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RESUMO

A pele do homem do homem, que corresponde a cerca de 15% de seu peso
- corporal, € um orgdo que reveste e delimita o organismo, protegendo-o & interagindo
com o meio exterior. Caracteristicamente dindmica, a pele apresenta alteracdes
constantes, sendo dotada de grande capacidade de reparacdo. Tem como funcgdes
termorregulacdo, produgdo e excrecdo de metabolitos, defesa contra agressdes
fisicas, guimicas e biologicas, fun¢bes sensoriais. Em muitas situaces pode ocorrer
perda da arquitetura e ou funcdo desse tecido cutdneo, seja por processos
infecciosos, traumaticos, inflamatérios ou neoplasicos, porém em algumas destas
situacbes as terapéuticas convencionais ndo sao suficientes para a resolugédo do
quadro e técnicas mais avangadas precisam ser empregadas, como a engenharia de
tecidos, a qual utiliza celulas associadas ou n&oc a uma matriz extracelular
denominada arcabougo. O objetivo deste trabalho fo! desenvolver e caracterizar
arcabougos compostos por quitosana, através da tecnica de freeze-drying, para
aplicagdo na engenharia de tecidos. Os arcabougos foram produzidos em trés
concentracdes (1,5%— 2%— 3%) utilizando quitosana de baixo peso molecular e
médio peso molecular. Em seguida os arcabougos foram caracterizados por
microscopia optica (MO), microscopia eletrénica de varredura (MEV), Espectroscopia
na Regiao de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio x
(DRX) e ensaio do grau de intumescimento. Os estudos morfolégicos por MO e MEV
revelaram a formagdo de um arcabougo com uma arquitetura tridimensional com
poros influenciados pela concentracdo da solugdo. A FTIR identificou todas as
bandas caracteristicas da quitosana independente da concentragdo. O DRX
demonstrou que o processo de liofilizagdo reduziu a cristalinidade do material e os
ensaios de Gl demonstraram alta capacidade de intumescimento em todas as
amostras de arcaboucos testadas.

Palavras chave: Quitosana. Engenharia de Tecidos. Arcabougo.



ABSTRACT

Human skin, which corresponds to about 15% of the body weight, is an organ that

‘covers and delimits the body, protecting it and interacting with the outside
environment. Characteristically dynamic, the skin presents constant changes and it is
endowed with a great capacity for repair. The skin has got thermoregulation and
sensory functions, also, it is responsible for the production and excretion of
metabolites and defense against physical, chemical and biclogical harm. In many
situations, there may be loss of architecture and/or function of this tissue by
infectious, inflammatory or neoplastic processes, or trauma. However, in some of
these situations, conventional therapies are not enough to solve the problem and,
thus, more advanced techniques have to be employed, as tissue engineering, which
uses cells that may be or not associated with an extracelluiar matrix known as
scaffold. The aim of this study was to develop and characterize scaffolds composed
of chitosan, by using the freeze-drying technique, to be applied in tissue engineering.
The: scaffolds were produced at three concentrations (1.5% - 2% - 3%) using
chitosan of low molecular weight and medium molecular weight. Then, the scaffolds
were characterized by optical microscopy (OM), scanning electron microscopy
(SEM), Infrared Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR), x-ray diffraction (XRD)
and testing of the degree of swelling. The morphological studies by MO and SEM
showed the formation of a three-dimensional scaffold architecture with pores
influenced by the concentration of the solution. The FTIR identified all characteristic
bands of chitosan independent of concentration. The XRD showed that the
lyophilization process reduced the crystallinity of the material and Gl tests showed a
high swelling capacity in all scaffold samples tested.

Key-words: Chitosan. Tissue engineering. Scaffold.
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1 INTRODUGCAO

A pele & um dos maiores 6rgéos do corpo humano, correspondendo a 16% do
peso corporal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). E constituida pela epiderme e pela
derme, que sdo0 unidas entre si por uma estrutura altamente especializada
denominada membrana basal ou jungdo dermoepidérmica. A pele humana
desempenha multiplas fungdes: protegdo, regulagdo da temperatura, percepgao
sensorial, excre¢ao e sintese de vitamina D, colesterol e melanina (JUNQUEIRA,
CARNEIRQ, 2004).

O desenvolvimento de novos materiais e aprimoramento dos ja existentes
para a regeneragédo de pele constitui grande area de pesquisa em biomateriais.
Anualmente, varias centenas de pessoas necessitam de enxertos devido a feridas
dérmicas. O trauma a pele pode ser causado pelo calor, por agentes quimicos,
enérgia elétrica, ultravioleta e nuclear, resultando em varios graus de dano a
mesma. Doencas como diabetes e Ulceras de pressdo também provocam sérias
lesGes. As lesdes menos traumaticas que atingem apenas o epitélio, camada
externa da pele, s&o regeneradas prontamente e nio necessitam de enxerto o que
ndo acontece com as lesdes mais profundas que atingem a derme. Segundo ©
Ministério da Saide estima-se que em 2001 aconteceram 1.000.000 de acidentes
por queimadura, sendo 150.000 (15%) causados por alcool liquido e 45.000 (30%)
atingiram criancas de até 12 anos (BRASIL, 2005). De acordo com o “National
Institute of General Medical Sciences”, 1,25 milhdes de lesbes relacionadas a
queimaduras, exigem atendimento médico anualmente s6 nos Estados Unidos.
Destes pacientes, 50.000 exigem hospitalizacdo e 25.000 sdo atendidos em
unidades especiais de queimados. Infecgdes provocam a morte de
aproximadamente 10.000. Felizmente, avangos no cuidado de feridas, tais como
enxertos, tém aumentado a taxa de sobreviventes de vitimas de gueimaduras e
especialmente melhorado as chances de sobrevivéncia de pessoas com mais de
50% da cobertura corporal queimada (SEAL, OTERQO, PANITCH; 2001).

A Engenharia de tecidos é um campo interdisciplinar que integra tecnologia e
ciéncia para manter ou reparar os tecidos do corpo. Arcabougos ou matrizes
extracelulares sdo dispositivos utilizados na engenharia de tecidos como suportes
que promovem a proliferacio celular e ¢ crescimento, fornecendo um ambiente
estavel (GREEN, 1977).
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Nos dltimos anos, a pesquisa de biomateriais funcionais tem sido dirigida para
o desenvolvimento de arcabougos. Neste sentido, uma atencéo consideravel tem
sido dada para os biomateriais & base de quitosana (HIRANO; MIDORIKAWA, 1998;
QIN; AGBOH, 1998; RATHKE; HUDSON, 1994).

A quitosana € um biopolimero natural, abundante e atdxico e sua utilizagéo
tem sido proposta para usos diversos, seja ha area de ehgenharia, biotecnologia,
ciéncias farmacéuticas ou medicina. E obtida a partir da adequacao da estrutura
quimica de um polimero natural encontrado em diversas fontes: processo de
desacetilagao da quitina, que por sua vez & extraida das carapacas de alguns
artropodes, principalmente os crustaceos, através da reacdo de desacetilacéo.
(ASSIS, SILVA; 2003).

Logo, ¢ estudo a respeito dos arcabougos produzides com o© biopolimero
quitosana (morfologia e degradacao) utilizados na engenharia de tecidos é de
grande valia para a sociedade (médicos, engenheiros, pacientes). Sua utilizagao
desponta como uma possibilidade terapéutica inovadora, podendo trazer beneficios
nas mais diversas situacées nas quais ocorra perda da arquitetura e ou fungao de
tecidos humanos, seja por processos infecciosos, traumaticos, inflamatorios,

neoplasicas, trazendo uma melhora na qualidade de vida dessas pessoas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar arcaboucos de quitosana para aplicacdo na

engenharia de tecidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

s Produzir e caracterizar arcaboucos de quitosana;

o Avaliar a influéncia da concentragao da solugdio de quitosana na morfologia
dos arcaboucgos;

» Avaliar a influencia da massa molar da quitosana na morfologia dos

arcaboucos confeccionados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 TECIDO EPITELIAL

A pele recobre a superficie do corpo e apresenta-se constituida por uma
porcéo epitelial de origem ectodérmica, a epiderme, e uma porgdo conjuntiva de
origem mesodérmica, a derme. Dependendo da espessura da epiderme, a pele é
classificada como fina ou espessa. A pele espessa é encontrada na palma das maos
e na planta dos pés, sendo o restante do corpo protegido por pele fina. Abaixo e em
continuidade com a derme encontra-se a hipoderme, que ndo faz parte da pele,
entretanto a mantém unida a 6rgaos subjacentes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As duas principais camadas da pele incluem a epiderme, composta de epitélio
escamoso estratificado, e a derme, composta de tecido conjuntivo denso. A
epiderme é o local de células epiteliais e a matriz produz queratindcitos, bem como
os melandcitos produzem a melanina e sua espessura varia de acordo com a regido
do corpo, chegando a 1,5mm nas plantas dos pés. A hipoderme, compreendida de
um tecido conjuntivo mais leve (menos denso), constitui a camada abaixo da derme
(Figura 1). A pele possui receptores, foliculos capilares para produgéo e crescimento
do pelo, e dois tipos de glandulas: as glandulas sudoriparas, que primeiramente
regulam a temperatura do corpo, e glandulas sebaceas. Como em outros érgéos, a
pele é perfurada por capilares e inervada pelo sistema nervoso (DALLAN, 2005;
RODAS, 2004).

Figura 1 - Representacéo esquemaética da pele.
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Fonte: SAMPAIO; RIVITTI, 2001.
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Um pigmento que é produzido e acumulado na epiderme denominado
melanina protege o organismo contra a acdo da radiacdo solar (JUVENAL et al,,
1992).

A epiderme €& constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, de origem ectodérmica. Além desse epitélio, que constitui sua maior
parte, a epiderme apresenta trés tipos de células: os melandcitos, as células de
Langerhans, que fazem parte do sistema imunolégico podendo processar e
acumular na sua superficie os antigenos cutaneos, apresentando-os aos linfocitos, e
as ceélulas de Merkel, que sado tidas como mecanoreceptores. Essas células
caracterizam-se principalmente pela presenga de granulos citoplasmatico elétron-
densos com 80nm de didmetro, e em sua base notam-se terminagcdes nervosas,
algumas com forma de disco sem vesiculas sinapticas, o que sugere que sao de
natureza sensorial, e que recebem impulso das células de Merkel (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; SEAL, OTERO, PANITCH; 2001).

3.2 PELE ARTIFICIAL

O corpo € capaz de regenerar sua propria epiderme desde que a derme
permaneca intacta. Entretanto, vitimas severamente queimadas e pacientes com
ulceras diabéticas, entre outros, frequentemente ndo tém uma derme intacta. Atuais
solugdes envolvem enxertos de pele, porém com a limitagéo propria da técnica, da
area doadora e da area receptora. Cientistas, clinicos e engenheiros, trabalham
arduamente para desenvolver terapias que regeneram, ou ajudam o corpo a
regenerar a derme, epiderme ou a espessura total da pele (COSTA JR, 2008).

A atual pele artificial procura recriar a derme e a epiderme mas nao leva em
conta a regeneracao da intrincada estrutura e funcées de foliculo capilar e glandulas
sudoriparas e sebaceas, sensores mecanicos e térmicos. Varias abordagens sdo
feitas no projeto de materiais para a regeneracao de pele. Estas abordagens variam
desde o desenvolvimento de substituicdo de toda a espessura da pele a substituigao
dérmica e epidérmica (COSTA JR, 2008).

Para que um substituto de pele possa corresponder ao seu objetivo, algumas
caracteristicas sao importantes. No caso da pele, o mesmo deve possuir

propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e mecanicas compativeis com seu

(TFCC/BIBLIOTECAIBC)
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objetivo, visando a criagio de um arcabougo tridimensional que possa agir como o
orgéo original (YANNAS; BURKE, 1980).

As caracteristicas essenciais que um substituto de pele deve apresentar sao:
maleabilidade (possibilitando sua manipulagao), composicéo néo téxica, porosidade(
para haver penetracdo de células e aparecimento de novos capilares), além de
oferecer um fluxo adequado de vapor de agua evitando o ressecamento da area.
(YANNAS; BURKE, 1980; RIVRON et al., 2008; BOYCE, 2001)

O enxerto necessita promover uma regeneragéo dérmica e epidérmica, para
prevenir infecgdo bacteriana e degradar em uma taxa apropriada, igual porém
oposta aquela do tecido em regeneragéo. Estes parametros propdem um enorme
desafio a qualquer tipo de material (SEAL, OTERO, PANITCH; 2001).

Apesar da produgdo de substitutos de pele artificial ser um campo
relativamente novo ja existem alguns produtos e servigos disponiveis no mercado. A
grande maioria destes produtos tem sido desenvolvida por companhias sediadas
nos Estados Unidos da America (EUA), geralmente com a colaboragao de

renomados departamentos académicos (COSTA JR, 2008).

3.3 ENGENHARIA DE TECIDOS

A principio a Regeneracao Tecidual foi descrita na literatura como o emprego
de barreiras fisicas, ou veiculo, com a finalidade de regenerar ¢ tecido 0sseo
(IAMAGUTI, 2008). Porem, atualmente, ocorre a extrapolagac desta técnica para
varios tecidos, como tecido nervoso, cartilaginoso e conjuntivo. Vale ressaltar que
essas barreiras fisicas devem promover a resposta celular seletiva sem produzir
reacdo inflamatéria (SENISE, JOLY, LIMA; 1999). A Regeneragdo tecidual € uma
técnica de grande impacto na medicina regenerativa. Tem como objetivo ampliar a
capacidade natural de regeneracao de tecidos que possuem a capacidade de auto-
renovacao limitada, que, uma vez estimulados por sinais especificos, orientam a sua
diferenciacdo em diferentes tipos celulares com fungdes especializadas (ROBEY,
2000).

Williams (2006) sugere que a Engenharia de Tecido € a criagédo de novo

tecido objetivando a reconstrugao terapéutica do corpe humano, por deliberada e
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controlada estimulagao de células alvo através de uma combinacao sistematica de
sinais moleculares € mecanicos.

As barreiras fisicas normalmente utilizadas em Regeneracéo tecidual séo os
biomateriais, que devem apresentar as seguintes caracteristicas: (a)
Biocompatibilidade e capacidade de sustentar a ades&o e o crescimento celular; (b)
Propriedades mecanicas condizentes com o tecido a ser reconstruido; (c)
Velocidade de degradagdo compativel com o crescimento do tecido para o qual
serve como suporte (no caso dos polimeros biorreabsorviveis); e (d) Permitir a
associacao com fatores de crescimento especificos para inducdo de respostas
celulares mais rapidas € mais especificas (LANGER; VACANTI, 1993; MA e ZHANG,
1999; HUTMACHER, 2000).

Os Biomateriais utilizados em regeneragao tecidual gradual, os arcabougos,
podem ser produzidos a partir de diferentes materiais, tais como ceradmicas, metais,
silicone, polimetimetacrilato, polietileno entre outros (SANTOS Jr., WADA, 2007). Os
arcabougos geralmente possuem propriedades osteocondutivas, e raramente
propriedades osteoindutivas ou osteogénicas, além de possuirem a grande
vantagem de servir de suporte mecanico (BLOM, 2007). A regeneracao tecidual
gradual provoca a recuperacao fisioldogica e funcional dos tecidos lesionados do
orgéo. e pode vir a ser realizadas com a aplicagao de tecidos artificiais externos,
juntamente com células apropriadas, matrizes celularizadas ou combinagdes de
fatores de crescimento, como forma de potencializar o0 processo regenerativo
(ARRUDA et al., 2007).

A engenharia tecidual pode ser definida como “a aplicagdo dos principios e
metodos da engenharia e ciéncias da vida visando o entendimento fundamental das
correlagdes envolvendo estrutura e funcao em tecidos de mamiferos normais ou
patologicamente afetados e desenvolvimento de substitutos bioldgicos para
restaurar, manter ou melhorar as funcées tissulares” (OREFICE; PEREIRA;
MANSUR, 2006).

Existem trés estratégias principais na engenharia de tecidos. A primeira
carresponde a implantacac de células cultivadas “in vitro” (Terapia Celular). A
segunda prende-se a implantagao de tecidos funcionais formados em laboratério
pela jungao de celulas, provenientes do paciente ou de um doador e uma matriz. A
terceira corresponde a regeneracao dos tecidos “in situ”, utilizando uma matriz que

promove a migragdo e adesao de populagdes especificas de células, as quais
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levar&o a reparag&o ou substituicio do tecido danificado (LANGER, 1999). A Figura
2 nos mostra as estratégias adotadas para a criagéo de um novo tecido.

Figura 2 - Representacéo esquemética das principais estratégias de renovacgdo de um novo tecido.
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Fonte: (LANGER, 1999).

Engenharia de tecidos € uma tecnologia emergente com aplicagbes clinicas
encorajadoras (STOCK; VACANTI, 2001). O proposito das pesquisas nesta area &
estabelecer uma nova tecnologia clinica que tornara possivel, tratamentos médicos
para doencas que tém sido dificeis de curar pelos métodos atualmente existentes
(IKADA, 2006).

3.4 ARCABOUGCOS

Arcabougos tridimensionais servem como substratos temporarios para
suportar e guiar a formagéo tecidual em diferentes ambientes de regeneragéo de
tecidos in vitro e in vivo (LUO et al., 2007). Como meio apropriado, os arcabougos
devem possuir unidades moleculares que possibilitem modificagbes e taxa
controlada de biodegradacédo, ndo desenvolver toxicidade topica ou sistémica, ter
propriedades para promover ou inibir interacdo célula-matriz e célula-célula,
apresentar respostas imunes a inflamacdo, ser material de facil produgdo ou
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aquisicao e purificagéo e possuir compatibilidade com a substancia quimica e com
solugdes aquosas em condigdes fisioldgicas (OLSSON, 2008).

Esses arcabougos podem apresentar-se como uma estrutura sélida acelular,
sob a forma de preenchimentos absorviveis que desaparecem com o passar do
tempo, ou na forma de biomatriz 3D. A matriz 3D é um tipo de matriz porosa, na qual
0s poros presentes no interior da matriz devem estar interconectados entre si, com o
objetivo de favorecer o crescimento, a proliferacdo, a diferenciacéo celular e a
angiogénese dentro de sua estrutura (HO et al.,2005; MAUNEY et al.,.2005; JIANG
et al.,2006). A influéncia da porosidade e geometria do suporte polimérico é também
relatada como um dos fatores determinantes na velocidade de degradacao (WU;
DING, 2004).

As tecnicas de producgao poliméricas de suportes tridimensionais dependem
quase que inteiramente das propriedades internas e superficiais do material, e da
fungéo proposta para o suporte. Porém, o custo e o tempo de fabricacdo devem ser
considerados para a viabilidade do método. A maioria das técnicas envolvem a
aplicagao de calor e/ou de pressdo no polimero ou de dissolugcdo por solventes
organicos para moldar o material em sua forma desejada. As principais tecnicas sao:
a evaporacao de solvente com adigao de sal (solvent-casting particuleleaching)
(MIKOS, et al., 1996), a injecao de gas (gas foaming (HARRIS, et al., 1998), a
inversao de fases (phase separation) (PEZZIN, DUEK; 2002), a deposicao por fusao
(melt moulding) (HUTMACHER, SITTINGER, RISBUD; 2004), a freeze drying
(PATIST, et al., 2004).

O tamanho dos poros € uma questdao muito importante porque, se 0s poros
forem muito pequenos, podera ocorrer a oclusdo dos poros pelas células. Isso
evitara a penetragao celular, producao da matriz extracelular e a neovascularizagao
nas areas internas do arcabougo (SALGADO et al., 2004). Se os poros forem muito
grandes podem tornar o material do implante fragil. Além disso, mesmo
micromovimentos do implante (que sao dificeis de evitar), geralmente na interface,
podem cortar o suprimento de sangue para o tecido e causar complicagdes, tais
como, morte tecidual, inflamacao e destruicdo da estabilidade interfacial (DEVILLE
et al., 2006; HENCH, 1991).

A compreensao do mecanismo de acado do processo de degradagao e

necessaria para explicar as propriedades especificas da biomatriz 3D, pois a agao
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da matriz pode ser afetada por alguns fatores e suas propriedades intrinsecas, como
tambem sua morfoiogia (CHARULATHA; RAJARAM, 2003; REIS et al.,2007).

A degradacao in vitro mostra-se como uma boa alternativa quando
comparados aos estudos in vivo, sendo fundamentais e necessarios (LUCIANQ et
al., 2003; LAINE et al., 2004).

A degradagdo de polimeros parcialmente  cristalinos  ocorre,
fundamentalmente, em duas etapas: Devido a disposicao espacial das cadeias
poliméricas, o efeito da cristalinidade influi na taxa de absor¢do de agua pelo
polimerc. O primeiro estagio de degradacgao consiste na penetragdo e difusdo das
moléculas de agua nas regides amorfas do material, e subseqguente cisao hidrolitica
das ligacdes esteres das cadeias poliméricas. O segundo estagio se da quando
parte consideravel da regi@o amorfa esta degradada, e prossegue no centro dos
dominios cristalinos (DUEK; ZAVAGLIA; BELANGERO, 1999).

3.5 BIOMATERIAIS

O termo biomaterial compreende gqualquer substancia ou combinagao de
substancias de origem natural ou sintética, idealizada para ser implantada no corpo
por qualquer periodo de tempo, com a finalidade de substituir matéria viva que
deixou de ter sua fungao, podendo ou nao servir como veiculo, matriz, suporte ou
estimulador para o crescimento de novo tecido (WILLIAM, 2008). Os materiais
sintéticos utilizados para este fim incluem metais, polimeros e ceramicas e também a
combinacao destes nos chamados compositos (BOSCHI, 1996).

Biomateriais para engenharia de tecido ou liberagdo controlada de drogas
tiveram inumeros avangos nos Ultimos anos pois os pesquisadores continuam a
desenvolver e modificar principaimente materiais poliméricos para atender a
demanda gerada por estas aplicacdes biomedicas. Neste sentido, muitos tipos de
polimeros naturais e sintéticos t&m sido sintetizados e empregados como veiculos
de liberacdo controlada de drogas e/ou estruturas matrizes, papel que exige precisa
e controlavel propriedade do polimero para o sucesso dessas utilizagbes (DAVIS,
ANSETH; 2002; WANG, 2004; HOLLISTER, 2005; LAVIK et al., 2009).

Os biomateriais tem tido diversas aplicagbes como: biosensores, implantes,

liberacéao controlada de drogas, lente intraoculares, entre outros. A cada ano sao
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desenvolvidos novos biomateriais com o intuito de oferecer outras opcdes de
tratamento para diversas enfermidades (PAIVA, 2005)

Os biomateriais devem apresentar as fungdes para as quais foram
desenvolvidas, dentre estas serem biocompativel e biofuncional (BOSS et al., 1995).
A Biofuncionalidade é o conjunto de propriedades que permite ao material
desempenhar uma fungdo desejada, enquanto que a Biocompatibilidade, um
aspecto multidisclipinar, se refere a compatibilidade entre o material e o meio
biolégico no qual ele deve permanecer (BOSCHI, 1996).

Os polimeros tém sido amplamente utilizados como biomateriais para a
fabricacdo de dispositivos médicos e arcabougos na engenharia de tecidos. Os
polimeros utilizados como bicmateriais podem ser classificados como aqueles de
origem natural (biopolimeros, biodegradaveis) e de origem sintética (biodegradaveis
e nao-biodegradaveis). Polimeros sintéticos representam a maioria dos biomateriais
poliméricos desenvolvidos, utilizados principalmente devido as suas propriedades
fisico mecanicas, com limitagdes quanto a compatibilidade e degradabilidade em
relacéo aqueles de origem natural. Polimeros de origem natural, tambem chamados
de biopolimeros consistem em uma classe importante dos biomateriais devido as
suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradagcao e disponibilidade
abundante (SHI, 2006).

3.6 BIOPOLIMEROS

Polimeros tém sido empregados em biomateriais (produtos que atuam no
sistema biologico) devido as varias caracteristicas que apresentam. Dentre suas
caracteristicas importantes, apresentam-se as propriedades fisico-quimicas, sua
versatilidade estrutural, que permite adequa-los a cada aplicacao especifica, baixo
custo de fabricagcao de dispositivos, a diversidade de polimeros sintéticos e naturais,
a relativa facilidade de obtencao. Estas propriedades os tornam de grande valor em
aplicagbes biomedicas. Existe ainda a possibilidade de alterar um ou outro
grupamento quimico pertencente a arquitetura macromolecular das cadeias. Além
de serem funcionalmente ativos, ou seja, cumprirem com sucesso suas funcgdes

dentro do corpo, os polimeros usados como biomateriais devem ser biocompativeis
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(GALLETTI;, BRECHER, 1962; AKUTSU, 1972, EDMUNDS, 1985; OREFICE;
PEREIRA; MANSUR, 2006; RATNER et al., 2005; JALILI et al., 2009).

Biopolimeros compreendem uma grande variedade de polimeros sintetizados
por organismo vivos (STEINBUCHEL, 2001; STEINBUCHEL, 2003).

Nessa perspectiva, a quitosana, que & um polimero biégeno, vem sendo foco
de atencao, e um grande nimero de estudos tém relatado o seu potencial e
propriedades favoraveis ao seu uso em bioengenharia (SHI et al.,2006; WAN et
al.,2005; WU et al., 2006; KONG et al.,2007).

3.6.1 Quitina e Quitosana

A quitosana e a quitina sao polimeros atoxicos, biocompativeis,
biodegradaveis e produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém
sendo exploradas em aplicagdes industriais e tecnologicas ha quase setenta anos
(ROBERTS, 1992; GOOSEN, 1996).

A quitina € encontrada em animais invertebrados, nos quais &€ um dos
componentes do exoesqueleto, e em alguns microorganismos, nos quais € um dos
componentes da parece celular. De fato o termo quitina & derivado da palavra grega
khitén, que significa envoltoric ou caixa de revestimento (ROBERTS, 1992).

Quitina € um polimero semicristalino e a acessibilidade aos sitios reativos
contidos nos dominios cristalinos € limitada (CAMPANA FILHO et al.,, 2007). A
cristalinidade das amostras depende de varios fatores, tais como a natureza do
organismo do qual a quitina fol extraida e as condicées empregadas na extracao do
polimero (SAITO et al., 2000).

A quitina € um polissacarideo encontrado abundantemente em animais
invertebrados de diverscs filos tais como Arthropoda, Annelida, Mollusca, e
Coelenterata e tambem em varios fungos como, por exemplo, Zygomycetes e
Deuteromycetes (MUZZARELLI, 1985). De falo a quitina pura foi identificada, até
agora, apenas em algas dialomaceas Thalasssiosira fluviatis e Cyclotella cryptica. A
quitosana € o principal derivado da quitina e pode ser encontrada em determinados
fungos, embora em pequenas quantidades. (ROBERTS, 1992).

A quitina possui uma estrutura molecular quimicamente similar a fibra vegetal

chamada celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais (GOOSEN,
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1996). A quitosana € um produto natural, de baixo  custo, renovavel e
biodegradavel, de grande importancia econémica e ambiental. As carapagas de
crustaceos sao residuos abundantes e rejeitados pela industria pesqueira, que em
muitos casos as consideram poluentes. Sua utilizagido reduz o impacto ambiental
causado pelo acumulo nos locais onde é gerado ou estocado (GOOSEN, 1996).

A quitosana & um polimero obtido através de uma reagao de desacetilagdo da
quitina (Figura 3). Esta reacao consiste na remogéo controlada dos grupos acetil
(C2H30) em meio alcalino de modo a tornar o produto final soltvel em solugées de
acidos diluidos. Esle processo é designado por N-desacetilagdo (CANELLA e
GARCIA., 2001; ARGUELLES et al.,, 2001). Estruturaimente a quitosana € um
polimero linear composio de unidades de 2-amino-2-deoxi-(1,4)-B-D-glicopiranose e
2-acetamido-2-deoxi-(1,4)-3-D-glicopiranose unidos por ligagdes do tipo B-1,4(D.L.
KAPLAN, 1998). Como exibidc na Figura 3.

Figura 3 - Esquema de reagao de desacetilagao alcalina da quitina para obtencao da quitosana.
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Fonte: (KRAJEWSKA, 2004)

3.6.1.1 Aplicagdes da Quitosana

Inicialmente usada para tratamento de feridas pelas propriedades
cicatrizantes e antimicrobianas (DA!, 2011), a quitosana tem também sido utilizada
na industria farmacéutica (DUDHANI, 2010). Apresenta propriedades cicatrizantes e
antimicrobianas provavelmenie devido as caracteristicas de seus produtos de
degradacgéac enzimalica, alem de ter excelente capacidade de formacgéao de biofilmes.
Sua biodegradabilidade ¢ atribuida ao fato de ser metabolizada por enzimas
humanas (DALLAN, 2005; FRAGA et al., 2006).

O uso da quitosana como um biomaterial ja foi explorado para a restauragao

de varios tipos de tecido, como pele, osso, cartilagem, de drgaos como figado, vasos
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sanguineos e até mesmo de componentes do sistema nervoso (KIM et al., 2008).
Dentre estas, a fabricagdo industrial de curativos para queimaduras a base de
quitosana ja é uma realidade e esforgos vém sendo feitos para melhorar as
propriedades destes produtos.

Outro campo vastamente estudado é a producdo de substratos para a

engenharia da cartilagem articular, para o uso no tratamento de doencas
degenerativas como a osteoartrite.

3.7 LIOFILIZACAO

Uma série de tecnologias para fabricagao de arcabougos foram desenvolvidas
ou adaptadas de outras areas para a engenharia de tecidos. (YOON; FISHER, 2007;
SHI, 2006; BARBANTI et al., 2005).

Entre as técnicas apontadas, a de liofilizagao tem atraido bastante atencdo. A
tecnica de liofilizagdo permite a obtengcdo de estruturas altamente porosas,
geralmente com caracteristicas esponjosas ou de pds, por meio de congelamento da
solugao de um determinado polimero em temperaturas que podem variar entre -20°
C e -196° C, seguido pela remogao do solvente através de sua sublimagao em um
equipamento denominado liofilizador. Assim, durante a liofilizagdo, o espago
ocupado pelos cristais de gelo formados se torna vazio apdés a sublimagéo,
originando os poros (SAMPAIO, 2012; CORRELO et al., 2007; FRANKS, 2007).

Apesar do tempo e energia consumidos no processo, quando comparada com
outras metodologias mais econdémicas, exibe a principal vantagem de conseguir
reter a estrutura porosa final do produto obtido, evitando a sua desintegragao
(SAMPAIQ, 2012; CORRELO et al., 2007; FRANKS, 2007).

O processo de liofilizagdo engloba trés etapas principais: o congelamento, a
secagem primaria e a secagem secundaria. Apdés o congelamento a agua é
removida do material por sublimagcdo (secagem primaria). Em seguida a agua
incongelavel é removida por dessorgao, sob pressao reduzida (CAMERON, 1997).

O congelamento é considerado uma das etapas mais importantes do processo. Apds
o congelamento a estrutura, o tamanho e a forma do produto sédo fixadas. O
congelamento define o tamanho e a distribuigao dos cristais de gelo no material,

caracterizado as fases de secagem primaria e secundaria (PATAPOFF;
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OVERCASHIER, 2002: O'BRIEN et al.,, 2004). Se a estrutura da matriz € alterada

durante a liofilizacdo esta podera sofrer danos e até perda do produto.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento
de Biomateriais — CERTBIO, localizado no Bloco CJ3, na Universidade Federal de
Campina Grande — UFCG.

4.2 MATERIAIS

s Quitosana (Sigma-Aldrich, Grau de Desacetilagao (GD) = 75 % - 85 %)
« Acido acético glacial (Vetec)

+ Alcool Etilico Absoluto 99,5° GL (Nuclear)

e Alcool Etilico Hidratado 70° INPM (TUPI)

e Tampéao fosfato saline (PBS, pH 7.4, Sigma-Aldrich)

4.3 METODOS
4.3.1 Solugao de Quitosana e Liofilizacao

A preparacao da solugao de quitosana foi conduzida de acordo com a técnica
de evaporacao de solvente. Trés solucdes de quitosana foram preparadas pela
dissclugéo de 1,56g, 2g e 3g de quitosana em quantidade suficiente de solu¢do de
acido acético glacial (1%) até obter 100ml de solugdo e depois mantida sob
agitagdo magnética por 24 h. Em seguida, a solugédo polimérica foi filtrada a vacuo
para remover 0 material insoluvel. O filtrado foi vertido em placas de petri e
submetido ao processo de congelamento por Bio Freezer na temperatura de - 20 °C
por um periodo de 24h. Apds o processo de congelamente, as amostras foram
liofiizadas por 48h para remocgéo dos cristais de gelo pelo método de sublimagao.
Terminado o processo de liofilizagao, os arcabougos foram neutralizados com alcool
etilico absoluto por um periodo de 1h. Lavados com agua destilada para retirada do
excesso de alcool. Os arcabougos neutralizados foram novamente congelados e

liofilizados e em seguida foram submetidos a caracterizagdo. A metodologia do
trabalho esta descrita na Figura 4.
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Figura 4 - Fluxograma da Metodologia do Trabalho.
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4.4 CARACTERIZAGOES

4.41 Microscopia Otica (MO)

A caracterizagao por MO foi realizada em um Microscopio Optico HIROX, com
resolu¢do maxima de 3500X, onde o mesmo pode operar com luz transmitida ou

refletida, acoplado a uma estagao de Captura e Analise de Imagens com Software.
4.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV/ EDS)

A caracterizacdo por MEV foi realizada em um Microscopico Eletrénico de
Varredura fabricado pela Hitachi, modelo TM- 1000, com aumento de 10000x,
profundidade de foco de 1 mm, resolugao de 30nm, 15KV, baixo vacuo e pressao
variada (1 & 270Pa) acoplado com sistema para micro analise quimico por
Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS.

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

A caracterizacgao por FTIR foi realizada através da analise de espectroscopia
na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier da PERKINELMER
SPECTRUM 400, para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais,
presentes nas matérias-primas utilizadas nesta pesquisa e nos arcabougos
produzidos utilizando a faixa de varredura na regido do infravermelho medio de 4000
a 400 cm™.

4.4.4 Grau de Intumescimento

O ensaio de avaliagdo do Grau de Intumescimento e aplicado no intuito de
investigar o comportamento do material durante a imersao e permanéncia em
solucdes aguosas de concentragdo idnica similar a do plasma sanguineo.

Para realizacao deste ensaio os arcaboucgos foram imersos em PBS (pH 7.4).
As amostras foram cortadas, pesadas e inseridas na referida solugao, utilizadas em

triplicata. Apos o periodo pré-determinado (24h), os arcabougos foram retirados, a



31

agua adsorvida na superficie foi removida através de papel de filtro e o peso umido

foi registrado. O grau de intumescimento foi determinado pela equacgéo 1.

Grau de Intumescimento = f-%"“ x 100 (%)
(1)

sendo M, a massa da amostra seca e My a massa intumescida.

4.4.5 Difracao de Raios X

As matérias primas na forma de pé, quitosana de baixo e médio peso
molecular, e as amostras dos arcabougos foram submetidas a analise por difracao
de raios X (DRX) em um difratdbmetro SHIMADZU (modelo XRD 6000) com
varredura angular variando de 10° a 50° com passo de 0,06°/min, na montagem de
Bragg-Brentano, sistema 6-26, utilizando radiagcdo de Cuka na tensdo de 40kV e
corrente 30mA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MICROSCOPIA OTICA

A Figura 5 apresenta as micrografias dos arcabougos liofilizados preparados
com quitosana de baixo peso molecular nas concentragdes de 1,5%, 2% e 3%,
submetidos ao estagio de congelamento por 24 horas.

Figura 5 - Micrografias (MO) da seg&o superficial dos arcabougos liofilizados preparados com
quitosana de baixo peso molecular nas concentracdes de 1,5%, 2% e 3%.

,5% Quitosana Baixo Peso (b) 2% Quitosana Baixo Peso (c) 3% Quitosana Baixo Peso
Molecular (40x). Molecular (40x). Molecular (40x).

a) 1"

Analisando a Figura 5, pode-se observar que, mantendo a massa molar, a
medida que se aumenta a concentracéo de quitosana ocorre uma densificagéo dos
arcaboucos. A Figura 5a demonstra uma superficie mais irregular quando
comparado com os demais arcaboucos.

A Figura 6 apresenta as micrografias dos arcabougos liofilizados preparados
com quitosana de médio peso molecular nas concentragbes de 1,5%, 2% e 3%,
submetidos a estagio de congelamento por 24 horas.

Figura 6 - Micrografias (MO) da secfo superficial dos arcabougos liofilizados preparados com
quitosana de médio molecular nas concentragdes de 1,5%, 2% e 3%.

r—

(c) 3% Quitosana Médio Peso
Molecular (40x). Molecular (40x). Molecular (40x).

(a) 1,5% Quitosana Médio Peso  (b) 2% Q
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Analisando a Figura 6, pode-se observar que os arcaboucos apresentaram
um comportamento diferente dos arcabougos de quitosana de baixo peso molecular,
no qual pode-se observar uma maior densificagdo apenas nos arcabougos de 3%
(Figura 6¢).

De acordo com as imagens (Figura 6) pode-se observar a formagao porosa
das estruturas dos arcaboucos através da identificacdo de alguns poros situados no
plano de foco. As imagens também revelam a transparéncia das paredes internas da
estrutura (Figuras 6a e 6b), tendo em vista a percepgéo da arquitetura do arcabougo
através do plano de foco. Nao foram observadas diferengas significativas quanto a
variagao da concentragao da solugao de quitosana de 1,5 % para 2 %.

Assim, conclui-se que, nas condi¢des desta pesquisa obteve-se uma maior
uniformidade de poros para as concentragdes de 3% independentemente da massa
molar e, para o caso de aplica¢gdes onde for requerida uma distribuigdo de tamanho
de poros mais larga, as concentracoes de 1,5% para baixo peso molecular e, 1,5% e

2% para medio peso molecular, seriam as concentragdes recomendadas.

52 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Uma alta porosidade e interconectividade entre os poros s&o essenciais para
permitir tanto a difusdo de nutrientes e o transporte de oxigénio através do
arcabougo, quanto a remogdo de produtos metabdlicos gerados durante o
crescimento celular (LI et al., 2010).

A Figura 7 apresenta as micrografias dos arcabougos liofilizados preparados
com quitosana de baixo peso molecular nas concentragbes de 1,5%, 2% e 3%,

submetidos ao estagio de congelamento por 24 horas.

Figura 7 - Micrografias (MEV) da sec¢éo interna dos arcaboucos liofilizados preparados com quitosana
de baixo peso molecular nas concentracdes de 1,5%, 2% e 3%.
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(a) 1,5% Quitosana Baixo Peso (b) 2% Quitosana Baixo Peso (c) 3% Quitosana Baixo Peso
Molecular (100x). Molecular (100x). Molecular (100x).
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Analisando a Figura 7a pode-se perceber que o arcabouco de quitosana com
concentragdo de 1,5%, apresentou em sua seccéo interna uma estrutura porosa
irregular, formado por macroporos com formatos indefinidos. Através das Figuras 7a
e 7b, pode-se perceber que os arcabougos preparados com quitosana de baixo peso
molecular, apresentaram uma formagéao porosa extratiforme, uma vez que os cristais
de gelo crescem e solidificam na direcdo do gradiente de temperatura, isto &, das
extremidades para o centro da solugdo. Contudo, pode-se constatar que, com o
aumento da concentragcao ocorre um aumento na quantidade de poros, o formato
dos poros € poligonal e mais uniforme, independentemente do seu tamanho e ha
formacéao de poros com contornos mais esféricos e definidos.

A Figura 8 apresenta as micrografias dos arcaboucos liofilizados preparados
com quitosana de médio peso molecular nas concentragdes de 1,5%, 2% e 3%,

submetidos a estagio de congelamento por 24 horas.

Figura 8 - Micrografias (MEV) da sec¢é&o interna dos arcaboucos liofilizados preparados com quitosana
__de médio peso quegu!ar nas concentragées de 1,5;{& 2% e 3%.
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(a) 1,5% Quitosana Medio Peso (b) 2% Quitosana Médio Peso (c) 3% Quitosana Médio Peso
Molecular (100x). Molecular (100x). Molecular (100x).

Analisado a Figura 8, constata-se que os arcabougos preparados com
quitosana de médio peso molecular apresentaram uma regiao interna formada por
macroporos com tamanhos variando entre 200 ym - 1 mm. A formagédo dos
macroporos nessa faixa de tamanho pode ser atribuida ao processo de
congelamento da solugdo. Madihally e Matthew (1999) mostraram que o tamanho e
a morfologia do poro é diretamente influenciada pela temperatura de congelamento,

concentracao da solugdo polimérica e distancia da parede do molde.

[ UFCGIBIBLIOTECATEC|
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5.3 ESPECTROSCOPIA° NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

A Figura 9 apresenta os espectros de FTIR dos arcabougos de quitosana.

Figura 9 - Espectro vibracional de IV dos arcabougos de quitosana 1,5%, QBPM, 1,5QMPM,
2%QBPM, 2%QMPM, 3%QBPM e 3%QMPM.
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As amostras foram caracterizadas apdés a etapa de neutralizagdo. Os
espectros obtidos para os arcabougos apresentaram todas as bandas caracteristicas
da quitosana, independentemente das concentragbes estudadas. O espectro de
infravermelho da quitosana em pé apresentou as seguintes bandas caracteristicas:
estiramento axial de -OH entre 2986 e 3689 cm™, sobreposta & banda de
estiramento N-H; deformacéo axial de C = O de amida por volta de 1646cm™;
deformacéo angular de N-H em aproximadamente 1539 cm™: deformagdo angular
simétrica de CHs em 1365 cm™'; bandas de estruturas polissacaridicas na regido em
889 e 1142 cm™'. O espectro obtido esta de acordo com os espectros caracteristicos
da quitosana descritos por Aimoli (2007), Antonino (2007), Fidéles (2010) e Lima
(2010).
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5.4 GRAU DE INTUMESCIMENTO

A Figura 10 compara a capacidade de intumescimento dos arcaboucos. Nota-
se que todas as composigdes apresentaram alta capacidade de absorgdo e
habilidade de retengdo da solugdo, uma vez que absorvem mais agua do que seus
proprios pesos, ou seja, apresentaram valores de absorcao de agua acima de 100%.
O grau de intumescimento estd relacionado a taxa de absorgcdo ou

permeabilidade a solventes e € influenciado pela resisténcia quimica da rede
polimérica no gel (GEHRKE, 2000).

Figura 10 - Grau de Intumescimento dos arcabougos de quitosana 1,5%, QBPM, 1,5QMPM,
2%QBPM, 2%QMPM, 3%QBPM e 3%QMPM.
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Analisando a Figura 10, pode-se observar que o aumento da concentragao de
quitosana provocou um aumento significativo no grau de intumescimento. De acordo
com Assis e Silva (2003), outro aspecto que contribui para uma maior retengao de
agua € a estrutura porosa dos arcaboucgos, pois os poros facilitam a permeagao e
subsequente retengdo de agua na matriz polimérica. A hidrofilicidade da quitosana,
em particular, se da como funcao de seus grupos desacetilados que naturalmente

associados aos grupos hidroxilas e amino caracterizam esta forte afinidade por
moléculas polares (ASSIS, SILVA, 2003).
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A Figura 12 apresenta os difratogramas de DRX dos arcaboucos liofilizados
de quitosana com baixo e médio peso molecular, obtidos com variadas
concentragbes da solugédo de quitosana.

Figura 12 - DRX dos arcabougos de quitosana 1,5%, QBPM, 1,5QMPM, 2%QBPM, 2%QMPM,
3%QBPM e 3%QMPM.

1,5% QBPM
1,5% QMPM
2,0% QBPM
2,0% QMPM
3,0% QBPM

Observa-se que quanto maior a concentragdo da solugéo de quitosana mais
acentuadas as reflexdes em 26 a 11,55°, 18,28° e 22,79°, indicando uma estrutura
melhor organizada/ordenada em longas distancias.

Analisando os difratogramas (Figuras 12 e 13), pode-se perceber que a etapa
de processamento para todas as concentragbes e massas molares pesquisadas
acarretou uma reducéo na cristalinidade do material.
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Essa habilidade de absorgéo e retengéo de dgua é um fator importante para
materiais implantaveis, pois ela permite a absorgdo de fluidos corpéreos e a
transferéncia de nutrientes e metabdlitos (THEIN-HAN e KITIYANANT, 2007).

Constata-se que, com o aumento da massa molar ha um aumento gradativo
do fendmeno de absorgdo entre 1,5% e 3%. Contudo, este fendbmeno n&o ocorreu
para a concentracdo de 2% e, isto deve esta associado ao tipo de poro formado
nesta concentragao de quitosana.

5.5 DIFRAGAO DE RAIO X

A Figura 11 apresenta os difratogramas de DRX dos pds de quitosana com

baixo e médio peso molecular.

Figura 11 - Difratograma de Raios X da Quitosana em p6. (QBPM) Quitosana de Baixo Peso
Molecular e (QMPM) Quitosana de Médio Peso Molecular.
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Analisando a Figura 11, pode-se observar que o pé de quitosana utilizado
apresenta uma estrutura tipica de um polimero semicristalino com dois picos de
reflexdo em 26 aproximadamente a 20° (Figura 11), caracteristicas dos
difratrogramas de quitosana apresentados por autores como Aimoli (2007) e Lima

(2010).
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& CONCLUSOES

+ Os arcabougos porosos de quitosana foram desenvolvidos utilizando o
metodo Freeze Drying.

» Os estudos morfolbgicos dos arcabougos demonstraram a formagdo de uma
arquitetura tridimensional com poros, influenciados pela concentracao da
solugao.

» Pode-se perceber o aumento do numero de poros da estrutura com o
aumento da concentragdo da solugdo, tanto para os arcaboucos preparados
com solugéo de quitosana de baixo peso molecular como também para os
arcabougos preparados com a solucdo de quitosana de médio peso
molecular,

s A tecnica de espectroscopia na regido do infravermelho identificou todas as
bandas caracteristicas da quitosana independentemente da concentragao da
solugdo de quitosana. Contudo, a partir da concentracdo de 2% ficou
evidenciado a atenuacao de algumas absorgtes especificas.

e Os arcabougos apresentaram alta capacidade de intumescimento em todas
as composigBes. Essa caracteristica foi influenciada tanto pela arquitetura
quanto pela concentragdo de quitosana dos arcabougos.

s As analises por DifracAdo de Raios X demonstraram que © processo de

liofilizagao reduziu a cristalinidade do material.
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