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Resumo:

SINTESE E CARACTERIZACAO DE BIOMATERIAL A BASE DE
COLAGENO VISANDO REGENERACAO DE TECIDOS CARTILAGINOSOS,
NAS AREAS DE MEDICINA E ODONTOLOGIA. O tratamento de lesdes de
origem cartilaginosa € um desafio para os cirurgides médicos e odontoldgicos,
devido ao baixo potencial de cura da cartlagem humana e ao grau de
desconforto que essas lesdes causam. A intervengéo cirurgica ainda tem sido
amplamente usada na tentativa de preencher os defeitos cartilaginosos. Assim,
existe um grande interesse pelo desenvolvimento de biomateriais bioabsorviveis
que possam ser usados para tratamento e reparo destas lesdes. Os colagenos
tipo | e Il sdo utilizados na engenharia de tecidos como scaffolds para o
tratamento de lesbes de cartilagens, devido a sua biocompatibilidade e ampla
aprovacao clinica. Neste trabalho foram desenvolvidas formulagdes de blendas
potencialmente biocompativeis com incremento da resisténcia mecanica, a partir
de Colageno Porcino tipo 1, a Gelatina Porcina e o PLGA, para suporte ao
desenvolvimento de um produto destinado a regeneragdo de tecidos
cartilaginosos; e, foi feita a analise de custos para a comercializagao do produto.
Foram preparadas 18 amostras, em diferentes proporgcdes, com e sem
reticulagdo com glutaraldeido. As amostras foram caracterizadas fisico-quimica
e mecanicamente. Os resultados indicaram que a mistura Gelatina Porcina e
Colageno é mais promissora que o uso colageno puro. A blenda com PLGA
aumenta em mais de 10 vezes a resisténcia mecanica dos materiais mantendo
deformacbes da mesma ordem ou inferiores. Os difratogramas de raios x
mostraram que as amostras possuem caracteristicas amorfas. Os espectros de
FTIR indicaram a presenca das bandas dos grupos funcionais caracteristicos
para o PLGA, colageno e gelatina e nado se observou picos referentes a
contaminagdo. No ensaio de citotoxicidade in vitro, as amostras nao
apresentaram toxicidade. O custo do PLGA, apesar de ser o maior de todas as
matérias-primas, nao é determinante para o valor final do produto. As
formulagcées Amostra 3: Colageno 50% + Gelatina 50%, e, a Amostra 11: Blenda
5: PLGA 40% + (Colageno 75% + Gelatina 25%) 60% mostraram-se mais
factiveis no ponto de vista fabril, sem dificuldades de elaboracéo e conformacao

e apresentaram bons resultados de compressao.
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Abstract

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF COLLAGEN-BASED
BIOMATERIAL FOR THE REGENERATION OF CARTILAGE TISSUE, IN THE
AREAS OF MEDICINE AND DENTISTRY. The treatment of injuries of
cartilaginous origin is a challenge for medical and dental surgeons, due to the low
healing potential of human cartilage and the degree of discomfort that these
injuries cause. Surgical intervention has still been widely used in attempts to fill
cartilaginous defects. Thus, there is great interest in the development of
bioabsorbable biomaterials that can be used to treat and repair these injuries.
Type | and Il collagens are used in tissue engineering as scaffolds for the
treatment of cartilage injuries, due to their biocompatibility and broad clinical
approval. In this work, potentially biocompatible blend formulations with
increased mechanical resistance were developed, using Type 1 Porcine
Collagen, Porcine Gelatin and PLGA 82/18, to support the development of a
product intended for the regeneration of cartilaginous tissues; and a cost analysis
was carried out for marketing the product. 18 samples were prepared, in different
proportions, with and without cross-linking with glutaraldehyde. The samples
were characterized physicochemically and mechanically. The results indicated
that the Porcine Gelatin and Collagen mixture is more promising than using pure
collagen. The blend with PLGA increases the mechanical resistance of materials
by more than 10 times while maintaining deformations of the same order or lower.
The x-ray diffractograms showed that the samples have amorphous
characteristics. The FTIR spectra indicated the presence of bands of functional
groups characteristic of PLGA, collagen and gelatin and no peaks related to
contamination were observed. In the in vitro cytotoxicity test, the samples showed
no toxicity. The cost of PLGA, despite being the highest of all raw materials, is
not decisive for the final value of the product. The formulations Collagen 50% +
Gelatin 50%, and Blend 5: PLGA 40% + (Collagen 75% + Gelatin 25%) 60%
proved to be more feasible from a manufacturing point of view, without difficulties

in elaboration and conformation and presented good compression results.
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1 - Introducgao:
1.1 - Tecido Cartilaginoso: Fungées e necessidade de

regeneragao

Lesdes na cartilagem articular sdo um problema clinico significativo, pois
sua capacidade de regeneracao espontanea é limitada. A cartilagem, composta por
condrocitos e uma matriz extracelular altamente especializada, desempenha um papel
crucial na lubrificacdo e amortecimento das articulagdes (1). Algumas fungdes da
cartilagem incluem sustentacéo, formacgao e crescimento dos ossos longos, formagao
de estruturas como o nariz e orelhas e produzem os componentes da matriz
extracelular. Algumas das lesbes da cartilagem incluem artrite degenerativa,
osteomalacia e costocondrite, que podem ocorrer principalmente devido ao
envelhecimento, obesidade ou trauma. Dependendo do avango da doenga, podem
ocorrer problemas adicionais como dor intensa e incapacidade fisica (2). A auséncia
de vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos na cartilagem dificulta sua reparagao
e contribui para o desenvolvimento de doengas degenerativas (3, 4, 5). Em caso de
lesdes graves, € necessaria a substituicido do tecido e a intervengao cirurgica,

amplamente usada na tentativa de preencher os defeitos cartilaginosos.

Neste sentido, pesquisadores da engenharia de tecidos tém investigado
novos biomateriais para o tratamento das lesdes condrais. Um estudo mostrou que
scaffolds preparados a base de colageno de pés de pato e PLGA (Poliacido latico-co-
glicélico) tiveram um efeito positivo para a regeneragao de cartilagem (6). O PLGA é
um polimero sintético com alta biocompatibilidade e biodegradabilidade e € utilizado
em sistemas de liberacao controlada de drogas e como scaffolds (7, 8). O colageno é
o principal componente responsavel pela estrutura da cartilagem, tem excelente

afinidade celular, € biocompativel e tem menor reagao de rejeigéo (9, 10).

Isto posto, a necessidade de estudo e desenvolvimento de biomateriais
que possam atuar como enxertos, implantes, e até promover a regeneracao
cartilaginosa é imprescindivel, dadas as implicagées que estas lesdes ocasionam,

como por exemplo, dor intensa e incapacidade fisica.



1.2 - Biomateriais

Biomateriais s&o materiais de origem natural ou sintética, projetados
para interagir com sistemas bioloégicos, com o objetivo de diagnosticar, tratar ou
restaurar fungdes bioldgicas. Esses materiais podem ser sodlidos, liquidos ou
semissolidos, e sao frequentemente utilizados em dispositivos médicos como
implantes, proteses e sistemas de liberagdo controlada de farmacos. A
biocompatibilidade, ou seja, a capacidade de um material induzir uma resposta
biolégica apropriada e previsivel, € um fator crucial na selegdo e design de
biomateriais. Exemplos incluem polimeros biodegradaveis, ceramicas bioativas e

tecidos biologicos de animais (11).

A histéria dos biomateriais se confunde com a histéria da medicina.
Desde as primeiras civilizagdes, a humanidade utilizava substancias naturais, como
plantas e animais, para tratar ferimentos e confeccionar proteses. Um exemplo
marcante € a sutura de ferimentos, praticada no antigo Egito ha cerca de 3.500 anos,
utilizando fios de linho e até mesmo ouro. Essa pratica ancestral demonstra a busca
constante da humanidade por materiais biocompativeis para interagir com o corpo
humano, um tema central na medicina moderna (12). A implantodontia possui raizes
profundas na histéria. Descobertas arqueoldgicas da civilizagcdo Maia, que remontam
a 600 a.C., revelam o uso inovador de implantes dentarios confeccionados com nacar,
uma substancia biocompativel extraida de conchas. Essa pratica, juntamente com o
emprego de metais preciosos como ouro e ferro por outras civilizagdes, e a utilizagéo
de madeira na ldade Média para substituicdo éssea com sucesso, revela a busca
incessante da humanidade por solugdes para a reposi¢ao de dentes e ossos perdidos.
(13).

A histéria da regeneragao éssea cita como os primeiros biomateriais o
titdnio, aco inoxidavel (entre os metais), polimetilmetacrilato e politetrafluoretileno
(entre os polimeros) e alumina e zircbnia (entre as ceramicas). Estes eram
classificados como bioinertes e comumente utilizados, uma vez que apresentavam

baixa reatividade bioldgica (14).

Quando comparados com biomateriais ceramicos ou metalicos, os
biomateriais poliméricos s&o mais interessantes devido a facilidade de fabricacao para

produzir formas variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), ao processamento



secundario, custo razoavel e disponibilidade em encontrar materiais com propriedades
mecanicas e fisico-quimicas desejadas para aplicagdes especificas (15). Eles estao
dentre os biomateriais mais utilizados na area médica (16). Dentre eles, destacam-se
polimeros biodegradaveis naturais, como colageno, alginato, fibrina, quitosana, acido
hialurénico; e polimeros biodegradaveis sintéticos, como poli (acido D,L-latico) (PLA),
poli(acido glicélico) (PGA), copolimero poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA),

policaprolactona (PCL) (14).

A formulagao de blendas poliméricas permite a criagdo de materiais com
propriedades personalizadas, combinando as caracteristicas de diferentes polimeros

para atender a requisitos especificos de diversas aplicagdes. (17).

Para selecionar um material polimérico, é importante considerar alguns
critérios, pois cada polimero apresenta propriedades especificas que irdo direciona-lo
para um determinado tipo de aplicacao (18). Neste sentido, as formas que as cadeias
podem assumir, a disposicdo das unidades monoméricas, a presenca ou nao de
grupos funcionais, a rigidez estrutural, a polaridade da cadeia e a massa molar do
polimero resultam em subclasses de compostos que podem apresentar
comportamentos distintos e com potencial de aplicagao visando diferentes finalidades
(16).

1.3 - Blendas Poliméricas

Blendas poliméricas sao materiais compostos por uma mistura fisica de
dois ou mais polimeros, permitindo a obtencdo de propriedades personalizadas
através da combinagao das caracteristicas de cada componente (19). A busca pelo
desenvolvimento de blendas €& bastante atraente devido as melhorias das
propriedades fisicas, fisico-quimicas e de processamento destes materiais,
comparadas as propriedades dos polimeros puros (20). Em resumo, as blendas
podem melhorar e controlar as propriedades mecanicas e bioldgicas através da
interacao entre as suas estruturas quimicas. Além das propriedades aprimoradas, a
formulacao de blendas poliméricas oferece a vantagem de ser mais econdmica, uma

vez que evita o alto custo do desenvolvimento de novos polimeros (21).



A miscibilidade € essencial na criacdo das blendas e influenciara
diretamente as suas propriedades e o seu desempenho. A for¢ca das interagdes entre
as moléculas dos polimeros, como por exemplo, as ligagdes de hidrogénio, determina
se a blenda sera uniforme (miscivel) ou se separara em diferentes fases (imiscivel ou
parcialmente miscivel). As blendas misciveis, onde os polimeros se misturam

completamente, sdo menos comuns e apresentam propriedades unicas (22).

A blenda miscivel segue a relagcédo de energia livre de Gibbs, conforme

equacao:
AGm =AHm-T. ASm <0

Equacao 1

que ¢é aplicavel sob condigdes isotérmicas e isobaricas. AGm, AHm e ASm
correspondem, respectivamente, a variagao da energia de Gibbs, entalpia e entropia

da mistura (m). Uma energia de Gibbs negativa € indicativo de blenda miscivel (23).

Uma evidéncia de miscibilidade das blendas, é a propriedade de
temperatura de transigao vitrea (Tg). Em blendas misciveis, observa-se uma unica Tg,
indicando a formagdo de uma fase homogénea. Por outro lado, em blendas
parcialmente misciveis, a presengca de duas Tgs intermediarias evidencia a
coexisténcia de fases distintas, com diferentes graus de mobilidade molecular. Ja em
blendas imisciveis, as Tgs dos polimeros puros sdo mantidas, indicando a completa
separacgao de fases. Essa relagdo entre a Tg e a miscibilidade conferem um papel

fundamental nas propriedades finais da blenda (24).

A maioria das blendas poliméricas € imiscivel. Neste caso, as
propriedades e morfologia sédo fortemente influenciadas pela uniformidade da
dispersao de fases. As misturas podem apresentar carater dispersivo ou distributivo
(25). As técnicas de processamento influenciam diretamente na forma como as fases
se distribuem no interior da blenda e conferem a complexidade no controle de

processo (25, 26).

Diante da complexidade do processo das blendas poliméricas imisciveis,
diversas estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar suas propriedades. Uma

abordagem eficaz é o emprego de agentes compatibilizantes, capazes de promover a



interagdo entre as fases imisciveis, reduzindo a tensao interfacial e aumentando a
adesdo entre os polimeros. Esses agentes podem ser incorporados através de
processos reativos, como a extrusio reativa, ou pelo acréscimo de copolimeros de
bloco, que possuem segmentos com afinidade por cada um dos polimeros da blenda.
A compatibilizagao resulta em uma melhoria significativa das propriedades mecanicas,
térmicas e de barreira das blendas, além de promover uma morfologia mais controlada
(27).

Estudos mostram que blendas poliméricas em formas de membranas e
hidrogéis, a base de colageno e quitosana podem ser utilizadas como biomateriais em
variadas aplicagdes, como veiculo de liberagao de drogas, bandagens, géis injetaveis,

membranas periodontais, entre outras (28).

Diante do exposto, o desenvolvimento de novas composi¢cdes de
blendas representa uma atividade promissora para obtencdo de biomateriais para
diversas aplicagbes médicas. Entre os candidatos de interesse, o colageno e gelatina,
por sua origem bioldgica, e o poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), vém sendo

intensivamente estudados para aplicacdes finalisticas.

1.3.1 -Colageno

O colageno, uma proteina fibrosa abundante em tecidos conjuntivos,
desempenha um papel fundamental na estrutura e fungdo de diversos orgaos e
sistemas do corpo humano. A biocompatibilidade e biodegradabilidade do colageno,
aliadas a sua capacidade de interagir com células e biomoléculas, o tornam um
biomaterial promissor para diversas aplicagbes biomédicas, como engenharia de
tecidos, cicatrizacéo de feridas e liberacao controlada de farmacos (29). O colageno
tem sido alvo de crescente interesse em pesquisas visando o aproveitamento de
subprodutos da industria de processamento de alimentos, como 0ssos, pele, escamas
e carcacas de peixes e animais terrestres. A exploracdo desse recurso natural
abundante busca otimizar a utilizagdo de matérias-primas e desenvolver novos

materiais com propriedades biocompativeis e biodegradaveis (30, 31).

A diversidade de isoformas que o colageno apresenta, cada qual

adaptada as especificidades funcionais do tecido onde se encontra, confere a sua



complexidade estrutural. Entretanto, a organizagdao molecular do colageno se inicia no
tropocolageno, uma tripla hélice formada por trés cadeias polipeptidicas entrelagadas.
Essa estrutura unica, rica em glicina, prolina e hidroxiprolina, confere ao colageno
suas propriedades mecanicas excepcionais, como resisténcia e flexibilidade,

essenciais para diversas fungdes bioldgicas. (32, 33).

As propriedades intrinsecas do colageno podem ser otimizadas por meio
de processos de reticulagcdo ou pela combinagdo com outros polimeros em
formulacbes de blendas. Essa estratégia permite a obtengcdo de biomateriais com
caracteristicas personalizadas, adequados para o desenvolvimento de implantes,

curativos e regeneradores teciduais (34, 35).

1.3.2 - Gelatina

A gelatina, um biopolimero obtido pela hidrdlise parcial do colageno, tem
se destacado como um biomaterial de grande interesse devido as suas propriedades
unicas. Sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de formar géis
tridimensionais a tornam um material promissor para diversas aplicagdes biomédicas
e farmacéuticas. A gelatina € comumente extraida de fontes animais como pele de
porco (46%), couro bovino (29%) e ossos de bovinos e suinos (23%), sendo a pele de
porco a fonte mais utilizada (36,37). A natureza hidrofilica da gelatina, com teor de
umidade variando entre 8% e 13% e densidade relativa entre 1,3 e 1,4 g/mL, confere
ao material propriedades de formacgdo de gel que sado fundamentais para suas

aplicacdes (36).

A gelatina, em solugcdo aquosa, demonstra carater anfétero, atuando
como acido ou base em funcdo do pH do meio. Essa propriedade é atribuida a
presencga de aminoacidos ionizaveis em sua estrutura. A gelatina bovina, em particular,
apresenta um perfil de aminoacidos caracterizado por uma alta proporcao de residuos
apolares (glicina, alanina, prolina, valina e leucina), conferindo-lhe caracteristicas
hidrofébicas. Concomitantemente, a presenca de aminoacidos carregados
positivamente (lisina, arginina, histidina) e negativamente (aspartato e glutamato)
permite sua ionizacdo em diferentes condicdes de pH. E importante destacar a
auséncia de triptofano e a deficiéncia em isoleucina, treonina, metionina e

aminoacidos sulfurados (cisteina e cistina) na composigao da gelatina bovina, o que



influencia suas propriedades fisico-quimicas e aplicagdes. (38). A composigcdo de
aminoacidos da gelatina é altamente influenciada pela natureza da matéria-prima e
pelas condigdes do processo de extragdo. O pré-tratamento alcalino, por exemplo,
modifica a glutamina para acido glutdmico e a asparagina para acido aspartico.
Consequentemente, a gelatina tipo B, obtida por meio de um pré-tratamento alcalino,
apresenta um conteudo significativamente maior desses aminoacidos em comparagao
a gelatina tipo A (37,38).

A associagdo de gelatina e colageno em formulagdes de biomateriais
tem demonstrado um grande potencial para a engenharia de tecidos. Essa
combinagao sinérgica confere aos biomateriais resultantes propriedades unicas, tais
como biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de promover a adeséo e
proliferacdo celular, tornando-os candidatos promissores para diversas aplicagdes

regenerativas.

1.3.3 -PLGA

O poli(acido latico-co-acido glicolico), usualmente PLGA, é um
copolimero sintético proveniente dos polimeros Poli(acido D,L-latico) (PLA) e do
Poli(acido glicélico) (PGA). Utilizou-se o PLGA 82/18, onde 82/18 € a raz&o molar
lactideo/glicolideo (porcentagem em massa dos dois mondmeros constituintes). A
formula molecular é [(CeHsOa4)x(C4H4O4)yln]. Devido a sua biodegradabilidade
controlavel, biocompatibilidade e propriedades mecanicas ajustaveis, tem sido
amplamente empregado na area biomédica. Sua aprovacgao pela US Food and Drug
Administration o posiciona como um polimero de referéncia em diversas aplicagdes,
como em suturas, sistema de liberagdo de farmacos, dispositivos de fixagcao
ortopédica e como substituto 6sseo. Todavia, o fato de n&o induzir a formagao de
apatitas em fluido corporal simulado e ter baixa osteocondutividade, restringem seu
uso em aplicagdes que requerem interacao ativa com o tecido 6sseo. Para superar
essa limitacdo, o PLGA é mais utilizado combinado com outros materiais bioativos,
como ceramicas e biovidros, objetivando acelerar a regeneragao tecidual (39, 40).

Ao contrario dos polimeros naturais, os polimeros sintéticos néao
oferecem risco de transmissdo de patdogenos de origem animal e imunogenicidade.

Apresentam também vantagens nas propriedades fisicas e de degradagéo



controladas, bem como propriedades fisicas e mecanicas reprodutiveis e produtos de

degradagao atoxicos (41, 39).

As propriedades fisico-quimicas e mecanicas do PLGA sio fortemente
influenciadas por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos. A massa molar, a razao
molar lactideo/glicolideo, o grau de cristalinidade e a pureza do polimero sao
caracteristicas intrinsecas que determinam propriedades como temperatura de
transicdo vitrea, mddulo elastico e taxa de degradacdo. Adicionalmente, o
processamento, que inclui as condigdes de moldagem e a morfologia da peca
(tamanho, forma e porosidade), exerce um papel crucial na definicdo das propriedades

finais do material.

A hidrofobicidade do PLGA é diretamente relacionada a proporcéo de
acido latico e acido glicolico na cadeia polimérica. A presenga do grupo metil no acido
latico confere maior carater hidrofébico ao polimero em comparagao ao acido glicélico.
Consequentemente, copolimeros ricos em acido latico apresentam menor
hidrofilicidade e taxas de degradagdo mais lentas. A solubilidade do PLGA em
solventes organicos €é também influenciada pela composicdo monomérica.
Copolimeros com menor teor de acido glicélico sdo mais soluveis em solventes
clorados, como cloroférmio e diclorometano, além de outros solventes orgénicos como
tetrahidrofurano, acetona, etil acetato e dioxano (42). Uma das grandes vantagens do
uso do PLGA como biomaterial € o potencial de conformacdo, mesmo em baixas

temperaturas, e suas boas propriedades mecanicas (39).

A degradacao deste copolimero in vivo ocorre por uma reagao de
desesterificagao, formando os acidos lactico e glicélico, que sao absorvidos durante o
metabolismo do corpo. O acido lactico forma lactato, que naturalmente é intermediario
ou produto do metabolismo de carboidrato, € eliminado pelo ciclo do &acido
tricarboxilico. O acido glicélico forma glicolato e é convertido a metabolitos eliminados

naturalmente (43, 42).

Diversos estudos tém investigado as propriedades e aplicagdes de
blendas de PLGA e colageno. Um estudo avaliou a influéncia da adigao de colageno
em blendas de PLGA para aplicagdes oftalmicas. Esse estudo mostrou que a
biocompatibilidade, absorvibilidade, baixa toxicidade, interagdes quimicas favoraveis,

associadas as propriedades positivas de PLGA e colageno, a combinagao desses



polimeros pode ser uma estratégia interessante para pesquisa e desenvolvimento de

novos estudos aplicaveis em sistema de sustentacéo e liberagao de farmacos (44).

1.3.4 - Glutaraldeido

O glutaraldeido € um agente de reticulagdo amplamente utilizado em
estudos de formacgdo de blendas e compdsitos, com o objetivo de melhorar a
compatibilidade entre as diferentes fases desses materiais. Essa estratégia, em geral,
resulta em um aumento significativo da resisténcia mecénica. O glutaraldeido € um
dialdeido alifatico de férmula molecular CsHsO2 e estrutura CHO-(CH2)3-CHO, é
apreciado por sua versatilidade e pela baixa toxicidade apés reagao. Sob condi¢des
normais, apresenta-se como um liquido oleoso incolor ou cristais, com baixa
viscosidade e boa solubilidade em agua e diversos solventes organicos. Devido a sua
alta reatividade, o glutaraldeido € suscetivel a polimerizagdo em presencga de agua ou
sob aquecimento, além de sofrer oxidagdo quando exposto ao ar. No entanto, é

estavel sob a agéo da luz (45).

O glutaraldeido é muito reativo com diversos grupos funcionais,
destacando-se sua forte interagcdo com grupos amino (NH2). Interage também com os
grupos hidroxila (OH). Essa reatividade se deve a presencga de dois grupos aldeido
em sua estrutura, capazes de formar ligagdes cruzadas com os grupos amino livres
de compostos, originando bases de Schiff (C=N) ou a-hidroxiaminas (HO-C-NH2).
Além disso, o glutaraldeido interage em menor extensao, com grupos tiol (46). Ao
interagir com proteinas em solugdo aquosa, o glutaraldeido promove a formagao de
duplas ligagdes etilénicas conjugadas, resultando em ligagdes cruzadas (47, 48). Este
fato ganha apoio pela estabilidade desta interagao, que € irreversivel e resistente a
variagoes de pH e temperatura, o que normalmente nao é observado para interacoes

que envolvem uma base de Schiff (48).
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FIGURA 1.1: Possivel Esquema de reticulagdo dos grupos amino do
Colageno e Gelatina e do grupo OH do PLGA com o Glutaraldeido. Adaptada de Han
WH et al (49).

1.4 - Este trabalho

O desenvolvimento de materiais biocompativeis, com propriedades
adequadas para regeneragao tecidual e potencial de bioabsorcdo, exige a
consideragao de diversos fatores, incluindo a disponibilidade de matéria-prima em
grande escala e alta pureza. Nesse contexto, a proposta de um biomaterial a base de
colageno que visa a regeneracgao de tecidos cartilaginosos, apresenta-se como uma
alternativa promissora, alinhada as necessidades do mercado e ao direcionamento e
capacidade produtiva do Departamento de Quimica da DMC Importacéo e Exportagao

de Equipamentos LTDA.

Para este fim, foram desenvolvidas formulagdes como misturas e
blendas com colageno porcino, gelatina porcina e PLGA, e usou-se o glutaraldeido
como agente reticulante. Esta escolha é um alicerce para a criagdo de um produto
inovador para a empresa, que pode ser fabricado com o uso das infraestruturas ja
existentes, agregando valor a sua linha de atuagéo e atendendo a crescente demanda

por biomateriais.

2 - Objetivos:

Este trabalho apresenta dois objetivos centrais:
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1. Desenvolver uma formulagcédo potencialmente biocompativel com incremento
da resisténcia mecanica, a partir de colageno, para suporte ao
desenvolvimento de um produto destinado a regeneracdo de tecidos

cartilaginosos.

2. Realizar, em carater preliminar, a projecédo de custos de operagao, produgao
e comercializacdo do material como produto para o mercado médico-

odontoldgico.
Objetivos especificos:

a. Selecionar matérias-primas e materiais de embalagem regularizados na

ANVISA para uso em dispositivos médicos;

b. Estabelecer método de fabricagcdo e processamento com a infraestrutura

oferecida pela empresa;

c. Realizar a caracterizagao fisico-quimica e ensaio de compressao dos

materiais obtidos;
d. Realizar ensaio de citotoxicidade in vitro.

e. Obter um banco de dados iniciais como embasamento para o futuro

desenvolvimento de um produto possivel de registro na ANVISA.

3 - Metodologia:

3.1 - Matérias-primas utilizadas

Para o preparo das formulagdes foram utilizadas as seguintes matérias-

primas:
- Colageno Porcino, tipo |, da Bonding Chemical;
- Gelatina Porcina, tipo 1, da Sigma Aldrich;
- PLGA 82/18, da Purasorb.

- Glutaraldeido, da Sigma Aldrich (agente reticulante).
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3.2 - Preparo das misturas de colageno e gelatina, com e

sem glutaraldeido

Foram elaboradas 12 formulagdes com diferentes porcentagens de
colageno e gelatina dissolvidos em tampao fosfato (pH=7,2) para fazer um estudo
comparativo. Estas formulagdes foram feitas com e sem glutaraldeido. Foi utilizado o

glutaraldeido em duas concentragdes diferentes para estudo comparativo.
As formulagdes ficaram seguinte maneira:
- Amostra A 17: Colageno 100%: 10g de colageno + 25mL de tampéo fosfato.

- Amostra A18: Colageno 100% + 0,5% de glutaraldeido: 10g de colageno + 25 mL de

tampéao fosfato + 0,2 mL de glutaraldeido (solugao 25%).

- Amostra A19: Colageno 100% + 1% de glutaraldeido: 10g de colageno + 25 mL de

tampao fosfato + 0,4 mL de Glutaraldeido (solugao 25%).

- Amostra 1: Colageno 75% + Gelatina 25%: 7,59 de colageno + 2,5g de Gelatina +

25 mL de tampao fosfato.

- Amostra 4: Colageno 75% + Gelatina 25% + 0,5% de glutaraldeido: + 7,5g de
colageno + 2,5g de Gelatina + 0,2 mL de glutaraldeido (solu¢do 25%) + 25 mL de

tampao fosfato.

- Amostra A15: Colageno 75% + Gelatina 25% + 1% de glutaraldeido: 7,5g de
colageno + 2,5g de gelatina + 0,4 mL de Glutaraldeido (solugado 25%) + 25 mL de

tampao fosfato.

- Amostra 3: Colageno 50% + Gelatina 50%: 5g de colageno + 5g de gelatina + 25 mL

de tampéao fosfato.

- Amostra 5: Colageno 50% + Gelatina 50% + 0,5% de glutaraldeido: 5,0g de colageno
+ 5,09 de gelatina + 0,2 mL de glutaraldeido (solugéo 25%) + 25 mL de tampéao fosfato.

- Amostra 6: Colageno 50% + Gelatina 50% + 1% de glutaraldeido: 5g de colageno +
5g de gelatina + 0,4 mL de Glutaraldeido (solugédo 25%) + 25 mL de tampao fosfato.

- Amostra 2: Gelatina 100% em tampéao fosfato: 10g de gelatina + 25mL de tampé&o

fosfato.
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- Amostra A14: Gelatina 100% + 0,5% de glutaraldeido: 10g de gelatina + 25 mL de

tampéao fosfato + 0,2 mL de glutaraldeido (solugao 25%).

- Amostra A16: Gelatina 100% + 1% de glutaraldeido: 10g de gelatina + 25 mL de

tampao fosfato + 0,4 mL de Glutaraldeido (solugao 25%).

Para a caracterizacdo, as amostras foram divididas em grupos com a
finalidade de realizar uma avaliagao eficaz dos resultados. Como ponto de partida,

foram caracterizadas as matérias-primas para comparagao com as amostras.

Os grupos das misturas e blendas foram divididos conforme as figuras

abaixo.

Amostra 14: PLGA.

Amostra 15: Colageno Porcino. —— | matérias-primas | — Grupo 1

Amostra 16: Gelatina Porcina.

Amostra A 17: Colageno 100%

Amostra A 18: Colageno 100% + 0,5% de glutaraldeido — Grupo 2

Amostra A 19: Colageno 100% + 1% de glutaraldeido

Amostra 1: Coldgeno 75% + Gelatina 25%

Amostra 4: Coldgeno 75% + Gelatina 25% + 0,5% de glutaraldeido. — GTUDO 3

Amostra A 15: Colageno 75% + Gelatina 25% + 1% de glutaraldeido

Amostra 3: Colageno 50% + Gelatina 505 em tampdo fosfato.

Amostra 5: Colageno 50% + Gelatina 505 + 0,5% de glutaraldeido. — G rupo 4

Amostra 6: Colageno 50% + 505 Gelatina + 1% de glutaraldeido.

Amostra 2: Gelatina 100% em tampao fosfato.

Amostra A 14: Gelatina 100% + 0,5% de glutaraldeido — Gru po 5

Amostra A 16: Gelatina 100% + 1% de glutaraldeido

FIGURA 3.1: Separagcdo por grupo de amostras das misturas de
Colageno e Gelatina, sem glutaraldeido e com glutaraldeido, partindo das matérias-

primas utilizadas.

GITTETDEAEIE D S IS CH R D Gt ———— | Grupo 6
Amostra A 9.1; Blenda 3.1: PLGA 40% + Coldgeno 60% com glutaraldeido 1% P

Amostra 11: Blenda 5: PLGA 40% + (Colagenco 75% + Gelatina 25%) 60%
Amostra A 11.1 Blenda 5.1: PLGA 40% + (Coldgeno 75% + Gelatina 25%) 60% com — Grupo 7

glutaraldeido 1%.

Amostra 13: Blenda 7: PLGA 40% + (Coldgenc 50% + Gelatina 50%) 60% — Grupo 8
Amostra A 13.1 Blenda 7.1: PLGA 40% + (Coldgeno 50% + Gelatina 50%) 60% com p

glutaraldeido 1%

FIGURA 3.2: Separagcdo por grupo de amostras das blendas de

PLGA/colageno e PLGA/colageno e gelatina, sem glutaraldeido e com glutaraldeido.
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A identificacdo das amostras ndo obedeceu a uma ordem numeérica
sequencial devido a separagao por grupos e porque optou-se por manter a
identificacao inicial dos testes preliminares, nos quais havia um numero maior de

amostras (ndo descritas aqui).

A fragilidade das formulag¢des colageno 100%, com e sem glutaraldeido,
dificultou bastante a conformacgao destas amostras. Ja no grupo das blendas, houve
dificuldade na conformagao das amostras com a adigdo do glutaraldeido devido a alta

rigidez que estas amostras apresentaram.

-
Amertna. 13y
Bopda, F.1

(a) (b) (c)

FIGURA 3.3: (a) Amostra Colageno 100%, (b) Amostra Colageno 100%

com 0,5% de Glutaraldeido, (c) Amostra Colageno 100% com 1% de Glutaraldeido

Nao foi possivel avaliar as amostras Gelatina 100% + 0,5% de
Glutaraldeido e Gelatina 100% + 1% de Glutaraldeido. A adicdo do glutaraldeido
deixou as amostras extremamente enrijecidas, impossibilitando a conformagéo e

posterior analise.
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FIGURA 3.4: (a) Amostra Gelatina 100% + 0,5% de glutaraldeido, (b)
Gelatina 100% + 1% de glutaraldeido.

3.2.1 - Preparo da solug¢ao de Tampao Fosfato (pH=7,2)
Para 500 mL de solugéo:
- 3,4 g de Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4);
- 0,524 g de Hidroxido de sodio (NaOH);

- 0,9 g de Metilparabeno (CsHsOs3) (hidratado em almofariz e pistilo com 10 mL de agua
para injetaveis); e,

- Agua para injetaveis até completar 500 mL.

3.2.2 -Modo de preparo das formulagées das misturas

a. Apos a pesagem, os pos foram misturados e solubilizados com o tampao
fosfato, a 4013 °C em banho maria, sob agitagdo manual com bastédo de vidro,
por 20+3 minutos.

b. Adicionou-se o glutaraldeido (nas formulagdes correspondentes) e agitou-se
com bastao de vidro por 2+0,5 minutos.

c. Finalizado o tempo de banho-maria, foi distribuida nas formas metalicas,

pesando-as, conforme descrito no processo de liofilizagao (item 3.2.3).
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Foi realizado o processo de liofilizagao.

3.2.3 -Processo de Liofilizagao

O processo de liofilizagao foi realizado com base no protocolo interno da

empresa para produtos de uso médico em esponjas (liofilizagdo), que pode ser

visualizado no Sistema SE Suite (Softexpert) - Médulo de Documentos (50). Conforme

descricdo abaixo:

a.

As amostras foram adicionadas em formas metalicas na balancga, tarando-a e
foi adicionado de 20,0£0,3 gramas do produto em cada uma. A forma com o
produto foi adicionada no suporte metalico (Figura 3.5 A);

Repetiu-se o processo até envasar todas as formas (Figura 3.5 B). Em seguida,
cobriu-se as formas com a manta de silicone (Figura 3.5 C) e na sequéncia, a
placa metalica (Figura 3.5 D);

Foram inseridas as porcas tipo borboleta na rosca da placa metalica (Figura
3.6 A) e fechadas com o auxilio de um torquimetro (Figura 3.6 B) (acoplado ao
bit GLIM-0027) em 100 cN.m e realizado o aperto de forma cruzada (diagonais
opostas) (Figura 3.6 C);

A placa montada foi levada para o congelamento no ultrafreezer por 48+0,5
horas a -38 °C £ 2 °C;

Finalizado o processo de congelamento, a placa montada foi retirada do freezer
e com o auxilio de uma chave inglesa, desrosqueou-se as porcas borboleta,
retirou-se a placa metalica e a manta de silicone;

As formas com o material congelado foram transferidas para uma bandeja
metalica e inseridas no liofilizador;

Iniciou-se o processo de liofilizacdo, com os patamares previamente

programados, seguindo as instru¢des de programacao do liofilizador.

Finalizado o processo de liofilizacédo, o produto foi retirado dos suportes

e moidas em moinho de facas para a caracterizacao fisico-quimica.
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(A), sl o

FIGURA 3.5: Sequéncia de montagem no suporte para envase. (A)
Suporte metélico; (B) Disposicdo das formas metalicas envasadas no suporte
metalico; (C) Encaixar da manta de silicone sobre o suporte das formas metalicas e

(D) Insercao da placa metalica por cima da manta de silicone.

FIGURA 3.6: Sequéncia de fechamento das porcas borboletas para a
etapa de congelamento. (A) Suporte com as porcas borboletas posicionadas; (B)

torquimetro regulado e (C) Fechamento das porcas borboletas.

3.3 - Preparo das blendas

Foram elaboradas 6 formulagdes com 40% de PLGA e diferentes
porcentagens de colageno e gelatina, dissolvidos em diclorometano, para fazer um

estudo comparativo. As formulagdes foram as seguintes:

- Amostra 9: Blenda 3: PLGA 40% + Colageno 60%: 35g de PLGA + 102,5g de

Colageno + 295g de Diclorometano.
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- Amostra 9.1: Blenda 3.1: PLGA 40% + Colageno 60% com glutaraldeido 1%: 33,69
de PLGA + 102,5g de Colageno + 5,489 da solucéo de Glutaraldeido a 25%.

- Amostra 11: Blenda 5: PLGA 40% + (Colageno 75% + Gelatina 25%) 60%: 359 de
PLGA + 77g de Colageno + 25¢g de Gelatina + 2959 de Diclorometano.

- Amostra 11.1: Blenda 5.1: PLGA 40% + (Colageno 75% + Gelatina 25%) 60% com
glutaraldeido 1%. 33,6g de PLGA + 77g de Colageno + 25,5g de Gelatina + 295g da

solugao de Glutaraldeido a 25%.

- Amostra 13: Blenda 7: PLGA 40% + (Colageno 50% + Gelatina 50%) 60%: 359 de
PLGA + 51,259 de Colageno + 51,259 de Gelatina + 395g de Diclorometano.

- Amostra 13.1: Blenda 7.1: PLGA 40% + (Colageno 50% + Gelatina 50%) 60% com
glutaraldeido 1%: 35g de PLGA + 51,25g de Colageno + 51,25g de Gelatina + 295¢g

de Diclorometano + 5,489 de solug¢ao de Glutaraldeido a 25%.

3.3.1 - Modo de preparo das formulagoes das blendas
As formulagdes foram preparadas da seguinte maneira:

. Pesou-se separadamente o PLGA e diclorometano e foram transferidos para um
béquer;

. Em uma capela de exaustdo, solubilizou-se o PLGA com o diclorometano, sob
agitacdo mecanica lenta (1000 rpm, modo torque), a 252 °C, por 30,5 horas;

. Adicionou-se o colageno ou colageno e gelatina, vagarosamente, mantendo-se a
agitacdo mecanica lenta, por 10,2 horas;

. Adicionou-se o glutaraldeido (nas amostras correspondentes), mantendo-se a
agitacao por 2+0,5 minutos;

. As amostras foram acondicionadas em refratario de vidro, formando uma fina camada
e deixadas na capela por 24+0,5 horas para secar;

Depois, o material foi cortado em pedagos pequenos de 1x1 cm e seco em estufa a
40+2°C por 30,2 dias;

g. Logo, as amostras foram moidas em moinho de facas (IKA);

. Por ultimo, as amostras foram transferidas para os microtubos para a caracterizagcao

fisico-quimica.
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FIGURA 3.7: Amostras acondicionadas e identificadas nos microcubos para

caracterizagao fisico-quimica.

3.4 - Caracterizagao fisico-quimica

A caracterizagao das amostras obtidas foi feita por difracdo de raios X,
espectroscopia na regido do infravermelho, microscopia eletrénica de varredura,
espectroscopia de energia dispersiva, analise termogravimétrica com calorimetria
exploratdria diferencial. Também foram realizados ensaios mecéanicos de resisténcia
compressao normal e diametral, ensaio de intumescimento e ensaios de citotoxicidade

in vitro.
3.4.1 - Difragao de raios X (DRX)

O difratdmetro de raios X utilizado foi um equipamento Shimadzu XRD-
6000 com radiacdo CuKa (A=1.45 nm). A difracdo de raios X mede o grau de
cristalinidade da amostra. Quanto maior é o grau de cristalinidade, mais estreito e
definido € o pico. As amostras foram colocadas sobre uma placa de vidro e medidas
com angulo 26 em relagéo a superficie da amostra, em um intervalo de 10 a 70°, com
variagdo de 1°/min-', empregando-se 30 kV e 30 mA. Esta andlise permite o estudo

da estrutura cristalina do material (51,52).



20

3.4.2 - Espectroscopia vibracional na regiao do

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em Espectrémetro de
Infravermelho Médio com Transformada de Fourier, modelo Vertex 70, marca Bruker
(Germany), na faixa de nimero de onda entre 4000 e 400 cm™. Foi utilizado o
acessorio para medida da Reflectédncia Total Atenuada (ATR - Attenuated Total
Reflectance), com cristal de diamante. Estas medidas foram realizadas para verificar

qualitativamente os grupos funcionais dos materiais (53).

3.4.3 - Microscopia eletréonica de varredura (MEV) e

Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Foi utilizado o Microscépio Eletrénico de Varredura JSM- 6510/JEOL.
As amostras moidas foram colocadas em suportes metalicos (stub), o material foi
fixado no suporte com fitas dupla-face de carbono. Foi utilizado o detector de EDS
6742A/Thermo Scientific acoplado ao Microscopio Eletronico de Varredura para

realizacdo de analises pontuais nas amostras (54).

3.4.4 -Analises térmicas (TGA com DTG; DSC)

A andlise por termogravimetria (TGA) foi realizada a uma razédo de
aquecimento de 10°C min-',de aproximadamente 25°C até 700°C, em cadinho de
platina ndo selado e atmosfera de ar sintético a uma vazao de 60 mL min~'. O
equipamento empregado foi o Analisador Termogravimétrico TGA Q500, TA
Instruments. Esse equipamento também fornece os dados das derivadas das massas

para melhor acompanhamento de perda ou ganho de massa (DTG).

Analises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio a uma vazao de
50 mL.min"", em cadinho de aluminio selado, utilizando calorimetro Diferencial de
Varredura DSC Q100, TA Instruments. As andlises dos DSC foram realizadas
seguindo trés etapas: a primeira de aquecimento de -30 a 100°C a taxa de 10°C
min', seguida pelo resfriamento de 100°C a -30°C, a taxa de 10°C min-',e por ultimo,
foi aquecido novamente -30 a 100°C a taxa de 10°C min-' (51,52).
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Os parametros de processo das analises térmicas foram escolhidos em

funcao dos seguintes fatores:

1. Conhecer o comportamento das amostras em condi¢des de trabalho, como
o processo de aquecimento em banho maria a 40°C e liofilizagdo, no qual
as amostras passam por congelamento em ultrafreezer a - 40°C e;

2. Um requisito interno do departamento de garantia da qualidade é o
conhecimento de possiveis alteragcdes de condi¢cdes de temperaturas em
transporte e armazenamento, ou seja, é importante ter conhecimento prévio

do comportamento do produto, caso nao haja temperatura controlada.

3.4.5 -Ensaios de resisténcia mecanica

As amostras foram caracterizadas por meio dos ensaios mecanicos de
resisténcia a compressao normal e diametral. Foi utilizada a maquina de ensaio
mecanico universal (EMIC DL 3000- Instron Corp., Canton, MA) com célula de carga
de 3000 kgf. Os calculos deste ensaio foram baseados na norma ASTM D638-14 (55)

e fornecem a tensao de ruptura (o, MPa), conforme a Equacgao 2:

Equacéo 2

Onde F (N) é a carga instantanea aplicada em dire¢cdo perpendicular a
secao reta da amostra e Ao representa a area da secao reta original antes da aplicagao
da carga (m?) (55). A deformagao de engenharia € (MPa) pode ser calculada através

da Equacéo 3:

Equacéao 3

No qual, /i = comprimento instantaneo e /, = comprimento inicial.
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3.4.5.1 - Preparo dos corpos de prova

Para a conformacao dos corpos de prova, as amostras foram moldadas

em forma de silicone hexagonal, com medidas de 20mm de altura e 20 mm de largura.

FIGURA 3.8: a) Forma de silicone hexagonal usada para conformacéao
dos corpos de prova, b) amostra de mistura de colageno e gelatina, c) e d) tomadas
de medida das amostras.

3.4.6 -indice de Intumescimento (li%) (56)

A determinacdo do indice de intumescimento das amostras foi realizada

da seguinte maneira:
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1. Pesou-se as amostras em balanga analitica.

2. Imergiu-se em recipientes contendo soro fisiolégico e manteve-se por
diferentes intervalos de tempo a temperatura ambiente. 1, 5, 10, 20, 30 e 60
minutos de imersao.

3. Cumpridos os intervalos de tempo, as amostras foram removidas dos
meios com auxilio de pinga e enxugadas cuidadosamente entre duas folhas de papel de

filtro.

Para o calculo do indice de intumescimento (/i%), utilizou-se a equagao 4:

1% = Peso final — peso inicial « 100
Peso inicial

Equacao 4
3.4.7 -Ensaio de Citotoxicidade in vitro

Conforme as ISO 13485 (Medical Devices) e NBR ISO 10993-1 de
05/2022 (Avaliagao biolégica de dispositivos médicos - Parte 1: Avaliacao e ensaios
dentro de um processo de gerenciamento de risco), os ensaios de citotoxicidade in
vitro foram realizados no Instituto NUPEN, seguindo o Teste de Reatividade Bioldgica
in vitro — Método de difusdo em agar, conforme Farmacopeia Brasileira, 52 ed., 2010.
O experimento consiste em semear células de tecido conjuntivo de camundongo
(CCIAL 020) em placas de Petri e incuba-las por 48 horas para formacéo de
monocamada celular. O meio de cultura liquido é substituido pelo meio de cobertura
solido e fragmentos das amostras sdo colocadas sobre este meio e as placas
novamente incubadas por 24 horas para observagao macro e microscopicamente o
indice de Grau de Reatividade Biolégica. As amostras foram testadas em triplicatas

em placas separadas.

3.4.8 -Analise preliminar de custos de produgao

Nesta etapa foi feita, a critério preliminar, a analise de custos de
producado em bancada do material e em estimativas paramétricas de produgéo piloto.

Foi contabilizada formalmente cada etapa de processamento, levantando-se em conta
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custos das matérias-primas, de processo, de mao-de-obra, de impostos aplicaveis e

estimou-se o preco final.

Esta etapa é crucial em uma empresa, uma vez que € necessario
considerar desde as etapas de pesquisa e desenvolvimento, tecnologias envolvidas,
custos de registro, certificagcbes, marketing e vendas, até os custos da fabricacao,

como, matérias-primas, processamentos, equipamentos, impostos e mao de obra.

4 - Resultados e discussao

4.1 - Difracao de raios x

A figura 4.1 mostra os difratogramas das amostras colageno 100% e
gelatina 100%. Conforme a legenda, tem-se (a) Matéria-prima Colageno Porcino; (b)
Formulacdo de Colageno 100% em Tampéo Fosfato; (c) Formulagdo de Colageno
100% em Tampéo Fosfato com 0,5% de Glutaraldeido; (d) Formulagéo de Colageno
100% em Tampéo Fosfato com 1% de Glutaraldeido; (e) Matéria-Prima Gelatina
Porcina e (f) Formulacdo de Gelatina 100% em Tampé&o Fosfato. Observa-se que
todos os padrbes tém o mesmo comportamento, com bandas largas devido as

amostras serem amorfas.
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(a) Colageno Porcino - Matéria-Prima em po6
—— (b) Colageno 100% em Tampao Fosfato

(c) Colageno 100% com 0,5% de Glutaraldeido
(d) Colageno 100% com 1% de Glutaraldeido
(e) Gelatina Porcina - Matéria-Prima em po6

(f) Gelatina 100% em Tampéao Fosfato

70

()

FIGURA 4.1: Difragdo de Raios x do grupo Colageno 100% e Gelatina

100%, com e sem glutaraldeido, com a legenda.
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Intensidade (cps)

20 (graus)

(a) Colageno Porcino

(b) Gelatina Porcina

(c) Colageno 75% + Gelatina 25%

(d) Colageno 75% + Gelatina 25% + Glutaraldeido 0,5%
(e) Colageno 75% + Gelatina 25% com Glutaraldeido 1%

(f) Colageno 50% + Gelatina 50%
(g) Colageno 50% + Gelatina 50% + Glutaraldeido 0,5%

(h) Colageno 50% + 50% Gelatina + Glutaraldeido 1%

FIGURA 4.2: Difragdo de Raios X do grupo de misturas de colageno e

gelatina, com e sem glutaraldeido, com a legenda.

Neste grupo (FIGURA 4.2), tem-se novamente as matérias-primas
Colageno e Gelatina para comparagdo com as misturas Colageno — Gelatina, com e
sem glutaraldeido. Observa-se que todos os padrdes tém comportamento muito

parecidos, com bandas largas devidas a caracteristica amorfa.

No grupo das blendas (FIGURA 4.3), a amostra (a) € a matéria-prima
PLGA, que apresenta alguns picos de cristalinidade, porém, ndo sdo bem definidos.
As amostras (b) e (c), que sdo as matérias-primas Colageno Porcino e Gelatina

Porcina, ndo apresentam picos pois sdo amorfas. As amostras (d) e (e); (f) e (9); e, (h)
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e (i), sdo blendas sem e com glutaraldeido, nas quais podem ser observados a

presenca de ruidos, porém todos amorfos.
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(e) BLENDA 3.1: PLGA 40% + COLAGENO 60% COM GLUTARALDEIDO 1%

~— (f) BLENDA 5: PLGA 40% + (COLAGENO 75% + GELATINA 25%) 60%
——— (g) BLENDA 5.1: PLGA 40% + (COLAGENO 75% + GELATINA 25%) 60% COM GLUTARALDEIDO 1%

~——— (h) BLENDA 7: PLGA 40% + (COLAGENO 50% + GELATINA 50%) 60%
(i) BLENDA 7.1: PLGA 40% + (COLAGENO 50% + GELATINA 50%) 60% COM GLUTARALDEIDO 1%

60

70

FIGURA 4.3: Difracdo de Raios X do grupo das blendas, com e sem

glutaraldeido, com a legenda.
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4.2 -DSC: Caloria Diferencial de Varredura

No grupo das amostras colageno 100% e gelatina 100% (FIGURA 4.4),
observa-se o comportamento das amostras de Colageno Porcino, Colageno 100% em
tampéao fosfato, Colageno 100% + glutaraldeido 0,5%, Colageno 100% + glutaraldeido
1%, Gelatina Porcina e Gelatina 100% em tampéo fosfato. Na primeira rampa de -30
a 100°C (em preto), nota-se uma transicdo que provavelmente refere-se a
desnaturacao do colageno, que ocorre por volta de 58°C (21), mas que apés o
congelamento, como mostrado na 22 rampa (em vermelho) e reaquecimento na 32

rampa (em verde), ndo se observa mais.
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Colageno Porcino \
Colageno 100% em Tampao Fosfato \1

Colageno 100% + Glutaraldeido O'S%RJ

|

|

DSC (Wig)

|

Colageno 100% + Glutaraldeido 1%
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Gelatina Porcina ﬂ

Endo

Gelatina 100% em tampéao fosfato

v I v I v I v I v I v I v 1
-20 0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Rampa (10.00 °C/min) -30 a 100.00 °C
Rampa (10.00 °C/min) 100 a -30.00 °C
Rampa (10.00 °C/min) -30 a 100.00 °C

FIGURA 4.4: Curvas de DSC do grupo do grupo Colageno 100% e

Gelatina 100%, com e sem glutaraldeido, com legenda.

No grupo das misturas de Colageno e Gelatina (FIGURA 4.5) tem-se
novamente as matérias-primas Colageno e Gelatina para comparagdo com as

misturas, com e sem glutaraldeido. Novamente observa-se uma transicdo, sem o
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ponto de inflexdo da curva, em aproximadamente 50°C (desnaturagdo do colageno)
(21), que néo é observada ap6s o congelamento e reaquecimento (em verde). O
comportamento de todas as amostras foi bastante parecido, mesmo com a presenca

do glutaraldeido.

O grupo das blendas (FIGURA 4.6), no caso do PLGA, na 12 rampa de -
30 a 100°C (em preto) se observa um pico de temperatura de transi¢ao vitrea em
62,3°C. Apds o congelamento, na rampa 2, e reaquecimento até 100°C, na rampa 3,
nao se observa o mesmo comportamento. O PLGA apresenta temperatura de
transicao vitrea entre 40 e 60°C (57) e o ponto de fusédo € em torno de 140°C (58). As
curvas de estabilidade térmica obtidas para o colageno e gelatina porcinos indicam
desnaturacdo da molécula em aproximadamente 50°C (21). No resfriamento e
reaquecimento, ndo se observa o mesmo comportamento, pois demonstra que a

molécula perdeu sua configuracao original e suas propriedades.
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gelatina, com e sem glutaraldeido, com a legenda.

FIGURA 4.5: Curvas de DSC do grupo de misturas de colageno e
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FIGURA 4.6: Curvas de DSC do grupo das blendas, com e sem

glutaraldeido, com legenda.
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As curvas de estabilidade térmica obtidas para as blendas indicam
transicbes que possam ser de transi¢ao vitrea nas amostras sem o glutaraldeido.
Destas, a blenda somente com o PLGA e Colageno apresentou uma temperatura de
transigéo vitrea em 63,1°C, ao passo que, as amostras com a mistura de colageno e
gelatina, houve uma diminuicdo na temperatura de transigéo vitrea: 57,4 e 57,6 °C. As

blendas com glutaraldeido n&o apresentaram esse pico bem caracterizado.

4.3 — Anadlise Termogravimétrica (TGA) com DTG

Para a analise termogravimétrica foi utilizada uma rampa de 25 a 700°C
com velocidade de aquecimento a 10°C/min. A FIGURA 4.7 mostra as curvas
termogravimétricas que indicam a perda de massa e o pico da Derivada da massa
(DTG) das amostras de Colageno Porcino, Colageno 100% em tampé&o fosfato,
Colageno 100% + glutaraldeido 0,5%, Colageno 100% + glutaraldeido 1%, Gelatina
Porcina e Gelatina 100% em tampao fosfato. Elas mostram os picos de DTG entre

298 e 330°C, que séo atribuidos a degradagao dos polimeros (21).

Derivada da massa (%/°C)

\ Colageno Porcino
<
S
o 325 Gelatina Porcina
[7p] N——
(2]
@ .
e 330 Gelatina 100%
<8}
©
S 298 Cola 0

geno 100%
=
<5}
o } ]
Colageno 100% com 0,5% de Glutaraldeido
315 Colageno 100% com 1% de Glutaraldeido
| ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

FIGURA 4.7: Curvas de TGA do grupo do grupo Colageno 100% e

Gelatina 100%, com e sem glutaraldeido, com legenda.
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A FIGURA 4.8 mostra as curvas termogravimétricas das matérias-primas
Colageno e Gelatina para comparagdo com as misturas Colageno — Gelatina, com e
sem glutaraldeido. Elas mostram os picos de DTG entre 305 e 320°C, que séo

atribuidos a degradacao dos polimeros (21).

W massa (%/°C)
315 Colageno Porcino

325 Gelatina Porcina

~
S , . -
S Colageno 50% + Gelatina 50%
] 305 em tampado fosfato
2]
2] .
@© Colageno 50% + Gelatina 50%
g
£ 305 com 0,5% de glutaraldeido
% e ———
I Colageno 50% + Gelatina 50%
o) 315 com 1% de Glutaraldeido
£
(]
o Colageno 75% + Gelatina 25%
320 em Tampé&o Fosfato
Colageno 75% + Gelatina 25%
315 com 0,5% de Glutaraldeido
— Colageno 75% + Gelatina 25%
305 com 1% de Glutaraldeido
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FIGURA 4.8: Curvas de TGA do grupo de misturas de colageno e

gelatina, com e sem glutaraldeido, com a legenda.

A FIGURA 4.9 mostra as curvas termogravimétricas das matérias-primas
Colageno e Gelatina para comparagao com as blendas, com e sem glutaraldeido. O
PLGA comega a degradar acima de 300°C, tendo o pico do DTG em 368°C,
corroborando com a literatura (58). A matéria-prima Colageno Porcino, teve seu pico
de DTG em 315°C e a Gelatina Porcina, em 325°C. Nas blendas sem glutaraldeido o
pico de DTG ficou em 310°C e com glutaraldeido, em 289°C, 303°C e 305°C,
respectivamente.
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FIGURA 4.9: Curvas de TGA do grupo das blendas, com e sem
glutaraldeido, com legenda.

4.4 - Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho
(FTIR)

A FIGURA 4.10 mostra os graficos do grupo colageno e gelatina 100%.
Os espectros da gelatina e do colageno (a e b) sdo muito parecidos entre si. Segundo
a literatura (59), a banda 1634 cm-' refere-se a Amida 12, a banda 1522 cm’ refere-
se a Amida 22 e a banda 1241 cm™! refere-se a Amida 32. A diferenga entre colageno
e gelatina é que o colageno possui uma cadeia longa, sendo a gelatina um colageno
que sofreu hidrodlise levando a cadeias menores. Nao houve mudangas significativas

nos espectros das amostras feitas com glutaraldeido 0,5 e 1%.
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(f) Gelatina 100% em Tampé&o Fosfato

FIGURA 4.10: FTIR do grupo do grupo Colageno 100% e Gelatina

100%, com e sem glutaraldeido, com legenda.

Os espectros obtidos nas amostras das misturas do colageno e gelatina,
com e sem glutaraldeido, mesmo em diferentes proporg¢des, ndo indicaram mudancgas

significativas.
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= (d) Colageno 50% + Gelatina 50% com 0,5% de glutaraldeido
(e) (Colageno 50% + Gelatina 50% com 1% de Glutaraldeido)
— (f) Coladgeno 75% + Gelatina 25%
= (g) Colageno 75% + Gelatina 25% com 0,5% de glutaraldeido

= (h) Colageno 75% + Gelatina 25% + 1% de glutaraldeido

FIGURA 4.11: FTIR do grupo de misturas de colageno e gelatina,

com e sem glutaraldeido, com a legenda.

Na FIGURA 4.12 estdo novamente os espectros da gelatina e do

colageno (a e b) e o espectro do PLGA (c) para comparagéo com as outras misturas

das blendas PLGA, Colageno, Gelatina e com quantidades de glutaraldeido € 1%. O

espectro do PLGA (c) mostra as bandas 1753 cm™', que se referem ao C=0

(estiramento), 1462 e 1370 cm™" a CH3 e CH2 respectivamente (deformagao angular
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simétrica); na faixa 1183 a 1200 cm™" a CH2 e CH (deformagé&o angular assimétrica) e
1089 cm' a C-O (estiramento) (58).

Na blenda 3 (d), € possivel inferir que estdo presentes todos os picos
caracteristicos das 2 matérias-primas, com diminuicdo do tamanho do pico C=0
(estiramento), banda 1753 cm™', caracteristico do PLGA e sobreposigdo dos demais

picos.

Comparando as blendas formuladas sem glutaraldeido (d, f, h) e as
blendas formuladas com glutaraldeido (e, g, i), observa-se que a banda 1753 cm™,
referida ao C=0 (estiramento) do PLGA esta diminuindo, mais acentuadamente, nas

blendas com glutaraldeido.
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= (i) Blenda 7.1: PLGA 40% + (Coladgeno 50% + Gelatina 50%) 60% com Glutaraldeido 1%

FIGURA4.12: FTIR do grupo das blendas, com e sem glutaraldeido, com
legenda.
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4.5 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

As imagens de microscopia eletrbnica das amostras, com as respectivas
analises por EDS, sao vistas nas Figuras 4.13 a 4.18. O método utilizado para o
preparo das amostras indicou que as amostras ndo possuem um padrdo de
microestrutura definido, tanto para as matérias-primas isoladas, como para as
misturas de colageno e gelatina, com e sem glutaraldeido, e, as blendas, com e sem
glutaraldeido. Resumidamente, as amostras nao apresentaram homogeneidade em

suas formas e tamanhos.

Colageno Porcino

Colageno 100%

FIGURA 4.13: MEV das matérias-primas e o grupo Colageno 100%, com

legenda.
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Colageno 75% + Gelatina 25% com 1% de

Glutaraldeido
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Glutaraldeido

FIGURA 4.14: MEV do grupo de misturas de colageno e gelatina,

com e sem glutaraldeido, com a legenda.
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FIGURA 4.15: MEV do grupo das Blendas, com legenda.

Os EDSs indicam os elementos quimicos das amostras (microanalise

qualitativa), nos quais se observam os picos de carbono, nitrogénio e oxigénio, que

sdo comuns para estas amostras. Em alguns casos, aparecem picos de aluminio,
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zinco e cobre, todavia, trata-se da composicao do porta-amostra utilizado, e portanto,
sao irrelevantes.
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FIGURA 4.17: EDS do grupo de misturas de colageno e gelatina,
com e sem glutaraldeido, com a legenda.
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FIGURA 4.18: MEV do grupo das Blendas, com legenda.

4.6 -

Normal e Diametral

Ensaios Mecanicos:

Resisténcia a Compressao

As amostras foram analisadas em quintuplicatas. Para os calculos de

tensdo maxima e deformagao de engenharia, foi utilizado a area de 0,0003142 m? e o

comprimento inicial lo= 20,00 mm, que sao dos corpos de prova das amostras.
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TABELA 4.1: Resultados obtidos dos ensaios de compressdo normal e

diametral de todas as amostras de misturas de colageno e gelatina.

AMOSTRAS Forg’a Maxima Desvio Pac!ré.o (o) Forga Mzzfriram;gj; . De;‘gz)r;g;;; (©) Tens&o Maxima Deformalgﬁo de
Média (N) maxima s -5 (MPa) Engenharia -¢ (%)
11 (mm) méaxima
AmostraA17:
Colageno 100% 30,47 4,92 8,46 0,88 96,98 42,28
Normal
Diametral 7,61 2,14 3,75 1,54 24,21 18,76
AmostraA18: Colageno
100%+ 0'50/,0 de 28,45 4,00 6,65 1,04 90,55 33,24
Glutaraldeido
Normal
Diametral 4,08 0,64 4,16 1,84 12,99 20,82
Amostra A 19: Colageno
ERlIkiR 1%, i 13,48 2,11 5,74 0,54 42,90 28,70
Glutaraldeido
Normal
Diametral 3,71 1,07 6,64 2,06 11,80 33,22
Amostra 2: Gelatina
100% 1057,00 49,33 6,47 0,23 3364,10 32,34
Normal
Diametral 947,00 29,19 8,90 0,61 3014,00 44,48
Amostra 1: Colageno
75% + Gelatina 25% 84,34 6,72 0,47 0,10 268,42 2,33
Normal
Diametral 64,03 17,81 1,23 0,42 203,79 6,15
Amostra 4: Colageno
75%+ Gelatina 25% * 454,40 37,42 7,21 081 1446,21 36,03
0,5% de Glutaraldeido
Normal
Diametral 130,24 12,42 1,62 0,14 414,50 8,10
Amostra A15: Colageno
75%+ Celatina 25% + 1% 431,15 11,39 8,06 0,35 1372,22 40,32
de Glutaraldeido
Normal
Diametral 99,14 7,90 2,25 0,26 315,53 11,25
Amostra 3: Colageno
50% + Gelatina 50% 352,50 56,70 1,96 0,30 1121,90 9,81
Normal
Diametral 229,30 27,95 2,33 0,35 729,79 11,64
Amostra 5: Colageno
50%+ Gelatina 50% + 212,70 44,01 1,27 0,23 676,96 6,37
0,5% de glutaraldeido
Normal
Diametral 181,80 30,10 1,40 0,40 578,61 6,97
Amostra 6: Colageno
50%+ 50% Gelatina + 1% 249,90 32,16 639 1,59 795,35 31,93
de glutaraldeido
Normal
Diametral 135,97 4,04 3,07 0,22 432,76 15,35

Aforga maxima é a carga maxima que o material suportou antes da falha.
A deformagdo maxima € o quanto o material deformou antes da falha. A tensao
maxima é a tensdo que o material suporta sem sofrer deformagéo permanente. A
deformacgao de engenharia é a porcentagem de deformacao que o material sofreu em

funcdo da sua area, sem sofrer deformagao permanente (deformacéo elastica).

No grupo das amostras de Colageno 100%, a tensdo maxima e a
deformagao de engenharia foram menores com a adigao do glutaraldeido. Na gelatina,
o valor da tens&o maxima foi maior e a deformacé&o de engenharia foi menor. Agelatina

€ bastante elastica, conforme aumenta a aplicagao da forca, sofre deformacgao, mas
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suporta mais a quantidade de forga aplicada. Ja o colageno, sofre a deformagéo
permanente com menor aplicagao de forga. A amostra de gelatina com glutaraldeido
apresentou rigidez excessiva, 0 que inviabilizou a realizagdo das analises. Isso € um

indicativo de ligagao (cross-linking) entre a gelatina e o glutaraldeido (59).

FIGURA 4.19: Ensaio de compressao normal no momento da ruptura da
amostra 1.

No grupo colageno 75% Gelatina 25%, o valor de tensdo maxima foi
consideravelmente maior com a adigdo do glutaraldeido quando comparado com a
amostra sem glutaraldeido. As deformagdes de engenharia foram baixas. Nao houve
diferenca significativa entre os valores encontrados quando comparadas as

proporgdes de glutaraldeido 0,5% e 1% nestas amostras.

No grupo colageno 50% Gelatina 50%, as amostras tiveram um
comportamento diferente, pois a amostra sem glutaraldeido apresentou tenséo
maxima maior que as amostras com a adi¢ao do glutaraldeido e as deformagdes de
engenharia foram baixas. Uma observacado neste grupo, € que a amostra com a
propor¢cao Colageno 50% e Gelatina 50%, no ponto de vista fabril, teve maior
facilidade de elaboracdo e conformacdo. E uma amostra 100% factivel dentro dos

equipamentos e matérias dentro da producado da empresa.

Evidentemente, a amostra considerada ideal depende de onde sera
aplicada e qual fungado desempenhara (Scaffolds, curativos de pele, regeneragéo de



cartilagem,

implantes diversos).

Todavia,

indispensaveis para viabilizar o projeto dentro da empresa.
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as questbes de fabricacdo séao

TABELA 4.2: Resultados obtidos dos ensaios de compressdo normal e

diametral de todas as amostras de blendas.

Forga Maxima Desvio Padréo (o) Forga I?gformas;ép Desvio Padra~o © Tensdo Maxima | Deformagédo de
AMOSTRAS - " Méxima Média - Deformacédo :
Média (N) maxima - -5 (MPa) Engenharia -& (%)
11 (mm) méaxima
Amostra 9: Blenda 3:
PLGA40% + Colageno 762,00 198,30 2,56 183 242521 12,78
60%
Normal
Diametral 683,00 211,45 4,38 1,79 2173,77 21,89
Amostra 9.1:Blenda 3.1:
PLGA 40% + Colageno
60% com glutaraldeido 1356,00 136,75 2,39 0,72 4315,72 11,94
1%
Normal
Diametral 1106,00 151,45 3,55 0,52 3520,05 17,74
Amostra 11:Blenda 5:
PLGA 40% + (Colageno
75% + Gelatina 25%) 1332,00 130,20 5,09 1,30 4239,34 25,46
60%
Normal
Diametral 961,26 201,54 2,25 0,75 3059,38 11,25
Amostra11.1:Blenda5.1:
PLGA40% + (Colageno
75% + Gelatina 25%) 1738,00 12575 1,67 0,21 5531,51 8,32
60% com glutaraldeido
1%
Normal
Diametral 1278,00 133,50 4,78 1,66 4067,47 23,89
Amostra 13:Blenda 7:
PLGA40% + (Colageno 1814,54 106,71 6,54 0,26 5775,11 32,70
50% + Gelatina 50%) 60% ’ ! g . ! g
Normal
Diametral 1043,00 58,35 1,10 0,17 3319,54 5,48
Amostra 13.1: Blenda
7.1:PLGA40% +
(Cotdgeno 50%+ 1766,00 120,85 2,47 0,24 5620,62 12,37
Gelatina 50%) 60% com
glutaraldeido 1%
Normal
Diametral 1397,00 112,65 5,39 1,04 4446,21 26,97

Para as blendas, fixou-se o0 PLGA em 40% para que houvesse tantas

variaveis neste grupo e trabalhou-se nas proporgdes de colageno e gelatina. Nas

blendas em que foi adicionada a gelatina (Blendas 5, 5.1, 7 e 7.1) ndo se observou

diferencas significativas nos valores de tensdo maxima entre as amostras com

glutaraldeido e sem glutaraldeido. Houve uma grande dificuldade durante a fabricagéo

e moldagem das blendas que tiveram a adi¢gado do glutaraldeido devido a sua rigidez.
Neste grupo, a formulagéo da blenda 5 PLGA 40% + (Colageno 75% + Gelatina 25%)
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60%, teve os valores intermediarios em relacdo as demais, e foi a mais interessante

do grupo nos pontos de vista fabril e sensorial.

4.7 -indice de Intumescimento (li%)

A analise de intumescimento € fundamental para avaliar o
comportamento desses materiais quando em contato com fluidos biolégicos, como a
agua ou solugdes salinas. Essa caracteristica é de extrema importancia,
especialmente para biomateriais que serdo utilizados em implantes, dispositivos
médicos ou engenharia de tecidos. O intumescimento é a capacidade que um material

tem de inchar quando entra em contato com um meio liquido (53).

Os resultados obtidos nos ensaios de intumescimento, conforme a
TABELA 4.3, indicam que as amostras somente com colageno, dissolvem
rapidamente, mesmo com a presenca de glutaraldeido. O grupo das misturas de
colageno e gelatina, a amostra 3: Colageno 50% + Gelatina 50%, teve o maior indice
de intumescimento do grupo, sem se deformar. O grau de intumescimento das blendas
€ baixo, provavelmente por causa do PLGA, que é insoluvel em solventes polares,

como a agua.
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TABELA 4.3: Resultados do ensaio de intumescimento de todas as

amostras.
Tempo . . . . . A . =
Amostras Tl 1min. 5min. | 10min. [20min.|30min. 60min. Resultado | Desvio padrao
p . Peso inicial Peso final | (1i%) max. .
0, 0,
Grupo Colageno 100% e Gelatina 100% Médio (g) Q) Q) Q) @) Q) @ Medido quando aplicavel
Amostra A 17: . Totalmente
Colageno 100% 154 Dissolveu ) ) ) ) ) Soltvel NIA
Amostra A 18: . Totalmente
Colageno 100% + 0,5% de glutaraldeido 143 Dissolveu ) ) ) ) ) Soltvel NIA
Amostra A 19: . Totalmente
Colageno 100% + 1% de glutaraldeido 124 Dissolveu ) ) ) ) ) Soltvel NIA
Amostra 2:
Gelatina 100% 1,24 1,47 1,82 2,3 2,75 3,37 3,81 207,26 29,61
. ) . Peso inicial Peso final | (1i%) max. : .
D
Grupo Misturas Colageno e Gelatina Médio (@) 9) 9) (9) Q) (9) ) Medido esvio padrédo
Amostra 1:
Colageno 75% + Gelatina 25% 1,81 5,04 51 rompeu - - - 181,77 25,97
Amostra 4:
Colageno 75% + Gelatina 25% + 0,5% de 1,63 3,76 4,15 5,37 4,53 4,78 4,95 203,68 29,10
glutaraldeido
Amostra A15:
Colageno 75% + Gelatina 25% + 1% de 1,42 4,76 rompeu - - - - 235,21 33,60
glutaraldeido
Amostra 3:
Colageno 50% + Gelatina 50% 1,84 2,35 3,75 4,95 574 6,51 7,03 282,07 40,30
Amostra 5:
Colageno 50% + Gelatina 50% + 0,5% de 1,64 2,12 2,43 2,73 3,02 3,42 4,09 149,39 21,34
glutaraldeido
Amostra 6:
Colageno 50% + 50% Gelatina + 1% de 1,46 4,08 4,76 5,19 5,53 |rompeu - 73,60 10,51
glutaraldeido
Peso inicial Peso final | (1i%) max. ; .
Grupo Blendas Médio (@) Q) Q) ) @) ) @ Medido Desvio padréo
Amostra 9:
Blenda 3: PLGA 40% + Colageno 60% 587 589 593 6.02 602 ] 602 6.14 460 0.66
Amostra 9.1:
Blenda 3.1: PLGA 40% + Colageno 60% com 6,86 6,85 6,82 6,95 6,96 6,99 7,09 3,35 0,48
glutaraldeido 1%
Amostra 11:
Blenda 5: PLGA 40% + (Colageno 75% + 6,41 6,45 6,54 6,78 6,73 6,87 6,97 8,74 1,25
Gelatina 25%) 60%
Amostra 11.1:
Blenda 5.1: PLGA 40% + (Colageno 75% + 6,95 7,07 7,18 7,18 7,34 7,44 7,54 8,49 1,21
Gelatina 25%) 60% com glutaraldeido 1%
Amostra 13:
Blenda 7: PLGA 40% + (Colageno 50% + 6,55 6,66 6,79 6,92 71 7,24 7,47 14,05 2,01
Gelatina 50%) 60%
Amostra 13.1:
Blenda 7.1: PLGA 40% + (Colageno 50% +
Gelatina 50%) 60% 6,15 6,28 6,39 6,47 6,55 | 6,76 6,83 11,06 1,58
com glutaraldeido 1%

4.8 - Ensaios de Citotoxicidade

Os resultados mostraram que as amostras analisadas nao apresentaram
nenhum efeito toxico para a linhagem celular NCTC Clone 929 (CCIAL 020), que sao
células de tecido conjuntivo de camundongo. Segundo a Farmacopeia Brasileira e a
norma ISO 10993-5, se a amostra apresentar grau de reatividade até 2, nao sera
considerada citotéxica. Um ensaio de extrema importancia para biomateriais de classe
4, que esta integrado nos ensaios de biocompatibilidade do produto, que € um dos

fatores que indica a viabilidade do projeto.



TABELA 4.4: Resultados dos ensaios de citotoxicidade realizados em 7

amostras.

Amostra 1: Colageno 756% + Gelatina 26%

Amostra 1 ] ] o

Controle positivo 4 4 4
Teste finalizado em 28/03/2023
Amostra 2: Gelatina 100%

Amostra 2 0 0 0

|| Controle positivo 4 4
Teste finalizado em 04/04/2023

Amostra 3: Colageno 50% + Gelatina 50%

1 1 1

Controle positivo a a4

Amostra 3

[Teste finalizado em 2B/03/2023

Amostra 9

Amostra 3: Blenda 3: PLGA 40% + Colageno 60%

4]

Amostra 4: Colageno 76% + Gelatina 25% + 0,5% de glutaraldeido

o 4] o
Amostra 4
Controle positivo 4
Teste finalizado em 31/03/2023

Amostra 6: Colageno 50% + 50% Gelatina + 1% de glutaraldeido
Amastra 6 6) 0 o 0
Controle positivo 4 4 4
Teste finalizado em 31/03/2023
Amostra A 17: Colageno 100%
Amostra A17 0 o o

Controle positivo 4 4 4
Teste finalizado em 04/04/2023

4] 0

Controle positivo

a

4 4

Teste finalizado em 04/04/2023

4.9 -Projecao Preliminar de Custos de Producgao

Com a finalidade de estimar um prec¢o para o produto, considerou-se os

célculos das matérias-primas utilizadas, embalagens, gastos com energia elétrica,

mao de obra e gastos com terceiros. Multiplicou-se o valor pelo fator de correg¢ao 2,35

que engloba os impostos por categoria de produto e o lucro de 50%. Esse fator de

correcao € calculado pelos setores responsaveis da empresa, que sado: comercial,

juridica e diretoria. Também foi calculado o valor para um lucro de 200%.



TABELA 4.5: Projecao de custos de produgao calculados para a amostra
3 e a amostra 11.

Amostra 3 Amostra 11:
ltens Unidade Valor R$ - Blenda 5: PLGA 40%
Colageno 50% + Gelatina 0% |, (sgjageno 75% + Gelatina 25%) 60%
Glutaraldeido PA Aldrich Kg 665,00 0 0
Gelatina Porcina PA Aldrich Kg 1.334,00 044022 0,22011
PLGA PA Purasorb (incluido diclorometano) Kg 36.658.00 0 9677712
Colageno Tipo 1 Porcino B. Chemical Kg 1.000,00 033 0,495
Tampao Fosfato (com Agua para injetaveis) Litro 15,00 0,099 0
Embalagem (2 blisters estéril + externa) PC 21,00 21 21
gastos com energia (5 horas) KwH x5 250 25 25
gastos com méo de obra (5 horas) Hora x5 140,00 9.24 9.24

|iaslos com terceiros® iia 10,00 10 10

50% 1 1

O conteudo do produto foi calculado para 1 unidade de 6,6g. Estes

calculos foram feitos para as duas amostras que tiveram resultados mais viaveis:

- Amostra Colageno 50% + Gelatina 50% com 0,5% de Glutaraldeido, que
obteve uma estimativa para preco de R$ 102,55, com lucro de 50% e R$ 410,21,
com lucro de 200%, €;

- Blenda 5: PLGA 40% + (Colageno 75% + Gelatina 25%) 60%, que obteve

uma estimativa para pregco de R$ 124,86, com lucro de 50% e R$ 499,42, com
lucro de 200%.

Para efeitos de comparacao, os produtos Lumina Coat (membrana com
medida 1x20x30 mm), da empresa Critéria (60), e o Bio-Gide (membrana com medida
13x25 mm), da empresa Geistlich (61), sdo comercializados pelos valores de R$
169,00 e R$ 942,00, respectivamente (em 11/12/2024), demonstrando que a projegao

de custos é factivel em relacédo ao praticado no mercado.
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Ge_istlich i . 7 ‘
Bio-Gide =

prod
Bilayer collagen membrane

13x25mm

(a) (b)

FIGURA 4.20: (a) Produto Bio-Gide, da empresa Geistich. (b) Produto Lumina Coat,

da empresa Critéria.

5 - Conclusoes

Pode-se concluir que a mistura de gelatina e colageno para a formulagao
do biomaterial é mais promissora que o uso somente do colageno, mesmo apos a
adicdo do glutaraldeido, devido a fragilidade apresentada nestas amostras. Os
resultados obtidos nos ensaios de compressao indicaram que as formulagcdes das
blendas com PLGA aumentaram em mais de 10 vezes a resisténcia mecanica dos
materiais, mantendo deformacbées da mesma ordem ou inferiores, quando
comparados com as misturas de colageno e gelatina. Nestas, ndo se observou
diferencas significativas nos valores de forca maxima e tensdo maxima entre as

amostras com glutaraldeido e sem glutaraldeido.

A determinacao do indice de intumescimento inferiu que a amostra 3:
Colageno 50% + Gelatina 50%, teve o maior indice de intumescimento (282,07%),

sem destruicdo da amostra.

Os difratogramas de raios x mostraram que as amostras possuem
caracteristicas amorfas. As curvas termogravimétricas indicaram os picos de DTG das
misturas de colageno e gelatina entre 300 e 330°, que sao referentes a degradagao
dos polimeros. Por meio dos espectros de FTIR observou-se a presenca das bandas
dos grupos funcionais caracteristicos para o PLGA, colageno e gelatina e nao se

observou picos referentes a contaminagao.

Os ensaios de citotoxicidade, realizados em 7 amostras aleatodrias,

mostraram que as amostras nao sio citotoxicas mesmo quando elas foram feitas com
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glutaraldeido. Este € um resultado excelente, e € um dos principais indicativos de

viabilidade do projeto.

A analise preliminar de custos de producgao indicou que, apesar de o
PLGA ser muito caro quando se comparado com as demais matérias-primas, ele nao
€ o determinante para o valor final (projetado) do produto, mas sim as embalagens

especificas para produtos médicos (ex. blisteres de grau médico).

Este estudo forneceu duas opgdes viaveis e factiveis de formulagdes, no
ponto de vista fabril na DMC Importacdo e Exportacdo de Equipamentos LTDA, as
quais nao apresentaram dificuldades de elaboragcdo e conformacgao e tiveram bons

resultados nos ensaios de compressao. Sao as amostras:
- Amostra 3: Colageno 50% e Gelatina 50%; e,

- Amostra 11: Blenda 5: PLGA 40% + (Colageno 75% + Gelatina 25%)
60%.

Embora este estudo ndo tenha fornecido o grau de reticulagdo das
amostras em que o agente reticulante (glutaraldeido) foi adicionado, as amostras

consideradas viaveis ndo possuem glutaraldeido na formulagao.

Por oportuno, vale salientar que as amostras consideradas ideais
dependem das suas aplicagdes, isto €, onde serdo aplicadas e quais fungdes
desempenhardao, como: scaffolds, curativos de pele, regeneracdao de cartilagem,
implantes em geral. Todavia, as questdes de fabricagao correspondem a mais um fator

indispensavel que indica viabilidade do projeto.

Este estudo representa o primeiro passo da empresa com a pesquisa de
formulacbes de biomateriais a base de colageno. Como sugestdo para trabalhos

futuros destacamos os proximos passos a seguir:

% Concluir a analise mercadoldgica, ou seja, contactar a area comercial da
empresa, médicos e cirurgides para definicdo da formulagéo ideal, relacionado
ao uso pretendido do biomaterial, em comparagao com produtos que ja estejam

no mercado e com novas tecnologias que ainda estdo sendo desenvolvidas.

++ Concluir o método de esterilizacao e realizar estudo de estabilidade e prateleira

as amostras escolhidas.
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+ Avaliagdo do potencial de regeneracao cartilaginosa a partir de ensaio da
proliferagao celular.

+ Realizar todos os testes de biocompatibilidade, de acordo com a ISO 10993.

+ Avaliar a possibilidade de trabalhar com colageno sintético.
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