizadas por Método de exposi¢do aos Raios Ultravioleta por 40 minutos.
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Apos esse periodo, sobre a cultura celular foram adicionados 100 uL de uma
solugédo de MTT a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. As placas foram incubadas a 37° C
com 5% de CO: por 3 horas. Apds essa incubacdo, foram descartados o
sobrenadante e as amostras utilizadas, e adicionado 100 uL de alcool isopropilico.

De acordo com Denizot, Lang (1986) e Santos et al. (2007), as células
absorvem o sal MTT, o qual & reduzido a cristais de formazan no interior da
mitocdndria, através de acdo enzimatica. A concentragdo de formazan produzida é
avaliada através da absorbancia e apenas as células vidaveis sdo capazes de
metabolizar o MTT.

A leitura da densidade o6tica foi determinada em espectrofotometro (Multiskan
Ascent, Labsystems Research Tech.) a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. A
viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle
negativo como 100 % de viabilidade.

4.4.2.2 Determinacédo da Producédo de Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) & encontrado desempenhando uma fungéo de sinalizador
molecular em muitas partes do organismo, bem como sendo uma importante
molécula citotéxica de resposta imune inata. Sua acao inclui a fungdo hemostatica,
incluindo vasodilatagdo, neurotransmissao, inibicdo da adesdo e da agregacao
plaquetaria (que representam a defesa do organismo contra agentes infecciosos tais
como bactérias, fungos e parasitas), agindo também como destruidor de células
tumorais. Muitas células imunes sd@o capazes de produzir NO, inclusive os
macrofagos (WEINBERG et al., 1995, KRONCKEO, FEHSEL, KOL-BACHOFEN,
1997, LIMA, 2010)

O oxido nitrico foi quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de cultura e
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess. Para isso, 50 L
do meio de cultura resultante da incubacdo da Placa 01 foram adicionados a uma
nova placa (Placa 02). A Placa 02 foi incubada durante 10 minutos, ao abrigo da luz
e, logo ap6s, a absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em
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EspectofotOmetro (Leitor ELISA Labsystem). As concentragbes de Oxido nitrico
liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a partir de uma
curva padrdo, previamente estabelecida, e os valores foram expressos em umols de
nitrito. '

A anadlise estatistica foi realizada por meio do Programa GraphPad InStat
3.00.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram dividos em duas partes, conforme as etapas de trabalho
descritas no topico 3.

5.1 ETAPA| - Etapa Exploratéria do método de fabricagao

5.1.1 Fabricagao dos arcabouc¢os porosos de quitosana

Para essa fase do trabalho foram selecionados: percentuais de concentragéo
de quitosana de 1 %, 1,5 %, 2 e 3 %, temperaturas de congelamento de -20 °C e -
196 °C, representando taxas de congelamento muito lenta, lenta e rapida. A Figura
20 ilustra os resultados obtidos para as amostras congeladas a -196 °C,
selecionados apos avaliagdo macroscopica dos arcabougos.

Figura 20: Arcabougos fabricados com solugbes de quitosana 1 %, 1,5 % e 2 %,
através do congelamento com nitrogénio liquido em moldes tubulares

-
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Os arcabougos apresentaram coloragdo amarelada um pouco mais clara que
a da quitosana em po, superficie uniforme, carater esponjoso e bastante aderente.
Amostras foram seccionadas no intuito de observar o interior do material.
Arcabougos com concentracdo de 1 % demonstraram uma fragilidade acentuada em
sua estrutura, de maneira que o corte causou, mesmo com laminas apropriadas,
grandes deformacdes. Logo, esses arcaboucgos foram descartados das analises
posteriores.

Entre as amostras que foram imersas em solugdes aquosas e alcodlicas para
o ajuste de pH, algumas apresentaram alteragbes acentuadas com relagdo a
estrutura original, a exemplo daquelas imersas em solugdo NaOH. Com relagéo as
solugdes NaOH/Etanol 99,5°GL e NaOH/Etanol 70°, puderam ser observadas
alteracbes em menor propor¢cao, porém, apos 30 dias, todas as amostras imersas
em solugdes com NaOH apresentaram em sua superficie e interiormente, a
formacédo crescente de uma camada de pd que, em alguns casos, tornou o material
quebradico. As amostras imersas em Etanol 99 5°GL ndo exibiram alteragbes

significativas, e todas as amostras neutralizadas perderam caracteristica aderente.

Os principais resultados para as amostras obtidas através do congelamento
em freezer a temperatura de -20 °C, com taxa de congelamento muito lento (abaixo
de 0,01 °C/s) estao ilustrados na Figura 21.

Figura 21: Arcabougos fabricados com solugbes de quitosana 1,5 %, 2 % e 3 %,
através do congelamento em freezer a -20 °C (taxa muito lenta, abaixo de 0,01 °C/s)
em placas de Petri (@ = 60 mm, altura = 15 mm)

'd
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Os arcabougos apresentaram coloragdo amarelada mais escura que a dos
arcabougos congelados em nitrogénio liquido, que escureceu com o aumento da

concentragio de quitosana da solugdo preparada, carater esponjoso e aderente.

As amostras congeladas através de taxa muito lenta exibiram, em geral, uma
estrutura formada por folhas distribuidas multidirecionalmente, formando largos
espacos vazios. Os arcaboucgos congelados em taxa lenta apresentaram superficie

uniforme, assemelhando-se aos arcabougos congelados em nitrogénio liquido.

Quanto ao tempo de liofilizacdo, observou-se que algumas amostras
liofilizadas durante 24 horas apresentaram umidade remanescente. As amostras
liofilizadas durante 48 horas secaram completamente, com maior remog¢éo do acido
aceético do arcabougo, percebida através do odor exalado.

Durante os procedimentos realizados varias amostras foram descartadas
devido a rachaduras, formagao de peliculas de quitosana, ressecamento excessivo,
presenca de areas nas quais o congelamento ndo ocorreu completamente, entre
outras deformidades. As amostras selecionadas foram encaminhadas para a

caracterizagao.

5.1.2 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Através da anadlise por Espectroscopia do Infravermelho puderam ser
observadas as bandas de absor¢do presentes no material utilizado para fabricagéo e
nos arcaboucgos fabricados. Para essa etapa, os espectros de infravermelho foram
obtidos a partir de secgdes das amostras QTP1-NITRO, QTP1,5-NITRO E QTP2-
NITRO, antes da neutralizagdo, e a partir do p6 da quitosana (fabricante Polymar
S.A) utilizada para o preparo das solugdes.

O Quadro 11 apresenta as vibragdes correspondentes aos principais grupos

quimicos apresentados no espectro de infravermelho da quitosana em po, conforme
ilustra a Figura 22.
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Quadro 11: Vibragbes correspondentes aos principais grupos quimicos
apresentados no espectro de IV da quitosana em po

Atribuigcdes Frequéncias vibracionais (cm™)
OH, N-H 3295
CHz 2920
CHs 2875
C=0 (Amida I) 1644
SN-H + vC-N (Amida Il) 1566
CH; 1413
CH 1376
v(C-0-C) 1146
v(C-0) 1057
v(C-0) 1026
v(C-0-C) 890

Figura 22: Espectro vibracional de IV da quitosana em pé (fabricante Polymar S.A.)
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O espectro de infravermelho da quitosana em p6 apresentou as seguintes
bandas caracteristicas: estiramento axial de -OH entre 2980 e 3700 cm™', sobreposta
a banda de estiramento N-H; deformacao axial de C = O de amida por volta de 1634
cm™': deformagao angular de N-H em aproximadamente 1543 cm™: deformacéo axial
de —CN de amida por volta de 1421 cm™; deformacgdo angular simétrica de CHs em
1380 cm™'; bandas de estruturas polissacaridicas na regido em 895 e 1153 cm™. O
espectro obtido esta de acordo com os espectros caracteristicos da quitosana
descritos por Aimoli (2007), Antonino (2007), Fidéles (2010) e Lima (2010).

A Figura 23 ilustra os espectros de IV dos arcabougos de quitosana em
variadas concentragdes, antes da neutralizagdo, congelados por nitrogénio liquido.

Figura 23: Espectro vibracional de IV dos arcabougos de quitosana QTP1-NITRO,
QTP1,5-NITRO, QTP2-NITRO

—— QTP1-NITRO e g
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—— QTP2-NITRO
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Os espectros obtidos para os arcaboucgos apresentam todas as bandas

caracteristicas da quitosana, conforme indicado no espectro de IV da quitosana em
po, independentemente das concentragbes estudadas.

URCG/BIBLIOTECA/BC
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As amostras foram caracterizadas antes da etapa de neutralizacdo, o que
pode ser verificado pelo efeito da presenga do &cido, confirmando a necessidade de
neutralizacdo. Este efeito pode ser verificado no incremento da absorgdo do grupo
amida Il (N-H, 1543 cm™), que passa a ser amida Ill, devido a protonacgao do grupo
(NH2->NH3"). Por n&o existir desdobramento do pico referido, podemos concluir que
as cadeias de quitosana se encontram totaimente protonadas.

Verifica-se ainda, um incremento tanto da absorgéo do grupo (C-H, 1380 cm“)
e do grupo (C-O, 1065 cm™, 1022 cm™) devido & presenga do grupo acetato no
interior do arcabouco. A banda de absorgdo do grupo hidroxila (OH, 3260 cm™) é
também superior, possivelmente devido a presenga de alguma umidade residual no
interior do arcaboucgo. Finalmente, ndo se verificam diferencas entre concentragdes
de quitosana, concluindo-se que a liofilizagdo nao introduz alteragdes estruturais nas

macromoléculas de quitosana.

5.1.3 Difragao de Raios X (DRX)

A Difragdo de Raios X foi aplicada com a finalidade de observar a influéncia
da concentragdo e do processamento do polimero na cristalinidade do material.
Para essa etapa, os espectros de |V foram obtidos a partir de secgdes das amostras
QTP1-NITRO, QTP1,5-NITRO E QTP2-NITRO, antes da neutralizacdo, e a partir do
p6 da quitosana (fabricante Polymar S.A.) utilizada para o preparo das solugdes.

O p6 de quitosana utilizado apresenta uma estrutura tipica de um polimero
semicristalino com dois picos de reflexdo em 26 a 10° e a 20° (Figura 24),
caracteristicas dos difratrogramas de quitosana apresentados por autores como
Signini e Campana Filho (2001), Aimoli (2007) e Lima (2010). Os picos de reflexdo
em 20 a 26,52° e a 29° consistem em interferéncias do porta-amostras.
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Figura 24: DRX da quitosana em p6 (fabricante Polymar S.A.)
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A Figura 25 apresenta os difratogramas de DRX dos arcabougos liofilizados
obtidos com variadas concentragbes da solugdo de quitosana. Observa-se que
quanto maior a concentragao da solugdo de quitosana mais acentuadas as reflexées
em 20 a 84° 11,18°, 17,82° e 22, 94° indicando uma estrutura melhor
organizada/ordenada em longas distancias.

Figura 25: DRX dos arcabougos de quitosana QTP1-NITRO, QTP1,5-NITRO,
QTP2-NITRO

Intensidade
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5.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Uma alta porosidade e interconectividade entre os poros sdo essenciais para
permitir tanto a difusdo de nutrientes e o transporte de oxigénio através do
arcaboucgo, quanto a remogdo de produtos metabdlicos gerados durante o
crescimento celular (LI ef a/., 2010).

Para investigar o comportamento da microestrutura dos arcabougos com
relacdo as diferentes taxas de congelamento da solugcdo de quitosana, as
concentragdes de quitosana das solucbes e as condicoes de ajuste de pH dos
arcaboucgos, foram realizadas analises por Microscopia Eletronica de Varredura.

Foram analisadas amostras obtidas a partir de seccgdes longitudinais e
transversais dos arcabougos QTP1, QTP1,5, QTP2 e QTP3, congelados a -20 °C e -
196 °C, antes e apds o ajuste de pH, nas condigdes experimentadas.

Efeito da taxa de congelamento

Arcaboucos submetidos a estagios de congelamento muito lento, lento (-
20°C) e rapido (-196 °C) foram analisados, demonstrando a influéncia da taxa de
congelamento na morfologia final dos arcabougos. Foram comparados os resultados

obtidos para os arcabougos com concentracdo de quitosana de 2 %.

Taxa de congelamento abaixo de 0,01 °C/s (Muito lenta)

A Figura 26 apresenta as micrografias dos arcaboucos liofilizados preparados
com concentracdo de quitosana 2%, submetidos a estagio de congelamento muito
lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s).
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Figura 26: Micrografias (MEV) da secdo longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e
transversal (d-100x, e-300x, f-300x) do arcabougo de quitosana 2% liofilizado
submetido a um estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01
°Cls)
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Através da imagem 26(a) referente a secc¢do longitudinal do arcaboucgo, pode-
se observar a formacao de placas multidirecionais ordenadas que se organizam,
entre si, em forma de canais e poros. Esse alinhamento pode ser entendido como
consequéncia do estagio de congelamento, tendo em vista que taxas muito lentas
permitem a formacao cristais de gelo maiores, que crescem simultaneamente em
todas as regides da solugdo. Em maiores magnificagdes dessa secgdo, imagens
26(b e c), observa-se a estrutura interna dos canais. A superficie das placas
originadas apresenta poros de variados tamanhos e que permitem a interconex&o da

estrutura.

As imagens 26(d.e), referentes a secgao transversal da mesma amostra,
ilustram a superficie das placas formadas. Percebe-se a sobreposi¢cdo de placas de
superficie ondulada, cuja largura da ondulagdo formada consiste na largura dos
canais encontrados na estrutura intema. Além disso, observa-se que a formacao
porosa nessas placas € bem menor se comparada com a imagem 26(b), indicando
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que o arcabouco apresenta formagdes porosas difereciadas ao longo da estrutura. A

imagem 26(f) também indica a presenca de canais sem poros aparentes.

Taxa de congelamento de 0,01 °C/s a 0,06 °C/s (Lenta)

A Figura 27 apresenta as micrografias dos arcaboucgos liofilizados preparados
com concentragado de quitosana 2%, submetidos a estagio de congelamento lento (-
20°C, taxa de 0,01 °C/s a 0,06 °C/s).

Figura 27: Micrografias (MEV) da secdo longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e
transversal (d-100x, e-300x, f-800x) do arcabougco de quitosana 2% liofilizado
submetido a um estagio de congelamento lento (-20°C, taxa de 0,01 °C/s a 0,06
°Cls)
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Através da imagem 27(a), observa-se a formagéo porosa do arcabougo desde
a extremidade (esquerda) até o centro da amostra (direita). Esse arcabouco

apresenta uma formacdo porosa extratiforme, uma vez que os cristais de gelo
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crescem e solidificam na diregcdo do gradiente de temperatura, isto é, das
extremidades para o centro da solugdo.

O aumento da magnificacdo da sec¢do, imagens 27 (b,c), ilustram a formagao
interna da estrutura nas quais nao se observam canais porosos como na Figura 26,
mas sim poros com maior interconexao. Além disso, a quantidade de poros € maior,
o formato dos poros € poligonal e mais uniforme, independentemente do seu
tamanho e ha formagéo poros com contornos mais esféricos.

Essa arquitetura pode ser percebida como resultado do aumento da taxa de
congelamento, que proporciona um menor tempo para a formagdo de cristais de
gelo, que apresentam tamanhos menores em toda a solugdo congelada. A taxa de
congelamento mais rapida (de muito lenta para lenta) ndo permite a formagao de
placas densas e canais alongados. Essa estruturagdo pode ser confirmada atraveés
das imagens referentes a secgao transversal (27(d,e,f)), que também indicam a

formacgao de canais poligonais.

Taxa de congelamento de 0,06 °C/s a 50 °C/s (Réapida)

As micrografias dos arcaboucos liofilizados preparados com concentragao de
quitosana 2%, submetidos a estagio de congelamento rapido (-196 °C, taxa de 0,06
°C/s a 50 °C/s) sado apresentadas na Figura 28.
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Figura 28: Micrografias (MEV) da secdo longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e
transversal (d-100x, e-300x, f-800x) do arcabougo de quitosana 2% liofilizado
submetido a um estagio de congelamento rapido (-196°C, taxa de 0,06 °C/s a 50
°Cls)
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Através da imagem 28(a,b) pode-se observar a formacdo de laminas
ordenadas e multidirecionais, semelhantes as percebidas na estrutura dos
arcaboucos congelados em taxa muito lenta, Figura 26. Com o aumento da
magnificacdo da secgdo do arcabougo, imagem 28 (c), pode-se observar que a
principal diferenca entre essas estruturas estd no espacamento entre as
placas/laminas formadas e espessura das laminas. Além disso, nessa imagem
também pode-se perceber que as laminas apresentam poros em suas superficies,
tornando-as interconectadas, e ondulactes inicialmente percebidas como “listras”

nas imagens.

As imagens referentes a secgdo transversal do arcabouco, imagens 28 (d,e,f),
indicam uma estrutura mais densa, devido ao espagamento minimo entre as laminas

construidas durante o congelamento. Com o aumento da imagem (28(f)), as “listras”
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presentes nas amostras podem ser percebidas com mais clareza, e indicam a

formagao de ondulagao de tamanho bastante reduzido, formando canais regulares.

A formacgdo desse tipo de construgdo indica que o congelamento ocorre em
varias direcées, de acordo com o contato da superficie do molde/solugdo com o
nitrogénio liquido, formando laminas sequenciais. Por se tratar de uma taxa de
congelamento rapida, ndo ha tempo suficiente para a formagao de grandes cristais
de gelo, resultando em poros menores e com contorno mais esférico.

Os resultados obtidos quanto as taxas de congelamento das solugbes de
quitosana sdo consonantes com as pesquisas de Huang et al. (2005), Tigh,
Karakegili, Giumusdereliogiu (2007) e She ef al. (2008).

Efeito da concentragdo de quitosana nas solugbes

Arcaboucos produzidos a partir de solugdes de quitosana com concentragéo
de 1,5 %, 2 % e 3 %, congelados a temperatura de -20 °C, com taxa de
congelamento muito lenta, foram analisados, demonstrando a influéncia da
concentracdo de quitosana na morfologia final dos arcaboucos. As micrografias
desses arcaboucos estdo ilustradas na Figura 29.
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Figura 29: Micrografias (MEV) dos arcaboucos liofilizados fabricados a partir do
congelamento de solug@o de quitosana com concentracdo de 1,5 % (a-100x, b-300x,
c-800x), 2 % (d-100x, e-300x, f-800x) e 3 % (g-100x, h-500x, i-1500x), a temperatura
de -20°C (taxa muito lenta, abaixo de 0,01 °C/s)
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Através das imagens 29(a,b,c), referentes a secgédo longitudinal do arcabougo
com concentragdo de quitosana 1,5 %, pode-se perceber uma arquitetura com maior
numero de poros de tamanhos variados, distribuidos em maior ou menor quantidade

na estrutura, formando placas mais ou menos densas, respectivamente.
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As imagens 29 (d.ef), referentes & secgdo longitudinal do arcabougo de
quitosana com concentragdo 2 %, revelam uma estrutura porosa formada por placas
mais densas que aquelas observadas no arcaboucgo de quitosana 1,5 %, nas quais

sao percebidas formagbes porosas em menor quantidade, com predominancia de
canais.

Comparando-se os arcaboucgos de quitosana 1,5 % e 2 % com a secgdo
longitudinal do arcabouco de quitosana com concentragdo 3 %, representado
através das imagens 29 (def) em diferentes magnificagcbes, percebe-se a
densificac&o da estrutura gerada, com a formagao de canais quase na totalidade das
imagens capturadas. O aumento da espessura das paredes intemas e a auséncia de
poros dos arcabougos com maior concentragdo de quitosana se tornam mais nitidos

através da comparacao entre os arcaboucgos de quitosana 1,5 % e 3 %.

Os resultados obtidos comroboram com aqueles encontrados por Hshieh,
Chang, Lin (2007) e Tigh, Karakegili, Gumusderelioglu (2007), em pesquisas com
metodologia semelhante.

Efeito das condi¢bes de ajuste de pH

Arcaboucos produzidos a partir de solugdes de quitosana com concentragéo
de 2 %, congelados & temperatura de -20 °C, com taxa de congelamento muito
lenta, foram analisados, demonstrando a influéncia da condigdo de ajuste de pH
experimentada, na morfologia final dos arcabougos. As micrografias desses
arcabougos estéo ilustradas nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30: Micrografias (MEV) de secgdes de arcabougos com concentracdo de
quitosana 2 % liofilizados, antes e apos serem submetidos as condigdes de ajuste
de pH, em solugdo 1M NaOH (a-antes-100x,b-100x,c-500x), 1M NaOH/Etanol
99,5°GL (d-antes-100x,e-100x,f-500x) e Etanol 99,5°GL (g-antes-100x,h-500x,i-
1000x)
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De acordo com as imagens ilustradas na Figura 30, pode-se observar que as
condicbes de neutralizagdo geram estruturas mais densas. Essa caracteristica é
percebida através do aumento da espessura das paredes dos canais dos
arcabougos, que ocorre devido a aproximacgdo e, muitas vezes, jungdo completa
dessas paredes (Imagens 30 (b,e,h)).

Essa alterag@o ocorre em maior ou menor proporgcdo a depender da condicéo
de ajuste de pH empregada. Observa-se que com a utilizagdo de solugdo aquosa de
1M NaOH, imagens 30(b,c), ocorre a formagdo de um sal em toda superficie do
arcaboucgo. Isso se deve provavelmente a reacdo entre o NaOH (base) e o &acido
acético que permaneceu no arcabougo apds a liofilizacdo, formando o Acetato de
Sédio, que é parcialmente soliuvel em agua. Com a utilizagdo de solugdo 1M
NaOH/Etanol 99,5°GL, imagens 30 (e,f), também é percebida a formacgdo do sal,
porém em quantidade reduzida.

Os arcaboucgos imersos em Etanol 99,5°GL, imagens 30 (h,i), ndo apresentam
indicios da presencga do sal. Entre o alcool etilico 99,5 °GL e o acido acético ocorre a
reacdo de esterificacdo, responsavel pelo ajuste do pH dos arcabougos de acido
(pH=5.0) para neutro (pH=7). Essa reacdo converte a estrutura em um éster, a
temperatura ambiente, formando-se o acetato de etilo com produgdo também de
agua. O acetato de etilo € bastante volatil, o que facilita a liofilizacéo da estrutura.

Nas imagens da Figura 31 podem ser observadas as estruturas internas dos
arcabougos com concentragdo de quitosana 2 % submetidos a condigbes de ajuste
de pH com posterior lavagem com agua destilada. Observa-se que a estrutura dos
poros dos arcabougos apresenta menor alteragdo quanto & arquitetura original,
havendo também uma quantidade reduzida de precipitacdo de sal na estrutura,
provavelmente devido & solubilidade parcial do acetato de sédio em agua.
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A lavagem das amostras com agua destilada pode eliminar acido acético
remanescente, evitando formacdo do acetato de sodio, mas a estabilidade da
estrutura apdés qualquer lavagem ou imersdo realizada é favorecida através da
imers&o final do arcabouco em Etanol 70°.

Os resultados obtidos sdo consonantes com os estudos de neutralizagdo
realizados por Nwe, Furuike, Tamura (2009), que apresentam a solucdo 1M
NaOH/Etanol 99,5°GL como a mais viavel. Huang et al (2005) e Tigh, Karakegili,
Gumusderelioglu (2007), em suas pesquisas, apresentam o Etanol 99,5 °GL como o
método mais vidvel para os arcabougos produzidos.

5.1.5 Avaliacdo da Viabilidade Celular dos Macréfagos

Este teste foi realizado no intuito de avaliar a viabilidade das células na
presenca dos arcabougos produzidos. Nessa etapa, foram analisados arcabougos
fabricados com quitosana proveniente do fabricante Polymar S.A., congelados em
nitrogénio liquido e submetidos as condigbes de ajuste de pH investigadas neste
trabalho.

Os percentuais de viabilidade celular obtidos para os arcabougos podem ser

observados na Figura 32.
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Figura 32: Viabilidade de macréfagos de camundongos Swiss na presenga dos
arcabougos. A — QTP2%-Solugdo1MNaOH, B — QTP2%-Solugdo1MNaOH/Etanol
99,5°GL, C - QTP1,5%-Etanol 99,5°GL, D — QTP2%- Etanol 99,5°GL, E — QTP2%-
Solugdo1MNaOH/Etanol 99,5°GL+lavagem, F — QTP2%-Solucdo1MNaOH/Etanol
70°+lavagem, LPS — controle positivo, CN — controle negativo

Viabilidade

Células Viaveis (%)

As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100 % de viabilidade e estdao representadas na ultima coluna
(CN=controle negativo). Os resultados foram expressos como média + desvio

padrao de 5 animais e 3 arcaboucgos de cada composi¢ao por animal.

A viabilidade das células expostas aos arcaboucos foi acima de 90 % para as
amostras C, D, E e F, e abaixo de 50 % para as amostras A e B. A resposta das
células macrofagicas as amostras A e B estdo provavelmente relacionadas com a
néo-efetividade do método de neutralizagdo aplicado, referentes a imersédo em
solugdo 1M NaOH e 1M NaOH/Etanol 99,5 °GL, respectivamente. Nessas amostras,
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residuos de NaOH podem ter sido responsaveis por ocasionar pH basico no interior
dos arcaboucos, tendo em vista que as amostras imersas em solugdo 1M
NaOH/Etanol 99,5°GL (E) e solugdo 1M NaOH/Etanol 70° (F) com posterior lavagem
com agua destilada, apresentaram viabilidade acima de 90 %.

No Quadro 12 estao relacionados a média e o desvio-padrdo dos valores de

células viaveis em presenca dos seis tipos de amostra estudados, e para os
controles positivo e negativo.

Quadro 12: Médias e desvio-padréo dos valores de células viaveis em presenca dos
seis tipos de amostra estudados, e para os controles positivo e negativo.

VIABILIDADE CELULAR
| Testes / Amostras Média Desvio-padrao
Amostra A 17,18 25,78
Amostra B 4424 42,09
Amostra C 99,99 0.02578
Amostra D 99,96 0,1260
Amostra E 97.01 5,691
Amostra F 93,72 9814
LPS (Controle Positivo) 84,68 10,69
Controle Negativo 100.,0 0,0

Os resultados obtidos para as amostras C e D, correspondentes aos
arcaboucos imersos em Etanol 995 °GL, demonstraram a efetividade da
neutralizagdo através desse meétodo, indicando viabilidade em 100 % para os
arcabougos de quitosana em concentragoes de 1,5% e 2 %. Os resultados também
confiimam os dados disponiveis na literatura que apontam a quitosana como
material biocompativel (NWE; FURUIKE; TAMURA, 2009; DASH et al., 2011).
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5.1.6 Determinacio da Producio de Oxido Nitrico

A produgao de oxido nitrico pelos macréfagos a partir da exposigado aos
arcabougos testados situou-se em 20 pmols/mL que s&o considerados valores

positivos. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 33 e estao
relacionados com os respectivos desvios-padrées no Quadro 13.

Figura 33: Producdo de oxido nitrico por macrofagos de camundongos Swiss na
presenca dos arcabougos. A - QTP2%-Solucdo1MNaOH, B - QTP2%-
Solugdo1MNaOH/Etanol 99,5°GL, C - QTP1,5%-Etanol 99,5°GL, D — QTP2%-
Etanol 99,5°GL, E — QTP2%-Solucdo1MNaOH/Etanol 99 5°GL+lavagem, F -
QTP2%-Solugcdo1MNaOH/Etanol 70°+lavagem, LPS - controle positivo, CN -
controle negativo

Producéao de Oxido Nitrico

100+

80+

A B C D E F LPSCN

Concentragdo de Nitrito (umols/mL)




———

e

103

Quadro 13: Médias e desvio-padrao dos valores de liberagdo de 6xido nitrico em
presenca dos seis tipos de amostra estudados, e para os controles positivo e
negativo, em comparagao com a porcentagem de células viaveis

OXIDO NITRICO

Amostras Células Viaveis (%) | Meédia (pmols/mL) Desvio-padrao
Amostra A 17,18 1,424 0,3398
Amostra B 44 24 1,979 0,4791

Amostra C 99,99 4077 6,346

Amostra D 99,96 6,605 12,91

Amostra E 97,01 6,087 11,69

Amostra F 93,72 3,319 6,656

LPS (Controle Positivo) | 84,68 47,08 14,24

Controle Negativo 100,0 10,99 14,51

Os resultados indicam que para as Amostras A e B, as células que
continuaram vivas (17,18 % e 4424 %) reagiram liberando uma meédia de
concentracao de 1,424 e 1,979 ymols/mL, respectivamente. Da mesma forma, as
células sobreviventes para as Amostras C, D, E e F regiram liberando a média de
concentragdo de oOxido nitrico indicada no Quadro 13. Esses resultados sao
consonantes aqueles expressados pelo teste de Viabilidade Celular, ja que as
células vivas restantes para as Amosira A e B reagiram a presenga do material,
indicando toxicidade, enquanto as celulas vivas para as Amostras C, D, E e F
demonstraram baixa liberagdo de oxido nitrico, indicando uma reagao natural de
defesa das células, com estimulo apenas inicial.

Logo, os estudos realizados demonstram que os arcabougos de quitosana
fabricados através dos procedimentos estabelecidos por esta pesquisa, podem ser
aplicados sem gue haja uma resposta indesejada dos tecidos celulares, ja que os
resultados apontam que o material ndo € citotdéxico. Ainda, os arcabougos
neutralizados através da imersédo em Etanol 99 5°GL apresentaram taxas mais




favoraveis de viabilidade celular para os macréfagos com relagdo aos outros
métodos investigados.

5.1.7 Parametros determinados a partir dos resultados da ETAPA |

De acordo com os resultados obtidos atravées dos procedimentos e analises
realizados nessa etapa, foram determinados parametros experimentais favoraveis a

otimizagao do processo, a serem empregados na continuagdo do trabalho. Esses
parametros estao listados a seguir.

* Quanto ao procedimento de fabricacgao:

Utilizagdo de Placas de Petn como moldes mais apropriados para o
congelamento, que resulta em menor numero de amostras com defeitos;
Liofilizacdo durante 48 horas para garantir a secagem do material.
= Quanto a concentragao de quitosana das solugdes polimeéricas:
Estudos comparativos entre solugdes de quitosana com concentragdo de
1,5% e 2 %, tendo em vista a fragilidade da estrutura dos arcabougos com
concentragdo de 1 % e a arquitetura densa dos arcabougos de quitosana 3 %.
* Quanto a taxa de congelamento:

Todas as taxas de congelamento foram mantidas como variaveis para estudo
na Etapa Il.

* Quanto a neutralizag@o dos arcabougos:

Imersdo em Alcool etilico 99,5 °GL e estabilizacdo através de imersdo em
Alcool etilico 70°, por manter a arquitetura original do arcabougo, n&o
interferindo na biocompatibilidade do material;

Secagem apos a neutralizacao através do congelamento e liofilizagdo do
arcabougo neutralizado.

e i bk Lik i i b : sEsEis ==
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5.2 ETAPA Il - Etapa de desenvolvimento e investigagado dos arcaboucgos

5.2.1 Fabricagdo dos arcaboucgos

Para essa fase do trabalho foram selecionados percentuais de concentracédo
de quitosana de 1,5 % e 2 % e temperaturas de congelamento de -20 °C e -196 °C,
representando taxas de congelamento muito lenta, lenta e rapida.

Foram fabricados arcaboucgos a partir de solugdes de quitosana e quitosana-
genipina com base nos parametros estabelecidos através da Etapa | deste trabalho.
Dessa forma, os procedimentos foram realizados através do congelamento das
solucbes em Placas de Petri e liofilizados por 48 horas. Além disso, todos os

arcabougos foram neutralizados através da imersao em Alcool etilico 99,5 °GL.

A Figura 34 ilustra os principais resultados obtidos para as amostras de
quitosana, selecionados apos avaliagdo macroscopica dos arcabougos.

Figura 34: Arcaboucos fabricados com solugdes de quitosana com concentragdo de
1,5 % e 2 %, através de taxas de congelamento variadas, a -20 °C e -196 °C
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Os arcabougos produzidos com a quitosana Sigma-Aldrich apresentaram
colorag&o mais esbranquicada com relagdo aos produzidos com quitosana Polymar.
Arcaboucos fabricados através do congelamento em nitrogénio liquido apresentaram
rachaduras que sao consequéncia do contato entre a amostra congelada a -196 °C e
a temperatura ambiente durante a transferéncia para o baldo de vacuo do liofilizador.
Os arcaboucgos congelados em freezer nao apresentaram deformidades aparentes.

A Figura 35 ilustra os principais resultados obtidos para as amostras de

quitosana-genipina, selecionados apos avaliagdo macroscopica dos arcabougos.

Figura 35: Arcaboucos fabricados com solugdes de quitosana-genipina com
concentragdo de quitosana 1,5 % e 2 % e de genipina 0,15% e 0,3%, congeladas a
tempratura de -20 °C (taxa muito lenta) e -196 °C (taxa rapida)
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Os arcabougos de quitosana-genipina congelados a temperatura de -20 °C e -
196 °C apresentaram uma estrutura semelhante aos arcaboucos de quitosana
congelados nas mesmas taxas, com excecdo da composi¢do Quitosana 2 % -
Genipina 0,3 %, que exibiu uma estrutura semelhante a dos arcabougos congelados
em taxa considerada como lenta. Os arcabougos congelados em nitrogénio liquido
também apresentaram rachaduras.

Outra caracteristica importante observada no material produzido foi a
diferenca da coloragéo final para cada composicao quitosana-genipina.

Chen et al. (2005) estudou o efeito da temperatura e tempo de reagdo na
aparéncia fisica das solugbes de quitosana-genipina, com concentragdo de
quitosana-genipina fixa. Os resultados encontrados pelo autor estio relacionados no
Quadro 14.

Quadro 14: Efeito da temperatura e tempo de reacdo na aparéncia fisica das solugdes
de quitosana-genipina, com concentragcdo de quitosana-genipina fixa. A area
destacada se refere a temperatura e ao tempo utilizados neste trabalho

Fonte: Adaptado de CHEN ef al., 2005

Comparando a coloragao estudada pelo autor com a aparéncia fisica dos
arcabougos quitosana-genipina fabricados neste irabalho, pode-se perceber a
similaridade entre as tonalidades descritas. Pode-se inferir que com o tempo e a
temperatura fixos, como € o caso deste trabalho de dissertagdo, as variagbes na
concentracdo da quitosana e da genipina geram a mesma paleta de cores.
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Ainda de acordo com essa pesquisa, € com os estudos de Gonsalves et al.
(2010), o grau de reticulagao das solugbes preparadas aumenta proporcionalmente
com o tempo, temperatura e pH da incubagao, o que indica que 0 escurecimento da
solugao esta relacionado com o aumento do seu grau de reticulacdo.

Dessa forma, a variagdo da coloragcdo dos arcabougos produzidos ilustrados
na Figura 35 indica que com o aumento da concentracao de genipina nas solugdes
de quitosana, o grau de reticulacdo aumentou. Além disso, o congelamento através
de nitrogénio liquido tomou os arcabougos mais claros quando comparados com as
amostras de mesma composicao congeladas em freezer.

5.2.2 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise por Espectroscopia do Infravermelho foi aplicada, nessa etapa, para
a observacéo das bandas de absorgcdo presentes na matéria-prima utilizada para a
fabricagdo dos arcabougos, com excegdo da genipina (dados comparados com a
literatura) e nas amostras congeladas a temperatura de -20°C (taxa de
congelamento muito lenta) e -196 °C, neutralizadas e ndo-neutralizadas, com e sem

reticulacao.

O Figura 36 ilustra o espectro de IV da quitosana em po obtida do fabricante
Sigma-Aldrich. O espectro obtido apresenta todas as bandas caracteristicas da
quitosana, conforme indicado no Quadro 10 para a quitosana Polymar, confirmando
os estudos realizados na Etapa | e mostrando que ndo ocorreram diferengas
consideraveis nos materiais produzidos, a partir dos dois fornecedores diferentes.
Estudo semelhante foi realizado por Lima (2010).

UFCG/BIBLIOTECA/BC
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Figura 36: Espectro vibracional de IV da quitosana em pd (fabricante Sigma-Aldrich)
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Os espectros de IV dos arcabougos liofilizados obtidos através do

congelamento da solucdo a temperatura de -20 °C (Freezer) e -196 °C (Nitrogénio
liquido), com e sem neutralizagao, estao ilustrados na Figura 37.

Figura 37: Espectro vibracional de IV dos arcaboucos QTS1,5-FREE, QTS2-FREE,
QTS2-NITRO e QTS2-NITRO Neutralizado
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Pode-se observar que nao ha alteragbes significativas nos espectros dos
arcabougos em funcdo da temperatura de congelamento. Contudo, o espectro
QTS2-NITRO neutralizado apresentou um pequeno decréscimo nos picos referentes
ao estiramento N-H do grupo amina NH; (1546 cm™) e um aumento do pico
referente a vibragio de estiramento do grupo C-H assimétrico (2920 cm™). De
acordo com Noriega e Subramanian (2011), essas diferencas sdo decorrentes da
etapa de neutralizagdo.

A Figura 38 apresenta o espectro da genipina e o Quadro 15 apresenta as
vibragdes correspondentes aos principais grupos quimicos apresentados no
espectro de IV, de acordo com as pesquisas de Magalhaes Junior (2007) e Bispo
(2009).

Figura 38: Espectro vibracional de IV da genipina
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Quadro 15: Vibragbes correspondentes aos principais grupos quimicos
apresentados no espectro de IV da genipina em p6

Atribuicdes Frequéncias vibracionais (cm™)
OH: D 1000-1060
v(C-0O) 1200-1270
v(C-0) 1170-1300
BOH/BCH2:(v)/NH:5 1300-1530

v (C-H/OH/C=0) 1400-1450
v(C=C) 1406

v(C=C) 1600-1700
v(C=0) 1700-1750
v(C=C) 2750-3000

Fonte: Adaptado de BISPO, 2009.

De acordo com Magalhdes Junior (2007), o espectro apresentou as seguintes
bandas caracteristicas dos grupos funcionais da genipina: deformacéo axial de OH
em 3402 cm' (OH livre) e em 3246 cm' (OH em ligagdo de hidrogénio
intermolecular); absorcdo de deformacgdo axiais de éster conjugados em 1683 cm™
(C=0) e 1203 cm™ (C-O de C~(=0)-0); deformacdo axial de C=C de olefinas (ciclo
alqueno em 1109 cm™).

A Figura 39 ilustra os espectros obtidos para os arcaboucgos reticulados com
genipina, congelados a temperatura de -20 °C.A partir dos espectros podem-se obter
informagbes adicionais sobre as interagbes entre a quitosana e o agente de

reticulac&o genipina.
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Figura 39: Espectro vibracional de IV dos arcabougos QTS1,5-GE15-FREE, QTS1,5-
GE3-FREE, QTS2-GE15-FREE, QTS2-GE3-FREE, todos neutralizados
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Comparando os espectros de FTIR das amostras reticuladas com a amostra
sem reticulante na composicéo € possivel observar uma diminuicdo da intensidade
de absorcdo das bandas na regido entre 3000-3700 cm' (O-H;N-H), dos picos
correspondentes a amida Il (1546 cm™) e das ligagdes glicosidicas da quitosana
(800-1200 cm™). A banda em 1064 cm' & resultante do estiramento C-O e a banda
em 1406 cm' ao estiramento da molécula de genipina (C=C). O perfil tipico de
polissacarideo & mantido em 1150 cm™, caracteristico do estiramento C-O-C. Esses
resultados estdo de acordo com as pesquisas de Butler, Ng, Pudney (2003), Chen et
al. (2005) e Bispo (2009).

Ainda de acordo com esses espectros, comparando-se as amostras QTS2-
GE15-FREE e QTS2-GE3-FREE, pode ser observada que a absor¢ao da banda em
1650 cm’', associada ao grupamento amida, cresce com o aumento da
concentracdo de genipina, 0 que sugere o aumento de grupos amida, evidenciando

a efetivagdo da reticulagdo. Além disso, o estiramento do anel da amida
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heterociclica em 1340 cm™ ocorre com aumento de absorgdo crescente em relagio
a concentracdo de reticulante. Os resultados sdo consoantes com aqueles obtidos
por Magalhaes Junior (2007) e Bispo (2009).

Mi, Shyu e Peg (2005) descrevem que, seguindo o esquema sugerido para a
reagdo entre a quitosana e a genipina em meio acido (Figura 13), a reacdo de
abertura de anel pode ser inibida devido a protonagdo dos grupos amino na
condi¢cdo acida (pH 5,0). Embora a reacdo de grupos éster de genipina com
quitosana s possa prosseguir na presenca de acido, € sugerido que a reagio de
substituicdo nucleofilica sobre os grupos de éster de genipina n3o seja a reagao de
reticulacdo dominante. Esse pode ser um indicativo para a diferengca minima
observada entre os espectros de IV dos arcabougos de quitosana e quitosana-

genipina.

5.2.3 Difracdo de Raios X (DRX)

Nessa etapa a Difracdo de Raios X foi realizada com o objetivo de
caracterizar a matéria-prima dos arcaboucos, tendo em vista a utilizacdo de
quitosana do fabricante Sigma-Aldrich, e de observar a influéncia dos estagios de
congelamento, da neutralizagdo e da concentragdo do agente reticulante nos
arcaboucos. Para essa etapa, os difratogramasforam obtidos a partir de seccoes das
amostras sem reticulacdo (QTS1,5-NITRO, QTS2-FREE, QTS2-NITRO, QTS2-
NITRO Neutralizado), com reticulante (QTS1,5-GE15-FREE, QTS1,5-GE3-FREE,
QTS2-GE15FREE, QTS2-GE3-FREE), e a partir do po da quitosana utilizada para o
preparo das solucdes.

O difratograma do p6 de quitosana proveniente do fabricante Sigma-Aldrich
apresenta pico de reflexdo em 26 a 20° caracteristico do material, conforme
reportado na Etapa | (Figura 40).
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Figura 40: DRX da quitosana em po (fabricante Sigma-Aldrich)
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A Figura 41 ilustra os difratogramas de DRX dos arcaboucos liofilizados
obtidos através do congelamento da solugdo a temperatura de -20 °C (Freezer) e -
196 °C (Nitrogénio liquido), com e sem neutralizagdo. Comparando as amostras
QTS1,5-NITRO e QTS2-NITRO, observa-se o aumento da reflexdo dos picos em 20
a 20° conforme aumenta a concentragdo da solugcdo de quitosana, de acordo com
estudo realizado na Etapa .

Nos difratogramas das amostras QTS2-FREE, QTS2-NITRO e QTS2-NITRO
Neutralizado nao sdo observadas diferencas relevantes, o que indica que a taxa de
congelamento e a neutralizacdo ndo interferem na orientacdo macromolecular da

quitosana.
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Figura 41: DRX dos arcaboucos de quitosana QTS1 5-NITRO, QTS2-FREE, QTS2-
NITRO e QTS2-NITRO Neutralizado (fabricante Sigma-Aldrich)
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Os difratogramas das amostras dos arcabougos de quitosana reticulada com
genipina estdo ilustrados na Figura 42. Pode-se observar que, quanto maior a

concentracdo de genipina em relagdo a concentragdo de quitosana, mais
acentuadas as reflexbes em 26 a 20°. Os resultados sdo consonantes com 0s
encontrados por Rinki e Dutta (2010).
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Figura 42: DRX dos arcaboucos de quitosana QTS1,5-GE15-FREE, QTS1,5-GE3-
FREE, QTS2-GE15FREE, QTS2-GE3FREE e QTS2-FREE, todos neutralizados
(fabricante Sigma-Aldrich)

— QTS2-FREE

— QTS2-GE3-FREE
— QTS2-GE15-FREE
— QTS1,5-GE3-FREE
1 — QTS1,5-GE15-FREE

Intensidade

’ T

45 50

a4

10 15 20 25 30 35
2 Theta

Conforme reportado por Butler, Ng, Pudney (2003), a genipina reage com a
quitosana formando ligagbes covalentes. Dessa forma, o material reticulado
apresenta ligacdes covalentes em maior numero, e esse numero de ligacdes cresce
com o aumento da concentragdo de genipina havendo, consequentemente, o
aumento da cristalinidade, uma vez que se tratam de estruturas mais organizadas.

Através dos difratogramas pode-se inferir que, embora haja aumento da
cristalinidade do material através da reticulagdo, o aumento da concentracdo de
genipina de 0,15 % para 0,3 % induz pouca diferenca na cristalinidade da estrutura.
Esses resultados podem estar relacionados com a menor interacdo entre a
quitosana e a genipina em meio acido, conforme foi observado atravas das andlises
por FTIR.
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4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para investigar o comportamento da microestrutura dos arcabougos de
guitosana e quitosana-genipina produzidos, foram realizadas analises por
Microscopia Eletrénica de Varredura.

Arcaboucos foram fabricados a partir de solugcbes de quitosana com
concentragao de 1,5 % e 2 %, congeladas a temperatura de -20°C e -196 °C, em
taxa de congelamento muito lenta (abaixo de 0,01 °C/s), lenta (entre 0,01 °C/s e 0,06
°Cls) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), no intuito de comparar os arcabougos
produzidos nas etapas | e Il e dimensionar os poros obtidos na arquitetura dos
arcabougos.

Arcabougos de quitosana

A Figura 43 ilustra as micrografias obtidas para os arcaboucos com
concentracdo de 1,5 % e 2 %, submetidos as taxas de congelamento muito lento,
lento e rapido.

| UFCGIBIBLIOTECA/BC ]
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Figura 43: Micrografias (MEV) das secgbes longitudinais dos arcabougos de
quitosana liofilizados com concentracdo de 1,5 %, submetidos a taxas de
congelamento muito lento (a-300x), lento (b-300x) e rapido (c-300x) e de 2 % (d-
300x), (e-300x) e f (300x) submetidos a taxas de congelamento semelhantes
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De acordo com as micrografias ilustradas na Figura 43, pode-se perceber o
aumento do numero de poros da estrutura com o aumento da taxa de congelamento
da solugdo, tanto para os arcabougos com concentracao de 1,5 % quanto para
aqueles de 2 %, assim como uma diminuigcao do tamanho dos poros apresentados,
conforme estudo detalhado realizado na Etapa | deste trabalho.

De acordo com a media do didmetro de poros calculada através das
micrografias (MEV), os arcabougos com concentragao de 1,5% apresentam média
de 65 um e 60 um, respectivamente, para as amostras congeladas em taxa muito
lenta e lenta, ndo havendo variacao significativa (Figura 44). Essa variagao ocorre
com a mudang¢a da taxa para rapida, através do congelamento com nitrogénio
liquido, na qual a média dos poros chega a 40 pym. Comparando esses valores com
aqueles obtidos para os arcabougos com concentracao de quitosana 2 %, pode-se
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perceber que a mudanca da taxa de congelamento de muito lenta para lenta
interfere significativamente na arquitetura porosa, com média de poros de 87 ym e
58 pym, respectivamente. Além disso, pode-se observar a formagdo de estruturas
com maior distribuicdo de poros (vanacdo de tamanho de poro existente no
arcabougo). Esse valor pode ser estimado através do desvio-padrdo. Por exemplo,
para a composicao quitosana2%fFREE, iém-se uma variacdo de tamanho de poro de
54 ym e 120 pym, que confirmam os resultados obtidos durante a analise da
morfologia na Etapa |. De acordo com o grafico, com o aumento da concentragdo de
quitosana, o tamanho médio dos poros aumenta.

Figura 44: Média do diametro dos poros dos arcaboucos de quitosana com
concentracdo de 1.5 % e 2 %, congelados através de taxa muito lenta (abaixo de
0,01 °Cf/s), lenta (entre 0,01 °C/s e 0,06 °C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s),
calculados através das micrografias (MEV) obtidas
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A Figura 45 ilustra as micrografias obtidas para os arcabougos com
concentracdo de quitosana de 1,5 % e 2 % e de genipina 0,15 % e 0,3 %,
submetidos as taxas de congelamento muito lento e rapido.



120

Figura 45: Micrografias (MEV) das seccdes longitudinais dos arcabougos de
guitosana-genipina liofilizados com concentragdo de Quitosana 15 % e
concentragcdes de genipina 0,15% (a-100x, b-300x, c-800x) congelado a -20 °C
(muito lento), genipina 0,3% (d-100x, e-300x, f-300x) congelado a 20 °C (muito
lento) e genipina 0,15 % (g-100x, h-300x, i-800x) congelado a -196 °C
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Através das imagens 45 (a,b,c) e 45 (d,e,f) pode ser observada a formacgéo
interna dos arcaboucos de quitosana reticulados com genipina em concentracio de
0,15% e 0,3%. Nao ha diferenca significativa entre a arquitetura dos arcaboucos,
que exibe uma morfologia constituida da placas densas e multidirecionais, que

formam canais sem interconexao. Essas estruturas apresentam, respectivamente,
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uma meédia de didmetro de poros de 135 pm e 140 ym (Figura 47), sendo que a
composicdo quitosanal,5%-genipina0,15% apresenta uma maior distribuicdo do
tamanho dos poros. Observa-se, ainda, que a estrutura das paredes dos canais séo
mais espessas que as dos arcaboucgos de quitosana. Essa arquitetura se deve

provavelmente ao aumento da cristalinidade do material através da reticulacéo.

Essa morfologia altera significativamente com a mudanca do estagio de
congelamento para rapido, apresentando uma quantidade de poros acentuada, com
tamanho de poro reduzido, com média de 30 ym. A regularidade do congelamento
da estrutura ndo permite uma larga distribuicdo de poros.

A Figura 46 apresenta as micrografias referentes aos arcabougos com
concentracdo de quitosana 2 % e genipina 0,15% e 0,3%, submetidos a taxa de
congelamento muito lenta e rapida.

Figura 46: Micrografias (MEV) das secgbes longitudinais dos arcaboucos de
quitosana-genipina liofilizados com concentragao de Quitosana 2 % e concentragoes
de genipina 0,15% (a-100x, b-300x, c-800x) congelado & -20 °C (muito lento),
genipina 0,3% (d-100x, e-300x, f-300x) congelado & 20 °C (muito lento) e genipina
0,15 % (g-100x, h-300x, i-800x) congelado a -196 °C
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Os arcaboucos de guitosana com concentracdo de 2 % reticulados com
genipina apresentam uma morfologia interna diferenciada se comparados com 0s
arcabougos com concentracdo de quitosana de 1,5 %. Através das imagens pode-se
perceber a formacdo de poros poligonais de tamanhos variados. As paredes
apresentam espessura acentuada com relacdo aos arcaboucgos sem reticulacéo, e
interconectividade enire os poros existenies. Essa morfologia podel indicar que o
aumento da concentragdo do reticulante interfere na formacdo dos poros dos
arcabougos.

Essas estruturas apresentam meédia do diametro de poros maiores, com
valores de 210 ym e 195 ym para as amostras com 0,15% e 0,3% de genipina,
respectivamente. Ndo ha uma grande diferenca entre os valores das composigdes
com o0 aumento da concentracdo de genipina sem variacdo da concentracdo de
quitosana, o que indica que o aumento da concentracido de reticulante ndo interfere
acentuadamente.

As imagens referentes & estrutura do arcabougo congelado através de
nitrogénio liquido, imagem 46 (g,h.i), indicam uma arquitetura com formacéo de
poros de tamanho menor, devido & mudancga da taxa de congelamento. Ainda, esses
poros apresentam tamanho bastante reduzido se comparados com os arcaboucos
de quitosana congelados na mesma taxa. Foi encontrada uma média de poro de 13
um. Esse resultado pode indicar que o aumento da cristalinidade da solugéo
combinado a taxa de congelamento rapida, causa uma dificuldade de crescimento
para os cristais de gelo.
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Figura 47: Média do didmetro dos poros dos arcabougos de quitosana-genipina com
concentragdo de 1,5 % e 2 %, e genipina 0,15 % e 2 %, congelados através de taxa
muito lenta (abaixo de 0,01 °C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), calculados
através das micrografias (MEV) obtidas
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5.24 Microscopia Otica (MO)

A Microscopia Ofica foi utilizada para investigar o comportamento dos
arcabougos poliméricos com e sem reticulagdo, com relagdo as diferentes
concentragbes das solucdes de quitosana e quitosana-genipina, quando da
interagéo com a luz otica. Foram capturadas representacoes em 2D e 3D.

Foram analisadas amostras obtidas a partir de seccdes longitudinais dos
arcaboucgos QTS1,5 e QTS2, com e sem reticulagdo, congelados a temperatura de -
20 °C (taxa de congelamento abaixo de 0,01 °C/s).

A Figura 48 apresenta as imagens obtidas para os arcaboucos liofilizados
sem reticulagdo, em representacao 2D.
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Figura 48: Microscopia otica (MO) 2D das secgbes longitudinais dos arcaboucos
liofilizados de quitosana com concentragdo de 1,5 % (a-280x, b-420x) e 2% (c-280x,
d-420x) submetidos a um estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo
de 0,01 °Cl/s)

De acordo com as imagens pode-se observar a formacdo porosa das
estruturas dos arcaboucos afravés da identificacdo do contorno de alguns poros
situados no plano de foco. As imagens também revelam a transparéncia das
paredes internas da estrutura, tendo em vista a percepgdo da arquitetura do
arcabouco através do plano de foco. Nao foram observadas diferencas significativas
quanto a variagdo da concentragdo da solucdo de quitosana de 1,5 % para 2 %.



A Figura 49 apresenta as imagens obtidas para os arcaboucos liofilizados
sem reticulacdo, em representacdo 3D.

Figura 49: Microscopia 6tica (MO) 3D das secgdes longitudinais dos arcaboucos
liofilizados de quitosana com concentragdo de 1,5 % (a) e 2% (b) submetidos a um
estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s)

Atravées da representacdo trnidimensional (3D) da estrutura interna dos
arcaboucos nos pontos onde foram capturadas as representactes 2D, pode-se
perceber a formacdo de ondulagbes tanto no arcabougo de quitosana 1,5 % quanto
no de 2 %, que confirmam alguns dos resultados obtidos através da Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV). A diferenca na quantidade de ondulagdes
observadas, tendo em visia se ifralar de arcaboucos submetidos a mesma taxa de
congelamento, provavelmente se deve a diversidade da formagao interna dos

arcaboucos, resultado observado também nas micrografias por MEV.

As Figuras 50 e 51 apresentam as imagens obtidas para os arcaboucos

liofilizados com reticulac@o da quitosana através da genipina, em representacdo 2D
e 3D.
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Figura 50: Microscopia otica (MO) 2D das secgbes longitudinais dos arcabougos
liofilizados de quitosana-genipina com concentracdo QTS1,5-GE15 (a-280x),
QTS1,5-GE3 (b-280x) e QTS2-GE15 (c-280x), QTS2-GE3 (d-280x), submetidos a
um estégio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s)

A Figura 51 apresenta as imagens obtidas para os arcaboucos liofilizados
com reticulacdo da quitosana através da genipina, em representacao 3D.
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Figura 51: Microscopia ética (MO) 2D das secgdes longitudinais dos arcaboucos
liofilizados de quitosana-genipina com concentragdo QTS1,5-GE15 (a), QTS1,5-GE3
(b) e QTS2-GE15 (c), QTS2-GE3 (d), submetidos a um estagio de congelamento
muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s)

@ (b)

© @

Através das imagens 2D e 3D obtidas pode-se observar a formacao estrutural
dos arcaboucgos de quitosana reticulados com genipina em variadas concentracoes.
A imagem 50(a) mostra a presenga de poros, enquanto a imagem 50(b) revela a
presenca de placas. Dessa forma, com o aumento da concentragdo de quitosana e
genipina nos arcabougos €& percebida a diminuicdo da quantidade de poros
aparente. Esses resultados estdo em consonancia com aqueles obtidos através das
micrografias por MEV.

Ainda, um aspecto importante identificado através dessas imagens € o
incremento da fluorescéncia nos arcaboucos. E percebido que com o aumento da
concentracao de genipina na estrutura, a fluorescéncia apresentada pelo material é

atenuada.

| UFCG/BIBLIOTECAIBC
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De acordo com Chen et al. (2005), os grupos amina primarios da quitosana
s&0 os unicos alvos da reacdo com a genipina com potencial de gerar produtos
fluorescentes. Dessa forma, pode-se aferir que a reagdo de reticulagédo através da
formagao de ligagbes covalentes foi efetiva nos arcaboucos, e que o aumento da
concentragao de genipina e da concentragao de quitosana induz a um maior numero
de reagbes do agente reticulante com as aminas do polissacarideo, formando
estruturas mais cristalinas e, consequentemente, com menor quantidade de poros
aparentes. Esses resultados corroboram com os dados obtidos através das analises
por FTIR, DRX e MEV nesta pesquisa, € com os resultados obtidos por Butley, Ng,
Pudney (2003), Chen et al. (2005) e Bispo (2009).

5.2.5 Grau de Intumescimento

As Figuras 52 e 53 comparam a capacidade de intumescimento dos
arcaboucgos de quitosana QTS1,5 e QTS2 em relacédo as taxas de congelamento e
teor de reticulante.

Nota-se que todas as composigbes apresentaram alta capacidade de
absorcédo e habilidade de retencdo da solucdo PBS, uma vez que absorvem mais
agua do que seus proprios pesos, isto &, valores individuais >100%. Essa
capacidade pode ser atribuida tanto a hidrofilicidade quanto a manutengao das suas
estruturas 3D (TIGH; KARAKECILI; GUMUSDERELIOGLU, 2007). E possivel
observar que ha um significativo aumento no grau de intumescimento dos
arcaboucos com o aumento da velocidade de congelamento, devido a uma maior
regularidade na estrutura porosa com formagao de poros menores e mais uniformes.
Essa estrutura consegue reter uma maior quantidade de agua em seu interior.
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Figura 52: Porcentagem de intumescimento dos arcabougos de quitosana QTS1,5 e
QTS2, submetidos a estagios de congelamento muito lento (-20 °C, taxa abaixo de
0,01 °C/s), lento (-20 °C, taxa entre 0,01 °C/s e 0,06°C/s) e rapido (0,06 °C/s a 50
°Cls)
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A Figura 52 apresenta o grau de intumescimento dos arcabougos QTS1,5 e
QTS2 submetidos a diferentes taxas de congelamento. Como pode-se perceber,
tanto no congelamento muito lento (FREE) como no congelamento lento (FREEL), o
arcaboucgo de quitosana preparado com concentracéo 2 % apresentou maior valor
de intumescimento do que o preparado com 1,5 %.

Entre esses arcabougos n&o houve diferencas significativas na morfologia que
possa estar ligada com a quantidade de agua aprisionada nos poros. Logo, esse
comportamento pode ser atribuido a presenca dos grupos desacetilados que
naturalmente associados aos grupos hidroxilas e amino caracterizam esta forte
afinidade por moléculas polares, e que se apresentam em maior quantidade com o
aumento da concentracado da quitosana.

Como visto, esses grupos tém uma grande influéncia sobre o montante de
agua retida, considerando que o aumento da concentracdo de quitosana no
arcabouco interfere significativamente na quantidade absorvida. Segundo Assis e
Silva (2003), mesmo para a solugdo tampdo a tendéncia de aumento da
concentragdo com acréscimos no ganho de massa é observada.
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No caso do congelamento com nitrogénio o arcabougo QTS2 sofre uma
pequena reducdo no grau de intumescimento em relagdo ao arcabouco QTS1,5,
atribuido a influéncia da morfologia.

A Figura 53 apresenta o grau de intumescimento dos arcabougos
processados com diferentes concentracoes de genipina e congelados as
temperaturas de -20 °C (taxa muito lenta) e -196 °C (taxa rapida).

Figura 53: Porcentagem de intumescimento dos arcaboucos de quitosana-genipina
QTS1,5-GE15, QTS1,5-GE3, QTS2-GE15 e QTS2-GE3, submetidos a estagios de
congelamento muito lento e rapido
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Comparando os valores de intumescimento dos arcabougos com € sem
adicdo de genipina, pode-se observar que a adigdo do reticulante altera, mas néo de
forma significativa, a capacidade de absor¢cdo de agua. Esse resultado esta

relacionado com a formacgao de reacao fraca entre a quitosana e a genipina em meio
acido, conforme descrito nos resultados das analises por FTIR.

Além disso, pode-se perceber que 0 aumento da concentracdo de genipina
para arcabougos com concentragdo de quitosana iguais, gerou um acréscimo na
diminuicdo do grau de intumescimento. Mi, Shuy e Peg (2005) em suas pesquisas,
sugerem que a condicao do pH pode ter um impacto sobre o ataque nucleofilico do
grupo amino da quitosana ao carbono C-3 da genipina. Esse impacto pode levar a

formacao de diferentes extensdes da reacao para a solucdo de quitosana-genipina



reticulada os quais, por sua vez, podem influenciar suas propriedades de

intumescimento.

A influéncia mais significativa da concentragdo de genipina ocorreu no
arcabougo QTS2-GE15, congelado em nitrogénio liquido, fator que potencializou
esse comportamento.

5.2.6 Avaliagao da Viabilidade Celular dos Macréfagos

Este teste foi realizado no intuito de avaliar a viabilidade das células na
presenca dos arcaboucos de quitosana reticulados com genipina. Nessa etapa,
foram analisados arcabougos fabricados com quitosana proveniente do fabricante
Sigma-Aldrich, congelados a temperatura de -20 °C em taxa de congelamento muito
lenta (abaixo de 0,001 °C/s).

Os percentuais de viabilidade celular obtidos para os arcabougos podem ser

observados na Figura 54.

Figura 54: Viabilidade de macrofagos de camundongos Swiss na presenca dos
arcabougos. A — QTP2%FREE, B - QTP2%GEO15%FREE e C -
QTP2%GEO0,3%FREE, LPS — controle positivo, CN — controle negativo

Viabilidade
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G

Células Viaveis (%)
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As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100 % de viabilidade e estdo representadas na penultima coluna
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{CN=controle negative). Os resuflados foram expressos como média + desvio
padréo de 5 animais e 3 arcabougos de cada composicdo por animal.

A vigbilidade das células expostas acs arcabougos foi acimea de 80 % para a
amostra A, & acima de 50 % para as amosiras B e C. A resposia das células
macrofagicas & amostra A apresenta um percentual acima do controle positivo (LPS)
o gue indica o carater ndo-cilotdxico da guilosana. As amostras B & C, composias
por quitosana e geniping, apresentam um percentual acima de 50 % que, de acordo
com Bispe (2008), € o valor minimo requendo pars © teste de biocompatibiiidade.
Pode ser percebido gue, com o aumenio da concentracdc de genipina na amostra,
houve reducde minima da resposta vigvel das células,

Dessa forma, os resullados oblidos para o8 arcabougos corroboram com as
pesquisas desenvolvidas por Bispo {2008 ¢ Muzzarelh {2008), que indicam a

genipina como agente reliculants favorave! & inleragdo com tecidos celulares.



&

CONCLUSOES

Este trabatho objetivou & producBc e ceracterizacio de arcaboucos de

guitosana e a avaliagdo do efeito da reficulagSo com genipina. A andlise dos

resultados das caracterizacles propostas permitiv se chegar 4s  seguinies

conclusbes:

3

As analises por Difrac8o de Raios X confirmaram as alteracBes sofridas na
cristalinidade da quitosana com g variacio da concentracio do biopolimero e
do agente de reticulacBo (geniping), indicande estruturas menos amorfas com
o aumento das concentracles.

A técnica de especiroscopia na regido do infravermetho identificou todas as
bandas caracteristicas da gquilosana independentemente da taxa de
congelamento, da liohilizacie ¢ ds neulralizecdo aplicados. A efetividade da
neutralizacdo fol identificada atraves do decréscimo na absorcio referente ao
grupo amina {1548 cm™) & do sumenio da absorcio referente ao grupo C-H
{2920 com’). Os espectros svidencigram a Interacdo entre oS grupos
funcionais reativos da guilosang e do agente reliculanie através das
mudangas nas absorcBes nas regides entre 3000-3700 om”, dos picos
correspondentes & amida 11 (1546 cm') e das ligacBes glicosidicas da
quitosana {800-1200 cm™).

0 estudo morfologico dos arcaboucos realizado por Microscopia Elstrdnica de
Varredura revelou & formacdo de uma arguilstrs idimensional com poros
efou canais interconeciados, nfluenciada pela texa de congelamento e
concentracio da solucdo, e pela adigho do agents de reticulacdo. Foi possivel
perceber que as soluctes congelades em faxe lenta apresentaram maior
rumere de poros interconectados e de tamanhos variados, e que a
reticulacio  diminuiu  significativamente esse  formacio. Em todas as
composicBes os srcabougos apresentaram poros de tamanhos variados e

majoritariamente maicres gue 100 um, sendo, porlenic considerados
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materigis em polencial pars aplicacdo em engerharia de  tecidos
cartiiaginosos.

*  As andlises por Microscopia Otice confirmaram os resultados observados
atraves das micrograhias elelrfricas de varredura ¢ indicaram a efetividade da
reticulacéo através dos pontos de flucrescéncia revelados.

= s arcebougos apresentaram alle capacidade de intumescimento em todas
as composicles, ainda que a adicdo da genipina ndo tenha reduzido essa
capacidade de relencaéc. Essa carscteristica foi influenciada tanto pela
arquitetura guante pela concentracio de quitosana dos arcabougos.

» (s ensaios de MTT & NO revelaram gue 05 arcaboucos de gquitosana e

guitosana-genipina sdo biocompativels.

Dessa forma, a téconica de freeze drving utllizada demonstrou ser efetiva para
a obtencdo de estruuras porosas de quitosana, & versatl devide & possibilidade de
manipulaco de varidveis experimeniais. Os resullados mostraram gue a alleragdo
da concentracdo da solucio de quitosana, da taxa de congelamento e a adigdo de
diferentes concentracbes do  agente reliculante  (genipina) modificam  as

propriedades gerais dos arcabougos produzitos.
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