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RESUMO

Entre os polimeros biodegradaveis, a quitosana tem sido o foco de
extensivas pesquisas recentemente. A quitosana € um polissacarideo linear
composto por ligagdes do tipo B(1-4) D-glucosamina (unidade dasecetilada) e
N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada), que séo distribuidos de forma
aleatéria. Modificagbes quimicas da quitosana através de reagdes de
reticulagbes podem produzir materiais com uma grande variedade de
propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas. O objetivo do presente trabalho
foi obter e caracterizar filmes de quitosana reticulados ionicamente, para
aplicacdo como biomaterial. Os filmes de quitosana foram preparados pelo
método de evaporagdo do solvente e as reticulacbes foram introduzidas
através de reagdes com acido sulfurico. Os filmes reticulados e nao reticulados
foram caracterizados por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios
X (EDX) e Medidas de Angulo de Contato. Os testes de citotoxicidade foram
efetuados utilizando a linha celular NIH 3T3 em cultura, para avaliar o potencial
citotoxico, através da avaliacdo da atividade metabdlica (através do método de
reducao da resazurina) das células através de diversas diluicbes dos extratos
dos filmes. A adesado celular dos filmes reticulados e n&o reticulados de
quitosana foram efetuados utilizando as linhas celulares NIH 3T3 HFF 1. De
acordo com os resultados de FTIR, ocorreu uma efetiva reagcado entre os ions
sulfatos e os filmes de quitosana, com mudancas visiveis no espectro. Uma
diminuicdo no perfil cristalino dos filmes de quitosana, caracteristicos dos
materiais reticulados, péde ser observada pelas andlises de DRX. Nenhuma
alteragdo morfolégica foi detectada nos filmes reticulados apds a visualizacao
por MEV. As medidas de angulo de contato mostraram um aumento no carater
hidrofilico das amostras comparado com filmes de quitosana puros. Os ensaios
bioldgicos revelaram que os filmes s&o promissores para aplicacbes
biomédicas.

Palavras chaves: Polissacarideo, biomaterial, quitosana - filme, reticulacdo

ibnica.



ABSTRACT

Among biodegradable polymers, chitosan has been the focus of an
extensive research in the recent years. Chitosan is a linear polysaccharide
composed of randomly distributed B-(1-4)-linked D-glucosamine (deacetylated
unit) and N-acetyl-D-glucosamine (acetylated unit). Chemical modifications of
chitosan through crosslinking can produce materials with a wide variety of
physical, mechanical and biological properties. The aim of the present work was
to obtain and characterize ionic crosslinked chitosan films for biomedical
applications such as for wound healing. The chitosan films were prepared by
the solvent evaporation technique and crosslinking was introduced by reaction
with sulfuric acid. Five different crosslinked films were obtained by using
different reaction times. The crosslinked films were characterized by Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD), Scanning
Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy and
Contact Angle (CA) measurements. Cytotoxicity tests were carried out using
NIH 3T3 cells in culture to evaluate the cytotoxicity potencial of ionic crosslinked
chitosan films, by evaluating the metabolic activity (through the resazurin
reduction assay) of cells subjected to several dilutions of extracts of the films.
Cell adhesion studies were performed by direct cell culture over the films
surface. Using NIH 3T3 and HFF 1 cell lines. According to FTIR results, an
effective reaction between the sulfate ions and chitosan films was achieved with
visible changes in the spectra. A decrease in the crystalline profile of chitosan
films, characteristic of crosslinked materials, could be seen by XRD analysis.
Any morphological changes were detected in the crosslinked films after SEM
visualization of the samples. The contact angle measurements showed an
increase in the hidrophilicity of the samples compared with pure chitosan films.
The biological assays revealed that the films were promising for biomedical

applications.

Keywords: Polysaccharide, biomaterial, chitosan - films, ionic crosslinking.
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1 INTRODUGAO

A incessante busca por um aumento na qualidade de vida da populacao
mundial, com esforcos aplicados no desenvolvimento de novas drogas,
politicas de saneamento basico, prevencdo de doencas sistémicas entre
outras, tem motivado o estudo de novos materiais com o propdsito de promover
uma melhor interagdo com organismos vivos. Essa busca tem gerado um
significativo aumento na expectativa de vida da populacdo mundial, onde em
paises considerados desenvolvidos, essa faixa tem alcangcando a casa dos
oitenta anos (HENCH, 1998; NICHOLSON, 2002; APARECIDA, 2005; FOOK,
2005; FOOK, 2008).

Entretanto, apesar de o aumento da expectativa de vida da populagao
ser considerado um ponto positivo, algumas conseqtiéncias que se originam
por esse crescimento ndo sdo evitados. A medida que os seres vivos
envelhecem, ocorre um processo natural de desgaste e muito embora, que
alguns fatores responsaveis por esses desgastes ndo sejam compreendidos,
as consequéncias sao bastante evidentes. O maior exemplo é o
envelhecimento de érgaos e tecidos, com consequente perda de fungédo. Além
desses fatores biolégicos, existem outros fatores externos que contribuem para
a ocorréncia de falhas e perda de tecidos, tais como acidentes de trabalhos e
automobilisticos, atividades esportivas, ferimento causado por armas de fogo e
até mesmo lesbées por queimaduras. A cada ano, milhares de pessoas sao
hospitalizadas com lesdes causadas por queimaduras. Para minimizar tais
problemas, foram desenvolvidos novos materiais e dispositivos, que irdo repor
ou substituir funcéo e/ou parte de érgaos defeituosos. Desde a década de 60, o
emprego de materiais biomédicos para repor e reparar partes
desgastadas/fadigadas ou doentes do corpo tem aumentando de forma
exponencial. Desde entdo, milhdes de pacientes desfrutam de alivio de dores,
aumento de funcdo e uma qualidade de vida aperfeicoada pela aplicacdo
desses materiais biomédicos, dispositivos e implantes. Todos esses novos
materiais estdo inseridos em uma nova classe, os chamados biomateriais
(RATNER ET AL., 1996; FOOK, 2005; HENCH, 2005; HENCH, 2006;
BOUCARD ET AL., 2007; FOOK, 2008).
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Os Biomateriais podem ser considerados como produtos aptos para
serem utilizados nos seres humanos com a finalidade de tratamento ou alivio
de uma enfermidade ou leséo, e também para a substituicdo e modificacdo de
sua anatomia ou de um processo fisioldgico. Por isso, incluem qualquer
produto natural, sintético e/ou natural modificado que pode ser utilizado como
um dispositivo médico ou parte dele. Assim, compreendem o0s materiais
empregados em implantes de qualquer tipo até os utilizados na fabricacao de
instrumentos médicos e cirurgicos que entram em contato com o organismo.
Os materiais sintéticos utilizados para este fim incluem metais, polimeros e
ceramicas e também a combinacdo destes nos chamados compdsitos
(APARECIDA, 2005).

Sem duvida, os biomateriais tém tido o maior impacto na pratica da
medicina contemporanea e nos cuidados de pacientes, tanto no tratamento
quanto no aumento da qualidade de vida de humanos e animais. Orgdos
artificiais sao utilizados rotineiramente para prolongar a vida e assim manter a
qualidade de vida de milhares de pacientes, principalmente quando o
transplante de 6rgao torna-se inviavel (DEE et al., 2002; HENCH, 2005).

O desafio do campo dos biomateriais € que todos os dispositivos e
implantes substituam tecidos vivos cujas propriedades fisicas sdo resultados de
milhdes de anos de evolugdo, e que tém a capacidade de crescimento,
regeneracao e reparo. Assim todos os biomateriais usados para reparo ou
restauracao do corpo representam um ajuste de caracteristicas e propriedades.
Os seguidos avancos nas ciéncias da vida e dos materiais biomédicos
possibilitam a criacao de vida fora do corpo/sistema biolégico e utiliza-los como
tecidos de engenharia para reparar ou repor tecidos naturais (HENCH, 2005;
HENCH, 2006).

2
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2 JUSTIFICATIVA

Devido a crescente e recente demanda por biomateriais que sejam
reabsorvidos pelo sistema biol6gico, € crescente o numero de pesquisas e
estudos com materiais biodegradaveis. E entre esses materiais, € de grande
destaque a utilizacdo de materiais poliméricos como biomaterial, devido
principalmente a grande variedade de propriedades quimicas, fisicas e
mecanicas que os polimeros possuem. Sendo assim, o desenvolvimento de um
biomaterial polimérico com propriedades de biodegradacédo torna-se um dos
propdsitos desta pesquisa. A quitosana sendo um material de facil acesso e
baixo custo, originada comercialmente de subprodutos da industria pesqueira,
tem apresentado caracteristicas e propriedades com potencial para ser
utilizado. Uma das razdes de se utilizar um biomaterial reabsorvivel € mimetizar
um tecido lesado, promovendo ainda a formagdo de um novo tecido, além de
eliminar a necessidade de um segundo procedimento cirdrgico para retirada do
implante. Para tanto, faz-se necessario a esse material, apresentar algumas
propriedades estruturais, além de possuir uma taxa/razao de biodegradacao
que ocorra em um periodo necessario para estabelecer a formacao de um novo
tecido. Bastante descrita na literatura em aplicagcdes como um biomaterial, a
quitosana é um polimero que pode ser reabsorvido pelo sistema bioldgico,
devido a sua hidrolise por via enzimatica. Controlando essa taxa/razdo de
biodegradacao, pode-se aperfeicoar a aplicacdo da quitosana, de acordo com a
aplicacdo e tempo necessério. Introduzindo reticulagbes em sua estrutura
quimica, poderemos controlar a razao de biodegradacao do biopolimero, ao
formar um sistema tridimensional, possibilitando a quitosana a ser empregada
nos mais diversos campos da Ciéncia dos Biomateriais.

Baseado nessas limitagdes, as tendéncias atuais focam a regeneracéo
de tecidos, criando uma grande demanda para aqueles especialmente
projetados e manufaturados para regeneracdo de tecidos em uma éarea de
pesquisa interdisciplinar e em continua expansao, conhecida como Engenharia
de Tecidos, que se baseia em conhecimentos conjunto das areas de Ciéncia e
Engenharia de materiais, biolégica e médica, que consiste no crescimento de

orgaos e tecidos vivos, através do recrutamento de tecido do préprio paciente,
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que séo dissociados em células e estas cultivadas sobre suportes bioldgicos ou
sintéticos, conhecidos como scaffolds (suportes, matrizes tridimensionais,

arcaboucos, estruturas, etc.), para entdo serem reinseridos no paciente.
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3 OBJETIVOS

3.1Geral

Desenvolvimento e caracterizagdo de filmes de quitosana com diferentes

agentes de reticulagao.

3.2 Especificos

e Empregar diferentes rotas de reticulacdo para os filmes de quitosana,
utilizando um meio quimico para introducéo de ligacdes ibnicas;

e Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica e estrutural de filmes de
quitosana reticuladas e nao reticuladas;

e Avaliar o efeito das reticulagdes na molhabilidade dos filmes;

e Estudar o potencial citotoxico dos filmes reticulados e ndo reticulados;

e Avaliar a adesao celular dos filmes reticulados e nao reticulados.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Engenharia de Tecidos

A Engenharia de tecidos tem sido considerada, nos ultimos anos, como
um dos mais recentes tratamentos médicos para a reconstrucdo de tecidos
defeituosos no campo da engenharia biomédica. Além disso, apresenta um
importante suporte para utilizacdo de biomateriais, consistindo em um conjunto
de conhecimentos e técnicas utilizadas para a reconstrucdo de novos 6rgaos e
tecidos e do restabelecimento de suas fungdes. Este restabelecimento pode
ser feito através da utilizagdo de implantes permanentes ou temporarios. Por
essa razdo, tem sido alvo de grandes atengdes nos campos da ciéncia,
engenharia, medicina e, particularmente da sociedade (LANZA et al., 2000;
BARBANTI et al., 2005; WANG, 2006; HONG et al., 2007; LANZA et al., 2007).

Tem sido notavel o desenvolvimento dos Biomateriais utilizados em
cirurgia ortopédica, traumatolégica e maxilofacial, especialmente dos
substitutos 6sseos. Estes sdo definidos como materiais naturais ou sintéticos,
que encontram aplicacdo em um vasto espectro de implantes médicos e
dentarios e proteses para reparo, aumento ou substituicdo de tecidos naturais
(BONFIELD, 2002; GUTIERRES et al., 2006).

O planejamento e o sucesso da utilizagdo de técnicas como liberagéo
controlada de farmacos, implantes cirirgicos e oOrgaos artificiais sao
extremamente dependentes dos biomateriais. Pesquisadores estdo
aplicando/utilizando estratégias da engenharia para desenvolver polimeros
inspirados para aplicagcéo terapéutica e diagndstica. O critério de planejamento
para esses materiais estd baseado em severas limitacbes funcionais para
regular as fung¢des bioldgicas de maneira controlada e biocompativel. Assim,
novos polimeros estdo em continuo desenvolvimento para serem utilizados na
adesdo tecidual, recriando condicoes do corpo na superficie do polimero,
evitando problemas pés-operatérios. Outra area de interesse é o uso de
biomateriais para o planejamento de matrizes artificiais extracelulares que
servem como suporte para aplicacdo na engenharia de tecidos. Estes suportes

sdo projetados em formas tridimensionais complexas e permitem controlar

6



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICACAO COMO BIOMATERIAL 7

certos sinais micro-ambientais como interacdes extracelulares e estimulos
biomecanicos em nano, micro e macro-escala (KOHN et al., 2007;
BIOMATERIALS & DRUG DELIVERY, 2009)

4.2 Biomateriais

Quando a estrutura biolégica de um érgao ou tecido ndo pode ser reparada,
a alternativa viavel para o restabelecimento das fun¢des normais do paciente é
repO-la com um implante feito de um biomaterial. Durante séculos, grandes
lesbes teciduais, originadas normalmente de traumas mecanicos ou de
doencas degenerativas, trouxeram problemas em funcéo dos poucos recursos
terapéuticos disponiveis. A remogdo da parte lesada era a pratica mais
comumente utilizada, acarretando em uma série de limitagdes aos pacientes. A
extracdo de grandes porcbes de tecidos ocasiona em um significativo
decréscimo da qualidade de vida do paciente e, assim, a substituicdo e/ou
regeneracao de regides corpdéreas danificadas tornou-se um objetivo
(BARBANTI et al., 2005; SANTOS JR & WADA, 2007).

Recentemente, tem-se destacado o crescimento na aplicacdo de novos
materiais nas areas biomédicas. Esses materiais fazem fronteira com entidades
biol6gicas e sao utilizados para o desenvolvimento de proteses, dispositivos
médicos e também com o intuito de repor tecidos naturais. Esses novos
materiais sdo denominados biomateriais. Inicialmente, os biomateriais foram
criados/designados para serem quaisquer materiais que fornecesse integridade
mecanica e estrutural ao corpo onde esta sendo implantado (DILLOW &
LOWMAN, 2002; SHI, 2006; BARTOLO & BIDANDA, 2008).

Ao longo dos anos, varias foram as definigbes formadas sobre o
conceito de um biomaterial. A primeira definicdo foi estabelecida entre as
décadas de 60 e 70, no Primeiro Simpdésio Internacional de Biomateriais,
realizado na Universidade de Clemson, no estado da Carolina do Norte,
Estados Unidos. A palavra Biomateriais foi formalmente definida como sendo
um material ndo viavel, utilizado em um dispositivo médico com a intengdo de
interagir com sistemas biolégicos. Ap6s a Conferéncia organizada pela
Sociedade Européia de Biomateriais, realizada em 1986 na cidade de Chester,
localizada na Inglaterra, foi denominada outra definicdo, onde um biomaterial
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pode ser definido como qualquer substéncia ou combinagéo destas que néo
sejam drogas ou farmacos, de origem natural ou sintética, que pode ser usada
por qualquer que seja o periodo de tempo, aumentando ou substituindo parcial
ou totalmente qualquer tecido, 6rgédo ou fungdo do corpo, com finalidade de
manter e ou melhorar a qualidade de vida do paciente (WILLIAMS, 1987;
NICHOLSON, 2002; PARK, 2007; WONG & BRONZINO 2007).

O campo dos biomateriais se desenvolveu historicamente para se obter
uma combinacao satisfatéria de propriedades fisicas proximas aquelas do
tecido a ser substituido, com uma resposta téxica minima para o hospedeiro.
Acompanhando a caracteristica desenvolvida no inicio do século 21, a
pesquisa em biomateriais est4 presente em um campo interdisciplinar, com
intensa colaboragédo das Ciéncias Médicas, Ciéncia dos Materiais, Bioquimica,
Engenharia Biomédica e Ciéncias Clinicas (RATNER et al.,, 1996; HENCH,
2006; OREFICE et al, 2006; SHI, 2006).

Uma série de fatores tem incentivado o desenvolvimento de novos
biomateriais para novas aplicacées e que apresentem comportamento superior.
Dentre esses fatores, destaca-se: o fraco desempenho dos materiais utilizados
atualmente, que sao projetados para executarem suas funcdes por um periodo
maximo de 10 anos (com o aumento do tempo de vida médio da populacao,
torna-se necessario o desenvolvimento de biomateriais com propriedades
superiores e capazes de cumprir suas atividades por tempos mais
prolongados); necessidade de se reduzir 0 numero de cirurgias de revisao,
destinadas a substituir implantes danificados; necessidade de se atender a
uma crescente demanda interna do produto e de se reduzir o custo dos
materiais envolvidos; falta de doadores para transplantes (SILVA JUNIOR e
OREFICE, 2001).

Além dos possiveis problemas que um biomaterial pode apresentar, do
ponto de vista da Engenharia de Materiais, como fratura, fadiga ou corrosao, e
de projeto, como a selecdo de material e suas dimensodes, associados com a
existéncia de esforcos dindmicos e de resisténcia a degradacgéo, existe para os
biomateriais uma problemética adicional relacionada a biocompatibilidade
(ALVES, 2005).

A insercao de um material no corpo induz ao acontecimento de uma

série de eventos, fendbmenos basicamente observados na interface entre o
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material implantado e o tecido, que resulta no reconhecimento do material
como um corpo estranho. O grau de resposta fisiolégica que ocorrera depende
do local da implantacdo e da composicdo quimica e propriedades mecanicas
do material. Como forma de avaliar e reduzir o risco de efeitos inesperados e
indesejados, alguns testes de biocompatibilidade sdo aplicados para avaliar
novos biomateriais e dispositivos biomédicos destinados a implantacéao
(PETERS et al., 2009).

O mais importante fator que distingue um biomaterial de qualquer outro
material € sua habilidade de existir em contato com tecidos do corpo humano
sem causar um grau inaceitavel de dano ao corpo. A condicao fundamental
para qualquer material sintético ser utilizado como biomaterial € ndo causar
processos inflamatérios e, tampouco propiciar qualquer reacdo indesejavel do
corpo. Esta propriedade fundamental € conhecida como biocompatibilidade. A
biocompatibilidade refere-se a habilidade de um material em proporcionar uma
resposta apropriada do hospedeiro, em uma aplicacao especifica. Entretanto, a
biocompatibilidade ndo é uma propriedade do material por si s6. O material
necessita induzir uma resposta apropriada, € o quanto essa resposta sera
adequada, ira depender do sitio de implantacdo no corpo. Além disso, um
material que demonstra excelente biocompatibilidade, por exemplo, quando em
contato com 0 0sso, necessariamente nao mostraria biocompatibilidade quando
aplicado em contato com o sangue. Deste modo, a localizagdo dentro do corpo
€ uma etapa importante para determinar o quanto o material é biocompativel,
assim como a composi¢cdo quimica do material (NICHOLSON, 2002; FOOK,
2005; WILLIAMS, 2008a; WILLIAMS, 2008b).

E interessante observar a existéncia de varios mediadores da
biocompatibilidade de um material, diferente das caracteristicas do material por
si s6. Também sao de grande importancia, a natureza e a qualidade das
intervengdes clinicas e as condi¢des de cada individuo, como idade, sexo,
qualidade de vida e saude, considerando que cada paciente € unico, do ponto
de vista de composicdo genética e fisiologicamente e bioquimicamente.
Algumas caracteristicas do biomaterial (Tabela 1) também podem influenciar
na resposta do hospedeiro e consequentemente, na biocompatibilidade, ja que

a resposta para a implantacdo € uma funcao nao sé do local dentro do corpo,
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mas também das formas fisicas e quimicas do material (NICHOLSON, 2002;
WILLIAMS, 2008; WILLIAMS, 2008).

Essas caracteristicas principais estdo relacionadas tanto as
propriedades do material como um todo, quanto a superficie do material. A
maioria dessas caracteristicas é evidente, muito embora, algumas englobam
uma série de funcionalidades. As constantes elasticas, por exemplo, incluem o
moédulo de Young e cisalhamento. A cristalinidade, quando relacionada aos
polimeros engloba o grau de cristalinidade e a natureza da simetria molecular,
ao passo que, nos metais, inclui a estrutura cristalina e o tamanho do gréo
(WILLIAMS, 2008a; WILLIAMS, 2008b).

Tabela 1. Variaveis do material que influenciam na biocompatibilidade

Composicao do material, microestrutura, morfologia.
Cristalinidade
Constantes elasticas
Composicao quimica da superficie, gradiente quimica, mobilidade molecular.
Topografia da superficie e porosidade.

Teor de 4gua, balancgo hidrofébico-hidrofilico, energia superficial.
Parametros de corroséao, perfil de liberagao iénica, toxicidade de ions
metalicos.

Perfil de degradacgéao polimérica, toxicidade dos produtos de degradagao.
Catalisadores, aditivos

Perfil de dissolucao ceramica.

Fonte: WILLIAMS, 2008a; WILLIAMS, 2008b.

Adicionalmente, o conceito de biocompatibilidade inclui mais dois
elementos principais. Primeiro, a auséncia de efeitos citotoxicos e segundo, o
aspecto da funcionalidade. O principio da citotoxicidade trata principalmente da
sobrevivéncia das células, bem como a manutencdo de suas funcdes
especificas sob a influéncia do material e/ou seus produtos de degradacao. O
termo citotoxico significa causar efeitos toxicos a nivel celular (morte,
alteracOes na permeabilidade da membrana celular, etc.), ou seja, quando um
material libera substancia quimica em quantidade suficiente para matar células,

indiretamente ou diretamente. Ou ainda, trata-se de uma avaliacao in vitro dos
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riscos toxicologicos, atraveés de cultura celular. Ja a funcionalidade, inclui a
integracdo do biomaterial no sistema biolégico (tecido ou 6rgao). Também
assume a auséncia na diminuicdo das funcbes celulares e requer que as
propriedades mecanicas, quimicas e fisicas do material sejam suficientes para
o desempenho celular (HANSON, et al, 1996; NICHOLSON, 2002;
ANDERSON, J. et al., 2004; PETERS et al., 2009).

Sendo assim, a biocompatibilidade envolve a aceitagdo de um implante
artificial pelos tecidos circunvizinhos e pelo corpo como um todo. Materiais
biocompativeis ndo devem causar irritacdo em estruturas adjacentes do corpo,
n&o provocar uma resposta inflamatéria anormal, ndo incitar reagdes alérgicas
ou imunoldégicas e ndo causar cancer. Outras caracteristicas que séao
relevantes na funcdo de um biomaterial sdao adequadas propriedades
mecanicas, tais como resisténcia, dureza e propriedades de fadiga,
dependendo da fungdo requerida; propriedades oticas, se o material vai ser
aplicado na pele, olhos ou dentes; e densidade apropriada. Esterilidade, ser
manufaturavel, susceptivel a longos periodos de armazenamento sem perder
suas caracteristicas fisico-quimicas e correto design de engenharia também
sao considerados. Atualmente, a mais nova exigéncia é que todas as fabricas e
industrias que produzam biomateriais devem seguir o manual de Boas Praticas
de Fabricagcdo, que requer ambientes totalmente isolados e esterilizados e
salas limpas na producdo de implantes e dispositivos. O produto final
geralmente é esterilizado ap6s o processo de embalagem final (PARK &
LAKES, 2007; WONG & BRONZINO, 2007).

Somente apds ensaios in vivo um material demonstra se esta realmente
capacitado a atender as exigéncias a ele impostas ou se precisa
eventualmente ser removido ou substituido antes do prazo previsto. Neste
sentido, se procura simular o comportamento dos materiais in vitro, tentando
prever probabilisticamente o seu desempenho, muito embora n&o exista
nenhum teste ou combinagado de testes que o faga com perfeicdo. O que se
pode tentar fazer, seja com cobaias ou através de cultura de células, é
aumentar o grau de confiabilidade dos resultados (ALVES, 2005).

Além da biocompatibilidade, os biomateriais devem ser susceptiveis aos
processos de esterilizagdo, de maneira que tal processo nao altere as
propriedades fisico-quimicas do biomaterial. Entre as técnicas mais

11



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

empregadas, estdo inclusas radiagdo por raios gamma, vapor de gas de 6xido
de etileno e ou ainda, esterilizacdo a seco, empregando vapor em autoclaves.
Alguns polimeros, como por exemplo, o poliacetal, sofre um processo de
despolimerizacao ao ser esterilizado por radiacdo gamma, formando como
subproduto o gas toxico formaldeido. Por isso, o poliacetal € melhor
esterilizado por gas de 6xido de etileno (TEOH, 2004).

Adicionalmente, um biomaterial deve resistir/suportar solicitagdes
quimicas, térmicas e mecanicas sem substancial deterioracdo (reacéao, fratura,
abrasao) e, também, nado deve alterar o meio biolégico nem reagir com o
sangue (desnaturacao de proteinas), propriedade esta denominada de
biofuncionalidade. Portanto, o desempenho e o0 sucesso de um biomaterial
implantado no corpo dependem de fatores como propriedades mecanicas,
design e a biocompatibilidade do material utilizado, assim como as condi¢des
cirurgicas e saude do paciente (FOOK, 2005; WONG & BRONZINO, 2007).

Classicamente, os biomateriais deveriam ser inertes do ponto de vista
quimico e biologico, possuir resisténcia a corrosdo, ser nao toxico e
biocompativel, ou seja, ndo desenvolver nenhuma interacdo especifica com o
hospedeiro. Sendo assim, os estudos se voltaram para a forma de se prevenir
ou minimizar as reagdes teciduais indesejaveis. Entretanto, nenhum material €
totalmente inerte quando em contato com o sistema biolégico, compreende-se
que qualquer material ou dispositivo ira provocar uma resposta celular, seja ela
benéfica ou ndo (PACHENCE & KOHN, 2000; SANTOS JR & WADA, 2007;
NAZHAT, 2008).

Atualmente, os novos materiais sdo concebidos para que haja uma
efetiva interacdo com os tecidos, provocando respostas fisiol6gicas como
crescimento e/ou diferenciagdo celular no sitio de implantacdo, ou seja, 0s
biomateriais atualmente sdo projetados de forma que interajam com o tecido a
ser reparado, ndao apenas atuar como uma peca de reposicdo estatica
(PACHENCE & KOHN, 2000; SANTOS JR & WADA, 2007).

Recentemente, acompanhando o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico,
um biomaterial foi definido como sendo um material interativo, capaz de
estabelecer uma interagcao apropriada com tecidos circunvizinhos sem induzir
uma resposta adversa do tecido hospedeiro. Entretanto, a definicdo de um
“biomaterial” pode ser encontrada com diferentes interpretagdes, tanto no
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campo das Ciéncias dos Materiais quanto na Medicina clinica (SHI, 2006;
URAGAMI & TOKURA, 2006).

4.2.1 Classificacdo dos biomateriais

Os biomateriais podem ser divididos em quatro classes principais de
materiais: 0s polimeros, os metais, as ceramicas (incluindo carbonos,
vitroceramicas e vidros), e materiais naturais (incluindo tanto aqueles de origem
animal quanto os de origem vegetal). Algumas vezes, duas diferentes classes
de materiais sdo combinadas, formando materiais compdsitos. Assim, 0s
materiais compdédsitos sdo agregados como a quinta classe dos biomateriais
(RATNER et al., 2004).

A grande diversidade e sofisticacdo dos materiais que geralmente sao
utilizados na medicina e biotecnologia é testemunha dos significativos avangos
cientificos e tecnologicos que vem ocorrendo nos ultimos 50 anos (RATNER et
al., 2004).

Além da classificacdo entre cinco maiores classes, 0s biomateriais
utilizados podem ser divididos em duas categorias: biol6gicos e sintéticos. Os
materiais  bioldgicos sdo compostos por polipeptidios (proteinas),
polissacarideos, &acidos nucléicos, poliésteres, hidroxiapatita, ou seus
compasitos. Os materiais biolégicos possuem vantagens singulares em relagéo
aos sintéticos, como podem ser citadas as excelentes atividades fisiolégicas,
tais como adesdo celular, propriedades mecanicas similares aos tecidos
naturais e principalmente, a biodegradabilidade. Entretanto, a
biodegradabilidade de um biomaterial pode possuir tanto vantagens como
desvantagens, dependendo do tipo de aplicacao (IKADA, 2002; TEOH, 2004).

A diversidade das aplicacbes dos biomateriais, assim como o amplo
espectro de sua composicao quimica e a necessidade de formas e morfologias
apropriadas para sua utilizacéo, faz da pesquisa nesta area do conhecimento
um trabalho de caracteristica eminentemente interdisciplinar, envolvendo
fatores que definem o sucesso de suas aplicacdes, tais como: rotas de sintese,
processamento em formas variadas, qualidade e esterilidade clinica e resposta

do tecido hospedeiro. Nesse contexto, os polimeros se tornaram biomateriais

13



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

por que sua interagdo com o sistema biolégico deve continuar por periodos
consideraveis (KAWACHI et al., 2000; NICHOLSON, 2002).

4.2.2 Biomateriais poliméricos

Dentre as diversas classes existentes no campo dos biomateriais, uma
classe promissora vem despertando grande interesse cientifico e tecnolégico
nos ultimos anos. S&do os materiais poliméricos, cujas aplicacbes nas areas
médicas e biotecnoldgicas tem apresentado um crescimento significativo.
Inserido na vasta area dos materiais poliméricos, estdo os biopolimeros, que
podem ser de origem natural ou sintética, biodegradavel ou ndo (GRIGOLON,
2001; KHOR & LIM, 2003).

Os materiais poliméricos possuem um campo vasto de aplicacbées como
implantes, devido a sua facilidade de serem moldados nas mais variadas
formas, tais como fibras, filmes, tecidos e liquidos viscosos. Além disso, 0s
polimeros ostentam uma semelhancga aos componentes teciduais formados por
polimeros naturais, como por exemplo, o colageno (PARK & LAKES, 2007).

A extensa variedade de polimeros naturais relevantes ao campo dos
biomateriais inclui materiais de origem vegetal, tais como a celulose, o alginato
de sédio e a borracha natural. Materiais de origem animal como colageno, as
glicosiaminoglicanos (GAG), heparina, acido hialurénico e outros materiais
como o DNA, material genético de todas as criaturas vivas (RATNER et al,
2004).

Os polimeros possuem diferencas competitivas em relacdo a outras
classes de materiais, tais como metais e ceramicas, principalmente por seus
baixos custos de processamento, baixo peso e propriedades que formam uma
combinacao Unica. Muitos polimeros possuem caracteristicas desejadas, como
resisténcia a tracdo, mddulo de elasticidade, alongamento e resisténcia ao
impacto. Recentemente, novas tecnologias tém emergido, resultando na
obtengé@o de novos polimeros. Além disso, desempenham um papel essencial
no mundo moderno. Com aplicacdes iniciadas no meio do século passado,
atualmente, suas aplicacbes sdo inumeras, com tecnologias aplicadas desde

objetos simples a construcbes mais complexas, baseadas nas crescentes
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pesquisas com materiais poliméricos (SAWYER et al., 2008; BHATTACHARYA
et al., 2009).

Os polimeros apresentam como caracteristica fundamental a formacao a
partir de unidades elementares, com elevado grau de repeticdo. Como
exemplos do quao sao largas as moléculas poliméricas, quando comparadas
com outras substancias de menor peso molecular, como, por exemplo, agucar
(342 g/mol) e agua (18 g/mol). Os arranjos dessas unidades repetitivas, os
varios tipos de cadeias que podem ser sintetizadas, as formas que essas
cadeias podem assumir, resultam numa classe de materiais com uma grande
extensdo e variedade de propriedades (MARCONI & PIOZZI, 2002; VAN DER
VEGT, 2002).

A definicAo mais comum encontrada na literatura sobre materiais
poliméricos é: um sistema formado por uma unido de macromoléculas, ou seja,
um sistema composto por entidades moléculares de larga dimensao (Figura 1),
para as quais sao proporcionadas ligacées covalentes de um grande numero
de unidades repetitivas, mais conhecidos como unidades monoméricas ou
apenas monOmeros. Essas moléculas largas podem estar distribuidas como na
forma linear, ramificadas ou ainda fortemente interconectadas. Nesse ultimo
caso, a estrutura desenvolve uma ligacao tridimensional (NICHOLSON, 1994;
GNANOU & FONTANILLE, 2008).

Dependendo de sua origem, os polimeros podem ser materiais
organicos ou inorganicos, naturais ou sintéticos. Os polimeros séao
quimicamente baseados em carbono, hidrogénio, e outros elementos néo
metalicos (CALLISTER, 2002).
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Figura 1. Cadeia polimérica de polietileno.
Fonte: Arquivo préprio.
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Varias moléculas de origem bioldégica, como as proteinas e
polissacarideos, apresentam uma estrutura macromolecular e, dessa forma,
podem ser chamadas de polimeros naturais. Polimeros naturais apresentam
em geral, caracteristicas comuns e particulares que os distinguem dos
polimeros sintéticos, como por exemplo, a existéncia de cadeias de mesmo
tamanho (monodispersividade) e elevada especificidade e organizagao
molecular (OREFICE et al., 2006).

Tradicionalmente, os especialistas do campo médico enxergavam 0s
materiais poliméricos como componentes de dispositivos como inaladores e
cateteres, proteses e esparadrapos transdérmicos. Novas drogas, assim como
sistemas para liberacdo controlada de farmaco baseados em polimeros,
apresentam potencial para conter varias doengas. Os materiais poliméricos
tocam todos os aspectos da vida humana, sabendo ou nao, todos os individuos
recorrem aos polimeros para suprir suas necessidades (BHATTACHARYA et
al., 2009).

Assim como todos os materiais, as propriedades dos polimeros podem
ser previstas e explicadas através da interpretacdo da estrutura polimérica,
vista nas escalas macroscopica, microscopica e atébmica (BATICH & LEAMY,
2003). E a estrutura polimérica esta diretamente ligada as forgas coesivas que
existem nos polimeros. As forgas coesivas dependem da intensidade das
interacbes moleculares que existem entre os grupos funcionais. Observadas
em sistemas compostos de moléculas simples, essas forcas coesivas nao sao
tdo fortes, mas quando observadas em sistemas poliméricos, pois com a
grande quantidade de grupos funcionais reativos e a forgas resultantes da
repeticdo ao longo da macromolécula, sdo responsaveis por propriedades
mecanicas caracteristicas dos polimeros (GNANOU & FONTANILLE, 2008).

4.2.3 Classificacdo dos polimeros

Dependendo das caracteristicas moleculares e estruturais, os polimeros
podem ser divididos em duas classes: termoplasticos e termorrigidos. Os
termoplasticos sdo polimeros de cadeias individuais que se agrupam por forgcas
relativamente fracas como Van der Waals e dipolo-dipolo (Keesom, Debye e
London), podendo ser dissolvidos em solvente e modelados para a formagéo
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de filmes ou outros dispositivos. Os termorrigidos, geralmente, sdo constituidos
por ligacdes covalentes, introduzidas entre as cadeiras através de reticulacoes.
Essas reticulagbes podem ser introduzidas tanto na produgdo do polimero
quanto em polimeros ja formados. Entretanto, as reticulacbes covalentes
possuem algumas desvantagens. Uma vez submetido ao processo de
reticulacédo, o polimero nao pode ser dissolvido ou moldado. Os fragmentos de
polimeros reticulados ndo podem ser reciclados (BATICH & LEAMY, 2003).

Em adicdo as reticulagbes covalentes, que sao irreversiveis por
natureza, existem também as reticulacbes temporarias, conhecida como
reticulacéo fisica. O mecanismo de formacéo deste tipo de ligagdo cruzada é
semelhante a reacao de vulcanizacao dos elastémeros. Consiste em introduzir
fortes ligagbes secunddrias entre as cadeias poliméricas, de modo que o
polimero possua propriedades de um material termorrigido, mantendo
caracteristicas de termoplasticos (STEVENS, 1999. Porém, neste caso, as
redes tridimensionais formadas possuem um carater reversivel. A ponte entre
as cadeias pode ocorrer de duas formas: estabilizacdo de interacdes
moleculares fracas (ligacdo de van der Waals) ou interagcbes moderadas
(pontes de hidrogénio) (Figura 2a) ou ainda, por uma auto unido dos polimeros
em blocos rigidos (Figura 2b) (GNANOU & FONTANILLE, 2008).

Os polimeros cristalinos se encaixam também nesta categoria, por
possuirem fortes ligacdes secundarias entre as cadeias, resultando em um
maior empacotamento das cadeias. Com isso, muitas das propriedades
mecanicas e de solu¢gées dos polimeros cristalinos se assemelham aos
polimeros reticulados amorfos (STEVENS, 1999).

(a) (b)

Figura 2. (a) reticulacao intermolecular (b) reticulagéo intramolecular.
Fonte: GNANOU & FONTANILLE, 2008.
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A reticulagéo restringe os movimentos das cadeias polimeéricas, gerando
elasticidade no polimero amorfo. Faz ainda o polimero mais resistente aos
efeitos do calor, luz e outros agentes fisicos, resultando em um alto grau de
estabilidade dimensional, resisténcia mecanica, resisténcia quimica e a
solventes. Os efeitos da reticulagéo nas propriedades fisicas dos polimeros sédo
primariamente influenciados pelo grau de reticulagdo, regularidade da
reticulacdo formada e a presenga ou nédo de cristalinidade (BHATTACHARYA &
RAY, 2009).

Polimeros que s@o biocompativeis, isto é, que ndo sao téxicos ao corpo
na implantagdo podem ser classificados como bioinertes, bioativos ou
bioabsorviveis. De maneira geral, polimeros biocompativeis com alto peso
molecular que n&o sao degradaveis, sdo classificados como bioinertes. Alguma
toxicidade pode ocorrer com polimeros normalmente biocompativeis devido a
lixivia de aditivos e plastificantes de baixo peso molecular. E de suma
importancia caracterizar o tipo de polimero utilizado. A pureza e a presenca de
aditivos diferenciam um polimero do outro. Reacbes de superficie e absorgao
de proteinas na superficie de polimeros também podem causar problemas.
Portanto, a textura da superficie e o formato do implante também sao
importantes (HENCH &JONES, 2005).

Para um polimero ser degradavel, ele tem que ser susceptivel a
decomposicéo, através da atividade vital do sistema bioldgico. A degradacao
depende de varios fatores fisico-quimicos, tais como cristalinidade, mobilidade
da cadeia, razao de volume, forma, impurezas e porosidade (NICHOLSON,
2002).

4.3 Polimeros biodegradaveis

Os tecidos naturais sdo reparados de maneira continua e remodelados
de forma que se ajustem as inUmeras mudangas que ocorrem no ambiente
fisiolégico. Nenhum biomaterial pode mimetizar estas propriedades de maneira
100% efetiva. Um biomaterial ideal para executar a fungdo desejada é aquele

que eventualmente desaparece, sendo substituido por tecido natural. Portanto,
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polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse para a comunidade da
engenharia biomédica (BATICH & LEAMY, 2003).

Por milhares de anos, a humanidade tem utilizado ou tentado utilizar,
compostos disponiveis naturalmente para a producdo de utensilios e
dispositivos, transformando assim, substancias em materiais. Como resultado,
compostos de origem animal e vegetal, bem como os materiais inorganicos,
sdo explorados como material. Como resultado da evolugédo cientifica, foi
descoberto como criar novos compostos, que rapidamente se transformaram
em materiais. Com o progresso, ligas, ceramicas e biopolimeros modificados
quimicamente apareceram impulsionadas principalmente pelos
desenvolvimentos da Quimica e Ciéncia dos Materiais (VERT, 2007).

As Ultimas duas décadas do século XX presenciaram um paradigma,
com uma mudanca dos biomateriais bioestaveis para biomateriais
biodegradaveis (hidroliticamente e enzimaticamente degradaveis), para
aplicacbes médicas. A tendéncia atual prediz que nos proximos anos, a maioria
das proteses permanentes utilizadas em aplicacoes terapéuticas temporarias
serdo substituidas por materiais biodegradaveis que possam auxiliar o corpo a
reparar e regenerar tecidos danificados (NAIR & LAURENCIN, 2007).

O emprego de polimeros biodegradaveis como biomaterial oferece pelo
menos duas vantagens: (i) eliminagdo da necessidade de um segundo
procedimento cirdrgico para remocéo da protese, apos ter cumprido a funcéo
requerida, e (ii) a possibilidade de provocar e guiar a regeneracao tecidual via
degradacao do material (FAMBRI et al., 2002).

Existem varias maneiras de se classificarem o0s polimeros
biodegradaveis. Eles podem ser separados em categorias de acordo com a
composicao quimica, rota de sintese, método de processamento, importancia
econOmica, aplicacoes, etc. Cada uma dessas classificagdes fornece diferentes
e Uteis informacgdes sobre os polimeros. Além das citadas, um meio abrangente
de se classificar os polimeros biodegradaveis € através do meio de origem,
onde podem ser divididos em duas categorias: polimeros naturais, que sao
produzidos a partir de meios naturais, e polimeros sintéticos, que sao
produzidos a partir de fontes fésseis. Polimeros de origem natural incluem os
polissacarideos, proteinas, lipidios, poliésteres  produzidos por
microorganismos e plantas, poliésteres sintetizados de monémeros
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bioderivados além de um grupo de varios polimeros (borracha natural,
compdsitos). J& os polimeros de origem mineral incluem os poliésteres
alifaticos, poliésteres aromaticos ou blendas, PVA, polioleifinas modificadas
(CLARINVAL & HALLEUX, 2005).

A busca por materiais que possam ser reabsorvidos pelo sistema
bioldgico, sendo de preferéncia de origem natural, tem crescido de maneira
significativa, tendo em vista que a maioria desses materiais apresenta os
requisitos essenciais para a aplicacdo de um biomaterial. Isso se deve pelo fato
de materiais naturais possuirem uma maior biocompatibilidade com o sistema
biologico. Biologicamente estaveis, no sentido de n&o produzirem reagdes
adversas, 0s materiais bioabsorviveis e bioativos tem sido estudados,
abrangendo uma gama de materiais como polimeros sintéticos e naturais,
ceramicas, vidros e compgdsitos. Os polimeros sdo materiais que vem sendo
utilizados com vantagens como implantes devido a sua facilidade de produgéo
e manuseio e pelo fato de apresentarem caracteristicas mecanicas
semelhantes a dos materiais bioldégicos. Os estudos com materiais
biodegradaveis sdo concentrados nos polimeros devido a similaridade da
estrutura molecular com a dos componentes teciduais (KELLOMAKI et al.,
2000; BARBANTI et al., 2005; DALLAN, 2005; PARK; LAKES, 2007).

Para uma aplicagdo com sucesso de um polimero biodegradavel como
biomaterial, alguns requisitos necessitam ser seguidos (NAIR & LAURENCIN,
2007), como:

e O material ndo deve provocar reagdes inflamatérias ou resposta téxica
apos a implantacao no corpo;

e O material deve possuir um tempo de vida util aceitavel,

e O tempo de degradacao do material deve ser igual ao processo de cura
ou regeneracao do tecido onde foi aplicado;

e O material deve apresentar propriedades mecanicas ideais para a
aplicacao indicada, e a variacdo das propriedades mecanicas deve ser
compativel com processo de cura ou regeneracao;

e Os produtos de degradacdo nao devem oferecer riscos téxicos, sendo
susceptiveis ao metabolismo e expelidos pelo corpo;
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e O material deve ter permeabilidade e processabilidade adequada para a
aplicacao especifica.

Muitos sdo os termos utilizados com relagdo ao comportamento dos
materiais poliméricos em contato com sistemas vivos. Os mais frequentes sdo
biodegradacao, bioabsorcdo e bioreabsorcdo. De acordo com WILLIAMS
(1981), biodegradacdo é o processo induzido pela atividade vital de um
organismo, € nao simplesmente a degradacdo de um material em um meio
fisioldgico. Alguns anos a frente, FEIJEN (1986) agregou ao conceito todos os
processos de degradacdo de um biomaterial, tanto in vivo quanto in vitro
(FAMBRI et al., 2002).

De maneira geral, um polimero ou material é biodegradavel quando
sofre degradagdao macromolecular, sendo dispersos in vivo, mas sem
eliminagcdo dos produtos ou subprodutos pelo organismo. Polimeros
biodegradaveis podem ser atacados por elementos biolégicos de forma que a
integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou outros
subprodutos de degradacao, que podem ser removidos do seu local de acgéao,
mas nao necessariamente do organismo. Ja os materiais poliméricos
bioabsorviveis sdo aqueles que podem sofrer dissolucao em fluidos corporeos
sem qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou ainda, sem diminui¢ao do
peso molecular, como acontece quando implantes sollveis sdo expostos a
fluidos orgéanicos, sofrendo dissolugdo lenta. Um polimero bioabsorvivel é
designado para degradar-se no sistema bioldgico apdés o desempenho de sua
funcdo. Materiais benéficos frequentemente degradam para dar produtos
metabdlicos normais no corpo. Os bioreabsorviveis sdo materiais poliméricos e
dispositivos sélidos que exibem degradacgao através da diminuicao de tamanho
de suas cadeias, sendo reabsorvidos in vivo; isto €, materiais que sao
eliminados por rotas metabdlicas do organismo. Bioreabsor¢do € um conceito
que reflete a eliminagdo total do material e dos subprodutos de degradacéao
(compostos de baixa massa molecular) sem efeitos colaterais residuais. A
palavra bioreabsorcado é aplicada quando a eliminagado é total. Um polimero
bioabsorvivel pode ser bioreabsorvivel se suas macromoléculas sao
excretadas. Os materiais poliméricos bioreabsorviveis sdo os compostos de
preferéncia para serem empregados em dispositivos temporarios (FAMBRI et
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al., 2002; RATNER et al, 2004; BARBANTI et al., 2005; HENCH; JONES, 2005;
SANTOS JR & WADA, 2007).

Anteriormente, os polimeros que eram utilizados para aplicacdes
médicas, tinham como critério de escolha, provocar o minimo possivel de
reacao por parte do tecido hospedeiro. O conceito de biocompatibilidade estava
fortemente ligado a idéia de se obter um carater inerte do biomaterial,
observada através da formacgédo de uma fina capsula fibrosa. A tendéncia atual
e futura é a utilizacdo de polimeros que interajam com entidades biolégicas, no
sentido de guiar os cursos dos processos inflamatérios imunolégico, no intuito
de restabelecer a funcionalidade, a morfologia e saude dos tecidos danificados.
Além disso, o requerimento de biocompatibilidade para os polimeros utilizados
anteriormente era aplicado levando-se em consideracdo a presenca de
plastificantes, residuos de catalisador e varios outros aditivos (estabilizadores
térmicos, lubrificantes externos, corantes, etc.) (FAMBRI et al., 2002; OREFICE
et al., 2006).

Polimeros biodegradaveis podem ser aplicados na medicina como
scaffolds temporarios, que sdo suportes temporarios apto para promover
regeneracao tecidual; barreiras temporarias para prevencdao de adesdo
tecidual; ou ainda, em sistemas de liberagcdo controlada de farmacos, onde
esse farmaco pode ser incorporado fisicamente ou através de ligacoes
covalentes, sendo liberado de forma gradual (FAMBRI et al., 2002).

O proposito de se desenvolver materiais poliméricos é a obtengéo de
suportes temporarios, que se degradem no organismo ao mesmo tempo em
que um novo tecido é formado, em substituicdo ao lesado. A razdo de
degradacao é frequentemente afetada pelas propriedades dos componentes do

material, fabricacdo, microestrutura e macroestrutura (FISHER et al., 2007).

Quando um material polimérico sofre o processo de degradacao, ele
pode ocorrer de duas maneiras: degradacdo superficial e degradacao
volumétrica. A degradacdo de superficie é caracterizada pelo decréscimo
gradual nas dimensdes do material, sem nenhuma mudanca nos atributos
mecanicos. Um ponto critico durante a degradacao de superficie € que, tanto
as dimensdées como as propriedades mecéanicas decrescem rapidamente.

Degradacao volumétrica é caracterizada pela perda de material por toda a

22



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

extensdo de peca durante a degradacdo. Deste modo, a resisténcia mecanica
decai durante o processo de degradacdo e é dependente da razdo de
degradacéao (FISHER et al., 2007)

Quando certos polimeros sdo expostos a liquidos como os fluidos
corpéreos, dois eventos podem ser observados: pode ocorrer o intumescimento
do polimero ou 0 mesmo pode ser dissolvido no meio. As pequenas moléculas
do liquido podem difundir-se dentro do polimero, empurrando/flexionando as
cadeias, aumentando assim o seu volume. Esse aumento de volume pode
ocorrer preferencialmente nas ranhuras da superficie, ocasionando um stress
elastico local, tendo como consequéncia o aparecimento de fissuras ou
rupturas por stress nos arredores. A dissolugdo do polimero pode ser vista
como sendo um caso extremo do acontecimento acima (HENCH & JONES,
2005).

A degradacdo por essa rota € reduzida através da introducdo de
reticulacbes no polimero, aumento de massa molar, aumento do grau de
cristalinidade e por reducao de temperatura (HENCH & JONES, 2005).

Polimeros reticulados tém sido extensivamente explorados no campo
biomédico devido as suas vantagens fisico-quimicas Unicas e atual aumento da
demanda (MISRA et al., 2009).

Para desenvolver polimeros reticulados para aplicagdes biomédicas e
farmacéuticas, € essencial obter esses polimeros com propriedades
biomiméticas e fisico-quimicas de acordo com a aplicacdo desejada (MISRA et
al., 2009).

4.3.1. Quitina e Quitosana

Os polimeros sao aplicados, de uma forma geral, em todos 0os campos
da medicina, desde um simples dispositivo extracorpéreo a implantes. Desde
que cada aplicacdo médica tenha seus préprios requisitos especializados, uma
grande quantidade de materiais com boa biocompatibilidade, mas com
diferentes propriedades quimicas e fisico-quimicas devem ser avaliados
(DUMITRIU, 2002).
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Os polissacarideos sdo componentes importantes no modo de vida.
Dispbem de perfeita biocompatibilidade e biodegradabilidade, que s&o
propriedades basicas para os polimeros que séo utilizados como biomateriais.
Possuem ainda algumas propriedades Unicas, ndo encontradas em outros
polimeros naturais. O reconhecimento do potencial de aplicagdo dos
polissacarideos como biomaterial tem crescido ao passar dos anos devido a
varios fatores que contribuiram para tal crescimento, como o0 recente
desenvolvimento de novas técnicas de aperfeicoamento e pesquisas
relacionadas a Engenharia de Tecidos, associado com a necessidade de
criagdo de novos materiais que apresentem um controle de atividade biol6gica
e biodegradabilidade especificas para cada aplicacao requerida (DUMITRIU,
2002; MATTHEW, 2002).

Em geral, os polissacarideos compartiiham uma série de caracteristicas
que os tornam uma classe particularmente desejavel, desde simples materiais
até para uma série de aplicacbes como biomateriais. Uma das principais
caracteristicas que os polissacarideos possuem € o fato de possuirem
inumeros grupos hidroxilas presentes em suas moléculas, proporcionando
varios sitios reativos que permitem o agarramento de grupos laterais,
funcionalidade especifica e reconhecimento biol6gico, além de permitir a
modulacdo das propriedades mecanicas ou bioldgicas da molécula. Além
disso, a natureza polar dos grupos hidroxilas, aliada com a presenca de grupos
funcionais ionizdveis em algumas espécies, tornam os polissacarideos
intrinsecamente hidrofilicos, fazendo com que grande parte seja soluvel em
meio aquoso. As excegdes a essa regra tendem a ser compostos que formam
estruturas organizadas com alto grau de cristalinidade em seu estado soélido,
como é o caso dos polissacarideos cristalinos celulose e quitina (MATTHEW,
2002).

Dentre os polissacarideos, destaca-se a quitina, um polimero abundante
na natureza, segundo mais abundante, ficando apenas atras da celulose. E
considerado o0 mais proeminente polimero natural, devido sua
multifuncionalidade, com propriedades como biodegradabilidade e baixa
toxidade no corpo animal, além de acelerar a recuperacdao em lesdes de pele.
Entretanto, sua pouca utilizagao é justificada por baixa solubilidade na maioria
dos solventes conhecidos. A quitosana que é um polimero derivado do produto
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da desacetilacdo da quitina, mas que também pode ocorrer de forma natural,
tem sido mais pesquisada por varias propriedades como biodegradabilidade,
baixa toxidade, aceleracdo de formagado de fibroblastos no corpo animal,
aceleracao da acao anticoagulante do sangue, atividade antimicrobiana e alta
solubilidade na maioria dos solventes orgénicos empregados (URAGAMI &
TOKURA, 2006; TAKAHACHI et al., 2007; ZHANG et al., 2008; PEDRO et al.,
2009).

4.3.2 ldentificacao

Apesar de ter sua estrutura quimica e cristalina reconhecida apenas na
década de 60, mais de um século de estudos foram necessarios para a
identificagdo da quitina. A descoberta da existéncia da quitina aconteceu no
ano de 1811 por Branconnot, através do tratamento de cogumelos com uma
solucao diluida quente de um alcali, onde se pbéde notar a producédo de ambnia,
através de destilagdo com hidroxido de potassio e producdo de acido acético
por degradacdo com acido sulfurico. Esse composto foi entdo definido por
Branconnot como Fungine. O primeiro relatério a respeito da quitina foi
publicado por Odier, no ano de 1823, em relacdo a similaridade entre os
compostos que conferem suporte estrutural aos insetos e as plantas, isto é, a
celulose. A substancia por ele encontrada nos insetos se assemelhava
bastante aos estudos de Branconnot e foi nomeada como Quitina (em grego,
quitina significa tunica ou envelope). A partir desses estudos iniciais, demorou
quase um século e meio para que a quitina fosse reconhecida como um dos
polissacarideos mais abundantes na natureza. A presenca de Nitrogénio na
quitina foi descoberta por Payen em 1843 e Ledderhose identificou a presenca
de glucosamina e acido acético como produtos da hidrélise da quitina em 1876.
Finalmente, em 1956, Purchase e Braun concluiram em seus estudos que a
quitina € um polissacarideo que consiste principalmente de residuos de
glucosamina seguido por varias reacoes hidroliticas (KHOR, 2001; URAGAMI &
TOKURA, 2006; TOKURA & TAMURA, 2007).

Ao passo que os estudos com a quitina foram sendo aprofundados ao
longo dos anos que sucederam sua descoberta, outro composto foi descoberto
por Rouget ainda no século XIX, no ano de 1859. Ao tratar quitina com uma
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solucdo quente de hidréxido de potassio, foi observado que apo6s o tratamento
alcalino, o composto se tornou soluvel em acidos organicos. No ano de 1894,
Hoppe-Seyler nomeou o composto soluvel em acido organico de quitosana
(KHOR, 2001; TOKURA & TAMURA, 2007).

4.3.3 Estrutura Quimica

A estrutura quimica da quitina foi proposta pela primeira vez por
Purchase e Braun baseada na similaridade com a estrutura quimica da
celulose. Trata-se de um polissacarideo composto por unidades com ligacdes
do tipo B (1—4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glucosamina e B (1—4) 2-amina-2-
deoxi-D-glucosamina (Figura 3), dispostas de forma aleatérias ou em bloco
através da cadeia principal do biopolimero, dependendo do método de
obtencdo utilizado para sua produgdo (KHOR & LIM, 2003; TOKURA &
TAMURA, 2007).

@ Carbono @ Oxigénio @ Nitrogénio () Hidrogénio

Figura 3. Estrutura quimica do monémero da quitina.
Fonte: Arquivo préprio.

Entretanto, a quitina é conhecida por ser insoluvel nos solventes
organicos mais comuns, devido principalmente a sua estrutura cristalina rigida,
formada por pontes de hidrogénio entre os grupos funcionais acetamida,
hidroxila e carbonila, mais precisamente pelas pontes de hidrogénio binarias

que existem entre os grupos acetamida e os grupos hidroxilas primarios na
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posicdo C6 ou grupos hidroxilas secundarios na posicdo C3 da estrutura
quimica (Figura 4). A quitina também €& conhecida por apresentar estruturas
cristalinas diferentes, dependentes da fungéo no corpo do animal (TOKURA &
TAMURA, 2007; NAGAHAMA, et al., 2008; PILLAI et al., 2009).
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Figura 4. Representacéo das pontes de hidrogénio (a) a-quitina e (b) B-quitina.
Fonte: PILLAI et al., 2009.

Ao longo dos anos, foram descobertas trés estruturas polimérficas para
a quitina, denominadas de alfa (a), beta (B) e gama (y) quitina, sendo que a y-
quitina é considerada como uma variacao da a-quitina. A forma o-quitina é a
mais abundante e estavel existente, podendo ser encontrada em cascas de
caranguejos, siris e camarao e na parede celular de leveduras. A forma -
quitina é encontrada principalmente em associagdo com proteinas em gladios
de lulas. As formas polimoérficas da quitina diferem uma das outras no
empacotamento e na polaridade das cadeias adjacentes. A principal diferenca
consiste em que a estrutura da a-quitina é composta de arranjos antiparalelos
das moléculas da quitina, enquanto a estrutura da B-quitina é composta por
arranjos paralelos. Essa diferenca entre os arranjos das moléculas propicia a
formacao de duas células unitarias diferentes para cada forma polimérfica
(Figura 5). A a-quitina possui uma célula unitaria ortorrémbica e a B-quitina

possui uma célula unitaria monoclinica (). A a-quitina tem sido proposta a
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possuir uma estrutura cristalina muito mais compacta que a estrutura cristalina
da forma B-quitina (RINALDO, 2006; TOKURA & TAMURA, 2007; NAGAHAMA,
et al., 2008).

Ortordmbica a=474A Monoclinica a=4.86A

Duas cadeias/célula unitaria b =18.86 A Uma cadeia/célula unitaria B=9.26A
Antiparalelo c=10.32A Paralelo c=10.38 A

Figura 5. Estrutura cristalina para (a) a-quitina e (b) B-quitina.
Fonte: TOKURA & TAMURA, 2007

Ainda que a estrutura cristalina rigida da quitina seja de fundamental
importancia para os fungos, insetos e crustaceos, de tal maneira que os
mantém protegidos, a insolubilidade da quitina torna-se um obstaculo para a
possibilidade de haver modificacbes quimicas para utilizacdo de seus
derivados em aplicacdes biomédicas (TOKURA & TAMURA, 2007).

A quitosana é um polissacarideo formado por uma cadeia linear,
composto por unidades repetitivas do tipo B (1—4) 2-amino-2-deoxi-D-
glucosamina e B (1—4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glucosamina (Figura 6). Possui
grupos funcionais caracteristicos, que conferem propriedades Unicas a esse
polimero. O grande interesse de cientistas pela a quitosana como material
polimérico, com aplicacdes nas areas biomédicas, se da pelo fato destes
polissacarideos possuirem caracteristicas tecnolégicas e econdmicas
relevantes, além de apresentarem propriedades biolégicas adequadas
(CHAVES et al., 2005; DALLAN, 2005; FRAGA et al., 2006; SANTOS et al.,
2006; PEDRO et al., 2009; RIVERO et al., 2009).
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@ Carbono @ Oxigénio @ Nitrogénio () Hidrogénio

Figura 6. Estrutura quimica da quitosana.
Fonte: Arquivo Préprio.

A quitosana é um polimero semicristalino e o seu grau de cristalinidade €
uma fungcdo do grau de desacetilagdo. A presenca de numerosas pontes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares nas moléculas de quitosana,
contribui para o carater semicristalino do polimero. Além disso, faz com que a
quitosana nao apresente nenhum ponto de fusdo, sendo soluvel apenas em pH
na faixa acida (RINAUDO, 2006; FAN et al., 2009).

Entretanto, o grau de cristalinidade da quitosana pode variar de acordo
com sua origem, grau de desacetilacdo e presenca ou ndo de modificagdes
quimicas. Signini e Campana Filho (2001.), estudaram e compararam
diferentes tipos de quitosana, nas formas neutras, acetato e cloridrato, quanto
ao indice de cristalinidade. As amostras de quitosana foram analisadas através
de medidas de difracdo de raios X, denominando as amostras estudadas como
sendo Ag (quitosana bruta), An (quitosana neutra), Aap (Acetato de quitosana).
Os resultados obtidos mostraram que as amostras Ag e Ay possuiam perfil
cristalino quase idéntico, com um maior alargamento da base do pico. Ja em
comparagdo com a amostra Aap, observa-se um sinal mais intenso, sem sofrer
deslocamento significante. Com esses resultados, aplicaram-se as

intensidades encontradas (/¢ -26=20° e I, = 26=12°), pode-se concluir que as

amostras Ag, An e Aap apresentam um indice de cristalinidade semelhante,
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sendo os resultados obtidos nas amostras bruta e pura, com valores bem

proximos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores dos indices de cristalinidade da quitosana nas formas bruta, neutra e
acetilada.

Ag 68.5
An 67,7
Aap 64,1

Fonte: SIGNINI & FILHO, 2001.

Seguindo o mesmo propoésito, Prashanth e colaboradores (2002)
estudaram a estrutura da quitosana, no estado solido, sob diferentes condigbes
de desacetilacdo da quitina. O objetivo do estudo foi verificar a influéncia da
variagao do grau de desacetilagdo nas estruturas sélidas do composto, como
por exemplo, a cristalinidade. Foram preparadas trés amostras diferentes de
quitosana, sendo a quitosana (A) originaria da desacetilacdo da quitina
provinda de camardées com 40% de hidroxido de sédio a 100 °C, possuindo um
grau de desacetilacdo de 88%, a quitosana (B) preparada realizando o
processo de desacetilacdo da quitina sob atmosfera controlada de nitrogénio,
possuindo um grau de desacetilagcdo de 75% e a quitosana (C) foi preparada
na presenca de uma solugéo de tiofenol a 1%, empregada durante o processo
de desacetilagdo da quitina, possuindo um grau de desacetilagdo de 77%.
Como resultado, foi observado que a amostra C foi a que apresentou um maior
grau de cristalinidade, porém com todas as amostras apresentando um perfil

cristalino similar.

A principal diferenca entre os biopolimeros quitina e quitosana, se deve
a presencga de um grupo funcional caracteristico de cada composto polimérico.
Enquanto a quitina apresenta em sua estrutura, na posicdo C2 o grupo
acetamido (-NHCOCHj;), a quitosana apresenta em sua estrutura, o
grupamento amino (-NH2) em maiores quantidades e também grupos
acetamidos. Além disso, ambos os polimeros apresentam estrutura quimica

similar a celulose, sendo que na posicao C2 existe o grupo hidroxila (Figura 6).
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Quando o composto apresenta um numero 50% maior de grupos acetamidos
na cadeia polimérica, denomina-se quitina. Quando possui um teor menor que
50% de grupos acetamidos, o polimero € chamado de quitosana (KHOR & LIM,
2003; PENICHE et al., 2007).

a O LB

HO HO HO

Figura 7. Diferencas estruturais entre (a) celulose; (b) quitina e (c) quitosana.
Fonte: TOKURA & TAMURA, 2007.

A porcentagem de grupos aminos presentes na cadeia polimérica €
expressa como sendo o Grau de Desacetilacdo (GD) da quitosana, que aliado
com o peso molecular, tornam-se os parametros mais importantes a serem
estudados. Essas duas caracteristicas sao de extrema importancia para as
propriedades fisico-quimicas da quitosana e consequentemente, possui um
maior efeito nas propriedades bioldgicas. O Grau de Desacetilacdo é um
parametro fundamental, que exerce influencia nas propriedades e no
comportamento dos polimeros. Em comparagdo com a quitina, a quitosana
torna-se mais facil de ser trabalhada, por conta de sua maior solubilidade em
acidos diluidos, dando assim, uma maior utilizagdo para reag¢des quimicas
(KHOR & LIM, 2003; HEJAZI & AMIJI, 2003; SANTOS et al.,2006).
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4.3.4 Quitosana como biomaterial

A quitosana pertence a uma extensa classe de materiais que tem
recebido grande interesse para aplicacdes médicas e farmacéuticas (Tabela 3).
A quitina e a quitosana podem ser empregadas como biomateriais (Figura 8)
sob a forma de filmes de recobrimento (membranas), solucbes coloidais ou
esponjas, no tratamento de ferimentos ou queimaduras. Na area farmacéutica
sdo bastante utilizados como carreadores de farmacos e na industria de
cosmeéticos; apresentam varias utilizagcbes na agricultura e na industria de
alimentos (DALLAN, 2005; SILVA, et al., 2006; CARIDADE et al., 2009).

Pco ™ e ==

—L]

Microesferas Membranas

Capsulas

e e Hidrogéis
Estruturas Porosas
Figura 8. Diversas formas de aplicacdo da quitosana. Adaptado: OSORIO, 2007.

Tabela 3. Principais propriedades da quitosana e aplicagdes biomédicas.

APLICACOES PROPRIEDADES
Suturas Biocompativel
Implantes odontologicos Biodegradavel
Pele artificial Renovavel
Reconstrugao 6ssea Formacgéo de filme
Lentes de contato N&o toxico
Liberagéo controlada de farmaco Hidrolisavel por lisozima
Encapsulamento Antimicrobiano

Fonte: RINAULDO, 2006.
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Tanto quitina como quitosana tem recebido nos ultimos anos, grande
destaque em aplicacbes nos campos médico e farmacéutico, motivado
principalmente pelo potencial bioldgico que esses polimeros exibem, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao téxico. Além disso, outras
propriedades também sdo bastante descrita na literatura, como analgésico,
antitumorgénico, hemostético, antimicrobiana. Entretanto, um profundo
conhecimento dos mecanismos dessas propriedades se faz necessario, ja que
sédo dependes das caracteristicas fisico-quimicas do polimero. Em adi¢cdo ao
grau de desacetilacdo e o peso molecular, outras propriedades como
conformacdo de cadeia, solubilidade e grau de substituicdo devem ser
consideradas. A relagcdo entre as propriedades biolégicas da quitina e
quitosana e as caracteristicas fisico-quimicas sao ilustradas na tabela 3
(ARANAZ et al., 2009).

Tabela 4. Relagao entre propriedades bioldgicas e caracteristicas fisico-quimicas da quitina e
quitosana.

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS
Grau de Desacetilacao, Peso
Biodegradacao Molecular, Distribuicdo dos grupos
acetil.
Biocompatibilidade Grau de Desacetilacao
Mucoadeséao Grau de Desacetilacao e Peso

Molecular (apenas quitosana)

Hemostatica Grau de Desacetilagao e Peso
Molecular
Analgésico Grau de Desacetilagéo
Antimicrobiano Peso Molecular

Fonte: ARANAZ, et al., 2009

O carater catiénico da quitosana lhe confere caracteristicas unicas. Suas
propriedades filmogénica e atividade biol6gica atraem cada vez mais novas
aplicagbes. Outra propriedade interessante da quitosana é a atividade
antimicrobiana, devido a carga positiva na posicao C2, em pH abaixo de 6,

fazendo com que a quitosana figue mais estavel e possuindo uma melhor

33



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

atividade antimicrobiana que a quitina (RABEA et al., 2003; MARTINO et al.,
2005). Zheng e Zhu (2003) propuseram dois possiveis mecanismos para a
atividade antimicrobiana da quitosana, como sendo: (1) a quitosana na
superficie da célula pode formar uma membrana polimérica que impede o0s
nutrientes de chegarem até a célula, causando deficiéncia celular e morte; (2) a
quitosana de baixo peso molecular penetra na célula, causando disturbios na
atividade fisiolégica da bactéria e consequente morte.

Outra propriedade que satisfaz o interesse da quitosana para aplicacdes
como biomaterial, sendo também umas das principais, € o fato da quitosana
ser biodegradavel e bioreabsorvivel. Apesar de ser ausente do organismo de
todos os mamiferos, a quitosana pode ser degradada in vitro por algumas
proteases como lisozimas, papainas e pepsina. A biodegradacao da quitosana
leva a liberacdo de oligossacarideos de variado comprimento, que podem ser
incorporados pelas glicosaminoglicanos (GAG) e glicoproteinas, para serem
metabolisados no corpo ou excretados (DOMARD & DOMARD, 2001;
GEORGE & ABRAHAM, 2006; NAIR & LAURENCIN, 2007; ARANAZ et al.,
2009).

Tem sido mostrado também que a biodegradacdo da quitosana é
dependente de alguns fatores, especialmente o grau de desacetilacdo, o peso
molecular, o grau de cristalinidade e também a forma e estado da superficie do
material (DOMARD & DOMARD, 2001).

A versatilidade do biopolimero quitosana permite diversas aplicacées na
area dos biomateriais, nas mais variadas formas. Hong e colaboradores (2007)
desenvolveram membranas de quitosana para aplicagdo em regeneragcao
periodontal guiada. As membranas apresentaram boas propriedades de
degradacao, mantendo a integridade estrutural por um periodo de 5 a 6
semanas. Além disso, ndo apresentaram citotoxicidade, indicando assim que
as membranas podem ser aplicadas na regeneragdo Ossea guiada. Mi e
colaboradores (2001) desenvolveram uma membrana de quitosana assimétrica
para aplicagdo como curativo de feridas, com as membranas apresentando boa
permeabilidade ao oxigénio, nenhuma citotoxicidade e nao permitir a

penetragdo bacteriana junto a ferida.
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4.3.5 Modificagcao da Quitosana

Os filmes obtidos de fontes naturais e que sao biodegradaveis, tem
atraido atencdo nos ultimos anos, motivado pela preocupacao com 0 meio
ambiente.

Biomateriais baseados em quitosana constituem uma classe emergente
com aplicagdbes em varios campos biomédicos, tais como, regeneracao
tecidual, dispositivos para liberacao controlada de farmacos e sistemas de
imobilizacdo de células em gel (LARANJEIRA & FAVERE, 2009).

O aumento do interesse nas aplicagdes biomédicas da quitosana tem
gerado oportunidades de produgcdo de biomateriais especializados,
principalmente com novas modificagdes quimicas e fisicas, as quais tém
promovido novas atividades biol6gicas para fins especificos (LARANJEIRA &
FAVERE, 2009).

Com o propésito de melhorar algumas propriedades da quitosana,
algumas modificacdes quimicas sdo propostas. A quitosana € mais facil de ser
processada que a quitina, porém a estabilidade da quitosana é geralmente
mais baixa, devido ao seu carater mais hidrofilico, especialmente a
sensibilidade as mudancgas na faixa de pH (RINAULDO, 2006).

Para controlar tanto as propriedades mecéanicas quanto quimicas da
quitosana, varias técnicas de modificagcdo sao utilizadas. Modificagbes
quimicas na molécula da quitina, em geral, sdo dificultadas em razao de sua
estrutura altamente cristalina, com fortes interacdes intra e intermoleculares
(COSTA SILVA et al., 2006; RINAULDO, 2006).

Modificacdo de polimeros tem recebido grande atencao, principalmente
pela auséncia de materiais iniciadores necessdrios para a sintese de novos
monémeros e conseqlente obtencdo de novos materiais poliméricos. Umas
das mais conhecidas modificacées realizadas em polimeros é a reacdo de
reticulacdo. E um processo pelo qual cada ligacdo quimica ocorre entre
cadeias de moléculas de polimeros, podendo ser através de introducédo de
ligacbes primarias entre as cadeias ou por ligacao idénica. Energias elevadas
mantém as cadeias presas e definem uma condicao tipica de termorrigidos. A

atuacao de solvente ou temperatura leva a um aumento de mobilidade, mas o

35



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

deslocamento é reduzido. Na presencga de solvente, ha intumescimento e néao
dissolugdo completa (OREFICE et al., 2006; BHATTACHARYA et al., 2009).

Além disso, as modificagbes quimicas mantém as caracteristicas
principais da quitosana, tais como as propriedades fisico-quimicas e
bioquimicas, dependendo da natureza quimica do grupo introduzido
(JAYAKUMAR et al., 2007).

Os efeitos da reticulacdo nas propriedades fisicas dos polimeros sao
primariamente influenciados pelo grau de reticulacédo, a regularidade da rede
formada e pela presenca e auséncia de cristalinidade no polimero. Para
polimeros cristalinos, pode haver uma reducao na cristalinidade com um baixo
grau de reticulacdo, impedindo a orientacdo das cadeias. O polimero se torna
mais flexivel, mais elastico, tendo um baixo ponto de fusdo. A principal
vantagem da reticulacdo é o aumento da estabilidade dimensional quando
aplicada uma carga e em temperaturas elevadas (RUDIN, 1999;
BHATTACHARYA et al., 2009).

Polimeros naturais sao frequentemente fracos em termos de resisténcia
mecanica, mas por meio de reticulacdo, esses polimeros tém mostrado um
aumento na estabilidade estrutural. Membranas de quitosana sao
frequentemente modificadas pela adicdo de agentes de reticulagdo
bifuncionais, aumentando a intumescéncia e aperfeicoando propriedades
mecanicas em dadas aplica¢cdes (FISHER et al., 2007). A quitosana contém
grupos amina e hidroxilas ativos que podem produzir pontes de hidrogénio com
a agua, por exemplo. Esses dois grupos funcionais fazem com que a quitosana
seja modificada quimicamente. Os polissacarideos podem ser reticulados
através de reacdes entre os grupos hidroxila e amina da cadeia (TSAlI &
WANG, 2008).

Os agentes reticulantes sdo moléculas com pelo menos dois grupos
funcionais reativos, que permitem a formagdo de pontes entre as cadeias
poliméricas. Um dos agentes de reticulacdo mais empregado a quitosana sao
os dialdeidos, tais como o glioxal e o glutaraldeido. Entretanto, a principal
desvantagem desses reagentes € que sao considerados téxicos. Por exemplo,
o glutaraldeido é conhecido por ser neurotéxico e o glioxal € conhecido por ser
mutagénico (BERGER et al.,, 2004; BEPPU et al., 2007; MARTINEZ et al.,
2007).
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Encontra-se vastamente na literatura trabalhos inseridos em
modificacées quimicas de membranas de quitosana, através da insercado de
reticulacdes, sejam elas quimicas ou fisicas. Varios sdo os métodos descritos
para se obter membranas reticuladas. Porém, essas modificacbes sao
propostas para aplicacbes em células de combustivel ou membranas para

osmose reversa, para aplicacao em tratamento de dgua residual.

Também se pode obter o polimero quitosana reticulado formando
interacOes diretas entre as cadeias poliméricas, sem a necessidade de agentes
reticulantes adicionais. Prashanth & Tharanathan (2006) estudaram esse tipo
de interacao através da producéao de radicais livres de quitosana induzidos por
uma reagdo com persulfato de potassio, despolimerizando a quitosana e

produzindo compostos com menor peso molecular, como ilustrado na figura 9.
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Figura 9. Representagéo da despolimerizagao da quitosana.
Fonte: Prashanth & Tharanathan (2006)

A principal limitacdo da aplicagdo de agentes reticulantes quimicos é a
possivel presenca de alguns tracos livres, gerados pela ndo reacdo com o

polimero, acarretando o risco de formagao de produtos toxicos por reacao entre
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0 substrato e o agente reticulante, durante o processo de biodegradacédo in
vivo. Um método para superar essa desvantagem e permitir as etapas de
purificacdo e verificacdo antes da administracdo, €& preparar materiais
reticulados ionicamente. Assim como as reticulacbes covalentes requerem
moléculas multifuncionais como reticulantes, as reticulacbes iOnicas
necessitam de ions multivalentes, para formar pontes entre as cadeias
poliméricas (BERGER et al., 2004; CHIONO et al., 2008).

Reticulagdes ibnicas sdo processos simples e rapidos. Em contraste
com as reticulagées covalentes, nenhuma molécula auxiliar, como catalisador,
sao requeridas, o que as torna de grande interesse para aplicagdes médicas e
farmacéuticas. As reticulagdes ibnicas podem ser obtidas pelo método classico,
através da adicao do agente reticulante diretamente na solugdo de quitosana
ou ainda, pelo simples mergulho de pedagos de filmes de quitosana na solugcao
reticulante (BERGER, 2004; KARAKECILI et al., 2007).

Cui e colaboradores (2008) estudaram as interacbes ibnicas entre
membranas de quitosana e acido sulfdrico, onde foi estabelecido o tempo 6timo
para a producdo de membranas reticuladas. Karakecili e colaboradores (2007)
estudaram as caracteristicas de superficie de membranas de quitosana
reticuladas ionicamente com &cido sulfurico. Foi observado que mesmo apéds o
processo de reticulagdo, ndo houve mudangas significantes na morfologia das
membranas, com a topografia de superficie se tornando mais homogénea e

relativamente plana.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Local da Pesquisa

A parte da pesquisa relativa a obtencédo e caracterizac¢ao fisico-quimica os
filmes, foi desenvolvida no Laboratério de Biomateriais, localizada no
Laboratorio de Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina
Grande — UFCG. Os ensaios relativos aos testes biolégicos foram
desenvolvidos no Laboratério de Bioquimica e Cultura Celular — LBCC, do
Centro de Quimica da Madeira / CQM, localizada na Universidade da Madeira /

Uma, Funchal / llha da Madeira / Portugal.

5.2 Materiais e reagentes

Para a obtencao dos filmes de quitosana, foram utilizadas béquer de 500
mL, agitador magnético, funil de buchner, kitassato, bomba de vacuo e estufa
de secagem de materiais. Quitosana na forma de p6, com grau de
desacetilacao 98,15%, foi adquirida da empresa Polymar Industria, Comércio,
Importacdo e Exportagdo Ltda. Acido Acético P.A., Hidréxido de Sédio P.A. e
Acido Sulfarico P.A. foram todos adquiridos da empresa Vetec Quimica Fina
Ltda. A 4gua destilada foi obtida no Laboratério de Materiais, da Unidade

Académica de Engenharia de Materiais/UFCG.

5.3 Procedimento experimental

5.4.1. Obtengéao dos filmes

Os filmes de quitosana foram preparados pelo método de
evaporacao de solvente (Figura 10), através da dissolucdo do polimero em
uma solugéo de acido aceético (2% v/v), para uma concentracao final da solugéo
polimérica 1% (m/v), sob agitacdo magnética por um periodo de 24 horas. Em
seguida, filtragcdo a vacuo foi aplicada para remog¢éao de substancias insollveis.
Apoés a filtragdo, a solugdo foi vertida em placas de Petri com diametro de 11
cm, com um volume final em cada placa de 30 mL de solugcédo. As Placas Petri
foram colocadas em estufa, com uma temperatura constante de 50 °C, por um
periodo de 24 horas para evaporagcao completa do solvente. Uma solugéo de

Hidroxido de Sodio 1mol/L foi adicionada aos filmes, ainda dentro das placas,

39



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

por um periodo de 2 horas, para completa remoc¢ao de residuos acidos. Apds a
reacao alcalina, os filmes foram imersos em agua destilada (2 Litros por
membrana) para eliminacédo do excesso de base. Apds um periodo de 48 horas
imersas em agua destilada, os filmes foram submetidos a estiramento e
secagem em moldes ceramicos circulares, a temperatura controlada de 25 °C,
por 24 horas.

Solvente

= = => _|

Secagem

Polimero

Filme

Solugao

Figura 10. Preparagdo de filmes de quitosana.
Fonte: Osdrio, 2007.

5.4.2 Reacgao de reticulagdo das membranas

Depois do processo de estiramento e secagem, as membranas foram
reticuladas por imersdo em solucdo diluida de &acido sulfurico 0,01 mol/L.
Foram estabelecidos os tempos de 5, 15, 30, 60 e 90 minutos para analisar o
comportamento e posteriores caracterizagdes (Figura 10). Apds os tempos de
exposicao, todas as amostras foram lavadas com agua destilada até atingir pH
neutro.

Bmin 15 min 30 min 60 min 90 min

SIiEEES

Figura 11. Processo de reticulagao dos filmes de quitosana.

5.4.3 Avaliagdo da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade representam a fase inicial dos testes de
biocompatibilidade de potenciais biomateriais e dispositivos médicos. E
proposto para atuar como um método confiavel, conveniente e reprodutivel

para detectar, em uma etapa inicial, morte celular ou danos mais sérios nas
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fungdes celulares. A citotoxicidade é claramente diferente de fatores fisicos que
afetam a adesdo celular (carga de superficie do material, hidrofobicidade,
hidrofilicidade, etc.). Os ensaios de citotoxicidade podem ser aplicados de duas
maneiras diferentes: teste direto e indireto. Esses ensaios diferem
principalmente na maneira que cada material € exposto ao contato celular.
Para o teste direto, os materiais sdo colocados em contato direto com as
células, onde geralmente é semeada uma suspensao celular na superficie do
material. J& para o teste indireto, sdo produzidos extratos dos materiais, que
sao colocados em contato com a monocamada celular. Esse tipo de teste é
importante para a detecgédo de substratos lixiviaveis, que podem exercer efeitos
toxicos para as células (ANDERSON et al., 2004; OSORIO, 2007; KEONG &
HALIM; 2009).

Para os ensaios de citotoxicidade, a linha celular NIH 3T3, com
passagem 162, cedidas gentilmente pelo Instituto de Engenharia Biomédica -
INEB, foram cultivadas com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium,
GIBCO) com glicose e GLUTAMAX-I, contendo 10% de soro fetal bovino
(GIBCO) e 1% de antibidtico/antimicotico (GIBCO). Para realizar a subcultura
das células, uma solucao de tripsina foi adicionada na placa de cultura celular.
Para os ensaios de citotoxicidade, as células foram cultivadas em uma placa de
96 pogos, com uma densidade celular de 10.000 células/pogo.

Para os ensaios de citotoxicidade, foi empregado o método de contato
indireto, através de preparacdo de extratos dos filmes de quitosana. Esse
procedimento avalia o potencial efeito toxico que possiveis substancias
liberadas pelos filmes. Foram utilizados filmes de quitosana puro e cinco
reticulados com solucédo de acido sulfarico, com diferentes tempos de reacao.
Foram previamente esterilizados por imersao em etanol 70% por 2 horas, com
seguidas lavagens com PBS estéril, para remogédo do excesso de etanol nos
filmes.

5.4.4 Avaliagdo da Adeséao Celular

Para os ensaios de adesdo celular, os filmes de quitosana, puro e

reticulados, foram preparados diretamente nas placas de cultura celular de 24
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pocos. Para os estudos de adesado celular, os filmes de quitosana foram
esterilizados com solugao de pen/strep (200 uL/pocgo).

A linha celular NIH 3T3, com passagem 169, cedidas gentilmente pelo
Instituto de Engenharia Biomédica - INEB, foi cultivadas com DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium, GIBCO) com glicose e GLUTAMAX-I,
contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO) e 1% de antibidtico/antimicotico
(GIBCO). Para realizar a subcultura das células, uma solucado de tripsina foi
adicionada na placa de cultura celular.

A linha celular HFF 1, com passagem 6, cedidas gentilmente pelo
Instituto de Engenharia Biomédica - INEB, foi cultivadas com DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium, GIBCO) com glicose e GLUTAMAX-,
contendo 15% de soro fetal bovino (GIBCO) e 1% de antibidtico/antimicotico
(GIBCO). Para realizar a subcultura das células, uma solucao de tripsina

(0,25%) foi adicionada na placa de cultura celular.

5.5 Métodos

5.5.1 Difragdo de Raios X (DRX)

Uma das principais caracteristicas dos materiais reticulados € a
mudanc¢a do estado cristalino para o estado amorfo. A difracdo de Raios X foi
aplicada para comprovar a efetiva reticulacao do polimero, através da mudanca
do perfil organizacional das moléculas. As amostras foram submetidas a
andlise por difracdo de raios X (DRX) em um difratémetro SHIMADZU (modelo
XRD 6000) com varredura angular 5°<20<35° na montagem de Bragg-
Brentano, sistema 0-20, utilizando-se radiacao de Cu (ka1) com varredura no
passo de 0,02 (20), com intervalo de 0,5 segundo para cada amostra. As
analises foram realizadas no laboratério de Caracterizacdo de Materiais da
UFCG.
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5.5.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Com a técnica de espectroscopia de infravermelho, foi observada a
interacao quitosana/acido sulfarico, através de mudangas significativas no
espectro dos filmes. As amostras de quitosana foram caracterizadas por
espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier foi
realizada em um espectrometro AVATAR TM 360 ESP Nicolet

(UAEMa/CCT/UFCG) e com varredura de 4000 a 400 cm'1, sem a necessidade
de preparacao de pastilhas de KBr, ja que todas as amostras estavam no

estado sélido. As andlises foram realizadas no laboratério de Caracterizagao de
Materiais da UFCG.

5.5.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) é um equipamento capaz
de produzir imagens de alta ampliacdo (até 300.000 X) e resolugdo. A
microscopia eletrénica fornece informacdo morfolégica e topografica sobre
superficies de sélidos, necessaria para se entender o comportamento de
superficies. Os filmes reticulados e nao reticulados de quitosana foram
caracterizados morfologicamente por microscopia eletrbnica de varredura
utilizando um microscopio eletrdnico de bancada, modelo TM 1000 HITACHI
(UAEMa/CCT/UFCG). As andlises foram realizadas no laboratério de

Caracterizacao de Materiais da UFCG.
5.5.4 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDX)

O EDX é um acessorio essencial no estudo de caracterizacao
microscépica de materiais, no qual os elementos quimicos presentes numa
amostra podem ser identificados através do espectro de raios-X emitido pela
amostra. O didmetro reduzido do feixe permite a determinagdo da composicao
mineral em amostras de tamanhos muito reduzidos (< 5 um), permitindo uma

andlise quase que pontual. Os filmes reticulados e néo reticulados de quitosana
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foram caracterizados utilizando um microscopio eletrénico de bancada, modelo
TM 1000 HITACHI (UAEMa/CCT/UFCG). As analises foram realizadas no

laboraté6rio de Caracterizacdo de Materiais da UFCG.

5.5.5. Tensao Superficial

A energia superficial e o carater hidrofilico/hidrofébico foram avaliados
pela medida da tensdo superficial em equipamento desenvolvido e instalado no
laboratério de caracterizagcdo da UAEMa/CCT/UFCG (Figura 12). A imagem foi
capturada por uma camara digital e remetida a um microcomputador que
através de um software fez a conversédo do angulo da interface liquido-material
em unidade de tensao interfacial e essa medida do angulo de contato foi

utilizada para caracterizar a molhabilidade das superficies.
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Figura 12. Aparelho de tenséo superficial Fonte: CAO et al., 2004.

A medida por angulo de contato possui um grande potencial de
aplicacdo. Ela pode ser mensurada em um nivel macroscépico para

caracterizar a molhabilidade média dos materiais (DECKER et al., 1999).
5.5.6. Ensaio de citotoxicidade
Para preparagdo dos extratos, os filmes foram imersos em PBS estéril

(500 pL / Pocgo), em placas de cultura celular (n=3 para cada amostra), com

incubacao por sete dias a 37 °C / 5% CO», sem agitacao. Apds o periodo de
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incubacgao, os extratos foram recolhidos das placas e vertidos em eppendorfs.
Diversas diluigdbes foram realizadas com os extratos dos filmes, puro e
reticulados (1:100, 1:20, 1:10, 1:5, 1:2).

A citotoxicidade dos filmes de quitosana foi avaliada através da
determinacado da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o método da
reducdo da rezasurina, que estabelece uma correlacdo entre a atividade
metabdlica celular e o nUmero de células viaveis em cultura (PERROT et al.,
2003; SANTOS, 2009). As células NIH 3T3 foram semeadas em placas de 96
pocos, com uma densidade celular de 10.000 células/poco, e cultivadas com
100 pL de meio de cultura, por um periodo de 24 horas para confluéncia.
Células cultivadas diretamente sobre a superficie da placa de cultura celular
foram utilizadas como referéncia. Apds as 24 horas, o meio foi removido e 80
puL de DMEM foram adicionados. 20 yL dos extratos, com todas as diluicoes,
com cinco repeti¢cdes para cada amostra, foram adicionados nos po¢o. A cada
dois dias, o preparo (meio + extrato) era trocado, até um periodo final de sete
dias para avaliagdo. Ao final dos sete dias, 0 meio antigo foi trocado por um
novo meio, desta vez contendo 10% de rezasurina, seguido de incubagéo por 3
horas a 37 °C / 5% CO,. Apés o periodo de 3 horas, 100 yuL do meio foi retirado
e a fluorescéncia da resofurina foi medida em um leitor modelo Victor® 1420,

PerkinElmer.

5.5.7. Adesao celular

Para os ensaios de adesao celular, as células NIH 3T3 foram cultivadas
diretamente sobre os filmes em uma placa de 24 pocos, com uma densidade
celular de 40.000 células/pogo, nos seguintes tempos: 1h, 4h, 12h, 24h e 48h.
A adesédo celular foi avaliada através da determinacdo da porcentagem da
viabilidade celular, utilizando o método da reducdo da rezasurina, que
estabelece uma correlacao entre a atividade metabdlica celular e o numero de
células viaveis em cultura (PERROT et al., 2003; SANTOS, 2009). Células
cultivadas diretamente sobre a superficie da placa de cultura celular foram
utilizadas como referéncia. Seguido de cada tempo de contato, o meio foi
removido, seguido de lavagem com PBS estéril, para remocao das células nao
aderidas a superficie polimérica, e 550 yL de DMEM + resazurina foi
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adicionado em cada pogo, seguido de incubacgao por 3 horas a 37 °C / 5% CO..
Passado o periodo de 3 horas, 100 yL do meio foi retirado e a fluorescéncia da
resofurina foi medida em um leitor modelo Victor® 1420, PerkinElmer.

Para os ensaios de adeséao celular, as células HFF 1 foram cultivadas
diretamente sobre os filmes em uma placa de 48 pocos, com uma densidade
celular de 25.000 células/pocgo, nos seguintes tempos: 4h, 8h e 24h. A adesao
celular foi avaliada através da determinacdo da porcentagem da viabilidade
celular, utilizando o método da reducdo da rezasurina, que estabelece uma
correlagao entre a atividade metabdlica celular e o nUmero de células viaveis
em cultura (PERROT et al, 2003; SANTOS, 2009). Células cultivadas
diretamente sobre a superficie da placa de cultura celular foram utilizadas
como referéncia. Seguido de cada tempo de contato, 0 meio foi removido,
seguido de lavagem com PBS estéril, para remogao das células ndo aderidas a
superficie polimérica, e 550 yL de DMEM + resazurina foi adicionado em cada
poco, seguido de incubacao por 3 horas a 37 °C / 5% CO,. Passado o periodo
de 3 horas, 100 uL do meio foi retirado e a fluorescéncia da resofurina foi

medida em um leitor modelo Victor® 1420, PerkinElmer.
5.5.8 Anélise Estatistica

Andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad

prism 5.0, utilizando ANOVA (p < 0.05) com Boferroni Post Hoc test.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes de quitosana foram obtidos através da técnica de evaporacao
de solvente. As reticulagdes foram introduzidas nos filmes de quitosana através
de imersao dos filmes em solucdes de acido sulfdrico, com cinco diferentes
tempos de reacéo.

A primeira fase foi constituida pela caracterizagdo fisico-quimica dos
filmes reticulados, para observar se houve efetiva interagdo entre o agente
reticulante e os filmes poliméricos. Filmes n&o reticulados foram utilizados
como controle, para efeito de comparacéo.

6.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho obtidos dos filmes de quitosana nao

reticuladas e reticuladas estao apresentados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Espectro de infravermelho do filme de quitosana pura

De acordo com o espectro formado, pode-se observar na Figura 13, que a
quitosana nao é 100% desacetilada, confirmado através da banda encontrada
na regido de 1658 cm™, caracteristica de uma amida | (O=C-NHR). Ainda exibe

uma banda forte e larga na regido de 3409 cm™ com o aparecimento de um
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ombro em 3340 cm™', que s&o atribuidas a uma sobreposicédo nos estiramentos
dos grupos funcionais OH e NH,, devido as pontes de hidrogénio formadas na
cadeia polimérica (KARAKESILI, et al.,, 2007; TSAlI & WANG, 2008;
OSTROWSKA-CZUBENKO & GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA, 2009).
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Figura 14. Espectro de infravermelho dos filmes de quitosana reticuladas.

A medida que aumenta o tempo de reagdo de reticulacdo nas amostras
(Figura 14), alteracdes podem ser observadas, caracterizando o processo de
reticulacdo em bandas especificas: na regido de 1592 cm’' referente a
deformacao NH,, a intensidade da banda comeca a enfraquecer, devido a
protonagdo com os fions H" liberados pela dissociagdo do &cido.
Comportamento semelhante € observado nas bandas encontradas entre 3000
e 3500 cm'", com um claro alargamento na base da banda localizada na regido
de aproximadamente 2900 cm™. Com esse alargamento, pode-se admitir uma
diminuicdo da intensidade das pontes de hidrogénio, evidenciando assim a
formacao de reticulacdes, ja que as pontes de hidrogénio contribuem para a
formacdo da estrutura cristalina da quitosana. Finalmente, a presenca dos
grupos sulfatos ratificou, por absorcdo na regiao de 614 cm’, comprovando
assim, a efetiva reacao de reticulacao dos filmes de quitosana.
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6.2 Difragao de Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X obtidos dos filmes de quitosana nao
reticuladas e reticuladas estdo apresentados nas Figuras 15 e 16,
respectivamente.

De acordo com o difratograma obtido do filme de quitosana nao
reticulada (Figura 15), pode-se observar um comportamento tipico de
polimeros semicristalinos, com picos de base largas que sdo encontrados em
20 = 10°% e 20 = 20°.
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Figura 15. Difratograma do filme de quitosana pura.

A quitosana possui um perfil semicristalino devido as fortes interagdes
intra e intermoleculares, caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas
entre 0s grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na
molécula de quitosana. Essas fortes interagdes fornecem certa organizacao a
estrutura cristalina da quitosana (Uragami & Tokura; 2006; Ostrowska-
Czubenko & Gierszewska-Druzyhska, 2009).

Assim como mostrado nos graficos de infravermelho, os difratogramas
das amostras reticuladas (Figura 16) comprovam a efetiva reagdo de
reticulacéo entre o filme de quitosana e acido sulfurico, devido a diminuicéo da
intensidade dos picos apresentados do filme néo reticulado. Além disso,
observando os resultados, nota-se que, para os tempos de 15 e 30 minutos,
houve uma maior diminuicdo do perfil semicristalino dos filmes. Contudo, nos
filmes reticulados nos tempos 60 e 90 minutos, ocorreu um discreto aumento
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na cristalinidade, conduzindo a um espectro similar a condigao pura (figura 16).
tal comportamento nao foi observado. Estes resultados foram evidenciados na
analise por espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X. Como as
reticulacdes ibnicas sdo caracterizadas por produzir ligacdes reversiveis no
sistema, e com o aumento de tempo de exposicao dos filmes de quitosana a
solugdo de acido sulfurico, houve uma saturagio de ions H*, produzidos pela
dissociacado do acido. Essa saturacdo provocou um deslocamento no sentido
do equilibrio quimico da reacéo, com os ions H* capturando os ions SO,2.
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Figura 16. Difratograma de filmes de quitosana puro e reticulados.

Essa diminuicdo da intensidade dos picos cristalinos da quitosana se
justifica pela incorporacao dos ions sulfatos entre as cadeias do polimero. Com
isso, o ion sulfato blogueia a formacédo de pontes de hidrogénio (Figura 17),
tracando assim um perfil de polimeros reticulados, ou seja, polimeros com

baixa ou nenhuma cristalinidade.

Figura 17. Estrutura do filme de quitosana reticulado.
Fonte: KARAKESILI, et al., 2007
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6.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por

Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

Os espectros de infravermelho obtidos dos filmes de quitosana nao
reticuladas e reticuladas estao apresentados nas Figuras 18, 19, 20, 21, 22 e
23, respectivamente.

2010/04/06 1106 L D75 x20k 30 um 2010/04/06 1108 L D76 x50k 20 um

R

T ¥ Y T T T T T
5 4 [ 8 10 12 14 16 18 o
Scole 303 cts Cursor, 10.073 (0 cta) eV

(c)

Figura 18. MEV e EDX dos filmes puros de quitosana: (a) 2000 X (b) 5000 X e (c) 2000 X.

Ao analisar a morfologia do filme de quitosana puro (sem a introducao
de reticulagdes), observa-se uma superficie lisa e plana, sem a presenca de
poros, caracterizando os filmes como densos. Marreco e colabores (2004) e
Dallan (2005) também estudaram a morfologia de filmes densos de quitosana e
encontraram uma superficie plana e densa.

Ao observar os resultados da espectroscopia dispersiva de raios X para
os filmes puros de quitosana, ndo foi encontrada nenhum material considerado
como uma impureza, comprovando ainda que o filme n&o possui reacdes de
reticulagao.
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Figura 19. MEV e EDX dos filmes reticulados de quitosana com 5 minutos de reagao: (a) 2000
X (b) 5000 X e (c) 2000 X.
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Figura 20. MEV e EDX dos filmes reticulados de quitosana com 15 minutos de reagao: (a)
2000 X (b) 5000 X e (c) 2000 X.
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Figura 21. MEV e EDX dos filmes reticulados de quitosana com 30 minutos de reagao: (a)

2000 X (b) 5000 X e (c) 2000 X.
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Figura 22. MEV e EDX dos filmes reticulados de quitosana com 60 minutos de reacéo: (a)
2000 X (b) 5000 X e (c) 2000 X
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Figura 23. MEV e EDX dos filmes reticulados de quitosana com 90 minutos de reagéo:
(a) 2000 X (b) 5000 X e (c) 2000 X
Mesmo apds as reacdes de reticulagées, nenhuma diferenca significativa

foi observada na microestrutura dos filmes.

Com as andlises de espectroscopia dispersiva de raios x para os filmes
reticulados ionicamente, nos tempos de 5, 15, 30, 60 e 90 minutos, foram
observados a presenca do enxofre nos filmes. Contudo, para os tempos de 60
e 90 minutos de reagao foram encontrados quantidades de ions enxofre baixas,
em relagdo aos outros tempos de reacgao, corroborando com os resultados ja

discutidos de infravermelho e difragdo de raios X.

6.4 Tensao Superficial

As andlises de angulo de contato foram efetuadas com o gotejamento de
agua destilada na superficie do filme, com posterior andlise das medidas dos
angulos formados pela bolha de agua no filme, com software proprio do Grupo
de Biomateriais.

Com as andlises de angulo de contato (Figura 24), foi observado que o

filme nao reticulado de quitosana apresentou uma medida de angulo de contato



FILMES RETICULADOS DE QUITOSANA PARA APLICAGAO COMO BIOMATERIAL

acima de 50°. Ainda, foram observados que com a introdugéo das reticulagdes
nos filmes de quitosana, houve uma diminuicdo nos valores de angulo de

contato.

]

Angulo
b
(=]

Puro 5min 15 min 30min 60min 90 min

Figura 24. Medidas de angulo de contato para os filmes de quitosana puro e reticulado.

Um baixo angulo de contato indica um maior perfil hidrofilico, e esses
resultados indicam que o acido sulfurico, como agente reticulante, aumentou o
perfil hidrofilico dos filmes reticulados, com todos os valores abaixo da medida
do filme puro, utilizado como controle. Analisando ainda os resultados, os
angulos de contato mais baixos foram encontrados para as amostras com 15 e
30 minutos de reacédo, indicando assim uma maior reacdo de reticulacao

nesses filmes.

6.5 Testes Bioldgicos

Os testes de citotoxicidade sdo um importante aspecto dos biomateriais.
Um biomaterial ndo deve liberar nenhum produto toxico ou produzir reagdes
adversas, as quais podem ser avaliadas por testes citotoxicos in vitro (LI et al.,
2009).

Um teste ideal para a determinagcao da viabilidade celular deve ser
simples, rapido, eficaz, segura e de baixo custo. Além de, obviamente, n&o
interferir com o material a ser testado. A resazurina € um corante azul que tem
sido empregado como um indicador da viabilidade celular em varios tipos de
ensaios citotoxicos e de proliferacdo celular. A quantificacdo celular baseada

na resazurina possui vantagens, como a rapidez, segurancga, confiabilidade e
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baixo custo. Quando em contato com as células, o metabolismo celular
transforma, através de uma reacdo de oxireducao (Figura 25), a resazurina
(composto de cor azul e que nao emite sinal de fluorescéncia) para a resofurina
(composto de cor rosa e que emite sinal de fluorescéncia. Essa transformacao
exibe uma forte emissdo de sinal de fluorescéncia, com valores acima de 550
nm. Esse teste tem sido aplicado como um indicador fluorométrico para a
determinacao da viabilidade celular WANG et al., 1998; O'BRIEN et al., 2000;
PERROT et al., 2003)

(0]
|
* N
I——————————
OH
(5] OH 0: : ~
Resazurina Resofurina

Figura 25. Reacado de oxiredug&o da resazurina via metabolismo celular.
Fonte: O"Brien et al., 2000.

6.5.1 Ensaio de citotoxicidade

Os resultados do teste de citotoxicidade para as diversas diluicdes dos
extratos, preparados a partir dos filmes de quitosana reticulados e nao
reticulados estdo expressos na Figura 26. As amostras foram denominadas de
A, B, C, D, E e F para as seis situagdes (puro, 5, 15, 30, 60 e 90 minutos,
respectivamente).

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o método da reducdo da
resazurina. Ao observar o grafico, a atividade metabdlica celular para todas as
diluigbes apresentou valores acima de 80%, e que estatisticamente (p<0,05),
nao houve diferencas significativas. Com isso, pode ser considerado que
nenhuma amostra apresentou carater citotoxico em contato com as células NIH
3T3. Isso permite afirmar que, nenhum dos filmes de quitosana libera produtos

que se apresentem toxicos em contato com as células.
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Figura 26. Atividade metabdlica celular em contato com os extratos de filmes de quitosana.

6.5.2 Adeséo Celular

A interagdo entre a superficie de um biomaterial e células vivas
desempenham um importante papel nos implantes médicos e engenharia de
tecidos (TREMEI et al., 2009).0 comportamento celular nos materiais é o fator
chave de avaliagdo da citocompatibilidade de um novo biomaterial. Adesao
celular, propagacéo, proliferacao e diferenciacado sao reacdes sequienciais que
seguem a apos a semeagdo das células e sdo etapas cruciais para estimar a
sobrevivéncia 6tima das células em novos biomateriais (BETTINI et al., 2008).

Para a avaliacdo da adesao celular nos filmes de quitosana, reticulados
e nao reticulados foram empregados duas linhas celulares fibroblasticas
diferentes. A linha celular NIH 3T3, de ratos e a linha celular humana HFF 1.

6.5.2.1 Linha celular NIH 3T3

Os resultados dos ensaios de adeséo celular com a linha celular NIH
3T3 estéo ilustrados na figura 27.

A adesao celular nos filmes de quitosana, puro e reticulados, foi medida
através de contato direto entre a superficie dos filmes e a suspenséo celular,
com tempos de contato estabelecidos em 1, 4, 24 e 48 horas, com a placa de

cultura celular sendo utilizada como controle positivo. A adesdo celular foi
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medida através da medida de viabilidade celular, utilizando o método da
reducao da resazurina.

Os resultados apresentaram valores bem abaixo dos valores
apresentados pelo controle positivo, com valores estatisticamente menores do
que os apresentados pelo controle (p<0,05), para todos os ensaios.
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Figura 27. Resultados dos ensaios de adeséo celular: (a) 1 hora, (b) 4 horas, (c) 24 horas e (d)
48 horas.

Para o tempo de contato de 1 hora, os filmes reticulados ionicamente,
apresentaram valores de viabilidade celular maiores que o apresentado pelo
filme de quitosana puro, com diferencas estatisticas significativas. Ja para o
tempo de exposi¢cdo de 4 horas e 24 horas, nenhuma diferenga estatistica
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significativa (p < 0,05) foi observada entre os filmes reticulados e o filme puro.
Entretanto, para 48 horas, todos os valores de viabilidade foram abaixo do

encontrado com o filme puro.

6.5.2.2 Linha celular HFF 1

Os resultados dos ensaios de adesao celular com a linha celular HFF 1
estao ilustrados na Figura 28.

A adesao celular nos filmes de quitosana, puro e reticulados, foi medida
através de contato direto entre a superficie dos filmes e a suspenséo celular,
com tempos de contato estabelecidos em 4, 8 e 24 horas, com a placa de
cultura celular sendo utilizada como controle positivo. A ades&o celular foi
medida através da medida de viabilidade celular, utilizando o método da
reducao da resazurina.

Para o tempo de contato de 4, 8 e 24 horas, os filmes reticulados ndo
apresentaram valores de viabilidade celulares estatisticamente diferentes
(p<0.05) do apresentado pelo filme de quitosana puro.

Enquanto os filmes reticulados ionicamente e o nao reticulado, nao
apresentaram citotoxicidade relevante a exposicdo dos extratos nas células, os
valores de viabilidade celular para adesado celular foram encontrados bem
abaixo dos valores do controle positivo. Isso pode ser atribuido ao tipo de
linhas celulares aplicados, que falham em aderir e proliferar na superficie do
filme, ou ainda, a polaridade da superficie dos filmes que nao favoreceram a
adesao celular.
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Figura 28. Resultados dos ensaios de adesao celular: (a) 4 horas, (b) 8 horas, e (c) 24 horas.

Existem na literatura diversas pesquisas desenvolvidas com as
propriedades de adesao celular dos filmes de quitosana. Porém, os dados
encontrados sao inconsistentes. Enquanto Mori e colaboradores (1997) néao
encontraram resultados satisfatérios de adesao celular de filmes de quitosana,
Hamilton e colaboradores (2006) estudaram as propriedades de adesdo e
proliferacdo celular dos fibroblastos em filmes de quitosana e encontraram
resultados positivos.

Além disso, a propriedade de adesdo celular € afetada por diversos
fatores, entre eles as caracteristicas da superficie, como a quimica da
superficie, a densidade de carga, a rugosidade e morfologia (CHIONO et al.,
2008)
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, chegaram-se as seguintes
conclusoes:
o O &cido sulfurico demonstrou ser efetivo como agente reticulantepara os
filmes de quitosana nas condi¢des experimentadas;
] A técnica de espectroscopia na regidao do infravermelho identificou a
insercdo dos ions sulfatos nos filmes de quitosana, através de mudancgas
significativas nas absorc¢oes das regides de 3000 a 3500 cm’ e 1600 a 1700
cm™, atribuidas aos grupos hidroxila e amino, respectivamente;
] A técnica de difragao de raios X demonstrou a reducao da cristalinidade
dos filmes de quitosana com o aumento do tempo de imersdo no meio

reticulante;

U A técnica de espectroscopia por energia dispersiva de raios X
demonstrou a insergao dos ions sulfatos, na forma de enxofre, em todas as

condicoes de reticulacao;

° Com a técnica de microscopia eletrénica de varredura, nao foi observado
nenhuma mudang¢a microestrutural nas superficies dos filmes reticulados
ionicamente;

° Com as medidas de tensdo superficial, foi possivel observar um
aumento no carater hidrofilico dos filmes reticulados de quitosana;

. Através das técnicas fisico-quimicas de caracterizacdo empregadas, foi
constatado que o maximo desempenho para reticulagdo foram os tempos de
15 e 30 minutos.

° Ao aumentar o tempo de exposicdo ao agente reticulante apds os
tempos de 15 e 30 minutos a uma indicagdo do deslocamento do sentido do
equilibrio quimico da reacgao de reticulacao;

° A caracterizagao citotdéxica € um ponto importante no desenvolvimento
de novos biomateriais, para avaliar a potencialidade de aplicacdo do mesmo;

° Ao avaliar o potencial citotoxico dos filmes, através de preparagdo de
extratos, foi possivel concluir que os filmes reticulados ionicamente de
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quitosana ndo produziram efeitos citotoxicos prejudiciais as células, indicando a

potencialidade para aplicagcdo como biomaterial;

° Os testes de adesao celular mostraram valores abaixo de todos os
valores utilizados como controle positivo.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

) Avaliar a bioatividade dos filmes de quitosana reticulados ionicamente

com acido sulfurico;

. Avaliar as propriedades de biodegradacgao dos filmes;
. Avaliar a carga eletrostatica da superficie dos filmes;
o Estudar e avaliar a incorporacdo, na superficie dos filmes de quitosana,

fatores de crescimento ou proteinas que melhorem a propriedade de adesao

celular.
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