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RESUMO

O preenchimento cutaneo € uma técnica utilizada, especialmente, por médicos
dermatologistas, para a corregcdo de rugas superficiais ou profundas, cicatrizes
deprimidas, além da reposicao de volume facial. Existem varios biomateriais que sao
utilizados como preenchedores cutaneos, os mais usados sédo o acido hialurénico, a
hidroxiapatita e o acido poli-L-lactico, com propriedades isoladas e especificas para
serem considerados preenchedores cutaneos adequados e que os diferenciam um
do outro, principalmente quanto a indicacdo clinica. Alguns parametros sao
importantes para a conceituacdo de um preenchedor cutaneo ideal, a exemplo da
area a ser corrigida, o tempo de duracdo do mesmo no tecido implantado e custo do
produto/procedimento. Nesse contexto, esse trabalho baseia-se no desenvolvimento
de hidrogel de carboximetilquitosana com colageno produzido a partir da membrana
do ovo de galinha, com potencial para ser utilizado como preenchedor cutaneo.
Inicialmente foi obtida a carboximetilquitosana a partir da quitosana produzida no
Laboratério CERTBIO, seguindo-se a extracao do colageno a partir da membrana
celular do ovo de galinha. O hidrogel preenchedor foi confeccionado através da
homogeneizacado da carboximetilquitosana com diferentes concentracées (m/m) de
colageno (5%, 10% e 15%). ApOs sua obtencdo, o mesmo foi submetido as
seguintes técnicas de caracterizagdo: Espectroscopia na Regiao do Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Otica (MO), pH, Condutividade,
Microscopia Confocal por Fluorescéncia, Reologia, Injetabilidade/Forca de Ejecéao,
Termogravimetria (TG), Intumescimento e Citotoxicidade. De acordo com o0s
resultados de FTIR pode-se afirmar que a matéria prima se tratava da
carboximetilquitosana e colageno. Nao se observou diferenca significativa entre os
espectros de FTIR dos hidrogéis. No pH das amostras verificou-se que a
carboximetilquitosana apresenta-se mais alcalina quando comparada com o
colageno. A condutividade da carboximetilquitosana foi superior a da agua e inferior
a do colageno. Na microscopia por fluorescéncia as particulas de colageno
apresentaram-se homogéneas em relacdo ao tamanho e bem distribuidas na
mistura. O estudo reoldgico sugere tratar-se de material com comportamento
pseudoplastico. Quanto a injetabilidade, pode-se afirmar que o hidrogel de
carboximetilquitosana apresentou maior for¢ca de ejecdo dentro do que preconiza a
literatura para utilizagdo como preenchedor cutaneo. A respeito da termogravimetria,
identificaram-se trés etapas de perda de massa nas composi¢cdes dos hidrogéis de
carboximetilquitosana e carboximetilquitosana/colageno 5% e duas etapas de perda
de massa nas composicbes com 10 e 15% de colageno. Os hidrogéis de
carboximetilquitosana e de carboximetilquitosana/colageno apresentaram melhor
intumescimento em solugdo de PBS. Em relagdo ao ensaio de citotoxicidade, todas
as amostras demonstraram-se viaveis. Desta forma, pode-se concluir que os
hidrogéis apresentaram propriedades fisicas, quimicas, térmicas, de viscosidade e
biologicas potenciais para aplicagdo em preenchimento cutaneo.

Palavras-chave: Biomateriais. Biodegradavel. Biopolimero.



ABSTRACT

Skin filling is a technique used, especially by dermatologists, for the correction of
superficial or deep wrinkles, depressed scars, as well as facial volume replacement.
There are several biomaterials that are used as skin fillers, the most used are
hyaluronic acid, hydroxyapatite and poly-L-lactic acid, with isolated and specific
properties to be considered suitable skin fillers and that differentiate them from one
another, mainly clinical indication. Some parameters are important for the
conceptualization of an ideal cutaneous filler, for example the area to be corrected,
the duration of the same in implanted tissue and cost of the product / procedure. In
this context, this work is based on the development of carboxymethylchitosan
hydrogel with collagen produced from the chicken egg membrane. Initially the
carboxymethylchitosan of the chitosan produced in the CERTBIO laboratory was
obtained and after, was do extraction of the collagen from the cell membrane of the
chicken egg. The filler hydrogel was made by homogenizing the
carboxymethylchitosan with different concentrations (m / m) of collagen (5%, 10%
and 15%). After its acquisition, it was submitted to the following characterization
techniques: Infrared Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR), Optical Microscopy
(OM), pH, Conductivity, Confocal Microscopy by Fluorescence, Rheology, Injection /
Ejection Force, Thermogravimetry (TG), Swelling and Cytotoxicity. According to the
results of FTIR it can be stated that the raw material was carboxymethylchitosan and
collagen. No significant difference was observed between the FTIR spectra of the
hydrogels. In the pH of the samples it was verified that the carboxymethylchitosan
presents more alkaline when compared with the collagen. The conductivity of
carboxymethylchitosan was higher than that of water and lower than that of collagen.
In fluorescence microscopy the collagen particles were homogeneous in relation to
the size and well distributed in the mixture. The rheological study suggests that it is a
material with pseudoplastic behavior. Regarding the injectability, it can be stated that
the carboxymethylchitosan hydrogel presented greater ejection force within the
recommended literature for use as a cutaneous filler. Regarding thermogravimetry,
three stages of mass loss were identified in the compositions of the hydrogels of
carboxymethylchitosan and carboxymethylchitosane /collagen 5% and two stages of
mass loss in compositions with 10 and 15% of collagen. Carboxymethylchitosan and
carboxymethylchitosan / collagen hydrogels showed better swelling in PBS solution.
In relation to the cytotoxicity assay, all samples were found to be viable. In this way, it
can be concluded that the hydrogels presented physical, chemical, thermal, viscosity
and biological potential properties for application in cutaneous filling, with exception
for the test of injectability.

Keywords: Biomaterials. Biodegradable. Biopolymer.
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1 INTRODUCAO

O corpo humano esta em permanente mudanca, seja pela evolucado natural,
seja por acao de fatores externos. Diante dessas constantes alteracdes, o homem
procura, através do desenvolvimento de tecnologias, intervir buscando ideias
inovadoras. Nesse contexto, um dos 6rgaos que esta relacionado de forma mais
intima com o envelhecer e a protegcao contra os fendmenos fisicos e/ou biolégicos
do corpo humano é a pele (Rock, 2011).

Na pele € onde sdo evidenciadas as principais manifestacées fisicas do
envelhecimento humano, principalmente como consequéncia da perda da
elasticidade e expressas clinicamente pelo aparecimento de manchas, rugas,
flacidez e perda dos contornos faciais. A exposicao solar, os habitos alimentares e
padroes genéticos sao os fatores causais mais relevantes quanto ao envelhecimento
cutaneo (Azulay, 2017).

A busca continua por manter-se jovem e por padrdes de beleza que
representam para muitos a expressao de saude, tem estimulado os avangos de
pesquisa na industria de cosméticos e na area de estética médica. Nos ultimos
anos, a partir da compreensado mais profunda dos mecanismos do envelhecimento
facial, procedimentos n&o cirargicos, minimamente invasivos, como o tratamento
com toxina botulinica, uso de lasers, bem como peelings e preenchimento de tecidos
moles, tem sido preferidos em detrimento de procedimentos mais invasivos como a
cirurgia plastica convencional (Kadunck et al., 2015; Banyard, 2015).

O preenchimento cutaneo (PC) ou de tecidos moles € uma técnica utilizada
principalmente por médicos dermatologistas para corregdo dos sinais clinicos do
envelhecimento cutaneo, principalmente as observadas na regido facial. Existem
varias substancias utilizadas nesse processo, que sao implantes injetaveis
constituidos de materiais biolégicos como o colageno (Col), a gordura autéloga e o
acido hialurénico (AH) animal ou sintéticos como o poli (metacrilato de metila)
(PMMA), as microparticulas de hidroxiapatita (Hp) e o acido hialurénico (AH) nao-
animal. Cada um desses, entretanto, tem caracteristicas, propriedades e aplicacoes
especificas, variando desde a duragdo do efeito dos mesmos, de seis meses até
mais de trés anos, a relacao de eventos adversos que 0s mesmos podem provocar.

No entanto, os tratamentos citados tém custos elevados (Parada, 2016).
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De acordo com a American Society for Aesthetic Plastic Surgery (Sociedade
Americana de Cirurgia Plastica Estética), foram gastos mais de 13,5 milhdes de
dolares em 2015 em procedimentos cirdrgicos € nao cirargicos e, destes, 42% foram
nao-cirurgicos. O Brasil, segundo pesquisa realizada pela International Society of
Aesthetic Plastic Surgery, ocupa o terceiro lugar em realizagdo de procedimentos
estéticos no mundo e cerca de 51% destes procedimentos foram ndo-cirdrgicos, com
destaque para o preenchimento cutaneo (Fallacara et al., 2017; Parada et al., 2016).

Nesse sentido, os avancos da Ciéncia e Engenharia de Biomateriais
intensificaram a motivacdo no desenvolvimento de produtos que atuem intervindo no
processo do envelhecer. Pesquisas vem sendo realizadas utilizando biopolimeros
com o objetivo de substituir os materiais ja comercializados, na busca por produtos
de baixo custo e menor indice de rejeicdao. Dentre esses biopolimeros encontra-se a
quitosana e seus derivados, como a carboximetilquitosana, além do colageno (Ma,
2014; Levandowska, 2016).

Mimetizando o sistema biolégico e sendo uma alternativa de fontes
renovaveis, a quitosana (Q) tem sido uma fonte de inspiragédo técnico cientifica por
conjugar biocompatibilidade e biofuncionalidade para todos os tecidos organicos.
Ademais, recentemente, 0 uso de derivados da quitosana, como a
carboximetilquitosana (CMQ), desenvolvida com preparagdo por diversas fontes e
rotas quimicas, tem ampliado a sua faixa de processabilidade/solubilidade. Além
disso, os derivados da quitosana tém demonstrado eficacia em varias areas da
medicina, como na dermatologia, na qual tem indicacédo para preenchimento dérmico
com fins estéticos ou de reparacédo clinica, a partir do comprovado estimulo do
crescimento de fibroblastos (Hong, 2011; Mogosanu, 2014).

Um outro material com importante papel na sustentagdo e elasticidade da
pele, impedindo, por sua vez, o aparecimento de alguns dos sinais de
envelhecimento, € o colageno. Principal proteina estrutural presente no corpo
humano, tem sido também muito estudado desde os anos 80 como biomaterial
utilizado para correcado de varias alteracdes na pele, principalmente as relacionadas
ao envelhecimento cutaneo (Parada et al., 2016; Sionkowska, 2016; Kaczmarek et
al., 2018). Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi a obtencdo de um biomaterial
composto por carboximetilquitosana e colageno para utilizagdo como preenchedor
cutaneo, visto que ambos possuem propriedades importantes para essa utilizagao,
mas que até o presente nao foi estudado em associacao para este fim.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele

A pele, maior 6rgao do corpo humano, compreende uma complexa estrutura
de tecidos de varias naturezas, os quais se dispdem e se interrelacionam para o
desempenho de importantes fungdes (Sampaio e Rivitti, 2018):

- Protecéo: tanto contra a agdo da luz ultravioleta, quanto contra injurias de
agentes fisicos, quimicos e biolégicos do ambiente;

- Percepcao: por conter uma grande variedade de receptores para tato,
pressao, dor e temperatura; sendo a pele considerada o maior érgao sensorial do
COrpo;

- Termorregulacdo: o isolamento contra perda de calor através da superficie
pilosa e do tecido celular subcuténeo; a evaporacédo do suor pela superficie da pele
e a regulacao do fluxo sanguineo através da rede vascular;

- Funcao metabdlica: como o armazenamento de energia pelo tecido celular
subcutaneo na forma de triglicerideos, além da sintese de vitamina D.

Essa estrutura corresponde a mais de 15% do peso corpdéreo e apresenta
adaptacoes especificas para cada regido do corpo, nas quais se identificam areas
de pele delgada e outras de pele espessa. A pele delgada, dotada de foliculos
pilosos e glandulas, é a mais encontrada; enquanto a espessa, basicamente limita-
se as areas palmo-plantares (James e Berger, 2007; Azulay, 2017).

Histologicamente, a pele € composta, essencialmente, por trés grandes
camadas de tecidos: uma camada superior — a epiderme; uma camada intermediaria
— a derme; e uma camada profunda, a hipoderme ou tecido celular subcutaneo,

conforme a Figura 1 (Azulay, 2017).
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Epidermel:

Gordura
subcutanea

Hipndermeli

Figura 1 — Estrutura da Pele (Fonte: Adaptado de James e Berger, 2007).

A epiderme é a camada mais externa da pele, formada por epitélio

pavimentoso estratificado queratinizado. E, ainda, dividida em cinco camadas
(extratos): extrato corneo, extrato lucido, extrato granuloso, extrato espinhoso e

extrato basal; do mais externo, ao mais interno (Figura 2).

Camada
cormea

Camada
IWicida
Camada
granulosa

Camada
espinhosa
Camacda
basal

FPapila
dermica

Derme

Figura 2 — Composigao histolégica da Epiderme (Junqueira, 2013).
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A espessura da epiderme varia de 0,5 mm nas pélpebras a 1,5 mm nas
regides palmo-plantares. Ha, na epiderme do adulto, trés tipos basicos de células: o
queratinécito ou célula escamosa, com papel ativo na fungdo imune da pele e
principal tipo celular responsavel pela producdo de queratina, proteina que forma a
cobertura da pele e também das unhas e pelos; o melandcito, que sintetiza a
melanina, responsavel pela pigmentacdo da pele; e a célula de Langerhans, que
participa das respostas imunes da pele. O extrato corneo, a parte mais externa da
epiderme, possui entre 10um e 20um de espessura, € composto bioquimicamente
por 80% de queratina, 5% a 10% de agua, 5% a 10% de lipideos, na maioria
ceramidas, e pelo fator de hidratacdo natural (James e Berger, 2007; Sampaio,
2018).

A segunda camada da pele, disposta imediatamente abaixo da epiderme, é a
derme, que ¢é composta principalmente por trés constituintes conjuntivos,
responsaveis pela elasticidade, sustentacao e estrutura da pele: colageno, fibras
elasticas e fibras reticulares. Sua espessura varia de 0,3 mm na palpebra a 3,0 mm
no dorso, chegando a uma espessura de quarenta vezes a da epiderme. E dividida
em duas camadas, conforme a Figura 3:

o Derme papilar, que consiste numa fina camada superior e que €
aderida firmemente a epiderme, composta por fibras de colageno finas e dispostas
aleatoriamente;

o Derme reticular, que é a camada inferior, mais espessa, € composta
por grossas fibras de colageno, dispostas paralelamente a superficie da pele (Habif,
2013).

Derme

papilar

Derme

reticular
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As principais células da derme, os fibroblastos, sintetizam o coldgeno, as
fibras elasticas e a matriz extracelular (MEC). O colageno € o principal componente
da derme, e compreende a principal proteina estrutural de todo o corpo, disposta em
uma rede ortogonal na derme reticular, sendo predominantemente composta de
colageno tipo | (80 a 90%) e colageno tipo Ill (de 8 a 12%); contribuindo com
aproximadamente 70% do peso seco da pele (James e Berger, 2007; Junqueira,
2013). A termorregulacéo, a defesa imunoldgica e o suporte da rede vascular sdo
outras fung¢des da derme (Teixeira, 2013).

A juncéo entre a epiderme e derme é formada pela zona da membrana basal
(ZMB), considerada um filtro poroso semipermeavel, que permite a troca de células e
liquidos entre a epiderme e derme, e que também serve de suporte estrutural a
epiderme, mantendo unidas as duas camadas da pele (Azulay, 2017; Sampaio,
2018). E na derme que também se situam as estruturas vasculares, nervosas e 0s
orgaos anexos da pele: glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos (Habif,
2013; Sampaio, 2018).

A hipoderme, terceira e mais profunda camada da pele, € composta por tecido
adiposo e por tecido conjuntivo frouxo, sendo o adiposo predominante. Por isso, sua
espessura varia, assim como da epiderme e derme, de acordo com o local da pele,
sexo e o peso corporal. E composta também por algumas fibras de colageno que se
conectam a 0ssos e musculos e em menor quantidade por células adiposas que
servem como reserva de energia, isolante mecéanico e térmico, funcionando como
modeladora corpérea (James e Berger, 2007).

Embriologicamente, a pele deriva dos folhetos ectodérmico e mesodérmico.
As estruturas epiteliais - epiderme, foliculos pilossebaceos, glandulas apdcrinas,
glandulas écrinas e unhas — provém do ectoderma. Os nervos e os melandécitos
originam-se no neuroectoderma, e as fibras colagenas e elasticas, vasos
sanguineos, musculos e tecido adiposo originam-se do mesoderma (Junqueira,
2013; Azulay, 2017).

O pH da pele é levemente acido, variando aproximadamente entre 5 e 6, 0
que contribui para que ocorra protecao contra microrganismos em sua superficie; ja
matriz extracelular apresenta um pH neutro (Leonardi, 2002).

A pele é também o érgao que mais reflete os efeitos da passagem do tempo.
A pele jovem, em torno dos 20 anos de idade, geralmente, apresenta-se uniforme
quanto a cor, textura, firmeza, auséncia de manchas e rugas, sendo estas as
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principais diferencas entre uma pele jovem e uma envelhecida (Batistela et al.,
2007).

Com o envelhecimento, diversas alteragdes ocorrem na pele e anexos; dentre
elas, destacam-se maior fragilidade cutanea e menor capacidade da pele de atuar
como barreira contra fatores externos; resisténcia ao calor diminuida, decorrente do
menor numero de glandulas sudoriparas; pele mais seca e rugosa devido a
deficiéncia das glandulas sebaceas, resultando em pequena produgdo de sebo;
menor estimulo sensitivo; diminuicdo da elasticidade, flacidez, alteracao da resposta
imunoldgica celular e diminuicdo da espessura da derme e da epiderme. Dessa
forma, o surgimento de rugas, pele mais aspera, reducdo da elasticidade e firmeza
da pele do rosto s&o os sinais mais expressivos do reflexo da idade bioldgica
(Rezende, 2006; Son, 2018).

2.1.1 Envelhecimento Cutaneo

O envelhecimento pode ser definido como um conjunto de alteragGes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas inevitaveis que ocorrem progressivamente
no organismo ao longo da vida (Ribeiro, 2010).

A pele € um dos 6rgaos que expressa de forma mais precoce e visivel a acédo
do tempo, quando em comparacao aos demais, sendo o envelhecimento deste érgao
decorrente de alteracdes celulares e moleculares. A medida que o processo de
envelhecimento ocorre, a pele perde uma de suas principais propriedades que € a
elasticidade, a qual est4 associada a perda do colageno, de fibras elasticas, além da
diminuigdo da funcionalidade das glandulas sudoriparas e sebaceas, diminuindo a
hidratacdo e a quantidade de nutrientes da pele (Montagner, 2007; Strutzel, 2007;
Son, 2018).

O processo de envelhecimento da pele € um fendmeno bioldégico complexo,
classificado em:

o Envelhecimento intrinseco ou cronolégico (Eint), o qual esta
relacionado a fatores fisioldgicos e a predisposi¢cdo genética do individuo sendo,
portanto, esperado e inevitavel. Ocorre de maneira mais suave, lenta e gradual,
expressado clinicamente como uma pele mais fina, fragil, seca, e com rugas mais
superficiais e inelasticas. Tais alteracbes clinicas sao resultado da associacdo de

diversas mudancas metabdlicas, dentre elas: diminuicao dos niveis hormonais e da
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proliferacdo celular, degradacdo da matriz dérmica, mutagdo de genes nucleares e
mitocondriais, aberragdes no metabolismo de lipideos e aminoacidos, acumulo de
espécies reativas de oxigénio, além de alteragées na distribuicdo de agua (Mesa-
Arango, 2017)

o Envelhecimento extrinseco ou fotoenvelhecimento (Eext), € mais
intenso e evidente na pele, sendo secundario a agao dos fatores ambientais e
habitos, como o0 abuso de tabagismo, consumo exagerado de bebidas alcoolicas e
poluicdo ambiental, mas principalmente, pela acdo maléfica da radiagao ultravioleta,
luz visivel e radiacao infravermelha e acao dos radicais livres (Mine, 2006; Suehara,
2008; Sandoval, 2015). Os fatores relacionados ao envelhecimento extrinseco
decorrem, principalmente, da degeneracéo das fibras elasticas e colagenas de forma
mais expressiva, culminando com o aparecimento de rugas mais profundas,
manchas escuras na pele, ressecamento e perda da luminosidade da pele, além da
flacidez cutanea mais expressiva (Buchil, 2002; Courderot-Masuyer, 2016).

As Figuras 4 e 5 e a Tabela 1 ilustram os sinais clinicos, cortes histologicos
das peles jovem e da envelhecida; e as diferengas cutédneas decorrentes dos
envelhecimentos intrinseco e extrinseco, respectivamente.

Perdade
volume facial

Ptose palpebral

Rugas
periorbitais

Rugas
nasolabiais

Manchas
hipercromicas

Rugas
periorais

e AT P
Figura 4 — Sinais Clinicos do Envelhecimento cutaneo (Fonte: http:/drpeterdobie.com/anti-
ageing-medicine/, 2017).
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Colageno Fibras elasticas

1P

intrinseco

Envelhecimento

Pele jovem

Envelhecimento
extrinseco

Figura 5 — Cortes histolégicos e ilustracbes que mostram a organizacdo das fibras
colagenas e elasticas na pele jovem, na pele decorrente do envelhecimento intrinseco e na
pele decorrente do envelhecimento extrinseco. (Fonte: Adaptado de Naylor, 2011).
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Tabela 1 — Alteracdes cutdneas, anexiais e histoldégicas que ocorrem nos envelhecimentos
intrinseco e extrinseco individualmente.

Envelhecimento

Intrinseco

Envelhecimento

Extrinseco

Rugas

Finas

Profundas

Fibras de colageno

Discreta alteragéo no

tamanho e organizacéo

Grande alteragéo no

tamanho e organizacao

Fibras elasticas

Reorganizadas

l Produgéo eT

degeneracao

Foliculo capilar

l, Numero e afinamento

l Numero e estrutura:

Melanécitos Normal l NUmero e melanina

Glandulas sebéaceas e . )
l Numero l Numero: pele seca

sudoriporas

Juncao dermoepidérmica | Leve achatamento Importante achatamento

Alteracdes pre-malignas - Ceratose Actinica

_ _ Carcinoma Basocelular e
Alteragdes malignas - _ .
Carcinoma Espinocelular

Alteragbes benignas Ceratose seborréica Ceratose seborreica

Fonte: Adaptado de Montagner, 2009.

As alteragdes induzidas pelo fotoenvelhecimento podem ocorrer bem antes
dos sinais do envelhecimento cronoldgico e, sem duvida, dependem de inUmeros
fatores, tais como o tipo de pele, natureza da exposicdo solar e capacidade
individual de reparacao do dano solar (Azulay, 2017; Son, 2018).

Os sinais de envelhecimento ocorrem, sobretudo como consequéncia do
declinio das fungdes do tecido conjuntivo devido a agédo dos varios fatores, como os
radicais livres e exposicdo solar, que exacerbam a degradagdo enzimatica do
colageno, das fibras elasticas, bem como de glicosaminoglicanos (GAGs), acido
hialurénico, queratina, condroitina e heparina que sao também componentes da
matriz extracelular. As metaloproteinases séo as principais enzimas que degradam a
matriz extracelular e seus componentes (Sadick, 2002; Lourith, 2016).

Sabe-se que o0 aumento do peso corporal e dos niveis de aglucar no sangue
também pode ajudar a pele a envelhecer prematuramente (Landau, 2007; Bagatin,
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2008). A Figura 6 ilustra os fatores exirinsecos relacionados ao envelhecimento

cutaneo.

Figura 6 — Fatores extrinsecos relacionados ao envelhecimento cutaneo.

Varios estudos comprovam que o envelhecimento da pele provoca alteragbes
qualitativas e degenerativas na derme, com diminuicdo do colageno total e de suas
fracbes | e lll; fragmentacdo e desorganizagdo das fibras colagenas, sendo
comprovado que acontece uma perda média de 1% por ano do percentual total do
coladgeno a partir dos 30 anos (Ganceviciene, 2012), ocorrendo, porém mais
rapidamente a partir dos 60 anos de idade; aumento da densidade do material
elastico, com modificagcdo da qualidade e da organizacdo também da superficie de
contato epiderme-derme e das fibras elasticas (Oria, 2006; Ortolan, 2013).

E cada dia mais frequente a procura por tratamentos visando a manutengéo
de um rosto com aspecto jovial e saudavel, tanto por mulheres como pelos homens.
E s&o vérias as técnicas de rejuvenescimento com a finalidade de corrigir ou retardar

as alterages relacionadas ao envelhecimento cutaneo (Kadunck et al., 2012).



29

2.1.2 Técnicas de Rejuvenescimento

As terapias antienvelhecimento variam desde os cuidados de prevencao
(evitando os fatores desencadeantes do envelhecimento extrinseco, principalmente),
uso de medicamentos ou cosmecéuticos tépicos e/ou sistémicos para tratar
manchas e rugas superficiais, e a realizagao de varios procedimentos estéticos, que
sdo tratamentos realizados principalmente pela area da dermatologia estética
(Wollina, 2018).

E entre os procedimentos que sdao opgdes no tratamento das rugas e perda
de volume facial, podem ser indicados 0s peelings quimicos; a microdermoabrasao;
tratamentos a laser, a radiofrequéncia, luz intensa pulsada, fotodermolise fracionada,
fotomodulacdo — LED; aplicacdo de toxina botulinica; o microagulhamento; e o
preenchimento cutaneo com preenchedores a base de colageno, acido hialurénico,
hidroxiapatita, acido poli-L(latico), acido caprolactona (PCL); estes trés ultimos
sendo também utilizados como bioestimuladores cutédneos; entre outros materiais
(Kadunc et al., 2012; Mogosanu, 2014).

O preenchimento cutdneo compreende a técnica que mudou completamente
a perspectiva para o tratamento e rejuvenescimento das alteragdes relacionadas ao
envelhecimento da pele, principalmente facial, especificamente para correcédo
imediata de rugas e sulcos, e também reposicao de volume facial; a partir da melhor
compreensao do processo de envelhecimento e da maior procura por procedimentos
minimamente invasivos (Attenello, 2015; Courderot-Masuyer, 2016).

2.2 Preenchimento Cutaneo

O preenchimento cuténeo (PrCt) refere-se a uma técnica da medicina estética,
realizado principalmente por dermatologistas e cirurgides plasticos em que sao
introduzidos preenchedores, em geral, ao nivel da pele ou abaixo desta, quando se
objetiva aumento do volume facial, por exemplo e oferece muitos dos beneficios de
um lifting cirdrgico; porém, sem precisar de periodo de inatividade para recuperacao
(James e Berger, 2007; Fallacara, 2017).

Ha mais de cem anos, tém sido descritas varias tentativas para restaurar o
volume da face com o uso de injetaveis. Nesse processo, muitos foram os cientistas
que contribuiram. Francis Rynd, médico irlandés, em 1844, inventou a seringa. Em
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1893, Neuber publicou o primeiro enxerto de gordura autbloga em cicatrizes
depressiveis. Frederick, em 1911, relatou o primeiro preenchimento com parafina e
anestesia local para reconstrugao facial. Charles Conrad Miller (1926) introduziu, por
meio de canulas, a gordura. Do final do século XIX ao comeco do século XX, datam
0s primeiros trabalhos com o uso de preenchedores nao biolégicos, como parafina e
vaselina, que eram usados em temperaturas que os tornassem liquidos, para que
entdo se solidificassem a temperatura corporal. No século XX, por volta dos anos
1920, essas substancias ja estavam sendo abandonadas devido aos frequentes e
diversos efeitos colaterais (Kadunck et al., 2013; Basta, 2015).

Em 1977, Knaap realizou a primeira aplicacdo de colageno bovino e, em
1981, ocorreu um grande avang¢o na pesquisa com esse produto. Este foi o primeiro
preenchedor injetavel com aprovagao da Food and Drug Administration (FDA) para
uso cosmético (Attenello, 2015).

De acordo com a Sociedade Americana de Cirurgides Plasticos, dados
estatisticos da Cirurgia Plastica de 2016 confirmam que 2,5 milhdes de
procedimentos estéticos utilizando-se preenchedores cutaneos foram realizados,
ficando, assim, em segundo lugar dentre os procedimentos minimamente invasivos
mais realizados, 0 que representa um aumento de mais de 16% em relagdo ao ano
anterior. E desde o inicio do século, os numeros desses preenchimentos obtiveram
um aumento de aproximadamente 275 % (Parada, 2016; Molliard, 2018).

Os preenchedores cutaneos (PC) compreendem biomateriais que, em geral,
séo injetados ao nivel da derme, mas também podem ser implantados em regides
mais profundas como subdérmica ou supraperiostal, e tém a funcado de corrigir
imperfei¢cdes faciais, como rugas superficiais, moderadas ou profundas ou ainda a
perda de volume ou do contorno facial. Esses biomateriais também podem atuar
estimulando a derme, aprimorando o turn-over celular ou a producao de colageno
(neocolagénese) pelos fibroblastos do préprio paciente, durante e/ou apds o
processo de biodegradacdo destes nos tecidos implantados, aumentando a
satisfacdo do paciente quanto ao resultado devido persisténcia da correcao do
defeito (Paula, 2014; Fallacara, 2017).

O desenvolvimento de preenchedores cutaneos com baixa citotoxicidade, alta
funcionalidade, biocompatibilidade e baixa biodegradabilidade sdo de fundamental
importancia para alcance do efeito satisfatorio. E recentemente, os polissacarideos
microbianos tém provocado grande interesse, gracas as suas 6timas propriedades
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fisico-quimicas e sua facil biodegradabilidade quando incorporadas aos polimeros
(Xian, 2015; Wu, 2017).

A maioria dos preenchedores utilizados atualmente sdo compostos por acido
hialurénico, polissacarideo natural do corpo humano, encontrado em particular na
derme, que compreende unidades de acido D-glicurdnico e N-acetil-D-glucosamida
com ubiquas bandas glicosidicas de B-1,4 e B-1,3 (Wu, 2017) e o colageno, outro
biopolimero (Kim, 2015).

Nas Figuras 7 e 8 observam-se, respectivamente, areas da face com potencial
indicacao de preenchimento cutdneo e imagens de pacientes antes e depois de

tratamento realizado com preenchedor cutaneo.

. - ~ Linhas
Témpors > horizontais
[ da Fronte
Glabela
Periorbital
Sulco Nascjuga
Nariz

Sulco nasolabial
Linhas periﬂrais-._.___________} V'
| ~ — Filtro nasolabial

Aumento Aumento labial

Mandibular Borda do vermelhio
Ruga de marionete
Aumento HAR
Mento

4

Figura 7 — Potenciais sitios para utilizagdo do Preenchedor Cuténeo na face.
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Figura 8 — Paciente tratado com preenchimento do sulco nasogeniano e mentoniano (a);
volumizacao da regido malar (b) e aumento do volume e contorno dos labios (c) (Fonte:
Arquivo pessoal).

Além das indicacdes estéticas do uso de PC, este também apresenta um
papel importante na correcdo de defeitos secundarios a desordens por trauma,
cirurgicas ou clinicas, como ocorre na lipodistrofia associada ao HIV, cicatrizes de
acne ou assimetria facial ou defeitos de tecido mole (devido causa congénita, erro
cirurgico ou por trauma); exemplos ilustrados na Figura 9 (Xiang, 2017; Carruthers,
2018)
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Figura 9 — Lipodistrofia facial em paciente HIV (a) e outro com cicatrizes de acne (b) Fonte:
(http://redenacionaldejovens.blogspot.com/2011/08/lipodistrofia-saiba-como-prevenir-e.html
e https://cienciasesaber.wordpress.com/2016/12/14/cicatrizes-de-acne,2018).

O Preenchimento Cutdaneo € um procedimento realizado normalmente em
consultorio, sob anestesia topica ou através de bloqueio de nervos (Figura 10), com
0 objetivo de reduzir a dor durante a realizacdo do procedimento. Porém, no
mercado farmacéutico, existem varios preenchedores comercializados que ja
apresentam incorporacao de lidocaina na sua apresentagdo para uso (Monteiro,
2013).
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Figura 10 — Pontos anatémicos para realizacdo de bloqueios dos nervos infraorbital e
mentoniano (Fonte: Moreira, 2013).


http://redenacionaldejovens.blogspot.com/2011/08/lipodistrofia-saiba-como-prevenir-e.html
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O mercado para os preenchedores estd em continuo e acelerado crescimento
e € caracterizado pelo desenvolvimento de produtos cada vez mais efetivos e
seguros. Existem muitas categorias de preenchedores e cada uma é mais adequada
e efetiva para uma determinada indicacdo (Cheng et al, 2016). Algumas
caracteristicas dos PC sdo importantes para a efetividade do procedimento em

questao, como observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas importantes para um preenchedor cutaneo ideal.
PREENCHEDOR CUTANEO IDEAL

Biocompativel
Nao antigénico
N&o toxico
Nao carcinogénico
Nao teratogénico
Estéril
Quimicamente inerte
Nao modificado por liquidos
organicos
Reprodutivel
Duravel
Seguro
Sem migracao
Capacidade de resistir as tensdes
mecanicas
Técnica de aplicacgdo  Técnica simples
e Facil aplicacao
e Aprovado pelas autoridades
sanitarias
Outras e Formulagcdo estavel, facilitando o
transporte e o armazenamento
e Boa relagao custo/beneficio
o Reversivel
Fonte: Adaptado de Kadunck et al., 2013.

Caracteristicas do material

Performance

Uma classificacao dos preenchedores atualmente utilizada é a que os divide
em duas categorias:
1) Biodegradaveis temporarios ou reabsorviveis em meses ou anos,

respectivamente e;
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I1) Permanentes ou nao reabsorviveis, 0s quais podem promover um
resultado estético prolongadamente satisfatorio, estimular a fiborogénese e producgéo
do colageno, mas com um potencial risco aumentado de complicagées.

Os preenchedores biodegradaveis podem, por sua vez, ser divididos em dois
outros grupos:

) N&o-permanentes ou preenchedores de substituicdo; os quais tem uma
duragdo mais curta e que pode variar de alguns meses a um ano, sendo em geral
absorvidos por acdo macrofagica;

I1) Semipermanentes ou preenchedores bioestimuladores, que sdo os que
apresentam uma duragcdo mais longa do efeito estético com minimos efeitos
adversos; resultando provavelmente em reacéo do tipo corpo estranho que estimula
a acao dos fibroblastos e colagénese no local da injecéo.

A Tabela 3 ilustra a classificacao de preenchedores cutaneos.

Tabela 3 — Classificacdo de preenchedores cutaneos

Permanentes - Polimetilmetacrilato
(Nao-reabsorviveis) | - Silicone
- Poliacrilamida

Semipermanentes ou - Acido L-polilatico

preenchedores - Hidroxiapatita de calcio
Biodegradaveis Bioestimuladores - Dextranémeros
ou - Acido caprolactona
Reabsorviveis Nao-permanentes ou - Acido hialurénico
Preenchedores de - Colageno
Substituicao - Gordura

Fonte: Adaptado de Cheng, 2016 e Fallacara, 2017.

A Tabela 4 ilustra exemplos de preenchedores Biodegradaveis e permanentes

descrevendo caracteristicas individuais de cada.
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Tabela 4 — Preenchedores biodegradaveis e permanentes e suas principais caracteristicas.

PREENCHEDORES

CARACTERISTICAS

Colageno Bovino

Dura 3-6 meses; requer teste alérgico prévio;
raras complicagoes.

Colageno humano

Dura de 4-7 meses; Dispensa teste alérgico

prévio; raras complicagoes.

Acido Hialurénico (AH)

Duragdo de 6 meses até 2-3 anos; raras
complicagoes; uso de

hialuronidase(complicac¢des);

Plasma Rico em
Plaguetas (PRP)

Usado como bioestimulador, ativando

neocolagénese.

BiOdegl‘adavelS Acido poli-L- latico Bioestimulador (neocolagénese 8-30 meses
(PLLA) apos injecao); biodegradado ap6s 9-24 meses.
Preenchedor e bioestimulador atualmente; facial
Hidroxiapatita (CaHa ’
P ( ) e extrafacial (maos); 9-12 meses duragao.
Acido Policaprolactona Bioestimulador; 70%CMC/30%PCL  sintética;
(PCL) induz neocolagénese por periodo > 12 meses.
Carboximetilcelulose Duracgédo 9-12 meses; poucas reagoes
reticulada
, Duragao pouco precisa; alguns efeitos adversos
Gordura autéloga
9 comuns; usado pela cirurgia plastica
Parafina Muitas complicagoes restringem seu uso
Silicone Nao aprovado pelo FDA; sérias complicagoes;
uso abandonado.
Polimetilmetacrilato Complicagbes podem surgir muitos anos depois
(PMMA) da aplicagao; migracao do sitio de aplicacao.
Hidrogel de 97,5%4gua+2,5% PAAG; diminuicdo uso devido
L . licagoes.
Poliacrilamida (PAAG) | SomPieacoes
. . . Usado em lipodistrofias pacientes HIV +;
Permanentes Gel de Polialquilamida

complicagdes locais.

Suspensao de
Polivinilpirrolidona-

silicone

Composto de elastbmero de  silicone
polimerizado; Nao disponivel no Brasil;

complicagdes locais.

Microesferas de
polivinilhidréxido
suspensas em

poliacrilamida gel

Aumento de labios; raramente usado e sem
relatos sobre efeitos colaterais; poucos
trabalhos sobre este produto.

Fonte: Adaptado de Cheng, 2016

Apesar dos preenchedores nao biodegradaveis, como o polimetilmetacrilato
(PMMA), silicone ou hidroxietilmetacrilato, promoverem um efeito estético bastante

duradouro, tém, entretanto, potencial risco de surgimento de complicagdes, efeitos
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adversos mais sérios que os biodegradaveis, os quais podem surgir ao longo de
toda a vida (Cheng et al., 2016). Outra classificacdo que € utilizada refere-se a

origem dos materiais que compdem os preenchedores (Tabela 5).

Tabela 5 — Classificagdo de preenchedores cutaneos quanto a origem.

PREENCHEDORES ORIGEM

Autogénicos Semcultura  Gordura (derme)

Com cultura Cultura fibroblastos

autélogos
Alogénicos Enxerto Enxerto acelular
cadaver dérmico

Enxerto ndo  Colageno extraido
cadaver de cultura
fibroblastos do
Nao : L
tecido dérmico
biodegradaveis —— . :
Heterogénicos - Colageno bovino
- Acido hialurénico
animal (crista de
galo)
Sintéticos - Acido hialurénico
nao animal
(fermentacgéo

bacteriana)

Fonte: Kadunc et al., 2012.

Outro fator importante relacionado a indicagdo do uso dos preenchedores
cutdneos e maior satisfacdo quanto ao resultado, diz respeito aos niveis de
aplicacao dos mesmos na pele do paciente. A depender do tipo de defeito a corrigir,
o nivel de aplicacdo na derme do preenchedor é diferente; no caso de rugas
superficiais e/ou moderadas, é aplicado entre a camada papilar e a reticular da
derme; nas rugas profundas ou para aumento do volume de partes moles, na derme
reticular ou entre essa e o tecido celular subcutaneo, respectivamente, ou ainda na

regido supraperiostal, conforme observado na Figura 11 (Fallacara, 2017).
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Figura 11 — Niveis de aplicagdo de preenchedor cutaneo (Fonte: Adaptado de Pavicic,
2015).

E fundamental a preparacdo adequada antes do tratamento com
preenchedores cutaneos com o objetivo de minimizar riscos e diminuir ocorréncia de
efeitos adversos. Essa preparacao deve incluir desde uma histéria clinica detalhada
abordando as reagdes alérgicas ou de hipersensibilidade a alguma substancia,
inclusive anestésicos, além de orientagdo para suspensao do uso de medicamentos
que aumentem risco de sangramento durante ou apds procedimento, sendo
necessario teste cutaneo alérgico prévio apenas para o uso de PC com colageno
bovino, termo de consentimento assinado pelo paciente (Anexo 1), registro
fotografico prévio. O preenchimento cutaneo € contraindicado durante a gravidez e
periodo de lactagcédo (Kadunck et al., 2012).

Experiéncia e pratica médica é requerida para injecao de PC, da mesma
forma que a escolha do preenchedor que mais se adeque a cada paciente e sitio
anatémico e quantidade exata a ser implantada sao importantes.

Sao quatro as técnicas comumente usadas para a injecao dos preenchedores
cutaneos (Figura 12):

e Linear retrégrada ou anterégrada - quando introduz todo o comprimento da
agulha e segue injetando-se no movimento de retirar a agulha ou no movimento de

introduzir a agulha, respectivamente;
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e Puntuada seriada - quando preenche-se ponto-a-ponto a area a ser
tratada;

e Em leque - a agulha € inserida como na técnica linear retrégrada, mas
antes de remover a sua extremidade, ela é reintroduzida e posicionada de tal forma
gue outra linha de preenchimento é feita pelo mesmo orificio de entrada da anterior;

e Cruzada - Feitas injecoes paralelas entre si, posteriormente injecdes
cruzadas perpendicularmente com as linhas paralelas iniciais, o que propiciam o

preenchimento de grandes areas ou para restauracéao de volume.

B

Figura 12 — Técnicas de Injecdo de Preenchedores Cutaneos: Linear retrograda ou
anterdgrada (A), Puntuada seriada (B), Em leque (C) e Cruzada (D) (Fonte: Prépria)

Os preenchedores cutaneos, embora considerados muito seguros, podem
causar complicacées ou efeitos adversos, decorrentes da ma técnica cirdrgica,
intrinseca ao paciente ou do produto utilizado. Cuidadosa orientagdo e
acompanhamento do paciente, planejamento terapéutico adequado, indicando-se o
material mais correto a depender do defeito a ser corrigido e uma técnica/habilidade
médica experiente sdo fundamentais para que seja alcancado o objetivo almejado
(Parada, 2016; Skrzypek, 2018). Os efeitos adversos possiveis podem ser
classificados como:

e Precoces - surgindo de poucos a varios dias; destacando-se reagdes locais

(relacionadas apenas com a injegdo) como inflamacdo local, hiperemia,
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sensibilidade e hematomas; eritema; edema (uma das complicacées mais comuns);
injecao superficial do produto; infecgdo; complicagdes vasculares (necrose € a mais
temida e complicada); reativacdo do virus do Herpes; assimetria (sub ou
sobrecorregao).

e Tardios - Entre semanas a anos; como surgimento de nddulos e/ou
infeccbes; e migracao do material de preenchimento (ocorrendo mais comumente
entre os preenchedores ndo-biodegradaveis).

Uma outra queixa do paciente apos realizagdo de preenchimento refere-se ao
aparecimento de coloracdo azulada no local da aplicacdo, condicdo chamada de
efeito Tyndall, que ocorre geralmente quando o preenchedor € colocado muito
superficialmente na pele; e esse efeito pode ser precoce ou tardio (Cho, 2018).

A Figura 13 ilustra imagens de pacientes com complicacbes apds

preenchimento facial.

=2 " (E)
Figura 13 — Casos de complicacdes com o uso de preenchedores cutaneos: (A) Paciente
com nodulos endurecidos e eritematosos na regido periorbitaria bilateralmente, apds
preenchimento com PMMA; (B) Necrose de asa nasal apds uso de preenchedor no sulco
nasolabial; (C) Paciente submetida ao preenchimento com poliacrilamida, nos sulcos
nasogenianos, demonstrando endurecimento e hiperemia nas areas preenchidas,
principalmente a direita e (D) Visao frontal dos labios, sendo que as setas demonstram os
nodulos endurecidos provocados pelo preenchimento do labio superior com
polimetilmetacrilato e visao lateral dos labios, da mesma paciente, apés um ano do
preenchimento (Fonte: http://www.rbcp.org.br/details/282/reacoes-adversas-a-substancias-
de-preenchimento-subcutaneo, 2018).

e 2


http://www.rbcp.org.br/details/282/reacoes-adversas-a-substancias-de-preenchimento-subcutaneo
http://www.rbcp.org.br/details/282/reacoes-adversas-a-substancias-de-preenchimento-subcutaneo
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Desta maneira, a Engenharia de Materiais, mais especificamente, a area de
biomateriais, tém buscado produtos médicos que possam ser utilizados com maior
seguranca e atenuem ou eliminem essas complicacdes, visando o bem estar do
paciente (Kadunck et al., 2012).

Sundaram e colaboradores (2010) em um estudo com diversos
Preenchedores cutdneos mostraram que a avaliagédo reoldgica destes é importante
para prever os padrdes de integragédo no tecido e indicacao clinica correta para cada
preenchedor.

Preenchedores cutdneos com estruturas fisico-quimicas distintas apresentam
comportamentos diferentes devido as suas propriedades reoldgicas (viscosidade,
elasticidade e plasticidade). A viscosidade e o modulo de elasticidade devem ser
avaliados. A estrutura fisico-quimica e suas propriedades reoldgicas sao
importantes, pois determinam como o preenchedor se comporta durante e apés a
injecao deste no tecido. Sob condicdes fisiologicas, a viscosidade do material refere-
se a forma como ele flui a partir da agulha e a elasticidade esta relacionada a rigidez
ou capacidade de resistir a deformagao enquanto ele esta sendo injetado. Ap6s a
injecdo, a viscosidade e o mddulo de elasticidade vao influenciar na maneira como o
preenchedor resiste as forgcas de tensdo da pele devido aos movimentos faciais
(Sundaram et al., 2013).

Segundo Lorenc (2017), o mddulo elastico € o melhor parametro para
diferenciar os preenchedores cutaneos.

Outras variaveis devem também ser consideradas, como as forcas de
cisalhamento que podem alterar a forma como o material flui durante a aplicagéo ou
variaveis que podem afetar o material durante a aplicagcao, como o calibre da agulha,
tamanho da seringa, a forca e técnica de injecao (Sundaram et al., 2013).

2.3 Biomateriais

Varias definicdes de biomateriais tém sido utilizadas por inUmeros autores ao
longo dos ultimos anos. Podem ser definidos como materiais que entram em contato
com sistemas ou fluidos biolégicos, com variadas aplicagdes: diagnésticas, vacinais,
cirurgicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de origem
sintética ou natural, assim como de materiais naturais quimicamente modificados,

tanto na forma de sélidos quanto de géis, pastas ou mesmo liquidos, ndo sendo



42

necessariamente fabricados, como valvulas cardiacas de porcos e partes de pele
humana tratados para uso como implantes (FooK, 2017).

A propriedade fundamental para que uma substancia seja classificada como
biomaterial é a biocompatibilidade. E a partir da percepgcao de que materiais naturais
ou artificiais poderiam ser utilizados para substituir partes danificadas do corpo
humano, surgiu o que se denomina atualmente de primeira geracdo de materiais,
que se baseava em trés principais critérios:

1) capacidade de mimetizar propriedades mecanicas do tecido a ser
substituido;

2) nao toxicidade e;

3) inércia em resposta ao hospedeiro.

Enfatizava-se nesse periodo, portanto, o termo bioinerte, que refere-se ao
material que tem baixa atividade quimica sendo reconhecido pelo meio biolégico,
porém, nao interage com este.

A partir dos avangos obtidos, seja no campo dos biomateriais, na resposta do
meio biolégico e na compreensao dos fenémenos biolégicos associados a interagao
com os biomateriais, foi possivel o desenvolvimento de materiais especificos para
uso como biomateriais, marcando a segunda geragdo destes, assim como o0s
termos: biomiméticos, bioresponsivos e bioativos. Sendo biomiméticos, aqueles
capazes de mimetizar a estrutura, bioquimica e biofuncionalidade de componentes
teciduais, como por exemplo, alguns hidrogéis de colageno e acido hialurénico, que
compreendem componentes naturais da matriz extiracelular e s&o utilizados como
preenchedores cutaneos (Santin, 2012).

A compreensdo mais precisa das propriedades fisico-quimicas de alguns
materiais como a Hidroxiapatita (HA), que €é um material utilizado para
preenchimento cutdneo assim como bioestimulador na &rea de dermatologia
estética, favoreceu o melhor entendimento quanto a adesdo e estimulacédo celular
desta geracado de biomateriais; da mesma forma que a quitosana e os acidos poli
lactico e glicélico, muito utilizados na area de dermatologia, também marcaram essa
geracao de biomateriais (Santin, 2012).

Os biomateriais de terceira geracdo estdo relacionados aos biomateriais que
permitem a modulacdo de processos, fundamental para a regeneracao tecidual, e
envolve a melhor compreensao sobre a adesao celular, proliferacado e diferenciacao
através da ativagcdo de determinados genes (Hench, 2012). Os avangos
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relacionados ao surgimento de inovadores preenchedores cutdneos também
exemplificam essa terceira geracédo de biomateriais (Santin, 2012; Lourith, 2016).

Os materiais biodegradaveis apresentam caracteristicas quimicas que sao
reconhecidas pelo meio bioldgico e que, simultaneamente, estimulam o crescimento
celular e sao biodegradados (Park e Lakes, 2007).

Particularmente, materiais biodegradaveis sdo materiais que sao susceptiveis
ao meio biolégico por sofrerem reducdo da sua massa molar e que,
sinergeticamente, os subprodutos — ions, meros e /ou oligdbmeros — estimulam a
regeneracao celular. Deve-se diferenciar o processo de degradacdo de materiais
bioinertes e bioativos que podem conduzir a formacgao inflamatéria (Santin, 2012).

Varios biomateriais poliméricos tem tido destaque na Uultima década,
principalmente em estudos para aplicagdes como preenchedores cutaneos no
combate as alteragdes relacionadas ao envelhecimento cutdneo, considerando que
sdo miméticos de fibras elasticas da pele e também da prépria matriz extracelular
(Lourith, 2016; Park et al., 2017; Stander, 2018).

2.3.1 Biopolimeros

Biomateriais poliméricos de origem natural sdo denominados de biopolimeros.
E estes tém despertado, cada vez mais, o interesse na area de dermatologia
estética por possibilitarem o desenvolvimento de preenchedores cutdneos com
propriedades mais préximas do meio biolégico, em especial com as fibras elasticas e
matriz extracelular de uma maneira geral — biomiméticos (Halimi, 2015; Lourith,
2016), enfatizando-se caracteristicas como a biocompatibilidade, biodegradabilidade
e nao-citotoxicidade. Além disso, a correcdo de rugas ou do volume e contornos
faciais com estes materiais permite uma satisfacao imediata e muitas vezes mais
duradoura do resultado, porque ao longo e apés a biodegradagéao deste produto pelo
organismo, a producdo de componentes da propria matriz extracelular, como o
colageno, é aumentada (Lourith, 2016).

Os biopolimeros sao produzidos a partir de organismos vivos e podem ser
derivados de sistemas microbianos, extraidos de plantas, ou quimicamente
sintetizados de sistemas bioldgicos basicos; e sdo maiores as vantagens destes em

relacdo aos polimeros de origem sintética. Ha& trés principais grupos de
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biopolimeros: polissacarideos, proteinas e polinucleotideos (Aggarwal, 2012;
Rebelo, 2017).

Quanto a acao da biodegradacédo, considera-se que estes devem ser
suscetiveis a acao de hidrélise enzimatica ou nao-enzimatica, que corresponde a
degradacéao hidrolitica ou por hidrélise, ou seja, pela agua (lkada, 2000; Schoichet,
2010; Park et al., 2017). As enzimas da MEC que desempenham um importante
papel na elasticidade cutédnea sao derivados protéicos com 200 — 300 aminoacidos;
sendo aquelas com peso molecular inferior a 500 Da consideradas de acordo com
sua maior permeabilidade (Lourith, 2016).

Em geral, para muitos autores, todo polimero que perde sua massa
desaparece ao longo do tempo apds ter sido implantado no corpo humano,
independentemente de como ocorreu sua degradacao, se por hidrélise enzimatica
ou nao, é denominado de absorvivel, reabsorvivel ou polimero bioabsorvivel, como
também biodegradavel; mas para outros, o termo biodegradavel deve ser usado
apenas para os polimeros que sofrem degradacdo ao nivel de meio ambiente,
chamados polimeros ecol6gicos; enquanto que os polimeros implantados no corpo
humano nao deveriam ser chamados de biodegradaveis e sim absorviveis ou
reabsorviveis (Ikada, 2000; Maia, 2010).

Nos ultimos anos, estes materiais tém dominado o comércio clinico de
preenchedores, ndo sé dérmicos como de tecidos moles, principalmente por
associar duas vantagens primordiais: a bioatividade e/ou adesao celular superior e
também devido seu baixo custo, como resultado da disponibilidade da matéria-prima
na natureza. Os biopolimeros tais como colageno, elastina, acido hialurénico,
dextrana, celulose, quitina, quitosana e seus derivados como exemplo da
carboximetilquitosana sao todos biodegradaveis, outra importante caracteristica para
esta utilizagao clinica (Tharanathan, 2007; Van Nieuwenhove, 2017).

Os polissacarideos naturais tém sua origem em plantas, animais
invertebrados, fungos e microrganismos, embora também estejam presentes em
mamiferos, porém, em menor proporcao. Estes sdo constituidos por carboidratos,
em geral, de alto peso molecular. Sdo complexos coloidais que se hidrolisam em
monossacarideos contendo cinco ou seis atomos de carbono. Suas cadeias podem
conter cargas ou serem neutras, sendo denominado de polieletrolitos, no primeiro
caso, termo que se refere a polimeros que em solvente polar adequado apresentam
cargas positivas e negativas, como positivas na quitosana e negativas em



45

carboximetilcelulose, ou cargas positivas e negativas na carboximetilquitosana,
podendo ser utilizado como biomateriais na forma de hidrogéis (Halimi, 2015; Park et
al., 2017).

2.3.2 Hidrogeis

Hidrogeis sao estruturas tridimensionais poliméricas, compostas de materiais
naturais ou sintéticos ou ambos, com elevado grau de flexibilidade quanto a
capacidade de absorcdo de agua ou fluidos biolégicos, caracterizados ainda por
serem similar aos tecidos vivos, tornando-os capazes de se adequar a diversas
aplicagcées (Ullah, 2015; Akhtar, 2016; Gyles, 2017). Segundo Hoffman (2012), a
capacidade de absorgcado de agua ocorre devido a presenca de grupos hidrofilicos
como —NH,, -OH, -COOH, -CONH,, -CONH- e —SO3H.

A classificagdo dos hidrogéis depende de suas propriedades fisicas, meio de
origem, carga ibnica, método de preparagdo, degradabilidade, resposta e
reticulacdo. A Figura 14 ilustra a classificacdo dos hidrogéis baseada em varias
propriedades.

Quanto ao meio de origem, o hidrogel pode ser natural, sintético ou hibrido.
No que se refere a degradabilidade, biodegradavel ou ndo-biodegradavel.

Eles podem ser agrupados em classes distintas, de acordo com o método de
preparacao:

A) Hidrogel homopolimérico, que € decorrente de uma unica classe de
monémero;

B) Hidrogel copolimérico, que € composto a partir de duas ou mais
classes de mondémeros, em que pelo menos um seja hidrofilico;

C) Rede interpenetrante, decorrente de dois componentes poliméricos

naturais e/ou sintéticos para formar a rede polimérica tridimensional.



46

& ' MEIO
PROPRIEDADES FISICAS + Natural
* Hidrogel |+ Sintético
* Hidrogel convencional « Hibrido
4
Y . GE—
PREPARACAO ; . > | |
* Hidrogel CROSSLINKING DEGRADABILIDADE CARGA IONICA
conolimérico « Fisicamente * Biodegradavel * Hidrogel catibnico
* Hidrogel * Quimicamente * Ndobiodegraddvel | | * Hidrogel anionico
homonolimérico * rﬁfﬁﬁﬁtﬂgﬂ
. REdE """"" 1onico
\ mterpeneltragte g \\ J
p - " RESPONSIVO FISICAMENTE
RESPONSIVO RESPONSIVO + Temperatura
QUIMICAMENTE BIOQUIMICAMENTE * Pressdo
* pH * Antigenos * luz
* Glicose * Enzimas : Campﬂmagnétlcu
_* Oxidante: * ligantes * Campo elétrico /
% 4 4 > \ 4

Figura 14 — Classificagdo dos Hidrogéis (Fonte: Adaptado de Ullah, 2015).

A classificacao de acordo com sua estrutura fisica ou composi¢cao quimica é
feita em:

a) Amorfo (n&o-cristalino);

b) Semicristalino, com fases amorfa e cristalina;

c) Cristalino.

Quanto ao método de formacao do hidrogel e reticulagdo sao classificados
em:

a) Reversiveis ou fisicos: formados por estruturas que se mantém como
resultado de interagdes a nivel intra ou intermolecular, como ligacdes ibnicas,
ligacdes de hidrogénio entre outras ou;

b) Permanentes ou quimicos: formados por estruturas quimicas
resultantes de ligacées covalentes. Estes ultimos podem ser formados através de

reticulag@o de polimeros soluveis em agua com outros materiais ou da conversao de
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polimeros hidrofobicos em hidrofilicos através de reacdes de reticulagdo de forma a
originar uma rede polimérica (Ratner et al., 2012; Nguyen, 2010). A Figura 15 ilustra
0 esquema e as diferentes formas de preparacao dos hidrogéis.

w Hidrélise, oxidacio, ate
L

Grupos Polares

4

Polimers
hidrofabico
Reticulagao
Interacgdes hidrofadbicas
Hidragdis Quimicos Hidrogdis Fizicas

Figura 15 — Esquema dos métodos de preparacao de hidrogéis de origem quimica e fisica.
(Fonte: Hoffman, 2012).

Em resposta aos estimulos quimicos, fisicos ou bioquimicos, os hidrogéis
podem ser considerados pH responsivo, glicose responsivo ou oxido responsivo; ser
considerado fisicamente responsivo quando o estimulo for luz, temperatura, pressao,
campo elétrico ou magnético; e finalmente responsivo a enzimas, antigenos ou
ligantes (Ullah, 2015).

Compreendem uma classe de grande interesse na area de biomateriais
utilizados na engenharia de tecidos e medicina regenerativa, sendo largamente
usados em aplicagdes biomédicas por causa das suas especificas propriedades
como a elevada composicao de agua, capacidade de imobilizar e liberar células,
genes, proteinas, drogas e fatores de crescimento, além de sua biocompatibilidade e
propriedades fisicas e biologicas facilmente adaptaveis (Munarin, 2012; Uterman,
2017; Vedadghavami, 2017).

Eles sdo considerados sistemas apropriados para cirurgias minimamente
invasivas agregando a arcaboucos tradicionais a possibilidade de distribui-los sem
defeitos de tamanho ou forma, em alguns casos antes da gelificacdo e para obter
uma liberacao controlada de agentes terapéuticos (Munarin, 2012).
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Entre os varios sistemas de arcaboucgos, o hidrogel, especialmente os
compostos de polimeros naturais, tem sido a categoria mais estudada devido a sua
semelhanca estrutural e na composicdo com a matriz extracelular (MEC), seu
comportamento reoldgico, associado a sua estrutura desejavel para proliferacéo e
sobrevivéncia celular. Devido a sua capacidade de mimetizar o comportamento de
orgaos humanos, em especial a composi¢cao dérmica, em resposta a mudangas nas
condicbes do meio como pH, temperatura, agcdo enzimatica e campo elétrico, é
considerado adequado para uso como implante dérmico (Ullah, 2015).

A estrutura tridimensional original degrada em substancias nao toxicas para
consolidar uma excelente biocompatibilidade do gel. A reticulagdo quimica,
entretanto, € o método de escolha para que o hidrogel tenha sua resisténcia
mecanica aumentada (Yamanlar, 2011; Wei, 2015; Akhtar, 2016; Wang, 2016).

A proporcao de ligagbes cruzadas interfere na capacidade de inchamento dos
hidrogéis, logo, quanto mais agente reticulante é incorporado na estrutura do gel,
maior a proporcao de reticulagdo, o que torna a estrutura mais rigida. A reticulagéo
dificulta a mobilidade da cadeia polimérica e, consequentemente, a capacidade de
inchamento ficard reduzida quando comparada aos mesmos hidrogéis com menor
indice de ligacdes cruzadas (Peppa, 2000).

Uma grande variedade de materiais de origem natural ou sintética pode ser
utilizada para formacdo de hidrogéis. Biopolimeros como quitosana e seus
derivados, assim como: colageno, fibrina, acido hialurdénico tém se destacado com
prevalente utilizacdo na area de engenharia de tecidos e também na utilizagdo como
preenchedores cutaneos (Drury, 2003; Park, 2013; Varaprasad, 2017).

Uma das principais vantagens do hidrogel de quitosana e de seus derivados é
a longa estabilidade em temperatura ambiente sem reducdo do peso molecular, o
gue permite seu uso como biomateriais na temperatura corporal sem alterar o meio
biolégico (Furuike, 2017).

2.3.3 Reologia de hidrogéis
Segundo Pileggi (2001), a reologia é a ciéncia que estuda o fluxo e a

deformagdo dos materiais quando submetidos a uma determinada tensdo ou

solicitacdo mecénica externa.
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A analise reologica de hidrogéis € de grande importancia para compreensao
do fendbmeno de gelificagdo. A formagdo de um gel a partir de um biopolimero
resulta da transformacao de um liquido (solu¢cao) num soélido tipo gel, sendo possivel
a monitorizagdo do processo de gelificagdo durante a realizacdo deste, através de
técnicas de reologia (Stocks, 2011).

Atualmente existe um grande interesse cientifico baseado nas caracteristicas
reologicas de preenchedores cutaneos, que é fundamental para que o médico
consiga prever o comportamento do material implantado e entao possa selecionar
adequadamente o preenchedor a ser utilizado, considerando o defeito a corrigir, as
técnicas de injecao que serdo usadas e 0 nivel de aplicagdo do mesmo (Molliard,
2018).

A reologia de um preenchedor cutaneo, especialmente a viscoelasticidade,
compreende a propriedade que exibe tanto o comportamento elastico como viscoso
guando submetido a deformagéo por cisalhamento. Um material puramente elastico
deforma até um certo ponto sob tens&o de cisalhamento e recupera apo6s cessada a
tensdo, enquanto que materiais puramente viscosos permanecem deformando ao
longo da persisténcia da tensao de cisalhamento mas nao se recupera apés fim da
tensdo. Um preenchedor cutdneo para ser efetivo € preciso que apresente estas
duas propriedades, visto que é submetido a diferentes tipos de forca durante a
injecao deste e apds ter sido injetado (Pierre, 2015; Billon, 2016).

Ha quatro parametros reoldgicos utilizados para descrever as propriedades
viscoelasticas:

G* (modulo complexo), que mede todas as propriedades viscoelasticas ou
“dureza” do material; é determinado pela equacgao:

G* = V(G’)* + (G”)?, onde G’ e G” sdo derivadas obtidas a partir de testes em
redmetro;

G’ (médulo elastico), representa a fracdo de energia de G* armazenada pelo
hidrogel durante a deformagéao e usada para recompor a forma originaria;

G” (mddulo viscoso), representa a fracdo de energia de G* perdida pelo
hidrogel durante a deformacéo através da friccao interna; refletindo a incapacidade
do hidrogel de recuperar sua forma completamente apds remocdo completa da
tensado de cisalhamento;

Tan & (refere-se a elasticidade do material), e compreende a razdo entre as
propriedades viscosas e elasticas, definida pela equagéo:
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Tan 6 = G"/G’;.
E determina se o material € predominantemente elastico (Tan & < 1) ou se
predominantemente viscoso (Tan & > 1); para que qualquer preenchedor seja

efetivo, este precisa ser viscoelastico (Figura 16):

Gl G & G. G“" G*
Gu = u
" Cisalhamento G*  Relaxamento -”
L —: = = | )|/ ./
_ : 100% Visco- I 100%
Elastico xﬁmﬁﬂﬂgf Viscoso

Preechedor

Figura 16 — Efeitos da tensdo de cisalhamento nos materiais elastico, viscoso e viscoelastico
(Fonte: Pierre, 2015).

As propriedades viscoelasticas dos preenchedores sdo determinadas durante
0 processo de producao dos mesmos, onde para um determinado preparo, a dureza
do gel e 0 médulo elastico sdao proporcionais ao nivel de reticulacdo, enquanto que
todos os outros fatores séo iguais, sendo considerado por varios autores como a
propriedade mais importante (Zuidema, 2014; Lorenc, 2017; Billon, 2017).

E importante considerar também outras varidveis, como o tamanho e calibre
da agulha, tamanho da seringa, forca de ejecao, e técnica de injecdo, visto que
estes fatores afetam as forcas de cisalhamento exercidas sobre o PC enquanto este
esta sendo injetado.

As forgcas de cisalhamento podem alterar o comportamento do preenchedor,
afetando a sua viscosidade, elasticidade ou ambas. Se estas forcas sdo muito
grandes, a estrutura fisico-quimica do PC pode ser alterada e quanto menor a
viscosidade do preenchedor, maior sera a modificacdo estrutural deste. Isto é,
guando um preenchedor € injetado na face, este € submetido a acdo em soma de
tensdo de cisalhamento, que leva a uma deformacao devido acao de forca aplicada
ao longo da superficie do material do tipo tensao lateral ou tor¢cdo num plano e
forcas de compressao x estiramento, ou seja, quando a forca é aplicada
perpendicularmente ou em compressao ao longo de um eixo; na primeira ocorrendo

mudanca da forma e dimensdo mantida e na segunda, a forma é mantida e as
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dimensées mudam (Pierre, 2015). A Figura 17 mostra os dois tipos de deformacéao

associados aos preenchedores cutaneos.
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Figura 17 — Tipos de deformacao associados aos preenchedores cutaneos (Fonte: Pierre,
2015).

Polimeros ultramacios, ou seja, com mddulo elastico menor que 100 kPa,
como acontece com o0s hidrogéis usados como preenchedores cutaneos,
apresentam propriedades que, a partir do momento que sao injetados, impedem o
processo de colonizagdo bacteriana como ocorre com Vvarios biomateriais
implantados (Wang, 2016).

A coesividade de um hidrogel expressa como o preenchedor se comporta
uma vez implantado na face. Refere-se principalmente ao grau de atracao entre as
unidades do hidrogel reticulado. Pode ser medida como a resisténcia a
compressao/alongamento vertical. A Figura 18 apresenta os possiveis resultados em
resposta ao teste de compressao.

I .

Alta Media Baixa Nio
coesividade coesividade coesividade  coesivo

Figura 18 — Teste de compressdao a um peso constante realizado para preenchedores
cutaneos. F € a forgca aplicada a um peso constante (Fonte: Pierre, 2015).

A falta de coesividade entre as particulas do hidrogel também aumenta a
chance de separagdo de particulas ao ser depositado o material, potencialmente

desencadeando uma possivel migracdo do preenchedor. E essa migracao podera
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ocorrer independentemente da “dureza” do produto. E, além disso, podera haver
uma projecao vertical como decorrente do tamanho médio da particula (Billon,
2016).

E quanto a viscosidade, que compreende a medida da resisténcia ao fluxo do
preenchedor quando aplicada uma tensao de cisalhamento; tanto quanto maior a
tensdo, a viscosidade do material diminuira. Sob baixas taxas de cisalhamento, o
preenchedor tende a exibir suas propriedades elasticas sendo, portanto, a
viscosidade importante sob taxas extremamente elevadas de cisalhamento ou
durante a injecdo quando o comportamento é de um material viscoso (SUNDARAM
et al.,2010).

A exposicdo a essas taxas elevadas fara com que a forga de extrusédo seja
alterada; sendo entdo a forga de extrusdo, uma medida da forga necessaria para
injetar um preenchedor a uma taxa fixa através da agulha ou céanula utilizada
(Zuidema, 2014; Pierre, 2015). Logo, quanto maior a viscosidade do material, maior
sera a forga de extrusao e isso podera dificultar a injecao do produto pelo médico e,

por sua vez, comprometer negativamente o resultado final.

2.4 Carboximetilquitosana

A quitosana (QS), polimero natural de grande importdncia para uso na
medicina, com  excelentes propriedades, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, nao toxicidade, atividade antimicrobiana, baixa
imunogenicidade, custo e acessibilidade é derivada da desacetilacdo parcial da
quitina, um polissacarideo natural e o segundo mais abundante da natureza,
encontrado predominantemente no exoesqueleto de crustaceos (Silva et al., 2012;
Inzana, 2016; Malerba, 2016). A QS é considerada um polissacarideo amino com
unidades lineares binarias de B-(1-4) -2-amino-2-desoxi-D-glicose. A Figura 19

ilustra a reagao de desacetilagdo da quitina em quitosana.
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Figura 19 — Reagao de desacetilacdo da quitina em quitosana (Fonte: Spin-Neto, 2008).

A quitosana tem notaveis propriedades biomédicas como atividades
analgésicas, antibacterianas, antifungicas e propriedades hemostéticas, além de
relatos da sua utilizacdo como implante para aumento de tecidos moles (Struszczyk,
2002; Khor e Lim, 2003; Yu-Ji et al, 2012; Shukla, 2013; Logithkumar et al., 2016).

A quitosana tem uma estrutura cristalina rigida, a qual limita sua efetiva
aplicagdo em varios processos; além disso, algumas aplicacdes da QS na éarea
médica também sao limitadas por problemas decorrentes da hidrosolubilidade, uma
vez que esta é insolivel em agua com pH igual ou maior que o fisiolégico
(Shariatina, 2018).

A existéncia de grupos funcionais amino e hidroxil em sua estrutura permite
sua modificacdo quimica com o objetivo de melhorar algumas limitagcdes (Mourya,
2010; Shariatinia, 2018). Um dos processos que permite tais modificagdes na
molécula da quitosana € o processo de carboximetilagdo, dando origem a derivados
carboximetilados, com ampliacdo de seus potenciais nas aplicagbes médicas e
farmacéuticas a partir da sua solubilidade em meios neutros ou bésicos (Sashiwa,
2004; Campana-Filho, 2009; Fonseca-Santos, 2017). A carboximetilquitosana, em
comparagao com outros derivados da quitosana solUveis em agua, tem sido mais
amplamente estudada por ser de facil sintese, carater anfolitico e ter amplas
possibilidades de aplicacdo (Mourya, 2010).
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Os derivados da Quitosana obtidos por carboximetilagdo sdo de 3 tipos: O-
carboximetilquitosana (OCMQ), N-carboximetilquitosana (NCMQ) e N,O-
carboximetilquitosana (NOCMQ). A reacdo de Carboximetilacdo ocorre
especialmente ou nos grupos C-6- hidroxil ou ha metade dos grupos NHz que produz
compostos de N,O-carboximetilquitosana, com um grupo amino primario (-NH,) ou
uma amina secundaria (-NH-CH,COOH) (Shiaritinia, 2018).

As aplicagées médicas da carboximetilquitosana (CMQ) se devem, sobretudo,
a sua solubilidade em meio fisiolégico e as caracteristicas associadas a seguranga
de seu uso, tais como baixa toxicidade, biodegradabilidade, auséncia de
alergenicidade, facil degradacao, boa capacidade de formacgéo de peliculas, fibras e
hidrogéis (Farag, Mohamed, 2013; Zhao et al, 2013). Os hidrogéis de
carboximetilquitosana apresentam maiores vantagens em comparacdo aos de
quitosana, em destaque, habilidade de retencdo em mistura, solubilidade em agua,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, atividade antioxidante, antibacteriana e
maior capacidade absortiva, decorrente de maior numero de grupos quelantes e
aumento da flexibilidade da cadeia aumentada (Shariatinia, 2018).

Os grupamentos amino (NH,) protonados (NH3;") da quitosana e de seus
derivados carboximetilados atuam como sitios antibacterianos. A natureza
policatibnica da cadeia do polimero permite sua acdo na superficie de carga
negativa das células bacterianas alterando sua permeabilidade resultando em
vazamento de componentes intracelular, conforme citado anteriormente, ou seja, a
atividade antimicrobiana do polimero se da por interacao dos grupos amino livres da
cadeia polimérica. Desta forma, a acdo antimicrobiana esta relacionada a
quantidade de grupamentos aminos protonados ao longo da cadeia polimérica da
quitosana e de seus derivados (Mourya, Inamdar e Tiwari, 2010).

Segundo Tan e colaboradores (2011), a CMQ tem atividade inibit6ria
comprovada em relacdo a inibicdo da formagdo de biofilmes bacterianos
principalmente por bactérias Gram-negativas quando comparada com as Gram
positivas. Este fato deve-se, provavelmente, pelas propriedades fisico-quimicas de
parede bacteriana e o impedimento da adesao celular entre as bactérias.

Estudos recentes demonstram que a CMQ promove, além de atividade
antibacteriana e n&o-toxicidade, o estimulo ao crescimento tanto in vivo, como in
vitro, dos fibroblastos humanos (Mogosanu, 2014). E tem sido relatado que a CMQ
pode desempenhar uma acao antioxidante devido, sobretudo, a existéncia de grupos
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amino e hidroxil nas cadeias poliméricas (Upadhyaya, 2013); além disso, foi também
observado que diminuindo o peso molecular da CMQ, sua agéo antioxidante era
aumentada e isso € atribuido ao numero diminuido de ligagdes de hidrogénio intra e
intermolecular (Shariatinia, 2018). Ademais, seu baixo peso molecular pode
promover aumento na producao de fibroblastos da pele normal (Chen et al., 2002).

Na N-carboximetilquitosana o numero efetivo de grupamentos aminos € baixo,
por causa da substituicdo de grupamentos carboximetil na estrutura do polimero,
causando queda da acao antibacteriana. Ja na O-carboximetilquitosana, a insercao
de grupamentos carboximetil ocorre somente nos grupamentos hidroxilas. Logo, o
numero de grupamentos aminas ndo € alterado e maior é a sua atividade
antibacteriana. Além disso, a agdo antimicrobiana da quitosana e de seus derivados
muitas vezes é influenciada pela sua massa molecular, pois a maior massa
molecular do polimero faz com que o conteudo de —NH, também aumente (Mourya,
Inamdar e Tiwari, 2010).

Os sitios reativos da quitosana para carboximetilagdo sdo os grupos amino e
hidroxil presentes em sua cadeia. A reticulacdo das cadeias poliméricas da
quitosana tem sido utilizada também para alterar a solubilidade em meio &acido.
Dentre os diversos reagentes usados para a reticulacdo deste biopolimero,
destacam-se o etilenoglicoldiglicidil éter, a epicloridrina e, mais recentemente, a
genipina e o tripolifosfato de sédio, em virtude da sua menor toxicidade em relacao
aos outros reticulantes (Gonsalvez, 2011). Observa-se na Figura 20 as estruturas
qguimicas dos diferentes tipos de carboximetilquitosana.
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Figura 20 - Estruturas quimicas da Quitosana (Q), e Carboximetilquitosana (Fonte:
Katugampola, Winstead, Adeleke, 2014).

A CMQ além de permitir seu uso em amplo espectro, em especial na forma de
hidrogel, e também estimular a atividade da lisozima extracelular presente em
fibroblastos cutaneos influenciando o aumento da producao de colageno da pele,
determina importante estimulo para indicagdo como preenchedor cutdneo seja de
forma isolada ou na combinagdo com outros biopolimeros, a exemplo do proprio
colageno (Fonseca-Santos, 2017; Shariatinia, 2018).

2.5 Colageno
O colageno € uma proteina amplamente distribuida pelos tecidos conjuntivos

do corpo, com fibras variando em diametro entre 2 e 15 um, dispostas ao longo da

derme papilar como rede ondulada fina e na derme reticular, como uma rede
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espessa. E composta por cadeias peptidicas a organizadas de forma paralela a um
eixo e formando as fibras de colageno. E tem como principal fungao contribuir com a
integridade estrutural, resisténcia e elasticidade da matriz extracelular da derme
(Silva, 2012; Qiu, 2015; Inzana, 2016).

Sao conhecidos, atualmente, pelo menos 29 tipos diferentes de colageno. A
estrutura bésica de todos, entretanto, € a mesma e compreende trés cadeias
polipeptidicas a de mesmo tamanho, que se arranjam em uma estrutura de tripla
hélice, sendo as fibras ligadas entre si através de pontes de hidrogénio e ligacoes
covalentes. A estrutura basica, denominada de tropocolageno, tem massa molecular
de aproximadamente 280 kDa, 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro.
Apesar da variagdo, € caracteristica dessas cadeias a repeticdo do aminodacido
glicina a cada terceira posicao da sequéncia. Dessa forma, cada cadeia apresenta a
sequéncia Gly-X-Y, em que X e Y variam conforme o tipo de colageno analisado,
mas sao frequentemente preenchidas pelos aminoacidos 4-hidroxiprolina e prolina
(Azulay, 2017).

O colageno, especificamente o tipo I, corresponde a maior parte da matriz
dérmica da pele adulta — cerca de 85%, e cerca de 10% de colageno tipo Il
(Sampaio, 2013). A tripla hélice do colageno tipo | é constituida por 2 cadeias a 1 e
uma a 2; enquanto que a do colageno tipo Il € composta por trés cadeias a 1
idénticas. Anualmente, a partir dos 30 anos de idade ocorre uma reducao de 1%
(Baumann, 2006; Lourith, 2016).

As Figuras 21 e 22 ilustram a estrutura do coldgeno e a organizacédo das
fibras de colageno, respectivamente.

Figura 21 — Estrutura do colageno (Fonte: Adaptada de Paula, 2009).
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Figura 22 — Esquema sobre as fibrilas e fibras colagenas (Fonte: Silva, 2012).

Nas extremidades nao helicoidais do tropocolageno, pode-se observar a
existéncia de telopeptideos N e C-terminais, pequenas cadeias peptidicas contendo
15 e 26 residuos de aminoacidos, respectivamente. Tais peptideos atuam como
sitios para o estabelecimento de ligac6es cruzadas entre as fibrilas para que, assim,
se formem as fibras colagenas.

Como biomaterial, o coldgeno tem ampla utilizagdo, pois apresenta baixo
indice de alergenicidade (cerca de 2% para colageno heterélogo), o qual pode
diminuir ainda mais através da remocao dos telopeptideos N e C-terminais,
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tornando-o, assim, altamente biocompativel; e também devido as preparagdes
soluveis ou fibrilares de colageno serem capazes de reconstituir-se, isto €,
organizar-se estruturalmente da mesma forma que o tecido nativo, com
propriedades similares e tendo sido desenvolvido para utilizacdo para varios
dispositivos biomédicos, com grande foco para formulagcdes injetaveis,
principalmente para uso no preenchimento cutaneo (Rostan, 2007; Halimi, 2015).

Quando ligadas a outros polimeros, como a quitosana ou seus derivados, a
fibras de colageno podem ter suas propriedades mecanicas otimizadas (Drury, 2003;
Silva, 2012). Na pele envelhecida, ha uma menor producdo de colageno pelos
fibroblastos e uma maior acdo das enzimas que o degradam, as metaloproteinases,
especialmente as colagenases; e este desequilibrio acelera o processo de
envelhecimento (Baumann, 2006; Silva, 2012).

2.5.1 Uso do colageno como preenchedor cutaneo

Quanto a origem dos preenchedores a base de colageno, estes podem ser de
origem bovina, humana ou suina, o que nao impossibilita 0 uso desta proteina de
origem da membrana celular. Uma das principais vantagens em relacdo ao acido
hialurénico, o principal componente da maioria dos preenchedores cutédneos
temporarios utilizados atualmente, € que os preenchedores a base de colageno
apresentam menor viscosidade, podendo ser utilizado na correcdo de rugas mais
finas, dando maior seguranga quanto ao surgimento de efeitos indesejados quando
introduzidos muito superficialmente, apesar de terem menor duragdo de efeito
devido a uma reabsor¢ao mais rapida, cerca de 3 meses (Glogaw, 2012).

O colageno bovino foi o primeiro a ser comercializado; sendo ainda
necessario a realizacdo de teste previamente a sua utilizacdo devido risco de
reacbes de hipersensibilidade, que ocorre em cerca de 3 a 5 % dos casos
(Carpintero, 2009; Kadunck, 2012).

Como preenchedor, o colageno também apresenta vantagens, como
minimizacao de riscos para os pacientes, possibilidade de repeticao da aplicacdo em
casos de falhas e a ndo reducao de opcdes futuras de tratamentos, o que acontece
com alguns preenchedores sintéticos (Pradhan, 2017).

Existe disponivel no mercado preenchedores com colageno bovino, como o
Zyderm |, Zyderm Il e o Zyplast; todos com 95% de colageno tipo | e 5% de
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colageno tipo lll. O Zyderm | e o Zyplast sdo compostos por 3,5% de colageno
dérmico bovino, porém o Zyderm | € associado a 0,3% de lidocaina e o Zyplast a
0,0075% de glutaraldeido, que fortalece as fibras colagenas, estendendo, assim, a
durabilidade do seu efeito preenchedor. J& o Zyderm Il é composto por 6,5% de
colageno dérmico bovino, associado também a 0,3% de lidocaina. Porém, antes da
aplicacédo desses preenchedores, é necessaria a realizacao de teste alérgico, ja que
cerca de 3% da populagéo é sensivel ao colageno bovino e estes tem uma duragéo
de efeito no tecido cutaneo de 2 a 6 meses (Rostan, 2007).

Além desses, preenchedores com colageno humano, obtido por
bioengenharia (CosmoDerm |, CosmoDerm Il e CosmoPlast) também estdo
presentes no mercado. Analogamente aos preenchedores de coldgeno bovino, o
CosmoDerm | e Il sdo constituidos, respectivamente, por 3,5% e 6,5% de colageno
humano, associados a 0,3% de lidocaina; enquanto o CosmoPlast € constituido por
3,5% de colageno, associado a glutaraldeido. Também sao considerados
preenchedores de curta duragdo, permanecendo por cerca de 3 a 7 meses no tecido
implantado (Carpintero, 2009).

Ademais, também utilizam-se preenchedores com coldgeno humano de
origem cadavérica (Dermologen e Cymetra), obtidos ap6s rastreamento extensivo
quanto possivel contaminagéo viral ou bacteriana e colageno autélogo (Isologen),
que compreende a injegcao de fibroblastos autélogos cultivados por 4 a 6 semanas a
partir de fragmento de pele do préprio paciente obtido por bidpsia prévia. Os
preenchedores de origem suina que sao comercializados, sdo utilizados para
correcdo de rugas de moderadas a profundas, além da corregcdo de contornos
faciais; e sdo extraidos dos tenddes de porcos, e quando implantados, tendem a
desencadear baixa incidéncia de edema e hematomas, devido propriedade
hemostética deste (Carpintero, 2009; Silva, 2012).

A partir do conhecimento que muitas das alteragdes clinicas relacionadas ao
envelhecimento cutdneo, especialmente o facial, foram entendidos como
consequéncia da perda e diminuicdo do colageno, este é continuamente utilizado
como preenchedor para correcao desses defeitos até os dias atuais, e associacoes
com outros materiais com potencial para uso com esse fim tem sido estudadas; tanto
buscando a longevidade do tratamento, como potencializar outras propriedades do

proprio colageno (Kozlowska, 2017).
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2.5.2 Colageno da membrana da casca do ovo

A efetividade de residuos da casca do ovo de galinha tem sido intensamente
encorajada por razées econdmicas e ambientais; sendo estes residuos compostos
pela casca calcificada e a membrana que envolve uma parte interna e outra externa
(Pradhan, 2017). Ja a membrana da casca do ovo é uma malha de proteinas
fibrosas; um biomaterial natural que é utilizado na area biomédica, em especial
como uma alternativa em curativos naturais em queimaduras e outras injurias
cutdneas ha centenas de anos e que promove um meio ambiente favoravel a
proliferagéo dos fibroblastos humanos (Mogosanu, 2014; Vuong, 2017).

E um material bioativo que consiste de uma rede estrutural de colageno e
carboidratos complexos, como glicosaminoglicanos e glicoproteinas. As proteinas
derivadas dessa membrana apresentam muitas propriedades médicas e bioquimicas
(Nagamalli, 2017).

Com espessura variando de 50 — 70 um e uma membrana interna com
espessura 15 — 26 um. Ela possui uma estrutura altamente resiliente e insoluvel e
também é constituida por proteinas fibrosas como o colageno e a elastina, que
contribuem para resisténcia e flexibilidade dos tecidos conjuntivos e articulagdes.

A insolubilidade desta membrana deve-se, principalmente, a estabilizacdo
irreversivel com reticulacdo de desmosina e isodesmosina derivadas da lisina
semelhantes as encontradas no colageno e elastina, que reforcam as ligacoes
dissulfeto multiplas (Ahmed, Suso e Hincke, 2017).
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3 MATERIAIS - METODOS - CARACTERIZACOES
3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacao e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO da Universidade Federal de Campina
Grande — UFCG.

3.2 Materiais e Reagentes

Os materiais, reagentes e equipamentos utilizados para o processo de
obtencao dos hidrogéis estéo ilustrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Materiais, reagentes e equipamentos utilizados para a preparagao dos hidrogéis.

MATERIAIS

e Vidrarias de laboratério: Béquer, balao, vidro de reldgio, bastao
e Papel filtro Quantitativo. Whatman GR 40 110mm BEM

e Agitador Magnético. Marca Fisatom

e Placas do tipo petri
o Estufa Bacterioldégica. Marca CETEC modelo TIC 17rgt
REAGENTES

e Quitosana - Produzida no CERTBIO, Grau Médico. Massa molar 260

KDa (Médio Peso). Acima 90% Grau de desacetilagao

e Casca de ovo de galinha - Fornecida pela Sao Paulo
Alpargatas/Fabrica Campina Grande-PB

e Agua destilada (HzO)

e Acido acético glacial (CH;COOH) (99,8% P.A) - Vetec

e Poli L (4cido Latico) (C3HeO3) (85% P.A) - Neon

e Hidréxido de Sédio (NaOH) P.A - Vetec

e Acido Monocloroacético (C2H3zO2Cl) (99% P.A) - Sigma Aldrich
e Isopropanol (CH3HgO) P.A - Dinamica

e Etanol (CH3CH,OH) P.A - Neon
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3.3 Métodos

O método utilizado nesta pesquisa foi dividido em duas etapas e esta
ilustrado nas Figuras 23 e 24.
1) Sintese e caracterizacdo das matérias primas — Carboximetilquitosana e
Colageno;
2) Obtencdo e caracterizacdo dos hidrogéis — Carboximetilquitosana e
Carboximetilquitosana/Colageno.

_— Membrana
uitosana celular do ovo

\ v

Carboximetilquitosana P6 de Colageno

Y
FTIR; MO

Figura 23 — Fluxograma da sintese e caracterizagcdo das matérias primas.



64

Agua
cMaQ destilada Golageno
| | I |
Gel de CMQ Gel de CMQ Gel de CMQ
Gel de CMQ * + +

5% Colageno 10% Colageno 15% Colageno
I I | |

Secagem
Potenciometria (pH); Condutividade;
Reologia; Injetabilidade; Microscopia
de Fluorescéncia; Citotoxicidade.
TGA;
FTIR;

Intumescimento.

Figura 24 — Fluxograma da obtencéo e caracterizagdo dos Hidrogéis de CMQ e CMQ/Col.

3.3.1 Sintese das Matérias Primas

3.3.1.1 Sintese da Carboximetilquitosana

Para a sintese da Carboximetilquitosana foi utilizada a metodologia adaptada
de Chen e Park (2003), considerando as variaveis da quitosana na perspectiva de
utilizar reagentes em quantidade mais préxima possivel da relacao estequiométrica.

Inicialmente foi preparada uma solugéo alcoéolica (isopropanol) de quitosana
com concentragao de 42,37 g/L sob agitacao magnética por 30 minutos. Em seguida
foi adicionado 10 mL de uma solucéao de Hidroxido de Sédio (10,2 mol/L). O mesmo
foi solubilizado numa solugcao de isopropanol/dgua na propor¢cao de 1:1(v/v),
mantendo-se a agitacdo por 24 horas. Na etapa seguinte, foi adicionado,
lentamente, uma solugdo de acido Monocloroacético em Isopropanol (8,28 mol/L),
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mantendo a agitacdo por 24 horas. Apds este periodo foi adicionado 100 mL de
Etanol absoluto, sob agitacdo magnética, filtrada dez vezes com Etanol 80% para
remocao total do sal de carboximetilquitosana e uma lavagem com Etanol absoluto,
para ajustar o pH final da carboximetilquitosana e retirar os residuos, até a obtencao
de valor préximo a 7. Apoés a filtracdo, o produto foi mantido a temperatura ambiente
por 12 horas para secagem. A Figura 25 ilustra os pdés da quitosana e da
carboximetilquitosana.

Carboximetilquitosana

Figura 25 — Quitosana e carboximetilquitosana produzidas no CERTBIO.

3.3.1.2 Sintese do Colageno

O colageno foi extraido da membrana da casca de ovo de galinha. Para isso,
as cascas de ovo foram colocadas em agua destilada e as membranas separadas
manualmente (Figura 26). Em seguida, colocadas em solugédo de acido acético a 1%
(v/v) para remogéao de residuos do carbonato de célcio, lavadas em 4gua destilada e
secas. Posteriormente, 5 g destas membranas foram imersas em 250 mL de uma
solugédo 1,0 mol/L de Hidréxido de Sédio (m/v) por 72 horas, obtendo-se entdo um
material gelatinoso com particulas dispersas (Figura 27 a). Este foi filtrado e lavado
em agua destilada para retirada do hidréxido de sédio até pH neutro. O material
neutralizado foi triturado em processador industrial e transferido para placas de petri,
congelados em ultra freezer a - 86 ° C por 24 horas e liofilizado por 72 horas (Figura
27 b). O material liofilizado ainda foi submetido a nitrogénio liquido, macerado em

pistilo e almofariz para diminuicao das particulas e obtencao do pé (Figura 28).
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Figura 28 — Colageno liofilizado antes (A) e apdés macerado e peneirado em malha 325
mesh (B).
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3.3.2 Caracterizacao da carboximetilquitosana e do colageno em po.

Foram realizados os ensaios de Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Optica (MO) para identificacdo das

matérias primas.
3.3.2 Obtencao dos Hidrogéis
3.3.2.1 Obtencao do Hidrogel de Carboximetilquitosana

O hidrogel de Carboximetilquitosana foi obtido colocando 1g de
Carboximetilquitosana em 10 mL de agua ultra pura e mantida sob agitacdo manual
por 30 min. Esta concentracdo foi estabelecida a partir de observagdes

experimentais.
3.3.2.2 Obtencao dos Hidrogéis de Carboximetilquitosana/Colageno

Para o preparo das composicoes dos hidrogéis, pesou-se 1g de
Carboximetilquitosana/colageno, sendo as propor¢oes de colageno 5%, 10% e 15%
em peso total de soluto e, em seguida, dispersos em 10 mL de agua ultra pura,
mantido sob agitagdo manual por 30 min. até a solubilizacdo da
carboximetilquitosana. A Figura 29 ilustra uma das composi¢ées dos hidrogéis
obtidos.

Figura 29 - Gel formado com uma das composicdes
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Na Tabela 7 observam-se as nomenclaturas adotadas neste trabalho para as

diferentes composicdes dos hidrogéis obtidos.

Tabela 7 — Nomenclatura dos hidrogéis obtidos com CMQ e Col.

Hidrogéis Nomenclatura
Hidrogel com 100%

carboximetilquitosana H-CMQ
Hidrogel com carboximetilquitosana + ]
5% de colageno H-CMQ/Col5
Hidrogel com carboximetilquitosana + )
10% de coléageno H-CMQ/Col10
Hidrogel com carboximetilquitosana + H-CMQ/Col15

15% de colageno

3.4 Caracterizacao das Matérias Primas e dos Hidrogéis

Os materiais foram submetidos as técnicas de caracterizagdo em duas
condi¢des: a primeira, caracterizagdo das matérias primas por Espectroscopia na
Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Optica
(MO); a segunda, dos hidrogéis e filmes (desidratados), que foram: pH,
Condutividade, Microscopia de Fluorescéncia, FTIR, Reologia, Injetabilidade/Forca

de ejecao, Termogravimetria (TGA), Grau de Intumescimento e Citotoxicidade.
3.4.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier das
amostras foi realizada em temperatura ambiente (25°C) utilizando-se o equipamento
Spectrum 400 da Perkin Elmer. Esta técnica foi utilizada para identificar as bandas
caracteristicas dos grupos funcionais das amostras, através de faixa de varredura de
4000 a 400 cm™".

3.4.2 Microscopia Otica (MO)
A técnica de microscopia Otica foi utilizada para analisar a morfologia de

superficie das matérias primas, onde as amostras foram submetidas a analise pelo

método de iluminagéo por reflexdo de luz visivel. O canhdo acoplado a estagédo de
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captura de imagem foi o da série Mx, no caso o Mx (G) — 2016Z. Foram utilizados
dois tipos de lentes adaptadoras para essa analise, a lente AD — 2016S que permite,
no modo de observacdo normal, com magnificacbes de 20-160X e a lente AD-
2016LOW, que na observagcdo em modo de baixa ampliagdo, possibilita
magnificagdes de 6-48X. O Software usado para a obtencédo das imagens foi o 2D
meansure e o0 equipamento foi o Microscopio Hirox modelo KH-1300, com
magnificacdo de 50 x.

3.4.3 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Para determinagao de pH foi utilizado um pHmetro marca Micronal, modelo B
474, com eletrodo de vidro combinado com solucao interna de cloreto de potassio
(KCI) saturada com cloreto de prata (AgCl). O equipamento foi previamente
calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0. Foi realizada uma anélise de pH
direta, sem diluicdo das amostras e em ftriplicata.

3.4.4 Condutividade

Para andlise da condutividade dos hidrogéis utilizou-se um condutivimetro de
marca MS Tecnopon Instrumentagdo em temperatura ambiente (25°C).

3.4.5 Microscopia Confocal por Fluorescéncia

A topografia da amostra foi observada através da Microscopia Confocal por
fluorescéncia utilizando-se o equipamento marca Nikon, modelo Eclipse Ts100/Ts
100F onde os hidrogéis obtidos foram submetidos ao processo de secagem em
estufa a 40° C. As amostras foram coradas com o Alexa Fluor 488 — Foloidina. Esse

tipo de corante tem afinidade quimica para ligar-se a filamentos de fibroactinas.
3.4.6 Reologia
As propriedades reolégicas dos hidrogéis de CMQ e CMQ/Col foram

avaliadas utilizando-se um Rebdmetro de placas planas HAAKE MARS llI, com
sistema modular PP 35 Ti, da marca Thermo Scientific; tendo sido medidas numa
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frequéncia oscilatéria variando de 0,1 a 10 Hz, a 0,1% de tensdo, com um gap de 1
mm e temperatura 25°C. A frequéncia oscilatéria considerada foi de até 10 Hz visto
que se refere ao estresse fisiolégico ao qual os preenchedores sdao submetidos
durante e apds serem injetados na pele, levando-se em consideracdo o0s

movimentos faciais e 0 aumento volumeétrico na face (Kablik, 2009).

3.4.7 Injetabilidade/Forca de ejecao

A injetabilidade é de grande importancia para avaliar a habilidade de injecao
manual, mas também faz parte da avaliagcdo do comportamento reolégico durante a
injecdo sob elevadas taxas de cisalhamento. E a for¢ca de ejecdo compreende a
forca que o injetor necessita para empurrar o biomaterial injetavel para fora da
seringa. Sao utilizadas agulhas de 27G e 30G para a injecao de preenchedores
cuténeos (Halimi, 2015; Cho, 2018).

Foram utilizadas na realizagdo deste ensaio, seringa de polipropileno de 1 mL
BD produzida pela Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda.; conectada a uma agulha com
o didmetro de 27 Gauge para quantificacao da injetabilidade dos materiais obtidos. A
seringa foi adaptada a uma maquina de ensaio mecénico universal Instron 3366,
ajustada no modo de compressdo, com célula de carga utilizada de 500 N (Figura
30). A garra de compressao pressiona 0 émbolo da seringa. O tempo e a carga
necessaria para esvaziar a seringa foram registrados e analisados de acordo com a
composicao do material; ou seja, a forca de ejecdo necessdria para extrusdo do
produto foi entdo registrada com um sensor de forga a uma velocidade constante de
12 mm/min em temperatura ambiente (25°C). As medidas foram realizadas em
triplicata e a cada extrusao, realizada a troca da seringa e agulha que era acoplada
ao compartimento de compressao/tensao, o qual deslocava o émbolo da seringa.
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Figura 30 — Adaptacado de ensaio para realizagcdo da medida de injetabilidade/forca de
ejecao.

3.4.8 Termogravimetria

A andlise termogravimétrica foi utilizada para estudo da variagdo de massa
das amostras, resultante de uma transformagcdo quimica (decomposicao,
degradacgao, oxidacao) ou fisica (evaporacao, condensacao, sublimacao) em funcao
da temperatura e/ou tempo. O percentual de perda de massa das amostras foi
avaliado através do equipamento (TGA) PYRIS 1 TGA da Perkin Elmer.
Aproximadamente 10 mg da amostra foi colocada em cadinho de alumina e
submetido a uma faixa de aquecimento entre 25 — 700°C, sob fluxo de gés sintético
de 20 mL/min, e razéo de aquecimento de 10°C/min.

3.4.9 Grau de Intumescimento

O grau de intumescimento ou capacidade de absorcdo de agua € uma
importante propriedade de biomateriais utilizados para preenchimento dérmico ou
aplicados para aumento de tecidos moles e estd relacionado a estrutura interna
destes materiais, 0 que tem uma correlacdo direta com a capacidade de
preenchimento e volumizacao (Jeong, 2016).

Para a realizacdo do ensaio de intumescimento foram utilizadas amostras dos

hidrogéis, ap6s serem desidratados em estufa a 40° C e em seguida pesadas e
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colocadas em eppendorfs contendo 1 mL de 4gua destilada pH 5,5 e em solugcéo de
PBS pH 7,4. Depois de imersas, foram pesadas em intervalo de 5, 10, 15, 30, 60,
1440 e 2880 minutos para avaliacdo da massa intumescida. Antes da pesagem, as
amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 3500 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante descartado.

3.4.10 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com base na norma ABNT NBR ISO
10993-5:2009. Este ensaio foi realizado por dois métodos de diluicdo: MTT e agar,
para avaliagao da viabilidade celular tanto quantitativa como qualitativamente.

De acordo com o Orgéo Internacional os ensaios necessarios em animais de
laboratério (Rogero et al, 2003 de Padronizagdo (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos, depois de comprovada a sua nao toxicidade é que o estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade para a realizacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram divididos em duas etapas, onde a primeira
refere-se a caracterizacao das matérias primas e a segunda, a dos hidrogéis.

4.1 Carboximetilquitosana e Colageno
4.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 30 ilustra o espectro de FTIR da quitosana utilizada para obtencéo
da carboximetilquitosana, bem como desta. As absorcdes observadas em 1640 cm'
e em 1395 cm™ sdo caracteristicas da reagdo de carboximetilagdo, que podem ser
atribuidas as deformacdes simétricas e assimétricas do grupo COO", conforme
descrito por Lamas (2008), utilizando diferentes metodologias, indicando que foi
obtida a O-carboximetilquitosana. Infere-se ainda que a substituicdo quimica ocorreu
predominantemente no grupo hidroxila.
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Figura 31 — Espectros de FTIR do pé de quitosana e da CMQ.

As demais bandas observadas também sdo encontradas no espectro de FTIR
do precursor da carboximetilquitosana, a quitosana, pois em torno de 3300 cm™ a
banda refere-se ao estiramento axial de OH, sobrepondo a banda de estiramento N-
H. A banda em 2883 e 2895 cm™ ¢ atribuida ao estiramento assimétrico do grupo C-
H. Também foram observadas diferencas nas bandas de 1150 cm™ e 1027 cm’

relativas ao grupamento C-O-C, podendo estar associado ao fato de que a
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substituicdo realizada diminuiu a banda de absorcdo do grupamento C-O-C,
corroborando Farag e Mohamed, 2013; Liang et al, 2004 e Chen, 2003.

Os materiais utilizados como preenchedores cutidneos compostos por
colageno, seja de origem animal ou sintético, podem ser facilmente analisados e
caracterizados utilizando-se a técnica de FTIR, a qual permite informacao a nivel
molecular, tipos de grupos funcionais, bandas e vibragbes além de conformacoes
moleculares (Riaz, 2018).

A Figura 31 ilustra o espectro do colageno obtido da casca do ovo no qual se
observaram as bandas caracteristicas em 3281 cm’', atribuidas ao estiramento O-H;
1632 cm™' banda tipica da amida I, referente ao estiramento da carbonila; 1540 cm™,
relacionado a amida I, devido as vibracdes no plano da ligagdo N-H; 1446 cm™,
correspondente a vibracdo dos anéis pirrolidinicos dos aminoéacidos prolina e
hidroxiprolina e, ao estiramento C-N; 1234 cm™, caracteristico das vibracdes no
plano da amida lll, devido a deformacdo N-H, corroborando com os estudos de
Sionkowska et al. (2004), Whang et al. (2008) , Silva (2013), Prestes, 2013 e Ma et
al (2014).
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Figura 32 — Espectro de FTIR do colageno.
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4.1.2 Microscopia Optica (MO)

A Microscopia Optica do colageno e da carboximetilquitosana foram
realizadas para analisar a forma e o tamanho das particulas dos materiais obtidos.
Na Figura 32 observa-se a imagem de microscopia Optica do colageno liofilizado,
onde foram evidenciadas a morfologia fibrilar podendo-se inferir a preservagéo da
estrutura de triplice hélice, resultados que corroboram com o trabalho de Chaudry et
al (1997).

Figura 33 — Imagens de MO do colageno liofilizado com magnificagdo de 50x.

Na Figura 33, identificam-se particulas de carboximetilquitosana com formas
irregulares (retangular/esférica) e tamanhos variados (~500um).

Q com magnificagao de 50x.

Figura 34 — Imagens de MO da CM
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Largura (2009) quando sintetizou e caracterizou a O-carboximetilquitosana-
nlauril para utilizagdo como matriz polimérica para liberagcdo de triancinolona,
observou na microscopia particulas de o-carboximetilquitosana-nlauril com formas
irregulares e superficie rugosas, resultados estes semelhantes aos observados

nessa pesquisa.
4.2 Caracterizacao dos Hidrogéis
4.2.1 Potencial Hidrogenionico (pH)

Na Tabela 8 observa-se os resultados de pH das amostras e verifica-se que a
carboximetilquitosana apresenta-se mais alcalina quando comparada com o
colageno e a agua ultra pura utilizada. Quanto aos hidrogéis CMQ/Col, verifica-se

uma discreta diminuigdo do pH com o aumento da concentragéo do colageno.

Tabela 8 — Resultados de pH da carboximetilquitosana, do colageno, da agua ultra pura e
dos hidrogéis CMQ/Col

Amostras pH

Agua Ultra Pura 6,29
Colageno 7,29
Carboximetilquitosana 8,89
H-CMQ 8,76
H-CMQ/Col5 8,88
H-CMQ/Col10 8,85
H-CMQ/Col15 8,79

O pH da carboximetilquitosana e dos hidrogéis apresenta-se superior quando
comparado ao pH do colageno estudado. Os preenchedores disponiveis no mercado
e 0 meio extracelular apresenta pH aproximadamente 7,4. Isto ndo impede a
utilizacao do material obtido para finalidade a que se propde, ja que 0 organismo,
usualmente, se utiliza de uma solugcao tampé&o para manter o pH do meio em um
intervalo de 7.0 a 7.4, dependendo do tipo de células.

Sugere-se que o fato do material apresentar o pH um pouco acima do

aceitavel pelo organismo, podera aumentar a resposta inflamatéria local e,
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consequentemente, favorecer a producédo de coldgeno na regidao de aplicacao do
produto. Outro fator a ser considerado é que o material apresenta caracteristicas
hidrofilicas e isso favorecera a diluicdo do liquido presente no hidrogel com o meio
extracelular promovendo, possivelmente, a regulagdo do pH em pouco tempo apés a
sua aplicagdo, pois o pH dos liquidos extracelular e intracelular atuam na
manutencdo estrutural e funcional de proteinas, enzimas e organelas celulares
(Cunningham, 2004).

4.2.2 Condutividade

Os resultados observados na Tabela 9 demonstram que a condutividade da
carboximetilquitosana é superior a da agua e inferior a do coldgeno. Quanto a
condutividade dos hidrogéis de CMQ/Col, verificaram-se valores superiores ao da
carboximetilquitosana, indicando que a presenca do coldgeno influenciou no

aumento da condutividade elétrica da mistura.

Tabela 9 - Resultados da condutividade da agua ultra pura, do colageno, da
carboximetilquitosana e dos Hidrogéis CMQ/Col
Amostras Condutividade
Agua Ultra Pura 1,12 uS/cm
Colageno 3230 uS/cm
H-CMQ 1463 uS/cm
H-CMQ/Col5 1922 uS/cm
H-CMQ/Col10 3230 puS/cm
H-CMQ/Col15 3740 puS/cm

Essa propriedade varia com a concentragdo total de substancias ionizadas
dissolvidas na agua, temperatura, mobilidade dos ions, valéncia dos ions e as
concentragbes real e relativa de cada ion. Medidas de condutividade em tecidos
biologicos vivos podem ser utilizadas para modelar sistemas (Paulson, Pidcock e
Mcleod, 2004).

Os biomateriais obtidos apresentaram condutividade que variou de 1463
uS/cm a 3740 uS/cm e um material polimérico que vai servir como tecido artificial

precisa ser sensivel a variagbes de potenciais eletrénicos e responder a estes. Por
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isso ele deve ter uma condutividade compativel com a fun¢do que desempenhara
(Pattavarakorn et al., 2013).

A condutividade de tecidos biolégicos aumenta com a temperatura, isto
ocorre, porque a temperatura faz a mobilidade de cada ion aumentar e a viscosidade
dos fluidos biolégicos diminuir. Erros significativos podem ser cometidos na medicao
da condutividade se este efeito ndo for compensado. O efeito da temperatura na

condutividade varia para cada tecido.

4.2.3 Microscopia por Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia permitiu observar a distribuicdo e a forma das
particulas de coladgeno na amostra. Foi possivel captar imagens que possibilitou
confirmar a interacao fisica entre os componentes presentes no hidrogel, de acordo
com a Figura 34.

Verificou-se que o corante utilizado tem afinidade com o colageno e néo
apresentou afinidade com o polissacarideo carboximetilquitosana, o que favoreceu o
contraste entre os constituintes do hidrogel.

Pode-se afirmar que as particulas de colageno apresentaram-se homogéneas
em relacdo ao tamanho e bem distribuidas na mistura, demonstrando efetividade no

processo de obtencao do hidrogel.
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Figura 35 — Imagens da Microscopia por Fluorescéncia do hidrogel de CMQ (A); do H-
CMQCOLS5I (B); H-CMQCOL10 (C); e H-CMQ COL15 (D) com magnificagao de 10X.

Através da analise de fluorescéncia das composicoes foi possivel observar
um delineamento mais fluorescente das particulas do colageno no hidrogel, com um
aumento de particulas evidenciadas a medida que o percentual do colageno
aumentou. Esse detalhe fica ainda mais nitido na imagem com magnificagdo de 20X,

conforme a Figura 35.

Figura 36 — Imagem da Microscopia por Fluorescéncia de H-CMQCOL10 com magnificacao
de 20X.
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Foi possivel identificar que as estruturas formadas do tipo “folhas”
demonstraram ser essencialmente da carboximetilquitosana (CMQ), visto que nao foi
corada e ndo apresenta fluorescéncia. Observa-se também que as particulas de
coladgeno foram revestidas pela matriz de carboximetilquitosana. Este fato é
corroborado pelo ensaio de FTIR, onde ndo foi possivel verificar os grupos
caracteristicos do colageno nas amostras de H-CMQ/Col, ja que o ensaio foi
realizado por ATR.

4.2.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Nao foi observada diferenca entre os espectros dos hidrogéis de CMQ e
CMQ/Col, conforme Figura 36, onde todos os espectros, independentemente das
concentracbes de colageno, sao os especificos da carboximetilquitosana, sendo
explicado pelo fato da absor¢do de ambos o0s compostos serem em regides
semelhantes. Isso foi confirmado na microscopia por fluorescéncia onde as

particulas encontravam-se revestidas pela matriz de carboximetilquitosana.
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A associacdo da CMQ/Col pode resultar em variadas respostas clinicas
conforme descrito por outros autores, a depender de suas diferentes concentragdes
individuais. Chen (2002) exalta os picos, no espectro FTIR da CMQ, em 1738 cm™ (-
COOH) e em 1508 cm™ (-NH*3) e descreve que a CMQ inibe a proliferacdo dos
fibroblastos do queloide e, por sua vez, aumenta a proliferacdo dos fibroblastos da
pele normal, fato importante para aplicacao desejada nesta pesquisa.

Wahid et al (2016) demonstram picos ligeiramente mais intensos em torno de
1421 e 3443 cm™ entre hidrogéis de CMQ e atribuiram ao possivel decréscimo no
nimero de bandas de ligacdo de hidrogénio formadas decorrentes de ions

carboxilados na reticulagdo, processo esse nao realizado nessa tese.
4.2.5 Reologia

Os dados da avaliagdo do comportamento reolégico dos materiais obtidos
provaram tratar-se de comportamento pseudoplastico, uma vez que a viscosidade
diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento (Figura 37) semelhante ao
comportamento dos preenchedores comerciais, ou seja, principalmente aqueles a
base de acido hialurdnico (Sundaram, 2010; La Gatta, 2015). Essa caracteristica,
segundo Sundaram e colaboradores (2010), é adequada para um biomaterial que

serd utilizado como preenchedor dérmico.
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Figura 38 — Viscosidade versus taxa de cisalhamento das amostras dos hidrogéis de CMQ e
de CMQ/Col.
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Pode-se observar na Figura 38 que o mddulo elastico (G’) é maior que o
modulo viscoso (G”), corroborando com o que também ocorre com a maioria dos

preenchedores cutaneos utilizados.
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Figura 39 — Resultados dos mddulos elastico (G’) e modulo viscoso (G”) das amostras dos
hidrogéis de CMQ e de CMQ/Col.

Ainda em relagdo a Figura 38, constata-se que na faixa de frequéncia
oscilatoria até 0,7 Hz, o G’ < 250 Pa, que recomenda, sob esta grandeza, aplicacao
para preenchimento facial (Sundaram, 2010).

Edsman (2017) afirma em estudo sobre comportamento de preenchedores
cutaneos, que as propriedades reoldgicas sdo descritas basicamente pelo modulo
elastico (G’) e o modulo viscoso (G”), onde os produtos avaliados apresentaram
G’>G” e tiveram variagao de G’ de 10 Pa a 500 Pa, em uma frequéncia oscilatéria de
0,1 Hz.

O H-CMQ apresentou-se como o material mais rigido dentre as amostras de
CMQ/Col, pois seu comportamento elastico (G’), conforme ilustrado na Figura 39, foi

maior que todas as outras composicdées com CMQ e Col.
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Figura 40 — Resultados dos médulos elastico (G’) das amostras dos hidrogéis de CMQ e de
CMQ/Col.

Medidas de viscosidade de solucbes poliméricas, além do interesse pratico,
fornecem informacbes valiosas para a caracterizacdo molecular de polimeros. A
viscosidade de solugbes macromoleculares é influenciada por uma séria de fatores,
tais como tamanho e conformacédo da molécula, volume ocupado em solucdo, peso
molecular e sua distribuicdo, concentracdo em polimero, flexibilidade da cadeia e
temperatura e velocidade de cisalhamento empregada para obtencdo da medida
viscosidade.

A viscosidade da carboximetilquitosana em dispersao é influenciada por
muitos fatores, tais como: grau de desacetilagdo da quitosana utilizada, peso
molecular, concentracdo, forca ibnica, pH e temperatura. Geralmente, com o
aumento da temperatura a viscosidade da dispersao polimérica diminui. Contudo, a
mudanga de pH na dispersdo polimérica pode levar a diferentes resultados,
dependendo do tipo de solvente empregado (Li et al., 1997).

4.2.6 Injetabilidade/Forca de ejecao
A forca de ejecao ou extrusao é definida como a forca que o injetor precisa

para empurrar o gel para fora da seringa. Foi medida a forca para a extrusao dos
hidrogéis de CMQ e CMQ/Col através de agulhas 27G, Figura 40.
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A forca de ejecéo foi verificada em funcdo do deslocamento do émbolo da

seringa a uma velocidade de 12 mm/min e os resultados est&o ilustrados na Figura
41.
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Figura 41 — Evolucao da forca de ejecdo com o deslocamento do émbolo da seringa com os
hidrogéis de CMQ e de CMQ/Col.

A partir dos resultados obtidos, as composicdées dos hidrogéis CMQ/Col
apresentaram forga de ejecao inferior quando comparado com hidrogel CMQ, sendo
os valores obtidos em todas as composi¢des, o que é requerido de um material a ser
utilizado como preenchedor cutdneo de acordo com a literatura.

Halimi (2015) afirma que um valor de forca de ejecdo abaixo de 15 N é
usualmente necessario para um facil procedimento de ejecdo. Esses resultados

demonstram que os hidrogéis obtidos apresentam valores acima do preconizado.

4.2.7 Termogravimetria (TGA)

As Figuras 42 e 43 ilustram as curvas termogravimétricas e derivadas

referentes ao colageno e ao p6 de Carboximetilquitosana, respectivamente.
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Observa-se que o colageno apresentou 3 etapas de perda de massa, sendo a

primeira em torno de 30 e 191° C relacionada a evaporagdo de agua e inicio da

desnaturacdo do colageno; a segunda perda compreendida entre 191 e 452°C

relacionada a degradacao total do colageno e a terceira etapa entre 452 e 700°C

110

100

80

Waight % (%) ——— =——
2 = 8

o

40

30

20

relacionada a cinzas resultante da degradacdo do colageno. Resultados
semelhantes foram obtidos por Yi et al. (2004) e Yu et al. (2012).
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Figura 43 — Curva termogravimétrica do CMQ.
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Na amostra de carboximetilquitosana (Figura 43) observam-se trés etapas

significativas de perda de massa. A primeira perda entre as temperaturas de 30 e

249 °C associada a perda de agua fortemente ligada a estrutura; a segunda perda

de massa compreendida entre 249 e 434°C atribuida, possivelmente,

as
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degradacdes térmicas da CMQ; a terceira perda ocorrendo entre 434 e 700 °C
atribuida a carbonizacdo do material.

A Figura 44 ilustra as curvas termogravimétricas dos hidrogéis formados,

sendo hidrogel de carboximetilquitosana (H-CMQ), Figura 44A; composicao

carboximetilquitosana e colageno 5% (H-CMQ/Col5), Figura 44B; composicao
carboximetilquitosana e colageno 10% (H-CMQ/Col10), Figura 44C e composicao
carboximetilquitosana e colageno 15% (H-CMQ/Col15), Figura 44D.
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Figura 44 — Andlise termogravimétrica e derivada dos filmes: H-CMQ (A); H-CMQ/Col5 (B);
H-CMQ/Col10 (C); H-CMQ/Col15 (D).

Considerando as perdas de massa da Figura 44A e 44B, identifica-se trés
estagios significativos de decomposicao térmica, a primeira decomposicao ocorreu
entre 30 e 412 °C, no segundo estagio entre 406 e 649 °C e o terceiro estagio entre
619 e 700 °C, com percentuais de perda total de massa de 89,65 e 88,94%,
respectivamente.

Nas curvas das amostras H-CMQ/Col10 e H-CMQ/Col15, Figura 44C e 44D
respectivamente, observam-se apenas dois estagios de decomposicdo, sendo o
primeiro entre 30 e 419 °C e o0 segundo estagio entre 409 e 700 °C, com percentuais
de perda total de massa de 90,82 e 82,64% respectivamente.

De forma sistematica houve uma diminuicdo da perda de massa total dos
hidrogéis e uma etapa a menos de decomposicdo nas composicdées H-CMQ/Col10 e
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H-CMQ/Col15. Esta diminuicdo pode estar relacionada a melhor estabilidade dos
hidrogéis na medida em que um volume maior de carga (Colageno) € adicionado na
matriz carboximetilquitosana.

Em comparacdo com a quitosana e com o colageno produzido, a
carboximetilquitosana € considerada termicamente menos estavel visto que o
maximo de decomposi¢do desta ocorreu em temperatura inferior a Qs e o colageno.
Esta menor estabilidade térmica da carboximetilquitosana pode estar relacionada a

carboxilacao (Tirkistani, 1998).

4.2.8 Grau de Intumescimento

Consoante a Figura 45, os hidrogéis de CMQ e de CMQ/Col em solucao de
PBS intumesceram menos do que os imersos em agua destilada. Este fato se deve
ao comportamento eletrostatico da carboximetilquitosana que, em meio &acido
apresenta caracteristica policationica e em meio basico € polianiénica e seu ponto
isoeletrostatico encontra-se em pH préximo do neutro. Outro fato que interferiu no
grau de intumescimento das amostras foi o percentual de colageno presente, pois
guanto maior quantidade de colageno, maior afinidade com agua, o que justifica o
aumento no intumescimento. Essa capacidade de absorcdo do hidrogel tem
importancia porque determina a permeagado de nutrientes e produtos celulares
(Hoffman, 2012).
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Figura 45 — Capacidade de intumescimento dos hidrogéis de carboximetilquitosana com
diferentes concentracdes de colageno.
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O grau de intumescimento ou capacidade de absor¢cdo de agua € uma
importante propriedade de biomateriais utilizados para preenchimento dérmico ou
aplicados para aumento de tecidos moles e esta relacionado a estrutura interna
destes materiais, o que tem uma correlagcdo direta com a capacidade de
preenchimento e volumizacéo (Jeong, 2016).

A elevada capacidade absortiva da carboximetilquitosana se assemelha a do
acido hialurénico, preenchedor biodegradavel mais utilizado atualmente (Kablik,
2009; Kaczmarek et al., 2018).

4.2.9 Citotoxicidade
4.2.9.1 Método de MTT

Este ensaio foi realizado com os hidrogéis CMQ, e de CMQ/Col5, CMQ/Col10
e CMQ/Col15.

De acordo com os resultados da Figura 46, infere-se que o0s materiais
apresentam viabilidade celular em cultura de fibroblastos L2929 adequada, conforme
a norma ABNT NBR ISO 10993-5:2009, a qual ressalta que a partir de 70% de
viabilidade celular o material é considerado n&o téxico, ou seja, viavel com
possibilidade de utilizagcdo como biomaterial em organismos vivos.
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Figura 46 —Teste de viabilidade celular das amostras dos hidrogéis de CMQ e de CMQ/Col.
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4.2.9.2 Método de difusao em agar

Observou-se que apds a incubagao por 24 h das amostras, se formou um
halo claro ao redor dos controles positivos, relativos a citotoxicidade do espécime; o
mesmo ndo foi observado nos hidrogéis nem no controle negativo.
Os valores médios obtidos para cada amostra e controles com os limites
especificados para os diferentes graus de citotoxicidade estdo indicados na
Tabela 10.

Tabela 10 — Graus de citotoxicidade.

GRAU CITOTOXICIDADE DESCRICAO DA ZONA DE
CITOTOXICIDADE

0 Auséncia Auséncia de descoramento
ao redor ou sob a amostra.

1 Leve Zona de descoramento
limitada a area sob a
amostra.

2 Branda Tamanho da zona de

descoramento a partir da
amostra menor que 0,45 cm.
3 Moderada Tamanho da zona de
descoramento a partir da
amostra compreendido entre
0,45cma,0cm.

4 Severa Tamanho da zona de
descoramento a partir da
amostra maior que 1,0 cm,
poréem ndo envolvendo a
placa inteira.

A validade do ensaio é feita a partir das respostas das células ao tratamento
pelo controle negativo, pelo controle positivo e branco. O controle negativo mostrou
auséncia de reagdo citotéxica (grau 0), o controle positivo, uma nitida reacao
citotdxica (grau 4) e o controle branco, apresentou auséncia de reagao citotoxica.

A partir da constatacado da auséncia de halos nas amostras, buscou-se uma
forma de ampliar a visualizagdo macroscépica das amostras. Para tanto, os pocos
foram fotografados microscopicamente com o microscépio invertido digital NIKON
TS100 11.05.85 e transferidas para o computador para a utilizagdo do software NIS-
Elements. Com os recursos de magnificagdo de imagem deste programa, foi

possivel identificar melhor os limites das areas em questéo.
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Através do microscopio invertido, foram feitas fotos de uma regido de cada
poco das amostras analisadas, nos aumentos de 20X. A partir dai, foi constatada
auséncia de descoramento ao redor e sob as amostras, evidenciando auséncia de
citotoxicidade (Grau 0) como mostrado no Figura 47.

Figura 47 — Auséncia de descoramento ao redor e sb s amostras: A: amostra 1: CMQ, B:
amostra 2: CMQ 5% COL, C: amostra 3: CMQ 10% COL, D:amostra 4: CMQ 15% COL.

Dessa maneira, a metodologia empregada neste estudo fez uma avaliacao
quantitativa, através da extensdo em mm dos halos, e qualitativa, a partir da

interpretacdo dos resultados, evidenciando a auséncia de citotoxicidade das
amostras avaliadas.
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5 CONCLUSOES

As conclusdes desta tese estao apresentadas de acordo com os resultados
obtidos nas duas etapas.
Primeira etapa:

- Os resultados de FTIR e MO, pode-se afirmar que a metodologia utilizada foi
efetiva para obtencao dacarboximetilquitosana e colageno.

Seqgunda etapa:

- Comparando o hidrogel CMQ com os hidrogéis CMQ/Col, ocorreu reducao
do pH, aumento da condutividade e ndo houve variagdo significativa quanto ao
espectro de FTIR e ao comportamento termogravimeétrico;

- Quanto as propriedades de aplicacao: as analises reol6gicas demonstraram
a obtencao de material com comportamento pseudoplastico; reducéo da viscosidade
e aumento do médulo elastico com o aumento da concentracdo do colageno; e de
acordo com os resultados de injetabilidade, pode-se afirmar que o hidrogel de
carboximetilquitosana apresentou maior forca de ejecdo em comparagdo com as
composicoes de H-CMQ/Col e que com o aumento do percentual de colageno
ocorreu uma diminuicdo da forca exercida;

- O grau de intumescimento foi menor em meio do PBS, comparativamente
em meio aquoso, tendendo a uma estabilizagdo a partir de 1300 minutos.

- Quanto aos ensaios bioldgicos, o ensaio de viabilidade celular pelo método
de agar, demonstrou que todas as composicdes evidenciaram auséncia de
citotoxicidade;

Diante do exposto, os hidrogéis desenvolvidos nesta pesquisa apresentaram
propriedades potenciais para aplicagdo em preenchimento cutaneo, entretanto,
ainda sdo necessarios estudos pré-clinicos e clinicos fase | e Il para confirmar a

potencialidade do biomaterial obtido.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar mecanismos e parametros de biodegradabilidade do material;
e Avaliar tipos e mecanismos para reticulacao do hidrogel,

e Realizar ensaio in vivo.
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ANEXOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para obtencao e utilizacao de
imagens

Eu, , por meio
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, permito que a Dra. SANDRA
MARIA SOBRAL DE CARVALHO, CRM-PB 4243, faca fotografias e/ou videos
sobre 0 meu caso clinico.

Autorizo que estas imagens sejam utilizadas para finalidade cientifica,
especificamente em sua Tese de Doutorado, sob titulo:
Carboximetilquitosana/colageno para utilizacao como preenchedor cutaneo,
podendo inclusive ser mostrado o meu rosto, 0 que, dependendo do caso, pode
fazer com que eu seja reconhecida, durante apresentacao didatica ou apenas em
impressao escrita da tese.

Fui esclarecida de que nao receberei nenhum ressarcimento ou pagamento pelo uso
das minhas imagens e também compreendi que a profissional que me atende e
atenderd durante todo o tratamento n&o tera qualquer tipo de ganhos financeiros
com a exposi¢cao da minha imagem.

Portanto, estou de acordo com a utilizagcdo destas imagens para finalidades
cientificas.

Jodo Pessoa — PB, de de 2018.




