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RESUMO

SOUZA, W. R. Modificagdo de quitosana com acido hialurénico e sua blenda
com coladgeno para aplicacdo biomédica. 2019. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em

Ciéncias dos Materiais) - Universidade Federal de Séo Carlos, Sorocaba, 2019.

Palavras-chave: modificacdo quimica, quitosana, acido hialurénico, blenda,

colageno.

Assim como em outras &reas de aplicacbes, os pesquisadores da area de
biomateriais tém buscado por materiais de fontes naturais para obtencdo de
dispositivos implantaveis ou curativos, nesse sentido, a quitosana vem sendo muito
estudada. Apesar das propriedades que favorecem sua aplicacéo, a solubilizacdo da
mesma requer a utilizacdo do acido acético, cujo resquicio, na estrutura do
arcabouco, pode prejudicar a interacdo deste com as células hospedeiras. A fim de
minimizar este problema, o presente trabalho teve como objetivo a modificacéo
quimica da quitosana com acido hialurénico (AH) e a obtencdo de sua blenda com
coldgeno. Assim, a vantagem é que a modificagcdo quimica da quitosana (Qm) a
torna solivel em agua e, além disso, proporciona ao arcabouco a presenca de AH,
uma glicosaminoglicana, sendo o maior componente da pele, estando envolvido nos
processos de reparacdo tecidual. As modificacbes da quitosana com o AH foram
verificadas através da técnica de FTIR, onde ficou evidente a interacdo quimica do
AH com os grupos reativos das moléculas de quitosana. O ensaio de solubilidade
demonstrou que a modificacdo com AH, foi efetiva ao deixar a quitosana soluvel em
agua. Os arcaboucos, obtidos pelo método de liofilizagdo, apresentaram morfologia
porosa e dependente da concentracdo de Qm, sendo as concentracdes de 9% e
17% as que apresentaram maior porosidade. O ensaio de intumescimento em
solugdo tampao fosfato-salino (PBS) mostrou que o arcabougo com menor
concentragcéo de Qm (9%) foi 0 que apresentou a maior taxa de intumescimento. Por
sua vez, 0 ensaio de termogravimetria mostrou que a presenca de Qm diminuiu a
estabilidade térmica do colageno. E, por fim, o ensaio de DSC mostrou a
miscibilidade da blenda colageno-Qm, uma vez que foi observado apenas uma Unica

temperatura de transicéo vitrea (T4). Esses dados permitiram verificar a viabilidade



do uso de uma nova blenda com propriedades Unicas com capacidade de formar um

arcabouco poroso que efetivamente podera ser aplicado como curativo cutaneo.



ABSTRACT

SOUZA, W. R. Modification of chitosan with hyaluronic acid and its blend with
collagen for biomedical application. 2019. 79 f. Dissertation (Master of Science in

Materials) - Federal University of S&o Carlos, Sorocaba, 2019.

Keywords: chemical modification, chitosan, hyaluronic acid, blend, collagen.

As in other areas of application, researchers in the field of biomaterials have been
looking for materials from natural sources for the installation of implantable or
curative devices, in this sense, a chitosan has been much studied. In spite of the
properties that favor its application, its solubilization requires the use of acetic acid,
whose result, in the structure of the scaffold, can impair an interaction as the host
cells. In order to minimize this problem, the present work aimed to chemistry of
chitosan with hyaluronic acid (HA) and to obtain its blend with collagen. Thus, the
advantage is the following chitosan (Qm) chemistry to become useful in water and, in
addition, provides a scaffold for the presence of AH, a glycosaminoglycan, a major
component of the skin, to engage in tissue payment processes. The chitosan and AH
changes were verified through the FTIR technique, where a chemical interaction with
the reactive groups of the chitosan molecules was evidenced. The solubility test
demonstrated great success with the water-soluble chitosan solution. The scaffolds,
obtained by the lyophilization method, are the porous morphology and depend on the
concentration of Qm, with concentrations of 9% and 17% of the highest porosity. The
swelling test in phosphate-saline solution (PBS) showed that the scaffold with lower
concentration of Qm (9%) was the one with the highest swelling rate. In turn, the
thermogravimetry assay resulted in the presence of Qm decreased the thermal
stability of the collagen. Finally, the DSC assay showed the miscibility of the
collagen-Qm blend since it was subjected to a single vitreous transition temperature
(Tg). These data allow us to verify the feasibility of using a new blend based on
properties capable of forming a porous scaffold that can be used as a cutaneous

dressing.
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1 INTRODUCAO

Tanto os polimeros sintéticos quanto os naturais vém ganhando destaque no
que diz respeito as suas propriedades e aplicacbes, principalmente na area de
biomateriais. Entretanto, nem todos os polimeros podem ser utilizados nessa area,
pois tais aplicagdes requerem que o material seja, no minimo, biocompativel. Outras
caracteristicas exigidas para tal finalidade, como, por exemplo, propriedade
mecanica, hidrofilicidade, biodegradabilidade, entre outras, sdo de grande
importancia na selecdo do material. Dessa maneira, a maior parte dos polimeros nao
atende as necessidades exigidas para uma aplicacdo especifica, seja para um
dispositivo temporario ou permanente. Nesse caso, muitas vezes a solugédo é
encontrada realizando-se a modificacdo quimica da superficie do material, por meio
da obtencao de compositos, blendas e também, através da copolimerizacao [1,2].

Na busca por materiais alternativos e de fontes renovaveis, a quitosana
ganhou grande importancia no desenvolvimento de materiais biomédicos, podendo
ainda sofrer modificacdes quimicas para melhor atender as diversas aplicacdes. Sua
obtencdo € proveniente da reacdo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino,
podendo ser extraida de crustaceos e de alguns fungos. A quitosana € insolavel em
agua, entretanto em meio &cido organico fraco ela se torna carregada devido a
protonacdo do grupamento amina, tornando-se soluvel. Porém, para aplicacbes
biomédicas, a presenca do acido acético, mesmo apos a lavagem, pode prejudicar a
interacdo entre o arcabouco e o sistema hospedeiro, uma vez que o0 acido acético
(AA) penetra em células de mamiferos causando polimerizagdo da citoqueratina em
células epiteliais e desacetilacdo das histonas nucleares, causando a densificacao
da cromatina no nucleo das células [3], alteracbes cromossdmicas gerando
clastogénese pela acidificacdo do pH nuclear [4]. Além disso leva a diminuicdo da
viabilidade celular in vitro, mesmo em concentracdes inferiores a 0,5% no meio [5].
Um estudo in vitro, com hepatécitos bovinos demonstrou que 0S mesmos
metabolizam o &cido acético em Acetil-CoA no ciclo de Krebs, diminuindo a
capacidade do figado em sintetizar acidos graxos. No entanto, a capacidade de
metabolizacdo do AA em hepatdcitos humanos é muito reduzida quando comparado
as ceélulas de bovinos [6]. Dessa forma, a modificacdo quimica da quitosana com

acido hialurénico (AH), pode ser uma alternativa para solucionar ou amenizar este
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problema, tornando-a sollvel em agua, sem a necessidade de utilizacdo de um meio
aquoso acido.

O AH é um polimero de origem natural, componente da matriz extracelular
que favorece a cicatrizacdo e controla a deposicdo excessiva de colageno nas
cicatrizes, além de melhorar a atividade dos neutrdfilos e aumentar a mobilidade
celular, estimula a angiogénese e a proliferacdo celular. Além disso, é biocompativel,
biodegradavel, atoxico e carregado negativamente devido aos grupos hidroxilas,
radicais carboxila e N — acetil na cadeia. Assim como 0s outros glicosaminoglicanos,
€ um excelente absorvedor de agua e, devido a capacidade de absorcao de agua,
apresenta excelente viscoelasticidade, propriedade que o torna promissor para
constituicdo de arcaboucos cujas aplicacbes envolvem células 0sseas,
cartilaginosas e cutaneas [7].

O colageno possui excelentes propriedades mecéanicas e em muitos estudos
é utilizado em blendas [8] juntamente com a quitosana, devido a caracteristica de
prover suporte mecanico. A desvantagem do uso de colageno como biomaterial é
principalmente sua rapida biodegradacdo. Portanto, o objetivo do trabalho é a
obtencdo de uma blenda a base de colageno com quitosana modificada com &cido
hialurdnico, livre de &cido acético, para aplicacdo na engenharia tecidual em

curativos cutaneos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter e caracterizar o arcabouco a partir da blenda de colageno e quitosana

modificada com &cido hialurénico para aplicacdo em curativos cutaneos.

2.2  Objetivos Especificos

e Modificar quimicamente a quitosana com &cido hialurénico (AH);

e Obter a blenda a partir de diferentes concentracdes de quitosana
modificada com acido hialurénico misturando-a ao colageno;

e Caracterizar fisica, quimica e termicamente a quitosana modificada e a
blenda com colageno;

e Obter arcabouco poroso pelo processo de liofilizagao a partir da blenda;

e Avaliar o intumescimento do arcabouco da blenda de Quitosana

Modificada (Qm) e colageno;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Biomateriais

Os biomateriais surgiram para atender as necessidades dos seres humanos
frente a perda parcial ou total de um 6rgéo ou tecido, devido a acidentes e traumas
ou mesmo pelo aumento da expectativa de vida da populacao.

A utilizacdo dos biomateriais apesar de ser um conceito recente proporciona
um olhar ao passado, onde ja se tinha indicios do uso destes materiais mesmo de
maneira arcaica. Retrocedendo no tempo surge a sutura para fechamento de
ferimentos que tém origem no antigo Egito cerca de 3.500 a.C., apropriando-se
principalmente do linho e ouro na constituicdo do fio [9]. Muitas evidéncias
arqueoldgicas da civilizacdo Maia, datadas em 600 a.C., demonstram, por exemplo,
a utilizacdo de dentes implantados constituidos de nacar, uma pedra dura produzida
por alguns moluscos. Outras civilizagdes relatam o uso de ferro e ouro na reposicao
de dentes, na idade média o0 uso da madeira na substituicdo 6ssea ja havia sido
realizada com boa osteointegracédo do implante [10].

Observa-se que inicialmente a busca por materiais que fossem bioinertes ou
que provocassem respostas minimas do corpo eram o foco de estudo, sendo o
objetivo substituir tecidos lesionados pelo implante. Apés algum tempo surgiu a
necessidade de aumentar a vida Gtil do implante o que levou a observar ndo apenas
o material em si mas, contudo, sua interagdo com o tecido hospedeiro, e mais
especificamente como o implante poderia contribuir para a regeneragéo e participar
ativamente dos processos bioldégicos do mesmo [11].

Dentre as definicbes, a que mais contempla a funcdo de um biomaterial é a
de Williams, D.F, 2009, o qual define: “Um biomaterial é destinado a fazer interface
com sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar, substituir qualquer tecido,
o6rgao ou funcdo do corpo” [12]. Como dito anteriormente, nesta nova fase de
desenvolvimento dos biomateriais os dispositivos biomédicos passam a participar
ativamente dos processos biologicos integrando o tecido atingido [13].

Outro conceito importante a ser abordado € o de biocompatibilidade, que
numa abordagem mais recente consiste em um material atdxico, ndo podendo ser
alergénico, carcinogénico, mutagénico e que ndo exerca nenhum tipo de efeito na
fertilidade do individuo [14].
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Sao inumeras as fontes das quais os biomateriais podem ser fabricados
sendo os metais uma delas, muito utilizado devido suas excelentes propriedades
mecanicas, resisténcia a tensdo de compressao e tracdo. E considerado um material
muito versatil, suas caracteristicas variam de acordo com as ligas utilizadas sendo o
aco inoxidavel, ligas a base de cobalto e materiais nobres como o ouro e a platina os
mais utilizados, seja para: fabricar ferramentas externas cirirgicas, implantes onde
deseja-se fixar fraturas ou outros traumas. A resisténcia a corrosao que essa classe
apresenta se faz de suma importancia, uma vez que esses materiais estardo em
contato constante com os fluidos corporais, sendo assim suscetiveis a processos de
corrosdo podendo liberar ions metalicos extremamente prejudiciais aos tecidos em
contato com o implante desencadeando processos inflamatérios, o que pode gerar
uma série de complicacdes [15]. Muitos estudos sao realizados no tratamento da
superficie do metal, principalmente com hidroxiapatita, onde uma camada bioativa é
deposta na superficie do metal, melhorando a &area de interface osso e implante [16].

As ceramicas também s&o bem estabelecidas dentro dos biomateriais,
possuem excelente resisténcia a corrosao, resistem a esforcos de compressao e
boa biocompatibilidade, no entanto, como desvantagem podemos citar baixa
resisténcia mecanica, baixa resisténcia a tracdo, além de possuir alta densidade. A
alumina € um exemplo de bioceradmica utilizada em implantes 6sseos, devido as
caracteristicas citadas anteriormente, também, séo utilizadas na composicdo de
dentes artificiais [17]. A hidroxiapatita € muito empregada em tratamentos de
recobrimento de superficie juntamente com metais, também existem estudos
utilizando-a em matrizes porosas para tratamentos de braquiterapia [18]. A literatura
registra também pesquisa da zircénia na utilizacdo como biomaterial em aplicacdes
do tecido 6sseo [19].

Dando sequéncia aos materiais empregados na area biomédica temos os
poliméricos, que em relagdo a todos os outros citados anteriormente sdo os que
apresentam maior facilidade de sintese e processamento, grande diversidade de
formas e com a possibilidade de serem fabricados de inUmeras matérias-primas com
propriedades especificas para as diferentes aplica¢des. Por definicAo um polimero é
um material podendo ser orgéanico ou inorganico de alta massa molar, com
estruturas repetitivas denominadas “meros”, formando uma enorme cadeia
composta de ligacdes covalentes [20]. S&o divididos em termoplasticos com

capacidade de moldagem e possibilidade de serem reprocessados, diferentemente
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dos termorrigidos que passam por processos de retificagdo ou cura, promovidas
pelas ligacbes de hidrogénio, e sendo um processo irreversivel, produz materiais
com excelentes propriedades mecanicas [21]. Especialmente na engenharia tecidual
os polimeros biodegradaveis sao preferencialmente utilizados, sendo, o poli (acido
latico) (PLA), poli (acido glicolico) (PGA), poli(e-caprolactona) (PCL) alguns
representantes desta classe que tém sido estudados atualmente [22]. Alguns destes
polimeros provém de fontes naturais, como € o0 caso da quitosana, colageno,
elastina, acido hialurbnico e muitos outros. Nem todos os polimeros atendem
completamente todas as necessidades de uma determinada aplicacdo, nesse caso,
a obtencdo de blendas do mesmos € uma alternativa para se obter propriedades

especificas combinando-se 2 ou mais materiais poliméricos [23].

3.2 Blendas Poliméricas

As blendas poliméricas de uma forma geral oferecem uma saida
comercialmente viavel no que se refere a economia de custos, uma vez que o
desenvolvimento de novos polimeros constitui um projeto relativamente mais caro
em relagcdo a combinacdo dos mesmos. Como foi introduzido anteriormente por
definicdo tem-se que: uma blenda é a combinacdo de dois ou mais polimeros com
propriedades distintas a fim de alcancar um material Unico, com propriedades
intermediarias aos seus constituintes [24].

Um fator determinante na escolha dos polimeros que serdo utilizados para a
producdo da blenda € a miscibilidade, sendo que a presenca de uma afinidade
guimica intermolecular (ligacdo de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo) produz uma
blenda de fase Unica e, neste caso, diz-se que a blenda € miscivel, um grupo
minoritario em relacdo as blendas parcialmente misciveis ou imisciveis que
apresentam duas ou mais fases devido a auséncia ou pouca afinidade quimica
intermolecular [25].

Para que a blenda seja miscivel ela deve obedecer a seguinte relacdo de

energia livre de Gibbs, conforme equacéo 1:

AGm =AHm - T. ASm <0 Equacéo 1
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A equacdo 1 é valida na condigdo de temperatura e pressdo constantes, em
que: AGm, AHm e ASm significam respectivamente; a variacdo da: energia de Gibbs,
entalpia e entropia da mistura. Quando a energia de Gibbs for negativa, portanto,
tem-se uma blenda miscivel [26].

A miscibilidade dos constituintes afeta diretamente as propriedades finais do
material, sendo observadas propriedades superiores para as blendas com afinidade
intermolecular e inferiores para as parcialmente ou imisciveis. Isso fica evidente
quando, por exemplo, tém-se a temperatura de transicéo vitrea (Ty4) dos polimeros
envolvidos na blenda. No caso de uma blenda miscivel observa-se uma Unica
transicéo vitrea da blenda final, entretanto, no caso de miscibilidade parcial verifica-
se duas transi¢cdes vitreas com valores intermediarios aos polimeros puros e, por
fim, na situacdo de imiscibilidade além de ser verificado duas transicdes, seus
valores séo iguais aos dos constituintes puros [27].

Devido a essa grande problemética foram elaborados métodos a fim de
promover a melhoria de propriedades das blendas. Uma possibilidade € o uso dos
agentes compatibilizantes, os quais atuam promovendo uma melhor afinidade
intermolecular entre os constituintes, resultando numa melhoria das propriedades
das blendas, mesmo que a mesma seja imiscivel. Isso pode ser feito através do
processamento reativo dos constituintes (extruséo reativa) ou pela adicdo de um
terceiro elemento que apresente afinidade com os outros constituintes da blenda

polimérica [28].

3.3 Quitosana

A quitosana é obtida através da quitina, sendo esta Ultima um polimero
natural em abundancia na natureza, proveniente da classe dos polissacarideos. E
encontrada principalmente em crustaceos, insetos com carapacas e alguns fungos,
sendo assim uma fonte renovavel. Segundo dados do IBGE estima-se que no ano
de 2017 tenham sido produzidas em torno de 41 mil toneladas de camarao, o que de
fato representa um produto que pode ser amplamente aproveitado para a extracéo
da quitina [29].

A estrutura quimica da quitina é constituida, respectivamente, pelos
mondmeros B- (1-4) - B- 2-amino- 2-desoxi-D-glicose e B-(1-4) - 2-acetamida- 2-

Desoxi- D-glicose. Sua obtencdo passa por uma série de processos como a
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desmineralizacdo, desproteinizacdo e descoloracdo, realizadas através de solucdes
acidas e bésicas [30].

A quitosana € oriunda da reacdo de desacetilacdo da quitina, em meio
alcalino, normalmente realizada em solucdo de NaOH e possui propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e acao antimicrobiana. Na Figura 1 encontra-
se um diagrama simplificado do processo de obtencdo da quitosana a partir da

quitina.

Figura 1: Diagrama de obtencéo da Quitina e Quitosana

| Crustaceos Il | Fungos |

=== CaCO: — Desmineralizacdo

== Proteina — Desproteinizacdo

| Quitina |

| +NaOH | == Acetil (NHCOCH3) — Desacetilacdo

| Quitosana |

HO
HO
— N\ — 0\ /\k,/ o
\ DR \ [+ \ o
HO— ~‘\\\/ HO— "
\
NH, NH,

Fonte: Adaptado de Tharanathan R. N. [31]
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A reacdo de desacetilagdo é um fator critico e determinante para muitas de
suas propriedades. Em outras palavras um bom controle dessa etapa se faz
necessaria a fim de garantir a extracdo dos grupos acetil (NHCOCHz3). Parametros
como: temperatura, tempo de reacdo, atmosfera da reacdo, tamanho das particulas
de quitina, entre outros, sao previstos para que a reagao ocorra de forma eficiente
[32].

Muitos sdo os trabalhos citados na literatura, nos quais séo realizadas
modificacdes quimicas na estrutura da quitosana. Isso deve-se principalmente aos
grupos reativos N-H e O-H presentes ao longo de sua estrutura. O anidrido succinico
€ um modificador empregado para modificacdes da quitosana, conferindo melhoria
na propriedade de adsorcdo da substancia azul de metileno, tornando-a superior ao
carvao ativado [33].

A modificagdo via plasma da superficie de membranas de quitosana também
€ abordada na literatura usando gases de nitrogénio, oxigénio e hidrogénio como
modificadores para aplicacédo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos [34].

Estudos emergem utilizando-a no recobrimento de implantes, a fim de evitar a
formacdo de biofilmes constituidos de células infecciosas, sendo muitas vezes
procedimentos cirdrgicos para remocdo, podendo até substituir os antibidticos
tradicionalmente aplicados para recobrir os implantes. O recobrimento de produtos
alimenticios também tem sido amplamente explorado para evitar a contaminacao
devido agentes externos que possam afetar a integridade do alimento [35].

Sua capacidade de formar estruturas porosas também é um aspecto muito
propicio ao desenvolvimento de arcaboucos celulares para a cultura e regeneragéo
celular servindo como suporte para o crescimento celular. A estrutura porosa pode
ser obtida solubilizando a quitosana e utilizando o processo de liofilizacdo no qual o
tamanho e orientacdo dos poros tornam-se fundamentais nestas aplicacdes
[36,37,38].

A quitosana pode ser usada em forma de microesferas, muito aplicada em
liberacdo controlada de farmacos, tais como, a indometacina, um anti-inflamatorio
usado em tratamentos de artrite [39].

A literatura também registra alguns usos como analgésico, em tratamentos de
feridas abertas. Nas fases iniciais de cicatrizacao, a quitosana demonstra influenciar

positivamente na velocidade de infiltracdo de leucdcitos, estes por sua vez
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aumentam a concentragcdo de osteopontina promovendo um aumento na ligagao
celular do tecido em regeneracéo [40,41].

A quitosana também é utilizada juntamente com &cido hialurénico, em
aplicacao de feridas dérmicas ou lesdes cutaneas. A utilizacdo do acido € justificada
devido principalmente a semelhanga com a matriz extracelular e seus, proliferacao

celular e agao reparadora nos tecidos atingidos [42].

3.4 Acido Hialurénico (AH)

O AH consiste em um polissacarideo linear, de elevada massa molar,
pertencente a familia dos glicosaminoglicanos (GAGs), formado por unidades
dissacaridicas polianidnicas de acido D — Glicurdnico (GlcUA) e N-acetilglicosamina
(GIcNAc) unidas por ligacdes alternadas B (1 — 3) e B (1 — 4) [43]. Existem
processos quimicos para obtencdo comercial do mesmo [44], podendo ser extraido
da crista do frango e algumas bactérias como a Streptococcus sp [45,46]. Na Figura

2 encontra-se representada a molécula de AH.

Figura 2: Estrutura quimica do AH

N-acetilglicosamina
0] OH OH (GlcNAc)
N4
CH CHz
OH |
N
NG| - CH—CH—0 CH——CH—O0
0 \ \ |
OH — CH—CH—— CH" CH CH—CH

OH NH

Acido D — Glicurénico (GIcUA) (I:
O/ CH-

Fonte: Autor.

Na pele e nos tecidos cartilaginosos o AH atua efetuando ligacbes quimicas

com a agua, realizando a manutencdo destes tecidos e preservando sua
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elasticidade, isso deve-se ao fato de possuir muitas cargas negativas de seus
radicais carboxila e N — acetil.

Uma caracteristica importante que o torna um lubrificante biologico excelente,
€ sua viscoelasticidade quando hidratada; nesta condicdo esta propriedade varia de
acordo com os esforcos mecanicos repetitivos, ou seja, essas caracteristicas
justificam sua grande concentragdo nos fluidos sinoviais, regides de intenso atrito e
submissao de carga [47].

Com o envelhecimento, a producdo do AH decai e os tecidos passam a
perder sua elasticidade, podendo acarretar doengcas como a artrite. Para minimizar
os efeitos deste problemas sao utilizados tratamentos envolvendo o AH. Sua
utilizacdo em procedimentos oftalmolégicos também é bem explorada, sendo
empregado para proteger o tecido ocular na operacdo de extracdo da catarata e
preenchimentos entre tecidos a fim de se obter espaco para a manipulagédo de
instrumentos sem causar danos aos mesmos [48].

Sua importancia como biomaterial deve-se também pelo fato de ser
compativel com a matriz extracelular presente na derme, promovendo a
estabilizacdo do tecido, auxilia a agdo dos neutroéfilos, estimula a proliferagéo celular
e reparacdo do tecido [49,50]. Todas as caracteristicas que o material apresenta
tornou-o uma escolha favoravel no que se refere a tratamentos relacionados a
prevencdo do envelhecimento de pele e produtos para cosméticos [51].

A literatura registra também seu uso em procedimentos para preenchimento
facial com grande eficacia em relacdo as substancias comumente utilizadas como

por exemplo a Clostridium botulinum ou Botox [52].

3.5 Coléageno

Proveniente de fontes naturais, o colageno € uma proteina muito presente no
corpo humano: Pele, tenddes, cartilagem, 0ssos e muitas outras estruturas. Sendo
assim seu uso em aplicagcbes biomédicas tém sido muito explorada, sendo um
material biocompativel e biodegradavel suas funcdes no corpo humano estao
relacionadas a promover suporte mecanico [53]. Apesar de ser um material com
grande disponibilidade na natureza, muitos estudos tém sido feitos com o objetivo de

reaproveitar este material no processo de beneficiamento de peixes, produtos
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carneos, onde ao final da cadeia de producdo tem-se subprodutos como: 0Ssos,
pele, escamas e carcacgas [54, 55].

E dificil definir uma estrutura quimica basica para este material, pois,
apresenta muitas isoformas, que dependerédo do tipo de tecido ao qual esse material
esta presente, ou seja, existem vérias classificacbes ou tipos de colagenos. No
entanto de uma forma geral algumas literaturas definem a unidade basica do
colageno sendo o tropocolageno, esta ultima formada por trés cadeias polipeptidicas
(glicina, prolina e hidroxiprolina) entrelagcadas de forma helicoidal, essa estrutura
possui um padréo linear com 180 nm de comprimento, largura aproximada de 1,4

nm e massa molar 360.000 Da, como representado na Figura 3 [56, 57].

Figura 3: Representagdo de uma unidade basica de tropocolageno
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Fonte: Autor.

A variedade dos tipos de colageno existentes implica de forma direta em seu
processo de extracdo, ou seja, existem muitas variacdes no processo de extracdo do
mesmo, mas, de maneira simplificada a pele, couro ou outros subprodutos séo

bY

submetidas a uma hidrélise quimica e enzimatica. A literatura registra 0 uso de
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solucdo &cida para extracdo do colageno da pele de tildpias, no entanto, com um
baixo rendimento [58].

Algumas aplicacbes associam seu USO juntamente com a quitosana
compondo uma blenda, devido principalmente ao fato do colageno possuir uma alta
taxa de degradacdo em aplicagbes de regeneracdo tecidual em contrapartida a
quitosana tém uma taxa de degradacdo muito mais lenta em relagdo ao colageno
[59].

Sua utilizacdo na producédo de biofilmes também tem sido abordada com
resultados satisfatérios, viabilizando seu uso comercial, tendo como origem o
colageno extraido de frangos [60].

As propriedades do colageno podem ser aprimoradas usando varios métodos
de reticulagcdo ou pela mistura com outro polimero, obtendo-se assim um novo
material a ser utilizado com sucesso na producéo de implantes, curativos ou mesmo

na engenharia de tecidos [61,62].

3.6 Arcabouco (Scaffold)

A engenharia tecidual estuda as formas nos quais os tecidos possam ser
restaurados ou reparados, utilizando como ferramenta os chamados arcaboucos:
tratam-se de uma estrutura porosa e tridimensional cuja funcdo € prover suporte
mecanico e um ambiente favoravel ao desenvolvimento e proliferacao celular. Estas
estruturas possuem caracteristicas as quais sofrem biodegradacdo continua
enquanto um tecido se desenvolve ou mesmo arcaboucos metalicos onde este tipo
de degradacédo ndo ocorre [63,64]. Muitos fatores séo relevantes a fim de criar um
arcabouco estavel:

° O tamanho dos poros, de acordo com o tecido no qual ele sera

aplicado, pois existe um tamanho de poro especifico para cada célula [65];

° A existéncia de interconectividade entre os poros do arcabouco desde

a superficie até o interior, uma vez que 0S poros sdo responsaveis pelo

transporte de oxigénio e nutrientes importantes para estimular a proliferacédo

celular [66];

° A rigidez também influencia no crescimento celular no arcabouco [67];
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° A escolha dos materiais deve ser estudada, pois, afeta diretamente
todas as propriedades do arcabouco, sendo que os materiais escolhidos,
devem ser biocompativeis e possibilitem a formacéo de poros [68];

Para a obtencédo da estrutura porosa existem muitas técnicas disponiveis que
podem ser utilizadas: lixiviagdo de particulas, separacdo de fases, impressao do
arcabouco através de prototipagem, no entanto, um método simples e de baixo
custo é o processo de liofilizacdo. Independente da técnica escolhida esta deve
garantir que ndo haja nenhum tipo de modificacdo quimica e nem alteracdo na
biocompatibilidade do material, além de garantir as caracteristicas em relacdo aos
poros como citado anteriormente [69].

Na técnica de liofilizacdo de forma simplificada tem-se: o polimero dissolvido
em um solvente com uma concentracdo especifica, na sequéncia a solucdo é
congelada formando cristais de gelo em sua estrutura que serdo submetidos a uma
baixa presséo sofrendo sublimag&o, obtendo-se assim uma estrutura porosa [70].

Todos os aspectos do arcabouco devem estar alinhados da melhor forma
possivel para reproduzir as condi¢cdes do tecido original no qual sera aplicado,
existem muitos registros na literatura com muitas variacdes de materiais e células
que podem ser aplicadas neste tipo de técnica.

Arcaboucos de colageno tém sido obtidos em associacdo com células-tronco
mesenquimais, sendo aplicadas no reparo de lesdes em cartilagem articular [71].

Outras composicdes sao relatadas usando quitosana, fibroina e
polihidroxibutirato que produziram arcaboucos porosos com boa estabilidade
térmica, ndo citotdxicos e que estimularam a proliferacdo celular, sendo assim uma
alternativa viavel para aplicacdo na engenharia de tecidos [72].

Os arcaboucos tém sido utilizados também para controlar a liberacdo de
farmacos no organismo, utilizando a quitosana como biomaterial, no qual é inserido
um agente antineoplasico no tratamento de neoplasias [73].

Diante desta revisdo na literatura foi possivel verificar grandes avancos da
engenharia tecidual, principalmente com o uso dos arcaboucos que acabaram
ampliando o leque de possibilidades na regeneracgao tecidual. O uso de blendas tém
sido intensamente explorado em diversos trabalhos uma vez que é possivel a
combinacdo de propriedades dos mesmos. O colageno apresentou-se como um
material de estrutura complexa e de dificil definicdo, uma vez que possui muitas

formas distintas devida a combinacao polipeptidica, variando de acordo com o tecido
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no qual ele é encontrado, também foi possivel observar sua larga utilizagdo como
biomaterial devido suas propriedades, o que reforca seu uso como um biomaterial

capaz de ser aplicado em diversos tecidos principalmente a pele.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A quitosana utilizada no presente trabalho foi adquirida da empresa Polymar
Indastria, Comércio, Importacdo e Exportacdo Ltda. Esta apresentava-se na forma
de p6 com grau de desacetilacdo (GD) de 98,15%.

O colageno bovino foi doado pela empresa NovaProm e utilizado em forma de
po.

O acido hialurénico empregado nas modificacdes da quitosana foi adquirido
da empresa Sigma-Aldrich.

Utilizou-se persulfato de Potassio, P.A. - A.C.S., massa molar 270,32 g/mol,
adquirido da empresa Synth para o processo de modificacdo quimica da quitosana.

Todos os materiais foram utilizados como recebido.

4.2 Métodos

4.2.1 Modificagcdo quimica da quitosana

A modificagdo quimica da quitosana foi realizada em 2 etapas, ilustradas nas
figuras 4 e 5. Para a primeira etapa da modificacdo adicionou-se quitosana a agua
destilada, sob agitacdo e temperatura de 45°C durante 30 min. Apds esse tempo, foi
adicionado acido acético glacial em grau analitico, permanecendo sob mesma
temperatura e agitacdo por mais 30 min. Em seguida adicionou-se o persulfato de
potassio (oxidante), mantendo a temperatura anterior, durante 20 min a fim de
promover a reagcdo dos grupos OH e NH reativos da quitosana. Adicionou-se o
butanodiol (BDO), um extensor de cadeia a temperatura de 60°C, permanecendo
sob agitacdo por 24h [74].
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Uma solucdo de NaOH foi utilizada para corrigir o pH da solugéo para 7,0,
com o auxilio de um pHmetro, e na etapa seguinte a solucdo foi precipitada em
alcool isopropilico em grau analitico.

Para a finalizacdo da primeira etapa separou-se a solucdo em tubos falcon,
os quais foram centrifugados por 15 min a 2500 rpm. A fase liquida foi descartada e
a fase solida foi colocada em uma placa de petri e seca em uma estufa a 30°C por

24h. Os processos estao representados na Figura 4 e Figura 5.

Figura 4: Etapa 1 do processo de modificacdo da quitosana

Quitosana

Quitosana (10g) 30min 30 min Persulfato de | 20min | Extensor de
+

+ megeee- | * Potéssio (5g) |™=*==| cadeia butanodiol

H:z0 (400ml) 45°C Acido Acético

e 45°C | (8D0) - 10ML
(12 ml) (8DO)

60°C ' 24h

Estufa Separagédo do Centrifugacdo Corregdo de pH
corpo de fundo NaOH - 1M

30°C ~=*=| sélido, em placa de 15 min (?oagulagao em

petri alcool Isopropilico

24h 2500 rpm (200ML)

Fonte: Autor.

A segunda etapa consistiu na solubilizagdo sob temperatura de 45°C, da
quitosana com BDO em &agua destilada e adicdo de &cido acético 2% (v/v) sob
agitacao constante por 30 min. Em seguida, adicionou-se persulfato de potassio sob
agitacdo constante por 20 min até que a reacdo ocorresse completamente.
Finalmente adicionou-se o acido hialurdénico (AH) e manteve-se a agitacdo por 24h.
Todas as etapas foram mantidas a temperatura de 45°C. O produto foi precipitado,
centrifugado e seco em estufa nas mesmas condi¢cfes utilizadas na primeira etapa
[75].
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Figura 5: Etapa 2 do processo de modificacdo da quitosana

Quitosana com ' Per§uI(ato de Acido Hialurénico
BDO 30omin | 4 Acido Acético | 30min | Potéssio 20ml in (AH)
—g. 2% VIv. *o. 45°C
we 45°C 25 0,181g
+ H20() - 100ml g ,
45°C ' 24h
Centrifugacao
B | (i w50 ) (coquor
30 ¢ . éli% o, em placa de 15 min alcool isopropilico
g 200ML
24h 2500 rpm

Fonte: Autor.

4.2.2 Obtencao da blenda quitosana modificada - colageno

Atraveés da literatura, primeiramente foi definido a porcentagem de colageno a
ser utilizado de modo a obter arcaboucos com uma estrutura homogénea, sem
deformacdes ou irregularidades que comprometesse sua aplicacao. Apos testes, foi
definida a concentracdo 3% de coldgeno para a obtencao da blenda.

A blenda foi obtida por solucdo. Neste caso, a quitosana modificada foi
previamente solubilizada em agua, com o volume de solvente (agua) fixado em 3mL,
levando-se em consideracdo as dimensdes dos moldes plasticos onde a solucgéo foi
vertida. A massa de colageno adicionada na obtencdo da blenda foi fixa e
correspondeu a 3% do volume de 4gua. Além disso, a concentracdo de quitosana na
blenda variou em relacdo a massa de colageno. As porcentagens de Qm e a massa

de colageno estao representadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicéo das blendas de colageno e quitosana modificada com AH (Qm)

Qm (%) Colageno (9)* Qm (9)
9 0,090 0,009
17 0,090 0,018
23 0,090 0,027
33 0,090 0,045
41 0,090 0,063

* Massa de colageno obtida dividindo-se o volume de solvente (Agua) pela sua concentracéo (3%).

A blenda foi obtida em béqueres sob agitacdo constante contendo a solucao

Qm e adicionando-se o colageno a temperatura ambiente (25°C). Apds a completa

solubilizacdo, a solucdo foi vertida em moldes plasticos para obtencdo dos

arcaboucos, conforme representado na Figura 6.

Figura 6: Modelo de placa contendo os moldes plasticos do arcabougo para processo de liofilizacao
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Legenda: Bl = Blenda; Col = Colageno Puro.

4.2.3 Obtencé&o do Arcabouco

Fonte: Autor.

A blenda em solucdo de colageno-Qm foi vertida em moldes plasticos com 2

cm de diametro por 2 cm de altura. A solucéo foi congelada no molde, o qual foi

envolto em papel aluminio e colocado dentro de uma caixa térmica de isopor sob
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temperatura de -6°C por 24h [76] e posteriormente, submetida ao processo de
liofilizagc&o por 24h. A Figura 7 ilustra como a caixa foi elaborada.

Figura 7: Configuracdo da caixa térmica para os moldes plasticos.
Isopor

Pogos ( Moldes)

\ Papel Aluminio

Papel Aluminio

Isopor

Fonte: Autor.

4.2.4 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Foram obtidos espectros de absorcdo no IR, com transformada de Fourier,
em modo ATR para amostras puras de quitosana, colageno, acido hialurénico. Apos
o processo de modificacao foram feitas analises da quitosana modificada com acido
hialurbnico e para as blendas de colageno e quitosana modificada, utilizando o

equipamento Spectrum 65 (Perkin Elmer). Os espectros de absorcdo foram

analisados na faixa de 4000 cm~ a 600 cm~!, resolucdo de 4 cm~* e 32 scans. A

Figura 8 demonstra como foi aplicada a técnica em relagcéo as etapas do estudo.
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Figura 8: Aplicacdo do FTIR nas diferentes etapas
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Fonte: Autor.

Uma ultima analise foi realizada a fim de conferir a existéncia de acido acético

na Qm, sendo realizado o FTIR da mesma para comparacao dos resultados.

425 Teste de solubilidade

Realizou-se esse ensaio para verificar a solubilidade da quitosana modificada
com o AH em &gua, visando comprovar a mudanca na solubilidade da quitosana
ap0s a etapa da modificacdo quimica, uma vez que a solubilidade depende
diretamente das interagdes entre soluto e solvente [77].

Para tanto, dois béqueres foram mantidos sob aquecimento a 30°C contendo
15mL de agua destilada em cada, nos quais foram adicionadas 0,050g de quitosana
pura (Qp) e 0,050g de quitosana modificada com AH (Qm), respectivamente,
mantidos sob agitagdo constante durante 30 min. Essas massas foram consideradas
como massa inicial (mi)

Apods esse periodo, as amostras foram centrifugadas em tubos falcon, durante
15 minutos sob rotacdo de 2500 rpm. Em seguida, foram secas em estufa durante
24h e pesadas obtendo-se a massa final (mf). As condi¢cGes do teste de solubilidade
estéo representados na Figura 9.
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Figura 9: Representacéo do teste de solubilidade

- ™\
A\ =30°c
30 min.
- onmi—-
Qp Qm
M= 0,050g M= 0,050g
15ml - Hz0 () 15ml - Hz0 ()
1 2
. W,

Fonte: Autor.

Portanto, a partir disso subtraiu-se a massa inicial (mf - mi) do corpo de fundo,

obtendo-se a massa de quitosana que realmente foi solubilizada em agua.

4.2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A superficie e a regido de corte dos arcaboucos da blenda foram avaliadas
por MEV.

As amostras foram previamente preparadas em imersao de nitrogénio liquido
e fratura com bisturi no centro dos arcaboucos.

A morfologia foi obtida usando um microscépio eletrénico de varredura (JEOL
JSM 6010). A superficie das amostras foram cobertas com uma fina camada de ouro

e paladio. A voltagem utilizada foi de 3kV.

4.2.7 Analise termogravimétrica (TGA)

A medida foi realizada em um equipamento da empresa TA Instruments, com
as seguintes condi¢gbes experimentais: aquecimento de 25-600°C para as amostras
de Qp e Qm e 25-300°C para as blendas de Qm e colageno, taxas de aguecimento
de 10°C/min sob atmosfera inerte de nitrogénio (N,), com vazao total de gas de 100
mL/min, sendo dividido em 40 mL/min no forno e 60 mL/min na balanca [78].
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4.2.8 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A analise de calorimetria exploratéria diferencial foi realizada em um
equipamento da TA Instruments com fluxo de gas nitrogénio (N,) de 50mL/min; taxa
de aquecimento de 10°C/min; temperatura de inicio do teste de 25°C e temperatura
final do teste de 300°C [79].

429 Ensaio de intumescimento

Foi realizado ensaio de intumescimento a fim de avaliar o comportamento do
arcabouco liofilizado em contato com a solugédo tampéao fosfato-salino (PBS). Neste
teste foram realizadas medicbes em intervalos de tempo pré-definidos a fim de
verificar a estabilidade e inchamento do arcabouco. As medidas foram realizadas até
a perda de massa do arcabouco ou a desestabilizagcdo da estrutura do mesmo.
Nesses casos nao foi possivel prosseguir com as medic¢des [80].

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modificacdo quimica da quitosana

5.1.1 Modificacdo quimica da quitosana com AH.

Verificou-se ainda que a quitosana pura apresentou-se na forma de um p6 de
coloracdo marrom claro e, ap6s a modificacdo, transforma-se em um aglomerado de
cor mais escura.

A Figura 10 ilustra macroscopicamente a Qp e a Qm. O rendimento da
modificacdo quimica da quitosana com AH foi de aproximadamente 69%.
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Figura 10: Fotografia de amostras de quitosana, (A) Qp — Antes de modificacdo quimica; (B) — Qm —
~ Ap6s modificacéo com AH
o TP gy

A

(A) (B)

Fonte: Autor.

5.1.2 Espectrofotometria de absor¢cdo na regidao do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR).

Analisando o espectro de FTIR da Figura 11 é possivel observar alguns
grupos caracteristicos da Qp: 3650 - 3000 cm™ relacionado ao estiramento O-H e
grupos N-H; 2980 - 2800 cm™ estiramento C- H e deformacao axial da ligacdo C-N;
1645 cm™ corresponde & deformacdo angular simétrica do grupo NHz; 1573 cm™
ligacdo de NHz no plano; 1419 cm™ ligacdo C-O; 1374 cm™ grupos CHs; 1312 cm™
ligacdes C-N e CH2. Em 1070 cm™ ligacdo de C-OH de &lcool, em: 1153 cm™ 1030
cm™, 895 cm™ séo atribuidos ao estiramento C-O-C [81,82].



Figura 11: Espectro de infravermelho da Qp
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O espectro de FTIR referente ao AH, Figura 12, permite verificar algumas

bandas caracteristicas: 3313 cm™ estiramento OH, 1608 cm™ flexdo da ligagdo N-H

de amida Il, 1407 cm™ alongamento da ligacdo C-O do grupo carbonila da amida e

por fim em 1038 cm™ estiramento da ligacdo C-O-C presente ao longo da cadeia

[83,84].
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Figura 12: Espectro de infravermelho do AH
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A Figura 13 ilustra a sobreposicéo dos espectros de FTIR da Qp e da Qm
com AH. Foi possivel observar nitidas alteracbes no espectro da Qp apds o

processo de modificacdo quimica com AH, as quais estdo relacionadas a seguir:

e Reducdo na intensidade da banda em 3350 cm™, referente as ligacdes de
estiramento O-H e grupos N-H (1 e 2);

e Desaparecimento da banda em 2915 cm™ (3) e reducdo na intensidade da
banda em 2865 cm™, relacionado as ligacdes de estiramento C- H e
deformacéo axial da ligagéo C-N (4);

e Deslocamento da banda da Qp em 1650 cm™ da ligagdo C=O de amidas N
substituidas (grupos acetilamida da quitina) devido a presenca de alguns
grupos acetil restantes do processo de desacetilacdo para 1632 cm™ na Qm
(5);

e Deslocamento das bandas em 1573 cm™ referente as ligagdes de NH2 no
plano da Qp para 1533 cm™ na Qm (6);

e Reducdo na intensidade das bandas em 1419 cm™ referente as ligagdes C-O
(7), 1374 cm™, referente as deformacdes angulares assimétricas de CHs (8),
em 1312 cm™ ligagdes C-N e CHz (9), 1070 cm™ ligacdo C-OH (11), 1030 cm™
ligacdo C-O-C (12) e 895 cm™ ligagéo C-O-C (13);

e Desaparecimento da banda em 1153 cm™ na Qp referente as ligaces de
estiramento C-O-C (10);
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Figura 13: Espectro de infravermelho da Qp e da Qm com AH
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Através da identificacdo das bandas da figura 13 algumas consideracfes
foram feitas em relacdo a modificacdo quimica da quitosana. As bandas de absorcéo
identificadas como (1) e (2), referentes aos estiramentos O-H e N-H,
respectivamente, mostraram uma a reducdo na intensidade, indicando que
possivelmente ocorreu uma interagdo quimica entre 0 AH e esses grupos reativos
gue foram oxidados durante a reacdo de modificacdo. Além disso, verificou-se o
desaparecimento da banda (3) e reducédo da (4), referentes ao estiramento das
ligagbes C-N e C-H, respectivamente. Outras redugdes de intensidades foram
detectadas nas bandas (9) e (11), referentes as ligagbes C-H/C-N e C-OH,
respectivamente.

Na banda (5) verificou-se deslocamento proveniente de ligacdes de amidas
(O processo de desacetilacdo incompleto resulta na presenca de alguns grupos
acetii ao longo da estrutura da quitosana). Na banda (6) também ocorreu
deslocamento de banda sendo atribuida a ligagcbes N-H. A principio, o0s
deslocamentos destas ligacdes sugerem interacdes eletrostaticas com o AH, néo
havendo mudancas intensas nas bandas como as descritas anteriormente.

O comparativo dos espectros sugere uma interacdo quimica do AH com o0s

atomos de oxigénio presentes na estrutura da quitosana, verificado nos
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deslocamentos das bandas (7), (12) e (13), porém, fica mais evidente com o
desaparecimento da banda (10) referente ao estiramento das ligagdes C-O-C.

Portanto, através da analise dos espectros, ilustrados na Figura 13, é possivel
verificar que a modificagcdo quimica da quitosana com o acido hialurénico foi obtida
com sucesso, sendo observada a interagdo dos mesmos nos grupos reativos -NH e -
OH [85], porém interacbes foram verificadas com o0s oxigénios presentes ao longo
da estrutura da quitosana.

E, por fim, um dos objetivos propostos do trabalho era: A obtencdo da blenda
coldgeno com a quitosana modificada livre da presenca de &cido acético, uma vez
que a presenca deste 4cido, mesmo em pequena quantidade apos a lavagem, pode
prejudicar a interacdo entre o arcabouco e o sistema hospedeiro, prejudicando,
assim, a aplicacdo biomédica do arcabouco a base de quitosana, foi realizado um
comparativo entre os espectros de FTIR do acido acético e da Qm para comprovar a
auséncia do &cido acético, como mostrado na Figura 14.

Figura 14: FTIR da Qm x Acido Acético (AA)
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Foram identificadas as seguintes bandas do AA: Banda em 3012 cm-1 e 2660

cm-1 estiramento da ligagdo C-H; Banda em 1738 cm-1 relativa a ligagdo C=0;
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Ligagdo C-O em 1240 cm-1 e grupos CH2 que sao representados na banda de 1400
cm-1 [86]. Sobrepondo os espectros nao foi encontrada nenhuma banda
caracteristica do AA na Qm. Assim através desta andlise nao foi verificado nenhuma
evidéncia de AA na estrutura da Qm, condicdo muito importante para aplicacdo do

mesmo em cultura celular.

5.1.3 Teste de solubilidade da quitosana modificada com AH em agua

A Tabela 2 apresenta a massa final de corpo de fundo ao final do teste de

solubilidade, cuja massa inicial foi de 0,050 g.

Tabela 2: Valores de massa (g) do corpo de fundo obtidos experimentalmente

Quitosana Mi (9) Mt (Q) Massa solubilizada (%)
| Qp 0,050 0,037 27,02 |
| 1
Qm 0,050 0,004 91,12

Legenda: Qp= quitosana pura e Qm= quitosana modificada.

Apds seguir os procedimentos descritos na metodologia para o teste de
solubilidade, observa-se que houve um aumento significativo na solubilidade em
agua, para a Qm (91,12%) em relacdo a Qp (27,02%). Este resultado corrobora com
0s espectros de infravermelho, mostrando que houve uma mudanca na estrutura
inicial da quitosana ap6s a modificacdo da mesma com o AH, alterando a sua
solubilidade em agua, uma vez que a quitosana é praticamente insollvel neste
solvente [87].

O aumento da solubilidade da quitosana em agua acontece devido ao fato das
moléculas de AH se ligarem aos grupos NH2 e OH, presentes ao longo da cadeia da
quitosana. Isto provoca uma reducgdo da interacdo intermolecular entre as cadeias
das moléculas da quitosana, devido a alta densidade de ligagdo de hidrogénio
existente entre as mesmas [38].

Além disso, a caracteristica de ser solivel em agua é muito importante na
obtencéo das blendas de colageno e quitosana, pois evita-se 0 uso do acido acético
para obtencdo da blenda colageno/quitosana, uma vez que a presenca desse acido,

mesmo em pequena quantidade apos a lavagem, pode prejudicar a interacdo entre o
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arcabouco e o sistema hospedeiro, prejudicando, assim, a aplicacdo biomédica do
arcabouco desenvolvido a base de quitosana.

5.1.4 Analise termogravimétrica (TGA)

E possivel observar na Figura 15 os resultados de TGA da Qp e Qm a fim de
avaliar a estabilidade térmica da Qp e Qm.
Figura 15: Curvas termogravimétricas da Qp e Qm
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A Qp apresenta duas etapas de perda de massa. A primeira etapa, entre 50 e
100°C, corresponde a perda de agua da quitosana. A segunda etapa, entre 230 e
380°C, corresponde a degradacdo da mesma [89].

E possivel observar que a modificacdo quimica da quitosana com AH
provocou uma mudanca na estabilidade térmica da mesma. Ao contrario da Qp, a
Qm apresentou trés etapas de perda de massa. A primeira etapa aconteceu em um
intervalo maior de temperatura, entre 50 e 180°C, quando comparado a Qp.
Provavelmente, esse efeito se deve a presenca de grupos carboxilicos, presentes

nas moléculas de AH, que apds o processo de modificagcdo quimica passam a estar
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presentes na molécula de Qm, podendo interagir de maneira mais intensa com as
moléculas de agua [90]. Com isso, é necessario maior energia para remover as
moléculas de agua ligadas a estrutura da Qm, aumentando, assim, o intervalo de
temperatura no qual esse processo acontece.

A segunda etapa, entre 180 e 250°C, e a terceira etapa, entre 250 e 380°C,
correspondem a degradacdo da Qm. Quando comparado com a Qp (230°C), o inicio
da degradacdo da Qm acontece em temperatura menor (180°C). Ou seja, 0
processo de modificagcdo quimica diminui a estabilidade térmica da quitosana. Isso
provavelmente acontece, pois as moléculas de AH se ligaram aos grupos amina e
hidroxila da molécula de quitosana, diminuindo, dessa maneira, a forte interacdo
intermolecular ali anteriormente existente. Por isso, houve a reducdo do inicio do
processo de degradacdo das moléculas de Qm. Assim, esta diminuicdo das
interagcBes intermoleculares entre as moléculas de Qm, aqui analisado, corrobora
com o teste de solubilidade da mesma em agua. Além disso, outra explicacao
possivel para o inicio da degradacdo da Qm acontecer em temperatura menor a
observada para a Qp, se deve ao fato das moléculas de AH, presentes na Qp,
apresentarem menor estabilidade térmica do que as moléculas de Qp, se
degradando em aproximadamente em 275°C e reduzindo, dessa maneira, a
temperatura de inicio de degradacéo.

De acordo com o trabalho de Nascimento e colaboradores, o comportamento
térmico da Qm ficou muito préximo ao obtido em um material a base de quitosana e

AH, com transi¢cbes semelhantes ao observado no presente estudo [91].

5.1.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A Figura 16 ilustra as curvas de DSC da quitosana pura e da quitosana

modificada com AH.
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Figura 16: Curva de DSC para as amostras de Qp e Qm
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A Qp apresenta indicio de mudanca de linha de base, préximo a 35°C, que
esta relacionada a temperatura de transicdo vitrea da mesma. Além disso, ha a
presenca de dois picos endotérmicos na faixa correspondente entre 25 a 300°C. O
primeiro pico, préximo a 110°C, esté relacionado com a perda de 4gua presente na
mesma. Por sua vez, o segundo pico, proximo a 265°C, estad relacionado com a
degradacdo da quitosana [92,93]. E possivel observar, na Figura 16, que o processo
de modificacdo quimica da quitosana altera as suas transicées térmicas. Neste caso,
diferentemente da Qp, a Qm apresenta dois picos endotérmicos e um pico
exotérmico. Provavelmente, o primeiro pico endotérmico, proximo a 78°C, esta
relacionado com a perda de &gua presente na mesma, porém ligada menos
intensamente a molécula de Qm. O segundo pico endotérmico, préximo a 180°C,
pode estar relacionado a perda de agua ligada mais intensamente a molécula de
Qm, assim como discutido no ensaio de TGA (Figura 15), devido a presenca do
grupo carboxilico nas moléculas de Qm. Portanto, a presenca dos dois picos
endotérmicos mostram que a interacdo das moléculas de agua acontecem em sitios
distintos das moléculas de Qm, provavelmente devido a ndo modificagcdo completa
da quitosana com as moléculas de AH, corroborando com os resultados obtidos no
FTIR.

E, por fim, o pico exotérmico, proximo a 256°C, pode estar relacionado a

organizacgdo das moléculas de Qm antes de iniciar a degradacéo [94].
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5.2 Arcabouco a partir da Blenda de colageno-Qm.

A Figura 17 ilustra a estrutura macroscopica dos arcaboucos obtidos a partir
da blenda coldgeno-Qm.

Figura 17: Arcaboucos obtidos a partir da blenda Colageno-Qm
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Fonte: Autor.

5.2.1 Espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR).

Observando o espectro do coldgeno na Figura 18 foram detectados os
seguintes picos: 1632 cm™, 1518 cm™, 1231 cm™, os quais correspondem,
respectivamente, a ligacdo N-H de amida |, deformacédo das ligacdes N-H de amida
Il e deformacdo angular dos grupos N-H de amida Ill. Na banda 3330 cm™ é
verificado estiramento de grupo O-H [95].
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Figura 18: Espectro de infravermelho do colageno
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Apods a producado dos arcaboucos novamente foi realizado o FTIR para avaliar

as possiveis interacbes entre as moléculas de colageno e Qm na blenda. Os

graficos dos arcaboucos das blendas foram divididos em duas partes (4000 - 2250

cm™) conforme Figura 19 e (2250 - 500 cm™) conforme Figura 20.

Figura 19: FTIR dos Arcaboucos obtidos através das blendas Qm-Colageno
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Pode-se verificar na Figura 19 um pequeno deslocamento da banda de
colageno 3282 cm™ para aproximadamente 3300 cm™ em relacdo & todas as
blendas, o que indica uma possivel interacdo eletrostatica ou até mesmo uma
ligacdo de hidrogénio entre as moléculas de colageno e da Qm.

A Figura 20 ilustra o espectro de FTIR na faixa de 2250 cm™ & 500 cm™. Os
deslocamentos seguem uma tendéncia para esquerda em (1) e (2), observado para
todas as porcentagens da blenda em relacdo ao colageno puro (Col.), sendo (1) de
1515 cm™ para 1543 cm™ e (2) de 1440 cm™ para 1550 cm™. Novamente esses
deslocamentos demonstram que ndo houve uma ligacdo quimica entre a Qm e o
coldgeno, mas uma interacdo puramente fisica ou até mesmo ligagdo de hidrogénio
[96].

Figura 20: FTIR dos Arcaboucos obtidos através das blendas Qm-Colageno na faixa de 2250 cm-1 a
500 cm-1
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5.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 21 e Figura 22 ilustram as micrografias da superficie e da superficie
fraturada dos arcaboucos, respectivamente, do colageno puro, e da blenda de

coldgeno com diferentes concentracdes de Qm.
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Figura 21: Imagens da Superficie Porosa dos arcaboucos nas diferentes porcentagens de Qm

- =

Legenda: Na coluna a esquerda ampliagéo dos arcabougcos em 100x e a direita 200x, sendo: (a) e (b)
- Colageno Puro; (c) e (d) - BI.9%; (e) e (f) - BL.17%; (g) e (h) - Bl.23%; (i) e (j) - BI.33%; (k) e (I) -
Bl.41%.
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E possivel observar na Figura 21 que o arcabouco da blenda colageno-Qm
apresentou, apos o processo de liofilizacdo, uma superficie irregular, com presenca
de poros interconectados e, também, uma parte mais lisa e estriada. Entretanto,
apos a adicdo de 9% e 17% da Qm ao colageno, a blenda apresentou uma
superficie mais rugosa e porosa que o arcabouco de colageno, perdendo a presenca
da parte lisa, tornando-se com aspecto de folhas. Ap6s a adicdo de 23% de Qm ao
colageno, a blenda apresentou uma superficie mais lisa e estriada, com fissuras e
alguns poros espalhadas pela mesma. Com a adicédo de 33% de Qm ao colageno, a
blenda apresentou uma superficie mais densa com a presenca de crateras sobre a
sua superficie e poucos poros. E por fim, a adicdo de 41% de Qm ao colageno,
tornou a superficie da blenda mais porosa, com algumas regibes mais lisas e
estriadas, assim como o arcabouco de colageno. Portanto, é possivel observar que
a porcentagem de Qm ao colageno altera a morfologia de superficie da blenda
liofilizada.

E possivel observar na Figura 22 que o arcabouco de quitosana apresentou,
apos o processo de liofilizacdo, uma morfologia, na regido de corte, com aspecto de
folhas e com poros ao longo da estrutura. A adicdo de 9% de Qm ao colageno, nédo
modificou acentuadamente a morfologia da regido de corte desta blenda, a qual
ficou muito proxima do arcabouco de colageno (Figura 21 (a)). A adicdo de 17% e
23% de quitosana modificada com AH ao colageno, mantém a estrutura folhada da
regido de corte das blendas, porém mais compacta e com poros menores do que
visto no arcabouco de colageno e na blenda com 9% de Qm. E por fim, a adicdo de
33% e 41% de Qm ao colageno, compacta ainda mais a estrutura de folhas
presentes na regido de corte dessas blendas, deixando os poros ainda menores ao
longo da estrutura.

A presenca de poros interconectados é um fator importante para a confecgéo
dos curativos cutédneos, uma vez que permitem a circulagdo de oxigénio o que
promove a estimulacdo da migracao celular e mitose das células nos processos de
cicatrizagcdo. Diante disso os arcaboucos de 9% e 17% de Qm foram o0s que
apresentaram melhores caracteristicas nesse aspecto uma vez que verificou-se a
presenca de muitos poros em sua superficie que estard em contato direto com a

ferida do paciente [97].



50

Figura 22: Imagem da regido de corte com bisturi submetida a congelamento com nitrogénio liquido

Legenda: Na coluna a esquerda ampliacdo dos arcaboucos em 100x e a direita 200x, sendo: (a) e (b)
- Colageno Puro; (c) e (d) - BI.9%; (e) e (f) - Bl.17%; (g) e (h) - B.23%; (i) e (j) - BI.33%; (k) e (I) -
Bl.41%.
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5.2.3 Ensaio de intumescimento

Através da Figura 23 e da Figura 24 € possivel observar o tempo de
estabilidade da estrutura do arcabouco até sua perda de massa ou desestabilizacéo

do mesmao.

Figura 23: Intumescimento dos arcaboucos em PBS
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Observa-se que a concentracdo de Qm ao colageno, modifica o tempo de
estabilidade da estrutura do arcaboucgo exposto a solucdo de PBS. Neste caso, a
ordem crescente de tempo de estabilidade foi:
Bl.33%>BI.23%>Bl.41%>Bl.17%>Bl|.9%~Col. A adicdo da Qm de uma forma geral
prolongou a estabilidade do arcabouco em todas as concentracdes de blenda
usadas em relacdo ao arcabouco de colageno, exceto para a concentracao de 9%
Qm. Uma possivel explicacdo para maior estabilidade da estrutura do arcabouco
apos a adicao de 23%, 33% e 41% de Qm ao colageno se deve a morfologia da
superficie destes arcaboucos, como visto nas micrografias eletrénicas da Figura 21,
a qual se apresentou menos porosa e com uma maior area lisa e estriada, quando
comparado ao colageno puro e aos arcaboucos com 9% e 17% de Qm. Dessa
maneira, a entrada de liquido para dentro do arcabouco é retardada, esse efeito
implica diretamente na aplicacdo bioldégica do material como curativo cutdaneo uma

vez que a entrada de agua no arcabouco causa inchamento do mesmo o que leva a



52

deformacgédo dos poros podendo afetar negativamente o crescimento celular no
arcabouco se a estrutura for rapidamente deformada [98]. Assim como as
micrografias eletrénicas da regido de superficie, as micrografias da regido de corte
dos arcaboucos (Figura 22) corroboram com o0 aumento da estabilidade dos
arcaboucos com 23%, 33% e 41% de Qm em PBS, uma vez que a estrutura interna,
na forma de folhas, dos mesmos tornaram-se mais compacta e com poros ainda
menores ao longo da estrutura, quando comparado aos arcaboucos de colageno,
9% Qm e 17% Qm. Portanto, o retardamento da entrada de moléculas do liquido
para dentro da estrutura do arcabouco, assim como o aumento da dificuldade de
difusdo das moléculas do liquido, internamente ao material, aumentam a
estabilidade do arcabouco imerso em PBS.

Outro fator que poderia favorecer a estabilidade da estrutura do arcabouco
quando imerso em PBS, é a possivel interacao entre os polimeros que constituem o
mesmo. Sendo assim, conforme visto no espectro de infravermelho da Figura 20, a
adicdo de Qm ao colageno causa um deslocamento de alguns picos como, por
exemplo, em 1450 cm™® e 1520 cm™, modificando o perfil de vibracdo dessas
ligagBes, indicando a existéncia de interagdo fisica entre as moléculas do colageno
com as moléculas da Qm. Portanto, assim como o efeito de superficie, esta
interacdo entre as moléculas que constituem a blenda, poderia desfavorecer a
desintegracdo da estrutura do arcabouco, quando imerso em meio liquido,
aumentando o tempo de estabilidade dos mesmos.

Diversos estudos utilizam agentes reticuladores para melhorar a interagao
entre as cadeias do coladgeno e da quitosana, a fim de obter estabilidade da
estrutura desta blenda em meio liquido, porém a grande problematica na utilizacao
dos agentes reticuladores é justamente a toxicidade, prejudicando a interacdo do

arcabouco com o tecido no qual ser& aplicado [99, 100, 101].
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Figura 24: Intumescimento dos arcaboucos em PBS até 220s
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As Figura 25 a 30 ilustram o perfil de intumescimento dos arcaboucos de

coldgeno e dos arcaboucos das blendas quando imersos em solucéo de PBS, assim

como os valores das taxas de intumescimento, representado pelo Slope da curva,

para cada arcabouco.

Figura 25: Perfil de Intumescimento de PBS do arcabouco de colageno
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Figura 26: Perfil de Intumescimento de PBS do arcabouco Bl. 9%
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Figura 27: Perfil de Intumescimento de PBS do arcabouco Bl. 17%
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Figura 28: Perfil de Intumescimento de PBS do arcabouco Bl. 23%
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Figura 29: Perfil de Intumescimento de PBS do arcabouco Bl 33%
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Figura 30: Perfil de Intumescimento de PBS do arcabouco Bl. 41%
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Dessa maneira, € possivel observar, na Figura 31, que a adicdo de Qm ao
coldgeno diminui o valor da taxa de absorcao de PBS nos arcaboucos, exceto para a
bl.9% Qm. Assim como foi abordado na discussao sobre a estabilidade da estrutura
do arcabouco, quando em contato com a solucdo de PBS, o valor da taxa de
intumescimento também esta relacionada tanto com a caracteristica morfolégica da
superficie do arcabouco, quanto com a estrutura do arcabouco. O primeiro fator
influencia na entrada de liquido para dentro da estrutura do material e o segundo
fator influencia o processo de difusdo das moléculas deste liquido internamente ao
material. Portanto, quanto menos rugosa e porosa for a superficie do arcabouco,
associado a um interior mais compacto/denso e com tamanho menor de poro, menor

serd o valor da taxa de intumescimento [102].
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Figura 31: Valores das taxas de Intumescimento (g/s)
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5.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A Figura 32 ilustra os termogramas dos arcaboucos de colageno e dos
arcaboucos das blendas.

E possivel observar que todos os arcabougos apresentaram duas etapas,
bem acentuadas, de perda de massa. A primeira etapa ocorreu entre 50 e 100°C,
estando relacionada a perda de agua do arcabouco. A segunda etapa ocorreu entre

230 e 300°C, estando relacionada a degradacado das moléculas do colageno [103].
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Figura 32: Termograma de todos Arcaboucos
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Além das etapas de perda de massa, € possivel observar no termograma a
influéncia da concentragcdo da Qm na estabilidade térmica dos arcaboucos. Para
isso, foram tracadas duas isopletas, no termograma, nas temperaturas de 75°C e
275°C, a fim de verificar os valores de perda massa, em porcentagem, dos

arcaboucos nestas temperaturas, 0s quais estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de perda de massa, em porcentagem, nas temperaturas de 75°C e 275°C

Arcaboucos Temperatura
75°C 275°C

Colageno 7,5 18,1
9% Qm 8,3 20,0
17% Qm 8,9 20,5
23% Qm 8,5 21,3
33% Qm 8,2 22,2
41% Qm 7,4 22,5

E possivel observar que na primeira etapa de perda de massa, proximo a

75°C, praticamente ndo houve variacdo nestes valores quando comparado 0s
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arcabougcos com Qm, em relagdo ao arcabouco de colageno. Por outro lado, em
relacdo a segunda etapa de perda de massa, proximo a 275°C, os arcabougos com
a presenca de Qm mostraram um pequeno aumento nestes valores, quando
comparado ao arcabouco de colageno puro. Uma possivel explicacdo para este
comportamento, apés a adicdo de Qm a matriz de colageno, se deve ao fato da Qm
apresentar moléculas de acido hialurdnico ligadas a sua estrutura, as quais se
degradam proximo a 275°C. Portanto, isso justifica a maior perda de massa para 0s

arcaboucos com Qm do que o arcabouco apenas com colageno [104].

5.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A Figura 33 ilustra as curvas de DSC para os arcaboucos de colageno e
colageno-Qm.

Figura 33: Curva de DSC para o arcabouco de colageno e os arcabougos das blendas colageno-Qm

0,0 4
-0,2
a -
3 -0,4 -
3 -06-
18 4
S 0,8+
= ' BI.9%
-1,0 S ——BI.17%
] —BL.23%
BI.33%
<12 _ BL41%
'1 ,4 ) ] 1 1 L) ] ) ] ] ] L] 1 1
ExoUp O 50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

O arcabouco de colageno apresentou trés eventos endotérmicos e um evento
exotérmico. O primeiro evento, proximo a 35°C, esta relacionado a transicao vitrea
de uma fracdo desordenada de colageno, sendo originada pela desnaturagéo parcial
do biopolimero durante o processo de mistura para a obtencdo da blenda. O
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segundo evento, localizado em 103°C, esti relacionado a perda de agua do
material. O terceiro evento, localizado em 230°C, esté relacionado desnaturacao das
cadeias das moléculas do colageno [105]. E por fim, o evento exotérmico observado
para o arcabouco de colageno, préximo a 280°C, esta relacionado apenas ao inicio
da formacdo de um pico exotérmico, o qual é atribuido a combustéo das fibras do
coldgeno. Porém, como o ensaio foi realizado até 300°C, ndo foi possivel observar a
formacédo completa desse pico. [106]

Assim como o arcabouco de colageno, os arcaboucos com Qm também
apresentaram 3 eventos endotérmicos e um evento exotérmico, 0sS quais Sao
semelhantes ao discutido para o arcabouco de colageno.

Além disso, foi possivel observar na Figura 33 que a presenca de Qm no
arcabouco, reduz a temperatura do primeiro evento, deslocando o pico para
temperaturas menores, quando comparado com o arcabouco de colageno. Uma
possivel explicagdo para este deslocamento se deve a modificacdo quimica da
quitosana com AH, conforme visto anteriormente, a qual reduz a intensidade de
interacdo entre as moléculas de agua e as moléculas de Qm. Por outro lado, a
presenca de Qm no arcabougco ndo causou deslocamento da temperatura de
desnaturacdo das cadeias do coladgeno, uma vez que este processo esta
relacionado com a perda das ligagdes de hidrogénio, fazendo com que a estrutura
terciaria do colageno seja perdida.

Outra observacdo importante a ser feita na Figura 33 esta relacionada a
presenca de uma ou mais temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) na blenda, uma vez
que isto € um indicativo da interacdo entre seus componentes. Neste caso, a Figura
33 mostra indicios da presenca de uma unica (Tg), ou seja, indicando que a blenda
obtida € miscivel. O estudo realizado por Lewandowska e colaboradores [107]
corrobora com este resultado, mostrando que a quitosana e o colageno apresentam

excelente miscibilidade.
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6 CONCLUSAO

Os espectros de FTIR mostraram que a modificacdo da quitosana com o AH,
0 qual se ligou nos grupos reativos -NH2 e -OH, presentes ao longo da estrutura da
quitosana, foi realizado com sucesso. Além do FTIR, o teste de solubilidade
corroborou para comprovar a modificacdo quimica da quitosana, uma vez que a
quitosana modificada apresentou solubilidade aproximadamente 4 vezes maior que
a quitosana pura. Os espectros de FTIR das blendas de colageno com Qm
mostraram que 0s mesmos interagem fisicamente entre eles, o que pode ser
verificado através dos deslocamentos das bandas do colageno de 3280 cm™ para
3300 cm™.

Os termogramas a partir de TGA revelaram trés eventos térmicos na Qm, 0s
quais foram alterados em relacdo a Qp: o primeiro foi deslocado para intervalos de
temperatura maiores, o que pode ser explicado pela presenca do AH ligado a
quitosana, aumentando a interagdo com as moléculas de agua. Nos outros dois foi
verificado uma diminuicdo das temperaturas de inicio de degradacao em relacéo a
Qp, 0 que pode estar relacionado com a diminui¢cdo das forcas intermoleculares ao
longo da cadeia da quitosana. As analises de TGA indicaram que ndo houve
mudancas significativas nos valores de perda de massa do arcabouco das blendas
em relacao ao colageno puro.

O DSC da Qm apontou a presenca de dois picos endotérmicos referentes a
perda de agua sendo o primeiro mais fracamente ligado ao AH na Qm, o segundo
tendo interacdo mais intensa como reportado no TGA, onde os grupos carboxilicos
do mesmo sdo responsaveis pela interacdo. Um terceiro pico exotérmico foi
detectado ainda, sendo atribuido a organizacdo das moléculas da Qm antes de
ocorrer sua degradacéo.

A microscopia eletrbnica de varredura revelou que as morfologia dos
arcaboucos das blendas, obtidos por liofiizacdo, € porosa e dependente da
concentracdo de Qm adicionada na blenda, sendo que a maior porosidade foi obtida
para concentracoes inferiores a 23% de Qm.

Os ensaios de intumescimento mostraram que a adicdo de Qm ao colageno
diminui o valor da taxa de absor¢cdo de PBS nos arcaboucos, exceto para a blenda
com 9% Qm, podendo ser explicada pela morfologia menos porosa e mais compacta
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para concentracdes maiores de Qm, dificultando a entrada de liquido para o interior
do arcabouco.

Diante do exposto nota-se que foi possivel realizar as modificacdes quimicas
na quitosana de forma a compor uma blenda com colageno, com propriedades
Unicas, formando um arcabougo poroso com potencial para ser aplicado como

curativo cutaneo.



63

7 SUGESTOES DE CONTITUIDADE

Estudar os efeitos de novas taxas/temperaturas de congelamento na

morfologia e porosidade dos arcaboucos;

Realizar estudos a fim verificar o tamanho/distribuicdo de poros dos

arcaboucos;

Realizar ensaios in vitro de cultura celular a fim de verificar citotoxicidade.
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