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R E S U M O zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A Engenhar ia Tecidual nasceu, em grande parte, da necessidade de pesquisadores 

de voltar-se para abordagens mult idiscipl inares em busca de solucoes especff icas 

para questoes na medicina. Nesse campo de invest igacao sao empregados metodos 

atraves dos quais as celulas em estudo podem proliferar e organizar sua Matriz 

Extracelular (ECM) em arcabougos, const i tuidos de urn biomaterial. Recentemente, 

houve uma introducao de conceitos da engenhar ia tecidual no reparo da cart i lagem 

articular. A cart i lagem, uma vez danif icada, apresenta pouca ou nenhuma 

capacidade regenerat iva e determinadas lesoes podem evoluir para alteragoes 

degenerat ivas bastante graves nas art iculacoes. Nesse contexto, as pesquisas 

apontam o biopol imero Quitosana, como uma das al temat ivas para apl icacao como 

suporte poroso devido, principalmente, ao seu baixo custo e disponibi l idade para 

obtencao, e a sua biodegradabi l idade. A presente dissertacao teve como objetivo 

desenvolver e caracterizar arcabougos biodegradaveis de Quitosana e Qui tosana-

Genipina para regeneracao de tecidos cart i laginosos atraves da tecnica dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freeze 

drying. A Genipina, agente de ret iculacao natural, foi escolhida por apresentar 

ef icacia em var ios estudos real izados. Os arcabougos foram produzidos em var iadas 

concentracoes e diferentes taxas de congelamento. Em seguida, os arcabougos 

foram submet idos a ensaios f is ico-quimicos de caracterizagao, por Espectroscopia 

na Regiao de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difracao de Raios 

X (DRX), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO) e 

Ensaio do Grau de Intumescimento (Gl) e ensaios biologicos para Aval iagao da 

Viabi l idade Celular dos Macrofagos (MTT) e Determinagao da Produgao de Oxido 

Nitr ico (NO). Atraves das analises por FTIR foram reveladas todas as bandas 

caracterist icas de urn pol issacar ideo para todas as concentracoes, e a efet ividade 

da reticulacao. As anal ises por DRX mostraram arcabougos com padrao t ip ico de 

Quitosana, com aspectos menos amorfos conforme o aumento da concentracao da 

solucao e do agente reticulante. A s anal ises por MEV mostraram a elevada 

influencia da taxa de congelamento das solucoes e da introdugao da Genipina, com 

formagao de poros de tamanho e morfologia diferentes para cada variavel. 

Observou-se, por MO, a efet ividade da reticulacao com Genipina e, por G l , a 

influencia da taxa de congelamento das solugoes, da concentracao da quitosana e 

da reticulacao na capacidade de absorgao dos arcabougos. Os Ensaios Biologicos 

demonstraram, nas condigoes analisadas, que os arcabougos apresentam 

biocompatibi l idade. Os arcabougos, produzidos e aval iados, apresentaram 

resultados promissores para a preparagao de biomaterias a serem uti l izados na 

regeneragao de tecidos carti laginosos. 

Palavras - c h a v e : Qui tosana. Genipina. Engenhar ia de Tecidos. Arcabougo. 

Cart i lagem Articular. 



A B S T R A C T 

Tissue Engineering was created by the needed for researchers to turn to 

multidisciplinary approaches in search specific solut ions to issues in medicine. In this 

f ield of research are employed methods which cel ls can proliferate and organize their 

extracellular matrix (ECM) in scaffolds, consti tuted of a biomaterial. Recently, has 

been an introduction of concepts of t issue engineer ing in the repair of articular 

carti lage. The carti lage, once damaged, has little or no regenerative capacity and 

certain lesions may progress, cause degenerat ion and very severe changes in 

articulation. In this context, studies showed the biopolymer chitosan as favorable 

candidate for use as a porous support, mainly, for low cost and availability for 

obtaining, and their biodegradabil i ty. Thus, this dissertat ion purposed to develop and 

characterize biodegradable scaffolds of Chi tosan and Chitosan-Genipina for 

regenerat ion of cart i laginous t issue using the technique of f reeze drying. Genipin, 

natural crossl inking agent, was chosen for present ing efficiency in several studies. 

The scaffolds were produced at varying concentrat ions and different freezing rates 

and were submitted to physico-chemical characterizat ion by Spectroscopy in the 

Region of Fourier Transform Infrared (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD), Scanning 

Electron Microscopy (SEM), Optical microscopy (OM) and test the degree of swell ing 

(Gl), and biological assays for the Assessment of Cell Viabil ity of macrophages 

(MTT) and Determinat ion of the Production of Nitric Oxide (NO). The FTIR analysis 

revealed all characterist ic bands of a polysaccharide for all concentrat ions, and the 

effect iveness of the crossl inking. XRD analysis showed typical pattern of chitosan, 

amorphous with the less with increasing concentrat ion of the solution and the 

crossl inking agent. Analysis by SEM showed the inf luence of high freezing rate of the 

solutions and the introduction of Genipin, with format ion of different pore size and 

morphology for each variable. Analysis by M O indicated the effectiveness of the 

crossl inking Genipin and, by Gl , the influence of the rate of f reezing of the solution 

and the concentrat ion of chi tosan and crossl inking on the swell ing capacity of the 

scaffolds. The biological tests have shown, under the condit ions studied, the 

biocompatibi l i ty of scaffolds. The scaffolds were produced and evaluated, showed 

promising results for the preparation of biomaterial to be used in the regenerat ion of 

cart i laginous t issues. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

K e y w o r d s : 1 . Chitosan. 2. Genipin. 3. T issue Engineering. 4 . Scaffold. 5. Articular 

Carti lage. 
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Figura 1: Evolucao do transplante de orgaos e tecidos entre os anos de 2001 e 

2011 

Figura 2: Diferentes estruturas para os arcabouoos utilizados na engenharia 

tecidual. (A) espuma porosa; (B) matriz de fibras nanometricas; (C) hidrogel; (D) 

microesferas porosas 

Figura 3: Arcabougos combinados com dispositivos de cultura de celulas 

(bioreator) 

Figura 4: Organizacao da cartilagem articular 

Figura 5: Esquema das estrategias da engenharia tecidual aplicadas a cartilagem 

articular, desde a coleta de celulas do individuo, semeadura em arcabouoos e 

implante no paciente 

Figura 6: Estrutura da quitina 

Figura 7: Representacao esquematica das estruturas polimoficas da quitina 

Figura 8: Conversao da quitina e os produtos resultantes da reacao 

Figura 9: Estrutura da quitosana 

Figura 10: Estrutura de solucoes de quitosana formadas por (a) quitosana 

reticulada com suas proprias cadeias, (b) redes polimericas hibridas, (c) redes de 

polimeros semi-interpenetrantes e (d) reticulacao ionica da quitosana com suas 

proprias cadeias 

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

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

Figura 13: Ataque nucleofilico da quitosana ao carbono C-3 da genipina. 

R=Quitosana 

Figura 14: Reacao da genipina com quitosana para formar amida secundaria. 

R=Quitosana 

Figura 15. Fluxograma representative da metodologia experimental 

Figura 16: Etapas de dissolugao e filtragem da quitosana 

Figura 17: Liofilizador e moldes utilizados para as amostras congeladas por 

nitrogenio liquido na Etapa I 

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

Figura 19: Condigoes de ajuste de pH experimentadas apos 1 hora de imersao. (1) 

Solucao 1M NaOH; (2) Solucao 1M NaOH/Alcoo! etilico 99,5°GL; (3) 1M 



NaOH/Alcool etitico 70°; (4) Alcool etilico 99,5°C 

Figura 20: Arcabougos fabricados com solucoes de quitosana 1 %, 1,5 % e 2 %, 0 4 

atraves do congelamento com nitrogenio liquido em moldes tubulares 

Figura 2 1 : Arcabougos fabricados com solugoes de quitosana 1,5 %, 2 % e 3 %, 8 2 

atraves do congelamento emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freezer a -20 °C (taxa muito lenta, abaixo de 0,01 

°C/s) em placas de Petri ( 0 = 60 mm, altura = 15 mm) 

Figura 22: Espectro vibracionai de IV da quitosana em po (fabricante Polymar 84 

S.A.) 

Figura 23: Espectro vibracionai de IV dos arcabougos de quitosana QTP1-NITRO, 85 

QTP1.5-NITRO, QTP2-NITRO 

Figura 24: DRX da quitosana em po (fabricante Polymar S A.) 
87 

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

QTP2-NITRO 8 7 

Figura 26: Micrografias (MEV) da segao longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e 89 

transversal (d-100x, e-300x, f-300x) do arcabougo de quitosana 2% liofilizado 

submetido a urn estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 

°C/s) 

Figura 27: Micrografias (MEV) da segao longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e 9 0 

transversal (d-100x, e-300x, f-800x) do arcabougo de quitosana 2% liofilizado 

submetido a urn estagio de congelamento lento (-20°C, taxa de 0,01 °C/s a 0,06 

°C/s) 

Figura 28: Micrografias (MEV) da segao longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e 9 2 

transversal (d-100x, e-300x, f-800x) do arcabougo de quitosana 2% liofilizado 

submetido a urn estagio de congelamento rapido (-196°C, taxa de 0,06 °C/s a 50 

°C/s) 

Figura 29: Micrografias (MEV) dos arcabougos liofilizados fabricados a partir do 94 

congelamento de solugao de quitosana com concentracao 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) 

Figura 30: Micrografias (MEV) de secedes de arcabougos com concentracao de 96 

quitosana 2 % liofilizados, antes e apos serem submetidos as condigoes de ajuste 

de pH, em solugao 1M NaOH (a-antes-10Ox,b-10Ox,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) 

Figura 31 : Micrografias (MEV) de secgoes de arcabougos com concentragao de 98 

quitosana 2 % liofilizados, apos serem submetidos as condigoes de ajuste de pH 

em solugao 1M NaOH/Etanol 99,5°GL (a,b) e 1M NaOH/Etanol 70° (c.d), com 



lavagem posterior em agua destiiada 

Figura 32: Viabilidade de macrofagos de camundongoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Swiss na presenca dos 

arcabouoos. A - QTP2%-Solugao1MNaOH, B - QTP2%-Solugao1 MNaOH/Etanol 

99,5°GL, C - QTP1,5%-Etanol 99,5°GL, D - QTP2%- Etanoi 99,5°GL, E -

QTP2%-Solucao1 MNaOH/Etanol 99,5°GL+lavagem, F - QTP2%-

Solugaol MNaOH/Etanol 70°+lavagem, LPS - controle positive CN - controle 

negativo 

Figura 33: Produgao de oxido nitrico por macrofagos de camundongos Swiss na 

presenca dos arcabougos. A - QTP2%-Solucao1 MNaOH, B - QTP2%-

SolucaolMNaOH/Etanol 99,5°GL, C - QTP1,5%-Etanol 99,5°GL, D - QTP2%-

Etanol 99,5°GL, E - QTP2%-Solucao1 MNaOH/Etanol 99,5°GL+lavagem, F -

QTP2%-Solucao1 MNaOH/Etanol 70°+lavagem, LPS - controle positivo, CN -

controle negativo 

Figura 34: Arcaboucos fabricados com solucoes de quitosana com concentragao 

de 1,5 % e 2 %, atraves de taxas de congelamento variadas, a -20 °C e -196 °C 

Figura 35: Arcaboucos fabricados com solucoes de quitosana-genipina com 

concentragao 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) 

Figura 36: Espectro vibracionai de IV da quitosana em po (fabricante Sigma-

Aldrich) 

Figura 37: Espectro vibracionai de IV dos arcabougos QTS1.5-FREE, QTS2-

FREE, QTS2-NITRO e QTS2-NITRO Neutralizado 

Figura 38: Espectro vibracionai de IV da genipina 

Figura 39. Espectro vibracionai de IV dos arcaboucos QTS1.5-GE15-FREE, 

QTS1.5-GE3-FREE, QTS2-GE15-FREE, QTS2-GE3-FREE, todos neutralizados 

Figura 40: DRX da quitosana em po (fabricante Sigma-Aldrich) 

Figura 4 1 : DRX dos arcaboucos de quitosana QTS1,5-NITRO, QTS2-FREE, 

QTS2-NITRO e QTS2-NITRO Neutralizado (fabricante Sigma-Aldrich) 

Figura 42: DRX dos arcabougos de quitosana QTS1.5-GE15-FREE, QTS1.5-GE3-

FREE, QTS2-GE15-FREE, QTS2-GE3-FREE e QTS2-FREE, todos neutralizados 

(fabricante Sigma-Aldrich) 

Figura 43: Micrografias (MEV) das secgoes longitudinals dos arcabougos de 

quitosana liofilizados com concentragao 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 

Figura 44: Media do diametro dos poros dos arcaboucos de quitosana com 

concentracao de 1,5 % e 2 %, congelados atraves de taxa muito lenta (abaixo de 



0,01 °C/s), lenta (entre 0,01 °C/s e 0,06 °C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), 

calculados atraves das micrografias (MEV) obtidas 

Figura 45: Micrografias (MEV) das secedes longitudinals dos arcaboucos de 

quitosana-genipina liofilizados com concentragao de Quitosana 1,5 % e 

concentracoes 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 20zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA "C (muito 

lento) e genipina 0,15 % (g-100x, h-300x, i-800x) congelado a -196 °C 

Figura 46: Micrografias (MEV) das secgoes longitudinals dos arcabougos de 

quitosana-genipina liofilizados com concentracao de Quitosana 2 % e 

concentragoes 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 

Figura 47: Media do diametro dos poros dos arcabougos de quitosana-genipina 

com concentragao de 1,5 % e 2 %, e genipina 0,15 % e 2 %, congelados atraves 

de taxa muito lenta (abaixo de 0,01 °C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), 

calculados atraves das micrografias (MEV) obtidas 

Figura 48: Microscopia otica (MO) 2D das secgoes longitudinals dos arcabougos 

liofilizados de quitosana com concentracao de 1,5 % (a-280x, b-420x) e 2% (c-

280x, d-420x) submetidos a urn estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa 

abaixo de 0,01 °C/s) 

Figura 49: Microscopia otica (MO) 3D das secgoes longitudinals dos arcabougos 

liofilizados de quitosana com concentracao de 1,5 % (a) e 2% (b) submetidos a urn 

estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s) 

Figura 50: Microscopia otica (MO) 2D das secgoes longitudinais dos arcabougos 

liofilizados de quitosana-genipina com concentragao QTS1.5-GE15 (a-280x), 

QTS1.5-GE3 (b-280x) e QTS2-GE15 (c-280x), QTS2-GE3 (d-280x), submetidos a 

urn estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s) 

Figura 51 : Microscopia otica (MO) 2D das secgoes longitudinais dos arcabougos 

liofilizados de quitosana-genipina com concentracao QTS1.5-GE15 (a), QTS1.5-

GE3 (b) e QTS2-GE15 (c), QTS2-GE3 (d), submetidos a urn estagio de 

congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s) 

Figura 52: Porcentagem de intumescimento dos arcaboucos 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 °C/s) 

Figura 53: Porcentagem de intumescimento dos arcabougos de quitosana-genipina 

QTS1.5-GE15, QTS1.5-GE3, QTS2-GE15 e QTS2-GE3, submetidos a estagios de 

congelamento muito lento e rapido 

Figura 54. Viabilidade de macrofagos de camundongos Swiss na presenga dos 



arcaboucos. A - QTP2%FREE, B - QTP2%GE015%FREE e C -

QTP2%GE0,3%FREE, LPS - control© positive, CN - controle negativo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U FCG/ BIBLIOTECA/ BCl 
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1 I N T R O D U C A O 

Devido aos traumas, mal formacoes congenitas e processes decorrentes de 

diversas doengas, o dano e/ou perda de urn orgao ou tecido do corpo. e uma das 

problematicas mais enfat lcas e de alto custo reiacionadas aos cuidados com a 

saude. Tendo em vista a necessidade da populacao relacionada com o aumento da 

expectat iva de vida. sao empregados principalmente dois procedimentos que visam 

suprir a falta dos tecidos e orgaos comprometidos, o implante e o transplants 

(SENEDESE, 2011). 

A tecnica de transplants de tecidos tern sido extensivamente empregada para 

sua substituicao e/ou regeneracao. e os metodos apl icados uti l izam principalmente 

autoenxertos e aloenxertos, porem, autoenxertos sao associados a l imitagoes como 

morbidade do doador enquanto aloenxertos podem provocar uma resposta 

imunologica intensa, e levar ao use de drogas imunosupressoras, alem do risco de 

transm-ssao de doencas - S A M O S ,IR W 4 D A 2007. SENEDESE. 2011). 

A escassez de doadores para transplante, que envolve tambem questoes 

eticas e reltgiosas, se tornou urn problema de grandes proporgoes para a saude 

publica, inclusive de ordem soctoeconoT: : a . Entre outros fatores que dif icultam essa 

terapia, esta o alto custo do processo. desde a coleta ate a implantagao do orgao ou 

tecido. Nesse contexto, associada a necessidade. ha a motivagao economica que 

incentiva os paises desenvolvidos a investirem fortemente em terapias promissoras 

e no desenvolvimento de substi tutos biologicos sem a necessidade de doadores de 

tecidos e orgaos (SANTOS JR; W A D A 2007; SENEDESE, 2011). 

A Engenharia Tecidual nasceu. em grande parte, da necessidade de 

pesquisadores de voltar-se para abordagens mult id isapl inares em busca de 

solucoes especif icas para questoes na med iona , levando ao progresso em 

diagnostico. monitoramento e surgimento de disposit ivos tmplantaveis e enxertos de 

tecido. Essa a r °a presszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA zc. , t : r e s r i " 3 r , t o e<pcntzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA" ^ <r J r-a u ' t ina decada, e tern 

sua base, principalmente, na mimetizagao do ambiente vivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, para obtengao 

de crescimento tecidual favoravel. Para isso sao empregados metodos atraves dos 
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quais as celulas em estudo podem proiiferar e organizar sua matriz extraceluiar 

(ECM) em uma rede trdimen-* era* ' X 4 cons-t'tu-da u-r* biomaterial, para formar 

urn tecido vivo cf in icsnieptt fdnc.e.i^, e ^ c r s c njctcq^imica, prcpr iedades quimicas 

e biomecanicas semelhantes as do tecido saudavel {AUSTIN, 2007; KIMzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a/., 2008; 

Y A N G eta!., 2008). 

Recentemente, houve uma in t rodug io de conceitos da Engenharia Tecidual 

no reparo da carti lagem articular. A cart i lagem e um tecido avascular e que possui 

basicamente dois t ipos celulares, os condroci tos e os condroblastos. A cart i lagem, 

uma vez danif icada, apresenta pouca ou nenhuma capacidade regenerat iva e 

determinadas lesoes podem evoluir para alteracoes degenerat ivas bastante graves 

nas articulagoes. Os resultados de pesquisas na area mostraram que implantes 

poroses puderam guiar o crescimento vascular para denfro da regiao lesada, 

indicando os pnndp ;DS C'E E.-^er^.s^?; Tec;c"..'a ! como VET eis para obtengao de 

resultados significatsvos f SANTOS JR: W A D A. 2007) 

O desenvolvimento, fabricagao e aval iagao de novos biomateriais constitui em 

uma area chave de •nvestigagao no dominie da engenharia de tecidos. Ainda, o 

estudo da relacao biomatedai x celufas e fundamental no sent:do de favorecer ou 

possibil itar a reconstr^gsc natu*a; dc tec;dc Os requ\s:tos basiccs para biomateriais 

uti l izados na fabricagao de arcabougos sao biocompatibit idade, biodegradabi l idade e 

propr iedades de superftcie apropr iadas para favorecer a adesao, proliferagao e 

diferenciagao celular (SHI, 2006; L . a!., 2007; WILLIAMS, 2008). 

De acordo com esses requisites, os polfmeros apresentam grande potencial 

de uso, pois sao, geralmente, faceis de produzir, manusear e passi'veis de 

modif icagoes quimicas que os assemelham mecanica e quimicamente aos materials 

biologicos. Estes materials podem ser de ongem natural ou sintetica. com recente 

atengao para aqueles de or igem natural, devido a sua semelhanga com a estrutura 

dos tecidos humanos que se pretende substituir. Como base para a composigao de 

um novo tecido, os pol imeros bioreabsorviveis vem sendo amplamente estudados 

para uma melhor compreensao dos fatores que infiuenciam sua biodegradagSo, 

bioreabsorgao e a forma com que interagem com os e lementos biologicos 

(URAGAMI; T O K U R A 2006; SHI. 2006; WILL IAMS, 2008). 
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Nesse contexto, as pesquisas apontam a quitosana, poi issacar ideo derivado 

da quitina, como uma das alternatives para apl icacao como suporte poroso, devido 

principalmente, ao seu baixo custo e disponibi l idade para obtencao, e a sua 

biodegradabi l idade, com produtos de degradacao atoxicos. No entanto, observa-se a 

necessidade de melhoria das propriedades mecanicas e estabi l idade quimica dos 

suportes produzidos. A estrutura quimica da quitosana permite inumeras 

modif icacoes, dentre elas a reticulacao, que proporciona a formacao de redes mais 

estaveis. Os pesquisadores tern voltado seus estudos para a descoberta de agentes 

de reticulacao menos citotoxicos o cpssa forma, a genipina foi introduzida como um 

agente de reticulacao eficaz (BISPO, 2009, DASHzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et at., 2 0 1 1 ; GONSALVES et al., 

2011). 

A estrutura quimica da qui tosana e semelhante a dos gl icosaminogl icanos, 

principal e iemento da matnz extracelular do osso e cart i lagem, caracterist ica que a 

torna um material passive! de mimetizar funcionalmente a cart i lagem articular. As 

matrizes porosas de quitosana podem ser obt idas atraves de processo de 

congelamento e tafii-zacao ou feeze dryng. que gera uma rwcroestrutura porosa 

com alto grauzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA .19 , n t ? ^ c r e j ; j ' c a ^ e e^trs os pores a cependsr das variaveis de 

processamento determinadas (URAGAMI; TOKURA, 2006). 

O desenvolv imento de novas tecnicas e apr imoramento daquelas ja e m 

apl icacao para a Engenharia de Tecidos e de grande importancia, tendo em vista 

aliar o processamento viavei do material a indusao de fatores de crescimento 

celulares e propriedades biofuncionais espeefficas. Tomando esses fatores como 

parametros, surge a necessidade e importancia de investigar o processo de 

desenvolvimento de suportes porosos com base na quitosana, atraves da tecnica de 

pre congelamento e liofil izacao, para apl icacao na reconstituicao de tecidos 

carti laginosos, com foco na cart i lagem articular. 
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2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA O B J E T I V O S zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.1 Geral 

Desenvolver e caracterizar arcaboucos biodegradaveis de quitosana e 

quitosana reticulada corn genipina para regeneracao de tecidos carti laginosos. 

2.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Especificos 

• Anai isar comparat ivamente as condigoes de processamento para obtengao de 

arcabougos de quitosana corn e sem reticulacao atraves da tecnica de freeze 

drying; 

• relacionar as propriedades f is lco-quimicas e morfologicas de acordo as 

variaveis de processamento definidas para a obtengao dos arcabougos e 

verif icar aquelas com caracterist icas mais favoraveis a util izagao para 

regeneragao tecidual; 

• avaliar a citotoxicidade dos arcabougos. 
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3zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA R E V f S A O DA L I T E R A T U R A 

3,1 D a d o s ace rca d o s t r a n s p l a n t e s n o B ras i l 

De acordo com a Associacao Brasileira de Transplantes de Orgaos (ABTO), 

no prime TO semestre de 2011 foram real izados, i , asil, um numero total de 

transplantes de orgaos, tecidos e celulas que chegou a 23,149, como apresenta o 

Quadro 1. 

Quadro 1; Dad ; da ^ansp'-erue de c ^ s o s , t e d d e r e celulas para o primeiro 

semestre de 2011 

- R A S ' S P L A N T E S R E A L I Z A D O S zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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o r g i e s v i vo 

Corspao C 

Figado 4™ 

in tes t ine 1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C 
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Pu lmao C "3 15 

Rim 774 i i 3« f zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

I «Jh TjF *> V "i* * +zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA •* v V V 

T e c i d o s 
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O s s o s 

Pefe 

TOTAL 

F a i e c i d o s 

L I Z A D O S 

2c=--o 

3.---: 

0,C' ; ': 

1 oo.ovt 

T R A N S P L A N T E S REAL' .ZADOS 

Ce lu las 

Medu la Ossee 

Autologo 

469 

A i o g e n i c o 

224 

TOTAL 

Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2011 

A e v o l u c i o dos transplantes de orgaos e tecidos no Brasil entre os anos de 

2001 e 2011 e ilustrada na Figura 1. Dados semelhantes refacionados ao transplante 

de medula ossea ainda nao foram disponibii tzados 
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Figura 11 Evoiucao do transplante de orgaos e tecidos entre os anos de 2001 e 2011 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

- r*c<tiPA zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

• > rao 

2001 2002 2 « B 2004 ? « 5 
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'.'JCp 

I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•  Comes  

* Ossos 

I 

Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2011. 

Os graficos apresentam um aumento signif icativo para os transplantes de 

f igado, rim, cornea e css ' .s . De s r : do com a A B f G (2011) c numero total de 

transplantes de orgaos, i e a c o s c celulas pars c ano ce 2010 coi responds a 44.039, 

Comparand© esse numero com o obt ido para o primeiro semestre de 2 0 1 1 , que 

corresponds a 23.149, tem-se um valor maior que a metade do registrado em 2010. 

Esses dados podem ser comparados com os numeros obt idos pelo Minister!© 

da Saude p a - a os transplantes P'ais real 'zaoes pelc Sis iema U n c o de Saude (SUS) 

em 2010 e primeiro sernes , r e d~zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 204' que sstao no Quae?o 2 
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Quadro 2: Dados de transplante de orgaos, tecidos e celulas para 2010 e primeiro 

semestre de 2 0 1 1 , real izados pelo Ststema Unico de Saude 

L I S T A D O S T R A N S P L A '€ " M A I SzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA K-r H J Z A D O S P E L O S U S - A P ' B L . : . A T 6 S I O E zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

HOSPITAL A R zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TRANSPLANTES REALIZADOS ! 2016 j 2011 

CORNEA i 5.802 3,318 

RIM (ORGAO DE DOADOR FALECIDO) 2.516 1.313 

RIM (ORGAO DE DOADOR VIVO) 1,335 707 

FIGADO (ORGAO DE DOADOR FALECIDO) 1.114 573 

TRANSPLANTE AUTOGENIC© DE C E L U L A S - T R O N C O HEMATOPOETICAS DE 

SANGUE P E R I F E R I C O 

583 281 

TRANSPLANTE AUTOGENICG DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS DE 

MEDULA 0 S S E A 

347 1 

141 ~ ' 

TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS DE 

MEDULA O S SEA - APARENTADO 

308 149 

CORNEA (EM C IRURGIAS COMBINADAS) 743 293 

CORNEA (EM R E O P E R A Q O E S ) 408 238 

TRANSPLANTE ALOGEMICO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS DE 

SANGUE PERIFERICO - APARENTADO 

220 88 

CORACAO ' 160 66 

TRANSPLANTE A L O G E C O DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS DE 

MEDULA OSSEA - NAO APARENTADO 

88 58 

TRANSPLANTE SIMULTANEO DE PANCREAS E RIM 77 67 

FIGADO (ORGAO DE DOADOR VIVO) 72 38 ' 

PULMAO - UNILATERAL 52 8 

E S C L E R A 58 17 

TRANSPLANTE ALOGEMICO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS DE 

SANGUE DE CORDAO UMBILICAL DE NAO APARENTA 

33 13 

PANCREAS 33 20 

TRANSPLANTE ALOGENICO DE C E L U L A S - T R O N C O HEMATOPOETICAS DE 

SANGUE PERIFERICO - NAO APARENTADO 

18 4 

" T R A N S P L A N T E ALOGENICO DE C E L U L A S - T R O N C O HEMATOPOETICAS DE 

SANGUE DE CORDAO UMBILICAL DE APARENTADO 

2 - I 

PULMAO - BILATERAL 1 8 

TOTAL 13.968 7.397 

De acordo com o Ministerio da Saude (2011), o numero de transplantes em 

2010 correspondeu a 13.968, e os valores do primeiro semestre de 2011 

corresponderam a 7,397. Dessa forma, os transplantes real izados ate junho de 2011 

equivalem a mais da metade daqueles realizados durante 2010. Essas informacoes 

indicam um cont inue crescimento pat? os transp'antes no pais. 
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ie ossos, entre eies os ao insmuto Nacional de l i 

( INTO), que tem capacidade pars realtzar dues captacoes por d ia ou 7 

No enianfo. apesar dos invesi imentos do institute, a fait a de doadores fa 

unidade opera bem abaixo de sua capacidade. Com relacao ao tra 

medula ossea, foi previsto para 2010 urn invesl imento de R$ 1.0 mil! 

ampl iacao de centres de t r a n s p l a n t s . 

As fi!as de espera para receder as doacoes de orgaos (c 

coragao, f igado,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA pancreas pu imao e r im) sao gran das em ti 

total izando 3 9 3 3 4 pessoas em 2009. Muitas vezes a longa espera f 

culmina na situaceo drastics de ve^da e Irafico de orgaos (AS 

BRASSLEiRA D£ TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2010; SENEDESE, 201 

de tee'dos e orgaos disponivets se tornou 

proporcoes para a sauce publica. De acortio com o Departamento de Saude 

Services Humsnos dos Estados Unidos. em outubro de 2010 mais de 109 00 

pessoas no pais aguardavam o tsarisplarm de orgaos Mo entanto. entre Janeiro 

oufubro de 201 CI pouco msnos de 1 / 000 paoenfes recaberam os orgaos : ei 

mais de 5 500 cnegaram a faiacer Estes numeros siiQicam uma suuapao de ordem 

sitaaimente corno a persuasao do corpo para curar-se. atraves da distribuicSo 

de sinais molecuiares cesuias e/ou esiruiuras de su carte para os locais apropriados. 

Segumd - . . . '3 como a 

o i a c a o • 1 s. atraves 



combinacao systematica de sinais molecuiares e mecanicos. 

a natureza em todos os seus aspectos esteticos e funcionais, e procura reproduzir 

s tes projetos e processes no desenvolv imenlo de solucdes para os problemas 

mmanos. A Biomimetica introduz uma era foaseada nao naqutio que pode-se exirair zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•Os organismos e de seus ecossistemas, mas naqutlo que pode ser aprendido com 

A engenbar ia teciduaL no entanto. nao se fimita a produzir sistemas sinteticos 

similares aos encontrados ms s istemas biologicos, mas procura regenerar tecidos e 

orgaos com resultados analogos aque'es proveniences de indivfduos saudaveis, 

como uma renovacao da vlda. Esse campo una os principles fundamentals de areas 

como Medicma, Slologta. Fisioterapia, f t fa femat ica Ffsica. Guimica e Engenharias. E 

baseada principalmente na mimetjzacao do smbrsnte vivo in vitro, para obter urn 

orescimento teddua i i d e a l com formacao de estruturas complexas para posterior 

reimplante (SHI 2006; KM ef a/., 2008; SENEDESE. 201 * ) . 

A melhof ia da engenharia de tecidos com re!ac§o a ciencta dos biomateriais 

tradicionat e a combinacao de componentes artificials e biclogicos. Em resume, as 

abordagens fundamentals dessa area consis iem na ob iencso de partes de tecidos 

vivos, a serem dissociadas em uma suspensao de cefuias e exoandidas a uma 

determinada concentracao. As celuias sao semeadas em arcaboupos compativers, 

que devem basicamente fornscer forces dmarmcas bens 'mas para as eek i ss . 

favoraveis para , . a arquitetura 

anatomicamenie * . >; SANTOS JR; 

WADA, 2007). 
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3.2.1 Arcabougos x Matrix Extraceiuiar (ECM) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Entre os aspectos mais cnt icos da engenharia de tecidos esta a fabricaeao de 

arcaboucos tr idimensionals poroses que se assemelhem aqueles produzidos 

naturalmente peio corpozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA para organlzacao das ceiulas nos tecidos, as matr izes 

extraceluiares (ECM). A principal funcao da matriz extraceiuiar no desenvoiv imento 

de tecidos e o seu papei como substrato f isiologico para adesao celular, servindo 

tambem para organizar as ceiulas espacsafmente, o que garante uma regeneracao 

precisa de estruturas pre existentes (TABATA. 2005). 

A matriz extraceiuiar e urn tecicJo oomposto de uma variedade de 

macromoleculas, que podem ser agrupadas em quatro classes principals, 

responsaveis por caraeierfstieas espectf icas da ECM; Sao elas os coiagenos, os 

proteoglicanos, as gl icoprote/nas celuiares interativas e as fibras elasticas. Alem 

dtsso, embora todos as ECMs apresentem. esses componentes, sua organlzacao, 

forma e propr iedades memmcas podem yarlar mmio para diferentes tecidos, 

dependendo da compos icao qui mica e organizacao tr idimensional das 

macromoieculas (TABATA, 2005: FARACH-CARSOM ei aL. 2007: VEISEH ef a/., 

2008) 

O cofageno e a protefna mais comum no corpo h uma no, compondo cerca de 

3 0 % do rnesmo, eocontrando-se p a r t o l a r m e r i t e em todo o t e d d o conect ivo e 

diferenciando-se em 28 t ipos diferentes. E uma profeina em tripla-hellce produzida 

petos f ibrobiastos. ProteogHcanos, no entanto. sao maoromoieculas complexas que 

corrtem uma pwieina central, com uma ou mats l igapoes laterals covalentes de 

gl icosaminogl icanos (GAGs). Devido as suas propr iedades e{asticas s os 

proteogNcanos def inem urn espago no qua! as cefuias podem mover-se e dlferenciar-

se ( formando novas matnzes (FAR AC H -CAR SON et a/., 2007; HARRISON, 2007; 

VEISEH ei aL 2008) . 

Dentro da ECM, existem domin ios espeefficos contando sequencias de 

aminoacidos chamadas de gl icoproteinas, que sao reconhecidas como receptores 

da supei f ic ie ceiuiar. Essas sequencias de pof ipept ldeos servem como sinais de 

reconhecimento para adesao. Adesao ce!ular e fundamental para a construcao de 
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ceiulas em tecidos e para a manuteneao de sua iniegridade. A f lm de formar uma 

estrutura tr idimensional, as ceiulas devemzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA aderir, nao so umas as outras, mas 

tambem a superf ic ie da estrutura de suporte subjacente. A quarta classe de 

macromoleculas dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ECM e formada por f ibras elast icas, que fornecem a fiexibiltdade 

ao tecido (HARRISON, 2007: VEISEH ef aL. 2008). 

Dessa forma,, os arcaboucos desempenham urn papel vital no 

desenvolvimento de novos tecidos, exercendo funcoes, que incluem: 

• Promocao de uma estrutura de apoio temporario para o tecido que se 

pretends substituir. servindo como substrate para a adesao.. crescimento, 

proliferacao, migracao e diferenciacao das ceiulas e como urn veiculo, 

faci l i tando a retencao e dlslr ibuieao das ceiulas e nutnentes na regiao onde o 

crescimento de tecido novo e desejado: 

• servir como de ! im : 3dores do espaco para que ocorra a vascularizacao, 

formacao e remodefagem de novo tecido. evrtando a ocupacao de tecidos da 

viz inhanca no local afetado. 

Para isso, essas estruturas devem obedecer a a lguns requisites basicos: 

» Ser biocompative!; 

» ser biodegradavel; 

• degradar a uma taxa proporcional ao crescimento do novo tecido: 

• possuir propriedades mecanicas consistentes com o tecido que sera 

substi tuido, 

• ter as propriedades de superficie desejadas para formagao da matriz 

extraceiuiar, 

• apresentar em sua arqurtetura propriedades adequadas em termos de 

tamanho dos poros, porosidade e interconectrvrdade entre os poros; 

« ser pe rmeave l (L iU et aL. 2007: KARANDE: A G R A W A L , 2008). 
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DezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA acordo corn esses requisites, se faz necessario o comportamento 

favoravei dos arcaboucos: 

a) Quanto a biocompatibil idade 

Considerando que a chave para alcancar a biocompatibi l idade de sistemas 

atraves de quaiquer material se direciona para a mimeUzacao de uma funcao f isica 

ou mecanica do corpo, sem obter quaiquer resposta anorma! do tecido relevante, 

com os arcaboucos o ponto principal e que o material deve ser concebtdo para 

realmente provocar uma ta l resposta (WILLIAMS, 2008) . 

b) Quanto a biodegradabtHdade 

O arcabouco deve exercer gradualmente a funcao de suporte de carga e 

apoio ao tecido recem crescente, especiafmente em apl icapoes musculo 

esquelet icas, nas quais os suportes sao geralmente sujeitos a cargas mais elevadas. 

Ideaimente, a taxa de biodegradacao deve ooincidir com a. taxa de regeneracao de 

novos tecidos para proporcionar uma translpao quase perfeita de carga do suporte 

para o novo tecido em desenvoSvimento. sem comprometer a integridade do 

implante. Se a taxa de desintegrapao do arcabouco e alta, o tecido recem-formado 

sera subitamente exposto a maiores forcas do que as que ele pode toierap sendo 

prejudtcado. Por oufro lado, se a taxe de degradapa-o e ext remamente ienta, pode 

resuitar em uma tensao compressiva sobre o tecido em crescimento, formando uma 

barreira entre ele e as forcas que se dest inam a fortaiece-lo durante o seu 

desenvofvimento ( B U R G O R R 2008; KARANDE; A G R A W A L . 2008), 

c) Quanto a a d e s a o celular 

A adesao celular ao arcabouco e necessaria para que ocoma uma boa 

interagao entre ele e a matriz extraceiuiar. A semefhanca ftsico quimica entre matriz 

extraceiuiar e arcaboupo nao e obrtgatdria para que ocorra essa adesao, mas e 

desejavei para a interacao ef icazzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA no local de ?mpiaofacao (SENEDESE, 2011). 
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cf) Quanto a porosidade zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Porosidade e detlnida como a porcentagem de espaco vazio em urn solido. 

Var ies estudos tern reiterado a importancia de uma porosidade adequada e de uma 

elevada superf icie de contato para promover a distribuicao unrforme de ceiulas e o 

crescimento dos tecidos, bem como de uma interconexao entre esses poros para 

que ocorra di fusao de nutr ientes e residuos. A lem disso. a construcao da arqu tetura 

do arcabouco deve considerar a l inhagem ceiular com a qua! ira interagir 

(KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005; NWE: FURUIKE;TAMURA, 2009; SENEDESE, 

2011). 

A lem disso. a seiecao do suporte leva em consideracao tanto o tipo do tecido 

a ser reconsti tuido e o local da lesao. quanto a sua extensao, seguindo basicamente 

duas esirategias de apiicacao. Na primeira estrategia, o arcabouco e desenvolvido 

de forma a suportar f isica e mecanicamente as ceiulas, desde a inoculacao ate o 

reimplante no organismo hospebeiro. O implante do conjunto suporte e ceiulas 

ocorre com um tecido premature formado e o arcabouco e remodelado pela 

degradaeaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo. Ha segunda estrategia, o implante ocorre com tecido maduro 

formado. O suporte e projetado com propr iedades mecanicas e tempo de 

degradaeao adequados para a inoculacao das ceiulas ate a sua insercao em um 

bioreator, onde ocorrera a formacao do tecido maduro. Somente apos a formacao do 

tecido, o implante e insendc no organismo (BARBANTI ef a/., 2005). 

Assim, a consideracao dos varies parametros relacionados com um 

arcabouco deve ser etiicfa-dosa.. Os arcaboucos podem ser processados em 

diferentes estruturas, que incluem: maiha de f ibras, hidrogeis, microesferas porosas 

e espumas (Figura 2) . O material e o processo de manufatura identif icados devem 

estar em consonanda com todas essas variaveis. Para o material, dureza, 

elasticidade, resistencia mecanica, bafanco adequado entre 

hidrof l i iddademidrofobicidade e dispesicao de cargas efetricas devem ser 

considerados, entre outras caractenst icas (BARBANT! ef a/'; 2005; CHUNG; PARK; 

2007; KARANDE; A G R A W A L , 2008). 
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Figura 2: Diferentes estruturas para os arcaboucos uttl izados na engenharia teciduai. 

(A) espuma porosa;zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (B) matr iz de f ibras nanometr icas; (C) hidrogel; (D) microesferas 

porosas 

(A) (C) 
m « ^r-Wjf ' J * 

3-D Poms Matrix Hydrog*) 

(B) ( I » zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

IfllfiBlHBH' {pBBjPl^ SSl^iH l " ; r ^ ; | 

NanofJber mt«h Microsphere 

route; CHUNG; PARK, 2007, 

3.2.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA EsirategiaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA utih'zadas na Engenharia de Tecidos 

Aigumas estrategias posssveis na engenhar ia teciduai sao: 

* o arcabouco com ou sem ceiulas e/ou moleculas biologicas sinal izadoras 

(fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e genes) e aplicado a um 

defeito corpora! para induzsr a regenerapao in vivo (I): 

• um sistema de i iberacao controlada de farmacos que permite que moleculas 

biologicas auxi l iem na sinai izacao celular e na eficacia terapeut\ca in vivo; (II) 

* arcaboucos uttl izados para a f ixacao e prohferacao celular, combinados com 

disposit ivos de cuitura de ceiulas (por exempfo. um bioreator) para 

crescimento eficienfe do tecido maturado e posterior reimplante (111); 

* insercao de uma barrelra f isica feita de um biomater iai . que mantem as 

ceiulas funcionais transplantadas isoladas do ataque imunologico e mantem 

um espaco para inducao a regeneracao (IV). 
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Em processes de biofabricacao, a lgumas efapas biologicas sao importantes 

sendo eias azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA sobrevivencia das ceiulas, a sequent ia l auto estruturacao do conjunto 

arcabouco e ceiulas aderidas, a vascufarizapao e o amadurecimento do tecido. A 

estrategia ill e a mais comumente uti l izada, e esta ilustrada na Figura 3 (BARBANTI zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

et aL, 2005; TABATA, 2005: SENEDESE, 2011). 

Figura 3; Arcaboucos combinados com disposit ivos de cultura de ceiulas 

(bioreator) 

As ceiulas uti i izadas na engenhar ia de tecidos podem ser extrasdas de varias 

fontes, incluindo tecidos primaries ou secundarios. As ceiulas primarias podem ser 

xenogenicas {de diferentes especies), a iogenicas (de diferentes membros da mesma 

especie, havendo codigo genetico compat ivel) , s ingenicas (de individuos 

genet icamente identicos) ou autofogas (do mesmo individuo). A maioria das 

construcoes em engenhar ia teciduaf empregam ceiulas primarias autoiogas para 

obtenpao de uma resposta mais favoravel (HARRISON, 2007; SENEDESE, 2011) . 

Os metodos apl icados nessa area se tratam de procedimentos eficazes, mas 

ainda apresentam algumas Hmitacoes que incluem baixa capacidade de integrapao 

entre o implante e o b o s p ^ e i r o , caosando morbidade na area doadora de tecido e 

reacoes imunologicas em potenciaL e escassez no fomecimento de ceiulas, 

Forte: TABATA. 2005. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U F C G / B I 8 L I Q T E C A / B C J 
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direcionando os estudos da area para o atendimento dos requisitos essenciais 

definidos para os arcaboucos (YANGzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.; 2008). 

3,3zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA T e c n i c a de Freeze drying ou Pre congelamento e Uof i l izacao 

Uma ser ie de tecnologias para fabrieaeao de arcaboucos foram desenvolvtdas 

ou adaptadas de outras areas para a engenharia de tecidos. Estas tecnicas incluem 

ftberbonding, evaporacao de solvente com adicao e l ixiviacao de sat {solvent casting 

- particulate leaching), inversao de fases, injecao de gas, fused deposition modeling 

(FDM), freeze drying e outras, que tern sido propostas e uti i izadas para o 

processamento de materials poi imericos (BARBANT1 et ai.. 2005; Y O O N ; FISHER, 

2007; SHI 2006). 

Entre as tecnicas apontadas, a de freeze drying tern atra ido bastante atencao. 

A descoberta do congelamento como u m meio para secagem foi descrita por Gerrit 

de Veer em 1595, quando al imentos foram armazenados para uma expedigao. O 

atuai processo de congelamento e iiofil izacao foi testado e uti l izado em 1890 em 

Leipzig, na Alemanha. Esse metodo fo i de grande impor tance durante a Segunda 

Guerra Mundial , quando a Cruz Vermelha canadense teve que realizar uma 

distr ibuicao semaoai de ate 2000 unidades de p lasma de sangue humano. Durante a 

decada de 1950. a i iofi l izacao comecou a ser utif izada rotineiramente peias 

industrias de al imentos e medicamentos. Mas duas ult imas decadas varies textos 

sobre esse processo foram pubi icades, alguns deles focados nessas industrias 

(FRANKS, 2007). 

A tecnica de freeze drying permite a obtencao de estmturas altamente 

porosas, geraimente com caracteristjeas esponjosas ou de pos, por meio de 

congelamento da solucao de um determinado pol imero em temperaturas que podem 

variar entre -20^ C e -196° C, segutdo pefa remocao do solvente atraves de sua 

subl imacao em um equipamento denominado Siofilizador. Ass im, durante a 

Iiofil izacao, o espaco ocupado peSo eristais de gelo formados se torna vazio apos a 

subl imacao, or iginando os poros (CORRELO et a!.. 2007; FRANKS, 2007). 
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Normatmente, essezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA equipamenio, entre outras funedes, deve controiar a 

temperatura da amostra e do condensador de gelo, A lem disso.. o local onde a 

amostra sera mant ida para a secagem, chamado de "camara de vacuo", deve ser 

mantida a uma baixa pressao (menos de 100 mTorr), geraimente por mais de 24 

horas, para permitir a completa subl imacao do solvente. Apesar do tempo e energia 

consumidos no processo. quando comparada com outras metodologias mais 

economicas, exibe a principal vantagem de conseguir refer a estrutura porosa final 

do produto obtido, evi tando a sua desintegracao. Outra grande vantagem e a 

possibi i idade de adaptacao do material final em estruturas semelhantes, var iando os 

parametros exper imeniais, entre eles: a concentracao da solucao polimerica, a 

temperatura e velocidade de congelamento, o solvente uti l izado e a incorporacao de 

agentes porogenicos (CORRELOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA eta!., 2007: FRANKS 2007). 

A etapa de congelamento e de extrema importancia para o processo pois e 

nessa etapa que o tamanho e a distr ibuicao dos eristais de gelo sao definidos. 

Dependendo do tempo de congelamento e de como ele se processa, tem-se 

diferentes velocidades de congelamento e taxas de congelamento resultantes. Como 

a taxa de congelamento Induz a formacao de eristais de gelo de diferentes 

tamanhos, apos a Iiofil izacao o espaco ocupado por esses eristais f icara vazio e, 

consequentemente, afetara a geometr ia e tamanho dos poros no material seco. Com 

uma baixa velocidade de resfnamento T havera mais tempo para formapao e 

crescimento dos eristais de gelo, que poderao atingir um maior tamanho em relapao 

aqueies formados atraves de um congelamento rapido. Essas taxas juntamente com 

a temperatura tambem podem ser combinadas dividindo-se o congelamento em 

etapas (CHAVES: MARQUES: FREIRE ; 2009; CORRELO et 2007; HSHIEH et 

a/., 2007). 

Pitombo (1989) em seu estudo, estabeieceu escalas para a velocidade de 

congelamento e m termos de °C/s: mui to lento (abaixo d e 0,01 QCis), lento (de 0,01 

°C/s a 0,08 °C/s), rapido (0.06 °C/s a 50 °C/s) e super-rapsdo (acima de 50°C/s). 

Chaves, Marques, Freire (2009) real izou o estudo das curvas de congelamento em 

freezer convencionaf (-20 °C) e em nitrogenio li'quido - 196 °C), no intuito de 

determinar as taxas de congelamento proporcionadas por esses metodos. A 
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pesquisa indicou o congelamento e m nitrogenio l iquido como rapido {0,06° C/s a 

50 °C/s) e o congelamento emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freezer como muito iento (abaixo de 0,01 °C/s). 

A tecnica de freeze drying tern s ido universalmente escolhida para o 

processamento de produtos farmaceut icos estaveis devido a aspectos favoraveis 

aos campos tecnologico e economico. As baixas temperaturas protegem o material 

durante o processamento, sem que haja perda ou dano as suas caracterist icas 

intrfnsecas, e um processo aprovado peias autor idades reguladoras, pode ser 

realizada sob condicoes estereis, o produto seco pode ser rapidamente reidratado, e 

o formato do produto acabado e reconhecido e aceito pelos usuarios f inais, 

associados com qual idade e simples execucao (FRANKS, 2007). 

Para a engenhar ia de tecidos, e possivei ofeter arcaboucos com diferentes 

densidades, formas, porosidade, e forma e distribuigao de tamanho dos poros. A 

porosidade obtida pode ser superior a 90 %, com tamanhos de poro que geralmente 

var iam entre 15-200 um, attamente interconectados. A tecnica permite a 

incorporacao de ceiulas termossensiveis, como fatores de crescimento, diretamente 

no suporte poroso sem detriment© ao seu comportamento.. auxi i iando na construcao 

de sistema de l iberagao de farmacos. Ha uma i imitacao quanto as propriedades 

mecanicas dos produtos finais. devido a alta porosidade alcancada, que pode ser 

superada atraves da utiltzacao de agentes apropriados (SH! 2006: C O R R E L O et al., 

2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4 Tec ido Cart i laginoso 

Cart i iagem e um tecido conjuntivo altamente especial izado composto por 

condrocitos disperses embutsdos em uma rica matriz extraceiuiar. A matriz, 

composta pr incipalmente de proteogl icanos (22 a 28 % ) , eolageno tipo I! (48 a 62%) 

e agua, e diretamente responsavel peias propr iedades funcionais unicas desse 

tecido e promove forma, resii iencia e resistencia contra a compressao e 

cisalhamento. Apesar da estrutura relat ivamente simples, a cart i iagem apresenta 

pouca capacidade para a reparac§o e regeneracao devido a varies fatores como a 
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faita de ceiulas progenitoras e vasculanzacao, umazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA populacao de ceiulas esparsas e 

al tamente di ferenciadas : e uma regeneracao da matnz lenta (SUH; MATTHEW, 

2000: YANG; EUSSEEFF. 2007; BITTEN COURT, 2008; MOROZ, 2009). 

Existem Ires t ipos de cart i iagem: a cart i iagem hialina. cart i iagem eiastica e 

f ibrocart i lagem. Cada t ipo tern diferentes propr iedades funcionais e, portanto, 

diferentes conteudos bioquimicos. Cart i iagem hialina e rica em coiageno t ipo II e 

proteogl icanos e e encontrada principaimente na superficie das art iculacoes, onde 

serve como um amortecedor. Cart i iagem eiastica e const i tuida por f ibras elasticas, 

nao exclusivamente o coiageno. A s f ibras elast icas dao a este t ipo de cart i iagem a 

capacidade de se deformar e voltar a forma. Exemplos de cart i iagem eiastica 

incluem o ouvido externo, a epigtote, e a porcao superior da laringe. Fibrocart i lagem 

e rica em coiageno tipo I e e encontrada em tecidos que estao sujeitos a forcas de 

tracao, tais como o disco intervertebral (GOUGH, 2007: YANG: EUSSEEFF, 2007; 

MOROZ, 2009). 

A cart i iagem hialina, que reveste a superf icie das art iculagoes sinoviais pode 

medir no adulto de 2 a 4 mm de espessura, os condrocitos apresentam-se em 

disposicao zona!, a matriz e composta de 68 a 8 5 % de agua, o que confere 

elasticidade ao tecido carti laginoso. Macroscopicamente, a cart i iagem art icular e 

bri lhante, l isa, branca e semi-rfgida. Microscopicamente, a cart i iagem articular 

divide-se em varias zonas, como ilustra a FigurazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 4 ( G O U G H ; 2007; B ITTENCOURT, 

2008). 

A cart i iagem apresenta a menor densidade celular se comparada com 

quaiquer tecido do corpo, com menos de 5% de ceiulas por volume. Sob 

compressao, se comporta como u m material poroelastico, segundo o qua! a sua 

resposta a cargas de compressao e de f requencia e tensao dependentes 

(HARRISON, 2007). 
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Figura 4: Organizacao da cart i iagem articular zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fi lers zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

f.mi \y ;i .»rt' a i l " . 

C " v ; j r ^ t i , 

Fonts: BiTTENCOURT, 2008. 

A osteoartrite, doenca articular degenerativa., artrose ou osteoartrose (OA), 

como ainda e designada, acomete grande parte da populacao acima dos 45 anos. 

Entre as ai teracoes morfoiogicas, a cart i iagem articular perde sua natureza 

homogenea e e rompida e f ragmentada : com f ibr i lacao, f issuras e ulceracoes. 

Quando se trata da histoiogia do tecido a OA esta associada a aiteracoes do 

coiageno, de proteogficanas. da s intese de condrocitos, da hidratacao e das 

propr iedades mecanicas da cart i iagem (BITTENCOURT, 2008) . 

Mais de 1 rnilhao de procedimentos cirurgicos nos Estados Unidos envoivem 

a substituicao de cart i iagem. Terapias convencionais incluem perfuracao e 

desbr idamento, transpiante autofogo de cart i iagem, e tmpiantacao de po imeros 

artificials ou prdteses metaitcas. A perfuragao e desbr idamento pode fornecer alivio 

imediato dos sintomas, mas geraimente resulta na producao de um tecido 

f ibrocart i laginoso com resuftado desfavoravel a fongo prazo. O transplants pode ser 

um tratamento eficaz para pacientes com pequenos defeitos, mas sua apl icacao e 

limitada devido a oferta insuficienie de doadores d e tecidos. a morbidade do sit io 
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doador s e aszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA dificuldades tecnicas para moldar o tecido transplantado em formas 

tr idimensionals complexas no hospedeiro. Proteses artificials podem ser uma fonte 

de infeccao, com depostcao de proteina indesejada e fortes respostas imunologicas, 

sem capacidade de adaptacao a pressoes decorrentes da movimentacao muscular 

(YANG; EL1SSEEFF, 2007; MOROZ, 2009). 

Dada a impor tanda clinica da lesao da cart i iagem e os resultados 

desfavoraveis para as terapias convencionais utilizadas, as pesquisas atuais 

procuram abordagens diferenciadas para melhorar o tratamento desse tecido, 

encontrando possiveis soiucoes na utiiszacao de estrategias da engenharia teciduai. 

Avancos significativos tern sido alcancados devido a sua estrutura relat ivamente 

simples, porem as funeoes mecanicas exclusivas do tecido requerem composipoes 

moleculares distintas com arquitetura ot imizada. Vanas consideracdes devem ser 

feitas no intuito de minimizar a tendencia de condrocitos a se diferenciarem em 

ceiulas semelhantes aos fibroblastos, mas que nao possuam os atr ibutos f isico 

mecanico ideais (HARRISON, 2007: YANG e ELISSEEFF, 2007). 

A cultura de condrocitos permite identif icar condicoes sob as quais o reparo 

da cart i iagem ocorre e descobrir rrielos especlf icos para a prevencao de danos ou 

mesmo a interrupcao de sua destruicao e aumentar a ceiular idade para possivel 

implante. Var ios sistemas de cultura sao usados na expansao dos condrocitos, entre 

eies: a denominada cultura de condrocitos em monocamadas, cultura em sistema 

tr idimensional em esponjas, i iustrada na Figura 5 (BITTENCOURT, 2008). 



42 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 5: Esquema das estrategias da engenharia teciduaf apl icadas a carti iagem 

articular, desde a coleta de ceiulas do individuo, semeadura em arcaboucos e 

implante no paciente 

£eS — * zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

y / * * Growth r«tt»s * So!W * Itowtta 

Scaffold 

— S » i 
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Forte: CHUNG;zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA BURDICK, 2008. 

3.5 Biomater ia is 

A definicao inicial que considera os biomateriais como aqueles materiais 

capazes de tratar, aumentar ou substituir, quaiquer tecido, orgao ou funcao do corpo 

esta em constante evolucao, agrupando as funcoes e concertos que os novos 

campos propoem. No entanto, a lgumas caracterist icas ja foram dei imitadas por 

diversos pesquisadores a exempio da interdisciplinaridade, da af inidade que os 

cientistas da area devem demonstrar com as ciencias dos materiais, do 

desenvolv imento dos disposit ivos de biomateriais (envofvendo desde a identif icacao 

da necessidade, desenvolvimento, manufatura, implantacao e remocao do 

disposit ivo no paciente), da magni tude da necessidade e do campo comercial (que 

envolve questoes comercia is e et icas pert inentes) (LIMA, 2010). 

Sendo assim, de acordo com uma abordagem geraf para os disposit ivos 

medicos em evolucao, os biomateriais podem ser descri tos como materiais artificials 
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utslizados para reparar, auxil iar ou substituir tec idos ou orgaos danif icados. Para que 

urn determinado material possa ser considerado um biomaterial, deve satisfazer 

certos requisites com relagao ao seu comportamento f isico. mecanico e qufmico, e 

tambem ser b iocompat ivei . Por exempio, o materia! deve ser forte o suficiente para 

suportar cargas fisiologicas, ser resistente a degradaeao indesejavel ou a corrosao, 

nao ser carcinogenico ou mutagenic©, entre outras propriedades. Muitos fatores, tais 

como tamanho, forma, composicao, rugosidade e carga exercem influencia decisiva, 

de acordo com a apiicagao desejada (SHI, 2006; WILLIAMS, 2008). 

Atuaimente os biomatenais tern s ido uti l izados e m vastas apl icagoes como 

biosensores, implantes, sistema para i iberagao controfada de drogas, lentes 

intraoculares. arcaboucos para a regeneracao de tecidos, etc. para solucionar 

problemas que abragem todos os s istemas do corpo. Para atender as solicttacoes 

especif icas para cada apl icacao sao uti l izados materiais metalicos, poi imericos e 

ceramicos. A cada ano sao desenvolv idos novos biomateriais com o intuito de 

oferecer novas opcoes de tratamento para diversas enfermidades (AIMOLI , 2007; 

BARBOSA, 2011). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.5J BiocompatihiMdade, Bjodegradabiiidade, Bioabsorg&o 

O fator mais importante que dist ingue um biomaterial de quaiquer outro 

material e a sua capacidade de estar em contato com os tecidos do corpo humano 

sem causar um grau inaceitavei de danos. Os materiais e os tecidos podem interagir 

de varias maneiras diferentes, de tal forma que esta coexistencia pode ser 

compromet ida, e a. investigaeao de biomateriais capazes de fornecer um melhor 

desempenho para os disposit ivos e indispensavel (SHI, 2006; WILLIAMS, 2008). 

Nesse ccntexto, Wi l l iams (2008) coloca que a chave para a compreensao da 

biocompatibi l idade e a determinacao de quais mecanismos quimicos, bioqufmicos, 

f lsiologicos, f is icos ou de outra ordem se tornam operat ivos e porque, de acordo com 

as condicoes especi f icas associadas ao contato entre os biomateriais e os tecidos 

do corpo, e quais as consequencias dessas interacoes. Dessa forma, a 
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biocompatibi l idade se refere a habi l idade de um mater ia! de desenvoiver uma 

resposta bioiogica apropr iada em uma situagao especif ica. Uma serie de fatores 

contr ibuem para o t ipo de resposta do tecido gerado pelo biomaterial, incluindo a 

forma e o tamanho do implante, a sua reatividade quimica, o mecanismo, a taxa e 

subprodutos de degradaeao; local de imp lantac io , e as especies hospedeiras 

(KARANDE; A G R A W A L , 2008). 

Para a engenharia tecidual, a biocompatibi l idade e o principal requisito para 

quaiquer t ipo de arcabouco. E necessario que atraves deste seja obt ida uma 

resposta benefica das ceiulas semeadas e uma resposta imune apropr iada do tecido 

hospedeiro em implantacao. As interacoes que ocorrem entre o arcabouco, ceiulas e 

tecidos devem ser favoraveis, sem quaiquer potencial de dano devido a 

citotoxicidade induzida, a geracao de uma resposta imunoldgica adversa, ou a 

at ivacao das vias de coaguiacao do sangue. Centre os materiais b iomcompat iveis 

estao aqueles classif icados como biodegradaveis, bioreabsorviveis e bioabsorvtveis. 

(KARANDE; A G R A W A L , 2008). 

O termo biodegradacao e uti l izado quando um agente biologico, tal como uma 

enzima ou um microbio, e um componente dominants no processo de degradaeao 

de disposit ivos solidos e o os subprodutos dessa degradaeao podem ser removidos 

do local de acao mas nao necessar iamente remodelados no corpo humano 

(BARBANTIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a/_, 2005; BURG; ORR. 2008). De acordo com Arshady (apud 

C A M E R O N e KAMVARI -MOGHADDAM, 2008), a biodegradacao pode ser 

considerada como a desintegracao, erosao, decomposicao e/ou quebra de cadeia 

de um material em fragmentos metabol izaveis ou excretaveis, no corpo humano, em 

modelos animals, ou em ambientes ex vivo ou in vitro., que representam ou 

mimet izam o ambiente corporal. 

Existem diversas definigdes sobre os pormenores que envolvem a 

degradaeao. com quest ionamentos direcionados a pontos como o nivel de 

el iminacao do material, o processo de degradaeao, a geometr ia dos componentes e 

o local do implante (BURG; ORR, 2008; WILLIAMS. 2008). 

A biodegradabi l idade de um arcabouco apresenta um papei importante no 

desempenho a longo prazo de um materia! para engenharia de tecidos, pois afeta 
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varios processos celulares que envolvem principalmente a resposta do hospedeiro. 

No caso da local izagao do implante deve-se considerarzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA a vascular izacao loca! e a 

solicitacao mecanica. Se o material e impiantado em u m sit io de al ia vascular izacao 

(grande atividade vital), sua velocidade de degradaeao sera mais rapida em relacao 

a uma regiaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA menos vascufarizada, de funodes passivas. Local's de grande 

solicitacao mecanica tambem tern sido descri tos como aceleradores da degradaeao 

(BARBANTi et aL. 2005; KIM et aL: 2008), 

A bioreabsorcao e um termo apl icado aqueles materials cujos produtos de 

degradaeao (compostos de baixo peso molecular) sao removidos totalmente atraves 

de at ividade celular e m ambiente biologico. Geraimente, a bioreabsorgao e 

percebida como um sinonimo de absorcao, porem os materiais absorviveis podem 

ser considerados como um subconjunto biologico especial izado dentro do grupo 

classit lcado como materiais degradaveis (BARBANTI et aL, 2005; ARSHADY apud 

C A M E R O N e KAMVARI -MOGHADDAM, 2008). 

Materiais bioabsorvlveis sao aqueles que dissolvem (ou dispersam) em 

biofluidos, e sao el iminados do corpo sem que haja uma desintegracao ou colapso 

de sua estrutura. Mult iples mecanismos quimicos e bioidgicos sao acionados no 

corpo durante a degradaeao e bioreabsorcao de um material (BARBANTI et aL, 

2005; BURG; ORR, 2008; WILLIAMS, 2008) . 

Entre os fatores que determinam a resposta infiamatoria e a taxa de 

degradaeao dos pol imeros bioreabsorviveis, a lem daqueles relacionados ao tecido 

em questao, tem-se: massa molar, distr ibuicao da massa molar, composicao 

quimica/esterioisometr ica, cristai inidade, morfologia, envolvendo o tamanho e 

geometr ia do suporte desenvolvido, porosidade, rugosidade da superficie, energia 

livre de superficie, carga de superf icie, p H ; presence de adit ivos e outros 

(BARBANTI e ra / . , 2005). 
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3.6 Pol imeros na Engenhar ia de T e c i d o s Cart iJagmosos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os pol imeros sao const i tuidos de macromoieculas organicas ou inorganicas, 

naturais ou sinteticas, que possuem unidades quimicas f igadas por covaleneia, 

repetidas reguiarmente ao iongo da cadeia, denominadas meros (VISSERzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et ai., 

1996). Canevarolo Jr (2002) def ine um pol imero como uma macromoiecula 

composta por mui tas unidades de repet icao denominadas meros, unidos por 

l igacoes covaientes. Quimicamente, eles tern como base o carbono, hidrogenio e 

outros e iementos nao metal icos (CALLISTER S 2002) . 

Pol imeros sao sintet izados por um processo denominado pol imerizacao, e o 

numero de vezes que o mero se repete nas moleculas do pol imero e denominado de 

grau de pol imerizacao. O grau de pol imerizacao e bastante variavel podendo ir da 

ordem de alguma unidades (ol igomeros) ate milhares e mi lhoes de unidades de 

repeticao, e e um dos fatores que influencia a sua vasta aplicabil idade (LUCAS; 

SOARES; MONTEIRO, 2 0 0 1 ; STEVES, 1999). 

Os pol imeros tern s ido amplamente uti l izados como biomateriais para a 

fabr icacao de disposit ivos medicos e arcaboucos na engenhar ia de tecidos. Os 

pol imeros uti l izados como biomateriais podem ser classrficados como aqueles de 

or igem natural (biopol lmeros, biodegradaveis) e de or igem sintetica (biodegradaveis 

e nao-biodegradaveis). Pol imeros sinteticos representam a maioria dos biomateriais 

pol imericos desenvolvidos, uti l izados principaimente devido as suas propriedades 

f ls ico mecanicas, com limitapoes quanto a compatibi l idade e degradabi l idade em 

relacao aqueles de or igem natual. Pol imeros de or igem natural, tambem chamados 

de biopol lmeros consistem em uma classe importante dos biomateriais devido as 

suas caracterist icas de biocompatibi l idade, b iodegradacao e disponibi l idade 

abundante (SHI, 2006). 

O conceito de engenhar ia de tecidos relacionado ao reparo de cart i iagem foi 

proposto pela pr imeira vez por Green em 1977, enquanto a incorporacao de 

arcaboucos pol imericos para regenerapao de tecidos ocomeu no inicio da decada de 

80. Recentemente, os conceitos dessa area tern sido apl icados para a cart i iagem 

articular. Uma grande var iedade de materials pol imericos, de or igem natural e 



47 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

sintetiea, biodegradaveis e nao-biodegradaveis tem sido introduzidas no reparo 

dessa cart i iagem {SUB; MATTHEW, 2000;zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Y O O N e FISHER, 2007). 

Os pol imeros sinteticos atuaimente explorados para a reparacao da 

cart i iagem incluem: pofi a-hidroxi acidos (PLLA, PGA e PLGA), PEG. poll (NIPAAm), 

poli (propileno fumaratos), e poi iuretanos. No entanto, na maioria dos casos, esses 

pol imeros nao provocam interacoes celula-arcabougo favoraveis ao 

desenvolv imento saudavef da matriz extraceiuiar. A lem disso, os subprodutos de 

degradaeao podem ser toxicos ou induzir uma resposta inflamatoria mais intense. 

(CHUNG; BURDICK, 2008; MOROZ, 2008). 

Entre oszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA principals materiais d e or igem natural uti l izados para a fabricaeao 

das esponjas com resuitados favoraveis para a cart i iagem pode-se citar o coiageno, 

a f ibrina, o gel de agarose, o hidrogel de alginato e a quitosana. Pol imeros naturats 

podem interagir com as ceiulas atraves d e reeeptores de superf ic ie celular, e regular 

ou dirigir as funcoes da celufa. No entanto, devido a esta interacao, podem tambem 

estimular uma resposta do sistema imune. Os pol imeros naturais apresentam, no 

geral, propr iedades mecanicas baixas. E m ambos os casos, propr iedades f isieas e 

quimicas desses pol imeros podem ser modif icadas no intuito de alterar as 

propriedades mecanicas e d e degradaeao dos arcaboucos (MOROZ, 2008; GOUGH, 

2007). 

3.7 B i o p o l l m e r o s 

Segundo Johnson, Mwaikambo, Tucker (2003), os biopol lmeros sao 

pol imeros biologicos (nao fosseis) em sua or igem, o u suscet iveis a digestao por 

microorganismos ou decomposicao qufmica no ambiente (por exemplo, hidrolise e 

oxidacao). idealmente, um biopol imero apresenta as duas caracterist icas. A 

existencia de tais materiais incita a crit ica sobre o s pol imeros sinteticos usualmente 

empregados. Apesar de at ingirem aos requisrtos pratfeos a que sao chamados, sao 

produzidos a partir de materias pr imas fosseis insubstituiveis e. apesar de duraveis, 

sao de dificil e l iminacao ao final ote sua vida util. 
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A materia dos materials formados nazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA natureza durante os cicios de vida das 

plantas, animais, bacterias e fungos sao pol imeros ou composi tes de matriz 

polimerica. Biopol lmeros incluem os poi issacarideos, como celulose, amido e 

quit ina, os pol imeroszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA provenientes de carboidratos produzidos por bacterias e fungos 

e a base de proteinas animais como gelatina e coiageno (JOHNSON; MWAIKAMBO: 

TUCKER, 2003: AUSTIN, 2007) . 

Os pol imeros naturais estao sendo extensivamente uti l izados como 

biomateriais, em grande parte, porque sua estrutura apresenta semelhancas 

quimicas e biologicas com o tecido humano que se pretende substituir, atendendo 

aos requisites de biodegradabi l idade e biocompatibi l idade exigidos para tais 

apl icacoes. Suas cadeias estruturais podem ser modi f icadas por metodos 

especif icos atraves da var iacao de seus grupos funcionais, al terando suas 

caracterist icas, o que proporciona versati l idade de processamento e uso. A lem 

disso, esses materiais estao disponrveis na natureza em grandes quant idades e por 

um custo mais baixo (SHI, 2006; AUSTIN, 2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7.1 Quitina e Quitosana 

A quit ina, um pol issacar ideo abundante na natureza, pode ser encontrada 

como microfibri las cristal inas ordenadas formando componentes estruturais em 

muitos organismos aquaticos, temestres e a lguns microorganismos, sendo sua 

principal fonte de obtencao o exoesqueleto de crustaceos (caranguejos, camaroes, 

iagostas e siris). Esse pol issacar ideo e const i tuido por uma sequencia l inear de 

agucares monomer icos formada por unidades 2-acetamino-2-deoxi-p-D-gl icose e 2 -

amino-2-deoxi-p-D-gl icose l igadas atraves de l igagoes do t ipo p(1~^4) possuindo, 

assim, estrutura semelhante a das f ibras de celulose. A di ferenca estrutural entre 

estas duas f ibras pol issacarldeas se deve aos grupos hidroxila, local izados na 

posicao dois, que sao subst i tu ldos na quit ina por grupos acetamino. A estrutura da 

quitina e i lustrada na Ftgura 6 (URAGAMi ; TOKURA, 2006: A IMOLI , 2007; 

FIOROTTI , 2009). 
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Figura 6: Estrutura da quit ina 

Fonte: FIORGTTi, 2009, 

A fase cristalina da quitina e ordenadazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e, atraves de ansl ises por Difracao de 

Raios X, tres formas poi imorf icas da quitina foram encontradas: a S e y-quitina, as 

quais diferem no arranjo de suas cadeias nas regides crisfalinas, como ilustra a 

Figura 7. Os parametros cristalograficos para os pol imorfos a- e p-quitina podem ser 

comparados pelo Quadro 3.. A a-quitina e a mais estavel e tambem a mais 

abundante, uma vez que ambas p- e y-pol imorfas sao irreversivefmente convert idas 

em a-quit ina atraves de tratamentos adequados. Sua celufa unstaria e ortorrdmbica, 

no seu amanjo as l igapdes de hidrogenio inter e intramoieculares sao favorecidas, e 

as foihas antiparaleias sao responsaveis pela insolubil idade. Apresenta grau de 

cristalinidade acima de 8 5 % (RiNAUDO, 2006: URAGAJVH; TOKURA, 2006; 

CAMPANA-F iLHOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a!., 2007). 

A ocorrencia da p-quitina e muito menor em reiaeao a a-quit ina. Nesse 

arranjo, as foihas paraleias nao favorecem as i igacoes de hidrogenio exibindo maior 

reatividade, intumescimento em agua e soiubii idade; sua ceiuia unitaria e 

monocHnica, apresenta grau de cristal inidade de aproximadamente 72%, e um 

empacotamento menos denso que o da a-quitina. A y-quitina e composta por duas 

cadeias de disposigao antiparaleia intercalada por uma cadeia paralela, considerada 

uma combinagao entre a a- e p-quitina (RINAUDO, 2006: CAIv lFANA-FlLHO et ai., 

2007). 
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FigurazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 7: Representaeao esquemat ica das estruturas polimofieas da quitina 

t 

Fonte; CAMPANA-FILHOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etal., 2007. 

Quadro 3: Parametros cristalograficos para os pol imorfos a- e p-quitina 

a (nrn) r 6 (nm) 

„ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

c (nm) Grupo 

Espacial 

a-quitina 0.474 1.886 1.032 

. . . 

90 P 2 i 2 i 2 i 

p-quitina 0.485 0.926 1.038 97.5 P2, 

Fonte: Adaptado de RiNAUCX). 2006. 

Durante o processamento industrial, a quit ina e extraida atraves de 

tratamento com acido para dissolver o carbonato de ca!cio : seguido de extracao 

alcalina para solubi l izacao das protefnas. Alem disso. e realizada, muitas vezes, a 

descoloragao para a remocao de restos de pigmentos e obtencao de um produto 

incolor. Estes t ratamentos sao adaptados para cada fonte de quit ina. A quitina 

resultante deve ser caracterizada em termos de pureza e cor, ja que proteinas 

residuais e pigmentos podem ocasionar problemas durante sua uti l izacao, 

especialmente para produtos biomedicos (RINAUOO, 2006) . 

A o f im das etapas de pre-tratamento obtem-se um material solido, pol imero 

de estrutura irregular e natureza semicristal ina A quit ina quando pura pode ser 

caracterizada como um po de ooloracao amarelada, de estrutura irregular, 

semicristal ina, insoiuvel em agua, solvente organico e em alguns acidos e bases 
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ciluidas, sendo somerrte soluvel em soiuooes de N-Dimeiiiaceiamida/Cloreto de 

Litio. Em acidos minerals concentrados ocorre degradaeao da cadeia pol imerica 

(FIOROTTI , 2009). 

A qui tosana foi descrita peia primesra vez em 1859 por Rouget, quando do 

contato da quitina com uma solucao de hidroxido de potassio em ebuiicao. Este 

novo produto foi denominado "quitina modif icada" e, mais tarde. em 1894, Hoppe-

Seyler designou-o pela primeira vez com o nome 'quitosana". Seu estudo e 

apl icacao so vieram a intensif icar-se por vol ta de 1970. E o der ivado mais importante 

da quit ina em termos de apl icacoes. cujo g rau de desaceti lacao, distr ibuicao de 

massa molar e conteudo de impurezas dependem das fontes naturais de materia 

prima e dos metodos de preparacao api icados (URAGAfvli; TOKURA, 2006; 

F I O R O T T I 2009). 

De acordo com os estudos apresentados por Hennig (2009), a diferenga entre 

a qui tosana e a quit ina e a el lminacao do grupamento aceti l l igado ao grupo 

acetamino na posigao 2. A quit ina pode ser convert ida em qui tosana por meios 

enzimaticos ou por desacet i lacao alcai ina ; sendo esse ult imo o metodo mais 

uti i izado. Durante o curso da desacet i lacao alcalina, parte das l igapoes N-acetii sao 

rompidas com a formacao de unidades D-glucosamina ; que contem um grupo 

aminico livre. A reacao de desacet i lacao da quit ina. produzindo qui tosana, hidroxido 

de sodio e acido acetico, e i lustrada na Figura 8. 

Segundo Hennig (2009), a qui tosana pode ser considerada uma pol iamina na 

qual os grupos amino estao disponiveis para reagoes quimicas (preparacao de 

derivados) e formacao de sais com acidos. 

Figura 8: Conversao da quit ina e os produtos resuftantes da reacao 

Fonte: HENNIG, 2009. 
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Segundo Anion ino (2007), a qui tosana pode ser definida como urn copol fmero 

de 2-amino-2-deoxi-j3~D~g!icose e 2~acetamino-2-deoxi~p-D-glicopiranose, de 

composjcao variavel em funcao do grau residua! de aceti lacao. cujas unidades 

tambem sao unidas por l igacoes gl icosfdicas p-(1,4) (Figura 9), Quatro cadeias de 

qui tosana e oito moleculas de agua sao empacotadas e m uma celula unitaria 

ortorrombicazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( P 2 i 2 i 2 i ) com as seguintes d imensoes a = 0.895 (a = 0.807 nm), b = 

1.697 (b = 0.844 nm), c = 1.034. (URAGAMI ; TOKURA, 2006). 

Em gera! 5 quando o numero de unidades N-glucosaminas e igua! ou superior 

a 50%, o biopolfmero e denominado quitosana. Dessa forma, qui tosana e um 

nome gener ico que representa uma fami i ia de quit ina N-desaceti lada, com 

diferentes graus de desacet i lacao (AIMOLl , 2007; F IOROTTI , 2009) . 

O grau de desacet i lacao (GD) e uma propr iedade quimica muito importante 

da quitosana, sendo um parametro que expressa o conteudo medio de unidades de 

gl icosamina nas cadeias desse biopol imero. EssezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA parametro e capaz de influenciar 

as caracterist icas quimicas, f is icas e biologicas do biopol imero (Quadro 4) . Do ponto 

de vista quimieo, o GD da qui tosana exerce infuencia sobre a lgumas de suas 

propriedades. tais como, relagao hidrofi i icidade/hidrofobicidade, capacidade de 

reticulagao na presenca de determinados agentes de entrecruzamento, solubi l idade 

e viscosidade de suas sotugdes (GONSALVES et a/., 2011). 
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Quadra 4: Relacao entre os parametros estruturais e as propr iedades da qui tosana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

PROPRIEDADE zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA• • " mmctrnMnrnmimmumt-
S ' j t i i i dade tzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA GD 

Ci istaHnidaae 4 GD 

Sfodegradabliiriade ' . 4 GO * Peso Molecular : , 

• • Viscosidsrie ' • * GD 

Biocompatibil idade '". t GD 

Mucoadesac .. t GO f Peso Molecular 

. Analgesica t GD 

•• Antfmicrobidna - '. . . f / G D 

; Antioxidante „. \ ; .4'GO ' * rf%$o Molecular . 

Hemcstatica ; . " t 6 0 

a * diretamente propon: tonal a propriedade 

* in versa mente proporcional a propriedade 

Fonte: Adaptado de DASHzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2011. 

O seu peso molecular pode variar de 300 g/mol a mais de 1000000 g/mol. A 

qui tosana apresenta tres tipos de grupos funcionais reativos em sua cadeia: um 

grupo amino e grupos bidroxifa primaries e secundar io nos carbonos (2), (3) e (6), 

respectivamente. Sua al ia hidrofi l icidade e resultado do grande numero desses 

grupos, que permitem modmcacoes quimicas que resultam na formaeao de 

inumeros derivados, uteis para aplicagoes especif icas (AIMOLf, 2007; KIM et al., 

2008) . 

A qui tosana e somente sofuvel em so lucces aquosas de acidos fracos com 

pH<6 (acidos organicos e inorganicos). Sua soiubi l idade depende da distribuigao dos 

grupos amino iivres e dos grupos N-acetil. Em meios f racamente acidos, a 

solubii izagao ocome por protonacao do grupos amino Iivres (da posicao C-2), quando 

o pol issacarideo e convert ido em um polieletrolito. Apos dtssolucao em meio acido, 

os grupos amino Iivres da qui tosana tomam-se protonados ( -NH 3 *) . o que facii ita sua 

solvatacao em ague. Essa e a razao peia qual o biopol imero passou a ser 

classifcado como um polieletrolito cationico e tambem o principal motivo para a 
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modif icacao da quit ina e m qui tosana. Outras modi f icacoes podem ser real izadas na 

estrutura macromolecuJar tanto da quitina quanto da qui tosana para ampl iar o 

espectro de soiubi i idade (GONSALVESzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a t , 2 0 1 1 ; R INAUDO, 2006; U RAG A M I; 

TOKURA, 2006). 

Alguns acidos inorganicos di luidos, tais como acido nitrico, clortdrico, 

perciorico o u fosforico podem ser uti l izados para preparacao de solucoes de 

quitosana. Sua soiubi i idade e normaImente investigada atraves da dissolucao em 

acido acetico, um acido organico, a 1 % ; estudos demonstraram que esse acido 

reduz a viscosidade da solucao d e qui tosana mais que outros acidos (AIMOLi , 2007; 

F iOROTTi , 2009; DASH et aL. 2011). 

A qui tosana se destaca como um ot imozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA candidate para um amplo espectro de 

apl icacoes, apreserrtando propr iedades biologicas unicas, que incluem: 

biodegradabi l idade, biocompatibi l idade, nao toxicidade, notavel af inidade a 

proteinas, acao antibacteriana, hemostat ica, funglstat ica e propriedades 

antitumorais. A qui tosana e um produto natural, de baixo custo e renovavei, de 

grande importancia economica e amb ien ta l (AZEVEDO et at, 2007; KIM et aL, 

2008). 

Devido a suas excelentes propr iedades de processamento e quando em 

interacao com o corpo humano. a quitosana vem sendo testada para apiicagao em 

uma var iedade d e formas, tais como hidrogeis, fibras, membranas, micro esferas e 

arcaboucos porosos. Este biopol imero tern s ido investigado principalmente em dois 

campos biomedicos: tern s ido uti l izado em conjunto com a quit ina no tratamento de 

feridas, ulceras e queimaduras, de acordo com suas propr iedades hemostat icas e 

seu efeito cicatrizante: e dada sua afinidade celular e biodegradabi l idade, tern s ido 

apficada na regeneracao e restauracao de tecidos, indu indo a sua uti l izacao como 

um material estrutural na engenhar ia de tecidos (MELO, 2009; NWE; FURUIKE; 

TAMURA, 2009). 
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3,7.1,1 Quitosana na Engenharia de Tecidos Cartiiaginosos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Estudos sobre a quitosana como biomaterial para api icacao na engenhar ia de 

tecidos foram intensif icados durante os ult imos 25 anos. A biocompatibi l idade da 

qui tosana minimiza inf lamacdes iocais adicionais, alem de atuar como acelerador da 

reparacao tecidual por aumentar a produgao de matriz extraceiuiar atraves do 

aumento de prodocao de fatores de crescimento (KM et aL, 2008; DASH et aL, 

2011). 

O conhecimento das estruturas (fisica e quimica) e propr iedades f is ico 

qu imicas e essenciai para a compreensao das propr iedades biologicas dos 

biomateriais concebidos com a quitosana. E part icularmente importante que se 

estabeleca uma relagao entre as estruturas e as respostas biologicas (DOMARD, 

2011). 

A natureza cationica da quitosana e sua alta dens idade de carga em solucao 

permitem a formacao de complexes insoiuveis ionicos ou coacervados com uma 

grande variedade de pol imeros soluveis em agua, a lem de interacoes eletrostaticas 

com gl icosaminogl icanos (GAGs) e proteogl icanos distr ibuidos ampiamente por todo 

corpo. Esta propnedade e uma das mais importantes para api icacao na engenharia 

de tecidos, principalmente para a r e g e n e r a t e de tecido cart i laginoso articular, ja 

que os glucosaminogl icanos desempenham um papal crucial na modulagao da 

morfologia, diferenciacao e funcao dos condrocitos (SUH; MATTHEW, 2000; 

URAGAMI ; TOKURA, 2006; DASH ei al, 2011) . 

De fato, a biocompatibi l idade, a atividade antibacteriana intr inseca, o 

reconhecimento de fatores de crescimento, e a capacidade de processamento em 

uma var iedade de form as macro e narvo torna a quitosana um material para 

arcaboucos de destaque para a cart i iagem, mas o estudo da qui tosana para essa 

api icacao e bastante reeente (DUTTA: DUTTA, 2011). 



56 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7.1.2 Arcaboucos de quitosana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Uma das caracterist icas mais promissoras da qui tosana e sua exceiente 

habi l idade para ser proeessada e m estruturas porosas com poros interconectados 

para formacao d e arcaboucos, que podem ser moldadas em diversas formas como 

membranas, blocos, f ibras e microesferas. As propriedades mecanicas e biologicas 

dos arcaboucoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA produzidos dependem das propr iedades da qui tosana uti i izada, tais 

como peso molecular e grau de desacet i lacao (GD), e do metodo de preparacao 

(NWE; FURUIKE; TAMURA, 2009) . 

As estruturas de quitosana porosa podem ser facifmente fabr icadas pelo 

metodo de freeze drying. A tecnologia freeze drying e bastante uti i izada para 

solucoes de quitosana-acido acet ico, atraves do congelamento e Iiofil izacao em 

moldes apropriados. A separacao do acetato de qui tosana a. partir da fase do cristal 

de gelo e a subsequente remocao do gelo por Iiofil izacao geram u m material poroso 

cujo tamanho medio de poros pode ser controlado var iando-se a velocidade de 

congelamento. A lem disso, as propriedades dos arcaboucos podem ser controladas 

pela mudanca de concentracao da qui tosana e temperatura e velocidade de 

congelamento (LARANJEJRA; FAVERE, 2009; Y A N G e fa / . , 2010). 

A compreensao e controle da taxa de degradaeao desses disposit ivos e de 

grande interesse uma vez que essa propr iedade e requerida para a regeneragao 

tecidual. Existem poucos estudos envolvendo a degradaeao in vivo da quitosana. 

Estes apontam a l isozima como a principal enzima responsavei por sua degradaeao 

in vivo, e seus produtos de degradaeao consistem e m ol igossacar ideos (N-aceti l -D-

gl icosamina) de cadeias de var iados tamanhos, os quais, a lem de apresentarem 

propriedades cicatr izantes e antimicrobianas, sao totalmente absorviveis pelo 

organismo (REN et ai.f 2005; KIM et a/., 2008; N W E ; FURUIKE; TAMURA, 2009; 

DASH e fa / . , 2011) . 

Estudos previamente rea feados demonstram que a degradaeao aumenta a 

medida que diminui o grau de desacet i lacao (GD). Tambem foi observado que a 

cinetica de degradaeao pareee ser inversamente proporcional ao grau de 
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cristal inidade que e controlado pr indpa jmente pelo G D . A disfr ibuicao dos grupos 

acetil tambem parecem afetar a biodegradabi l idade (DASHzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et aL, 2011). 

A disposicao dos grupos acetil e sua distr ibuicao homogenea (aleatoria, em 

vez de biocos) resuita em taxas muito baixas de degradaeao enzimatica. No entanto, 

varios estudos reiataram que a taxa de degradaeao e afetada tambem pelo 

compr imento das cadeias (massa molecular). Taxas de degradaeao muito rapidas 

da quitosana causam um acumulo de aminossacar ideos que podem produzir uma 

resposta inflamatoria. Basicamente, em condigoes e tempo adequados, a quitosana, 

na maioria dos cases, degrada o suf idente para ser excretada (KM et aL, 2008; 

NWE; FURUIKE; TAMURA, 2009; DASH et al., 2011) . 

Com o aumento do grau de desacet i lacao (GD) do pol imero, as interacoes 

entre a quitosana e as ceiulas aumentam devido a presenca de grupos amino Iivres 

e, consequentemente, a adesao e prol i feracao ce lu la r dependendo do tipo de 

celula, tambemzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variam com o GD (DASH e l a/., 2011) . 

Os arcaboucos de quitosana, quando apl icados, geralmente apresentam 

grande adsorcao de agua. que pode faeilitar a retencao de f luidos corporais e 

nutrientes necessarios ao crescimento do tecido. A presenca do grupamento amino 

primariozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (-NH2) e do grupo hidroxila (-OH) nao so aumenta a af inidade do material 

com a agua. como tambem fo rma l igagoes de hidrogenio (YANG et aL, 2010) . 

De acordo com os estudos de Hsieh et aL (2007), quando a concentracao da 

solucao de qui tosana e menor que 1 %, a v iscosidade da solucao resultante e muito 

baixa para a formacao de espumas porosas, enquanto a concentracao da solucao 

em valores acima de 3 %, resuita em reducao da homogeneidade do sistema e 

viscosidade muito alia, 

3.7.1.3 Reticulagao da quitosana 

A qui tosana e um biopol imero que apresenta silos reat ivos disponiveis para 

modifrcagdes quimicas, o que a torna uma biomacromofecufa de grande interesse 

para pesquisadores de diversos ramos da ciencia. Na literatura sao descrttos 



58 

diversos metodos para obtengao de derivados estruturais da quitosana, que 

promovem a rettcufaeao das cadeias poi imericas desse biopol imero estrategia que 

confere as quitosanas modrficadas propr iedades diferenciadas, como por exempio, 

maior resistencia a dissolugao em meio acido, menor hidrofil ia, fabrieagao de 

estruturas poi imericas densas ou porosas e reducao da reat ividade qui mica do 

material preparado (LARANJEIRA; FAVERE. 2009; MUZZARELLI , 2009; 

GONSALVES e ta / . , 2011) . 

Apesar da materia das modrficagoes quimicas da quitosana ocorrer em seus 

grupos amino, as hidroxilas em C-3 e C-6 das unidades estruturais do biopol imero 

tambem sao suscept iveis a reacdes. As modifcacoes quimicas nos grupos hidroxila 

ocorrem preferenciaimente naqueles posicionados em C-6, uma vez que os 

localizados em C-3 sao menos reat ivos e mais ester icamente impedidos. Ao 

considerar apenas as unidades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA glucosamina da qui tosana, a ordem decrescente 

de reatividade quimica e C-2 > C-6 > C-3 referindo-se, respect ivamente, aos 

carbonos onde estao i igados os grupos amino, hidroxi la primario e secundario. 

Nesse ult imo centro, ha necessidade de um forte agente de desprotonagao para 

torna-lo pre-disponivel a reagoes subseqi ientes (LIMA; RIBEIRO; A IROLDI , 2006; 

GONSALVES era / . , 2011) . 

A reticulacao das cadeias poi imericas da quitosana, tambem nomeado de 

reacao de entrecruzamentozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {crossiinking}, e um t ipo de modif icacao quimica com 

objetivo de unir suas cadeias poi imericas, ou ainda, ligar suas cadeias as de outros 

pol imeros. Essa modif icacao ocorre por meio da reacao entre sit ios reativos 

especif icos presentes nas unidades estruturais da qui tosana e alguns agentes 

reticulantes. Dependendo da natureza do agente de reticulacao as principals 

interacoes na formacao da cadeia sao covalentes ou ionicas (MAGALHAES 

JUNIOR, 2007; GONSALVES etaL 2011). 

As reagoes com formacao de i igacoes covalentes sao as mais empregadas 

para a quitosana. Essas reagoes ocorrem unindo de forma permanente sit ios 

reativos das cadeias poi imericas em questao. As ret icuiacoes via interacoes f is icas 

(ionicas) consistem e m atragoes eletrostaticas fortes que passam a ocorrer entre os 

grupos amino protonados ( -NH 3

+ ) da quitosana, e o s sit ios anionicos do agente de 
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reticulacao empregado ; ou no caso doszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA complexes pol ieietrdnicos entre cadeias 

poi imericas de carga oposta. As pesquisas descrevem que a estrutura reticulada 

ionicamente e muito sensivei a aiteracoes de pH e as forcas ionicas do meio, 

caracterist icas vantajosas para apl icagdes especif icas como a Hberacao controiada 

de farmacos (FIDELES, 2010; GONSALVESzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et a/., 2 0 1 1 ; HOLANDA, 2011). 

De acordo com Berger (2004), solugoes de qui tosana reticuladas 

covalentemente podem ser ciassif icadas em tres t ipos, de acordo com o 

comportamente da estrutura: (I) quitosana reticulada com suas proprias cadeias; (II) 

redes poi imericas hibridas, nas quais a qui tosana se iiga as cadeias de outros 

pol imeros; e (III) redes de pol imeros semi ou totalmente interpenetrantes (IPN). A 

estrutura I e considerada a mais simples e foco deste trabalho (Figura 10). 

Figura 10: Estrutura de solugoes de qui tosana formadas por (a) qui tosana reticulada 

com suas proprias cadeias, (b) redes poi imericas hibr idas, (c) redes de pol imeros 

semi-interpenetrantes e (d) reticulacao ionica da quitosana com suas proprias 

cadeias zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

<̂ ~3 'nteracao ionica (~) carga do agente de reticulacao Ionica 

Fonte: Adaptado de BERGER, 2004. 
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As reacoes d e ret iculacao geraimente modtf icam propr iedades do 

biopol imero, tais como; estabi l idade quimica e termica, rigidez estrutural, 

permeabi l idade, cor, capacidade de imobil izacao proteica e celular e outras 

(MAGALHAES JUNIOR. 2007: GONSALVES era/ . , 2011}. 

O processo de reticulacao e influenciado por caracterist icas f is ico-quimicas 

da qui tosana u t l z a d a e peias condigoes adotadas para a reacao. Sendo assim, o 

grau de desaceti lacao, massa relativa, temperatura e tempo reacionai e levados, em 

geral, favorecem as reacoes e consequentemente causam o aumento do grau de 

reticulacao. As ret icuiacoes tambem sao inf luenciadas pelo t ipo e pela concentracao 

do agente de ret iculacao util jzado. Geraimente, com o aumento do grau de 

ret iculacao, reduz-se a porosidade do material obtido, a permeabi l idade a agua e a 

di fusao de possiveis substancias aprisionadas nas redes poi imericas formadas 

(BERGER, 2004; MUZARELL l , 2009; BISPO, 2009). 

A ret iculacao quimica da quitosana parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA apiicacdes farmaceut icas (sistemas 

de l iberacao controlada) ou biomedicas (engenharia de tecidos e culturas celulares) 

tern como l imitacao o uso de reticulantes quimtcos que sao, em sua grande maioria, 

toxicos. A te o momenta, os agentes reticulantes mais uti l izados com a quitosana, 

sinteticos, sao dialdeidos como o glioxal e, mais comumente, o glutaraldeido. No 

entanto, a literature aponta que esse agente reguer uma excessiva purif icacao 

durante a preparacao para el iminar res iduos que nao formaram ligagoes cruzadas, e 

que podem ter efeitos citotoxicos. Dessa forma, as pesquisas tem-se dir igido para a 

investigacao d e novas possibi l idades quanto a reticulacao da qui tosana atraves de 

agentes de or igem natural (BERGER, 2004; MAGALHAES JUNIOR, 2007; Y U A NzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et 

a!., 2007; BISPO, 2009). 

3.8 Agente reticulante natural: G e n i p i n a 

Agentes reticulantes sao moleculas de baixa massa molar com pelo menos 

dois grupos funcionais reativos que permitem a formagao de pontes entre as cadeias 

poi imericas (BERGER, 2004). Essas moleculas podem ser de or igem sintetica ou 
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natural. Dentre as moleculas de origem natural, as pesquisas mais recentes 

apontam as proantocianidinas e a genipina por reagirem espontaneamente com 

proteinas e polissacarideos (KIM; NIMNI; HAN, 2005; YOOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2011). 

A genipina e urn produto hidrolitico do geniposfdio que e encontrado no fruto 

da Gardenia, o jenipapo, obtido via hidrolise enzimatica com 8-glucosidase (Figura 

11). Gardenia e urn genera de cerca de 250 especies de plantas da familia do cafe, 

Rubiaceae, nativa das regioes 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: Gardenia: (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 cabeca, conjuntivites 

agudas, desordens hepaticas, hipertensao, ulceras da pele e outras infermidades. 

Acoes farmacologicas efetivas da genipina, como acoes antioxidativas, 

antiinflamatoria e atividades fibroliticas tambem tern sido identificadas. E utilizada 

tambem como urn 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 tern a estrutura descrita na Figura 12, e urn glicosilado iridoide e 

sua estrutura foi descoberta em 1960. Por se tratar de uma substantia natural, 

reportada como uma molecula biodegradavel com baixa citotoxicidade, a genipina 
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tern side- alvo de investigagdes como urn agente reticulante a ser utilizado em 

aplicacoes biologicas com materials com a gelatina, o colageno e a quitosana. O 

Quadro 5 apresenta algumas aplicacoes da genipina como agente reticulante 

(SUNGzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etal., 1999; BISPO, 2009; MUZARELLI, 2009). 

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

HO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAGlu 

o. ,o„ 

HO' OH 

Fonte: MAGALHAES JUNIOR, 2007. 

Quadro 5: Algumas aplicacoes da genipina na area biomedica 

AGENTE 

RETICULANTE zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

GENIPINA 

APLICACAO REFERENDA 

Micraesferas de quitosana para 

liberacao de proteinas 
YUAN ef a/., 2007 

Suportes bkxompatrveis de 

quitosana-PVA 
BISPO, 2009 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Stent polimerico de quitosana 

modificada com genipina 
CHEN et al., 2009 

Filmes de gelatina-quitosana 

modifies dos 

YAJIMA; ZANIN; 

CAVALCANTI, 2010 

Os mecanismos de reacao entre a genipina e moleculas que contem aminas 

primarias nao e completamente compreendido e tern sido investigado. Segundo 

pesquisas realizadas por Mi, Shyu, Peng (2005) e Muzzarelli (2009), o mecanismo 

de reticulagao das cadeias polimericas de quitosana pela genipina e influenciado 

pelo pH do meio. Assim, dois principais processos quimicos de reticulagao podem 
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acontecer, sendo um em meio acido ou neutro e outro em meio alcalino. Este 

trabalho tern foco na reagao 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 tambem foi reportada 

por Bispo (2009), Magalhaes Junior (2009), Muzzarelli (2009), GonsalveszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. 

(2011) e outros. Sugere-se um ataque nucleofilico initial de um grupo amino da 

quitosana ao carbono olefinico em C-3, com consequente abertura do anel di-

hidropiranico e geracao da funcao aldeldo na molecula. A aldoxila reage entao com 

a amina secundaria recem-formada para gerar o novo heterocicJo (Figura 13). 

Figura 13: Ataque nucleofilico da quitosana ao carbono C-3 da genipina. 

R=Quitosana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fonte: BUTLER et al., 2003. 

Na etapa final da reticulagao ocorre uma substituicao nucleofilica no ester da 

genipina por uma amina primaria do biopolimero, com consequente formagao de 

metanol (Figura 14). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U F C G / B I B L I O T E C A / B C 
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Figura 14: Reacao da genipina com quitosana para formar amida secundaria. 

R=Quitosana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

H-.N R 

:il^)H OH 

© 
H,N— HN R 

CHjOH OH CHjOH OH 

Fonte: BUTLERzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2003. 

CHjOH 

IjOH OH 

Segundo Muzzarelli (2009) a genipina age como um dialdeido mas seus 

produtos de condensacao sao muito mais estaveis se comparados aqueles 

resultantes da reacao com o glutaraldefdo. 

Em comparacao ao glutaraldeido quanta a citotoxicidade induzida, de acordo 

com Sung et al. (1999), que investigaram o comportamento dos dois agentes de 

reticulagao in vitro utilizando fibroblastos 3T3 atraves do ensaio MTT, a genipina 

apresentou citotoxicidade cerca de 10.000 vezes menor que a do glutaraldeido. 

Alem disso, diversos estudos tern sido relizados no Brasil no intuito de 

estabelecer parametros para obtencao 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 regiao Nordeste (MAGALHAES 

JUNIOR, 2007; RENHE, 2008). 
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4 MATERIAIS E ME TO DOS 

4.1 Local da Pesquisa zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.1.1 Obtengao e caracterizagao fisico-quimica e microestrutural 

Desenvolvido no Laboratorio de Avaliagao e Desenvolvimento de Biomateriais 

- CERTBIO, localizado no Bloco CJ3, na Universidade Federal de Campina Grande 

- U F C G . 

4.1.2 Caracterizagao biologica 

Realizada no Laboratorio de Imunologia Clinica, localizado na Faculdade de 

Ciencias Farmaceuticas de Araraquara, na Universidade Estadual Paulista "Julio 

Mesquita Filho". 

4.2 Materials 

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

Para preparacao dos arcaboucos tridimensionals foram empregados: 

Quitosana (Polymar S.A., Grau de Desacetilagao (GD) = 86,5 %) , Quitosana (Sigma-

Aldrich, 448877, Peso Molecular (PM) = 190x10 3 g/mol - 310x10 3 g/mol., Grau de 

Desacetilagao (GD) = 75 % - 85 % ) , Acido acetico glacial (Vetec) e Genipina (Sigma-

Aldrich, 6902778, Massa Molecular (PM) = 226.23 g/mol, Pureza > 98 % HPLC). 

Para tratamento posterior dos arcaboucos foram utilizados: Alcool Etflico 

Absoluto 99,5° GL (Nuclear), Alcool Etilico Hidratado 70° INPM (TUPI) e Hidroxido 

de Sodio (Vetec). 

Para a caracterizagao biologica foram utilizados: Camudongos machoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Swiss, 

procedentes do CEMIB (Centros Multidisciplinar para Investigagao Biologica / 
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UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas), Tioglicolato de sodio (Difco Lab. 

LTDA), MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio, Across 

Organics), LPS (LipopoJissacarideo bacteriano derivado dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA E. coli, Sigma Aldrich), 

Isopropanol (Mallinckrodt), Tampao Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline 

System - PBS, Sigma-Aldrich). 

Todos os procedimentos que utilizaram celulas vivas foram conduzidos 

conforme normas do SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciencia em Animais de 

Laboratories) e que obtiveram parecer favoravel do Comite de Etica local (protocolo 

n°08/2009 CEP/FCF/CAr). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3 Procedimento experimental zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.1 Etapas de realizagao do trabalho 

O trabalho foi realizado em duas etapas principals: I - Etapa exploratona do 

metodo de fabricacao e II - Etapa de desenvolvimento e investigacao dos 

arcaboucos. 

A Etapa I foi realizada com o proposito de explorar o funcionamento do 

liofilizador, e o comportamento do polimero com relacao a variacao da concentracao 

de quitosana, a taxa de congelamento, a secagem e reidratagao e ao ajuste de pH. 

Ao final dessa etapa foram definidos parametros experimentais favoraveis a 

otimizagao do processo, a serem aplicados na Etapa II. 

A Etapa II consistiu no desenvolvimento dos arcaboucos com e sem 

reticulagao, utilizando a genipina como agente intermediario. 

Os procedimentos experimentais realizados para cada etapa estao descritos 

na Figura 15. 
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Figura 15: Fluxograma representative da metodologia experimental zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ETAPA I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Etapa exploratoria do metodo de fabricaqao 

Preparacao da solucao de quitosana 

1 %, 1,5 %, 2 % e 3 % 

Fabricacao dos arcaboucos 

I . 
I 

Congelamento 
Freezer -20 °C 

Nitrogenio Liquido -196 "C 

Liofilizacao 
Tempo total 24 h, 48 h 

Selecao das amostras 

Neutralizacao dos arcaboucos 
i 

NaOH em agua destilada; 

NaOH em alcool etilico 99,5° GL; 

NaOH em alcool etilico 70*; 

Alcool etilico absoluto 99,5* GL; 

Congelamento e Liofilizacao 

— Selecao das amostras 

Caracterizacao 

Espectroscopia do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR) 

Difracao de Raios X (DRX) 

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) 

Avaliagao da Citotoxicidade 

Organizacao das variaveis 

I 

ETAPA II 
Etapa de desenvolvimento e investigacao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

, "  
Preparacao da solucao 

de Quitosana 

1,5 %, 2 % 

I 

1 

Preparacao da solucao 

de Quitosana-Genipina 

1,5 %, 2 % 

1 
Fabricac,ao dos arcaboucos 

Congelamento 
Freezer -20zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA °C 

Nitrogenio Liquido -196 °C 

I 

Liofilizacao 
Tempo total 48 h 

— Selecao das amostras 

Neutralizaqao dos arcaboucos 
Alcool etflico 99.5* GL 

I 
Congelamento e Liofilizacao 

— Selecao das amostras 

Caracterizacao 

I 
Espectroscopia do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR) 

Difracao de Raios X (DRX) 

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) 

Microscopia 6tica (MO) 

Grau de Intumescimento (GI) 

Avaltacao da Citotoxicidade 

Organizacao dos resultados 
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4.3.2 Preparagao das Solucoes de QuitosanazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e Quitosana-Genipina 

Todas as solucoes de quitosana foram preparadas atraves da dissolucao do 

polimero em solucao de acido acetico (1 %) , sob agitacao magnetica a temperatura 

ambiente, por 24 horas. Apos esse periodo, cada solucao foi filtrada a vacuo, para 

remocao de residuos, e armazenada por 15 dias a temperatura de 10 °C. As 

solucoes foram preparadas de acordo com a metodologia padrao adotada pelo 

CERTBIO, descrita por Fideles (2010). A Figura 16 ilustra as etapas de dissolucao e 

filtragem da quitosana. 

Figura 16: Etapas de dissolucao e filtragem da quitosana 

Etapa I - Foram preparadas solucoes com concentracoes de quitosana de 1 

%, 1,5 %, 2 % e 3 %. Na Etapa I foi utilizada quitosana proveniente do fabricante 

Polymar S.A. 

Etapa II - Foram preparadas solucoes com concentracoes de quitosana de 

1,5 % e 2 %. Na Etapa II foi necessario utilizar quitosana do fabricante Sigma-

Aldrich, pois a empregada na Etapa I nao estava disponivel Nessa etapa foram 

tambem preparadas solucoes de Quitosana-Genipina, o agente reticulante escolhido 

para estudo. A genipina em po foi adicionada as solucoes de quitosana, que 

permaneceram sob agitacao magnetica a temperatura ambiente, por 12 horas. 
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Essas solucoes foram utilizadas imediatamente apos a finalizacao do processo de 

reticulacao. 

A determinacao da massa de genipina a ser adicionada foi o resultado da 

relacao aproximada entre os valores dos pesos moleculares dos dois componentes. 

0 procedimento de reticulacao e a porcentagem do reticulante em relacao a massa 

do polimero tiveram como base os trabalhos de Moura. Figueiredo e Gil (2007) e 

Bispo (2009), com adaptacoes. 

O Quadro 6 apresenta a relacao entre a concentracao de quitosana e a 

massa de genipina adicionada para cada solucao. 

Quadro 6: Relacao entre a concentracao de quitosana e a massa de genipina zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quantidade da Quitosana Genipina 

amostra (ml) Concentracao (%) Massa (g) Concentracao (%) Massa (g) 

20 mL 1.5% 0,3 g 0,15% 0,00045 g 

20 mL 1,5% 0,3 g 0,3% 0,0009 g 

20 mL 2 % 0.4 g 0,15% 0,0006 g 

20 mL 2 % 0,4 g 0,3% 0,0012 g zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.3 Fabricagao dos Arcabougos de Quitosana e Quitosana-Genipina 

Os arcaboucos de quitosana foram preparados utilizando o processo de 

separacao de fase solido-liquido, e subsequente sublimacao do solvente, atraves do 

congelamento e liofilizacao das solucoes preparadas. A solucao de quitosana foi 

vertida em moldes apropriados e congelada para solidificar o solvente e induzir a 

separacao das fases solido-liquido. 

O congelamento foi realizado emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freezer e atraves de nitrogenio liquido. Os 

procedimentos realizados foram baseados principalmente na metodologia descrita 

por Griffon et al. (2006), Tigh, Karakecili e Gumusderelioglu (2007), e Nwe, Furuike e 

Tamura (2009), com adaptacoes. 
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Etapa I - Nessa etapa 8 mL e 15 mL das solucoes de quitosana com 

concentracao de 1 %, 1,5 % e 2 % foram vertidos em moldes tubulares de 17 mm e 

30 mm de diametro, respectivamente. As solucoes foram congeladas em nitrogenio 

liquido, (« -196 °C, taxa de congelamento rapido), e imediatamente transferidas para 

os baloes do liofilizador (LIOTOP K105). As amostras foram liofilizadas durante 24 e 

48 horas (Figura 17). 

Ainda nessa etapa, 20 mL das solucoes de quitosana com concentracao de 

1,5 %, 2 % e 3 % foram vertidas em placas de Petri de poliestireno ( 0 = 60 mm, 

altura = 15 mm), e mantidos em um freezer a temperatura de -20 °C, com variagao 

de taxa de congelamento entre muito lenta e lenta (conforme escala estabelecida 

por Pitombo em 2009, descrita no topico 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 identrficacao adotada para as amostras. 

Quadro 7: Identificacao das amostras fabricadas na ETAPA I 

Concentracao da 

QuitosanazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (QT) 
Fabricante Congelamento Identifi cacao 

1,5 %, 2 %, 3 % Polymar (P) 

Freezer (FREE) 

Muito lento 

QTP1.5-FREE 

QTP2-FREE 

QTP3-FREE 
1,5 %, 2 %, 3 % Polymar (P) 

Freezer (FREE) 

Lento (L) 

QTP1.5-FREEL 

QTP2-FREEL 

1 %, 1,5 %, 2 % Polymar (P) 
Nitrogenio 

Liquido (NITRO) 

QTPl-NITRO 

QJP1.5-NITRO 

QTP2-NITRO 
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Figura 17: Liofilizador e moldes utilizados para as amostras congeladas por 

nitrogenio liquido na Etapa I zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

' — 1 . 

Etapa II - Nessa etapa, conforme parametros estabelecidos ao final da Etapa 

I, 20 mL das solucoes de quitosana e quitosana-genipina foram vertidas em placas 

de Petri de poliestireno ( 0 = 60 mm, altura = 15 mm). As placas foram congeladas a 

temperatura de -20 °C em umzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freezer, com variacao de taxa de congelamento entre 

muito lenta e lenta, e de aproximadamente -196 °C em nitrogenio liquido. As 

amostras congeladas foram transferidas para o liofilizador (CETEC USV01) e 

liofilizadas durante 48 horas. 

Os Quadras 8 e 9 apresentam a identificacao adotada para as amostras sem 

reticulacao e reticuladas, respectivamente. A Figura 18 ilustra o procedimento de 

fabricacao realizado nessa etapa. 

Quadro 8: Identificacao das amostras sem reticulacao fabricadas na Etapa II 

Concentracao da 

QuitosanazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (QT) 
Fabricante Congelamento Identificacao 

Freezer (FREE) 

Muito lento 

QTS1.5-FREE 

QTS2-FREE 

1,5 %, 2 % Sigma-Aldrich (S) Freezer (FREE) 

Lento 

QTS1.5-FREEL 

QTS2-FREEL 

Nitrogenio 

Liquido (NITRO) 

QTS1.5-NITRO 

QTS2-NITRO 
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Quadro 9: Identificacao das amostras reticuladas fabricadas na Etapa II 

Concentracao da 

QuitosanazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (QT) 
Fabricante Congelamento 

Concentragao do 

Genipina (GE) 
Identificacao 

Freezer (FREE) 
0,15 %, 0,3 % 

QTS1.5-GE15-FREE 

QTS1.5-GE3-FREE 
Muito lento 

0,15 %, 0,3 % 
QTS1.5-GE15-FREE 

QTS1.5-GE3-FREE 

1,5 %, 2 % Sigma-Aldrich (S) 

Muito lento 
QJS2-GE15-FREE 

QTS2-GE3-FREE zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

f 

Sigma-Aldrich (S) 

Nitrogenio 
0,15% 

QTSl ,5-GE15-NITRO 

Liquido (NITRO) QTS2-GE15-NITRO 

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

4.3.4 Ajuste e controls de pH dos arcabougos 

No intuito de adequar o valor do pH dos arcaboucos obtidos aqueles 

recomendados para avaliagao do comportamento do material in vitro, foram 

investigados metodos de ajuste que pudessem, alem de elevar o pH de acido para 

neutro (processo de neutralizacao), manter a estrutura porosa original do arcabouco 

obtido. O controle dos valores de pH das solucoes quitosana e quitosana-genipina 

foram medidos atraves de pHmetro (Hanna Instruments), e dos arcabougos durante 

o ajuste de pH por indicador universal de pH. 

Etapa I - Nessa etapa foi investigado o comportamento dos arcabougos apos 

a imersao em solugoes aquosas e alcoolicas. durante tempo determinado, em cinco 
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condicoes distintas de ajuste de pH. Os arcaboucos foram posteriormente imersos 

em alcool etilico 70°, congelados novamente atraves do nitrogenio liquido, 

recolocados em seus moldes iniciais e liofilizados por 48 horas. O Quadro 10 

apresenta as cinco condicoes de ajuste experimentadas e a Figura 19 ilustra os 

arcabouco imersos nas referidas solucoes. 

Quadro 10: Descricao das condicoes de ajuste de pH experimentadas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

SOLUCAO TEMPO DE IMERSAO TRATAMENTO POSTERIOR 

1 1M NaOH em agua destilada 3 horas 

2 1M NaOH em alcool etilico 99,5" GL 3 horas 

3 1M NaOH em alcool etilico 99,5" GL 3 horas Lavagem com agua destilada 

4 1M NaOH em alcool etilico 70* 3 horas Lavagem com agua destilada 

5 Alcool etilico 99,5° GL 1 hora 

Figura 19: Condicoes de ajuste de pH experimentadas apos 1 hora de imersao. (1) 

Solucao 1M NaOH; (2) Solucao 1M NaOH/Alcool etilico 99,5°GL; (3) 1M NaOH/Alcool 

etilico 70°; (4) Alcool etilico 99,5°C 

Etapa II - Nessa etapa, os arcaboucos produzidos foram neutralizados 

conforme parametros estabelecidos na Etapa I, atraves da imersao em Alcool etilico 

99,5° GL pelo periodo de 1 hora. Os arcaboucos foram congelados novamente por 

nitrogenio liquido e liofilizados durante 48 horas. 
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4.4 Caracterizagao dos arcabougos 

As caracterizagoes fisico-qufmica e microestrutural dos arcaboucos foram 

realizadas atraves das analises por Espectroscopia do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR), Difragao de Raios X (DRX), Microscopia Eletronica 

de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO) e Ensaio de Grau de Intumescimento 

(Gl). 

A caracterizagao biologica do material foi efetuada atraves da Avaliagao da 

Viabilidade Celular dos Macrofagos e Detenminagao da Produgao de Oxido Nitrico. 

As analises que foram aplicadas as Etapas I e II do trabalho estao 

relacionadas na Figura 15. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.1 Caracterizagao Fisico-quimica e Microestrutral zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.1.1 Espectroscopia na RegiSo do Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR) 

A espectroscopia estuda a interagao da radiagao eletromagnetica com a 

materia, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos niveis de energia de 

atomos ou moleculas. O espectro infravermelho de um composto quimico e 

considerado uma de suas propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, dessa 

forma, tern extensa aplicagao na identificacao dos compostos (FOOK, 2005; AIMOLI, 

2007). 

A analise vibracional de polimeros fornece informagoes sobre tres importantes 

caracteristicas estruturais: a composigao quimica, a estrutura configuracional e 

conformacional e as forgas interatomicas associadas as ligagoes de Valencia ou 

interagoes intermoleculares (AIMOLI, 2007). 
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Os espectros na regiao do infravermelho (IV) foram registrados em um 

espectrofotometro (Spectrum 400, FT-IR/ FT-NIR Spectrometer Perkin Elmer), na 

regiao de 400 a 4000 cm"1, com resolucao de 4 cm"1 e 20 varreduras. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.1.2 Difracao de Raios X(DRX) 

A Difracao de Raios X e um fenomeno de espalhamento da radiacao 

eletromagnetica, provocada pela interacao entre o feixe de raios X incidente e os 

eletrons dos atomos componentes de um material. Este metodo pode identificar as 

fases cristalinas de um composto, e fornecer informagoes sobre a natureza e os 

parametros do reticulado, assim como detalhes a respeito do tamanho, da perfeicao 

e da orientagao dos cristais (PADILHA; AMBROZIO FILHO, 2004; AIMOLI, 2007; 

HOLANDA, 2011). 

Os dados de Difracao de Raios X foram obtidos utilizando um difratometro 

(XRD-7000 Shimadzu), nas seguintes condicoes: 40 kV e 30 mA com radiacao de 

KaCu (A = 1,5418 A) e examinadas a um intervalo de 29, a uma velocidade de 

2°/min. A varredura foi realizada na regiao de 2° a 50° para os arcabougos de 

quitosana, e na regiao de 2° a 70° para os arcabougos quitosana-genipina. A 

identificacao das fases presentes foi realizada comparando-se os dados obtidos com 

as fichas padroes da base de dados mantida pelo JCPDS. 

4.4.1.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) 

O microscopio eletronico de varredura e geralmente utilizado para 

observagdes de amostras espessas, basicamente nao transparentes ao feixe de 

eletrons. A razao principal de sua utilizagao est a associada a alta resolucao e a 

grande profundidade de foco, resultando em imagens com aparencia tridimensional 

(AIMOLI, 2007; PADILHA e AMBROZIO FILHO, 2004). 
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A morfologia, tamanho e a distribuigao de tamanho dos poros dos arcabougos 

foram caracterizadas atraves de Microscopia Eletronica de Varredura (HITACHI; TM 

1000). 

Alem disso, o diametro medio de poro foi determinado seguindo o metodo 

descrito por YinzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2003): mediram-se a largura e o comprimento dos poros a 

partir das micrografias de MEV dos arcaboucos, sendo o diametro medio de poro 

determinado atraves da expressaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA d =-^Lh, onde / e h sao o comprimento e a 

largura media dos poros, respectivamente. Realizaram-se medicoes em 15 poros 

por amostra. 

4.4.1.4 Microscopia 6tica (MO) 

Os variados constituintes que podem estar presentes num material polimerico 

interagem com a luz de uma forma propria. A velocidade de propagagao da luz e 

maxima no vacuo (3x10 8 m.s"1) e, nos materiais, varia de acordo com a estrutura 

quimica e com a densidade. Os polimeros nao absorvem significativamente a luz, e 

em consequencia disso sao transparentes. 

As analises dos arcaboucos foram realizadas atraves de um microscopio otico 

(Advanced 3D Digital, Hirox - KH 7700), que possui profundidade de campo 

extendida, com medigao 2D e 3D. Esse tipo de microscopio, alem de ampliar as 

estruturas, pode faze-lo capturando imagens tridimensionais da estrutura interna do 

material. 

4.4.1.5 Grau de Intumescimento (Gl) 

O ensaio de avaliagao do Grau de Intumescimento, tambem denominado 

Ensaio de Absorgao, e aplicado no intuito de investigar o comportamento do material 

durante a imersao e permanencia em solucoes aquosas de concentracao ionica 

similar a do plasma sanguineo. 
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O grau de intumescimento foi obtido atraves da reidratacao das amostras, 

obtidas de seccoes dos arcaboucos, em solucao de PBS (pH 7.4). As amostras 

foram utilizadas em quadruplicata, e a pesagem realizada apos neutralizacao e 

liofilizacao. Apos a pesagem as amostras foram colocadas em recipientes com PBS 

e mantidas a temperatura de 37 °C durante 24 horas. Apos 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 avaliacao do Gl e descrita por Bispo, 

2009 e Tigh, Karakecili, Gumusderelioglu, 2007. 

0 Gl foi obtido conforme a Equacao 2: 

sendo M, a massa intumescida e Ms a massa da amostra seca. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.2zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Caracterizagao Biologica 

Com o intuito de avaliar a viabilidade de aplicacao de arcaboucos de 

quitosana e quitosana-genipina para a producao de dispositivos medicos, 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 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macrofagos e a 

Determinacao da Producao de Oxido Nitrico. 

Todas as amostras foram cortadas e adaptadas ao tamanho do poco da placa 

de cultura (« 0 6,5mm). Devido a alta capacidade de absorcao do material, as 

amostras foram cortadas em seccoes medindo 1 mm 3 . As seccoes foram 

esterilizadas por Metodo de exposigao aos Raios Ultravioleta por 40 minutos. 

(2) 

i 
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Apos esse periodo, sobre a cultura celular foram adicionados 100 uL de uma 

solucao de MTT a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. As placas foram incubadas a 37° C 

com 5% dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA CO2 por 3 horas. Apos essa incubacao, foram descartados o 

sobrenadante e as amostras utilizadas, e adicionado 100 uL de alcool isopropilico. 

De acordo com Denizot, Lang (1986) e SantoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2007), as celulas 

absorvem o sal MTT, o qual e reduzido a cristais de formazan no interior da 

mitocondria, atraves de acao enzimatica. A concentracao de formazan produzida e 

avaliada atraves da absorbancia e apenas as celulas viaveis sao capazes de 

metabolizar o MTT. 

A leitura da densidade otica foi determinada em espectrofotometro (Multiskan 

Ascent, Labsystems Research Tech.) a 540 nm com filtro de referenda de 620 nm. A 

viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle 

negativo como 100 % de viabilidade. 

4.4.2.2 Determinagao da Producao de Oxido Nitrico 

O oxido nitrico (NO) e encontrado desempenhando uma funcao de sinalizador 

molecular em muitas partes do organismo, bem como sendo uma importante 

molecula citotoxica de resposta imune inata. Sua acao inclui a funcao hemostatica, 

incluindo vasodilatacao, neurotransmissao, inibicao da adesao e da agregacao 

plaquetaria (que representam a defesa do organismo contra agentes mfecciosos tais 

como bacterias, fungos e parasitas), agindo tambem como destruidor de celulas 

tumorais. Muitas celulas imunes sao 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 uL 

do meio de cultura resultante da incubacao 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 apos, a absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em 
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Espectofotometro (Leitor ELISA Labsystem). As concentracoes de oxido nitrico 

liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a partir de uma 

curva padrao, previamente estabelecida, e os valores foram expressos em umols de 

nitrito. 

A analise estatistica foi realizada por meio do ProgramazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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 I - Etapa Exploratoria do metodo de fabricacao 

5.1.1 Fabricagao dos arcaboucos porosos de quitosana 

Para essa fase do trabalho foram selecionados: percentuais de concentracao 

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 avaliacao macroscopica dos arcaboucos. 

Figura 20: Arcaboucos fabricados com solucoes de quitosana 1 %, 1,5 % e 2 %, 

atraves do congelamento com nitrogenio liquido em moldes tubulares 

/ 1 
Nitrogenio Liquido 

Moldes Tubulares 

Amostras sem 

deform idade a pa rente 

Quitosana 1 % Quitosana 1,5 % QuitosanazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2 % Quitosana 2 % 

Molde 0= 3 cm Molde0= 3 cm Molde 0= 3 on Molde 0= 1,7 cm 

Secc.6es de amostras 

neutralizadas 

SolucSo Solucao Solucao Etanol 99,5"GL 

NaOH NaOH/ NaOH/ 

Etanol 99.5'GL Etanol 70* 

Amostras com rachaduras, 

ressecamento acentuado, 

formacao de peliculas 

ou areas nas quaes nao 

houve congelamento 
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Os arcaboucos apresentaram coloracao 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. 

Arcaboucos com concentracao de 1 % demonstraram uma fragilidade acentuada em 

sua estrutura, de maneira que o corte causou, mesmo com laminas apropriadas, 

grandes deformacoes. Logo, esses arcaboucos foram descartados das analises 

posteriores. 

Entre as amostras que foram imersas em solucoes aquosas e alcoolicas para 

o ajuste de pH, algumas apresentaram alteracoes acentuadas com relacao a 

estrutura original, a exemplo daquelas imersas em solucao NaOH. Com relacao as 

solucoes NaOH/Etanol 99,5°GL e NaOH/Etanol 70°, puderam ser observadas 

alteracoes em menor proporcao, porem, apos 30 dias, todas as amostras imersas 

em solucoes com NaOH apresentaram em sua superficie e interiormente, a 

formacao crescente de uma camada de pd que, em alguns casos, tornou o material 

quebradico. As amostras imersas em Etanol 99,5°GL nao exibiram alteracoes 

significativas, e todas as amostras neutralizadas perderam caracteristica aderente. 

Os principals resultados para as amostras obtidas atraves do congelamento 

emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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: Arcaboucos fabricados com solucoes de quitosana 1,5 %, 2 % e 3 %, 

atraves do congelamento em freezer a -20 °C (taxa muito lenta, abaixo de 0,01 °C/s) 

em placas de Petri ( 0 = 60 mm, altura = 15 mm) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

/ 
Freezer - 20°C 

Muito Lento 

Placas de Petri 

Amostras sem 

deformidade aparente 

Quitosana 1,5 % QuitosanazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2 % Quitosana 3 % 
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Os arcaboucos apresentaram coloragao amarelada mais escura que a dos 

arcaboucos congelados em nitrogenio liquido, que escureceu com o aumento da 

concentracao de quitosana da solucao preparada, carater esponjoso e aderente. 

As amostras congeladas atraves de taxa muito lenta exibiram, em geral, uma 

estrutura formada por folhas distribuidas multidirecionalmente, formando largos 

espagos vazios. Os arcaboucos congelados em taxa lenta apresentaram superficie 

uniforme, assemelhando-se aos arcaboucos congelados em nitrogenio liquido. 

Quanto ao tempo de liofilizacao, observou-se que algumas amostras 

liofilizadas durante 24 horas apresentaram umidade remanescente. As amostras 

liofilizadas durante 48 horas secaram completamente, com maior remocao do acido 

acetico do arcabouco, percebida atraves do odor exalado. 

Durante os procedimentos realizados varias amostras foram descartadas 

devido a rachaduras, formacao de peliculas de quitosana, ressecamento excessivo, 

presenca de areas nas quais o congelamento nao ocorreu completamente, entre 

outras deformidades. As amostras selecionadas foram encaminhadas para a 

caracterizagao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.1.2 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

Atraves da analise por Espectroscopia do Infravermelho puderam ser 

observadas as bandas de absorgao presentes no material utilizado para fabricagao e 

nos arcabougos fabricados. Para essa etapa, os espectros de infravermelho foram 

obtidos a partir de seccoes das amostras QTP1-NITRO, QTP1,5-NITR0 E QTP2-

NITRO, antes da neutralizagao, e a partir do po da quitosana (fabricante Polymar 

S.A.) utilizada para o preparo das solucoes. 

O Quadro 11 apresenta as vibragoes correspondentes aos principals grupos 

quimicos apresentados no espectro de infravermelho da quitosana em po, conforme 

ilustra a Figura 22. 
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Quadro 11: Vibracoes oorrespondentes aos principals grupos quimicos 

apresentados no espectro de IV da quitosana em po zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Atribuicoes Frequencias vibrationals (cm1) 

OH, N-H 3295 

CH 2 2920 

CH 3 2875 

C=0(Amida l ) 1644 

5N-H + vC-N (Amida II) 1566 

CH 2 1413 

CH 1376 

v(C-0-C) 1146 

v(C-0) 1057 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

v(C-0) 1026 

v(C-0-C) 890 

Figura 22: Espectro vibracional de IV da quitosana em po (fabricante Polymar S.A.) 

o 
c 

-Q 
i— 

o 
JS 
< 

Quitosana em p6 c-o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

\  

t 1 
X zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

± 
*T* 

o 

, o / 

1° / 
O 

/ \ x 

/ \ " 

6 

S i } 

i I i I > I i 1 1 1 ' 1 1 1 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 

Numero de onda (cm 1) 



85 

0 espectro de infravermelho da quitosana em po apresentou as seguintes 

bandas caracteristicas: estiramento axial de -OH entre 2980 e 3700 cm"1, sobreposta 

a banda de estiramento N-H; deformacao axial de C = O de amida por volta de 1634 

cm"1; deformacao angular de N-H em aproximadamente 1543 cm"1; deformacao axial 

de - C N de amida por volta de 1421 cm" 1; deformacao angular simetrica de CH 3 em 

1380 cm"1; bandas de estruturas polissacaridicas na regiao em 895 e 1153 cm"1. O 

espectro obtido esta de acordo com os espectros caracteristicos da quitosana 

descritos por Aimoli (2007), Antonino (2007), Fideles (2010) e Lima (2010). 

A Figura 23 ilustra os espectros de IV dos arcaboucos de quitosana em 

variadas concentracoes, antes da neutralizacao, congelados por nitrogenio liquido. 

Figura 23: Espectro vibracional de IV dos arcaboucos de quitosana QTP1-NITRO, 

QTP1,5-NITRO, QTP2-NITRO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA • 1 ' 1 • 1 1 1 1 1 1 1 1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Os espectros obtidos para os arcaboucos apresentam todas as bandas 

caracteristicas da quitosana, conforme indicado no espectro de IV da quitosana em 

po, independentemente das concentracoes estudadas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U F C G / B I B L I O T E C A / B C zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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As amostras foram caracterizadas antes da etapa de neutralizacao, o que 

pode ser verificado pelo efeito da presenca do acido, confirmando a necessidade de 

neutralizacao. Este efeito pode ser verificado no incremento da absorcao do grupo 

amida II (N-H, 1543 cm"1), que passa a ser amida III, devido a protonacao do grupo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(NH2->NH3+). Por nao existir desdobramento do pico referido, podemos concluir que 

as cadeias de quitosana se encontram totalmente protonadas. 

Verifica-se ainda, um incremento tanto da absorcao do grupo (C-H, 1380 cm"1) 

e do grupo (C-O, 1065 cm" 1, 1022 cm"1) devido a presenca do grupo acetato no 

interior do arcabouco. A banda de absorcao do grupo hidroxila (OH, 3260 cm"1) e 

tambem superior, possivelmente devido a presenca de alguma umidade residual no 

interior do arcabouco. Finalmente, nao se verificam diferencas entre concentracoes 

de quitosana, concluindo-se que a liofilizacao nao introduz alteracoes estruturais nas 

macromoleculas de quitosana. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.1.3 Difracao de Raios X (DRX) 

A Difracao de Raios X foi aplicada com a finalidade de observar a influencia 

da concentracao e do processamento do polimero na cristalinidade do material. 

Para essa etapa, os espectros de IV foram obtidos a partir de seccoes das amostras 

QTP1-NITRO, QTP1,5-NITRO E QTP2-NITRO, antes da neutralizacao, e a partir do 

po da quitosana (fabricante Polymar S.A.) utilizada para o preparo das solucoes. 

O po de quitosana utilizado apresenta uma estrutura tipica de um polimero 

semicristalino com dois picos de reflexao em 29 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 reflexao 

em 29 a 26,52° e a 29° consistem em interferencias do porta-amostras. 
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Figura 24: DRX da quitosana em pd (fabricante Polymar S.A.) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3500 -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

20 

A Figura 25 apresenta os difratogramas de DRX dos arcaboucos liofilizados 

obtidos com variadas concentracoes da solucao de quitosana. Observa-se que 

quanto maior a concentracao da solucao de quitosana mais acentuadas as reflexoes 

em 29 a 8,4°, 11,18°, 17,82° e 22, 94°, indicando uma estrutura melhor 

organizada/ordenada em longas distancias. 

Figura 25: DRX dos arcaboucos de quitosana QTP1-NITRO, QTP1,5-NITR0, 

QTP2-NITRO 

2o 
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5.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) 

Uma alta porosidade e interconectividade entre os poros sao essenciais para 

permitir tanto a difusao de nutrientes e o transporte de oxigenio atraves do 

arcabouco, quanto a remocao de produtos metabolicos gerados durante o 

crescimento celular (LIzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2010). 

Para investigar o comportamento da microestrutura dos arcabougos com 

relacao as diferentes taxas de congelamento da solucao de quitosana, as 

concentracoes de quitosana das solucoes e as condicoes de ajuste de pH dos 

arcaboucos, foram realizadas analises por Microscopia Eletronica de Varredura. 

Foram analisadas amostras obtidas a partir de seccoes longitudinals e 

transversals dos arcaboucos QTP1, QTP1.5, QTP2 e QTP3, congelados a -20 °C e -

196 °C, antes e apos o ajuste de pH, nas condicoes experimentadas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Efeito da taxa de congelamento 

Arcaboucos submetidos a estagios de congelamento muito lento, lento (-

20°C) e rapido (-196 °C) foram analisados, demonstrando a influencia da taxa de 

congelamento na morfologia final dos arcaboucos. Foram comparados os resultados 

obtidos para os arcaboucos com concentracao 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 concentracao 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 secao longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e 

transversal (d-100x, e-300x, f-300x) do arcabouco de quitosana 2% liofilizado 

submetido a um estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 

°C/s) 

CERTBtO_24S4 1f iS1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA DS.6 rlDOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA tmrr CE*TB10_2455 

(d) 

Atraves da imagem 26(a) referente a seccao longitudinal do arcabouco, 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 

consequencia do estagio de congelamento, tendo em vista que taxas muito lentas 

permitem a formacao cristais de gelo maiores, que crescem simultaneamente em 

todas as regioes da solucao. Em maiores magnificacoes dessa seccao, 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 interconexao da 

estrutura. 

As imagens 26(d,e), referentes a seccao transversal da mesma amostra, 

ilustram a superficie das placas formadas. Percebe-se a sobreposicao de placas de 

superficie ondulada, cuja largura da ondulacao formada consiste na largura dos 

canais encontrados na estrutura interna. Alem disso, observa-se que a formagao 

porosa nessas placas e bem menor se comparada com a imagem 26(b), indicando 
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que o arcabouco apresenta formacoes porosas difereciadas ao longo da estrutura. A 

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

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

A Figura 27 apresenta as micrografias dos arcaboucos liofilizados preparados 

com concentracao 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 secao longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e 

transversal (d-100x, e-300x, f-800x) do arcabouco de quitosana 2% liofilizado 

submetido a um estagio de congelamento lento (-20°C, taxa de 0,01 °C/s a 0,06 

°C/s) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

C E R T B I O 2476 201302J06 20:14 D2.6 >1M 1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA mm CERTBK>_2463 2012J02JO* 2 0 » D2.4 x300 300 ur* CERTBK>_2488 2 0 1 2 « 2 « 6 2008 D2.4 x«O0 100 

(a) (b) (c) 

CERTBIO_2«7 2 0 I 2 O 2 M 2 0 50 D! 7 .130 1 n n CE«TB10_24»4 3012/02W » i 7 D2.B >3W 3 0 0 u n C E R T » ! 0 _ 2 4 » 2<H2ffl2»e 20:>3 04.3 MX 1 0 0 u 

(d) (e) (f) 

Atraves da imagem 27(a), observa-se a formacao porosa do arcabouco desde 

a extremidade (esquerda) ate o centro da amostra (direita). Esse arcabouco 

apresenta uma formacao porosa extratiforme, uma vez que os cristais de gelo 
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crescem e solidificam na direcao do gradiente de temperatura, isto e, das 

extremidades para o centra da solucao. 

O aumento da magnificacao da seccao, imagens 27 (b,c), ilustram a formacao 

interna da estrutura nas quais nao se observam canais porosos como na Figura 26, 

mas sim poros com maior interconexao. Alem disso, a quantidade de poros e maior, 

o formato dos poros e poligonal e mais uniforme, independentemente do seu 

tamanho e ha formacao poros com contornos mais esfericos. 

Essa arquitetura pode ser percebida como resultado do aumento da taxa de 

congelamento, que proporciona um menor tempo para a formacao de cristais de 

gelo, que apresentam tamanhos menores em toda a solucao congelada. A taxa de 

congelamento mais rapida (de muito lenta para lenta) nao permite a formacao de 

placas densas e canais alongados. Essa estruturacao pode ser confirmada atraves 

das imagens referentes a seccao transversal (27(d,e,f)), que tambem indicam a 

formacao de canais poligonais. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Taxa de congelamento de 0,06 °C/s a 50 "C/s (R&pida) 

As micrografias dos arcaboucos liofilizados preparados com concentracao de 

quitosana 2%, submetidos a estagio de congelamento rapido (-196 °C, taxa de 0,06 

°C/s a 50 °C/s) sao apresentadas na Figura 28. 
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Figura 28: Micrografias (MEV) da secao longitudinal (a-100x, b-300x, c-800x) e 

transversal (d-100x, e-300x, f-800x) do arcabouco de quitosana 2% liofilizado 

submetido a um estagio de congelamento rapido (-196°C, taxa de 0,06 °C/s a 50 

°C/s) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(d) (e) (t) 

Atraves da imagem 28(a,b) pode-se observar a formacao de laminas 

ordenadas e multidirecionais, semelhantes as percebidas na estrutura dos 

arcaboucos congelados em taxa muito lenta, Figura 26. Com o aumento da 

magnificacao da seccao do arcabouco, imagem 28 (c), pode-se observar que a 

principal diferenca entre essas estruturas esta no espacamento entre as 

placas/laminas formadas e espessura das laminas. Alem disso, nessa imagem 

tambem pode-se perceber que as laminas apresentam poros em suas superficies, 

tornando-as interconectadas, e ondulacdes inicialmente percebidas como "listras" 

nas imagens. 

As imagens referentes a seccao transversal do arcabouco, imagens 28 (d,e,f), 

indicam uma estrutura mais densa, devido ao espacamento 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 

formacao de ondulagao de tamanho bastante reduzido. formando canais regulares. 

A formacao desse tipo de construgao indica que o congelamento ocorre em 

varias direooes, de acordo com o contato da superficie do molde/solucao com o 

nitrogenio liquido, formando laminas sequenciais. Por se tratar de uma taxa de 

congelamento rapida, nao ha tempo suficiente para a formacao de grandes cristais 

de gelo, resultando em poros menores e com contorno mais esferico. 

Os resultados obtidos quanto as taxas de congelamento das solucoes de 

quitosana sao consonantes com as pesquisas de HuangzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2005), Tigh, 

Karakegili, Gumusderelioglu (2007) e She etal. (2008). 

Efeito da concentragao de quitosana nas solugoes 

Arcaboucos produzidos a partir de solucoes de quitosana com concentragao 

de 1,5 %, 2 % e 3 %, congelados a temperatura de -20 °C, com taxa de 

congelamento muito lenta, foram analisados, demonstrando a influencia da 

concentracao de quitosana na morfologia final dos arcabougos. As micrografias 

desses arcaboucos estao ilustradas na Figura 29. 
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Figura 29: Micrografias (MEV) dos arcaboucos liofilizados fabricados a partir do 

congelamento de solucao de quitosana com concentracao 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) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CERTBI OzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA_ 0 9 S 7 201108/24 0814 02,0 xlOO 1 mm CERTBIO_0996 2011*6/24 0 0 1 6 D2.5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA k50C 200 u<n CERTWO 0999 2011/08/24 09-18 02,6 xt.Ok 100 um 

(g) (h) ® 

Atraves das imagens 29(a,b,c), referentes a seccao longitudinal do arcabouco 

com concentracao 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,e,f), referentes a seccao longitudinal do arcabougo de 

quitosana com concentracao 2 %, revelam uma estrutura porosa formada por placas 

mais densas que aquelas observadas no arcabouco de quitosana 1,5 %, nas quais 

sao percebidas formagoes porosas em menor quantidade, com predominancia de 

canais. 

Comparando-se os arcabougos de quitosana 1,5 % e 2 % com a seccao 

longitudinal do arcabouco de quitosana com concentracao 3 %, representado 

atraves das imagens 29 (d,e,f) em diferentes magnificagoes, percebe-se a 

densificagao da estrutura gerada, com a formacao de canais quase na totalidade das 

imagens capturadas. O aumento da espessura das paredes internas e a ausencia de 

poros dos arcaboucos com maior concentracao de quitosana se tornam mais nitidos 

atraves da comparagao entre os arcaboucos de quitosana 1,5 % e 3 %. 

Os resultados obtidos corroboram com aqueles encontrados por Hshieh, 

Chang, Lin (2007) e Tigh, Karakegili, Gumusderelioglu (2007), em pesquisas com 

metodologia semelhante. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Efeito das condicoes de ajuste de pH 

Arcaboucos produzidos a partir de solucoes de quitosana com concentragao 

de 2 %, congelados a temperatura de -20 °C, com taxa de congelamento muito 

lenta, foram analisados, demonstrando a influencia da condigao de ajuste de pH 

experimentada, na morfologia final dos arcaboucos. As micrografias desses 

arcaboucos estao ilustradas nas Figuras 30 e 31 . 
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Figura 30: Micrografias (MEV) de seccoes de arcaboucos com concentracao de 

quitosana 2 % liofilizados, antes e apos serem submetidos as condicoes de ajuste 

de pH, em solucao 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) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(d-antes) (e) 

CERTBIO_097« 29"zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA UJzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA&K 11:44 C2B K10D 1 nm C£STBOzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA»J» Zmnns 114B DIB JSBB Z B u n OEKTBOJBr i ZHIMrtS 1147 D2.0 xlOk 100 um 

(g-antes) (h) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U F C G / B I B L I O T E C A / B C 
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De acordo com as imagens ilustradas na Figura 30, pode-se observar que as 

condicoes de neutralizacao geram estruturas mais densas. Essa caracteristica e 

percebida atraves do aumento da espessura das paredes dos canais dos 

arcaboucos, que ocorre devido a aproximacao e, muitas vezes, jungao completa 

dessas paredes (Imagens 30 (b,e,h)). 

Essa alteracao ocorre em maior ou menor proporcao a depender da condicao 

de ajuste de pH empregada. Observa-se que com a utilizagao de solucao aquosa de 

1M NaOH, imagens 30(b,c), ocorre a formacao de um sal em toda superficie do 

arcabouco. Isso se deve provavelmente a reacao entre o NaOH (base) e o acido 

acetico que permaneceu no arcabouco apos a liofilizacao, formando o Acetato de 

Sodio. que e parcialmente soluvel em agua. Com a utilizagao de solucao 1M 

NaOH/Etanol 99,5°GL, imagens 30 (e,f), tambem e percebida a formacao do sal, 

porem em quantidade reduzida. 

Os arcaboucos imersos em Etanol 99,5°GL, imagens 30 (h,i), nao apresentam 

indicios da presenga do sal. Entre o alcool etilico 99,5 °GL e o acido acetico ocorre a 

reacao de esterificagao, responsavel pelo ajuste do pH dos arcabougos de acido 

(pH=5.0) para neutro (pH«7). Essa reacao converte a estrutura em um ester, a 

temperatura ambiente, formando-se o acetato de etilo com producao tambem de 

agua. 0 acetato de etilo e bastante volatil, o que facilita a liofilizacao da estrutura. 

Nas imagens da Figura 31 podem ser observadas as estruturas internas dos 

arcabougos com concentracao de quitosana 2 % submetidos a condicoes de ajuste 

de pH com posterior lavagem com agua destilada. Observa-se que a estrutura dos 

poros dos arcaboucos apresenta menor alteragao quanto a arquitetura original, 

havendo tambem uma quantidade reduzida de precipitagao de sal na estrutura, 

provavelmente devido a solubilidade parcial do acetato de sodio em agua. 
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A lavagem das amostras com agua destilada pode eliminar acido acetico 

remanescente, evitando formacao do acetato de sodio, mas a estabilidade da 

estrutura apos qualquer lavagem ou imersao realizada e favorecida atraves da 

imersao final do arcabouco em Etanol 70°. 

Os resultados obtidos sao consonantes com os estudos de neutralizacao 

realizados por Nwe, Furuike, Tamura (2009), que apresentam a solucao 1M 

NaOH/Etanol 99,5°GL como a mais viavel. Huang et al (2005) e Tigh, Karakecili, 

Gumusderelioglu (2007), em suas pesquisas, apresentam o Etanol 99,5 °GL como o 

metodo mais viavel para os arcaboucos produzidos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.1.5 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macrofagos 

Este teste foi realizado no intuito de avaliar a viabilidade das celulas na 

presenca dos arcaboucos produzidos. Nessa etapa, foram analisados arcaboucos 

fabricados com quitosana proveniente do fabricante Polymar S.A., congelados em 

nitrogenio liquido e submetidos as condicoes 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 macrofagos de camundongoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Swiss na presenca dos 

arcaboucos. A - QTP2%-Solucao1MNaOH, B - QTP2%-Solucao1MNaOH/Etanol 

99,5°GL, C - QTP1,5%-Etanol 99,5°GL, D - QTP2%- Etanol 99,5°GL, E - QTP2%-

SolucaolMNaOH/Etanol 99,5°GL+lavagem, F - QTP2%-Solucao1MNaOH/Etanol 

70°+lavagem, LPS - controle positivo, CN - controle negativo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Viabilidade 

150- i 

i i i i i i i r 

As celulas em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle, 

equivalendo a 100 % de viabilidade e estao representadas na ultima coluna 

(CN=controle negativo). Os resultados foram expressos como media + desvio 

padrao de 5 animais e 3 arcaboucos de cada composigao por animal. 

A viabilidade das celulas 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 

celulas macrofagicas as amostras A e B estao provavelmente relacionadas com a 

nao-efetividade do metodo de neutralizacao aplicado, referentes a imersao em 

solucao 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 solucao 1M 

NaOH/Etanol 99,5°GL (E) e solucao 1M NaOH/Etanol 70° (F) com posterior lavagem 

com agua destilada, apresentaram viabilidade acima de 90 %. 

No Quadro 12 estao relacionados a media e o desvio-padrao dos valores de 

celulas viaveis em presenca dos seis tipos de amostra estudados, e para os 

controles positivo e negative 

Quadro 12: Medias e desvio-padrao dos valores de celulas viaveis em presenca dos 

seis tipos de amostra estudados, e para os controles positivo e negativo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

VIABILIDADE CELULAR 

Testes / Amostras (Media Desvio-padrao 

Amostra A 17,18 25,78 

Amostra B 44,24 42,09 

Amostra C 99,99 0,02578 

Amostra D 99,96 0,1260 

Amostra E 97,01 5,691 

Amostra F 93,72 9,814 

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 99,5 °GL, cternonstraram a efetividade da 

neutralizacao atraves desse metodo, indicando viabilidade em 100 % para os 

arcaboucos de quitosana em concentragoes de 1,5% e 2 %. Os resultados tambem 

confirmam os dados disponiveis na literature que apontam a quitosana como 

material biocompativel (NWE; FURUIKE; TAMURA, 2009; DASHzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2011). 
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5.1.6 Determinacao da Producao de Oxido Nitrico zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A producao de oxido nitrico pelos macrofagos a partir da exposicao aos 

arcaboucos testados situou-se em 20 umols/mL que sao considerados valores 

positivos. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 33 e estao 

relacionados com os respectivos desvios-padroes no Quadro 13. 

Figura 33: Producao de oxido nitrico por macrofagos de camundongoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Swiss na 

presenca dos arcaboucos. A - QTP2%-Solucao1MNaOH, B - QTP2%-

SolucaolMNaOH/Etanol 99,5°GL, C - QTP1,5%-Etanol 99,5°GL, D - QTP2%-

Etanol 99,5°GL, E - Q T P 2 % ^ l u c a o 1 MNaOH/Etanol 99,5°GL+lavagem, F -

QTP2%-Solucao1MNaOH/Etanol 70°+lavagem, LPS - controle positivo, CN -

controle negativo 

Producao de Oxido Nitrico 

?  
100-1 

5 A B C D E F L P S C N 
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Quadro 13: Medias e desvio-padrao dos valores de liberacao de oxido nitrico em 

presenca dos seis tipos de amostra estudados, e para os controles positivo e 

negativo, em comparacao com a porcentagem de celulas viaveis zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

OXIDO NITRICO 

Amostras Celulas Viaveis (%) Media (umols/mL) Desvio-padrao 

Amostra A 17,18 1,424 0,3398 

Amostra B 44,24 1,979 0,4791 

Amostra C 99,99 4,077 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 celulas que 

continuaram vivas (17,18 % e 44,24 %) reagiram liberando uma media de 

concentracao de 1,424 e 1,979 umols/mL, respectivamente. Da mesma forma, as 

celulas sobreviventes para as Amostras C, D, E e F regiram liberando a media de 

concentracao de oxido nitrico indicada no Quadro 13. Esses resultados sao 

consonantes aqueles expressados pelo teste de Viabilidade Celular, ja que as 

celulas vivas restantes para as Amostra A e B reagiram a presenca do material, 

indicando toxicidade, enquanto as celulas vivas para as Amostras C, D, E e F 

demonstraram baixa liberacao de oxido nitrico, indicando uma reacao natural de 

defesa das celulas, com estimulo apenas initial. 

Logo, os estudos realizados demonstram que os arcabougos de quitosana 

fabricados atraves dos procedimentos estabelecidos por esta pesquisa, podem ser 

aplicados sem que haja uma resposta indesejada dos tecidos celulares. ja que os 

resultados apontam que o material nao e citotoxico. Ainda, os arcaboucos 

neutralizados atraves da imersao em Etanol 99,5°GL apresentaram taxas mais 
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favoraveis de viabilidade celular para os macrofagos com relacao aos outros 

metodos investigados. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.1.7 Parametros determinados a partir dos resultados da ETAPA I 

De acordo com os resultados obtidos atraves dos procedimentos e analises 

realizados nessa etapa, foram determinados parametros experimentais favoraveis a 

otimizagao do processo, a serem empregados na continuacao do trabalho. Esses 

parametros estao listados a seguir. 

• Quanto ao procedimento de fabricagao: 

Utilizacad de Placas de Petri como moldes mais apropriados para o 

congelamento, que resulta em menor numero de amostras com defeitos; 

Liofilizacao durante 48 horas para garantir a secagem do material. 

• Quanto a concentracao de quitosana das solucoes polimericas: 

Estudos comparativos entre solucoes de quitosana com concentracao de 

1,5% e 2 %, tendo em vista a fragilidade da estrutura dos arcaboucos com 

concentracao 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 II. 

• Quanto a neutralizacao dos arcaboucos: 

Imersao em Alcool etilico 99,5 °GL e estabilizagao atraves de imersao em 

Alcool etilico 70°, por manter a arquitetura original do arcabouco, nao 

interferindo na biocompatibilidade do material; 

Secagem apos a neutralizacao atraves do congelamento e liofilizacao do 

arcabougo neutralizado. 
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5.2 ETAPA II - Etapa de desenvolvimento e investigacad dos arcabougos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2.1 Fabricagao dos arcabougos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para essa fase do trabalho foram selecionados percentuais de concentragao 

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 arcabougos a partir de solucoes de quitosana e quitosana-

genipina com base nos parametros estabelecidos atraves da Etapa I deste trabalho. 

Dessa forma, os procedimentos foram realizados atraves do congelamento das 

solugoes em Placas de Petri e liofilizados por 48 horas. Alem disso, todos os 

arcaboucos foram neutralizados atraves da imersao em Alcool etilico 99,5 °GL. 

A Figura 34 ilustra os principals resultados obtidos para as amostras de 

quitosana, selecionados apos avaliacao macroscopica dos arcabougos. 

Figura 34: Arcaboucos fabricados com solucoes de quitosana com concentracao de 

1,5 % e 2 %, atraves de taxas de congelamento variadas, a -20 °C e -196 °C 
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Os arcaboucos produzidos com a quitosana Sigma-Aldrich apresentaram 

coloracao mais esbranquicada com relacao aos produzidos com quitosana Polymar. 

Arcaboucos fabricados atraves do congelamento em nitrogenio liquido apresentaram 

rachaduras que sad consequencia do contato entre a amostra congelada a -196 °C e 

a temperatura ambiente durante a transferencia para o balao de vacuo do liofilizador. 

Os arcaboucos congelados emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freezer nao apresentaram deformidades aparentes. 

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

quitosana-genipina, selecionados apos avaliacao macroscopica dos arcaboucos. 

Figura 35: Arcaboucos fabricados com solucoes de quitosana-genipina com 

concentracao 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) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Os arcaboucos 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 excecad da composigad Quitosana 2 % -

Genipina 0,3 %, que exibiu uma estrutura semelhante a dos arcaboucos congelados 

em taxa considerada como lenta. Os arcaboucos congelados em nitrogenio liquido 

tambem apresentaram rachaduras. 

Outra caracteristica importante observada no material produzido foi a 

diferenga da coloracad final para cada composicao quitosana-genipina. 

ChenzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (2005) estudou o efeito da temperatura e tempo de reacao na 

aparencia fisica das solugoes de quitosana-genipina, com concentragao de 

quitosana-genipina fixa. Os resultados encontrados pelo autor estao relacionados no 

Quadro 14. 

Quadro 14: Efeito da temperatura e tempo de reagad na aparencia fisica das solugoes 

de quitosana-genipina, com concentragao de quitosana-genipina fixa. A area 

destacada se refere a temperatura e ao tempo utilizados neste trabalho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tempeiatufa de Tempeiatufa de 
Tempo de incubacao (h) 

Incubacao 
CQ 

0 1 SSSB 6 12 24 36 48 

37 Incolor Incofor zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
A m a r a t o - AZMl Azul Azul Azul 

37 Incolor Incofor 
d a r o azu lado e s c u r o escuro escuro escuro 

20 Incolor Incolor 
levemente Levemente Amarelo- Azih1 Verde- Azul 

20 Incolor Incolor amarelado amarelado claro esverdeado azulado 

escjro 
escuro 

4 Jncolor Incolor Incoior incolor Incolor 
Lewemeote 
amarelado 

î venerrte 
amarelado 

Amarelo-
claro 

Lewemeote 
amarelado 

î venerrte 
amarelado 

Amarelo-
claro 

Fonte: Adaptado de CHEN ef al., 2005 

Comparando a coloragao estudada pelo autor com a aparencia fisica dos 

arcabougos quitosana-genipina fabricados neste trabalho, pode-se perceber a 

similaridade entre as tonalidades descritas. Pode-se inferir que com o tempo e a 

temperatura fixos, como e o caso deste trabalho de dissertagao, as variagoes na 

concentragao da quitosana e da genipina geram a mesma paleta de cores. 
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Ainda de acordo com essa pesquisa, e com os estudos de GonsalveszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. 

(2010), o grau de reticulacao das solucoes preparadas aumenta proporcionalmente 

com o tempo, temperatura e pH da incubacao, o que indica que o escurecimento da 

solucao esta relacionado com o aumento do seu grau de reticulacao. 

Dessa forma, a variacad da coloracad dos arcaboucos produzidos ilustrados 

na Figura 35 indica que com o aumento da concentracao de genipina nas solugoes 

de quitosana, o grau de reticulacao aumentou. Alem disso, o congelamento atraves 

de nitrogenio liquido tornou os arcabougos mais claros quando comparados com as 

amostras de mesma composigad congeladas emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freezer. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2.2 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

A analise por Espectroscopia do Infravermelho foi aplicada, nessa etapa, para 

a observagao das bandas de absorgao presentes na materia-prima utilizada para a 

fabricagao dos arcaboucos, com excegad 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 nao-neutralizadas, com e sem 

reticulagao. 

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 I e mostrando que nao ocorreram diferengas 

consideraveis nos materials produzidos, a partir dos dois fornecedores diferentes. 

Estudo semelhante foi realizado por Lima (2010). 
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Figura 36: Espectro vibracional de IV da quitosana em po (fabricante Sigma-Aldrich) 

Quitosana Sigma 

Os espectros de IV dos arcabougos liofilizados obtidos atraves do 

congelamento da solucao a temperatura de -20 °CzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Freezer) e -196 °C (Nitrogenio 

liquido), com e sem neutralizacao, 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 alteracoes significativas nos espectros dos 

arcaboucos em funcao da temperatura de congelamento. Contudo, o espectro 

QTS2-NITRO neutralizado apresentou um pequeno decrescimo nos picos referentes 

ao estiramento N-H do grupo aminazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA NH2 (1546 cm"1) e um aumento do pico 

referente a vibracad de estiramento do grupo C-H assimetrico (2920 cm"1). De 

acordo com Noriega e Subramanian (2011), essas diferencas sao decorrentes da 

etapa de neutralizacao. 

A Figura 38 apresenta o espectro da genipina e o Quadro 15 apresenta as 

vibracoes 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 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 1 1 1 — 1 r zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

t 

1 1 1 1 

1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

V zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
; zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

< (, I 1 1 1 1 1 1 d zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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numero de ondas (cm*) 

Fonte: MAGALHAES JUNIOR, 2009 



I l l zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 15: Vibracoes correspondentes aos principals grupos quimicos 

apresentados no espectro de IV da genipina em po zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Atribuicoes Frequencias vibracionais (cm n ) 

OH: 5 1000-1060 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

v{C-0) 1200-1270 
v(C-0) 1170-1300 

50H/6CH 2:(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 Magalhaes Junior (2007), o espectro apresentou as seguintes 

bandas caracteristicas dos grupos funcionais da genipina: deformacao axial de OH 

em 3402 cm"1 (OH livre) e em 3246 cm"1 (OH em ligacad de hidrogenio 

intermolecular); absorcao de deformacao axiais de ester conjugados em 1683 cm"1 

(C=0) e 1203 cm"1 (C-0 de C-(=0)-0); deformacao axial de C=C de olefinas (ciclo 

alqueno em 1109 cm"1). 

A Figura 39 ilustra os espectros obtidos para os arcaboucos reticulados com 

genipina, congelados a temperatura de -20 °C.A partir dos espectros podem-se obter 

informacdes adicionais sobre as interacoes entre a quitosana e o agente de 

reticulagao genipina. 
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Figura 39: Espectro vibrational de IV dos arcaboucos QTS1,5-GE15-FREE, QTS1,5-

GE3-FREE, QTS2-GE15-FREE, QTS2-GE3-FREE, todos neutralizados 

QTS2-FREE zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Comparando os espectros de FTIR das amostras reticuladas com a amostra 

sem reticulante na composicao e possivel observar uma diminuicao da intensidade 

de absorcao das bandas na regiao entre 3000-3700 cm" 1 (0-H;N-H), dos picos 

correspondentes a amida II (1546 cm"1) e das ligacoes glicosidicas da quitosana 

(800-1200 cm"1). A banda em 1064 cm" 1 e resultante do estiramento C-0 e a banda 

em 1406 cm"1 ao estiramento da molecula de genipina (C=C). O perfil tipico de 

polissacarideo e mantido em 1150 cm" 1, caracteristico do estiramento C-O-C. Esses 

resultados estao de acordo com as pesquisas de Butler, Ng, Pudney (2003), ChenzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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 absorcao da banda em 

1650 cm" 1, associada ao grupamento amida, cresce com o aumento da 

concentracao de genipina, o que sugere o aumento de grupos amida, evidenciando 

a efetivacao da reticulacao. Alem disso, o estiramento do anel da amida 



113 

heterocfclica em 1340 cm"1 ocorre com aumento de absorcao crescente em relacao 

a concentracao de reticulante. Os resultados sao consoantes com aqueles obtidos 

por Magalhaes Junior (2007) e Bispo (2009). 

Mi, Shyu e Peg (2005) descrevem que, seguindo o esquema sugerido para a 

reacao entre a quitosana e a genipina em meio acido (Figura 13), a reacao de 

abertura de ane) pode ser inibida devtdo a protonacao dos grupos amino na 

condigao acida (pH 5,0). Embora a reacao de grupos ester de genipina com 

quitosana so possa prosseguir na presenca de acido, e sugerido que a reacao de 

substituicao nucleofilica sobre os grupos de ester de genipina nao seja a reacao de 

reticulacao dominante. Esse pode ser urn indicativo para a diferenca minima 

observada entre os espectros de IV dos arcaboucos de quitosana e quitosana-

genipina. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2.3 Difracao de Raios X (DRX) 

Nessa etapa a Difracao de Raios X foi realizada com o objetivo de 

caracterizar a materia-prima dos arcaboucos, tendo em vista a utilizacao de 

quitosana do fabricarrte Sigrna-Aldrich, e de observar a influencia dos estagios de 

congelamento, da neutralizacao e da concentracao do agente reticulante nos 

arcaboucos. Para essa etapa, os difratogramasforam obtidos a partir de secedes das 

amostras sem reticulacao (QTS1,5-NITRO, QTS2-FREE, QTS2-NITRO, QTS2-

NITRO Neutralizado), com reticulante (QTS1,5-GE15-FREE, QTS1.5-GE3-FREE, 

QTS2-GE15-FREE, QTS2-GE3-FREE), e a partir do po da quitosana utilizada para o 

prepare das solucoes. 

O difratograma do po de quitosana proveniente do fabricante Sigrna-Aldrich 

apresenta pico de reflexao em 29 a 20°, caracteristico do material, conforme 

reportado na Etapa I (Figura 40). 
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Figura 40: DRX da quitosana em po (fabricante Sigrna-Aldrich) 

5000 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2 theta 

A Figura 41 ilustra os difratogramas de DRX dos arcaboucos liofilizados 

obtidos atraves do congelamento da solucao a temperatura de -20 °CzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Freezer) e -

196 °C (Nitrogenio liquido), com e sem neutralizacao. Comparando as amostras 

QTS1,5-NfTRO e QTS2-NITRO, observa-se o aumento da reflexao dos picos em 20 

a 20° conforme aumenta a concentracao da solucao de quitosana, de acordo com 

estudo realizado na Etapa I. 

Nos difratogramas das amostras QTS2-FREE, QTS2-NITRO e QTS2-NITRO 

Neutralizado nao sao observadas diferencas relevantes, o que indica que a taxa de 

congelamento e a neutralizacao nao tnterferem na orientacao macromolecular da 

quitosana. 



115 

Figura 4 1 : DRX dos arcaboucos de quitosana QTS1,5-NITRO, QTS2-FREE, QTS2-

NITRO e QTS2-NITRO Neutralizado (fabricante Sigrna-Aldrich) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Os difratogramas das amostras dos arcaboucos de quitosana reticulada com 

genipina estao ilustrados na Figura 42. Pode-se observar que, quanta maior a 

concentracao de genipina em relacao a concentracao de quitosana, mais 

acentuadas as reflexoes em 26 a 20°. Os resuftados sao consonantes com os 

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-GE15-FREE, QTS2-GE3-FREE e QTS2-FREE, todos neutralizados 

(fabricante Sigma-Aldrich) 
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Conforme reportado por Butler, Ng, Pudney (2003), a genipina reage com a 

quitosana formando ligacdes covalentes. Dessa forma, o material reticulado 

apresenta ligacdes covalentes em maior numero, e esse numero de ligacdes cresce 

com o aumento da concentracao de genipina havendo, consequentemente, o 

aumento da cristalinidade, uma vez que se tratam de estruturas mais organizadas. 

Atraves dos difratogramas pode-se inferir que, embora haia aumento da 

cristalinidade do material atraves da reticulacao, o aumento da concentracao de 

genipina de 0,15 % para 0,3 % induz pouca diferenca na cristalinidade da estrutura. 

Esses result ados podem estar relaaonados com a menor interacao entre a 

quitosana e a genipina em meio acido, conforme foi observado atravas das analises 

por FTIR. 
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4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Para investigar o comportamento da microestrutura dos arcaboucos de 

quitosana e quitosana-genipina produzidos, foram realizadas analises por 

Microscopia Eletronica de Varredura. 

Arcaboucos foram fabricados a partir de solucdes de quitosana com 

concentracao 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 

°C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), no intuito de comparar os arcaboucos 

produzidos nas etapas I e II e dimensionar os poros obtidos na arquitetura dos 

arcaboucos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Arcabougos de quitosana 

A Figura 43 ilustra as micrografias obtidas para os arcaboucos com 

concentracao de 1,5 % e 2 %, submetidos as taxas de congelamento muito lento, 

lento e rapido. 
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Figura 43: Micrografias (MEV) das secedes longitudinais dos arcaboucos de 

quitosana liofilizados com concentracao 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 

2012A2J06 20 15 D2.1 x300 300 um C E R T B I O 2536 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 0 1 2 « 2 JD B 2 1 3 D OS.1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ml.J9k 5 0 wn zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

( d)  (e) (f) 

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 solucao, tanto para os arcaboucos com concentracao de 1,5 % quanto para 

aqueles de 2 %, assim como uma diminuicao do tamanho dos poros apresentados, 

conforme estudo detalhado realizado na Etapa I deste trabalho. 

De acordo com a media do diametro de poros calculada atraves das 

micrografias (MEV), os arcaboucos com concentracao de 1,5% apresentam media 

de 65 um e 60 um, respectivamente, para as amostras congeladas em taxa muito 

lenta e lenta, nao havendo variacao significativa (Figura 44). Essa variacao ocorre 

com a mudanca da taxa para rapida, atraves do congelamento com nitrogenio 

liquido, na qual a media dos poros chega a 40 um Comparando esses valores com 

aqueles obtidos para os arcaboucos 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 media de poros de 87 um e 

58 um, respectivamente. Alem disso, pode-se observar a formacao de estruturas 

com maior distnbuicao de poros (variacao de tamanho de poro existente no 

arcabougo). Esse valor pode ser estimado atraves do desvio-padrao. Por exemplo, 

para a composicao quitosana2%FREE, tem-se uma variacao de tamanho de poro de 

54 um e 120 um, que confirmam os resultados obtidos durante a analise da 

morfologia na Etapa I. De acordo com o grafico, com o aumento da concentracao de 

quitosana, o tamanho medio dos poros aumenta. 

Figura 44: Media do diametro dos poros dos arcaboucos de quitosana com 

concentracao de 1,5 % e 2 %, congelados atraves de taxa muito lenta (abaixo de 

0,01 °C/s), lenta (entre 0,01 °C/s e 0,06 °C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), 

calculados atraves das micrografias (MEV) obtidas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

150zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA T 1 

FREE FREEL NITRO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Arcaboucos de quitosana-genipina 

A Figura 45 ilustra as micrografias obtidas para os arcaboucos com 

concentracao de quitosana de 1,5 % e 2 % e de genipina 0,15 % e 0,3 %, 

submetidos as taxas de congelamento muito lento e rapido. 
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Figura 45: Micrografias (MEV) das secedes longitudinais dos arcaboucos de 

quitosana-genipina liofilizados com concentracao de Quitosana 1,5 % e 

concentracoes de genipina 0,15% (azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-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 

CERTBIO_2044 2012JO2C5 1BS6 W . 2 »100 1mm CERTBIO_2DW 

(a) 

7C12X&05 1910 D6.5 «50C 300zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA um C t R T B U_2D4B 

(b) 

2012W2JD& 1 8 t * 08.8 X800 100 um 

(c) 

C E R T B I O _ 2 0 7 0 2012O2O6 1940 D8.0 »100 1 i m CERTBIO_2071 ?012 l02e6 1941 D»,0 O 0 0 500 um CERTBIO_20«S 2 0 1 2 0 2 * 6 1 « » D9.4 «600 100 um 

Atraves das imagens 45 (a,b,c) e 45 (d,e,f) pode ser observada a formacao 

interna dos arcaboucos de quitosana reticuiados com genipina em concentracao 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 media de diametro de poros de 135 um e 140 um (Figura 47), sendo que a 

composicao quitosana1,5%-genipina0,15% apresenta uma maior distribuigao do 

tamanho dos poros. Observa-se, ainda, que a estrutura das paredes dos canais sao 

mais espessas que as dos arcaboucos de quitosana. Essa arquitetura se deve 

provavelmente ao aumento da cristalinidade do material atraves da reticulacao. 

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 media de 30 um. A regularidade do congelamento 

da estrutura nao permite uma larga distribuigao de poros. 

A Figura 46 apresenta as micrografias referentes aos arcaboucos com 

concentracao de quitosana 2 % e genipina 0,15% e 0,3%, submetidos a taxa de 

congelamento muito lenta e rapida. 

Figura 46: Micrografias (MEV) das secedes longitudinals dos arcaboucos de 

quitosana-genipina liofilizados com concentracao de Quitosana 2 % e concentracdes 

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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Os arcaboucos de quitosana com concentracao de 2 % reticulados com 

genipina apresentam uma morfologia interna diferenciada se comparados com os 

arcaboucos com concentracao de quitosana de 1,5 %. Atraves das imagens pode-se 

perceber a formacao de poros poligonais de tamanhos variados. As paredes 

apresentam espessura acentuada com relagao aos arcaboucos sem reticulacao, e 

interconectividade entre os poros existentes. Essa morfologia pode indicar que o 

aumento da concentracao do reticulante interfere na formacao dos poros dos 

arcaboucos. 

Essas estruturas apresentam media do diametro de poros maiores, com 

valores de 210 um e 195 um para as amostras com 0,15% e 0,3% de genipina, 

respectivamente. Nao ha uma grande diferenca entre os valores das composicdes 

com o aumento da concentracao de genipina sem variacao da concentracao de 

quitosana, o que indica que o aumento da concentracao de reticulante nao interfere 

acentuadamente. 

As imagens referentes a estrutura do arcabouco congelado atraves de 

nitrogenio liquido, imagem 46 (g,h,i), indicam uma arquitetura com formacao de 

poros de tamanho menor, devido a mudanca 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 media de poro de 13 

um. Esse resultado pode indicar que o aumento da cristalinidade da solucao 

combinado a taxa de congelamento rapida, causa uma dificuldade de crescimento 

para os cristais de gelo. 
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Figura 47: Media do diametro dos poros dos arcaboucos de quitosana-genipina com 

concentracao de 1,5 % e 2 %, e genipina 0,15 % e 2 %, congelados atraves de taxa 

muito lenta (abaixo de 0,01 °C/s) e rapida (entre 0,06 °C/s e 50 °C/s), calculados 

atraves das micrografias (MEV) obtidas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

300 -, , 

FREE FREEL NITRO 

5.2.4 Microscopia Otica (MO) 

A Microscopia Otica foi utilizada para investigar o comportamento dos 

arcaboucos polimericos com e sem reticulacao, com relacao as diferentes 

concentracdes das solucdes de quitosana e quitosana-genipina, quando da 

interacao com a luz otica. Foram capturadas representacdes em 2D e 3D. 

Foram analisadas amostras obtidas a partir de secedes longitudinais dos 

arcaboucos QTS1,5 e QTS2, com e sem reticulacao, 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 reticulacao, em representacao 2D. 
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Figura 48: Microscopia otica (MO) 2D das secedes longitudinals dos arcaboucos 

liofilizados de quitosana com concentracao 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 °C/s) 

De acordo com as imagens pode-se observar a formacao porosa das 

estruturas dos arcaboucos atraves da identificacao do contomo de alguns poros 

situados no piano de foco. As imagens tambem revelam a transparencia das 

paredes internas da estrutura, tendo em vista a percepgao da arquitetura do 

arcabouco atraves do piano de foco. Nao foram observadas diferencas significativas 

quanto a variacao da concentracao da solucao de quitosana de 1,5 % para 2 %. 
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A Figura 49 apresenta as imagens obtidas para os arcaboucos liofilizados 

sem reticulacao, em representacao 3D. 

Figura 49: Microscopia otica (MO) 3D das secedes longitudinais dos arcaboucos 

liofilizados de quitosana com concentracao de 1,5 % (a) e 2% (b) submetidos a um 

estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s) 

(a) (b) 

Atraves da representacao tridimensional (3D) da estrutura interna dos 

arcaboucos nos pontos onde foram capturadas as representagdes 2D, pode-se 

perceber a formacao de ondulagdes tanto no arcabougo de quitosana 1,5 % quanto 

no de 2 %, que confirmam alguns dos resultados obtidos atraves da Microscopia 

Eletronica de Varredura (MEV). A diferenca na quantidade de ondulagdes 

observadas, tendo em vista se tratar de arcaboucos submetidos a mesma taxa de 

congelamento, provavelmente se deve a diversidade da formacao interna dos 

arcabougos, resultado observado tambem nas micrografias por MEV. 

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

liofilizados com reticulacao da quitosana atraves da genipina, em representagao 2D 

e3D. 
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Figura 50: Microscopia otica (MO) 2D das secedes longitudinais dos arcaboucos 

liofilizados de quitosana-genipina com concentracao QTS1,5-GE15 (a-280x), 

QTS1,5-GE3 (b-280x) e QTS2-GE15 (c-280x), QTS2-GE3 (d-280x), submetidos a 

um estagio de congelamento muito lento (-20°C, taxa abaixo de 0,01 °C/s) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(c) (d) 

A Figura 51 apresenta as imagens obtidas para os arcaboucos liofilizados 

com reticulacao da quitosana atraves da genipina, em representacao 3D. 
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Figura 51: Microscopia otica (MO) 2D das secedes longitudinais dos arcaboucos 

liofilizados de quitosana-genipina com concentracao 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) 

(c) (d) 

Atraves das imagens 2D e 3D obtidas pode-se observar a formacao estrutural 

dos arcaboucos de quitosana reticulados com genipina em variadas concentracdes. 

A imagem 50(a) mostra a presenca de poros, enquanto a imagem 50(b) revela a 

presenca de placas. Dessa forma, com o aumento da concentracao de quitosana e 

genipina nos arcaboucos e percebida a diminuicao da quantidade de poros 

aparente. Esses resultados estao em consonancia com aqueles obtidos atraves das 

micrografias por MEV. 

Ainda, um aspecto importante identificado atraves dessas imagens e o 

incremento da fluorescencia nos arcaboucos. E percebido que com o aumento da 

concentracao de genipina na estrutura, a fluorescencia apresentada pelo material e 

atenuada. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

UF C G/ BI BL I O T E C A / BC 
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De acordo comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Chen et al. (2005), os grupos amina primarios da quitosana 

sao os unicos alvos da reacao com a genipina com potencial de gerar produtos 

fluorescentes. Dessa forma, pode-se aferir que a reacao de reticulacao atraves da 

formacao de ligacdes covalentes foi efetiva nos arcaboucos, e que o aumento da 

concentracao de genipina e da concentracao de quitosana induz a um maior numero 

de reacdes 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 atraves das analises 

por FTIR, DRX e MEV nesta pesquisa, e com os resultados obtidos por Butley, Ng, 

Pudney (2003), Chen et al. (2005) e Bispo (2009). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2.5 Grau de Intumescimento 

As Figuras 52 e 53 comparam a capacidade de intumescimento dos 

arcaboucos de quitosana QTS1,5 e QTS2 em relacao as taxas de congelamento e 

teor de reticulante. 

Nota-se que todas as composicdes apresentaram alta capacidade de 

absorcao e habilidade de retencao da solucao PBS, uma vez que absorvem mais 

agua do que seus prdprios pesos, isto e, valores individuals >100%. Essa 

capacidade pode ser atribulda tanto a hidrofilicidade quanto a manutencao das suas 

estruturas 3D (TIGH; K A R A K E C I L I ; G U M U S D E R E L I O G L U , 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 formacao 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 intumesdmento dos arcaboucos 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 

°C/s) 

A Figura 52 apresenta o grau de intumescimento dos arcaboucos 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 

arcabouco de quitosana preparado com concentracao 2 % apresentou maior valor 

de intumescimento do que o preparado com 1,5 %. 

Entre esses arcaboucos nao 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 moleculas polares, e que se apresentam em maior quantidade com o 

aumento da concentracao da quitosana. 

Como visto, esses grupos tern uma grande influencia sobre o montante de 

agua retida, considerando que o aumento da concentracao de quitosana no 

arcabouco interfere significativamente na quantidade absorvida. Segundo Assis e 

Silva (2003), mesmo para a solucao tampao a tendencia de aumento da 

concentracao com acrescimos no ganho de massa e observada. 
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No caso do congelamento com nitrogenio o arcabouco QTS2 sofre uma 

pequena reducao no grau de intumescimento em relacao ao arcabouco QTS1,5, 

atribufdo a influencia da morfologia. 

A Figura 53 apresenta o grau de intumescimento dos arcaboucos 

processados com diferentes concentracdes 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 arcaboucos com e sem 

adicao de genipina, pode-se observar que a adicao do reticulante altera, mas nao de 

forma significativa, a capacidade de absorcao de agua. Esse resultado esta 

relacionado com a formacao de reacao fraca entre a quitosana e a genipina em meio 

acido, conforme descrito nos resultados das analises por FTIR. 

Alem disso. pode-se perceber que o aumento da concentracao de genipina 

para arcaboucos com concentracao de quitosana iguais, gerou um acrescimo na 

diminuicao 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 solucao de quitosana-genipina 
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reticulada os quais, por sua vez, podem influenciar suas propriedades de 

intumescimento. 

A influencia mais significativa da concentracao de genipina ocorreu no 

arcabouco QTS2-GE15, congelado em nitrogenio Ifquido, fator que potencializou 

esse comportamento. 

5.2.6 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macrdfagos 

Este teste foi realizado no intuito de avaliar a viabilidade das celulas na 

presenca dos arcaboucos de quitosana reticulados com genipina. Nessa etapa, 

foram analisados arcaboucos fabricados com quitosana proveniente do fabricante 

Sigrna-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 arcaboucos podem ser 

observados na Figura 54. 

Figura 54: Viabilidade de macrdfagos de camundongoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Swiss na presenca dos 

arcaboucos. A - QTP2%FREE, B - QTP2%GE015%FREE e C -

QTP2%GE0,3%FREE, LPS - controle positive CN - controle negativo 

Viabilidade 

150zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-i 

A B C CN LPS 

As celulas em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle, 

equivalendo a 100 % de viabilidade e estao representadas na penultima coluna 



132 

(CN=controle negative). Os resuitados foram expresses como media + desvio 

padrao de 5 animais e 3 arcaboucos de eada composicao por animal, 

A viabiiidade das ceiulas expostas aos arcabougos foi acima de 80 % para a 

amostra A, e acima de 50 % para as amostras B e C. A resposta das ceiulas 

macrofagjeas a amostra A apresenta urn percentual acima do controle positive (LPS) 

o que indica o carater nao-citotoxico da quitosana. As amostras B e C, compostas 

por quitosana e genipina, apresentarn um percentual acima de 50 % que, de acordo 

com Bispo (20X)9) e o valor mfnimo requerido para o teste de biocompatibiiidade. 

Pode ser percebido que, com o aumento da concentracao de genipina na amostra, 

houve reducao minima da resposta viavel das ceiulas. 

Dessa forma, os resuitados obtidos para os arcaboucos corroboram com as 

pesquisas desenvoMdas por Bispo (2009) e Muzzareiii (2009), que indicam a 

genipina como agente reticulante favoravef a interacao com tecidos celulares. 



133 

0 CONCLUS0ES 

Este trabalho objetivou a producao e caraeterizaeao de arcabougos de 

quitosana e a avaliacao do efeito da reticuiacao com genipina. A anaiise dos 

resuitados das caracterizacoes propostas permiiiu se chegar as seguintes 

conclusoes: 

• As analises por Difracao de Raios X confirmaram as aiteracdes sofridas na 

cristalinidade da quitosana com a variacao da concentracao do biopolimero e 

do agente de reticuiacao (genipina), indicando estruturas menos amorfas com 

o aumento das concentracoes. 

• A tecnica de espectroscopia na regiao do infravermelho identificou todas as 

bandas caracten'sticas da quitosana independentemente da taxa de 

congelamento, da liofilizacao e da neutralizacao apHcados. A efettvidade da 

neutralizacao foi identificada atraves do decrescimo na absorcao referente ao 

grupo amina (1646 cm"1) e do aumento da absorcao referente ao grupo C-H 

(2920 cm"1). Os espectros evidenciaram a interagao entre os grupos 

funcionais reativos da quitosana e do agente reticulante atraves das 

mudaneas nas absorcoes nas regioes entre 3000-3700 cm' 1 , dos picos 

correspondentes a amida II (1546 cm"1) e das Ngacoes glicosidicas da 

quitosana (800-1200 cm"1). 

• 0 estudo morfologico dos arcaboucos reaiizado por Microscopia Eletronica de 

Varredura revelou a formacao de uma arquitetura tridimensional com poros 

e/ou canals interconeciados, inHuenciada pela taxa de congelamento e 

concentracao da solucao, e pela adicao do agente de reticuiacao. Foi possivel 

perceber que as solucoes congeladas em taxa lenta apresentaram maior 

numero de poros interconectados e de tamanhos variados, e que a 

reticuiacao diminutu significativamente essa formacao. Em todas as 

composicoes os arcaboucos apresentaram poros de tamanhos variados e 

majoritariamente maiores que 100 pm, sendo, portanto considerados 
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materials em potenciai para apiieacao em engenharia de tecidos 

cartilaginosos. 

• As analises por Microscopia Otica confirmaram os resuitados observados 

atraves das micrografias eietronicas de varredura e indicaram a efetividade da 

reticuiacao atraves dos pontos de fluorescencia revelados 

• Os arcaboucos apresentaram alia capacidade de intumescimento em todas 

as composicoes, ainda que a adicao da genipina nao tenha reduzido essa 

capacidade de retencao. Essa caracteristica foi influenciada tanto pela 

arqurtetura quanto pefa concentracao de quitosana dos arcaboucos. 

• Os ensaios de ftfTT e NO revefaram que os arcaboucos de quitosana e 

quitosana-genipina sao biocompativeis. 

Dessa forma, a tecnica dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA freeze drying utilizada demonstrou ser efetiva para 

a obtencao de estruturas porosas de quitosana, e versatil devido a possibilidade de 

manipulacao de variaveis experimentais. Os resuitados mostraram que a alteracao 

da concentracao da solucao de quitosana, da taxa de congelamento e a adicao de 

diferentes concentracoes do agente reticulante {genipina) modificam as 

propriedades gerais dos arcaboucos produzidos. 
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