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RESUMO

A baixa processabilidade da quitosana e a obtencdo de materiais com
baixa estabilidade estrutural constituem fortes limitacdes ao amplo uso da
quitosana especialmente em aplica¢des biomédicas. Ademais a necessidade de
neutralizacdo da quitosana como biomaterial aumenta a fragilidade inerente
desses materiais. Desta forma, esta tese foi desenvolvida visando a obtencao de
materiais a base de quitosana com integridade estrutural no estado intumescido
e propriedades mecénicas e fisico quimicas adequadas utilizando-se uma rota
de processamento termomecanico. Para tanto uma estratégia de reticulacdo
guimica com acido citrico foi adotada. O &cido citrico (AC), em trés
concentracOes diferentes, foi avaliado como agente desestruturante e agente
reticulante e comparado ao material tradicionalmente processado com acido
acético. A estrutura quimica, capacidade de desestruturacdo do po de quitosana,
morfologia, propriedades fisico-quimicas e mecéanicas indicaram a ocorréncia de
reticulacdo quimica, diminuicdo da cristalinidade, e que as propriedades fisico-
guimicas e mecanicas aumentaram com o aumento do teor de AC. A analise
morfoldgica indicou estruturas inéditas que foram relacionadas as propriedades
mecanicas do material reticulado. Além disso, foi proposta uma rota de
neutralizacdo em meio tamponado minimizando-se possiveis reacdes de
hidrolise em meios fortemente alcalinos. O glicerol foi reincorporado aos
materiais por imersdo e verificou-se que o teor absorvido € proporcional ao
tempo de imerséo. A flexibilidade dos materiais foi recuperada sem prejuizos na
resisténcia mecanica e a capacidade de retencdo de exsudatos foi definida para
aplicacdo como coberturas em feridas moderadamente exsudativas. O perfil de
liberacdo de farmaco apresentou uma capacidade de liberacdo controlada
durante 8 dias durante o ensaio in vitro para o cloridrato de tetraciclina. Os
resultados sugerem que um biomaterial a base de quitosana pode ser obtido pelo
processamento termomecanico com estabilidade estrutural no estado
intumescido e que a estratégia de neutralizacéo e replastificacdo foram eficazes
para prover materiais com propriedades semelhantes a dos materiais originais.
Palavras-chave: Quitosana; Acido Citrico; Processamento Termomecanico;

Morfologia; Biomaterial.
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ABSTRACT
OBTAINING CROSS-LINKED CHITOSAN BY THERMOMECHANICAL
PROCESSING FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

The low processability of chitosan and the obtaining of materials with low
structural stability constitute substantial limitations to the commercial use of
chitosan, especially in biomedical applications. Furthermore, the need to
neutralize chitosan as a biomaterial increases the inherent fragility of these
materials. Thus, this thesis was developed to obtain chitosan-based materials
with structural integrity in the swollen state and advantageous mechanical and
physicochemical properties using a thermomechanical processing route. For this,
the chemical crosslinking strategy with citric acid was adopted. The citric acid
(CA), in three different concentrations, was evaluated as a destructuring agent
and crosslinking agent and compared to material traditionally processed with
acetic acid. The chemical structure, the destructuring capacity of chitosan
powder, morphology, and physicochemical and mechanical properties indicated
the occurrence of chemical crosslinking, decreased crystallinity, and increased
physicochemical and mechanical properties with increasing CA content.
Morphological analysis revealed never-before-seen structures related to the
crosslinked material's mechanical properties. In addition, a neutralization route in
a buffered medium was proposed, minimizing possible hydrolysis reactions in
strongly alkaline media. The glycerol was reincorporated into the materials by
immersion, and it was found that the absorbed content is proportional to the
immersion time. The flexibility of the materials was recovered without damage to
the mechanical strength, and the exudate retention capacity was defined for
application as dressings in moderately exuding wounds. The drug release profile
showed a controlled release capacity for eight days during the in vitro assay for
tetracycline hydrochloride. The results suggest that a chitosan-based biomaterial
can be obtained by thermomechanical processing with structural stability in the
swollen state and that the neutralization and plasticization strategies effectively
provide properties similar to the original materials.

Keywords: Chitosan; Citric Acid; Thermomechanical Processing; Morphology;

Biomaterial.
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1 INTRODUCAO

A quitosana € um polissacarideo semicristalino derivado da quitina que,
por sua vez, é o segundo polimero mais abundante na natureza e amplamente
presente em recursos naturais tais como crustaceos, insetos, algas, fungos e
leveduras e é principalmente extraida de carapacas de artrépodes tais como
camardo, caranguejo, etc. [1]. Este biopolimero redne um conjunto de
propriedades tais como mucoadesividade, citocompatibilidade, bioatividade
hemocompatibilidade, atividade antimicrobiana, biodegradabilidade,
hidrofilicidade além de ndo provocar resposta imunoldgica, sendo muito atraente
em aplicagbes biomédicas tais como suturas, implantes, coberturas ativas de
feridas, arcaboucos de crescimento celular, implantes, adesivos de liberagcéao de
medicamentos, etc [2]. A partir desse conjunto atrativo de propriedades e ampla
disponibilidade de sua matéria-prima a quitosana tem sido bastante estudada em
aplicacdes biomédicas e farmacéuticas, principalmente.

Entretanto este biopolimero enfrenta limitacbes devido sua natureza
estrutural sendo mecanicamente fragil e incapaz de manter uma forma
predefinida [3]. A alta densidade de ligacbes de hidrogénio dificulta o
processamento da quitosana de forma que o método mais utilizado envolve a
solubilizacdo do biopolimero em meios acidos diluidos e subsequente
evaporacao do solvente, método casting [1]. Além disso, a quitosana nao
apresenta temperatura de fusdo pois degrada antes de fundir, sendo
considerada infusivel [4]. Essa baixa processabilidade implica na subutilizacédo
da quitosana apesar da abundancia de matéria-prima como recurso renovavel.

Para superar a baixa processabilidade da quitosana Epure e
colaboradores utilizaram uma abordagem simples para o processamento da
guitosana envolvendo o cisalhamento no estado sélido da quitosana a partir da
mistura do p6 de quitosana, uma solucdo de &cido acético como agente
desestruturante e glicerol como plastificante [3]. Apesar dessa abordagem
representar um avanco na obtencdo de materiais a base de quitosana esses
materiais apresentam baixa integridade estrutural no estado intumescido e sdo
lentamente solubilizados quando submetidos a sistemas aquosos [5]. Como

muitas das habilidades biomédicas da quitosana envolvem aplicacdo em



sistemas umidos e aquosos uma abordagem simples e eficiente para aumentar
a integridade estrutural desses materiais envolve a reticulacdo quimica das
cadeias do polissacarideo [5,6]. Para filmes produzidos por casting é comum o
uso de um aditivo reticulante capaz de ligar as cadeias diminuindo a solubilidade
e a degradacao in vitro da quitosana. Dentre os agentes de reticulacdo, o acido
citrico (AC) é um acido policarboxilico amplamente utilizado como agente de
reticulacao néo toxico [6].

Outro desafio relacionado com a aplicacdo dos materiais a base de
guitosana em sistemas biologicos é a acidez residual dos materiais que provoca
reacoes inflamatodrias e citotoxicidade [7]. Devido a tal acidez residual muitos
trabalhos relatam a neutralizacdo dos filmes de quitosana por imersdo em
solugcdes concentradas de NaOH e subsequentes lavagens do material até pH
neutro antes dos testes de citocompatibilidade [8—13], entretanto os efeitos da
neutralizacdo sobre as propriedades e morfologia do material final sdo omitidos.
Até o presente momento ndo ha uma abordagem na literatura para recuperar a
flexibilidade desses materiais apds a neutralizagao.

Lancando-se méao dos beneficios do processamento termomecanico da
guitosana e visando uma maior estabilidade em meio aquoso dos materiais a
base de quitosana processada através do cisalhamento no estado solido, nesta
tese é apresentada uma abordagem de reticulagdo quimica durante o
processamento termomecanico da quitosana. Além disso uma nova metodologia
de neutralizacdo dos materiais processados foi empregada utilizando-se um
sistema tamponado para minimizar a hidrélise alcalina dos materiais. E
finalmente para o ajuste da flexibilidade uma abordagem de recuperacédo do
plastificante solubilizado foi proposta. Dessa forma a hipdtese desta tese € de
gue, com o auxilio do cisalhamento, o &cido citrico possa atuar simultaneamente
como um agente reticulante e agente desestruturante capaz de interferir nas
fortes interacGes intermoleculares da quitosana durante o processamento da
guitosana. A segunda hipétese € que o uso da solucdo tampao fosfato salina (pH
= 7,4) seguido de imersdao dos materiais em glicerol em tempos pré-definidos
possa viabilizar a neutralizacdo da quitosana sem gerar maiores prejuizos nas

propriedades mecéanicas e restituir uma flexibilidade ajustavel desses materiais,



de acordo com o tempo de imersdo no plastificante, respectivamente. Dessa
forma alcancando-se sucesso na proposta de reticulacdo quimica durante o
processamento mecanico da quitosana, seguido da neutralizacdo em meio
tamponado aliada a uma abordagem simples de recuperagédo do plastificante
haverd uma contribui¢cdo importante para a melhoria da produtividade e obtencao
de materiais com espessuras variadas, pH fisiolégico e com propriedades
mecéanicas adequadas viabilizando o uso dos materiais a base de quitosana
desde seu processamento até suas propriedades finais.

1.1 Objetivos gerais

Esta tese de doutorado tem como objetivo geral a obtencdo de um
biomaterial & base de quitosana reticulada por uma rota de processamento
termomecanico com foco na manutencdo das propriedades mecanicas e
estabilidade estrutural no estado intumescido visando sua utilizacdo como um

biomaterial com liberacdo controlada de farmacos.

1.2 Objetivos especificos

Tornar viavel a obtencdo de materiais a base de quitosana reticulada por
uma rota de processamento termomecanico a partir de trés formulagdes iniciais
de AC visando um conjunto de propriedades adequadas visando sua
aplicabilidade como biomaterial.

Utilizar uma abordagem inédita envolvendo tratamento criogénico de curto
tempo com objetivo de visualizar detalhadamente as diversas estruturas
cristalinas existentes nos materiais de quitosana termomecanicamente
processadas visando melhor compreenséao da relagcéo estrutura-propriedade.

Selecionar a formulacdo adequada para a obtencdo de um biomaterial e
apresentar apontamentos sobre o tipo de aplicacdo viavel.

Propor uma metodologia de neutralizagdo em meio tamponado como
meio de minimizar os efeitos de hidroélise alcalina e a recuperacéo do glicerol por

imersao visando-se a recuperacéo da flexibilidade do material;



Investigar a degradacgéo in vitro, a capacidade de absorcéo de exsudatos
e analisar o perfil de liberacdo do antibiético cloridrato de tetraciclina para se
avaliar a capacidade de incorporacao e liberacdo em condicdes fisioldgicas de
temperatura e pH visando aplicagbes como cobertura de feridas e como

dispositivo de liberagcédo controlada de farmaco, respectivamente.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomateriais e os dispositivos biomédicos

Uma doenca, lesdo ou trauma podem levar a danos e degeneracdo dos
tecidos no corpo humano, o0 que requer tratamentos para facilitar a sua
reparacao, substituicdo ou regeneracdao. Com relacdo a engenharia de tecidos,
todos os dias milhares de procedimentos cirdrgicos sao realizados para substituir
ou reparar tecidos danificados por doengas ou traumas [14].

O termo biomaterial foi definido na primeira Conferéncia de Consenso da
European Society for Biomaterials (ESB), em 1976, como "um material ndo viavel
usado em um dispositivo meédico, destinado a interagir com sistemas bioldgicos";
esse termo foi redefinido algumas vezes até a definicdo atual do ESB como
sendo um "material destinado a interagir com sistemas biolégicos para avaliar,
tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6érgédo ou funcéo do corpo”. Essa
mudanca reflete a evolucdo e o desenvolvimento dos biomateriais de uma
simples interacdo com o corpo para influenciador de processos biologicos [14].
Varios biomateriais tém sido utilizados ao longo dos tempos, porém a partir da
década de 50 (p6s Segunda Guerra Mundial) tais estruturas comecaram a ser
investigados de forma mais precisa. Os biomateriais séo utilizados como suturas,
implantes (dentarios, intradérmicos, coluna, etc.), coberturas de feridas (wound
dreessings), arcaboucos ou suportes para crescimento celular (scaffolds), etc
[15], [7].

Uma caracteristica critica dos biomateriais é a biocompatibilidade, isto €,
a habilidade de um material em ser compativel com tecidos vivos, em especial,
o corpo humano. Outra caracteristica bastante desejada para biomateriais é a
bioatividade que é capacidade de interligar a interface entre sistemas artificiais
e biologicos, promovendo assim interagcbes celulares favoraveis e
desenvolvimento de tecidos.

As pesquisas em busca de biomateriais aumentam exponencialmente no
desenvolvimento de dispositivos tais como scaffolds e coberturas bioativas de
feridas, por exemplo. Tipicamente sdo usados na fabricacdo de scaffolds para

engenharia de tecidos trés grupos individuais de biomateriais, as ceramicas, 0s



polimeros sintéticos e os polimeros naturais. Na fabricacdo de coberturas de
feridas esses materiais se restringem basicamente aos materiais poliméricos
sintéticos e de origem natural [14]. Para essas aplicacfes, os biomateriais ideais
também devem ser biodegradaveis e bio-reabsorviveis, faceis de serem
esterilizados e ndo-toxicos, o que também se aplica aos seus produtos de
degradacao, mantendo propriedades mecanicas e fisicas adequadas durante a
degradacédo para apoiar a reconstrucdo de um novo tecido sem inflamacéao.
Consequentemente, a taxa de degradacao e o mecanismo devem ser ajustados
exatamente para a aplicacao desejada [16].

Alguns requisitos, no entanto, sdo necessarios para a viabilidade de um
biomaterial projetado para atuar em aplicacdes especificas. Para uma cobertura
de feridas, por exemplo, o0s requisitos sao: biocompatibilidade, né&o
alergenicidade, atoxicidade, permitir a remoc¢ao sem causar traumas, ser flexivel,
manter a umidade na interface ferida-cobertura, remover o0 excesso de
exsudatos, fornecer isolamento térmico, permitir trocas gasosas, proteger contra
microrganismos, estimular o crescimento celular [17-20].

Neste contexto os materiais a base de biopolimeros biologicamente ativos
ganharam destaque nos ultimos anos no desenvolvimento de biomateriais. Eles
sdo capazes de substituir a estrutura do tecido humano por causa de sua
semelhanca fisica e quimica. Uma série de materiais naturais tais como:
guitosana, colageno, gelatina, alginato, fibroina da seda, hidroxiapatita, acido
hialurénico, tém sido usados para aplicacdes de coberturas de feridas [21].
Dentre os biopolimeros, a quitosana tem sido amplamente estudada como um
potencial material bioativo devido as suas propriedades e disponibilidade Unicas.
Entretanto sua baixa processabilidade ainda se impde como obstaculo na

aceitacdo da quitosana pela industria [3].
2.2 Quitosana

2.2.1 Aspectos gerais

A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, segundo polimero

mais abundante da natureza, que por sua vez é um homopolimero semicristalino



constituinte estrutural em exoesqueleto de artrépodes e nas paredes celulares
de fungos e leveduras, além disso a quitina € produzida por Vvarios outros
organismos vivos nos reinos vegetal e animal, servindo em muitas fungdes
estruturais nas quais o reforco mecéanico se faz necessario [22]. A quitosana tem
ocorréncia natural reduzida em alguns fungos (Mucor e Zygomicetes) enquanto
gue a quitosana comercial advém, majoritariamente, da quitina proveniente de
residuos da industria pesqueira principalmente de cascas de caranguejo e
camarao sendo considerado um recurso subutilizado [23,24].

Quanto a sua estrutura, a quitosana € um copolimero aleatério constituido
dos carboidratos D-glicosamina (2-amina-2-desoxi-D-glicopiranose) e N-acetil-
D-glicosamina (2-acetamina-2-desoxi-D-glicopiranose) unidos por ligagdes B-(1-
4) (Figura 2.1), desde que a proporcédo da unidade desacetiladas (2-amina-2-
desoxi-D-glicopiranose) seja igual ou superior a 50% [22]. Apenas as quitosanas

de ocorréncia natural sdo completamente desacetiladas.
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Quitina Quitosana

Figura 2.1 — Estrutura da quitina e quitosana. Fonte: propria autora.

Este biopolimero apresenta intensas interagdes intra e intermoleculares
tornando-o muito rigido e de dificil processabilidade, entretanto pode ser
solubilizado em meios acidos diluidos devido a existéncia de grupos aminas de
carater basico enquanto que a quitina € praticamente insolivel em varios
solventes ja testados. Esses grupos amina (pKa de 6,2 a 7,0) sdo completamente

protonados em acidos com pKa menor que 6,2, tornando a quitosana solivel em



meios &cidos diluidos e insollivel em agua [25]. E relatado que a quitosana é o
Unico polimero catiénico de origem natural, o que confere muitas das
propriedades Unicas deste biopolimero [26]. O acido responsavel pela
protonacdo e/ou solubilizacdo da quitosana €é denominado agente
desestruturante ou agente de protonacao [4-6].

Okuyama et al. determinaram a estrutura molecular e cristalogréfica da
forma hidratada da quitosana totalmente desacetilada, obtida por repetidas
reacoes de desacetilacédo da quitina do caranguejo [28]. Os autores observaram
gue as cadeias de quitosana cristalizam em uma célula unitéria ortorrémbica com
dimensdes a = 8,95 A, b = 16,97 A, ¢ (eixo da fibra) = 10,34 A. A conformac&o
da cadeia € uma hélice de duas dobras estabilizada por ligagdo de hidrogénio
03-05 (figura 2.2 e 2.3). A célula unitaria contém quatro cadeias dispostas em
direcdes antiparalelas entre si e oito moléculas de agua. Além disso, existem
ligacbes diretas de hidrogénio (N2-O6) entre cadeias adjacentes ao longo do
eixo b, o que torna uma estrutura de folha paralela ao plano bc. Essas folhas séo
empilhadas ao longo do eixo a. Moléculas de agua formam colunas entre essas
folhas contribuindo para a estabilizagdo da estrutura, fazendo pontes de
hidrogénio entre a agua e as cadeias poliméricas. Ou seja, nos cristais de
guitosana hidratada, as cadeias adjacentes de quitosana sao alinhadas
antiparalelamente e ligadas com ligacdo de hidrogénio intermolecular, formando
uma estrutura de folha. Além disso, varias folhas empilhadas em conjunto com
ligacbes de hidrogénio, através de moléculas de agua presentes entre elas,

formam cristais 3-D.



Figura 2.2 Estrutura quimica da quitosana em conjunto com a numeracao
atdbmica. Linhas tracejadas denotam pontes de hidrogénio O3-0O5. Dois angulos
diédricos (¢, @) definindo a conformagédo da corrente principal e um angulo x

diédrico definindo a orientacdo O6 também s&o mostrados. Extraida da ref [29].
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Figura 2.3 - Estrutura de empacotamento de quitosana hidratada projetada ao
longo do eixo a (a) e ao longo do eixo ¢ (b). Circulos preenchidos denotam
atomos de nitrogénio. As esferas denotadas por W1, W2 e W3 representam
moléculas de agua interagindo de 3 formas distintas na estrutura cristalina da
qguitosana e a numeracdo indica a distancia das diferentes ligagbes de

hidrogénio. Extraida da ref [29].
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A fase cristalina da quitosana pode ser visualizada numa morfologia em
camadas através imagens de microscopia eletrbnica de varredura ou de

transmissédo como apresentadas na figura 2.4.

Figura 2.4 — Microscopia eletrénica de varredura do dominio de quitosana nao
compatibilizada em matriz de polietileno (esquerda) e microscopia eletronica de
transmissdo de uma particula de quitosana (direita). As imagens evidenciam a
estrutura cristalina em camada do biopolimero. Extraidas das referéncias [30] e
[27], respectivamente.

A rede de ligacGes de hidrogénio da quitosana reflete diretamente nas
suas propriedades mecanicas gerando estruturas rigidas e frageis que podem
limitar a aplicabilidade deste material. No sentido de superar a fragilidade
imposta pelas ligacdes de hidrogénio e aumentar a flexibilidade dos filmes de
guitosana muitos autores utilizam plastificantes [31-37]. A estrutura dos
plastificantes é capaz interagir com a quitosana e interferir nas fortes interacées
intercadeias [38] agindo como espacador intermolecular gerando estruturas mais
flexiveis, mas com menores resisténcias a tracdo. O glicerol esta entre as
moléculas mais utilizadas para plastificar a quitosana e outros polimeros naturais
pois apresenta diversas vantagens, € biocompativel, liquido em temperatura
ambiente, ndo é volatil, possui alto ponto de ebulicdo e alta capacidade de
ligacdo de hidrogénio (hidrofilicidade) causando uma alta retencéo no polimero
[38,39].
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Materiais de quitosana plastificada geralmente passam por um processo
de reticulacdo, na qual o agente reticulante liga-se quimicamente (de forma
ibnica ou covalente) a cadeia do biopolimero para restringir o escoamento entre
as cadeias durante a aplicagcdo de uma tensdo de tracdo aumentando sua
respectiva resisténcia mecanica [40-43]. A reticulagdo quimica é uma
abordagem interessante e viavel para aumentar o tempo de uso dos biomateriais
a base de quitosana em meios Umidos (como € o meio fisiolégico) devido as
interagBes quimicas entre o biopolimero e o reticulante tendo como resultado
uma menor solubilidade e menor taxa de degradacéao in vitro [6]. Muitos estudos
apontam para a eficiéncia do acido citrico como reticulador atoxico da quitosana
e de outros biopolimeros como a celulose e o amido para obtencg&o de hidrogéis
[6,41,42,44-48]. O acido citrico € um acido carboxilico ternario ndo toxico que
faz parte do ciclo de Krebs e é usado em muitos campos, como alimentos,
limpeza e produtos médicos [17,18] e € liberado pelo FDA para uso meédico e
alimentar [49]. Os materiais reticulados e plastificados além de uma resisténcia
mecanica aumentada apresentam flexibilidade (fragilidade reduzida) [31-37].
Sem o uso de um plastificante os materiais reticulados seriam ainda mais rigidos
gue os materiais originais (sem aditivos plastificante e reticulante). Considerando
que os valores do pKa do AC séo: 3,13 (pKaui), 4,70 (pKaz) e 6,40 (pKas) [50] €
provavel que um dos trés grupos carboxilicos do AC néo reaja formando uma
estrutura com trés pontos de reticulacéo ja que em valores de pKa superiores a
6,20 os grupos amina da quitosana ndao sdo protonados. Entretanto em
temperaturas elevadas a constante de acidez se altera podendo favorecer uma

completa acao reticulante do AC.

2.2.2 Processamento termomecanico

Apesar dos artificios utilizados para aumentar a viabilidade dos filmes de
guitosana nas diversas aplicacfes, a técnica amplamente utilizada para
obtencao de materiais a base de quitosana, casting, impde limitacdes que podem
restringir as aplicagbes potenciais da quitosana, como o alto consumo de
solvente, baixa concentracdo de quitosana, baixo volume de materiais

produzidos e longos tempos de fabricacao, resultando em baixo rendimento de
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producéo [5,27]. Para o casting continuo essas limita¢cdes sdo reduzidas ao alto
consumo de solvente e baixa concentragéo de quitosana.

Para superar essas limitacbes, a técnica de processamento por
cisalhamento no estado sdélido ou “mechanical kneading” foi adotada para
preparar materiais a base de quitosana [3]. Este método baseia-se no
cisalhamento do biopolimero no estado sélido intumescido em 4gua com uma
guantidade adequada de plastificante e um &cido desestruturante num
misturador interno de batelada. Nesta técnica de processamento os diferentes
componentes tais como solu¢do de acido acético, quitosana e glicerol sao
misturados em um misturador interno (tipo Haake) por 15 min a uma temperatura
de 80°C com uma velocidade de rotor de 100 rpm. Assim, durante o
processamento termomecanico, onde forgas de cisalhamento intensivas estéao
envolvidas, uma quantidade bastante reduzida de solvente é necesséria para
guebrar a ligacdo de hidrogénio intrinseca entre as cadeias da quitosana [51].
Apés o processamento mecanico, o material € termoprensado (12 min) para
moldagem [3], resultando na rapida preparacdo dos materiais em comparacao
ao longo tempo necessario para materiais fabricados por casting, que envolve
um tempo de solubilizacdo e um tempo de secagem. Essa técnica produz
materiais que podem ser moldados em diferentes formas e espessuras e oferece
maior produtividade e os materiais a base de quitosana obtidos sdo conhecidos
como thermoplastic chitosan ou “quitosana termoplastica”.

A partir da analise da microestrutura da quitosana termoplastica, Matet e
colaboradores afirmam que nem todas as particulas de quitosana puderam ser
completamente protonadas na solucédo de acido acético, muito provavelmente
devido a alta proporcdo de cadeias de quitosana em relacdo ao conteudo de
acido acético [27]. Meng e colaboradores discorrem que a quitosana
termoplastica é na verdade um material compdésito onde as particulas
remanescentes do pé de quitosana déo reforco mecanico a fase desestruturada
[1].

A técnica de processamento termomecanico da quitosana vem se
consolidando ao longo dos anos no desenvolvimento da quitosana

“termoplastica”. Desde a publicagao do primeiro trabalho neste assunto em 2011,
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[3] outros trabalhos foram realizados para o desenvolvimento e avaliagdo da
influéncia de diversas composi¢cdes de forma que a técnica tem apresentado
eficicia e bons desempenhos na obtencédo de materiais funcionais. Por exemplo,
em 2013, Xie e colaboradores prepararam uma série de nanocompadsitos a base
de quitosana plastificada nos quais a montmorilonita (MMT) foi totalmente
exfoliada [52]. Os resultados de DRX e MET mostraram que a MMT pode ser
esfoliado em grande parte na matriz de quitosana durante o processamento
termomecanico. Esses nanocompdsitos mostraram propriedades mecanicas
(resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade e elongacdo na ruptura)
melhoradas que podem ser atribuidas a excelente dispersédo de nanoargila e
forte afinidade entre a nanoargila e a matriz de quitosana.

Em 2014, Meng e colaboradores obtiveram placas de quitosana
plastificada na presenca de teores crescentes de acido latico (AL) e glicerol pelo
processamento termomecanico [1]. Neste importante estudo a estruturacéo
hierarquica da quitosana foi delineada (e sera abordada na proxima sec¢ao) bem
como o mecanismo de desestruturacéo da quitosana por acéo do cisalhamento
imposto ao biopolimero dentro do misturador interno foi determinado. No que se
refere ao mecanismo de desestruturacado da quitosana, a analise DRX indicou
um deslocamento dos picos caracteristicos da quitosana para angulos menores
com o aumento do teor do agente desestruturante. Pela lei de Bragg a diminuicéo
do angulo da luz difratada significa um aumento nos parametros de rede de um
material cristalino ou semicristalino [53]. A analise de DRX da quitosana
protonada com AL concentrado (na auséncia de agua e glicerol) confirmou a
entrada do &cido latico na estrutura do biopolimero pelo aumento no
espacamento entre os planos (020) de aproximadamente 0,288 nm de forma que
este aumento corresponde ao comprimento aproximado de uma molécula de
acido latico [1].

Dessa forma foi compreendido o seguinte mecanismo (Figura 2.5): apos
a protonacéo da quitosana ocorre um aumento da distancia entre as cadeias de
guitosana numa folha devido a infiltracdo de moléculas de acido latico ligadas
ionicamente aos grupos amina deteriorando as ligacbes de hidrogénio

intermoleculares, ou seja, as moléculas de acido latico expandem o espaco entre
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as moléculas de quitosana da fase cristalina. Sob agéo do cisalhamento imposto
durante o processamento ocorre o ‘“rasgamento” das folhas cristalinas
finalizando o processo de desestruturacdo. A protonagcdo da quitosana abre
caminho para que o glicerol seja incorporado a estrutura do biopolimero. Além
disso, o glicerol contribui com a processabilidade pois também interfere nas
fortes interacdes intercadeias da quitosana facilitando a desestruturacdo do

polissacarideo [1].

® amino group Thermo-
o mechanical
= |actic acid mixing
lactic acid

Figura 2.5 — Representacdo esquematica do mecanismo de desestruturacdo da
guitosana sob acdo do cisalhamento imposto durante o0 processamento

mecanico. Imagem extraida da referéncia [1].

Em 2016 blendas de amido de milho termoplastico e quitosana foram
preparadas por extrusao, caracterizadas e constatou-se que foi possivel produzir
misturas de amido de milho e quitosana com alta dispersédo [54]. Embora a
incorporacao de quitosana termoplastica tenha causado uma diminui¢do tanto
na resisténcia a tracdo quanto na rigidez, foram produzidos filmes com maior
extensibilidade e estabilidade térmica.

O processamento termomecéanico também se mostrou eficaz na obtencao
de misturas de materiais a base de quitosana para obtencdo de materiais
funcionais com propriedades otimizadas. Excelentes niveis de dispersao foram
obtidos em nanocompdsitos de nanoargila/quitosana (2021) [38] e em
polieletrdlitos de quitosana/carboximetilcelulose (CMC) complexados com 6xido

de grafeno ou 6xido de grafeno reduzido (2020) [55]. Propriedades mecénicas e
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hidrofilicidade otimizadas foram encontradas em filmes de quitosana/gelatina e
misturas de quitosana/alginato devido a interagdes idnicas e de hidrogénio entre
os dois biopolimeros possibilitadas pelo processamento termomecéanico (2020;
2021) [51,56].

2.2.2.1 Plastificantes da quitosana

O papel dos plastificantes € fundamental para a processabilidade e as
propriedades finais dos materiais a base de polissacarideos, em geral, pois estas
estruturas séo capazes de romper as fortes interagdes inter e intracadeias com
a vantagem de né&o ser volatilizado em ampla faixa de temperatura [27]. Os
agentes desestruturantes provenientes de acidos organicos além de promover a
protonacdo e, consequentemente, uma desestruturacdo inicial por acdo da
repulsdo eletrostatica entre os grupos amina protonados também agem como
plastificantes secundarios [1,57]. Sobre o0 uso de acidos inorganicos, Zhang e
colaboradores concluiram que apesar do HCl ser um excelente agente de
protonacéo a adicdo deste acido inorganico nao ajuda na mobilidade entre as
cadeias gerando filmes mais rigidos enquanto que o ion acetato € maior e mais
livre, conferindo alguma elasticidade e flexibilidade aos filmes de quitosana [57].
Entretanto os polidis, especialmente o glicerol, sdo considerados os principais
agentes de plastificacdo para a quitosana [27,32,37,51].

Uma vez que o amido termoplastico vem sendo desenvolvido desde
meados dos anos 80 (e ja apresenta um forte histérico) [58], varios polidis com
estruturas quimicas diferentes sao tipicamente usados para plastificacdo do
amido. Sorbitol, xilitol e maltitol ttm maiores massas molares do que o glicerol.
Foi demonstrado que quando um poliol com maior massa molar foi utilizado, a
resisténcia a tracdo e o modulo aumentaram, a estabilidade térmica foi melhor e
a temperatura de transicdo de fase do amido aumentou (Li & Huneault, 2011,
Qiao, Tang, & Sun, 2011). Para a quitosana diferentes plastificantes foram
testados para materiais processados por casting, entre eles glicerol, sorbitol,
sacarose, polietilenoglicol, etilenoglicol e propilenoglicol [27,32,37]. Um ponto em
comum € que essas estruturas sao todas hidrofilicas de forma que esses agentes

interagem com as macromoléculas interrompendo a rede de ligacbes



16

intermoleculares dos biopolimeros. Nesses sistemas plastificados normalmente
a resisténcia a tracdo e o modulo diminuem enquanto o alongamento na ruptura
aumenta [37]. Além disso é comum se perceber uma maior hidrofilicidade com a
adicdo de moléculas plastificantes em polissacarideos [59].

Poucos estudos relatam o efeito de diferentes plastificantes para a
guitosana termoplastica, além do glicerol. Matet e colaboradores investigaram o
efeito de trés polidéis como plastificantes ndo volateis da quitosana, a saber o
glicerol, o xilitol e o sorbitol (Figura 2.3).

Glicerol Xilitol Sorbitol

OH
OH

OH  OH
Ponto de fusdo (°C) 20 94 95
Ponto de ebuli¢do (°C) 182 216 296
Massa molar (g/mol) 92,1 152,2 182,2
Numero de grupos OH 3 5 6

Figura 2.6 — Principais caracteristicas do glicerol, xilitol e Sorbitol. Imagem
adaptada da ref [27].

Através da espectroscopia no infravermelho foi verificado que nenhum
poliol interagiu com os ions ambnio (amina protonada) [27]. Seja qual for o poliol,
a banda de absorcdo NH3* apareceu no mesmo nimero de onda e a banda de
absorcao de C=0 (amida I) muda para um numero de onda mais baixo, quando
o teor de poliol aumenta. Essa mudanca indica que os polidis interagem com a
guitosana através dos grupos amida e hidroxila, e as ligac6es de hidrogénio
formadas entre o acido acético e os grupos amida da quitosana sao substituidas
pelas interacdes entre os polidis e quitosana nas amostras plastificadas. Quanto
a microestrutura da quitosana o uso do plastificante glicerol apresentou o maior
conteudo amorfo inclusive apresentando maiores espacamentos entre as

camadas que foram preenchidos com material amorfo (Figura 2.7). Quanto a



17

estabilidade térmica o material contendo o poliol de maior massa molar
obviamente apresentou maior temperatura de degradacdo térmica e maior
resisténcia a tracdo. Enquanto que o glicerol foi o plastificante que resultou na
menor resisténcia a tracao. Os resultados de propriedades mecéanicas estdo de
acordo com os resultados de DRX (cristalinidade) e foram justificados por uma
possivel recristalizacdo do sorbitol a temperatura ambiente [27].

Figura 2.7 — Micrografia eletrbnica de varredura da quitosana
termomecanicamente processada (a) na auséncia de plastificantes; e na

presenca de (b) glicerol; (c) xilitol e (d) sorbitol. Imagem extraida da ref [27].

Apesar do glicerol ser o plastificante mais amplamente utilizado para
biopolimeros devido a sua nao volatilidade e hidrofilicidade correspondente, nos
ultimos anos, os liquidos i6nicos (LIs) tém atraido muita atengdo para o
processamento e plastificacdo de biopolimeros, especialmente o amido [51]. Os
LIs contém um anion de aceitacdo de ligacdo de hidrogénio fortemente basico
(por exemplo, carboxilatos ou halogenetos) e podem romper efetivamente as
redes de liga¢6es de hidrogénio do biopolimero. Chen e colaboradores avaliaram
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os efeitos de diferentes plastificantes com diferentes polaridades e
hidrofilicidades, a saber, glicerol, triacetina e acetato de 1-etil-3-metilimidazélio,
na estrutura e propriedades da quitosana e blendas de quitosana / alginato
processados termomecanicamente [51]. Devido a sua hidrofobicidade, a
triacetina (um éster de glicerol e 4cido acético) apresentou uma interacao fraca
com a quitosana. Para as blendas de quitosana/alginato as superficies
apresentaram-se menos coesas que as superficies de quitosana termoplastica.
Devido a carga negativa do alginato interagindo com a carga positiva da
guitosana houve uma menor interacdo entre os biopolimeros e os plastificantes
[51]. Para ambas as matrizes (quitosana e quitosana / alginato), a inclusdo de
triacetina diminuiu a ductilidade e a resisténcia a tracdo possivelmente devido a
baixa compatibilidade entre a triacetinas e os biopolimeros. Enquanto que o
liquido ibnico (1-etil-3-metilimidazolio) e o glicerol promoveram um aumento na
deformabilidade de ~75% da matriz de quitosana para ~200 e ~160%,
respectivamente para as matrizes de quitosana e quitosana / alginato. Os
autores sugeriram que o glicerol € mais vantajoso para a plastificacdo da
guitosana do que os LIs porque os grupos terminais hidrofébicos (ligagcdo C-H)
do glicerol podem impedir uma quantidade de ligacdo de hidrogénio excessiva
entre as cadeias de quitosana, enquanto os LIs, que tém capacidade de ligacéo
de hidrogénio mais forte e podem formar multiplas ligacdes de hidrogénio com a
cadeia de quitosana e, assim, limitar a mobilidade da cadeia apresentando um
efeito antiplastificante. Ou seja, se a interacdo € extremamente alta o efeito de

plastificante fica comprometido pelo excesso de interacées com a matriz.

Estruturacédo hierarquica da quitosana

A microestrutura da quitosana termomecanicamente plastificada
(quitosana termoplastica) foi investigada por Meng e colaboradores através de
difracdo de raios X, microscopia eletrbnica de varredura e microscopia otica [1].
Além da identificacdo do mecanismo de desestruturacao da quitosana durante o
processamento termomecéanico na presenca do &cido latico como agente
desestruturante e como plastificante secundéario, neste trabalho foram

adicionados teores crescentes de glicerol e &gua como plastificantes primarios e
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a influéncia sobre a morfologia e cristalinidade foram analisadas. Meng e
colaboradores observaram que o processamento termomecanico da quitosana
na presenca de plastificantes gera microestruturas complexas que s&o
organizadas hierarquicamente sob os efeitos de tensdo de cisalhamento e
energia térmica.

Assumindo uma analogia a estrutura hierarquica da quitina [60], os
autores definiram cada nivel estrutural de acordo com as observacdes obtidas
naquela pesquisa [1]. O comprimento da cadeia das moléculas de quitosana foi
estimado a partir da massa molar viscosimétrica obtida através da medicéo da
viscosidade intrinseca e do alto grau de desacetilagdo (GD) de forma que a
guitosana usada naquele estudo consistia em cadeias com um comprimento
meédio de ~670 nm. O proximo nivel estrutural seriam nanofibrilas cristalinas
estreitas e longas, com cerca de 3-5 nm de diametro, compostas de 18-25
moléculas de quitosana (assumindo analogia a estrutura hierarquica da quitina
[60]), que ndo foram observadas nesse estudo. Essas nanofibrilas de quitosana
atuam como nucleos cristalinos entre si para formar aglomerados de nanofibrilas.
No trabalho de Meng estruturas com comprimentos de cerca de 1 a 4 um foram
associadas a tais aglomerados nanofibrilares [1]. Com o aumento no teor de
glicerol a cristalinidade diminui e a populacdo de aglomerados nanofibrilares na
superficie de fratura também diminui e mais areas lisas relacionadas as cadeias
amorfas sdo observadas. O préximo nivel estrutural mais alto consistiu na
formacao de feixes de alguns desses aglomerados nanofibrilares em microfibras
longas de cerca de 1 a 3 um de didametro. A figura 2.8 ilustra esquematicamente

os diferentes niveis hierarquicos da quitosana.



20

Microfibras
D=1-3um

Aglomerados

nanofibrilares
m 1-4 pm

Nanofibrilas
D=5-6nnm

Moléculas
670 Nnm

Figura 2.8 — Representacdo dos diferentes niveis estruturais da quitosana com
suas dimensdes aproximadas de comprimento ou diametro (D). Fonte: propria

autora.

Para visualizar tais microfibras, Meng et al imergiram um pequeno disco
moldado por compresséo de amostra de quitosana processada na presenca de
AL concentrado (CS-2CLA) em agua deionizada por 48 h. Durante a imerséao, a
amostra ficou inchada e algumas “cordas” emaranhadas, que s&o longas
microfibras, como mostrado na Figura 2.9, foram liberadas da superficie da
amostra. Os feixes de microfibras longas emaranhadas s&o claramente
observados na Figura 2.9 (B). Este experimento serviu de base para a
experimentacéo delineada para esta tese visando a observacéo das estruturas

cristalinas obtidas nesta pesquisa de doutorado.
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Figura 2.9 — Imagens de microscopia o6tica das fibras liberadas da amostra de
guitosana processada termomecanicamente na presenca de AL concentrado
apos inchaco em agua deionizada por 48 h para duas ampliacdes diferentes.
Extraida da ref. [1].

Meng e colaboradores afirmam que estas microfibras, que foram
destacadas da superficie da amostra CS-2CLA com agua, sdo as microfibras
residuais que nado foram subdivididas durante a plastificacdo. Os autores
afrmam que a diminuicAo da cristalinidade e o desaparecimento dos
aglomerados de nanofibrilas nas imagens de MEV estdo associados com o
aumento do teor de plastificantes e indicam a quebra dos maiores niveis
estruturais em direcdo as nanofibrilas de quitosana e cadeias moleculares;
acredita-se que a cristalinidade remanescente da amostra com maiores teores
de plastificantes seja principalmente devido as nanofibrilas de quitosana.

Os autores afirmam que essas estruturas, que incluem varias unidades
estruturais compostas por moléculas amorfas, nanofibrilas, aglomerados de
nanofibrilas e microfibras longas, sdo produzidas sob os efeitos de tensédo de
cisalhamento e energia térmica. Essas varias unidades estruturais atuam como
reforco mecénico para a fase amorfa em materiais de quitosana processados
termomecanicamente [1]. Tais estruturas jamais foram observadas em materiais
produzidos por casting por apresentarem morfologia dissemelhante a dos
materiais  termomecanicamente  processados e, consequentemente,

propriedades distintas.
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Vale ressaltar que a ocorréncia dessas longas microfibras pode ser devido
a um processo de recristalizacdo da quitosana e nado propriamente de um
remanescente cristalino apenas. Uma vez que um acompanhamento por DRX
ndo foi obtido imediatamente apds o0 processamento e apos o tempo de
armazenamento. Nesta tese observaremos que a desestruturagéo da quitosana
€ bastante efetiva para gerar um remanescente cristalino de tdo alto nivel
estrutural podendo estas estruturas terem sido geradas a partir de uma

recristalizacdo tendo nanofibrilas remanescentes como nucleos cristalinos.

2.2.3 Comportamento mecéanico da quitosana

A quitosana apresenta comportamento mecanico que pode ser
influenciado pelo grau de desacetilagcdo (GD), massa molar, e, principalmente,
se foi processada na presenca de plastificante. A presenca de glicerol e do
surfactante Tween 20 em filmes de quitosana preparados por casting causou
diferencas significativas na resisténcia a tracdo (RT) e alongamento na ruptura
(E%), independentemente do GD [31]. As curvas tensao-deformacado na figura
2.10 (esquerda) indicam que os filmes sem aditivos apresentaram maior RT e 0s
filmes sem glicerol apresentaram menores E%. Na auséncia de glicerol na
formulacdo, a presenca de Tween causou um decréscimo da RT (significativo
apenas para 96% de DD) e significativa reducédo de E para ambos os tipos de
guitosana (GD = 96 e 60%). De forma geral percebe-se através das curvas na
figura 2.10 (a esquerda) que os filmes de quitosana na auséncia de plastificantes
apresenta um perfil semelhante ao perfil de um polimero termoplastico com limite
de escoamento bem definido. A medida que o teor de glicerol aumenta a curva

se assemelha a curva de um polimero de comportamento borrachoso.
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Figura 2.10 — Curvas tensao-deformacao de filmes a base de quitosana GD 96%
com diferentes aditivos. A esquerda: (a) Sem aditivos, (b) 5% Tween 20, (c) 20%
Gly—5% Tween 20 e (d) 20% Gly [31] e a direita: curvas de tensdo-deformacéo
de filmes com diferentes teores de glicerol (GLY), etilenoglicol (EG), poli
(etilenoglicol) (PEG) e propilenoglicol (PG) [37].

As propriedades mecéanicas de filmes de quitosana plastificados com
guatro compostos hidrofilicos, a saber, glicerol (GLY), etilenoglicol (EG), poli
(etilenoglicol) (PEG) e propilenoglicol (PG) preparados por casting foram
investigadas e estdo apresentadas na figura 2.12 a esquerda [37]. Percebe-se
gue o glicerol apresenta maior efeito plastificante de forma que o aumento no
teor do plastificante torna o comportamento com maior perfil de material
borrachoso.

A figura 2.11 apresenta curvas tensdo-deformacéo de filmes a base de
guitosana termomecanicamente processada com 15% de glicerol (série X) e sua
blenda com 50% de alginato (série Y) (figura 2.11 a esquerda) [51] e curvas
tensdo-deformacdo de filmes a base de quitosana termomecanicamente
processada com 7,5 e 15% de glicerol e diferentes composi¢cdes formando

blendas com gelatina (a direita) [56].
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Figura 2.11 — Comportamento mecanico da quitosana termomecanicamente
processada apenas com acido formico (X-F) e com os aditivos: glicerol (XG-F),
1-etil-3-metilimidazdlio (XE-F) e triacetina (XT-F) a esquerda [51] e da quitosana

termoplastica com 0, 7,5 e 15% de glicerol (curvas destacadas a direita) [56].

Considerando-se apenas as curvas da quitosana termoplastica sem
mistura com alginato ou gelatina observa-se que a quitosana
termomecanicamente processada também apresenta uma tendéncia de
tenacificacdo com a adicdo de plastificantes hidrofilicos tornando suas
respectivas curvas tensdo-deformacdo semelhantes a de materiais com
comportamento mecanico borrachoso. Ressalta-se que a quitosana da imagem
2.11 a esquerda [51] foi processada com &cido férmico de menor poder
plastificante enquanto que a quitosana das curvas a direita [56] foi processada
com &cido acético que apresenta maior tamanho e consequentemente maior
capacidade de atuar como plastificante secundario resultando em materiais com

menores moédulos de elasticidade mesmo com menores teores de plastificantes.

2.3 Mecanismo de falha mecanica em materiais poliméricos

Para o entendimento das estruturas cristalinas existentes nos materiais
obtidos nesta tese foi idealizado um experimento de fratura ductil em baixa

temperatura. Portanto para uma andlise morfolégica adequada de fraturas
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dicteis em materiais poliméricos faz-se necessario a compreensdo dos
mecanismos de deformacéo que estes materiais sofrem antes desse tipo de
processo de fratura. Para tanto sera abordado os principais aspectos dos
processos de escoamento por cisalhamento (shear yielding) e microfibrilamento
(crazing).

Num ensaio mecanico, a medida que o processo de fratura avanca mediante
uma tensao de tragdo dois mecanismos podem acontecer para dissipar parte da
energia aplicada nos materiais poliméricos de forma a retardar o processo de
fratura: escoamento por cisalhamento (shear yielding) e microfibrilamento
(crazing). Foi convencionado que quando o microfibrilamento é dominante, este
mecanismo é considerado um precursor da ruptura fragil do material [61]. Ao
contrario do microfibrilamento, acredita-se que o escoamento por cisalhamento
precede a falha ductil porque a fratura envolve deformacdes relativamente
grandes [62]. Esta convencao € usada em estimativas simples de engenharia
para determinar qual desses mecanismos € dominante em um determinado
estado de tenséo e temperatura. Embora a propagacao instavel de trincas em
polimeros vitreos seja precedida por microfissuracéo, o inverso nao é totalmente
verdadeiro: a fissuracdo pode ocorrer apos a deformacéo plastica ou existir de
forma estavel em blendas de polimeros vitreos como HIPS ou ABS [63].

O escoamento por cisalhamento é a deformacgéo plastica na forma de
bandas de cisalhamento que esta intimamente ligada ao amolecimento do
material que é observado logo apds o escoamento [63]. Apdés deformacéo
adicional, o material endurece devido a orientacdo molecular e isso leva a
multiplicacdo e propagacdo de bandas de cisalhamento. De acordo com este
mecanismo o “amolecimento” do material é caracterizado através da curva
tensdo-deformacéo tipica conforme os perfis na figura 2.11 a esquerda onde
ap6s o limite de escoamento bem definido ha uma diminuicdo da tenséo
necessaria para deformar o material (amolecimento). Apés isso 0 endurecimento
do material pode ser caracterizado pelo aumento na resisténcia a tracdo pelo
tensionamento das cadeias orientadas preconizando a fratura no ponto de limite

de resisténcia a tracdo (LRT). Um elevado grau de amolecimento por
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deformacéo leva a formacéao de bandas de cisalhamento que sao regides planas
e finas de alta deformacéo [64].

Considerando-se que as curvas tensao-deformacdo da quitosana
plastificada geralmente ndo apresentam um limite de escoamento definido
seguido de uma queda na resisténcia a tragdo que caracteriza o “amolecimento”
necessario para o mecanismo de escoamento por cisalhamento é razoavel que
este mecanismo de fratura para este material seja desconsiderado. Entretanto
para fins de ilustracéo, a figura 2.12 ilustra a morfologia da superficie de fratura
da blenda de poliestireno e particulas de polibutadieno graftizada com
poliestireno core-shell (PS/PB-g-PS). Os rasgos ducteis podem ser facilmente
observados na superficie da fratura. Este tipo de deformacado plastica implica
gue ocorreu 0 escoamento por cisalhamento da matriz PS [65].

Figura 2.12 - Micrografia eletronica de varredura da superficie de fratura de uma

mistura PS/PB-g-PS sob condi¢des de impacto entalhado [65].

O microfibrilamento é um mecanismo de fratura em materiais ducteis e
frageis originado pela nucleacdo de microvazios em regifes de concentragdes
de tenséo e principalmente normais a tensao principal maxima. Esses vazios ndo
coalescem para formar rachaduras, pois cadeias moleculares altamente
orientadas estabilizam esse processo criando microfibrilas (crazes) por acdo do
escoamento do material no sentido da tensdo aplicada leva a geragéo de fissuras
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perpendiculares ao sentido da tracéo, essas fissuras sdo, portanto, constituidas
por microvazios e fibras (ou crazes) [66]. No entanto, apds o crescimento do
craze, as fibrilas se quebram e uma microfissura é formada. A medida que as
fissuras se estendem, a plasticidade se desenvolve até que uma propagacao
instavel de trincas ocorra quando as fibrilas da fissura comecam a se romper.
Assim, a largura critica de uma microfibrila parece ser uma caracteristica chave
na tenacidade dos polimeros vitreos [63]. Segundo Canevarolo as fibrilas tém
diametro da ordem de 10 a 40 nm, e estdo dispersas em cavidades de 10 a 20
nm de didmetro [67].

E importante ressaltar que o microfibrilamento (crazing) n&o é um vazio
nem uma trinca, mas sim uma combinacéo de microfibrilas (crazes) com cadeias
poliméricas altamente orientadas intercaladas por vazios, e que sédo capazes de
transmitir cargas.

Um exemplo de micrografia evidenciando o0 mecanismo de
microfibrilamento em PLLA preenchido com 3% de nanofibras de quitina
organodispersiveis (B-AChNF) pode ser visto na figura 2.13 [66]. Conforme
mostrado na figura 2.13, ocorrem discrepancias entre as morfologias de PLLA
original e o composito de 3% em peso B-AChNF (PLLA 3). Na area de
clareamento (figura 2.13 (a)), PLLA exibiu uma aparéncia lisa sem qualquer
deformacéo plastica observavel, enquanto a superficie PLLA_3 (figura 2.13 (c))
exibiu fibras adequadas ligando os micro-vazios e crazes (setas vermelhas) de
forma que a adicdo de B-AChNF gerou concentradores de tenséo resultando na
formacao de crazes na matriz de PLLA perpendiculares a direcdo da tensao. Na
superficie fraturada dos espécimes, poucas fibras sdo visiveis no PLLA primitivo,
e apenas uma deformacédo plastica desprezivel € mostrada (figura 2.13 (b)) ja
para o nanocompoésito (PLLA 3), uma superficie rugosa com caracteristicas
protuberantes é observada, que se originou das fraturas das microfissuras no
PLLA 3 (figura 2.13 (d)). Estes achados morfoldgicos estdo de acordo com a

caracteristica ductil no resultado da tracao (figura 2.13 (e)).



28

(e)

50 %/

104 PLLA O
OI —7 T 1 T T T - T 7
0 50 100 150 200 250 300

Deformacao (%)

PLLA_1

Resisténcia a tracao (MPa)
w
o

Area de clareamento Superficie de Fratura

Figura 2.13 — Imagens de microscopia eletronica de varredura do poli(acido I-
lactico) (PLLA) (a e b) e PLLA/B-AChNF (nanofibras de quitina moidas por bola)
3% em peso (PLLA 3; c e d) na area de clareamento e superficie de fratura de
corpos de prova de tracdo e curvas de tensdo-deformacao de nanocompoésitos
de poli (acido I-lactico) com teores de nanofibras de quitina moidas por bola
variando de 0 a 5 (e) [66].

Em tempo, o efeito de branqueamento (whitening) € definido como a
formacao de regifes esbranquicadas que podem surgir devido a processamento
ou esfor¢cos mecéanicos em polimeros. Esse efeito é associado ao processo de
cavitacdo, onde ocorre nucleacao e crescimento de microvazios.

De forma geral a tenacidade real depende da competicdo entre a
plasticidade e a microfissuracdo. Estevez e colaboradores discorrem que do
ponto de vista das propriedades do material, essa relacdo €& controlada
principalmente pela relagdo entre a escala de tempo do fluxo plastico e o
aumento da microfibrila. Foi concluido que a taxa de abertura do craze governa
a competicdo entre o escoamento por cisalhamento e a ruptura fragil por
microfibrilamento [53,63,67].
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Ressalta-se que nado foi encontrado na literatura nenhum trabalho que
identificou a ocorréncia dos mecanismos de microfibrilacdo ou escoamento por
cisalhamento em materiais com matriz a base de quitosana. Dessa forma as
estruturas visualizadas na andlise morfolégica da presente pesquisa de

doutorado ndo foram relacionadas diretamente a tais fenbmenos.

2.4 Propriedades Biol6gicas da Quitosana

A quitosana apresenta diversas vantagens em aplicacdes biomédicas tais
como a biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, bioatividade e
biodegradabilidade controlada, resultando em produtos de degradacéo que nao
séo toxicos que nao produzem reacdes inflamatorias [68]. Sua degradacgao in
vivo leva a liberacdo de aminoacgucares, as glicosaminas (monémeros
desacetilados), que podem ser incorporados nas vias metabdlicas dos
glicosaminoglicanos e glicoproteinas, ou excretados [69]; uma vez que as
glicosaminas sdo constituintes naturais da matriz extracelular humana.
Sivashankari and Prabaharan assinalam que dentre os materiais naturais, a
guitosana é a preferida por imitar a matriz extracelular (MEC) das células
humanas [70].

Devido a sua natureza policatibnica Unica, ndo toxica, antimicrobiana e
biorreabsorvivel, a quitosana em seu estado protonado € um excelente
mucoadesivo de forma que em seu estado intumescido é um polimero
bioadesivo natural que pode aderir a tecidos duros e moles. Boa adeséao foi
encontrada nos tecidos epiteliais e no revestimento mucoso presente na
superficie dos tecidos [68].

Outras propriedades biolégicas, e ndo menos importante, sao a
hemostasia, analgesia, acdo antioxidante e anti-inflamatoria [71]. Os agentes
hemostéticos derivados da quitosana tém sido utilizados clinicamente para o
controle do sangramento cirdrgico e pos-extracdo dentaria. O carater
policatidnico influencia diretamente a atividade coagulante da quitosana devido
aos grupos amino na quitosana que, na realidade, interagem com membranas

negativamente carregadas dos glébulos vermelhos.
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A quitosana formulada para o tratamento de feridas pode induzir a
analgesia, proporcionando um efeito fresco, agradavel e reconfortante quando
aplicado a uma ferida aberta. Além disso, a quitosana exerce efeitos anti-
inflamatérios inibindo a expressdo da prostaglandina E2 e da proteina
ciclooxigenase-2 e atenuando as citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, fator
de necrose tumoral-a e interleucina-18 [72].

Todas essas propriedades e caracteristicas provém a quitosana um amplo
espectro de aplicacbes em campos médicos, como administracao controlada de
medicamentos, cobertura de feridas, arcaboucos em engenharia de tecidos,
anticoagulante sanguineo e agente antimicrobiano [73]

A quitosana também é bastante utilizada para incrementar a bioatividade
de outros materiais devido as multiplas funcdes deste biopolimero. Pillai, Paul e
Sharma apresentaram uma compilacdo do efeito de algumas misturas de
guitosana com outras fibras [24]. A cultura in vitro de fibroblastos do tecido
conjuntivo de ratos L929 evidenciou que as quitosanas de baixa massa molar
eram mais eficazes para promover e acelerar a proliferacdo celular,
particularmente para os arcaboucos que continham 30% em peso de quitosana
[74]. As membranas contendo quitosana podem imitar a estrutura das matrizes
extracelulares naturais e tém o potencial de aplicacdo como estruturas
tridimensionais de engenharia de tecidos para cultura de fibroblastos de pele de
embrido humano [75]. Os fibroblastos séo células de grande importancia em
estudos citolégicos pois séo responsaveis por produzir a matriz extracelular e o
colageno da pele [76].

Algumas caracteristicas funcionais da quitosana tais como atividade
antimicrobiana, biodegradabilidade e capacidade de reabsorcéo,
citocompatibilidade, bioatividade, biocompatibilidade e antialergenicidade valem
ser mais bem comentadas pois sdo de grande consenso na literatura e muito
requeridas em aplicacbes biomédicas e no projeto de novos materiais para
aplicacdes biomédicas. Dessa forma a secao anexa (anexo A) contém maiores
detalhes acerca de estudos comprovando as propriedades biolégicas citadas da

quitosana.
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2.4.1 Aplicagdes biomédicas da quitosana

Em aplicagcbes meédicas a quitosana foi usada inicialmente como
coberturas de feridas, suplemento para emagrecimento e em aplicagcbes na
engenharia de tecidos, no entanto, com o tempo, a quitosana se desenvolveu
como um candidato proeminente para o sistema de liberagéo de drogas [77].

Na engenharia de tecidos, os campos mais relevantes da aplicacdo da
quitosana que mais se desenvolveram nos Ultimos anos sdo: engenharia de
tecidos de cartilagem, engenharia de tecidos 6sseos, engenharia de tecidos de
discos intervertebrais, engenharia de tecidos de vasos sanguineos, regeneracao
de cérnea, engenharia de tecidos de pele, fixacdo de tecidos e engenharia de
tecidos periodontais [21]. Estudos extensivos usando quitosana em combinacgao
com materiais naturais e sintéticos foram relatados na producéo de scaffolds
multifuncionais para aplicacdes de engenharia de tecidos [72,78,79].

No gerenciamento de feridas muitas pesquisas sao desenvolvidas uma
vez que a ferida € um desafio de saude crescente que afeta varias milhdes de
pessoas em todo o mundo. Disturbios do estilo de vida, como diabetes ou
infeccbes, aumentam o risco de complicacbes da ferida. De acordo com
estatisticas da OMS [80], 58 milhdes de pessoas séo afetadas por lesdes fatais,
entre as quais 5 milhdes de pessoas morrem a cada ano, esse valor representa
9% das mortes no mundo. E os varios milhdes de pessoas restantes requerem
tratamento e cuidados adequados. A gestao eficaz da ferida € muitas vezes dificil
devido a complexidade do processo de cicatrizacdo. Além das praticas
convencionais de tratamento de feridas, os polimeros bioativos estdo ganhando
cada vez mais importancia no tratamento de feridas [81].

Materiais bioativos a base de quitosana tém sido amplamente utilizados
no gerenciamento de feridas nas ultimas décadas. Como cobertura de feridas, o
material a base de quitosana estimula o fechamento, neovascularizacdo e
regeneracdo permanente da derme em feridas. Esses biomateriais também
reduzem o risco de amputacdo em pacientes. Assim, coberturas inovadoras a
base de quitosana podem ser usadas para prevenir infec¢coes de feridas devido
as suas propriedades antimicrobianas intrinsecas. Além disso, a quitosana pode

ser usada como um veiculo de liberacdo lenta de drogas para fatores de
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crescimento em locais de feridas para estimular e melhorar a cicatrizacao de
feridas. [26].

Diversos trabalhos de pesquisa sugeriram a quitosana como agente de
cura de feridas e reconhecem o uso de quitosana e seus derivados como uma
cobertura ideal para feridas [82—-89]. A cicatrizacao de feridas € um processo
complexo que envolve coagulacdo, inflamacéo e sintese de matriz. A formacéao
de cicatriz hipertréfica € um grande desafio para a ciéncia médica. Cicatrizes
hipertréficas sao formadas devido a atividade desbalanceada dos colagenos tipo
| e tipo Ill. No entanto, o uso de quitosana como coberturas nao deixou cicatriz
guando aplicado a feridas abertas em animais [32], [33], [34]. Quando a
quitosana parcialmente desacetilada sofre uma leve despolimerizag&o ocorre a
liberacdo de unidades acetiladas (N-acetil-B-d-glicosamina), que inicia a
proliferacdo de fibroblastos durante o processo de cicatrizagdo de feridas. Os
mondmeros de quitosana ajudam na deposicdo ordenada de colageno e
estimulam o aumento do nivel de sintese de acido hialurénico natural no local da
ferida. A quitosana fornece uma matriz celulésica para a regeneracao dos tecidos
da pele e ativa os macrofagos para interromper a atividade anormal do
crescimento. Isso ajuda na cicatrizacdo mais rapida da ferida e na prevencéo da

cicatriz hipertrofica [26].

2.4.1.1 Sistemas de liberacdo controlada de farmacos (SLC)

O desenvolvimento de sistemas eficientes de liberacdo de medicamentos
gue otimizam a acao farmacolégica de medicamentos recebeu grande atencéo
nos ultimos vinte anos [90]. A maioria das formas farmacéuticas convencionais,
como comprimidos, capsulas, cremes, locdes e géis de liberacdo imediata, séo
pouco sofisticadas e apresentam um grande nimero de deficiéncias, como baixa
biodisponibilidade, irritacdo cutdnea e gastrica, reacfes adversas e efeitos
toxicos dos agentes ativos [91].

Os sistemas convencionais de liberacdo de farmacos (SCLFs) sao
geralmente desenvolvidos para administracdo oral, onde havera liberagéo
imediata e rapida absor¢cdo do farmaco. Além do fato de que os SCLFs

geralmente sdo projetados para curtos periodos de tempo e requerem
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administracao repetida, esses sistemas exibem flutuagdes fora da faixa desejada
a medida que a liberagdo do farmaco passa por picos e vales, atingindo niveis
toxicos mais altos ou absorcao insuficiente do farmaco durante o periodo de
administracao (curvas vermelha e azul na figura 2.14) [92]. Assim, a tecnhologia
de liberacdo modificada de medicamentos representa uma das areas mais
importantes das Ciéncias Farmacéuticas, com 0 objetivo de contribuir para a
salde humana e animal, além de oferecer diversas vantagens (liberacéo
sustentada, controlada e/ou entrega vetorizada (site-specific)) em comparagéao
com as formas de dosagem convencionais [91].

Em sistemas de liberacdo controlada de drogas, a concentracdo do
farmaco deve ser utilizada entre dois limites, referidos como a concentracéo
minima eficaz e a concentragdo maxima segura (acima da qual a dose atinge
niveis toxicos), para ser eficaz e n&o toxico. Normalmente, uma droga € liberada
de trés maneiras (Figura 2.14): Liberacdo em explosdo, na qual uma droga
eventualmente se dissolve no meio circundante e libera toda a sua quantidade;
liberacdo periddica, na qual um farmaco é liberado periodicamente e preserva
sua concentracdo com alta flutuacéo entre os dois limiares; e liberacéo de ordem
zero, na qual um farmaco é liberado em concentracdo constante sem variacao
significativa por um longo tempo. A liberacdo de ordem zero € a idealizada, mas
um farmaco geralmente € liberado em trés fases: Fase I, liberacdo em exploséo
devido a liberagcdo do farmaco nas proximidades da superficie e camada
hidratada em agua (efeito burst); Fase I, liberacdo de taxa lenta devido a taxa
de liberacdo controlada ocorre pela taxa de difusdo da agua na estrutura; e Fase
I, liberacdo rapida devido ao inicio da degradacdo da estrutura. Portanto, a
capacidade de controlar a liberacdo do farmaco é crucial no projeto de um
carreador de farmaco [93]. A curva de liberacdo controlada ou de ordem zero
(em verde) na figura 2.14 néo apresenta a fase 3 onde ocorre uma drastica
diminuicdo da concentracdo do farmaco no plasma sanguineo. O sistema de
liberacdo sustentada consiste na manutencao do farmaco no plasma, porém com
uma taxa mais lenta de decréscimo durante o tempo de acdo em relacdo aos
SCLFs.
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Figura 2.14 — Perfis de liberacdo de farmaco no plasma sanguineo para
comprimidos convencionais (curvas em vermelho e azul), sistemas de liberacéo
sustentada (curva em preto) e sistemas de liberacdo controlada (curva em
verde). MCE significa maxima concentracdo efetiva e MCS significa maxima

concentracdo segura. Imagem extraida e adaptada da ref [94].

Algumas das grandes vantagens dos sistemas de liberacdo controlada
ingeridos incluem: a dose total necessaria € baixa, efeitos colaterais
gastrointestinais reduzidos, frequéncia de dosagem reduzida, melhor aceitacéo
e adesao do paciente, menor flutuacéo nos niveis plasmaticos de drogas, niveis
de droga mais uniformes, relacao eficacia/seguranca melhorada.

Além dos sistemas de liberacdo de farmacos por ingestao, existe também
uma ampla gama de sistemas transdérmicos de liberacdo controlada. Um
material projetado como cobertura de feridas também pode atuar
simultaneamente como um sistema de liberacdo controlada de farmacos [95—
98].

Devido suas excepcionais propriedades biolégicas, a quitosana e seus
derivados ganharam enorme importancia na formulacdo de biomateriais e

permaneceu sob extensa exploracao em sistemas de liberagéo de drogas [77].
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Farmaceuticamente, os carreadores de drogas poliméricas a base de quitosana
tém sido utilizados com sucesso na entrega de agentes anticancerigenos,
proteinas/peptideos, fatores de crescimento, antibiéticos, anti-inflamatorios e
outros medicamentos, bem como uma estratégia na entrega de vacinas e terapia
génica [21]. A molécula da droga é entdo carregada, dissolvida, adsorvida
passivamente ou quimicamente ligada a superficie do biopolimero [90].

A partir da natureza policatidnica da quitosana diferentes mecanismos de
liberagéo podem ser utilizados para atuar como sistema de liberagao controlada.
Além disso, filmes bucais para administracdo transmucosa de farmacos, por
exemplo, sdo capazes de proporcionar uma duracdo de atividade estendida
permitindo dosagem e frequéncia minimas e oferecer uma dose exata e flexivel,
associada a facilidade de manuseio [96].

Um hidrogel composto por uma rede polimérica semi-interpenetrante
(semi-IPN) a base de um derivado de quitosana (N,O-carboximetilquitosana,
NOCC) e alginato misturado com um agente de reticulacdo natural (genipina) foi
desenvolvido para atuar como um sistema de liberagdo controlada como um
hidrogel sensivel ao pH para entrega de proteina (albumina de soro bovino,
BSA). Os resultados apontaram que a quantidade de BSA liberada em pH 1,2 foi
relativamente baixa (20%), enquanto a liberada em pH 7,4 aumentou
significativamente (80%). Dessa forma o hidrogel NOCC/alginato reticulado com
genipina pode ser um transportador polimérico adequado para a entrega de
drogas proteicas especificas no intestino [95].

A quitosana atuou como membrana de suporte para liberacdo sustentada
para nanoparticulas lipidicas sdlidas (FZ-SLNs) carregadas de fluconazol (F2).
As SLNs sdo uma formulagcéo de nanoparticulas lipidicas bem conhecida que é
frequentemente usada topicamente para aumentar a permeabilidade de drogas
lipofilicas. Estudos de permeac¢do usando mucosa bucal porcina demonstraram
gue o FZ dos filmes de quitosana-FZ-SLNs (C-FS) foi mais permeavel do que
nos filmes de quitosana-FZ. A atividade antifungica dos filmes C-FS foi avaliada
contra Candida albicans e foram observadas claras zonas de inibi¢cdo. Assim, o0s
filmes C-FS representam um promissor carreador de drogas para o tratamento

da candidiase via mucosa bucal [97].
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Filmes bucais para administracdo transmucosa de farmacos sdo capazes
de proporcionar uma duracdo de atividade estendida permitindo dosagem e
frequéncia minimas e oferecer uma dose exata e flexivel, associada a facilidade
de manuseio. Dessa forma filmes poliméricos a base de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com quitosana (CH) ou hialuronato de sédio
(HA) ou gelatina (GEL) foram avaliados para a liberagao sustentada de cloridrato
de ondansetrona, um inibidor seletivo dos receptores 5-HT3 indicado na pediatria
para prevencgéo e tratamento de nauseas e vomitos causados por quimioterapia
ou radioterapia citotdxica e no pés-operatorio. A inclusdo de GEL ou CH no filme
de HPMC aumentou a liberacdo do farmaco in vitro em relacéo a incluséo de HA,
embora filmes contendo HA tenham apresentado a maior absorcéo de agua. De
acordo com o comportamento de liberagcdo, a inclusdo de CH e GEL
proporcionou maior permeacao do farmaco em testes através da mucosa bucal
suina em relacéo ao filme de HPMC e garantiu perfis de permeacéao linear do
farmaco [96].

Hidrogéis de quitosana reticulada com acido benzeno-1,3,5-tricarboxilico
(BTC) foi avaliado como sistemas de liberacdo controlada de um composto
hidrofilico e um composto hidrofobico, a saber, Rodamina B e Oil Red,
respectivamente como compostos modelos. O material ofereceu a vantagem de
encapsulamento facil dos compostos hidrofébico e hidrofilico. Foi demonstrado
gue a liberacdo do corante hidrofilico dos hidrogéis de quitosana pode ser
ajustada pelas concentracdes de BTC/quitosana e pelos métodos de secagem
do hidrogel. No entanto, a liberacdo do corante hidrofébico encapsulado é

insignificante [98].

2.4.1.2 Desafios na aplicabilidade da quitosana como biomaterial

A partir da revisao da literatura e fundamentacéo tedrica fica evidente que
a quitosana apesar de ser um recurso de origem abundante na natureza com um
conjunto amplo e unico de propriedades, ainda é um material subutilizado muito
em funcdo de sua baixa processabilidade, baixa estabilidade hidrolitica e do seu
conjunto de propriedades mecéanicas como alta rigidez, alta resisténcia a tracao,

baixa flexibilidade; ou alta flexibilidade e baixa resisténcia a tragdo, a depender
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do teor de plastificante, onde essa combinacdo de propriedades dificulta sua
aplicabilidade quando maiores resisténcias a tracdo e flexibilidades sé&o
requeridas associadamente. Assim este trabalho apresenta uma proposta de
otimizar o material a base de quitosana por uma rota de processamento industrial
na presenca de &cido citrico atuando como agente desestruturante e agente
reticulante durante o processamento termomecéanico além de um plastificante
para obter materiais com estabilidade hidrolitica, resisténcia mecéanica e
flexibilidade. A hipétese desta tese é de que o &cido citrico unicamente possa
atuar como agente de desestruturacao e agente de protonacao para a quitosana
termoplastica gerando estruturas reticuladas com propriedades mecanicas
otimizadas e estabilidade em meio aquoso. Outra hipétese € de que a estrutura
hidrofilica e biocompativel do acido citrico seja capaz de interferir nas
propriedades fisico-quimicas dos materiais principalmente aumentando a
capacidade de absorcdo de agua podendo atuar como coberturas de feridas
exsudativas e ainda com capacidade de incorporacéo e liberacdo de farmaco
aprimorada.

Outro grande desafio em materiais a base de quitosana é a acidez
proveniente do agente de protonacdo (ou agente desestruturante) necessario
durante o processamento que pode induzir reacdes inflamatérias sérias de forma
gue sua neutralizacdo se faz necessaria. Muitos artigos ao desenvolverem os
materiais a base de quitosana visando aplicacbes biomédicas procedem
necessariamente a neutralizacdo requerida, entretanto as propriedades finais
dificilmente séo relatadas [8—-13]. Além disso a neutralizacdo por imersdo em
solucdes alcalinas pode promover algum nivel de hidrélise além da solubilizacéo
do plastificante resultando num material final extremamente fragil e quebradico.
Considerando a necessidade de uma neutralizacdo néo hidrolitica associada a
obtencdo de materiais flexiveis e mecanicamente resistentes, uma nova
abordagem de tratamento pds-processamento envolvendo a neutralizacdo em
meio tamponado e recuperacao do plastificante solubilizado foi projetada para a
obtencdo de materiais funcionais a base de quitosana passiveis de utilizacéo

como biomaterial para cobertura de feridas.
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A capacidade de absorcdo de 4gua e retencdo de exsudatos foi avaliada
in vitro pelo balanco entre a capacidade de absorcdo de agua em fluido
tamponado e a transmissdo de vapor de agua do material neutralizado. Além
disso, a incorporacdo e liberacdo do farmaco cloridrato de tetraciclina um
antibidtico hidrofilico de amplo espectro muito utilizado em aplicacBes dérmicas
foi avaliado. Dessa forma o material idealizado foi processado por uma nova
forma de processamento em escala ampliada de produtividade, caracterizado,
neutralizado e novamente plastificado adquirindo propriedades mecéanicas
superiores e seu desempenho foi avaliado como um biomaterial para

cicatrizacao de feridas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A quitosana com grau de desacetilacdo (DD) = 77% e viscosidade de 1%
em massa da solucdo (87 mPa-s) foi adquirida da Primex (nome comercial
ChitoClear® cg 400). O polissacarideo é fornecido na forma de pé
esbranquicado (90,6% de matéria seca e 0,7% de residuo de cinza), conforme
informado na ficha do fabricante. Glicerol e acido citrico (ambos com 99,5% de
pureza, da Labsynth), acido acético (Fluka), solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) com pH de 7,4 (Quimilab), Cloreto de célcio anidro dessecante PA
(Neon), nitrato de magnésio hexahidratado PA (Exodo) e lisozima (muramidase
de clara de ovo de galinha, Sigma-Aldrich, Alemanha) foram usados conforme

recebidos. Agua deionizada foi usada para a preparacéo das amostras.

3.2 Métodos

A metodologia para a obtencdo da quitosana reticulada quimicamente com o
acido citrico (AC) por processamento termomecanico foi composta pelas
seguintes etapas: 1) Obtencéo e caracterizacdo de placas de quitosana pelo
processamento termomecanico na presenca de acido citrico (AC) em trés
concentracOes diferentes; 2) Neutralizacdo e reposicao do glicerol solubilizado
na neutralizacdo do material selecionado na etapa 1 e avaliacdo das
propriedades finais do material. Nas duas etapas as placas de quitosana
processadas com AC foram comparadas com placas de quitosana
tradicionalmente processadas na presenca de acido acético (HAc) como agente
de desestruturacdo da quitosana. Os materiais foram armazenados a umidade
relativa de 50% por um minimo de 30 dias antes de cada caracteriza¢do. O
fluxograma esquematico das etapas experimentais desta pesquisa € exibido na

figura 3.1.
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Etapas da Pesquisa

Formulagao e mistura manual dos componentes
(Quitosana, AC 5, 10 ou 15 phr ou HAc 3%, glicerol, agua)

!

Incorporagao em sacos de PE (4h)

!

Processamento (Haake)

100 rpm, 40 °C, 15 min

!

Termoprensagem Estabilizagao
EE——
130 °C, 200 bar, 3 min 50% UR, minimo de 30 dias
S Caracterizagao
Neutralizagdo em meio PBS ]_d FTIR, DRX, MEV, Ensaio mecénico de tragéo,
selecionado
l Propriedades fisicas e fisico-quimicas, TGA
Caracterizagao

Recuperacgao do glicerol
Teor de plastificantes, MEV, Ensaio mecanico de tracéo

l Degradacéo in vitro, Perfil de absorcéo de agua, PVA
Estabilizagao ’ l
50% UR, minimo de 30 dias Incorporag&o e Liberag&o do farmaco

Cloridrato de Tetraciclina

!

Ensaio de atividade antimicrobiana por
Halo de difusao

Parte 1 da pesquisa Parte 2 da pesquisa

Figura 3.1 - Fluxograma das etapas experimentais desenvolvidas nesta tese.
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3.2.1 Parte 1: Obtencdo de Placas de Quitosanas Reticuladas com &cido

citrico por Processamento Termomecanico

A fabricacdo das placas de quitosana reticulada foi realizada a partir de
uma adaptacédo da metodologia relatada por Epure e colaboradores [3] e Meng
e colaboradores [1]. Considerando-se que o &cido citrico (AC) apresenta 3
grupos acido carboxilicos contra 1 grupo acido do acido acético (HAc), o teor de
AC para processamento das amostras foi proporcional a 1/3 do equivalente
molar ao teor de HAc utilizado no processamento da quitosana termoplastica
(TPC) [30]. Inicialmente, a quitosana foi misturada manualmente ao glicerol de
forma que a razéo quitosana / glicerol foi de 67/33 (m / m) até que uma mistura
homogénea fosse formada. 10 partes por cem (pcr) de acido citrico em relacao
a quantidade de quitosana foram dissolvidos em agua de forma que a relacao do
teor de quitosana:agua de 1:3 (m/v) fosse utilizada em todas as formulacdes
desenvolvidas nesta pesquisa (Tabela 3.1). Paralelamente, concentracdes de 5
e 15 pcr de AC também foram testadas na obtencdo das placas a base de
guitosana reticulada. Em seguida, a solucéo acida foi adicionada lentamente a
massa de quitosana e misturada manualmente para formar uma mistura
homogénea. A mistura foi acondicionada em sacos de polietileno por 4 horas em
temperatura ambiente para permitir a incorporacdo dos componentes ha
estrutura da quitosana. Para a obtencdo da quitosana termoplastica como
material de referéncia toda a formulacdo foi mantida idéntica a formulacdo da
guitosana processada com AC substituindo-se apenas a solucdo de AC pela

solucéo aquosa de acido acético (HAc) a 3% (v/v).
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Tabela 3.1 — Composicao e designacdo das amostras em relacdo ao teor de
guitosana.

Amostra AC5 AC10 ACi15 TPC
Teor de agua (mL:Q) 3:1 3:1 3:1 0
Teor de acido citrico (pcr) 5 10 15 0
Solucgéo de &cido acético 3% (mL:g) 0 0 0 3:1
Teor de glicerol (g:g) 1:2 1:2 1:2 1:2

Em seguida, a pasta de quitosana foi entdo misturada mecanicamente em
um redmetro de torque Haake Rheomix 600p com rotores contra rotacionais tipo
roller a 40° C por 15 min, com uma velocidade de rotor de 100 rpm. Nesta etapa
nao ocorre a fusdo do material, o cisalhamento promove a homogeneizacao da
mistura soélida e a incorporacdo do AC e do glicerol na estrutura do pé da
guitosana [1]. A temperatura amena foi usada para evitar a reticulacédo nesta fase
do processamento e permitir uma moldagem adequada. Aproximadamente 12,5
g da pasta de quitosana processada foi colocada em um molde de acgo retangular
de 10 cm x 9 cm (espessura = 1,15 mm) e prensada a quente entre duas folhas
de Teflon a 130 ° C e 200 bar de presséo por 3 minutos. As amostras produzidas
com ~ 0,7 mm foram resfriadas a temperatura ambiente no proprio molde por 3
minutos. A alta temperatura na termopressagem possibilita a moldagem e a
reticulacdo quimica do material.

Em seguida, as amostras foram acondicionadas numa caixa aberta por 2
dias para evaporacao do excesso de agua. Entdo esta caixa foi hermeticamente
fechada e mantida a 25 = 2 °C e umidade relativa de 50 + 3% por pelo menos 30
dias antes da caracterizacdo. Os materiais processados com 15, 10 e 5 pcr de
AC sédo designados a partir de agora como AC15, AC10 e AC5, respectivamente,
e as amostras processadas com HAc 3% foram designadas como TPC
(“thermoplastic chitosan” [27]), conforme destacado na Tabela 3.1.

Os materiais reticulados com AC e o material de referéncia (TPC) foram

caracterizados por espectroscopia vibracional no infravermelho por transformada



43

de Fourrier (FTIR), difratometria de raios-x (DRX), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), ensaios de tracdo uniaxial, com relacao a propriedades fisicas
e fisico-quimicas: por medidas de espessura, densidade, teor de agua, teor de
glicerol, absorcdo de agua em solucdo tampdo fosfato salina (PBS) e
solubilidade, analise dimensional no estado intumescido e analise
termogravimétrica (TGA). A metodologia para cada tipo de caracterizacédo sera
descrita na secdo 3.3. ApoOs avaliacao da caracterizacdo de AC5, AC10 e AC15
a formulacédo avaliada com maior potencial para aplicacdo biomédica seguira
para a etapa de neutralizacdo, caracterizacdo e avaliacao final.

3.2.2 Parte 2: Neutralizacdo do material selecionado na etapa 1 e

recuperacéo do glicerol

Apoés 1 semana de fabricacao, as placas AC15 e TPC foram imersas num
béquer de 1 L contendo solugéo tampéao PBS (pH = 7,4) numa propor¢cao de 1
placa / 250 mL de PBS sob agitacdo magnética lenta. Volumes apropriados de
uma solucao aquosa de NaOH 1,2 M foram adicionados sob monitoramento do
pH até a estabilizacdo do valor na faixa fisiologica entre 7,2 e 7,4 e entédo
retirados da solucdo tampéo. 1 h apos as placas foram imersas em glicerol PA
por 30 seg, 1 min e 2 min para recuperacao do plastificante solubilizado na
neutralizacdo e garantir a flexibilidade dos materiais.

Apbs a incorporacéao do glicerol, as amostras foram acondicionadas numa
caixa aberta por 2 dias para evaporacao do excesso de agua e entédo a caixa foi
hermeticamente fechada e mantida a 25 £+ 2 °C e umidade relativa de 50 £ 3%
por pelo menos 30 dias antes da caracterizacao.

Os materiais neutralizados foram caracterizados inicialmente quanto aos
teores de glicerol e 4gua em cada amostra que passou por imersao em glicerol
por tempos diferentes. Apds isso 0s materiais foram caracterizados por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), ensaios de tracdo uniaxial,
degradacéo in vitro, capacidade de absorcdo de agua, permeacdo ao vapor de
agua (PVA), capacidade de incorporacéo e liberacdo de farmaco e atividade
antimicrobiana por halo de difusdo. A metodologia para cada tipo de

caracterizacdo seré descrita na se¢éo 3.3.
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3.3 Técnicas de caracterizagdo

3.3.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

A modificacdo quimica da quitosana foi analisada por espectroscopia
vibracional no infravermelho utilizando-se um espectrometro de infravermelho
por transformada de Fourier no modo de refletancia total atenuada (FTIR-ATR)
Nicolet 6700, ThermoScientifc com sonda de diamante no modo ATR
(Attenuated total reflectance). As medidas foram realizadas na faixa de 400 a
4000 cm™ com uma média de 64 varreduras e resolucdo de 4 cm™. Nenhuma
preparacdo especifica foi necessaria para 0s ensaios, exceto para a obtencdo
do espectro do material AC15 apds cisalhamento mecanico e antes da
termoprensagem, onde o po processado foi seco em estufa a 40° C por 15 h

antes do ensaio.
3.3.2 Difratometria de Raios-x (DRX)

As andlises da estrutura cristalina dos materiais processados foram
realizadas por meio de um difratbmetro Rigaku, Bruker D8 Advance, utilizando
radiacdo CuKq (A = 0,1542 nm) com tensdo e corrente de 40 kV e 25 mA,
respectivamente. A faixa de angulo foi varrida de 5° a 30° com passo de 0,02° a
2 seg/passo. A porcentagem de cristalinidade relativa (Xc) foi determinada a

partir da Equacao 3.1 [3].

c

X.=—x 10009 3.1
= A, 1Ay < 100% -1

Onde Ac e Aa representam as areas sob os picos cristalinos e a linha de
base do halo amorfo, respectivamente, usando o software Origin 9.0. O halo

amorfo foi obtido de acordo com a figura 3.2.
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(110

Intensity

Figura 3.2 — llustracdo do método para determinacéo do grau de cristalinidade
da quitosana. A linha bg significa linha de base ou background. Imagem extraida
da ref [99].

3.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A superficie e a area criofraturada das placas de quitosana originais (como
obtidas) e amostras TPC e AC15 neutralizadas e imersas em glicerol por 2
minutos (estabilizadas e ndo neutralizadas) foram examinadas por microscopia
eletrébnica de varredura num microscépio XL-30 FEG, Philips. As superficies
visualizadas foram revestidas com ouro usando um sputter coater Balzers SCD
004 (Oerlikon Balzers) antes da andlise.

Para a fratura fragil os materiais estabilizados (30 dias a UR = 50 + 3%)
foram imersos em nitrogénio liquido Nzig) por 1 hora. As imagens foram obtidas
em diferentes ampliacdes usando uma tensédo de 15 kV.

Para a anadlise detalhada da estrutura cristalina dos materiais, foram
realizadas fraturas ducteis em baixa temperatura dos materiais estabilizados e
previamente inchados em agua durante 24 h para favorecer o destacamento das
fibras cristalinas da quitosana da fase amorfa, como observado no experimento

de Meng e colaboradores [1]. A idealizagdo deste experimento esta



46

esquematizada na figura 3.3. Para a fratura ductil em baixa temperatura os

materiais foram imersos em Nazgig) por 10 minutos.

/ Experimento de Meng et al (2014)

R : (Efeito microscépico - fora de escala) % \o/ e
Imersdo em 4gua—48 h ( : - . -
: e a) MEV; e b) Microscopia tica de fibras destacadas
K da superficie de TPC (Meng et al, 2014)

[ Experimento de Bezerra et al (2022) ]

| 1
N ) = =

Tragdo manual do
material previamente
intumescido

!

Superficies fraturadas
0

A

Secagem parcial

Papel absorvente

Imersdo em PBS — 24 h Imersdo em N, — 10 min

Figura 3.3 — Figura esquematica do experimento de Meng e colaboradores com
énfase para as fibras destacadas da superficie da quitosana
termomecanicamente processado (a) e do experimento de Bezerra e
colaboradores enfatizando as estruturas fibrosas destacadas da superficie de

fratura apos tratamento criogénico por 10 min (b).

Para a microscopia das fraturas frageis obtidas das amostras AC15
neutras e imersas em glicerol por 0, 5, 30 e 60 seg foi utilizado um microscopio
modelo Quanta FEG 650 marca Thermo Fisher Scientific (LCT — USP). A fratura
fragil foi obtida apos imersédo em nitrogénio liquido N2gig) por 1 hora. As imagens

foram obtidas em diferentes ampliagbes usando uma tensdo de 20 kV. A
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conducao foi feita com fita de carbono e a metalizagéo de carbono utilizando-se
equipamento da Bal-tec, modelo SCD-050.

3.3.4 Propriedades mecanica sob tragao

Os testes de tragdo foram realizados numa maquina Instron 5569 (EUA)
equipado com uma célula de carga de 500 N a temperatura ambiente, umidade
relativa de aproximadamente 50% e uma taxa de deformacgédo de 50 mm/min.
Amostras de placas retangulares (20 mm x 80 mm x ~ 0,7 mm) foram usadas
para a andlise. As propriedades tensao-deformacdo (médulo de elasticidade,
resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura) foram determinadas a partir de
uma média de seis medicbes. Testes semelhantes foram realizados em
amostras imersas em solucdo PBS por 40 horas para avaliar a eficacia da
reticulagdo quimica pelo AC nas propriedades mecanicas do material em
condicdo Uumida, de forma semelhante ao que pode ser obtido durante uma

aplicacao biomédica em meio fisiologico.

3.3.5 Propriedades fisicas e fisico-quimicas

Espessura e Densidade

As placas a base de quitosana produzidas foram cortadas em circulos
com 2,50 cm de diametro (D). Um paquimetro digital (Zaas Precision) foi usado
para medir a espessura (h) em seis posi¢des diferentes. O diametro e o valor
meédio das espessuras foram usados para calcular o volume (V) das amostras
usando a equacéao 3.2.

_ mD?h

V=— (3.2)

Onde: h = espessura média das amostras

A densidade (p) dos materiais a base de quitosana foi determinada em

funcéo do peso (m) e do volume (Trr?h) usando a Equacéo 3.3.

p= (3.3)

<[ 3
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Teor de 4gua (TA), Solubilidade em agua (SA) e Absorcao de agua (AA)

As analises fisico-quimicas das amostras foram realizadas com base no
trabalho de Wu et al [46]. Em relacdo a essas medidas, quatro placas quadradas
(20 mm x 20 mm) foram cortadas e pesadas (M), secas a 105° C por 2 h e
pesadas novamente (M.). As amostras secas foram entdo imersas em 30 mL de
uma solugéo de PBS (para simular um fluido fisiol6gico) numa estufa a 37° C por
24 h. As amostras foram pesadas periodicamente por 7 horas até um tempo
maximo de imerséo de 24 horas, cada pesagem (Ms) foi apurada apdés a retirada
da agua superficial com papel absorvente. Por fim, as amostras foram secas em
estufa a 105° C por 24 h, e cada massa (M) foi determinada. O TA (%), AA (%)
e SA (%) de cada amostra foram determinados de acordo com as Equagodes 3.4,
3.5e3.6.

M, —M
ra= MM 600 (3.4)
M,
M;—M
an= MM 000, (3.5)
M,
M, —M
sa= M2 =M 600 (3.6)
M,

Teor de glicerol

O teor de glicerol (TG) das amostras foi determinado a partir de cinco
amostras quadradas (1 cm x 1 cm) das placas originais TPC, AC10 e AC15 e as
placas neutralizadas TPC e AC15 apds estabilizacdo por 30 dias. Essas
amostras foram pesadas (Mo) € em seguida colocadas num béquer contendo
100 mL de 4gua destilada para solubilizacao do glicerol por 24 h com duas trocas
da agua de lavagem ao longo do periodo. Apos este periodo as amostras foram
secas em estufa a vacuo por 2 h a 115 °C. As amostras foram resfriadas a

temperatura ambiente num dessecador contendo sal dessecante (CaCly) e silica
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gel por 8 min e entdo pesadas em balanca analitica (Mr). A determinagéo do teor
de glicerol foi dada através da equacao 3.7.

(Mo — Mp)

TG =
My

x 100% (3.7)

Andlise dimensional no estado intumescido

As placas de quitosana TPC, AC10 e AC15 foram cortadas em circulos
com 2,50 cm de diametro (D) e imersas em solucao PBS por 24 h a 37° C. Apo6s
0 intumescimento o excesso de agua foi removido com auxilio de papel
absorvente. O diametro médio dos materiais inchados foi obtido com um
paquimetro digital (Zaas Precision) pela média de pelo menos seis medidas em
posicdes diferentes. A média desses valores foi utilizada para a determinagao do
grau de dilatac&o de cada amostra em referéncia as medidas dos materiais antes
do inchamento em fluido PBS. As medidas das espessuras ndo foram obtidas

pela imprecisdo gerada pela compressibilidade dos materiais intumescidos.

3.3.6 Analise termogravimétrica

A influéncia dos &cidos utilizados sobre a degradacédo térmica dos
materiais a base de quitosana TPC, AC10 e AC15 foi avaliada a partir de um
equipamento TGA Q50 (TA Instruments USA) com referéncia a analise do po de
guitosana. Varreduras de temperatura foram realizadas desde a temperatura
ambiente até 700° C, a uma taxa de aquecimento de 10° C/min sob atmosfera

de nitrogénio.

3.3.7 Degradacdo in vitro

A degradacado das placas de quitosana neutralizadas TPC e AC15 foi
avaliada pelo método gravimétrico de acordo com adaptacdes de estudos
anteriores [6,100]. Resumidamente, trés placas quadradas (10 mm x 10 mm)
foram cortadas, imersas em &gua destilada por 12h para solubilizacdo do

glicerol, secas a 105 °C por 2 h e pesadas. As amostras secas (triplicatas) foram
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entdo imersas em 60 mL de uma solucao de PBS (pH 7,4) contendo 4 mg/mL de
lisozima e agitadas suavemente a 37 °C. A solucdo de lisozima foi trocada a
cada 24 horas. Apés 7 dias, o material foi imerso em agua destilada durante 8h
para retirada da lisozima adsorvida aos materiais, foram realizadas duas trocas
da agua de lavagem durante esse periodo. O grau de degradacdo (GDeg) foi
determinado pela equacao (3.8).

M, —

M,
GDeg = T X 100% (3.8)
1

Onde GDeg € o grau de degradagéo, M1 € a massa inicial da amostra seca e M2

€ a massa seca final da amostra.
3.3.8 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A PVA dos materiais neutralizados foi determinada gravimetricamente,
usando o método da agua descrito na norma ASTM E96M-10. O experimento foi
idealizado supondo um ferimento mido (umidade relativa igual a 100%) exposto
a uma umidade relativa (UR) de 50%.

Foram utilizadas capsulas de acrilico com diametro interno de 49,80 mm
e diametro externo de 80 mm (&rea exposta: 1947,8 mm?, aproximadamente) e
10 mm de profundidade. Cada cépsula foi preenchida com 5 mL de agua
destilada para gerar 100% UR e coberta pelas placas de quitosana. Um anel de
acrilico com mesmos diametros interno e externo foi encaixado com auxilio de 4
parafusos e porcas para imobilizagcdo do material. Além disso foram utilizadas
camadas de parafilme e por ultimo uma camada filme de PVC para garantir o
isolamento lateral entre a capsula e o anel de fixacdo da amostra. A figura 3.4
superior exibe a montagem da capsula para o ensaio de PVA. Cada capsula
contendo as respectivas placas de quitosana e suas réplicas foram pesadas e
em seguida o ensaio foi realizado numa caixa de polipropileno com travas. A
superficie de contato entre a caixa e sua tampa foram previamente recobertos
com fita crepe e graxa de silicone para manter o sistema fechado e ndo haver

variacdo na umidade relativa entre o interior da caixa e o exterior (UR ambiente).
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Antes de iniciar o ensaio a umidade relativa na caixa foi estabilizada em 50%
com auxilio de uma solucao saturada de sulfato de magnésio (MgSO4-7H20) e
silica gel azul para remover o excesso de umidade liberada pelas cépsulas
(Figura 3.4 inferior). Devido a alta permeabilidade dos materiais de quitosana, ao
transcorrer do ensaio, a umidade no interior da caixa subiu muito sendo
necessario retirar a solucdo de MgSO4 e inserir rapidamente uma placa de Petri
contendo sal dessecante (CaCly) para estabilizar a UR proxima a 50% no interior

da caixa para simular as condi¢des idealizadas.

Figura 3.4 — Imagem de uma capsula montada para ensaio PVA contendo uma
placa AC15 (superior) e uma caixa de PP no inicio do ensaio de PVA (inferior).
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Mudancas no peso das capsulas (com precisdo de 0,01 mg) foram
registradas em funcdo do tempo por 5 dias sendo duas aferigcbes por dia. Os
testes foram realizados em triplicata. A permeabilidade ao vapor de agua foi
calculada de acordo com as equagbes (3.9) e (3.10). A partir da PVA a
transmissdo de vapor de agua (TVA) foi estimada para placas com 700 e 200

pm de espessura de acordo com a equagéo (3.11).

Am X X tgl x X
PVA(g XPa ' xstxm™t)= -4

T AXtX AP A X AP (3.9)

Sendo: AP =S X (R, — R,) (3.10)

Am PVA X AP

TVA = =
v t XA X

(3.11)

Onde Am é a mudanca de massa ao longo do tempo (g); X € a espessura
da amostra (m); t € o tempo (h); A é a &rea da amostra (m?); AP é a diferenca da
pressao de vapor (Pa); S pressao de vapor de saturacao na temperatura de teste
(Pa), R1 € a umidade relativa dentro da capsula contendo agua destilada (100%)
e R> a umidade relativa no ambiente externo a capsula, URs expressas em
fracéo, e tgb € a inclinagao da reta gerada por Am em fungao do tempo ao longo
do ensaio (Figura 4.21).

A temperatura do ensaio foi de 18,06 + 3,35 °C e a umidade relativa (Rz2)
foi de 59,3 £ 12,94 %. A alta variacdo de umidade foi gerada pelos vapores de
agua devido a alta permeabilidade dos materiais a base de quitosana. O
parametro S foi determinado pela equacéo de Tetens (equacdo 3.12) para a
temperatura de 18 °C (S = 2,0639 kPa) [101]:

7,5 XT

S =AX 10 227247 (3.12)

Onde o parametro A equivale a 610,8 Pa e T € a temperatura (°C).

A diferenca de pressao de vapor (Ap) foi entdo determinada pela equacao
3.10 para a pressao de vapor de saturacdo a 18 °C determinada pela equacao
de Tetens (Ap = 840,0073 Pa).
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A mudanca de massa foi registrada pela evaporagdo da agua dentro da
capsula (UR = 100%) para o ambiente no interior da caixa (URmedia = 59,3 %) e
plotadas em fungcdo do tempo. A inclinagdo da reta forneceu a taxa de
evaporagao da agua através do material (Am / t). As espessuras médias (X) de
TPC e AC15 foram de 437,89 + 20,11 pm e 417,61 + 20,11 um, respectivamente
e a area exposta A = 0,0019478 m?.

3.3.9 Ensaios de incorporacdo e liberacdo do farmaco cloridrato de
tetraciclina (CT) in vitro

O desempenho dos materiais desenvolvidos para utilizacdo como
coberturas cutadneas capazes de promover uma liberacdo controlada de
farmacos ou como um dispositivo transdérmico para liberacdo controlada foi
avaliado também em termos de sua capacidade de liberacdo controlada de
principios ativos. Para tanto o cloridrato de tetraciclina (CT) foi usado como um
modelo de droga antibacteriana para analisar o perfil de liberacéo in vitro das
placas de quitosana termomecanicamente processadas apds a etapa

neutralizacdo desenvolvida nesta tese.

3.3.9.1 Incorporacdo do farmaco cloridrato de tetraciclina (CT) nas

placas de quitosana

As placas de AC15 e TPC foram cortadas com auxilio de um alicate
perfurador circular com 6 mm de diametro. Cada corpo de prova foi obtido em
triplicata e entdo foram secos em estufa a 115°C por 2 h. ApGs a secagem cada
corpo de prova foi resfriado em dessecador contendo silica gel azul e CaCl; para
se evitar a reabsorcdo de agua durante o resfriamento. O tempo de 8 min foi
suficiente para o resfriamento a temperatura ambiente e entdo as amostras
foram pesadas.

Para a incorporacdo do CT nas amostras uma solucédo de 1 mg / mL do
farmaco em solucdo PBS foi utilizada. Cada réplica foi imersa na solu¢éo do CT

e deixadas em estufa a 50°C por 3 h. Apds o tempo de incorporagéo as réplicas



54

foram retiradas da solugéo e imersas em PBS por 5 segundos para retirada do
excesso de solucdo do CT na superficie dos materiais.

A capacidade de incorporagao da tetraciclina nas amostras AC15 e TPC
foi obtida através da massa total liberada do CT avaliada por espectrofotometria
(Varian Cary® 50 UV-Vis, Agilent) de absor¢do no UV-Vis (método descrito a
seguir) no momento onde uma baixa absorbéancia foi detectada a 275 nm durante
0 ensaio de liberacdo do farmaco (198 h). A capacidade de incorporacéo (ClI) foi

determinada a partir da equacgéao 3.13.

m
Cl = CcT

(3.13)
mQuit

Onde: mcT € a massa do farmaco incorporada determinada no ensaio de

liberacdo (198 h) e mquit € a massa da placa de quitosana (TPC ou AC15).

3.3.9.2 Ensaio de liberacdo do farmaco cloridrato de tetraciclina (CT)

in vitro e curva de calibracédo do CT em fluido PBS

Antes do ensaio de liberacdo do CT uma curva de calibracéo foi obtida a
fim de correlacionar a absorcdo do CT a 275 nm em fun¢éo da concentracéo do
farmaco dissolvido em solugdo PBS. A curva de calibracdo das solucbes do
cloridrato de tetraciclina em fluido PBS a 37° C foi obtida no intervalo entre 0,58
e 10,03 pL / mL.

O ensaio de liberacdo in vitro da tetraciclina incorporada ao TPC e AC15
foi realizado em 10 mL de solucdo tampao fosfato-salina (PBS, pH 7,4) com
agitacdo minima a 37 °C. Aliquotas de 3 mL foram retiradas em tempos
determinados e substituidas por PBS fresco [6]. A quantidade de droga liberada
foi determinada a partir da absorbancia da aliquota a 275 nm usando um
Espectrofotbmetro Varian Cary® 50 UV-Vis Spectrophotometer (Agilent). O

ensaio foi realizado em triplicata.

3.3.10 Atividade antimicrobiana

Para os ensaios de &gar difusao, foi utilizada cepa de Staphylococcus

aureus ATCC 25923 por ser um dos contaminantes patogénicos mais comuns



55

em ferimentos cutaneos. O microrganismo foi incubado em meio TSB (Tryptone
Soya Broth), por 24 horas, sob agitacdo (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil) (150
rpm), a 37 °C. Posteriormente, a suspensao bacteriana foi diluida para obtencao
da turbidez de 1 x 108 UFC / mL, equivalente a escala McFarland, e uma aliquota
foi transferida para o meio dgar Muller-Hinton (45°C) de modo a se obter uma
concentracdo final de 1,5 x 10° UFC/mL. O meio contendo o microrganismo foi
rapidamente transferido para 2 placas de Petri de 150 mm e permaneceu em
repouso por 30 minutos para a solidificagcéo.

ApoOs a solidificagdo do agar, os materiais foram colocados sobre o meio
de cultura inoculado e as placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37
°C. Um disco de gentamicina (10 pg) foi utilizado como controle positivo. Com a
intencdo de observar se um maior teor de quitosana nos materiais
termomecanicamente processados estando no estado solido e ndo protonado
promove algum efeito antimicrobiano, os materiais foram testados em duas
espessuras distintas sem adsorcédo do cloridrato de tetraciclina além de uma
amostra de cada material com o antibiético: TPC fino (200 um), TPC espesso
(700 pm), TPC fino com cloridrato de tetraciclina e AC15 fino (200 pum), AC15

espesso (700 um) e AC15 fino com cloridrato de tetraciclina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencéo da quitosana modificada com acido citrico

4.1.1 Aspecto fisico

Trés diferentes teores de acido citrico (AC) foram avaliados e a influéncia
do teor do AC sobre a estrutura e propriedades dos materiais foram analisadas.
A formulacdo do material teve uma variagdo superior no teor de AC (15 pcr —
AC15) e inferior (5 pcr — AC5) em relacéo ao teor de 10 pcr (AC10) que é o teor
equimolar ao teor de grupos &cido carboxilicos do acido acético (HAc) utilizado
na formulacdo da quitosana processada com HAc (TPC) [102]. Todos os
materiais sao translicidos e apresentaram coloracdo amarelada caracteristica
da quitosana, aspecto também relatado por Epure e colaboradores [3]. A medida
qgue o teor de AC aumentou a opacidade dos materiais diminuiu (Figura 4.1)
indicando previamente que o maior teor de AC promoveu maior desestruturacao
cristalina do pdé de quitosana como sera visto mais adiante na analise
microestrutural (DRX e MEV). Os materiais processados na presenca de HAc
apresentaram um tom de amarelo mais escuro e uma opacidade aparente
ligeiramente maior que AC15 indicando uma possivel maior degradacéo térmica
e menor desestruturacdo do p6 de quitosana, respectivamente, como sera

confirmado mais adiante na analise termogravimétrica e difratometria de raios x.
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(b)

P6 de
quitosana

Figura 4.1 — a, b) Aspecto fisico dos materiais com diferentes teores de AC: TPC
(0 pcr), AC5 (5 pcr), AC10 (10 pcr) e AC15 (15 pcr); ¢) Imagem de um disco
retirado de AC5; d) ampliacdo do disco de AC5 apresentando o po de quitosana
remanescente no pos processamento; e e) ampliagdo da imagem lateral do disco
de AC5 apresentando alta quantidade de pdé remanescente (ndo

desestruturado).

Para o material AC5 além dos aspectos de coloragdo e opacidade é
possivel observar o p6 de quitosana remanescente do processamento. Percebe-
se a olho nu que o teor de 5 pcr de AC foi insuficiente para promover um
processamento capaz de gerar uma uniformidade estrutural no material. Devido
ao grande teor de po6 de quitosana remanescente o material AC5 né&o foi avaliado
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extensivamente por apresentar baixa homogeneidade. Para AC5 apenas
andlises por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
e difratometria de raios x (DRX) serdo discutidas para se analisar a influéncia do
AC em diferentes concentracdes na estrutura da quitosana. Vale ressaltar que
mesmo com um baixo teor de AC (5 pcr), este Unico acido foi capaz de gerar um
material que ndo se desfaz facilmente ao ser manipulado apresentando
integridade e flexibilidade consideraveis indicando previamente a eficiéncia do
processamento termomecéanico mesmo com uma baixa desestruturacdo do po
de quitosana como sera visto na andlise por DRX. Os demais materiais nao
apresentaram evidéncias macroscopicas de p6é de quitosana remanescente no

pos-processamento.

4.1.2 Espectroscopia FTIR

Espectros de FTIR (Figura 4.2) foram obtidos para identificacdo das
bandas caracteristicas da quitosana e do acido citrico e das principais interagdes
entre o acido citrico, o glicerol e a quitosana nos materiais plastificados e
modificados pelo processamento termomecanico. Para uma visualizacdo mais
detalhada os espectros de cada material sdo exibidos em gréaficos separados
nas figuras Al e A2 do apéndice A.

O espectro do acido citrico mostrou suas bandas caracteristicas em 3295
cm?, 1740 cm™? e 1692 cm™ correspondendo ao estiramento O-H e estiramentos
C=0 do acido carboxilico, respectivamente [103]. Para o pé de quitosana, a
banda larga centrada em 3284 cm corresponde a sobreposicdo das bandas
relativas as vibracdes de estiramento do grupo —OH e do grupo —NH> [104]. As
bandas de absorcdo em 2926, 2884 e 1411 e 1240 cm correspondem aos
modos vibracionais de estiramentos simétricos e anti simétricos de CH; [105]. As
bandas em 1653, 1559 e 1375 cm™ sdo atribuidas ao estiramento C=0 em
amidas [27], deformacdo angular em aminas [104,106] e estiramento C-N em
amidas [27], respectivamente. Além disso, mais duas bandas presentes em
espectros de infravermelho de polissacarideos sdo as bandas referentes as
ligacbes C-O-C e C-OH que no espectro da quitosana estdo centrados em 1024

cm? e 1149 cm?, respectivamente [107].
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Figura 4.2 — Espectros FTIR de cristais de AC, quitosana em pé e das amostras
plastificadas TPC, AC5, AC10 e AC15.

Os espectros das quitosanas termoplasticas apresentam bandas similares
as respectivas bandas no espectro do pé de quitosana com pequenos
deslocamentos devido as interacdes com o HAc ou AC e principalmente com o
plastificante [27]. Nesses espectros as bandas, em geral, apresentaram-se mais
intensas indicando que nestes materiais as ligacées quimicas vibram mais
facilmente devido ao efeito plastificante da agua e do glicerol [1] devido ao
aumento do espacamento entre as cadeias de quitosana nos segmentos néo
reticulados gerando interacdes intercadeias mais fracas ampliando a intensidade
das bandas nos materiais devido a menor rigidez da estrutura do biopolimero.
Pequenos deslocamentos para menores frequéncias, na ordem de até 10 cm™,
foram observados nos espectros das amostras processadas evidenciando que
os componentes da formulacao (AC, glicerol e 4gua) interagem fisicamente com
a quitosana diminuindo a energia das interacfes intercadeias [27,51].
Particularmente, no espectro de AC5 a banda relativa a ligacéo glicosidica C-O-
C (aproximadamente 1024 cm™) apresenta intensidade relativa maior que a

mesma banda nos espectros dos demais materiais processados, que pode ser
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resultado de um efeito minimo de hidrélise acida sobre as ligacdes glicosidicas
devido ao menor teor de AC (5 pcr) aliado ao efeito dos plastificantes gerando
uma maior intensidade da banda centrada em 1024 cm™.

Apesar da similaridade dos espectros dos materiais processados com o
espectro da quitosana, uma mudanca fundamental foi evidenciada no perfil das
bandas em 1653 cm™ e em 1559 cm. Enquanto no espectro das amostras AC5
e TPC (processada com &cido acético), semelhantemente ao espectro do pé da
guitosana, a proporcdo dessas bandas apresenta maior absor¢do em 1559 cm
do que em 1653 cm?, nos espectros das amostras AC10 e AC15 essa proporcao
€ alterada. Além disso, percebe-se que para as amostras contendo AC (ACS5,
AC10 e AC15) a intensidade da banda em 1559 cm (-NH2) diminui e a banda
em 1653 cm™ (C=0) aumenta progressivamente a medida que o teor de &cido
citrico aumenta. Estes efeitos associados indicam que houve consumo dos
grupos aminas e formacdo de grupos amidas ocasionada pela reacdo de
amidacdo entre as aminas da quitosana e as carboxilas do acido citrico. O
espectro de AC5, ao contrario dos espectros de AC10 e AC15, apresenta uma
maior intensidade da banda amina em relacdo a banda amida indicando um
baixo consumo dos grupos amina da quitosana o que € esperado dado o
baixissimo teor molar de AC na formulacéo deste material. Para a amostra TPC
apesar do teor de grupos acidos semelhante ao teor desses grupos em AC10 a
menor propor¢cao de amidacao pode ser explicada em parte pela evaporacao de
parte do HAc durante a termoprensagem a 130°C (ponto de ebulicdo ~115°C).
Nota-se ainda que o espectro de TPC (figura 4.3) apresenta um notavel aumento
na intensidade da banda em 1411 cm™! referente a vibragdo do CH> na estrutura
da quitosana. Uma vez que TPC tem segmentos acetatos enxertados e 0s
materiais ndo sdo reticulados, esse aumento na intensidade desse modo
vibracional fornece indicios de uma maior mobilidade e, consequentemente,
menor rigidez da estrutura do biopolimero aumentando a intensidade desse
modo vibracional.

Em alguns artigos é relatado que a reticulacdo entre cadeias de quitosana
pelo AC se d& por reacfes de esterificagdo [103,108]. Priyadarshi e

colaboradores, por exemplo, encontraram uma banda em 1720 cm-* no espectro
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FTIR de filmes de quitosana reticulada com &cido citrico a 130°C feito pelo
método solvente casting [108], esta banda é atribuida ao estiramento C=0 em
grupos ésteres indicando uma reacao de esterificacdo entre grupos hidroxilas da
quitosana com as carboxilas do acido citrico, além da esterificacdo os autores
indicam também a reacdo de amidacao entre o AC e as aminas da quitosana.
Um ponto a ser ressaltado é que Priyadarshi et al utilizaram uma proporcao de
AC maior que a utilizada neste trabalho, enquanto eles utilizaram a proporcéo
1:1 em massa, aqui utilizamos a propor¢do quitosana:acido citrico (m:m) de
1:0,05; 1:0,1 e 1:0,15. Para a proporcéo 1:1, em termos molares, considerando
gue cada 1 g do mero glicosamina na quitosana (massa molecular de 161 g/mol)
equivale a 6,21 mmol e 1 g do acido citrico (massa molecular de 192 g/mol)
equivale a 5,20 mmol que corresponde a 15,60 mmol de grupos carboxilicos
(grupos é&cidos). Utilizando-se a proporcdo 1:1 em massa de quitosana:AC,
mesmo que a quitosana seja 100% desacetilada (hipétese de maior teor de
aminas como grupos reativos) o AC ainda sera o reagente em excesso desta
reacdo entre AC e quitosana possibilitando, apds o consumo de todo o grupo
amina, a reacao de esterificacdo entre 0s grupos acidos excedentes e 0S grupos
hidroxilas da quitosana.

Chen e colaboradores [48] afirmam que a reacdo principal entre AC e
guitosana € a amidacdo. A formacdo de amida ocorre preferencialmente a
reacao de esterificacdo pois quando a solucéo de AC é adicionada a quitosana
ocorre a protonacdo das aminas e este sistema quando submetido a
aquecimento o grupo NH3* se torna um sitio ativo preferencial para reacdo com
0 ion carboxilato do AC ao invés da reacdo com uma hidroxila [109].
Corroborando com a afirmacdo de Chen et al [48] neste trabalho, os espectros
FTIR nao evidenciaram formacéo de grupos ésteres como relatado no trabalho
de Priyadarshi et al [108]. A inexisténcia de bandas relativas a grupos ésteres
indica que tanto os grupos hidroxila da quitosana quanto as hidroxilas do glicerol
nao esterificaram na presenca do AC. O acido citrico em todas as formulacoes,
inclusive em AC15 (material com maior teor de AC), foi o reagente limitante, e a
amina agiu como o reagente em excesso por grama de quitosana (0,78 mmol

AC /4,13 mmol glicosamina), considerando o GD = 75% como especificado pelo
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fabricante. Portanto, apenas as aminas reagiram durante a reagéo entre AC e
guitosana numa reacao de amidacéo.

Ainda em relacédo aos espectros das amostras processadas, ndo foram
observadas as bandas de 1740 cm™ e 1684 cm™ pertencentes aos grupos C =
O do AC. Uma vez que o contetdo de AC é pelo menos 5 vezes menor do que
o conteldo de glicosamina na amostra de AC15, o desaparecimento das bandas
em 1740 cm™ e 1684 cm™ indica que grande parte dos grupos acidos foram
consumidos gerando necessariamente a reticulacdo quimica entre as cadeias do
biopolimero. Para corroborar com a ideia de reticulacdo quimica pela baixa
evidéncia de grupos acidos remanescentes nos espectros dos materiais
processados, o0 espectro de AC15 misturado termomecanicamente no Haake e
antes da cura (etapa de termoprensagem) foi obtido a fim de compreender como
se da as interagdes entre AC e quitosana no caso em que a reacao quimica nao
ocorre (figura 4.3). Devido ao elevado teor de umidade da amostra nao curada,
essa mistura foi seca em estufa a 40°C por 15h antes da analise de
espectroscopia FTIR gerando uma diminui¢cdo na intensidade das bandas pela

saida do excesso do plastificante volatil, a saber, a agua.
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Figura 4.3 — Espectro de AC15 antes da etapa de cura em comparagcao aos

espectros de AC, quitosana e AC15.

A figura 4.3 evidencia que o material ndo curado apresenta a banda
referente aos grupos C = O do acido citrico deslocada e centrada em 1735 cm™.
A literatura indica que o AC em presenca de moléculas hidrofilicas apresenta um
deslocamento da banda C = O dos grupos acidos carboxilicos para valores
inferiores até 1725 cm™ devido as ligacdes de hidrogénio entre C = O e outras
moléculas do meio como a agua, o glicerol e hidroxilas e amida da quitosana
[110]. Além disso a banda relativa ao grupo amina apresenta-se alargada devido
a sobreposicdo dessa banda com a banda NH3* da amina protonada (ou ion
amonio) que aparecem como um “ombro” por volta de 1541 e 1572 cm™ [27]
gerando um alargamento na banda em 1559 cm™ [1]. A banda relativa a amina
(1559 cm!) permanece mais intensa que a banda C=0 em amidas (1653 cm™),
assim como no espectro da quitosana. Esse resultado corrobora com a hipétese
de haver pouquissimos grupos acidos remanescentes nas amostras curadas,

uma vez que a banda C=0 do AC interagindo fisicamente com a 4gua em 1735
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cm* mostrado no espectro do material antes da cura ndo é evidenciada nos
espectros dos materiais curados (figura 4.2), reforcando a ideia de uma
reticulacdo quimica eficiente. A figura 4.4 ilustra a estrutura dos materiais

reticulados deduzida a partir da analise de espectroscopia FTIR.

w

HOH2C

w

HOH2C

%

HN OZHOH HN

Figura 4.4 — llustracdo esquematica da estrutura das cadeias de quitosana
reticuladas com acido citrico através de reacdo de amidacao. O glicerol interage

por meio de ligacdes de hidrogénio.

4.1.3 Difratometria de raios-x (DRX)

A influéncia do processamento termomecanico e da adicdo de AC na
estrutura cristalina das amostras processadas foi investigada por DRX, e seu
nivel de cristalinidade foi estimado (equacdo 3.1). A Figura 4.5 mostra 0s
difratogramas do pdé de quitosana e das amostras processadas TPC, AC10 e

AC15 apos 2 e 30 dias do processamento.
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Figura 4.5 — Padrbes de DRX de p0 de quitosana e amostras processadas com
diferentes quantidades de AC: (a) TPC (0), AC10 (10 pcr) e AC15 (15 pcr) no
segundo dia de armazenamento a 50 + 3% RH e 25 + 2° C e (b) TPC (0), AC5
(5 pcr), AC10 (10 pcr) e AC15 (15 pcr) apos estabilizacdo estrutural (30 dias a
50+ 3% URe25+2°C).

O difratograma do p6 de quitosana revela o polimorfo derivado da a-
quitina (polimorfo existente na quitina extraida de exoesqueletos de crustaceos)
com picos de difragdo caracteristicos em 26 = 9,3° e 19,8° correspondendo a
difracdo dos planos (020) e (100) em cristais de quitosana hidratada,
respectivamente [28,111]. Sua cristalinidade foi estimada em 47,7%. Os
difratogramas de TPC, AC10 e AC15 exibiram trés picos em 9,5°, 19,9° e 20,8°
gue estdo relacionados a estrutura cristalina da quitosana. Os picos foram
atribuidos aos planos (020), (100) e (110), respectivamente [111]. O pico de
difracdo correspondente a (110) foi observado em amostras processadas
termomecanicamente em trabalho anterior [27]. As intensidades dos picos das
amostras diminuiram em relacéo aos picos do p6 de quitosana indicando que o
processamento termomecanico promoveu a desestruturacdo cristalina do
biopolimero na presenca do plastificante e dos acidos utilizados. As amostras
examinadas no segundo dia de armazenamento mostram um padréo de baixa
cristalinidade (Figura 4.5 (a)). Essa caracteristica revela que a desestruturacéo

cristalina foi bastante eficiente para todas as amostras processadas indicando
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gue ambos os &cidos (AC e HAc) sdo bons agentes desestruturantes para a
quitosana. Para as amostras TPC e AC15, o pico a 9,5° é quase imperceptivel.
A cristalinidade estimada para as amostras processadas foi de 2,24%, 4,88% e
1,60% para as amostras TPC, AC10 e AC15, respectivamente. A natureza
semicristalina do polimorfo de quitosana hidratada depende das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares formadas pelo grupo amino na
posicdo C-2 e o grupo hidroxila na posicdo C-3 [28,42]. Epure et al atribuiram a
diminuicdo da intensidade dos picos da quitosana termoplastica a deterioracao
das ligac6es de hidrogénio inter e intramoleculares apés o processamento [3].
Essa deterioracdo das ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares resultou
na quebra da estrutura cristalina da quitosana, conforme refletido pela
diminuicdo da intensidade dos picos nos padrées de DRX exibidos na figura 4.5.

Apoés o tempo de estabilizacdo em umidade relativa (UR) de 50% as
amostras TPC, AC5 e AC10 exibiram alteracdo em seus respectivos padrdes de
DRX (Figura 4.5(b)). A cristalinidade estimada para as amostras processadas
apos a estabilizacao foi de 22,0%, 32,8% 28,3% e 9,5% para as amostras TPC,
AC5, AC10 e AC15, respectivamente. Esses valores indicam que estes materiais
sofreram processo de recristalizacdo durante a estabilizacdo. Em relacao a estas
amostras, a difracdo correspondente ao pico (020) deslocou-se ligeiramente
para 9,5° e a sua intensidade diminuiu, tornando-a praticamente imperceptivel
enquanto o pico (100) em 19,8° permanece nha mesma posi¢cao com intensidades
maiores. Especificamente, a amostra AC15 apresentou um padrao de DRX com
picos mal definidos tipicos de amostras amorfas. Este padrdo ocorreu devido a
baixa capacidade de recristalizacdo associada a um maior conteudo de
reticulacées. Além disso, outro pico foi revelado em 11,4° para a amostra AC15.
Este pico foi atribuido a difracdo deslocada do plano (020) do polimorfo de
guitosana hidratada [111]. O aparecimento do pico em 11,4° do AC15 revela que
o0 material apresenta uma estrutura cristalina complexa com diferentes
espacamentos interplanares para o plano (020), caracterizado pelo
deslocamento do pico em 9,3°. Uma vez que a modificacdo quimica resultou na
entrada de moléculas de AC na estrutura quimica do material a organizacao

cristalina possivelmente tornou-se diferente para as regidées mais préximas ou
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mais afastadas dos sitios de reticulacdo quimica. Por motivos de restricdes de
acesso devido a pandemia do SARS-COV-2 néo foi possivel obter o DRX de
AC5 pouco tempo apds o processamento, portanto ndo foi possivel determinar
se ha recristalizacdo deste material no pés processamento.

4.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A secdo transversal e a superficie dos materiais processados e
estabilizados por 30 dias foram avaliadas por MEV (Figuras 4.6, 4.7, 4.8 e 4.11).
A fratura fragil foi alcancada com sucesso 1 h apds os materiais serem imersos
em nitrogénio liquido (Figura 4.6 (b-d)). As micrografias da superficie da amostra
mostraram caracteristicas rugosas tipicas dos filmes de quitosana [40,43], como
pode ser visto representativamente na imagem da superficie da amostra de
AC15 na Figura 4.6(a) e nas imagens de MEV das superficies das amostras TPC

e AC10 encontram-se na figura B1 (Apéndice B).
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Figura 4.6 — Imagens de MEV da (a) superficie de AC15; secdes transversais

das amostras fraturadas apos 1 h de imersdo em nitrogénio liquido de (b) TPC
com extenséo de trinca adjacente a regido cristalina da quitosana (ampliacéo),
(c) AC10 e (d) AC15.

As imagens da superficie de fratura (Figura 4.6 (b, ¢ e d)) indicam boa
miscibilidade entre quitosana, acido citrico ou acido acético e glicerol, uma vez
gue nenhuma separacao de fases foi detectada. Além disso, todas as amostras
revelaram um arranjo estrutural semicristalino, que consiste numa morfologia em
camadas (regides cristalinas) e regibes lisas [1,27]. As regides lisas séo
compostas por moléculas amorfas e nanofibrilas de quitosana, que ndo podem
ser distinguidas por MEV [1]. O material (TPC) preparado a partir da formulacéao
sem AC apresenta fissuras em direcao paralela ao plano de prensagem que se
localizam proximas as regifes cristalinas. Essas fissuras podem ter sido
formadas durante a recristalizagdo, quando o volume livre das moléculas diminui

bY

devido a reorganizacdo estrutural ap0s o processamento. Alguns granulos
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irregulares e intactos do pdé de quitosana, ndo desestruturados pelo
processamento termomecanico, foram identificados (indicados com setas
amarelas na Figura 4.6(b)). A amostra AC10 apresenta, além de excelente
miscibilidade entre os constituintes, uma boa coesdo do material onde foram
encontradas trincas menores adjacentes aos dominios cristalinos.
Notavelmente, o AC favorece a continuidade no material apesar de sua
concentracgéo (0,52 mmol AC / 1 g quitosana) ser trés vezes menor do que HAc
(2,575 mmol HAc / 1 g quitosana) na amostra de TPC. Os granulos do pé de
quitosana remanescentes também foram encontrados incorporados na matriz de
AC10. Em relagdo ao material AC15, um aumento de 50% no teor de AC (0,78
mmol CA / 1 g de quitosana) levou ao desenvolvimento de uma estrutura mais
lisa, homogénea e menos fases cristalinas. Por conta do alto teor de quitosana
na formulacdo, pequenos granulos de quitosana permaneceram na amostra
ap0s o processamento. Além disso, ndo foram observadas trincas na
microestrutura do AC15. Fica evidente que além de atuar como um agente de
reticulacéo, o AC € um bom agente de desestruturacdo para materiais a base de
guitosana processada termomecanicamente. O uso de 15 pcr de AC gera maior
teor de fase amorfa com baixa capacidade de recristalizacdo devido ao aumento
da reticulacao quimica.

A analise da fratura dos materiais imersos em nitrogénio liquido (N2 @) por
10 min (Figuras 4.7 e 4.8) revelaram uma superficie de fratura ductil e a
existéncia de estruturas compativeis com diferentes niveis cristalinos da
guitosana conforme a investigacéo relatada por Meng e colaboradores [1]. No
experimento de Meng [1] as microfibras cristalinas da quitosana foram
visualizadas por microscopia eletrénica de varredura e Gtica a partir da superficie
do material apos a imersao em agua por 48h. Naquele experimento durante a
imersdo, a amostra ficou inchada e algumas “cordas” emaranhadas, que sao
longas microfibras, foram liberadas da superficie da amostra. Na presente
pesquisa um passo além foi dado para o entendimento de como as unidades
cristalinas da quitosana se organizam no interior do material. A morfologia da
superficie de fratura dos materiais TPC e AC15 (previamente inchados em agua)

apos imerséo em nitrogénio liquido (N2 g)) por 10 min favoreceu a observacéo da
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estrutura cristalina da quitosana termomecanicamente processadas (TPC e
AC15) e detalhes importantes foram revelados.

.
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Figura 4.7 — Superficie de fratura ddctil (apos imersdo em N2 () por 10 min) de
TPC em diferentes aumentos evidenciando dois niveis de estruturas hierarquicas
da quitosana, os aglomerados nanofibrilares e microfibras.
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As imagens de TPC (Figura 4.7) revelaram uma alta densidade de
estruturas fibrosas. Inicialmente essas estruturas foram relacionadas ao
fenbmeno de microfibrilamento durante a fratura (crazing), uma vez que é
relatado que em baixos niveis de tensdo o mecanismo de fratura ductil
predominantes em polimeros € o microfibrilamento (crazing) enquanto que em
elevados niveis de tensdo o mecanismo predominante € o escoamento por
cisalhamento (shear yielding) [112]. Entretanto numa analise mais cuidadosa
foram observadas algumas regularidades e pequenas estruturas arredondadas
e cbncavas nas imagens da superficie de fratura da amostra TPC. Essas
estruturas concavas apresentam comprimentos entre 4 e 6 um, ndo estao
associadas as microfibrilas geradas por crazing e podem ser atribuidas aos
aglomerados nanofibrilares associados ao segundo nivel cristalino da
estruturacao hierarquica da quitosana [1]. Aléem disso algumas regifes com alto
teor de estruturas fibrosas com regularidade direcional chamou atencédo. Na
imagem 4.7 (& esquerda) percebe-se, em segundo plano, unidades de fibras
alinhadas ao plano da imagem. Tal regularidade induz a ideia de que essas
estruturas estavam organizadas e empacotadas antes da fratura do material.
Além disso as espessuras dessas longas microfibras (entre 2,6 e 3,9 um) séo
compativeis com as dimensdes das microfibras cristalinas da quitosana
termomecanicamente processada identificadas por Meng e colaboradores [1]. E
possivel que haja fibras resultantes do mecanismo de microfibrilamento (ou
crazing) porém o abaixamento da temperatura possivelmente congelou as
estruturas amorfas desfavorecendo o escoamento para formar crazes, mas nao
foi suficiente para congelar as fibras cristalinas (mais densas) destacando-as da
matriz amorfa. Devido a baixa condutividade térmica dos materiais borrachosos
associada a espessura do material (~ 700 um), a diminui¢do da temperatura no
interior do material ndo foi suficiente para uma fratura fragil completa (uma vez
gue as amostras deformaram ligeiramente antes da fratura), mas sim para uma
fratura dactil com um fendmeno de microfibilamento minimizado. Como o
microfiblilamento ou crazing é formado devido ao fluxo de material que
estabilizam as trincas geradas sob tensao antes da ruptura [67], a diminuigcao da

temperatura impediu ou minimizou o0 escoamento das cadeias e,
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consequentemente, o fendmeno crazing, 0 que possibilitou verificar o
desprendimento das microfibras originais da quitosana possivelmente
produzidas a partir da recristalizacdo durante o pds-processamento dos
materiais (Figuras 4.7, 4.8). Associada ao congelamento da matriz amorfa, a
solubilizagdo do glicerol durante o intumescimento antes do tratamento
criogénico € outro fator que desfavorece o escoamento das cadeias do
biopolimero e contribuiu para o destacamento dessas microfibras e aglomerados
nanofibrilares. Além disso ainda pode-se observar que essas microfibras se
assemelham a fitas achatadas e n&o tubulares como se essas fibras estivessem
empilhadas uma sobre as outras. Com relacdo as medidas das estruturas
fibrosas, considerando-se que apods a fratura o material foi seco em condi¢des
ambientais por 2 dias e depois armazenado em 50% de UR por no minimo 10
dias antes da metalizagdo o tamanho das estruturas determinados pelas
imagens de MEV provavelmente correspondem ao tamanho real das estruturas
no interior do material (ndo intumescidos). A observacéo dessas fibras com este
nivel de detalhamento nunca foi relatada pela literatura em materiais
processados por casting e provavelmente estdo relacionadas ao desempenho
mecanico superior da quitosana processada termomecanicamente, como sera

abordado adiante na discusséao do ensaio mecanico de tracao.
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Figura 4.8 — Superficie de fratura ductil (apos imersédo em Nz () por 10 min) de (a)
AC15, (b) ampliacdo de uma secdo da Figura 4.10a, (c) representacdo
esquematica da formacéo da estrutura em camadas de fibras de quitosana em
AC15.

A figura 4.8 apresenta a morfologia da superficie de fratura ductil em baixa
temperatura de AC15 previamente intumescido. Estruturas fibrosas bastante
espessas foram apresentadas com poucas evidencias da presenca de
aglomerados nanofibrilares (seta azul). Aparentemente uso do AC favoreceu a
formacdo de estruturas cristalinas superiores, a partir de agora denominadas,
aglomerados microfibrilares, com espessura maior que as microfibras
identificadas por Meng et al [1]. Esta configuragdo representa maior nivel
hierarquico entre as estruturas cristalinas da quitosana processada

termomecanicamente. O mecanismo de nucleacdo e crescimento dessas
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estruturas, entretanto, ainda precisa ser estudado. A Figura 4.8 mostra que
algumas microfibras da quitosana se unem gerando outras microfibras mais
espessas (setas vermelhas), os aglomerados de microfibras. Essas estruturas
robustas apresentam estreitamentos periddicos, gerando uma estrutura
semelhante a uma vagem de leguminosa. Em relacdo as estruturas identificadas
por Meng e colaboradores, nanofibrilas (menores estruturas cristalinas néao
distinguiveis por MEV) s&o nucleos cristalinos entre si formando os aglomerados
nanofibrilares com dimensdes de cerca de 1-4 uym de comprimento. As
microfibras consistem em feixes de alguns desses aglomerados nanofibrilares
de cerca de 1 a 3 um de diametro [1]. O que se percebe € que os aglomerados
nanofibrilares mostrados na figura 4.7 apresentam morfologia similar a estruturas
em forma de discos alongados e concavos parecidas com células de heméacia.
Pelo modelo de Meng et al [1] as microfibras sdo constituidas de feixes desses
aglomerados nanofibrilares que nuclearam-se gerado as microfibras. De fato, na
figura 4.8 observa-se mais claramente que o aspecto morfolégico dos
aglomerados microfibrilares sdo compativeis com os aglomerados nanofibrilares
como unidades de repeticdo que nuclearam entre si gerando uma estrutura
semelhante a uma vagem de leguminosa. Na imagem 4.7 (TPC) percebe-se
agrupamentos de aglomerados nanofibrilares sobre as microfiboras de TPC
(setas em amarelo) possivelmente em processo de nucleacdo para gerar
aglomerados microfibrilares. Esta hipotese, entretanto, precisa ser devidamente
investigada. A figura 4.9 e 4.10 apresenta uma representacdo esquematica dos
possiveis processos de nucleacdo dos diferentes niveis estruturais formando
estruturas superiores em TPC e em AC15. Além disso, independentemente do
mecanismo que deu origem a essas estruturas fibrosas, o fato de serem geradas
estruturas mais espessas em AC15 certamente esta intimamente associado ao

desempenho mecanico apresentado na proxima secao desta tese.
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Figura 4.9 — Representacdo esquematica do possivel processo de nucleacao
dos diferentes niveis estruturais formando estruturas superiores a partir das
nanofibrilas (AC15).
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Figura 4.10 — Representacdo esquematica do possivel processo de nucleacdo
dos diferentes niveis estruturais formando estruturas superiores a partir das
nanofibrilas (TPC).
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Os aglomerados de microfibras identificados neste trabalho consistem no
agrupamento de microfibras longas, gerando estruturas com espessuras
variando entre 2,83 e 6,26 um. A partir da Figura 4.8 pode-se também verificar
gue as microfibras e aglomerados microfibrilares podem ser empilhados,
gerando a estrutura em camadas tipica de materiais a base de quitosana
processados termomecanicamente [27,102,113]. O plano de empilhamento
microfibrilar sobrepde-se a outros planos de empilhamento microfibrilares
paralelos que estavam na mesma direcdo do plano de empilhamento superior
(Figuras 4.8(b) e 4.8(c)).

Para a amostra AC10, o tempo de imersdo de 10 min em N2 (iq gerou uma
superficie de fratura com morfologia de fratura fragil (Figura 4.11) incluindo a
presenca de uma morfologia de camadas tipica da quitosana [27,102]. A
estruturacdo em camadas composta por planos de microfibras adjacentes
também é confirmada pela analise da figura 4.11 (seta branca) na qual a vista
lateral a um dominio em camadas pode ser visto com o empilhamento de
microfibras. Além disso pode-se ver algumas poucas estruturas semelhantes em
dimensdo aos aglomerados nanofibrilares (seta amarela). O baixo teor de
estruturas de menores niveis hierarquicos podem indicar que essas estruturas
menores nuclearam eficazmente gerando estruturas superiores com poucos
aglomerados nanofibrilares remanescentes. Por ultimo pode-se observar que
algumas camadas apresentam maiores espacamentos podendo-se entender
gue as microfibras que formam estas camadas estavam na iminéncia de serem
arrancadas de seu ordenamento estrutural (setas verdes) pela tensdo aplicada

durante a fratura manual apos tratamento criogénico por 10 min.
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Figura 4.11 — Superficie de fratura de AC10 (ap6s imersdo em N2 ¢y por 10 min).

Nas amostras reticuladas, o conteddo ao menos cinco vezes maior de
unidades de glucosamina em relacdo ao teor de AC (além das unidades
acetiladas igualmente passiveis de ordenamento estrutural) pode ter levado a
uma organizacdo das cadeias e segmentos moleculares ndo afetados pela
reticulacdo quimica, levando a formacéao de fibras espessas. Assim, mesmo em
peqguena quantidade, o AC foi importante para destruir a estrutura do p6 de
guitosana (por acéo da protonacdo dos grupos aminas em conjunto com a acao
do cisalhamento), favorecendo sua processabilidade sendo também eficiente
para promover reticulagcdo quimica e ainda permitir a recristalizagdo da quitosana
em microfiboras espessas apesar de obviamente recristalizar em menor
proporgdo (menor cristalinidade).

A identificacdo da ocorréncia e predominancia das diferentes estruturas
cristalinas em cada material é de relevante importancia pois além do reforco
mecanico normalmente alcancado pela reticulagdo quimica, a existéncia das

fibras robustas justifica o incremento mecéanico que os materiais AC10 e AC15
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alcancaram em relacdo ao TPC e em relacdo a materiais analogos processados

por casting, como sera visto a seguir.

4.1.5 Propriedades mecénicas

As propriedades mecéanicas foram determinadas pelo ensaio de tragdo
uniaxial. Na Figura 4.12 sao exibidas as curvas representativas do ensaio de
tracdo das amostras TPC, AC10 e AC15 e constatou-se que a presenca do AC
influenciou tais propriedades uma vez que as respectivas estruturas internas
visualizadas nos materiais reticulados estdo associadas ao comportamento
mecanico superior [40]. Os gréaficos das demais réplicas de cada amostra
seguem na figura C1 (Apéndice C). Todos o0s materiais apresentam
comportamento ductil, entretanto é notavel que os materiais reticulados
apresentam resisténcia a tracdo bem maior em relacdo ao material de controle
(TPC). Aléem da maior resisténcia a tracdo, o modulo elastico das amostras

processadas com AC também & maior.
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Figura 4.12 — (a) Curvas representativas do comportamento mecanico sob tracao

de TPC, AC10 e AC15 e (b) ampliacao da parte inicial das curvas.
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Para uma melhor compreensédo dos valores alcangcados por meio do
ensaio de tracdo os valores das propriedades mecanicas serdo exibidos em
gréficos de barras (figura 4.13). Para avaliacdo de potenciais aplicagcbes como
biomaterial 0 ensaio mecéanico também foi realizado com 0s corpos de prova
intumescidos em solu¢do PBS por 40 h. Avaliando-se inicialmente as amostras
secas, a figura 4.13 mostra que a resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura
e modulo de elasticidade dos materiais aumentaram com o uso de AC em
comparacdo ao material processado na presenca de HAc, entretanto as
propriedades de AC10 e AC15 foram consideradas estatisticamente iguais. A
resisténcia a tracdo do TPC aumentou de 6,9 + 0,3 MPa para 17,3 £ 1,6 MPa
(AC10) e 17,0 £ 2,0 MPa (AC15). O modulo de elasticidade do TPC aumentou
de 16,3+ 1,3 MPapara 52,3 £ 2,4 MPa (AC10) e 53,7 + 2,6 MPa (AC15). Apesar
do relativo baixo grau de cristalinidade de AC15, os aglomerados microfibrilares
robustos contribuiram para um aumento de 145% na resisténcia a tracéo e 230%
no moédulo de elasticidade para as amostras de quitosana reticulada
termomecanicamente. Outros autores encontraram um aumento nas
propriedades mecanicas das quitosanas reticuladas produzidas por evaporacao
do solvente (casting) ou pelo método de termoprensagem na ordem de 30% e
80%, respectivamente [40,43]. Mais ainda, o alongamento na ruptura aumentou
em aproximadamente 35% de 48,1 + 3,8% (TPC) para 65,0 + 2,00% e 68,3 +
6,5% para AC10 e AC15, respectivamente. Como o teor de glicerol foi 0 mesmo
para todas as amostras, esse aumento pode ser atribuido ao efeito plastificante
do AC que eventualmente ndo reticulou a quitosana, conforme relatado em

estudos anteriores [40,103].
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Figura 4.13 — Propriedades mecanicas de placas de quitosana processadas com
acido acético e acido citrico. & b ¢ d.¢ | etras diferentes na mesma linha indicam

diferencgas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Para aplicagdes biomédicas, o comportamento mecéanico em condi¢des
Umidas é critico. Por esse motivo, os materiais foram testados apds 40 h de
imersdo em solucdo de PBS. Como esperado, houve uma reducéo drastica nas
propriedades mecéanicas de todas as amostras devido a diminuicdo das
interacdes secundarias entre as cadeias de quitosana devido a plastificacdo

excessiva a medida que os materiais absorvem agua. Nesta circunstancia, o
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alongamento e a resisténcia a tracdo na ruptura apresentaram valores
decrescentes para AC15, AC10 e TPC, respectivamente (Figura 4.13). De forma
contraria, o médulo de elasticidade foi inferior para as amostras contendo teores
crescentes de AC assim os valores do mdodulo elastico para TPC, AC10 e AC15
sd05,0+£0,3,2,7+0,1e 2,7 +£0,1 MPa, respectivamente. Esse efeito foi atribuido
a maior capacidade de absorcdo de agua das amostras contendo AC, uma vez
gue a agua atua como um plastificante volatil [1,3]. Em comparacdo com as
propriedades da amostra sob condigdo seca, a resisténcia a tragdo diminuiu de
6,9+0,3,17,3+16e 17,0+ 2,0 MPapara596 + 79, 778 £ 162 e 882 + 27 kPa,
respectivamente para TPC, AC10 e AC15. Aléem de uma diminuicdo nas
interacdes entre as cadeias do biopolimero, 0 excesso de agua nos materiais
inchados pode ter levado a separacdo de fases (ou seja, fases ricas e pobres
em quitosana), resultando em uma menor resisténcia mecanica [27], no entanto,
essa hipotese exigiria uma investigacdo mais aprofundada. Embora com menor
modulo de elasticidade no estado intumescido de AC10 e AC15 em comparacao
com TPC, suas respectivas resisténcias a tracdo na ruptura permaneceram
superiores. As resisténcias a tracdo de TPC e de AC15 mostraram-se
estatisticamente diferentes entre si, correspondendo a uma resisténcia a tracao
significativamente maior mesmo em condic¢des fisioldgicas, o que pode ampliar
suas areas de aplicacdo. Os resultados indicam que 0 processamento
termomecanico da quitosana com AC pode resultar em um desempenho
mecanico superior em relacdo ao material processado com acido acético. A
observacdo também é aplicavel em condicdes Umidas, quando os materiais
estdo inchados. O alongamento na ruptura das amostras inchadas diminuiu para
9,70 + 1,8% (TPC), 18,5 + 2,3% (AC10) e 22,3 £ 0,5% (AC15), de modo que as
amostras reticuladas ainda possuem boa ductilidade. A resisténcia a tracdo do
AC15 intumescido mostrou-se semelhante a de um arcabouco (scaffold)
multicamadas de hidrogel de quitosana-gelatina suportado por uma matriz de
PCL para engenharia de tecido cardiaco [26]. Os graficos dos ensaios sob
condic¢Bes fisiolégicas de temperatura e pH estdo apresentados na figura C2
(Apéndice C).
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4.1.6 Propriedades fisicas e fisico-quimicas

As propriedades fisicas e fisico-quimicas sdo aspectos importantes a
serem considerados ao se projetar um material como um potencial biomaterial
especialmente se a aplicacao pretendida envolver contato com fluidos corporais
como no caso de coberturas de feridas, arcaboucos para engenharia de tecidos,
dispositivos para liberacdo controlada de farmacos, etc. Uma vez que a cobertura
de ferida, por exemplo, tem que entrar em contato diretamente com o local da
ferida infectada, entdo biocompatibilidade e uma boa absorcdo de agua sao
propriedades vantajosas para qualquer material de cobertura de feridas [114].
Dessa forma as propriedades fisicas e fisico-quimicas das amostras foram
determinadas a partir da espessura, densidade, teor de agua, solubilidade, curva
de absorcdo de agua durante 24 h em solugéo salina tamponada com fosfato
(PBS, pH = 7,4) e a analise dimensional no estado intumescido. Os dados das
propriedades fisicas e fisico-quimicas foram calculados conforme descrito na

secao 3.3.5 e sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Propriedades fisicas e fisico-quimicas das amostras processadas

com diferentes teores de AC.

TPC AC10 AC15

Espessura (um) 793,89 +18,982 737,78 +16,31° 725,00 +20,50°
Densidade (g/cm?3) 1,269 +£0,0622 1,308 +0,059 2 1,322 +0,0352
Teor de agua (%) 19,93 +0,742 17,38 £0,48 " 16,82 £0,79°
Teor de glicerol (%) 31,58+0,342 29,34 +£0,28 " 26,97 +0,69 °©

Absorcéo de guaem 90,67 £3,75°¢ 122,67 +1,86° 137,62+1,522
PBS (%)

Solubilidade (%) 31,00 +£1,20° 31,90 +£1,06 &P 32,92+0,462

a b, ¢ | etras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p <

0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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As placas de quitosana processadas na presenca de acido acético (TPC)
apresentaram maior espessura e menor densidade do que as amostras
reticuladas (AC10 e AC15). A espessura e a densidade do AC10 diminuiram e
aumentaram, respectivamente, com a incorporacdo do AC. Blendas reticuladas
de amido / quitosana feitas por evaporacao do solvente mostraram uma maior
espessura e densidade para filmes reticulados com aumento do teor de AC [103].
Os autores relataram que a espessura do filme era diretamente proporcional a
concentracdo de solidos na formulagdo, e o aumento do conteido de AC
contribuiu para o maior teor de sélidos nesses filmes. Os materiais processados
termomecanicamente tém outro aspecto fisico. O aumento da quantidade de AC
(AC15) levou a um maior grau de reticulacdo, o que aproxima as cadeias de
guitosana e resultou em uma estrutura mais compacta com maior densidade e
menores espessuras [103,115]. Este comportamento era esperado, uma vez que
as amostras plastificadas nao reticuladas (TPC) ndo possuem cadeias
guimicamente ligadas. Como resultado, as cadeias de quitosana no TPC tem um
maior volume livre apds a prensagem, o que faz com que o material figue mais
espesso e com menor densidade. Em contrapartida, as amostras reticuladas tém
suas cadeias quimicamente ligadas entre si de forma a promover uma diminuicéo
na espessura e um aumento na densidade.

O teor de 4gua das amostras apos 35 dias de armazenamento apresentou
ligeira variacao, atingindo um valor de equilibrio (UR = 50%) entre 16,82 + 0,79%
e 19,93 + 0,74% com uma pequena diferenca entre elas. As amostras reticuladas
possuiam teores de agua mais baixos. O teste de Tukey indica uma diferenca
estatistica entre TPC, AC10 e AC15, mas nao entre AC10 e AC15. Wu e
colaboradores [103] atribuiram o0 menor teor de agua de tais amostras reticuladas
a uma diminuicdo nos grupos NH: hidrofilicos na cadeia de quitosana devido a
reacao de reticulacdo e a geracao resultante de grupos amida hidrofébicos [116].
Como o teor de glicerol adicionado a cada formulacéo foi idéntico, a diferenca no
teor de glicerol em cada amostra possivelmente deve-se a volatilizacdo parcial
do glicerol na termoprensagem a 130°C, como o material reticulado absorve mais

energia térmica para a reacdo de amidagdo ocorrer esses materiais terdo um
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teor de glicerol menor. Além disso o menor espaco entre as cadeias reticuladas
podem abrigar menores teores de glicerol.

O conhecimento do grau de intumescimento dos materiais € necessario
para investigar seu potencial para aplicacdes biomédicas. Ap6s 24 h de imerséo
na solucao de PBS, a capacidade de absorcao de TPC, AC10 e AC15 foi 90,67
+ 3,75%, 122,67 + 1,86% e 137,62 + 1,52%, respectivamente. As curvas de
absorcdo de &gua (Figura 4.14(a)) indicam que a absorcdo ocorre de forma
abrupta nos primeiros 20 min. Posteriormente, a absor¢do de 4gua da amostra
TPC permanece constante, enquanto AC10 e AC15 continuam a absorver 4gua
com AC15 exibindo uma taxa de absorcdo de agua mais alta. Guerrero e
colaboradores [40] relacionaram a maior absor¢cdo de agua para amostras
reticuladas obtidas por termoprensagem ao grau de cristalinidade da quitosana
reticulada, onde as amostras preparadas por termoprensagem apresentaram
menor cristalinidade e maior capacidade de intumescimento. No presente
estudo, ndo foi observada relacdo entre a cristalinidade e a capacidade de
absorcdo de agua dos materiais obtidos, uma vez que a amostra AC10
processada termomecanicamente, que apresenta maior cristalinidade (Xc =
28,3%) do que TPC (Xc = 22,0%), exibiu uma maior capacidade de absorcéo de
agua. Neste caso a maior absorcao de agua de AC10 foi associada a presenca
de AC. Apesar da restricdo estérica imposta pelas reticulagdes quimicas, as
moléculas de agua tém um tamanho hidrodinamico menor do que o agente de
reticulacéo, o que permite que a agua se difunda entre as cadeias reticuladas,
mesmo que lentamente, porque as amostras reticuladas sdo mais densas. O
espaco entre as cadeias reticuladas atua como armadilhas (trappings) que
podem reter grandes quantidades de &agua que s&o estabilizadas pelas
interacdes entre o biopolimero e o AC [5]. Senna et al afirmam, baseados na
teoria de Flory-Rehner, que em baixas densidades de reticulagdes ocorre o
afastamento das cadeias poliméricas favorecendo uma maior quantidade de
solvente entre as cadeias [117]. Apesar da teoria de Flory-Rehner indicar que a
densidade de reticulacbes € inversamente proporcional ao grau de inchamento
de um polimero reticulado, a natureza hidrofilica do agente reticulante deve

contribuir para uma maior retencdo hidrica em relagdo ao polimero né&o
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reticulado. Desta forma, a estrutura quimica e o teor de AC influenciam a
capacidade de absorcdo de agua das placas de quitosana processadas
termomecanicamente. Em contraste, os materiais de quitosana reticulados com
AC obtidos por evaporacdo do solvente mostraram uma absor¢do de agua
reduzida [6,42,103,108]. A divergéncia entre os resultados obtidos para os
materiais mecanicamente processados e os da literatura (processados por
casting) pode ser atribuida a diferenca nas técnicas de processamento
empregadas que resulta em diferencas estruturais. Para materiais feitos por
evaporacdo do solvente, as cadeias de quitosana foram solubilizadas e
desemaranhadas adquirindo, portanto, 0 maximo volume livre antes da reacao
de reticulagdo, gerando uma macro e micromorfologia distintas. Os resultados
fisico-quimicos obtidos indicam que AC15 e AC10 podem ser uteis em
aplicagbes de cicatrizagdo de feridas onde o biomaterial deve ser capaz de

absorver grandes quantidades de exsudatos.

(b) Seco
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Figura 4.14 — (a) Curvas de absorcdo de agua das placas de quitosana em
solucéo de PBS a 37 ° C e (b) aparéncia fisica dos materiais antes e depois do

intumescimento.

O aspecto fisico dos materiais termomecanicamente processados antes

e depois do intumescimento pode ser visualizada na Figura 4.14(b). Apds o teste
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de intumescimento (40 h), as amostras apresentaram integridade estrutural sem
evidéncia de formacdo de trincas por intumescimento. Apesar da maior
capacidade de absorcao de 4gua das amostras reticuladas, elas mostraram uma
menor capacidade de expansédo devido a reticulacdo quimica (22,8%, 25,7% e
42,8% com relacao ao diametro para AC10, AC15 e TPC, respectivamente). As
imagens antes e apdés o inchamento dos materiais sdo aparentemente
inconsistentes com as curvas de absorcdo em PBS. O entendimento é de que
como 0s materiais que nao sofreram reticulagdo quimica apresentam maior
volume livre, pois ndo possuem suas cadeias poliméricas quimicamente ligadas
entre si, isso permite que, ao absorver agua, essas amostras se expandam
excessivamente. Assim, nas amostras reticuladas, a interacdo da agua com a
guitosana e com o AC hidrofilico € positiva e eficiente o suficiente para alcancar
maior estabilidade estrutural (dimensional) mesmo com maior teor de agua pelo
efeito de aprisionamento da agua mencionado anteriormente aliado ao menor
volume livre da quitosana reticulada. Em contrapartida, a interacdo da agua com
a amostra de TPC causou inchaco excessivo devido a expansao do volume livre
do biopolimero, resultando em uma configuracdo expandida. Aliada a maior
capacidade de absorcao de agua, a menor extensibilidade é benéfica pois pode
ser importante para se evitar algum nivel de maceracéo na regido do ferimento
em aplicacbes como coberturas para cicatrizacédo de feridas.

O teor de glicerol apresentou uma pequena diferenca onde a amostra nédo
reticulada apresentou maior teor do plastificante. Apesar da mesma quantidade
de glicerol adicionado em todas as formulagfes, essa diferenca que € atribuida
ao maior teor de sélidos na formulacdo das amostras reticuladas gerando um
menor percentual do plastificante. Quanto a solubilidade apds 24 h, a Tabela 4.1
evidencia que todas as amostras apresentaram solubilidade semelhante, que
esta em torno de 31%. No entanto, as solubilidades das amostras TPC e AC15
foram consideradas estatisticamente diferentes. A solubilidade encontrada nas
amostras foi essencialmente atribuida a solubilizagdo do glicerol adicionado a
formulacado (1/3 em relacao ao teor de quitosana - Tabela 4.1).

Diante dos resultados encontrados verificou-se que a utilizagao de 15 pcr

foi vantajosa, visando aplicacdes biomédicas, em relagcdo ao teor de 10 pcr
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especialmente por sua maior capacidade de absorver agua e menor

extensibilidade.

4.1.7 Anédlise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi obtida a fim de se compreender a
estabilidade térmica dos materiais em relacéo ao teor do AC ou HAc e relaciona-
las a provéavel hidrélise acida do polissacarideo apds o processamento. Uma vez
gue as amostras com AC foram insoluveis em meio &cido devido a reticulacao
guimica entre as cadeias, uma analise quantitativa via cromatografia por
exclusao de tamanho (SEC) néo foi possivel de se obter. A figura 4.17 (a) exibe
os termogramas do p6 de quitosana e das amostras TPC, AC10 e AC15
enquanto a fig. 4.15 (b) mostra a primeira derivada de perda de massa em funcao
da temperatura (curva DTG) para o po de quitosana e para as amostras TPC,
AC10 e AC15. Para fins de uma maior clareza as curvas TGA e DTG do acido
citrico e glicerol sdo apresentados na figura D1 (Apéndice D). A quitosana
apresenta dois eventos caracteristicos de decomposicao térmica, o primeiro
inicia a temperatura ambiente e evolui até 125°C correspondendo a evaporacao
de moléculas de agua na estrutura da quitosana enquanto que o segundo estagio
de perda de massa inicia a 250°C (pico DTG a 293.3°C) correspondendo a

degradacéao térmica das cadeias de quitosana [6].
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Figura 4.15 — (a) Curvas termogravimétricas das amostras TPC, AC10, AC15,
glicerol, po de quitosana e acido citrico e (b) curva da primeira derivada do TGA
(curva DTG).

As amostras de quitosana processadas apresentam perfis
termogravimeétricos semelhantes ao do po de quitosana. Entretanto as amostras
reticuladas apresentaram 3 eventos térmicos enquanto que a amostra TPC
apresentou 2 eventos térmicos. A primeira perda de massa ocorreu
continuamente desde a temperatura ambiente até 203°C, 183°C e 171°C para
TPC, AC10 e AC15, respectivamente, correspondendo a perda de agua, glicerol
e acido acético (no caso da TPC) [1,35]. A amostra AC15 apresenta a perda
completa de plastificantes em temperaturas menores que as outras amostras
pois apresenta o0 menor teor de agua e glicerol conforme a tabela 4.1. A segunda
perda de massa evidenciada para as amostras reticuladas, tem inicio a 171°C e
finaliza a 239°C (pico DTG a 211.1°C) para AC15 enquanto que para AC10 esse
evento térmico ocorre entre 183°C a 240°C (pico DTG a 218.9°C).
Considerando-se o termograma do AC (Figura C1), este segundo estagio de
perda de peso esta relacionado a degradacdo de segmentos do &cido citrico
livres ou enxertado a cadeia de quitosana (AC como grupo lateral). Como o pico
DTG do AC ocorre a 206.3°C (Figura Cl1) o deslocamento deste pico para
temperaturas superiores nas amostras reticuladas pode ser atribuido as ligacdes

intermoleculares existentes nas amostras ACl15 e AC10 aumentando a

T
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estabilidade térmica do AC. O terceiro estagio de perda de peso observado nos
termogramas das amostras processadas, e mais precisamente nas curvas DTG,
é relacionado a degradacdo da cadeia do polissacarideo mais precisamente a
decomposicdo dos grupos laterais amina e acetilamina do biopolimero seguido
pela degradacéo das ligacdes glicosidicas e degradacao do éter ciclico presente
no anel quitosana [103,105,108,118].

Para as amostras TPC, AC10 e AC15 a degradacédo térmica inicia-se a
203°C, 240°C e 239°C, respectivamente com picos DTG a 279.8°C, 286.2°C e
283.2°C respectivamente, enquanto que o pico DTG e inicio de degradacdo
térmica para o po de quitosana encontra-se a 293.3°C e 250°C, respectivamente.
Com base nos resultados da TGA os materiais processados apresentam uma
menor estabilidade térmica de cerca de 10 °C em relagéo ao p6 de quitosana.
Uma menor estabilidade térmica era esperada para os materiais processados
uma vez que a acao do cisalhamento e da acidificacdo da quitosana resultam
interacdes inter cadeia reduzidas [38] reduzindo naturalmente a estabilidade
térmica dos polimeros, entretanto entre os materiais processados percebe-se
gue a presenca do AC resultou numa maior estabilidade térmica de AC10 e
AC15, em relacdo a TPC. Uma vez que o teor molar de AC foi inferior ao teor
molar de HAc, a saber, 1.575 mmol de HAc / 1 g de quitosana; 0.78 mmol de AC
/1 g de quitosana e 0.52 mmol de AC / 1g de quitosana para TPC, AC15 e AC10,
respectivamente, possivelmente ocorreu um menor efeito de hidrolise acida pelo
AC em relacdo a HAc. Além disso houve um alto consumo de grupos carboxilicos
na reacao de reticulacdo (comprovado pela analise FTIR) resultando em baixa
guantidade de ions H3O" livres, em relacdo ao material processado com HAc.
Os ions hidrénios no material pode hidrolisar o polissacarideo ao longo do tempo
de armazenamento. Outra possivel explicacdo para a discreta melhor
estabilidade térmica dos materiais contendo AC baseia-se na rede de interacdes
intermoleculares gerada em razao da ocorréncia das reticulacdes quimicas que
aproximam as cadeias e diminuem a movimentacao dos seguimentos proxXimos
as reticulacdes quimicas. De forma geral, pode-se concluir que o AC ndo resultou
em alteracdes significativas na estabilidade térmica dos materiais processados

além das alteracbes esperadas em virtude do processamento térmico do



91

biopolimero resultando em materiais com estabilidade térmica mais proximas a

do p6 de quitosana.

4.1.8 Avaliagdo dos materiais obtidos

Baseados nos resultados obtidos na etapa de obtencdo dos materiais
conclui-se que o material com 15 pcr de AC apresentou o melhor conjunto de
propriedades visando-se uma aplicacdo biomédica. Apesar de todos 0os materiais
apresentarem boa integridade estrutural em meio umido, o AC15 apresentou
coesdao morfologica, maiores propriedades mecanicas em relacdo ao material de
referéncia, bem como maior capacidade de absorcdo de agua o que é uma
vantagem para um melhor desempenho em aplicacbes como coberturas de
feridas e como dispositivo para liberagdo controlada de farmacos. Os achados
morfologicos significaram uma contribuicdo adicional a ciéncia dos
polissacarideos, especificamente da quitosana, e ddo suporte ao entendimento
do alto incremento mecanico alcancado pelos materiais a base de quitosana
termomecanicamente processados. Diante disso o material AC15 foi
selecionado para prosseguir para a etapa 2 desta tese, na qual o AC15 e o
material de referencia (TPC) serdo analisados quanto a metodologia de
neutralizacdo, recuperacdo de glicerol e caracterizacdo final. Os resultados
serdo comparados com aqueles dos materiais como obtidos (materiais
“originais”) e discutidos em funcao de seu desempenho com relagéo a aplicagéao

pretendida.

4.2 Neutralizacdo dos materiais

Devido a necessidade do uso de um &cido organico no processamento da
guitosana para o para interromper as fortes interacdes intermoleculares que leva
a baixa processabilidade deste material, uma acidez residual nos materiais €
inevitavel. Nesta parte da pesquisa uma nova abordagem de neutralizacdo dos
materiais a base de quitosana em meio tamponado e posterior recuperacao do
glicerol sera avaliada bem como seus respectivos efeitos no material

selecionado na sec¢éo 4.1 (AC15) como candidato promissor a ser utilizado em
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aplicacbes biomédicas e comparado ao material de referéncia (TPC)

neutralizado com base na mesma metodologia.

4.2.1 Teor de plastificantes

ApOs a neutralizacdo dos materiais AC15 e TPC, dependendo do tempo
de imersdo em glicerol as amostras apresentaram flexibilidades distintas
perceptiveis & manipulagdo das mesmas. As amostras de AC15 com maiores
tempos de imersdo foram extremamente flexiveis enquanto que aquelas com
menor tempo de imersao mostraram-se bastante rigidas com quinas perfurantes.
As amostras TPC também apresentaram a mesma tendéncia, entretanto
mostraram-se mais rigidas que as amostras AC15 com mesmo tempo de
imersdao em glicerol. Essa diferenca estad intimamente ligada ao teor de
plastificantes (agua e glicerol) nas amostras. Na tabela 4.2 podem ser
visualizados os teores de agua e de glicerol para cada condicéo de imersdo em

glicerol apos a neutralizacao.

Tabela 4.2 — Teor de agua, glicerol e total de plastificantes nas amostras
neutralizadas em diferentes tempos de imersdo em glicerol e nas amostras
originais (antes da neutralizacdo). Valores em vermelho destacam os teores dos
materiais originais e os valores em negrito destacam a composi¢cédo que mais se

aproximam do valor do material original de referéncia.

Tipo de Material Pré- 2min 1min 30seg 5seg
plastificante neutralizaca
0

Teor de glicerol | TPC 31,58+0,34 41,53 21,67 17,23
(%) +2,35 +0,95 +0,95

AC15 26,97+0,69 4850 31,86 2520 14,79
+3,62 *050 +259 +0,87




93

Teor de &gua| TPC 1993+0,74 17,68 10,09 8,90 *
(%) +0,76 +0,50 0,23

AC15 16,82 +0,79 21,07 13,41 10,86 8,37 *
+0,799 +0,33 +0,80 0,17

Total de | TPC 51,51 59,20 31,75 26,13
plastificantes
(%) AC15 43,79 69,58 45,27 36,06 23,16

Naturalmente quanto maior o tempo de imersdo maior o teor de glicerol
nas amostras. Entretanto assim como observado na analise de capacidade de
absorcao de agua das amostras ndo neutralizadas (secao 4.1.6) as amostras
contendo acido citrico apresentaram maiores capacidades de absorcdo de
glicerol. De maneira similar ao que ocorre no AC15 original, para o AC15
neutralizado o glicerol (com tamanho hidrodindmico menor que o tamanho do
agente de reticulacdo) consegue permear entre as cadeias de quitosana apesar
da restricdo estérica imposta pelas reticulagcbes quimicas. Dessa forma os
espacos entre as cadeias reticuladas atuam como armadilhas que podem reter
maiores quantidades de glicerol de forma que o glicerol seja estabilizado pelas
interacdes entre o biopolimero e 0 AC ambos de carater hidrofilico (figura 4.16)
[5]. Possivelmente ha uma densidade de reticulacdo limite onde o
comportamento de aprisionamento de agua e glicerol se inverte, apesar da
grande hidrofilicidade promovida pela presenca do AC, devido a alta densidade
de cadeias poliméricas dificultando a difusdo de plastificantes e, por motivos
estéricos, o material passa a ndo mais apresentar essa capacidade superior de
reter agua e glicerol em relacdo as amostras ndo reticuladas. Em outras
palavras, possivelmente ha uma concentracdo de AC limite onde o
comportamento de absorcédo de agua e glicerol pelo material sejam inferiores a
absorcao em materiais analogos nao reticulados. Essa hipétese sera investigada

em estudos posteriores. Por hora as interagbes entre os plastificantes e o AC
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aliadas a um limite inferior de densidade de reticulacbes leva a uma maior
higroscopicidade a AC15 em relacdo a TPC.

Clasen e colaboradores verificaram que em quitosanas de alta massa
molar a densidade de entrelacamentos das cadeias poliméricas ndo se altera
com a presenca de glicerol, apenas aumenta as larguras das malhas da rede ao
dilata-las [59]. Além disso, os autores verificaram que os entrelagamentos da
rede de quitosana sdo estaveis em solugdo aquosa. Entretanto com o
intumescimento e evaporacdo do excesso de agua novos pontos de
entrelacamentos podem ser formados, especialmente no material livre de
reticulagbes (TPC) e, consequentemente, maior grau de liberdade molecular,

diminuindo a capacidade de absorcéo de glicerol mesmo em maiores tempos de

imersao no plastificante ndo volatil, como pode-se ver esquematicamente na
figura 4.16.

® Agua; » o Glicerol; e e e o AC; ~~—~— Quitosana

Figura 4.16 — Esquema representativo do (a) inchamento da quitosana reticulada
com AC e aprisionamento de moléculas de &gua e glicerol interagindo
fisicamente com a quitosana e o AC e (b) inchamento quitosana termoplastica
em maiores dimensdes e menor capacidade de absorcédo de agua e glicerol na
auséncia da interacdo com AC e sem 0s pontos de aprisionamento molecular

entre 0s pontos de reticulacao.

Quanto ao teor de agua percebe-se que had uma influéncia direta desta
variavel com o teor de glicerol. Para um mesmo tipo de material quanto maior o
teor de glicerol maior a quantidade de agua dessa amostra no equilibrio (apés

estabilizacdo em UR controlada) resultando em materiais com alta concentragéo
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total de plastificantes (dgua + glicerol). Estes resultados eram esperados devido
a alta hidrofilicidade do glicerol e resultaram em consequéncias na morfologia e
nas propriedades mecanicas dos materiais como sera visto nas proximas

secoes.

4.2.2 Morfologia

As imagens da superficie de fratura de AC15 apés o banho em glicerol
por tempos diferentes indicam que o teor de plastificantes implicam em
alteracbes morfologicas importantes (figuras 4.17 e 4.18). Por questdes de
restricbes no tempo de agendamento para analise no MEV durante o periodo
pandémico apenas a imagem de TPC com tempo de imersédo em glicerol de 2
min foi analisada. Este material foi escolhido pois é o0 que apresenta os teores
de plastificantes mais proximos ao do TPC original. Apesar do elevado nivel de
absorcao de agua que as amostras rapidamente apresentam em solucdo PBS,
apos a etapa de neutralizacdo em PBS, secagem em condicbes ambiente e
tempo de estabilizacdo em UR controlada (50%) todas as amostras revelaram
uma morfologia compativel com a morfologia de uma quitosana semicristalina,
gue consiste numa morfologia em camadas (regides cristalinas) e regides lisas

(maior contetdo amorfo) [1,27], como discorrido anteriormente.
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exibindo cavidades entre as camadas e trinca; (d — f) 5 seg exibindo quantidade

reduzida de cavidades entre as camadas e; (g — i) 30 seg sem evidencias de

falhas morfologicas.
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Figura 4.18 —Imagens de MEV de AC15 imerso em glicerol por (a — c) 1 min sem
evidencias de falhas morfolégicas; (d — f) 2 min exibindo descontinuidades na
fase amorfa do material e; (g — i) TPC imerso em glicerol por 2 min sem

evidencias de falhas morfolégicas.

Para AC15 neutralizado os tempos 0 e 5 seg de imersao em glicerol (fig.
4.17 a-f) resultou em morfologias com descontinuidades (na forma de cavidades)
localizadas entre as camadas de microfibras de quitosana. Esses espacos sdo
normalmente preenchidos por material amorfo garantindo a continuidade da

amostra resultando numa morfologia coesa, como pode ser visto claramente na

50 um
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figura 4.17 i e em diversas referéncias na literatura [1,27,56,113]. Além das
cavidades entre as camadas as imagens da amostra sem recuperagcdo de
glicerol (fig. 4.17 a-c) evidencia a ocorréncia de fissuras ja observadas em
guitosanas mecanicamente processadas devido a alta fragilidade intrinseca da
quitosana [54]. Essas fissuras podem ter sido formadas durante a evaporagéo
do excesso de agua pelo efeito de contragdo do material na auséncia de glicerol.

Apesar do baixo tempo de imersédo em glicerol (5 seg) o segundo grupo
de imagens (fig. 4.17 d-f) evidenciou que a presenca de aproximadamente 15%
de glicerol foi suficiente para gerar uma morfologia com integridade muito
superior aquela sem a presenca de glicerol com ocorréncia reduzida de
cavidades. E relatado que a presenca de glicerol em amostras de quitosana
termomecanicamente processadas auxilia na formacdo de uma morfologia
coesa e esta associado a uma morfologia com menor densidade de estruturas
em camadas [6,38]. Isso ocorre porque o glicerol como plastificante com
diametro hidrodinamico muito maior que o diametro da agua (cerca de 0,31 nm)
€ capaz de promover um maior espacamento entre as cadeias de quitosana [1]
favorecendo o “deslizamento” intercadeias de forma a uniformizar o volume
interno do material minimizando as cavidades pelo preenchimento de material
amorfo entre as camadas de fibras de quitosana. A tendéncia de diminuicdo das
cavidades com o aumento do teor de glicerol € observada nos materiais que
passaram por maiores tempos de imersdo em glicerol (30 e 60 seg que geraram
amostras com 25,20 e 31,86 % de glicerol, respectivamente). Nessas amostras
a morfologia visualizada (fig 4.17 g-i e 4.18 a-c) € mais suave (lisa), a medida
gue o teor de glicerol aumenta, e sem evidencias de cavidades.

Todavia a amostra AC15 que foi imersa em glicerol por 2 minutos e,
consequentemente absorveu um elevado teor de glicerol (48,50% de glicerol) e
também apresentou um maior teor de agua no equilibrio (21,07% de agua apos
a estabilizacdo) resultando num total de plastificantes muito elevado;
apresentando descontinuidades na fase amorfa do material. Este alto teor de
plastificantes ocasionou uma inevitavel separacdo de fases com fases ricas em
glicerol que pbéde ser verificada nas figuras 4.18 e-f na forma de finas

microfissuras. Ou seja, existe um intervalo de composi¢ao onde o teor de glicerol
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pode favorecer a morfologia das amostras de quitosana reticuladas processadas
termomecanicamente. Para AC15 verificou-se que os teores entre 25 e 31% de
glicerol encontra-se neste intervalo.

A morfologia da amostra TPC imersa em glicerol por 2 minutos
apresentou-se continua e lisa com poucas evidéncias de cavidades entre as
camadas fibrosas e sem evidéncias de microfissuras por separacao de fases. A
menor capacidade de absorcdo de glicerol de TPC leva a necessidade de
maiores tempos de imerséo em glicerol para se alcancar teores de glicerol que
a amostra AC15 alcanca em menor tempo de imerséo. Este fato constitui-se uma
vantagem do material contendo AC principalmente considerando-se uma linha

de producéao para estes materiais.

4.2.3 Propriedades mecénicas

Devido as restricbes impostas pela pandemia do SARS-COV-2, a
impossibilidade de obter imagens de MEV de todas as amostras de TPC
neutralizadas com diferentes teores de glicerol impossibilitou uma analise
morfoldgica sobre os tempos de imersao em glicerol inferiores a 2 min. Dessa
forma a determinacao das propriedades mecanicas para as demais composi¢cdes
de TPC nao poderiam ser relacionadas as suas respectivas morfologias e as
analises seriam incompletas. Considerando-se que as amostras TPC tem funcéo
principal de servir de parametro para as propriedades das amostras AC15, nesta
etapa da pesquisa focou-se na avaliacdo das propriedades mecanicas apenas
das amostras AC15 neutralizadas com diferentes teores de plastificantes com
referéncia a amostra AC15 como obtida originalmente (ndo neutralizadas).

As propriedades mecanicas de AC15 apds a neutralizacdo em solucéo
tampéo PBS e recuperacao do glicerol por 5, 30, 60 e 120 seg de imersdo em
glicerol foram obtidas e relacionadas ao teor de plastificantes e respectivas
morfologias. As curvas representativas para cada condi¢do sdo apresentadas na
figura 4.19. Observa-se que a curva do material com o menor teor de plastificante
apresenta alteragdes em relacdo a curva padrdo do material original (AC15) o
gual apresenta perfil semelhante ao de um polimero termoplastico e ndo mais

elastomérico como no caso da curva de AC15. Um notavel aumento do mdédulo
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de elasticidade observavel como a inclinacao inicial das curvas na figura 4.19 é
verificado. Este aumento € compativel com o aspecto rigido do material ao ser
manipulado. Outra diferenca notavel € o aparecimento de um ponto de
escoamento definido e um limite de resisténcia a tracado superior ao limite de
escoamento. Estas caracteristicas indicam que apesar de rigido o material
apresenta tenacidade podendo ter perfii de comportamento mecanico
semelhante ao de um termoplastico como o policarbonato, por exemplo [53]. O
alto médulo e elevada tensdo na ruptura é atribuido as fortes interacdes
intermoleculares entre as cadeias de quitosana [27,51] quando o teor de
plastificante é baixo. Possivelmente as falhas verificadas na morfologia do
material nesta formulacdo impediu que o material apresentasse maiores limite

de resisténcia a tracao.
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Figura 4.19 — Curvas representativas dos materiais neutralizados em PBS apés
imersdo em glicerol por tempos diferentes e estabilizacdo em UR = 50%. Os
percentuais P% indicam o teor total de plastificantes para cada condicdo de

imerséo em glicerol.
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Quando o teor de plastificante aumenta em consequéncia de maiores
tempos de imersdo em glicerol, o perfil do comportamento mecanico volta a
apresentar similaridades com o perfil da curva do material original (AC15 — curva
preta). Além disso, a medida que o teor de plastificante aumenta o mddulo e a
resisténcia a tracdo na ruptura diminui. Este comportamento € esperado uma vez
gue os plastificantes interagem com as cadeias do biopolimero interrompendo
as fortes interacdes intermoleculares intrinsecas da quitosana permitindo maior
escoamento entre as cadeias e maior mobilidade molecular localizadas em
pontos onde as cadeias estdo livres de reticulagcdo quimica. Com relacdo a
deformabilidade, esta cresce quando o teor de plastificante atinge valores entre
36 e 45%. Quando ha um excesso de plastificantes (~69%) este excedente esta
associado as pequenas microfissuras observadas por MEV (Figura 4.18 e e f)
ocasionadas pela separacdo de fases com fases ricas em glicerol e,
consequentemente a menor resisténcia a tracdo. Clansen e colaboradores
também verificaram que as propriedades mecénicas de membranas de
guitosana nao reticulada processadas por casting também diminuem com o
aumento do teor de glicerol, com excecédo da elongacado a ruptura que aumenta
com o aumento do teor de glicerol [119]. Eles afirmam que o mdédulo de Young
como uma medida para a rigidez é um critério chave para a aplicabilidade de
uma membrana e indicam que um modulo acima de 755 MPa tornam os
materiais inviaveis para uma aplicabilidade desenvolta. Além disso os autores
também indicam o limite inferior de 500 KPa para aplicabilidade destes materiais
na pele humana. Uma deformabilidade alta também €& requerida uma vez que
fica possivel controlar a deformacgédo com rapidez suficiente antes da superacao
do nivel de tenséo de ruptura, para evitar o rompimento do material no limite final
de deformabilidade [119]. Segundo os limites empiricos de Clasen todos os
materiais AC15 neutralizados com glicerol recuperado obtidos nesta pesquisa se
encontram dentro do limite de aplicabilidade, entretanto o material com teor de
plastificantes de 23,16 % € bastante rigido para uma aplicabilidade real (E =
626,3 + 87,8 MPa).

A tabela 4.3 apresenta os valores do médulo de elasticidade, resisténcia

atracdo na ruptura e elongacéo naruptura de AC15 neutralizados com diferentes
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teores de glicerol. Dentre os materiais obtidos aqueles com teor de plastificantes
em 45% apresentam modulos de elasticidade, resisténcia mecéanica e ductilidade
mais préximos do material original superando-o em duas das propriedades
mecanicas avaliadas, a saber, a resisténcia a tracdo e ductilidade. Estas
propriedades superiores ap0s a neutralizacdo e replastificacdo podem estar
associadas a possiveis interacdes fisicas entre os grupos fosfatos da solucao
PBS e ser& avaliado em trabalhos futuros.

Tabela 4.3 — Valores do modulo de elasticidade, resisténcia a tracao na ruptura

e elongacao na ruptura de AC15 neutralizados com diferentes teores de glicerol.

Material Teor de Morfologia Mdédulo de Resisténci Elongacao
plastificante  continua elasticidad aatracdo naruptura

s (%) e (MPa) na ruptura (%)
(MPa)

AC15 43,79 SIM 53,7+2,6 17,0+2,0 683%6,5
AC15 N- 23,16 NAO 626,3 + 415+43 422+0,2
G5 87,8
AC15 N- 36,06 SIM 76,5+17,6 27,7+0,7 951+45
G30
AC15 N- 45,27 SIM 41,7+9,6 206+21 953+121
G60
AC15 N- 69,58 NAO 4,2+0,3 59+04 91,1+24
G120

Outro possivel motivo pelo qual o material neutralizado com 45,27 % de
plastificantes ter apresentado maior resisténcia a tracdo em relagdo ao material
original pode estar relacionado a um maior nimero de entrelacamentos das
cadeias na conformacédo molecular de equilibrio como efeito do inchamento

excessivo durante a neutralizagdo em PBS. O menor valor no modulo de
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elasticidade e maior elongacao na ruptura esta coerente com o teor ligeiramente
maior de plastificantes nesta amostra em relacdo ao material de referéncia.
Quanto a aplicabilidade como coberturas de feridas, o biomaterial deve
resistir as deformacdes exercida pela pele, ser resistente e ter facil manuseio
[41]. E relatado que em testes de tracdo o médulo elastico da pele pode variar
entre 4,6 e 20 MPa [120], a tens&o de ruptura varia entre 2,5 a 16 MPa [89] e
elongacédo na ruptura de aproximadamente 70%, ressaltando-se que esses
valores sdo dependentes da idade, etnia, lesGes anteriores e fatores genéticos
[121]. A partir desses valores é possivel se afirmar que 0os materiais com teores
de plastificantes variando entre 36 e 69% apresentaram-se flexiveis com
resisténcia ao manuseio e propriedades mecéanicas adequadas para utilizacao

em tecidos moles como a pele atuando como coberturas de feridas cutaneas.

4.2.4 Degradacdao in vitro

A quitosana é prontamente degradada por enzimas, particularmente a
lisozima, através da clivagem das ligacfes glicosidicas e esta naturalmente
presente em varias partes do corpo humano e tecidos, inclusive a pele [6,122].
Um material de cobertura de feridas ideal deve apresentar degradacédo gradual
e reabsorcdo da matriz pelo hospedeiro [123]. A degradacdo enzimatica das
membranas desenvolvidas foi investigada usando lisozima a principal
responsavel pela hidrélise enzimatica in vivo em materiais a base de quitosana
[123]. Essa enzima esta presente no soro humano em concentracdes na faixa
de 7 a 13 mg/ L [123]. Uma diminuicdo na degradacéao in vitro, portanto, € bem
vinda em materiais projetados para utilizacdo em tempos prolongados. O
conhecimento sobre a degradacdo de um material pela lisozima, portanto, € de
relevante importancia para a aplicacdes biomédicas especialmente no
gerenciamento de feridas.

Apés 7 dias em condicdes fisiologicas de temperatura e pH a amostra
TPC apresentou uma degradacdo de 16,97 + 0,48% em relacdo a sua massa
seca enquanto AC15 apresentou um valor ligeiramente inferior de 14,46 + 1,14%
de degradacéo in vitro. Em hidrogéis de quitosana a perda de 15% em massa foi

alcancada com apenas 10h de ensaio em condicdes fisioldégicas e concentragdo
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de enzima de 4 mg / mL e sua completa degradacgéo ocorreu entre 54 e 110 h
[6]. A baixa degradabilidade da quitosana processada termomecanicamente é
atribuida & alta densidade de quitosana promovida pela termoprensagem, e pela
reticulacdo quimica no caso de AC15. Apesar da maior capacidade de
intumescimento, e consequentemente, maior quantidade de enzimas na rede
intumescida de AC15 a reticulacdo quimica manteve a perda de massa inferior
a do material livre de reticula¢cdes. Em ambos os casos a degradabilidade in vitro
de AC15 e TPC é considerada muito boa, visto que nenhum polimero sintético
foi adicionado a formulacdo favorecendo o uso dos materiais em tempos
prolongados até, pelo menos 7 dias. Visando uma aplicacdo como cobertura de
ferimentos sabe-se que uma cobertura de feridas ideal deve ser de facil
aplicagcédo, remocéo indolor e exigindo menos trocas (e, consequentemente,
menos recursos humanos) [124]. Como o tratamento de feridas cronicas com
multiplas (e frequentemente dolorosas) trocas de coberturas de feridas ndo séo
incomuns, algumas coberturas especiais devem preferencialmente ser deixadas
no local por varios dias e o material com baixa degradabilidade pode ser um

candidato viavel para aplicacdes prolongadas.

4.2.5 Capacidade de absorcéo de agua

A capacidade de reter agua dos biomateriais € outra caracteristica
essencial dos materiais poliméricos para aplicacao na cicatrizacao de feridas. A
capacidade de reter e absorver agua é importante para a absorcédo de fluidos
corporais, metabdlitos e exsudatos [125].

A curva de absorcéo de agua de TPC e AC15 apresentaram pequenas
alteracoes apods a neutralizacdo em meio PBS (Figura 4.20). No material original
o0 ponto de inflexdo da curva ocorre em 30 min ao passo que nos materiais
neutralizados esta mudanca no comportamento de absorcéo ocorre ap6s 90 min
do inicio do ensaio. Além disso ambos os materiais neutralizados parecem
absorver agua numa taxa semelhante entre 300 e 1440 min. Além disso, o TPC
neutralizado em PBS apresentou um leve aumento na absorcdo de agua em
relacdo ao material original (curva tracejada preta) enquanto que o AC15

neutralizado no mesmo meio apresentou uma diminuicdo na absor¢do de agua
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em relacdo ao AC15 original. Essa alteragdo esta relacionada com a entrada dos
ions fosfatos do tampao PBS nos materiais. Ao passo que a presenca dos ions
fosfatos adsorvidos no TPC auxilia no aumento da higroscopicidade do material,
no AC15 a presenca dos ions fosfatos interferem na forte interacao entre o acido
citrico e a 4gua, uma vez que se trata de um ion com carga negativa, os fosfatos
interagem mais intensamente com o acido citrico enxertado do que a agua.
Apesar da diminuicdo da higroscopicidade do AC15 este material ainda
apresenta uma discreta vantagem na capacidade de absorcdo de agua pela
capacidade de aprisionamento de &gua entre os pontos de reticulacdo
garantindo a vantagem da quitosana processada com AC em aplicacdes que
requeiram uma maior higroscopicidade. Estes resultados continuam indicando
gue, apos a neutralizacdo, o AC15 pode ser util em aplicacdes de cicatrizacéo
de feridas onde o biomaterial deve ser capaz de absorver grandes quantidades

de exsudatos.
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Figura 4.20 — Curvas de absorcdo de agua em solucdo de PBS a 37° C das

placas de quitosana TPC e AC15 neutralizadas.
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4.2.6 Permeacao ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de 4gua € definida como a facilidade da
umidade em penetrar e passar pela porcao hidrofilica do material [126]. Uma vez
gue uma das principais funces de uma cobertura de feridas € controlar a taxa
de transmissao de vapor de 4gua (TVA) da pele ferida [127], o conhecimento da
permeabilidade ao vapor de agua de um biomaterial projetado para uso como
cobertura de feridas é de relevante importancia. Quando uma injdria ocorre no
tecido cutédneo a funcao de controlar os fluidos corpoéreos € alterada resultando
numa alta perda desses fluidos por evaporacao. A velocidade da cicatrizagéo e
a qualidade do tecido final sdo otimizadas por um microambiente Umido que € o
ambiente propicio para uma proliferacdo adequada de fibroblastos que auxiliam
0 processo normal de cicatrizacéo [128]. Por outro lado, um biomaterial com uma
baixa TVA pode gerar a oclusdo da ferida com possibilidade de maceracéo do
tecido lesionado, acarretando em demora na cicatrizacdo e desconforto para o
paciente. Uma baixa TVA associada a uma alta absorcao hidrica pode levar a
elevacdo da cobertura nas extremidades resultando em exposi¢cao das bordas
da ferida e consequentemente abertura a entrada de microrganismos e possiveis
infeccOes secundarias [129]. Dessa forma, a permanéncia da umidade no canal
da ferida e seu controle sdo essenciais, pois influenciam diretamente na
cicatrizacdo. Por isso, um cobertura ideal seria aquela cujo leito da ferida
permaneca umido sem retencdo completa do exsudato [130,131]. A capacidade
de transportar vapor de agua €, portanto, uma funcdo importante da cobertura
de feridas e uma avaliagcdo pré-clinica valiosa é a medicdo da taxa de
transmissao de vapor de agua (WVTR) desse biomaterial [131].

O ensaio de permeacao ao vapor de agua forneceu os graficos da perda
de massa de agua em funcéo do tempo através de cada placa de TPC e AC15
avaliada. A partir destes graficos as taxas da perda de massa de agua foram
estimadas e a PVA para cada material foi obtida (Figura 4.21 e Tabela 4.4). Os
dados de perda de massa a cada medida bem como o resumo dos dados
utilizados para determinacgéo dos valores de PVA e TVA constam na Tabela E1
e no Quadro E1 (Apéndice E). Os valores de PVA para TPC e AC15 foram de

8,78 x 10% e 8,22 x 10° g / m x h x Pa, respectivamente. Valores mais elevados
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foram obtidos para filmes de quitosana feitos por evaporacao do solvente onde
o valor de 302,0 x 10 g/ m x h x Pa foi obtido no ensaio de permeacéo baseado
no método da agua [126]. Uma vez que uma estrutura de rede mais densa
diminui a PVA [119], a alta PVA dos materiais obtidos por casting deve-se
principalmente & sua estrutura macro e microporosa. Portanto os valores
aparentemente baixos obtidos para TPC e AC15 se justificam pela alta
densidade dos materiais desenvolvidos nesta pesquisa. Uma cobertura de
feridas com alta permeacdo hidrica pode resultar na desidratacdo da regido
lesionada e deve ser utilizada apenas em feridas altamente exsudativas.
Portanto a escolha de uma cobertura deve estar relacionada ao tipo de injuria e

a quantidade de fluido que cada ferimento libera.
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Figura 4.21 — Gréfico da perda de massa de agua através de TPC e AC15 ao
longo do tempo a temperatura e umidade relativa média de 18,06 °C e 59,3 %,

respectivamente.
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Tabela 4.4 — Valores de Perda de massa total ao longo do ensaio, PVA e TVA
estimada para placas com 700 e 200 um de espessuras para TPC e AC15.

Amostra Perda de PVA (g/ mx TVA - 700 TVA (200 pm

massa (g / h x Pa) um (g/m?2x  (g/ m?xdia)
94,57 h) dia)
TPC 2,99 +0,15 8,78 x 106 252,82 884,84
AC15 2,94 +£0,01 8,22 x 106 236,70 828,44

Como a PVA é uma propriedade intrinseca ao material enquanto que a
TVA é uma propriedade extrinseca dependente da espessura do material e 0
desempenho em termos das propriedades de barreira de uma cobertura de
feridas € geralmente avaliada a partir da TVA [128-130,132,133], a transmissao
do vapor de agua através das placas TPC e AC15 com 700 um (espessura
aproximada dos materiais obtidos) foram estimadas a partir da equacdo 3.11
resultando numa TVA de 252,82 e 236,70 g / m? x dia para TPC e AC15,
respectivamente. Considerando-se que grande parte dos dispositivos utilizados
como coberturas tem espessura inferior a dos materiais obtidos
(aproximadamente 700 pm) nesta pesquisa estimou-se o0s valores da
transmisséo de vapor de agua de 884,84 e 828,44 g / m? x dia para placas de
TPC e AC15 ambas com espessuras de 200 um, respectivamente. Membranas
assimétricas de quitosana / glucomanana de konjac projetadas para atuar como
cobertura de feridas de alto desempenho apresentaram transmissao de vapor de
agua de 261,8 g / m? x dia [132]. Este valor se assemelha aos valores estimados
nesta pesquisa para as placas de 700 um de espessura estando de acordo com
a faixa de valores de coberturas comerciais (76 — 9360 g / m? x dia) [134].

Apesar dos valores de PVA e TVA serem dados importantes para um
biomaterial com potencial aplicacdo como cobertura de feridas, essas
propriedades devem ser avaliadas em conjunto com a capacidade de absorcéo
hidrica do material. A capacidade de drenagem pode ser considerada como a

diferenca entre a absor¢do de 4gua e a transmissdo de vapor de agua num
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determinado At. Wong apud Queen e colaboradores sugere que um nivel de 50%
entre a capacidade de absorcao hidrica (ou capacidade de retencdo) de uma
cobertura de feridas e a taxa de transmissado de agua é suficiente para fornecer
uma umidade adequada e evitar a desidratacéo da ferida [131]. Considerando-
se a densidade obtida para TPC e AC15 (Tabela 4.1), estima-se uma massa de
253,80 e 264,40 g para placas (1 m X 1 m) com 200 um de espessura de TPC e
AC15, respectivamente. De acordo com a capacidade de absorcdo de agua em
solugcéo PBS (Figura 4.20) uma placa (1 m X 1 m) de 200 um de espessura de
TPC e AC15 sao capazes de absorver aproximadamente 468,26 e 521,13 g H20
/ m? x dia. Esses valores fornecem uma retencéo hidrica negativa (-416,58 e -
307,31 g H.O / m? x dia) o que significa uma alta capacidade de drenagem de
fluidos onde os materiais e a ferida estariam desidratados. Assim para se obter
uma capacidade de retencédo de 50% como proposto por Wong apud Queen e
colaboradores o material € habil para aplicacdo num ferimento com taxa de
exsudacdo ou perda de exsudatos de 1118,97 e 1088,97 g H.O / m? x dia para
TPC e ACI15, respectivamente. Este calculo foi feito a partir da metade da
capacidade de absorcao de agua em 24 h + TVA do material para um balanco
de retencdo hidrica de 50% da capacidade de absorcdo de agua de cada
material. Avalia-se, portanto, que em termos de desempenho em relacdo as
propriedades de permeacao e transmissao de vapor de agua ambos os materiais
TPC e AC15 apresentam atuacdes semelhantes.

Para as placas de TPC e AC15 (1 m X 1m) com 700 um de espessura a
massa estimada é de 888,30 e 925,40 g, respectivamente. Esses materiais sdo
capazes de absorver respectivamente 1638,91 e 1823,96 g H2O / m? x dia de
forma que a retencéao hidrica para placas com 700 um de espessura € positiva
de 1386,09 e 1587,26 g H>-O / m? x dia, para TPC e AC15, respectivamente.
Esses valores correspondem a uma capacidade de retencéo de fluidos de 84,57
e 87,02 % e, portanto, uma drenagem de apenas 15,43 e 12,98 % para TPC e
AC15 respectivamente. Para se obter uma retencao hidrica de 50% uma placa
de 700 pm de espessura deve ser aplicada em ferimentos com taxa de
exsudagdo de 1072,28 e 1148,68 g H.O / m? x dia para TPC e AC15,

respectivamente. Dessa forma, percebe-se que a menor TVA encontrada para
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0S materiais espessos € compensada pela maior capacidade de absorcdo
hidrica, gerando materiais com capacidade de aplicacdo semelhantes.

Para um entendimento pratico desses valores de TVA a tabela 4.5 exibe
valores de perda de agua em peles com diferentes niveis de injurias provocadas

por queimaduras.

Tabela 4.5 — Perda de agua em pele com diferentes injurias [135].

Condices do tecido Perda de &gua Nivel de Referéncia
(g / m? x dia) exsudacéao

Pele integra 204,0 £12,00 Baixo [50]

Queimadura de 1° 278,4 + 26,4 Baixo [57]

Queimadura de segundo grau 4274,4 +£132,0 Alto [57]

Queimadura de terceiro grau  3436,8 £ 108,0  Alto [57]

Tecido de granulacao 5138,4+201,6 Alto [57]

Considerando-se que a TVA da pele saudavel esta em torno de 204 g H-O
/ m? x dia [128] as placas de TPC e AC15 com 700 e 200 um de espessura
desenvolvidas nesta tese devem ser aplicadas em ferimentos com producéo
moderada de exsudatos. Se a aplicabilidade das placas de quitosanas fossem
avaliadas apenas em funcdo da TVA o0s materiais espessos deveriam ser
aplicados apenas em ferimentos com baixa producdo de exsudatos enquanto
gue os materiais mais finos poderiam ser aplicados em ferimentos de baixa a
moderada producao de exsudatos, entretanto o balango entre a capacidade de
absorcao hidrica e a TVA sédo fundamentais, como explicado anteriormente.

Clasen e colaboradores verificaram a influéncia do teor de glicerol em
filmes de quitosana sobre a permeabilidade ao vapor de agua. Eles concluiram
gue o aumento do teor de glicerol esta relacionado ao aumento do volume livre
da cadeia de quitosana e, consequentemente, a uma estrutura de rede menos
densa e, resultando em valores crescentes de permeabilidade a medida que o
teor de glicerol aumenta (figura 4.24) [119]. Ou seja, as taxas de TVA para as

placas de quitosana também podem ser maiores e reguladas de acordo com a
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concentragdo de glicerol nos materiais processados termomecanicamente a
partir imersdo do material em glicerol por tempos determinados apos a etapa de
neutralizacdo para alcancar o teor de glicerol projetado.
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Figura 4.22 - Permeabilidade relativa ao vapor de agua L:H20 de membranas de

diferentes amostras de quitosana e diferentes teores de glicerol [119].

Considerando-se o grafico obtido por Clansen e colaboradores (figura
4.22) e que as medidas os valores de TVA obtidos nesta pesquisa foram
tomadas a partir do material neutralizado (sem glicerol) para se verificar a TVA
associada apenas a matriz polimérica sem influéncia do plastificante, a
permeabilidade encontrada para TPC e AC15 pode ser modulada pelo teor do
plastificante ndo volatil tendo seus valores significativamente aumentados
guando o teor de glicerol € maior que 30%, de acordo com a figura 4.22 [119].
Sendo assim as placas de quitosana termomecanicamente processadas obtidas
nesta tese podem alcancar maiores taxas de transmissdo de vapor de agua
moduladas pelo teor de glicerol. O que torna a metodologia de fabricacao,
neutralizacdo e recuperacdo do glicerol desenvolvida nesta tese util para
confeccdo de um material versatil quanto a suas propriedades de permeacéao e,

portanto, quanto a sua aplicabilidade.
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4.2.7 Avaliagdo da incorporacdo e liberacdo do farmaco cloridrato de

tetraciclina in vitro

Uma cobertura de feridas antimicrobiana ideal manter um longo periodo
de liberacdo controlada do medicamento para evitar a troca frequente da
cobertura e reduzir o risco de exposi¢cao excessiva dos pacientes a excessos de
agentes antimicrobianos [6]. Dessa forma, o cloridrato de tetraciclina (CT), um
antibiético de amplo espectro, foi usado como um modelo de droga
antibacteriana para se avaliar a capacidade de incorporacédo (ou capacidade de
carga) nas placas de quitosana e a sua respectiva liberagdo in vitro das matrizes
AC15 e TPC.

A figura 4.23 exibe a curva de calibracdo das solucdes do cloridrato de
tetraciclina em solugdo PBS a 37° C obtida no intervalo entre 0,58 e 10,03 pL /
mL e a equacao da reta para determinacdo das concentracdes do farmaco em

funcdo de sua respectiva absorbancia (R? = 0,99934).
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Figura 4.23 — Curva de calibracao de soluc¢des de cloridrato de tetraciclina em

fluido PBS a 37° C em concentrac¢des variando entre 0,58 e 10,03 pL / mL.
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A capacidade de incorporagéao do CT nas matrizes de TPC e AC15 (figura
4.24) foi obtida a partir da massa liberada do farmaco por miligrama do material
da matriz ao longo de 198 h, ou seja, 8,25 dias (figura 4.25). Apesar do perfil de
liberacdo ainda apresentar uma tendéncia crescente e, consequentemente, do
material ainda estar liberando o farmaco, a partir de 8 dias do inicio do
monitoramento as medidas espectrofotométricas precisaram ser interrompidas e
assumiu-se a massa total de CT adsorvida como a massa total liberada até este

momento.
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Figura 4.24 — Capacidade de carregamento da tetraciclina dissolvida em PBS (1
mg / mL) nas amostras de TPC e AC15 a 50°C por 3 h.
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Figura 4.25 — Curva de liberacéo do cloridrato de tetraciclina por massa de TPC

ou AC15 (pH = 7,4) em funcéo do tempo de incubacéo a 37°C.

A quantidade de CT incorporada as placas de quitosana por massa do
material foi maior para as amostras de AC15 do que para as amostras de TPC
(figura 4.24). E relatado que a estrutura quimica de tetraciclina em pH 7,4 se
apresenta principalmente na forma de sal interno (zwitterion), ou seja, séo
eletricamente neutras mas possuem cargas opostas [136]. Este fato é
particularmente interessante pois o forte carater hidrofilico da tetraciclina
corrobora para uma maior interacdo do farmaco com AC15 de carater mais
hidrofilico em relacdo ao TPC, seja através do grupo amina da quitosana com
carga parcial negativa (mesmo que em pH 7,4 ndo estédo protonadas, NH3), seja
através do grupo acido do AC com maior pKa (pKa = 6,40 [58]) que em pH 7,4
ainda apresenta uma parcela desses grupos na forma molecular (protonadas,
COOH) com carga parcial positiva.

Hidrogéis de quitosana reticulada com &acido 1,3,5-benzil tricarboxilico
(BTC) tiveram adicionados a sua composic¢ao o corante hidrofilico (Rodamina B)
e o corante hidrofébico (Oil Red O) como compostos modelos para obtencéo do

perfil de liberagc&o. A capacidade de incorporacdo dos corantes modelos atingiu
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valores de 0,35 e 1,53% para os corantes hidrofébico e hidrofilico,
respectivamente [98]. Nesta pesquisa observa-se que AC15 apresentou uma
capacidade de incorporacdo do cloridrato de tetraciclina semelhante a
incorporacao do corante hidrofilico no hidrogel de quitosana. Mesmo apesar da
forma de carregamento por imerséo das placas de quitosana e néo por adicéo
do farmaco a formulacdo dos materiais, ambos os materiais TPC e AC15
apresentaram uma capacidade de incorporacdo do cloridrato de tetraciclina
satisfatoria pois como TPC e AC15 apresentam uma capacidade de absorcao de
agua limitada em relagéo aos hidrogéis, os valores alcancados possivelmente se
devem as interacdbes moleculares entre os materiais e a tetraciclina,
especialmente entre o farmaco e o AC15 contendo AC.

A figura 4.26 apresenta o perfil de liberagdo da tetraciclina das matrizes
de TPC e AC15 (Msarmaco liberado / Miarmaco incorporado €M fungé@o do tempo), observa-
se que ambos 0s materiais apresentam o mesmo perfil de liberagcédo, ou seja,
apresentam uma liberacdo de CT, em relacdo a massa total do farmaco
incorporado, praticamente idéntica (figura 4.26). Entretanto como AC15
apresenta uma capacidade de incorporacao de tetraciclina por mg de quitosana
superior a TPC (figura 4.24), a liberacdo em massa de CT a cada intervalo de

tempo é maior que a liberacéo de TPC (figura 4.25).
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Figura 4.26 — Perfil de liberac&o do cloridrato de tetraciclina em solucédo PBS
(pH =7,4) a 37° C nas primeiras 75 h.

Nas figuras 4.25 e 4.26, observa-se uma liberacao rapida (ou liberacéo de
exploséo) nas primeiras 8 horas de ensaio (efeito burst [6,137]) liberando um teor
de 47% da tetraciclina incorporada nas respectivas matrizes seguida de uma
liberacdo mais lenta e controlada por mais de 8 dias (figura 4.25). Considerando
um uso mais curto (aproximadamente 3 dias) observa-se uma liberacdo de
aproximadamente 80% apds 75 h do ensaio in vitro. Os materiais obtidos nesta
tese apresentam uma liberacao controlada por periodos superiores aos hidrogéis
a base de quitosana relatados na literatura que atingem uma liberacéo
sustentada por poucos dias/horas [102,123,127,128]. Hidrogéis de
carboximetilquitosana e alginato reticulados com genipina, por exemplo,
apresentaram uma liberacdo de aproximadamente 90% de albumina de soro
bovino (BSA) durante um periodo de 300 min (5 h) [95]. Filmes de quitosana
contendo nanoparticulas lipidicas carregadas com fluconazol apresentou
liberacdo entre 100 e 60% de fluconazol nas primeiras 2 horas de ensaio [97].

Chen e colaboradores relacionaram o aumento do teor de quitosana em

filmes de quitosana reticuladas com AC a uma liberacdo mais lenta ao longo de
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24 h [6]. Corroborando com Chen e colaboradores quando o teor de quitosana
na formulacéo de hidrogéis do biopolimero reticulado com BTC aumenta em 5
vezes, a liberacdo de Rodamina B diminuiu de 75 para 45% em 20 min [98]. Na
presente pesquisa, a densidade de AC15 é ligeiramente superior a densidade de
TPC (tabela 4.1), assim a maior capacidade de absor¢cdo de 4gua pela AC15
favorece a incorporacdo de maior quantidade do farmaco hidrossoluvel
resultando em perfis de liberacao ligeiramente superior para o material reticulado
(figuras 4.25 e 4.26).

Em suma, apesar da existéncia de reticulacdo quimica na estrutura da
guitosana, no caso deste estudo néo ter apresentado grande diferenca no perfil
de liberacgéao (figura 4.26), a presenca do AC favoreceu o maior teor de farmaco
incorporado a estrutura do material (figura 4.24) uma vez que a tetraciclina &
hidrofilica e de carater ibnico apresenta maiores possibilidades de interagdo com
0 AC presente na amostra. Em contrapartida a maior capacidade de absorcéo
de agua de AC15 também favorece uma maior solubilizagdo do farmaco
hidrossoluvel tornando o perfil de liberacdo praticamente idéntico ao perfil de
liberacdo de TPC (figura 4.26). Dessa forma, entende-se que a maior capacidade
de incorporacédo do CT na matriz de AC15 favorece uma maior entrega massica
do farmaco (figura 4.25) e constitui maior vantagem do material processado com
AC para aplicacGes biomédicas onde a incorporacdo de um farmaco hidrofilico
€ requerida como no caso de dispositivos de liberac&o controlada e cobertura de

feridas avancada.

4.2.8 Atividade antimicrobiana

A eficacia antimicrobiana de TPC, AC15 e dos materiais carregados com
cloridrato de tetraciclina (CT) foi avaliada qualitativamente por meio do teste de
halo de difusdo ou halo de inibicdo. Staphylococcus aureus linhagem ATCC
25923, um patdégeno Gram-positivo, foi escolhido para este estudo devido a sua
presenca frequente em feridas cutaneas [123]. A figura 4.27 mostra as imagens
da zona de inibicdo do experimento em duplicata. Nao foram observados halos
de inibicdo para TPC e AC15 neutralizadas em pH 7,4 nas duas espessuras

testadas (200 e 700 um). Entretanto ambos TPC quanto AC15 carregados com
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cloridrato de tetraciclina (TPC-CT e AC15-CT) apresentaram halos de inibic&o

semelhantes, maiores inclusive que o padrao de antibiotico (gentamicina, disco

central).

Figura 4.27 — Imagens das zonas de inibi¢do (duplicata) de (1) TPC 200 pum; (2)
TPC 700 um; (3) TPC-CT 200 pum; (4) AC15 200 pum; (5) AC15 700 um; e (6)
AC15-CT 200 um contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

E relatado na literatura que o mecanismo mais aceito para a atividade
antimicrobiana da quitosana € a partir dos grupos amina protonados através da
mudanca na permeabilidade celular devido as interacdes entre a carga positiva
da quitosana e as paredes celulares bacterianas de carga negativa, resultando
em quebra da parede celular (lise celular) e morte [123], 0 que ndo ocorre em pH
= 7,4 uma vez que a quitosana nao esta protonada. Além disso como o material
apresenta alta integridade estrutural mesmo quando intumescido, ndo ocorre
difusdo das cadeias de quitosana através do meio de cultura entretanto a
guitosana no estado solido apresenta atividade antimicrobiana de contato
(contact killer) [6], ou seja, 0 microrganismo € inativado em contato com 0s
materiais a base de quitosana. Entretanto quando os materiais sao carregados
com CT nas condi¢des estudadas nesta tese, o farmaco é liberado no meio

circundante desempenhando um papel inibidor matando os micrébios. Apesar
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de AC15 possuir uma maior capacidade de carregamento e liberar maior
guantidade de farmaco que TPC no teste qualitativo ambos os materiais
carregados com CT apresentaram desempenhos semelhantes sendo ambos
agentes eficazes para liberacdo controlada do cloridrato de tetraciclina, sendo
capazes de liberar o farmaco em periodos superiores a 8 dias como verificado
no perfil de liberacdo (figuras 4.25 e 4.26) Os didmetros médios das zonas de
inibicdo das amostras TPC fino (1), TPC espesso (2), TPC-CT (3), AC15 fino (4),
AC15 espesso (5) e AC15-CT (6) foram avaliadas pelo teste de halo de difusédo
(ou halo de inibic&o) estdo resumidos na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Diametros da zona de inibicdo dos materiais carregados com
farmaco antimicrobiano contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Amostra Espessura do halo de

inibicdo (mm)

Padrao - 7,2+0,3
Gentamicina

TPC-CT 8,9+0,3
AC15-CT 8,7+0,4

Verifica-se que as médias do halo de inibicdo de AC15-CT foi ligeiramente
inferior ao halo de inibicdo de TPC-CT apesar da maior capacidade de liberacdo
do farmaco de AC15. Possivelmente este resultado se deve a falta do completo
contato entre o disco de AC15-CT e o meio de cultura uma vez que estas
amostras nao estdo planas. A parte que ndo teve contato com o meio de cultura
deixou de liberar tetraciclina e possivelmente geraria um halo de inibicdo maior
gue o apresentado para TPC-CT, caso houvesse o completo contato do material
no meio de cultura. Este resultado qualitativo, portanto, ndo invalida os testes
anteriores, mas reforca o potencial de ambos os materiais serem utilizados como

sistemas de liberacdo controlada de farmacos.
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5 CONCLUSOES

Placas de quitosana reticulada foram eficientemente produzidas através
do processamento termomecanico na presenca de AC. Apdés a etapa de
neutralizacdo e recuperacdo do plastificante os materiais apresentaram pH
fisiolbégico, estabilidade hidrolitica sem diminuicdo de suas propriedades
mecéanicas, pelo contrario, o material reticulado com teor semelhante de
plastificante apresentou maiores flexibilidade e resisténcia mecanica apds a
etapa de neutralizacéo e recuperacdo do glicerol. Além disso o desempenho in
vitro evidenciou que o material final tem potencial para aplicacdo em feridas
moderadamente exsudativas e liberacdo controlada de farmaco por 8 dias.

A hipotese de que o AC poderia exercer dupla funcdo atuando como
agente desestruturante e agente reticulante foi comprovada ao desempenhar
cada funcdo em etapas especificas durante o processamento termomecanico.
Durante a etapa do cisalhamento no misturador interno o AC atuou como agente
desestruturante uma vez que o material ap0s esta etapa apresentou bandas de
amina protonada e bandas de ions carboxilatos no espectro FTIR. Na etapa de
termoprensagem a 130 °C o AC atuou como agente de reticulacdo quimica da
guitosana que pode ser comprovado pela diminuicdo da banda relativa ao grupo
amina associada ao aumento da banda relativa ao grupo amida indicando o
consumo dos grupos amina e a formacédo de grupos amidas entre o AC e a
guitosana. A auséncia de bandas relativas a grupos acido carboxilico no espectro
FTIR dos materiais reticulados indica que o AC atuou eficazmente como agente
reticulante da quitosana apdés a etapa de termoprensagem. Além disso a
diminuicdo da cristalinidade relativa dos materiais no pds processamento
corroboram que o AC é um excelente agente desestruturante para a quitosana
durante o processamento termomecanico

A analise morfolégica das fraturas ducteis obtidas apés o tratamento
criogénico de curto tempo (10 minutos) evidenciou imagens inéditas que
revelaram a existéncia de estruturas fibrosas em diferentes niveis hierarquicos
tal como relatado na literatura recente para estruturas geradas pelo
processamento termomecanico da quitosana termoplastica. Além disso nas

amostras AC15 (15 pcr de AC) foram reveladas estruturas fibrosas com
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dimensdes acima daquelas ja relatadas na literatura, o que pode ter gerado o
reforco mecéanico superior observado para estas amostras. No entanto, maiores
investigacBes sdo necessérias para elucidar os mecanismos de formacao destas
estruturas hierarquicamente organizadas.

A concentracdo de 15 pcr resultou num material reticulado com maior
conteaddo amorfo com baixa capacidade de recristalizacdo além de uma
morfologia coesa em relacdo ao material tradicionalmente processado com acido
acético (HAc), ndo sendo observadas trincas e fissuras na analise morfologica
da superficie criada sob fratura fragil. Assim, dentre as formulacdes avaliadas, a
formulacdo da amostra AC15 (15 pcr de AC) foi selecionada para a etapa de
neutralizacdo desta tese por também apresentar maiores capacidades de
absorcdo de agua, maior estabilidade dimensional, maior densidade, maiores
resisténcia a tracdo e flexibilidade e morfologia coesa delineando-se uma
possivel aplicacdo como curativo de feridas cutaneas e como um dispositivo de
liberacdo controlada de farmacos nas quais a absorcéo de agua € um parametro
de relevante importancia.

Concluiu-se na primeira parte da pesquisa que o acido citrico pode ser
substituido pelo acido acético no processamento termomecanico da quitosana
com vantagens, uma vez que o teor de acido citrico 3 vezes menor em mols em
relacéo ao acido acético é capaz de promover maior desestruturacdo do p6 da
guitosana, materiais com propriedades mecanicas otimizadas e propriedades
fisico-quimicas mais adequadas para uso como biomateriais.

A metodologia para neutralizacdo dos materiais AC15 e TPC e
recuperacdo do glicerol perdido por solubilizacdo no meio neutralizante,
surpreendentemente ndo acarretou em prejuizos quanto a integridade dos
materiais. A neutralizacdo em meio tampao fosfato salino (pH = 7,4) gerou
materiais neutros (pH = 7,4) com maior resisténcia a tracdo e maior flexibilidade
em comparacdo com o material original mesmo com teores equivalentes de
glicerol em comparacdo com 0s materiais originais. Estes resultados foram
indicios de uma hidrolise alcalina minima. Além disso o teor de plastificante foi

dependente do tempo de imersdo dos materiais em glicerol e o material
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reticulado apresentou uma absorcéo de glicerol mais rapida que o material de
referéncia devido a sua maior hidrofilicidade.

O ensaio de degradacdao in vitro na presenca de lisozima em condi¢des
fisiolégicas de temperatura e pH mostraram uma baixa degradabilidade para
ambos os materiais TPC e AC15 com vantagem para AC15 que apresentou
menor degradabilidade devido as reticulagbes quimicas entre as cadeias de
guitosana podendo, ambos 0s materiais, atuarem por no minimo 7 dias sem
grandes perdas de massa.

A determinacdo da permeabilidade dos materiais indicou uma menor
capacidade de transmissdo de vapor de agua para AC15, devido a maior
densidade dos materiais reticulados. O balanco entre a capacidade de absorcao
de agua e a transmissibilidade de vapor de agua, entretanto, indicou que TPC e
AC15 com 200 um de espessura apresentam potencial para serem aplicados
como curativo cutaneo em feridas com niveis de exsudacdo de 1118,97 e
1088,97 g H.0 / m? x dia, respectivamente.

Em acordo com a maior capacidade de absorcdo de agua de AC15, este
material também apresentou uma capacidade de incorporacdo do antibiético
cloridrato de tetraciclina superior a capacidade de TPC a 50° C por 3 h,
entretanto ambos 0s materiais apresentaram perfis de liberacdo percentual
praticamente idénticos. A maior capacidade de incorporacdo do farmaco por
AC15, entretanto, favorece a liberacdo de uma quantidade massica superior.
Além disso ambos os materiais apresentaram uma liberacdo controlada por 8
dias fazendo destes materiais habeis dispositivos de liberacdo controlada por
periodo superior as membranas de quitosana relatadas pela literatura.

Constatou-se que em pH fisiolégico ambos o0s materiais nao
apresentaram atividade antimicrobiana por difusdo em meio agar. Entretanto os
materiais com antibiotico incorporado apresentaram um nitido halo de inibicao
contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923), comprovando o desempenho de
ambos 0s materiais como um possivel dispositivo de liberacdo controlada de

farmacos.
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6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Estudar o processo de recristalizagdo da quitosana termomecanicamente
processada em busca de compreender porque 0s materiais contendo AC
recristalizam em estruturas superiores em relagédo aos materiais contendo HAc.

Realizar a andlise morfolégica e o ensaio mecéanico de tracdo nas
amostras processadas com HAc neutralizadas em meio tamponado com
diferentes teores de glicerol recuperado.

Obter o ensaio de citotoxicidade das amostras processadas
termomecanicamente e prosseguir para 0s ensaios in vivo e clinico.

Incluir na composi¢cdo dos materiais um agente porogénico e avaliar a
viabilidade dos materiais como scaffolds para aplicacdo em engenharia de
tecidos cartilaginosos.

Obter blendas com outros biopolimeros a fim de se obter novas

funcionalidades e consequentemente novas aplicabilidades.
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Figura A2 — Espectros no infravermelho de AC10 e AC15.
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APENDICE B

Imagens de MEV das superficies das amostras AC10 (direita) e TPC

(esquerda)

¢

AccV Spot Magn Det WD F—————— 500 pm
150kV 30 50x  SE 87 UFSCar- DEMa- LCE - FEG

AccV Spot Magn Det WD F——— 500 um
15.0kV 3.0 50x SE 105 UFSCar- DEMa- LCE - FEG

Figura B1 — Imagens de MEV das superficies das amostras AC10 (direita) e TPC

(esquerda)
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APENDICE C

Curvas do ensaio mecanico de tracdo das amostras TPC, AC10 e AC15

apos estabilizacado por 30 dias sob UR =50% (Figura C1) e ap0s intumescimento

sob condig¢0es fisioldgicas de temperatura e pH (Figura C2).
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Figura C1 — Curvas tensdo x deformacéo de todas as réplicas de (a) TPC; (b)

AC10 e (C) AC15
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(a) )
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Figura C2 - Curvas tensdo x deformacéo de todas as réplicas de (a) TPC; (b)
AC10 e (C) AC15 apos intumescimento em solucdo PBS (pH 7,4) e 37°C por
40h.
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APENDICE D

Curvas termogravimeétricas do glicerol e do acido citrico.

. 35 i
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura D1 — Curvas termogravimétricas (a esquerda) e curva DTG (a direita) do

AC e glicerol.
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APENDICE E

Dados obtidos a partir do ensaio de Permeacéo ao vapor de dgua — PVA

Tabela E1 - Média da perda de massa a cada medida para TPC e AC15.

Perda de Desvio Perda de Desvio
Tempo (h) massa média  padrdo (g) massa média  padrdo (g)
(@) (9

TPC AC15
0 0 0 0 0
13,5 0,291166667 0,023452576 0,253933333 0,005700292
23,25 0,7252 0,050530882 0,678533333 0,018020081
38 1,1769 0,069369518 1,117933333 0,006011933
47,28 1,5668 0,086792396 1,499966667 0,006653069
62 2,202966667 0,134416157 2,094566667 0,253691256
70,5 2,423066667 0,11591783 2,352566667 0,016302556
86,5 2,662533333 0,129417245 2,5866 0,020954474
94,57 2,9911 0,151864051 2,9361 0,005781868
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Quadro E1 - Resumo dos dados utilizados para determinagéo dos valores de
PVA e TVA para TPC e AC15.

Medidas (unidade) TPC AC15

A (M) 0,001948 | 0,001948

AP =[S x (R1 - R2)]

840,0073 | 840,0073
(Pa)

437,89 * 417,61 +

X (um
(um) 27,70 20,11

0,0328 + 0,0322 +

Taxa (gréfico /h
@ )@/h) 0,00133 0,00122

PVA (g x mm / m? x h x
Pa)

8,78 x 102 | 8,22 x 103

TVA700 um (g / h x m?) 252,82 236,70

TVA200 um (9 / h x m?) 884,84 828,44
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ANEXO A
PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA QUITOSANA

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da quitosana €, sem duvida, uma das
propriedades mais requeridas em pesquisas que envolvem aplicacbes
bioldgicas. A quitosana como agente antimicrobiano tem recebido consideravel
atencdo nos ultimos anos. A quitosana e seus derivados mostraram razoavel
atividade antimicrobiana contra diferentes microrganismos, como bactérias,
fungos e virus [7,9,153].

A atividade antimicrobiana da quitosana depende principalmente da sua
massa molar e concentracdo. A quitosana de baixa massa molar tem fortes
propriedades antibacterianas. Foi verificada a atividade antibacteriana da
guitosana de baixa massa molar contra Pseudomonas aeruginosa. Os autores
observaram que o efeito da resisténcia antimicrobiana permaneceu mesmo apos
alguns meses. Da mesma forma, propriedades antifingicas da quitosana de
baixa massa molar foram estudadas contra fungos hepatocarcinogénicos [26].

Verificou-se que uma bandagem de acetato de quitosana aumentou
significativamente a taxa de sobrevivéncia de camundongos com queimaduras
de terceiro grau altamente infectadas com 10’ CFU (unidades formadoras de
colénia) de Pseudomonas aeruginosa em comparacdo com controles né&o
tratados (73,3% versus 13,3%; P <0,0002) [140].

O tipo de acido utilizado exerce influéncia nas propriedades biologicas dos
filmes de quitosana. Filmes de quitosana contendo acido acético ou acido
propiénico, com ou sem adicdo de acido laurico ou cinamenaldeido, foram
projetados para melhorar a vida util de carnes refrigeradas processadas e
embaladas a vacuo. A aplicacdo dos filmes atrasou ou inibiu completamente as
bactérias entéricas, Lactobacillus sakei e Serratia liquefaciens em produtos
carneos. Entretanto filmes preparados com &cido propiénico foram mais efetivos
que filmes contendo acido acético para reducéo do crescimento de L. sakei, com

o resultado oposto observado para S. liquefaciens [141].
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Diversos autores sintetizaram blendas e compoésitos com a quitosana
devido a seu misto de propriedades de biodegradacéo, biocompatibilidade e,
principalmente, a atividade antimicrobiana [64, 92, 156-158,159].

Biodegradabilidade e Capacidade de Reabsorcéao

Antes de aprofundar a explanacéo é importante estabelecer os conceitos
envolvidos. Existe uma grande confusdo na literatura no emprego do termo
biodegradabilidade. H& dois conceitos que se misturam que sdo a
biodegradacdo e a biorreabsorcdo. A IUPAC determina que Polimeros
Biodegradaveis sdo macromoléculas susceptiveis a degradacao por atividade
biolégica (microrganismos) com diminuigdo da massa molar. A norma ISO 15488
(importante na concepcdo e no projeto de embalagens biodegradaveis)
estabelece ainda “o requisito para que uma embalagem seja considerada
biodegradavel e compostavel € que a mineralizacdo dos materiais da
embalagem atinja 90% ou mais de conversdo do carbono organico disponivel
em dioxido de carbono, em 180 dias”. Assim ao se falar de um material
biodegradavel fala-se de uma degradacdo no meio ambiente. O termo correto
para se falar em degradacdo em meio fisiologico é a biorreabsorbilidade.

A quitosana é um material biodegradavel e biorreabsorvivel podendo ser
utilizada tanto em formulacdes que devem ser degradadas in vivo quanto em
formulacdes para a rapida degradacdo no meio ambiente. A biorreabsorcao
consiste na reabsorcdo, ou seja, na eliminacdo por rotas metabdlicas, dos
residuos poliméricos apos degradacao (enzimatica) in vivo, [145]. A quitosana
guando submetida ao meio fisiolégico € degradada por acdo de hidrolise pela
enzima lisozima, que € normalmente produzida pelos macréfagos [146], sendo

caracterizada, portanto, como um material polimérico biorreabsorvivel.

Citocompatibilidade, Bioatividade e Biocompatibilidade

A biocompatibilidade pressupde que a aplicacdo clinica de um material
ndo causa reacdes adversas, toxicas ou carcinogénicas ao paciente. Entre os

materiais biocompativeis encontram-se o0s bioativos e o0s bioinertes. A
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bioatividade por sua vez é a propriedade inerente a alguns materiais de
participarem em reacdes bioldgicas especificas. Os filmes de quitosana séo
biomateriais muito bons para cicatrizacdo superficial de feridas [69]. Uma vez
colocados na ferida, aderem aos fibroblastos e favorecem a proliferacédo de
gueratindcitos e, portanto, a regeneracao epidérmica, sendo, portanto, bioativa.
Os monbémeros de quitosana também ajudam na deposicdo ordenada de
colageno e estimulam o aumento do nivel de sintese de acido hialurénico natural
no local da ferida. A quitosana fornece uma matriz celulésica para a regeneracao
dos tecidos da pele e ativa os macréfagos para interromper a atividade anormal
do crescimento. Isso ajuda na cicatrizagcdo mais rapida da ferida e na prevencéo
da cicatriz hipertréfica [26]

A citocompatibilidade da quitosana foi observada in vitro com células
miocardicas, endoteliais e epiteliais, fibroblastos, hepatocitos, condrécitos e
queratinécitos. A medida que o grau de desacetilacdo do polimero aumenta, as
interacdes entre a quitosana e as células aumentam e, com auxilio dos grupos
amino livres, a adeséo e proliferacdo celular aumentam em funcédo do GD [88,
90].

N&o Alergenicidade

Uma das grandes preocupacdes da utilizacdo da quitosana é o fator
alergénico inerente aos crustaceos, fonte de onde o material é extraido. Uma
pequena parte da literatura dedicada ao estudo da quitosana a descreve como
nao alergénica [93, 107, 162].

NoOs organismos Vvivos a quitina ocorre em estruturas complexas com
outros compostos organicos e inorganicos. Muzzarelli realizou uma extensa
revisao sobre a ndo alergenicidade e capacidades imunoadjuvantes da quitina e
guitosana [148]. Em sua explanac¢ao o autor explica que o carater alergénico dos
crustdceos é devido a alguns constituintes proteicos que compdem o
exoesqueleto dos crustaceos numa estrutura compdsita e que esses
componentes proteicos sdo desestruturados e eliminados no processo de

extracao da quitina.
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Além disso, quase trés décadas atras, Suzuki et al. e Nishimura et al.
demonstraram que a quitina e os derivados de quitina estimulam os macréfagos
a produzir citocinas que conferem atividade antitumoral e resisténcia inespecifica
ao hospedeiro contra infecgdes bacterianas e virais [163, 164]. Foi demonstrado
que citocinas do tipo | reduzem a resposta imune alérgica tipo 2 [151]. Todos
esses achados configuram a quitina e seus derivados, a quitosana portanto,

como materiais nao alergénicos e como adjuvantes imunolégicos.

Influéncia do Grau de Desacetilacdo e Massa Molar Sobre as Propriedades
Fisico-Quimicas e Biolégicas da Quitosana (Relacdo Estrutura-

Propriedade)

Os parametros estruturais tais como GD e a massa molar afetam
diretamente as propriedades biologicas, além das propriedades mecéanicas como
o elongacéao na ruptura e a resisténcia a tracao, deste biopolimero [69]. Dash et
al. reuniu alguns desses parametros e suas respectivas influéncias que estao

apresentados na tabela AA1 [71].

Tabela AAl. Relacédo entre parametros estruturais e propriedades (Adaptado da
ref [71]).
PROPRIEDADE CARACTERISTICA ESTRUTURAL?

Fisico-quimica

Solubilidade GD 1 MM |

Cristalinidade GD | em valores GDs intermediarios
Viscosidade GD1 MM~?1

Bioldgica

Biodegradabilidade GD| MM |

Biocompatibilidade GD 1

Mucoadesividade GD1 MM

Analgesia GD 1t

Antimicrobiano GD1t MM |
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Aumento da permeagcdo GD 1t MM |
Antioxidante GD1t MM |
Hemostatico GD 1

a1 - Diretamente proporcional a propriedade; | inversamente proporcional a propriedade

Através do entendimento da versatilidade da quitosana através de seus
parametros estruturais e da possibilidade de alteracéo estrutural (GD, MM e
grupo funcional em quitosanas modificadas), este biopolimero pode ser utilizado
ou modificado de forma a se obter materiais com caracteristicas funcionais
especificas ressaltadas. Dificilmente essa modulacdo anularia as outras tantas
propriedades. A versatilidade da quitosana consiste em sua ampla
funcionalidade, constando, portanto, como um material avancado e bastante

sofisticado.



