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RESUMO
Uma das aplicacfes dos polimeros como biomateriais esta fortemente associado ao tratamento
de lesdes da pele. Dentre os polimeros utilizados para esse fim o poli (alcool vinilico) (PVA)
tem sido muito estudado devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade e atoxicidade,
além da sua capacidade de processamento para a producao de hidrogéis, fibras, arcaboucos e
filmes. Além dos polimeros sintéticos, a utilizagdo dos biopolimeros vem ganhando destaque e
sendo atualmente bastante estudado. Dentre os biopolimeros destacam-se a quitosana que
acelera a recuperacéo de lesdes, estimula o sistema imunoldgico, fungistética e bacteriostatica
e o colageno por sua forma de interacdo com os tecidos corpéreos e o favorecimento do
crescimento celular. Com o objetivo de unir as caracteristicas do PVA, quitosana e colageno
foram produzidos diferentes filmes: PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col. Estes foram
caracterizados pelas técnicas de espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) a qual indicou interacdo entre o PVA e a quitosana. A calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) mostrou que os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col apresentaram
miscibilidade entre os materiais. A termogravimetria (TG) mostrou maior estabilidade térmica
do PVA, ap6s adicdo da quitosana. No teste de intumescimento os filmes de PVA/Quit e
PVA/Quit/Col apresentaram um grau de intumescimento significativamente maior do que o
filme de PVA. O ensaio de permeacdo de vapor de agua mostrou que o filme de PVA
apresentou o maior coeficiente de permeabilidade. Através da microscopia eletronica de
varredura (MEV) n&o foi observado separacao de fases entre os seus componentes. E, por fim,
a analise antibiograma dos filmes ndo apresentou acdo inibidora das bactérias analisadas.
Portanto as caracteristicas apresentadas estimulam a continuidade dos estudos para a aplicacéo

do filme de PVA/Quit/Col na engenharia tecidual.

Palavras-chave: Curativo Cutaneo, PVA, Quitosana, Colageno.



ABSTRACT

One of strong associations between polymers as biomaterials are in field of skin reparation.
Polymers are utilized for this purpose, some such as poly (vynil alcohol) (PVA) are used due
to characteristics such as biocompatibility, non-toxicity, in addition to their ability of processing
for hydrogels, fibers, scaffolds and thin films. Beside synthetic polymers, utilization of
biopolymers are growing and being developed. In biopolymers, chitosan stands out due the
capability of hurry the wound regeneration, immunological stimulation, fungi and bacteria
static action and the collagen due the interaction with body tissues and support to cell growth.
With the objective to attach the properties of PVA, chitosan and collagen, three different types
of films was made: PVA, PVA/Quit and PVA/Quit/Col. These films was characterized by
Fourier Transform Infra-Red (FTIR) that indicates interactions between PVA and chitosan.
Differential Scanning Calorimetry (DSC) showed the PVA/Quit and PVA/Quit/Col films have
miscibility between the components. Thermogravimetric Analysis (TG) showed higher thermos
stability of PVA after the addition of chitosan. Sweeling tests have demonstrated the films
PVA/Quit and PVA/Quit/Col had higher swelling degrees than PVA. Water VVapor Permeation
showed that PVA films have more permeability. Scanning Electron Microscopy (SEM) showed
that does not have separation between components. By the end, antibiogram analysis does not
showed inhibition of bacterial activity. Therefore, the characteristics presented in this work

stimulates the searching of results and applications of PVA/Quit/Col films in tissue engineering.

Key words: Cutaneous Dressing, PVA, Chitosan, Collagen.
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1  INTRODUCAO

Os biomateriais sdo definidos como qualquer substancia ou combinagéo de substancias,
excluindo-se os medicamentos, de origem sintética ou natural, idealizado para ser utilizado por
qualquer periodo de tempo, que possa aumentar ou substituir parcialmente ou integralmente
qualquer tecido, 6rgdo ou funcéo do organismo humano, buscando melhorar ou, pelo menos,
manter a qualidade de vida do paciente (HORN, 2008; RASIA, 2014).

A busca pelo aperfeicoamento desses materiais € uma preocupacdo constante para a
engenharia tecidual, que procura desenvolver materiais que possam reparar 0ssos danificados
ou perdidos por lesbes, traumas, doengas ou envelhecimento (PON-ON et al., 2014), que
auxiliem no tratamento de ferimentos de pele (FAN et al., 2016; NETO, 2013) e possam
também substituir partes de 6rgéos e tecidos de organismos vivos em funcdo de acidentes ou
tratamentos das mais diversas enfermidades (COSTA JR.; MANSUR, 2008). Trata-se,
portanto, de uma area multidisciplinar composta pela atuacdo de diversos profissionais ligados
as areas da ciéncia dos materiais, medicina, biologia e engenharia, apresentando desde o seu
inicio constantes evolucdes e inovacdes (RATNER; BRYANT, 2004).

Os ferimentos de pele sdo considerados porta de entrada para corpos estranhos, 0s quais
podem causar infeccdes levando ao ébito em casos mais graves. Segundo dados internacionais,
as lesdes por queimadura representam a terceira causa de morte acidental no mundo. No Brasil
o valor gasto mensalmente para o tratamento das vitimas chega a um milhdo de reais, pacientes
internados custam, em média, por dia, R$650,00, chegando a R$1620,00 para aqueles que
falecem. Estima-se que 1.000.000 de pessoas sdo vitimas de queimaduras por ano, das quais
apenas 10% procuram atendimento médico-hospitalar. As maiores vitimas sdo criangas e

embora 0s idosos representem apenas 10% dos casos, apresentam a maior taxa de
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letalidade (GERVASI; TIBOLA; SCHENEIDER, 2014; POLYANA ALVES et al., 2015;
REMPEL; TIZZOT; VASCO, 2011).

A cicatrizacdo dos ferimentos cutaneos tem sido favorecida pela utilizacdo de diversos
biopolimeros, como a quitosana e o coldgeno (COSTA JR.; MANSUR, 2008; HORN, 2008;
JODAR, 2014; NETO, 2013; RASIA, 2014), descritos como polimeros sintetizados
quimicamente, mas que derivam de materiais bioldgicos iniciais, como agucares, aminoacidos
e 6leos ou gorduras naturais, e polimeros produzidos pelos sistemas bioldgicos, como animais,
plantas e microrganismos (JODAR, 2014).

Dentre os biomateriais mais utilizados, destacam-se: o poli (alcool vinilico) (PVA),
apresentando boa resisténcia quimica, biocompatibilidade, atoxicidade e consisténcia macia
quando produzido na forma de filme (SANTOS; SILVA; LEITE, 2016); a quitosana, por suas
propriedades de acelerar a recuperacao de lesbes, estimular a acdo do sistema imunoldgico,
também apresenta biodegrabilidade e biocompatibilidade, além de ser bacteriostéatica e
fungistatica (COSTA JR.; MANSUR, 2008); e o colageno que tem como principal
caracteristica a sua forma de interacdo com os tecidos corporeos, sua habilidade em favorecer
o crescimento celular bem como, baixa toxicidade e resposta imunoldgica (HORN, 2008).

O método de crioreticulacdo € considerado o melhor método para a reticulacdo do PVA
quando utilizado na engenharia tecidual. Trata-se de um processo fisico que consiste em ciclos
de congelamento/descongelamento. Este método oferece varias vantagens quando comparado
a outros, como a reticulagdo quimica e a reticulacdo induzida por radiagdo (RICCIARDI et al.,
2004).

As propriedades apresentadas pelos biomateriais poli (alcool vinilico), quitosana e
colageno quando estes sdo utilizados na engenharia tecidual, mais especificamente na

recuperacao de lesdes de pele, foram determinantes na escolha desses materiais para a producéo
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de um novo filme de PVA/Quit/Col pelo método de crioreticulagdo visando sua aplicagdo como

curativo cuténeo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi preparar e caracterizar filmes compostos por poli

(&lcool vinilico), quitosana e colageno visando a aplicagdo como curativo cutaneo.

1.1.2 Objetivos especificos

Preparar filme através da solubilizacdo do PVA, quitosana e coldgeno em uma Unica
solucdo, seguida do método de crioreticulagdo para seu potencial uso como curativo cutaneo.

Caracterizar o filme obtido pelas técnicas de espectroscopia do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), microscopia
eletronica de varredura (MEV), intumescimento, ensaio de permeacdo de vapor de agua,

termogravimetria (TG) e anélise antibiograma.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo do nosso corpo e atua como barreira protetora contra agentes
externos principalmente devido a sua densa camada cdrnea (FAN et al., 2016). A pele, Fig. 1,
constitui aproximadamente 16% (m/m) do peso corporal e tem por volta de 1,7m? Sua
espessura pode variar entre 0,05 a 6mm dependendo do local do corpo, sua espessura € maior
em regides de constantes atritos e pressdes e por ela circula um terco de todo volume sanguineo.
Sendo um dos 6rgdos mais ativo, a pele exerce varias fungbes, como barreira protetiva e
perceptiva, secrecdo e excre¢do, hemorregulacao e termorregulacéo, metabolizagdo, formacao
da vitamina D, além de proteger o organismo dos efeitos nocivos da luz ultravioleta (JODAR,

2014; NETO, 2013).

Figura 1. Estrutura da pele humana.

Corptsculo
Meissner

Epiderme - camada cérn<l/,_,.

Epiderme- camada
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Epiderme - membrana
basal
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Glandula sudoripara
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Glandula sebécea — o _ ) o / i _——Raiz do pélo
Plexo vascular piloso

Hipoderme - camada

\ ~"_Tecido adiposo da
superficial = ~ c

hipoderme

Fonte: http://ltc.nutes.ufrj.br/toxicologia/bancol/Estrutura da pele 2.JPG. Acesso em: 15 Agosto 2016.
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A constituicdo da pele é dividida em trés camadas interdependentes, a hipoderme ou
tecido subcutdneo (camada mais interna), a derme (camada intermediaria) e a epiderme
(camada mais externa) (NETO, 2013).

A epiderme, a mais complexa das camadas, atua principalmente como uma barreira
protetora contra 0 ambiente externo, sua estrutura é composta por quatro camadas celulares:
camada cOrnea, constituida por proteinas fibrosas resistentes e queratina, células mortas e
anucleadas que previnem a perda de fluidos corporeos; a camada granulosa tem como principal
caracteristica a presenca dos granulos de queratato-hialina, que participam da queratinizacéo da
epiderme, constituida ainda por células escuras e achatadas; camada espinhosa ou malpighiana,
constituida por células com conformacgdo poliédrica que se achatam até a epiderme,
proporcionando resisténcia ao atrito devido as suas caracteristicas; e a camada germinativa ou
basal formada por células basais, que apresentam uma intensa atividade mitdtica, originando as
demais células epidérmicas e os melandcitos e queratindcitos, responsaveis pela producédo de
melanina e protecdo contra a radiacdo ultravioleta (JODAR, 2014; NETO, 2013).

A derme, ndo possui organizacao regular como a epiderme sendo a principal responsavel
pela defesa imunoldgica, suporte da rede vascular e a termorregulacéo, por apresentar um tecido
elastico e resistente, proporciona uma resisténcia fisica as agressdes mecanicas ao corpo. Esta
camada é composta por um sistema integrado de estruturas filamentosas, fibrosas e amorfas,
onde estdo acomodados nervos, anexos epidérmicos, vasos sanguineos e linfaticos. Células
dendriticas, histiocitos, mastocitos e fibroblastos, essenciais ao processo de cicatrizacdo por
sintetizarem e secretarem o colageno e a elastina, também estdo presentes. A derme apresenta
uma espessura variavel de no maximo 3 mm na parte inferior dos pés e pode ser dividida em
trés partes: zona adventicial; zona reticular ou profunda; e zona papilar ou superficial. A
interacdo da epiderme com a derme é primordial na manutencdo dos dois tecidos (JODAR,

2014; NETO, 2013).
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A hipoderme exerce a func¢do de modeladora do corpo, proporciona a mobilidade da pele
em relacdo as estruturas adjacentes, atua como isolante térmico e reservatorio de calorias, além
de proteger o organismo de pressdes e traumas. Outra importante atribuicdo é a de 6rgao
enddcrino, liberando varios peptideos bioativos, chamados de adipocinas, que além de
influenciar as funcbes dos préprios adipocitos, influenciam outras vias metabdlicas por meio
da corrente sanguinea. A hipoderme também apresenta espessura variavel e é composta pelos
I6bulos de lipdcitos delimitados por septos de coldgeno com vasos linfaticos, sanguineos e
nervos (JODAR, 2014; NETO, 2013).

Os traumatismos agudos produzidos a pele podem levar a uma perda da sua fungdo
organica, tornando o organismo suscetivel a infec¢des, desregulacdo térmica e perda de fluidos.
Devido as funcGes vitais da pele como barreira quimica, fisica e bacteriana o processo de
cicatrizacdo é de fundamental importancia para a sobrevivéncia. O processo de cicatrizacao é
complexo e depende de um grande numero de células e mediadores que interagem em uma
sequéncia altamente sofisticada. Suas principais etapas sdo a inflamacdo, proliferacéo,
epitelizacdo, angiogénese, remodulacdo e cicatrizacdo (SORG et al., 2017). As etapas de
cicatrizacdo sdo favorecidas por curativos que produzem um ambiente Gmido em torno do

ferimento e a absorcdo dos exsudatos de sua superficie (KIM et al., 2017).

2.2 POLI (ALCOOL VINILICO) — PVA

O PVA é um polimero sintético, semicristalino, termoplastico, atoxico, nao idnico,
biocompativel, com 6tima processabilidade e propriedades para a formac&o de hidrogéis, fibras,
filmes e arcaboucos (COSTA JR.; MANSUR, 2008; FAN et al., 2016; HONG, 2007;

KANIMOZHI; KHALEEL BASHA; SUGANTHA KUMARI, 2016; PON-ON et al., 2014,
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RASIA, 2014; SANTOS; SILVA; LEITE, 2016). Apresenta também, propriedades el&sticas,
resisténcia térmica, quimica e mecénica (JODAR, 2014; RASIA, 2014).

A producdo do PVA ocorre através da polimerizacdo do monémero acetato de vinila para
poli (acetato de vinila) (PVAc), seguido pela hidrélise dos grupos acetato formando uma cadeia
polimérica com grupos hidroxilas pendentes, Fig. 2. Entretanto, a reacdo de hidrolise ndo é
completa, formando, consequentemente, polimeros com diferentes graus de hidrélise
dependendo da extenséo da reacdo (JODAR, 2014; RASIA, 2014).

O PVA é um polimero soltvel em solventes hidrdfilos e altamente polares, como
dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO), acetamida, glicdis e principalmente em
agua. O grau de hidrolise, quantidade de grupos acetato no polimero e o grau de polimerizacao
sdo fatores determinantes para as propriedades quimicas, cristalinidade e a solubilidade desse
polimero, que também é influenciada pela alteracdo da temperatura. A distribuicdo da massa
molar é outro fator importante para as caracteristicas do poli (alcool vinilico), afetando a

difusibilidade, cristalinidade, adesdo e forca mecéanica (JODAR, 2014; RASIA, 2014).

Figura 2. Reac¢0es para a obtencdo do PVA.

H,C=CH —FCHZCH% —fCHchHCHQCH+
| | |
0 OH 0

polimerizagio hidrolise

]

T:O C—0 T:O

CHs CHj CH,
Acetato de vinila Poli acetato de vinila (PVAc) poli dlcool vinilico (PVA)

Fonte: (JODAR, 2014).

O PVA é um dos polimeros sintéticos com maior versatilidade e pode ser utilizado de
forma isolada ou associado a outros polimeros e materiais, em diferentes areas e para 0s mais

diversos fins. Destaca-se sua utilizagdo para a producéo de cartilagens e discos intervertebrais
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artificiais, lentes de contato, cateteres, pele e pancreas artificiais, membranas de dialise. Além
disso, também € utilizado na forma de géis, hidrogéis e filmes para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de fa&rmacos e na producéo de arcaboucgos para aplicacbes na
engenharia de tecido 6sseo (JODAR, 2014; PON-ON et al., 2014). Além das aplicacGes
anteriormente mencionadas, ha também, um interesse crescente na utilizacdo do PVA em
curativos cutaneos, associados a outros materiais como a prata (HONG, 2007; MANSBRIDGE,
1998; SURUDZIC et al., 2016), quitosana (COSTA JR.; MANSUR, 2008; SANTOS; SILVA;
LEITE, 2016) e dextrana com sulfadiazina de prata (JODAR, 2014).

Caracteristicas como a grande capacidade de absorcdo de &gua e intumescimento em
fluidos corpédreos e agua, biocompatibilidade, minima adeséo celular, absorcéo de proteinas,
consisténcia macia na forma de filmes, flexibilidade e elasticidade, demonstram sua capacidade
de simular tecidos organicos e sdo de grande importancia para a utilizacdo desse polimero para
aplicacdo como curativo cutdneo (COSTA JR.; MANSUR, 2008; JODAR, 2014; RASIA,
2014).

Dentre inimeros trabalhos que usaram o PVA para o tratamento de ferimentos de pele
Sung et al., 2010 relataram o uso desse polimero na producdo de hidrogéis associado a
quitosana e a quitosana com o farmaco minociclina, ambos obtidos através de ciclos repetidos
de congelamento/descongelamento — crioreticulacdo. Esses hidrogéis quando analisados in
vivo, promoveram uma reducéo de até 90% no tamanho da ferida no dorso de ratos machos SD
apos 15 dias, valor significativamente maior quando comparado ao controle de gaze estéril e ao
produto comercial Medifoam™. O uso do hidrogel composto por 5% de PVA, 0,75% de
quitosana e 0,25% do farmaco apresentou uma cicatrizagdo melhorada em comparacdo aos
demais curativos utilizados, sendo a cicatrizagdo favorecida por um ambiente imido em torno
da ferida e a absorgdo do exsudado da sua superficie resultado das caracteristicas do PVA

(SUNG et al., 2010).
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2.3 QUITOSANA

A quitosana, um polimero natural, utilizada como um biomaterial devido as suas variadas
caracteristicas, das quais se destacam: biodegradabilidade, biocompatibilidade e néo
toxicidade, propriedades curativas, antimicrobianas e hemostéaticas, potencialidade na formagéo
de complexos com polieletrolitos como as proteinas e polimeros e é suscetivel a modificacGes
quimicas. Pode ser utilizada para a formacao de géis, esponjas, filmes e solu¢fes (HORN, 2008;
NETO, 2013).

Composta por unidades de 2-acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose e por 2-amino-2-deoxi-
D-glicopiranose a quitosana € um heteropolissacarideo, encontrado na natureza na parede
celular de algumas espécies de fungos, porém, sua principal fonte de obtencdo é através da
desacetilacdo alcalina da quitina, encontrada no exoesqueleto de artrépodes como 0s insetos,
na concha de crustaceos como o caranguejo, camarao e a lagosta, e na cuticula dos moluscos e
anelideos. A quitina apresenta até trés formas diferentes de arranjo de suas cadeias, antiparalela,
paralela e alternada, é o segundo polimero de maior abundéancia, apresenta uma estrutura linear
formada por unidades de 2-acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligacdes glicosidicas
do tipo B-(1-4). Verifica-se no carbono 2 o grupo acetamida, conforme estrutura, Fig. 3, é muito
similar com a da celulose, Fig. 4, o polimero mais abundante, onde encontramos o0 grupo
hidroxila no lugar do grupo acetamida. Essa semelhanca ocorre provavelmente devido os dois
materiais exercerem a funcdo de sustentacdo nos organismos dos quais fazem parte (COSTA
JR.; MANSUR, 2008; RAVI KUMAR, 2000).

A desacetilagcdo parcial da quitina, na obtencdo da quitosana acontece em fases. A
primeira consiste em solubilizar minerais como o fosfato de calcio (Caz(POa4)2) e 0 carbonato
de célcio (CaCOs) em acido cloridrico (HCI). Na segunda, uma solucéo diluida de hidroxido de

sodio (NaOH) remove as proteinas, esta solucdo é lavada e seca, e obtém-se um material em
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flocos. Por ultimo o material obtido na segunda etapa é aquecido em uma solucéo concentrada
de hidroxido de sodio (NaOH), provocando a hidroélise dos grupos N-acetil sendo as vezes

necessario a remogao de pigmentos com o uso de solventes organicos (HORN, 2008).

Figura 3. Representagéo da estrutura da quitina.
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Fonte: (HORN, 2008) — adaptada.

Figura 4. Representagdo da estrutura da celulose.
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Fonte: (HORN, 2008) — adaptada.

As propriedades quimicas e fisicas da quitosana, Fig. 5, estdo associados a distribui¢do
da massa molar, a estrutura da cadeia que se define pela sequéncia das unidades monoméricas
e a composicdo quimica, além do grau de acetilacdo. A solubilidade depende da quantidade dos
grupos N-acetil e ocorre apenas em solucGes acidas, no qual os grupos amino sdo protonados
(HORN, 2008).

Na engenharia tecidual a quitosana possui atividades biolégicas que aceleram a
recuperacdo de lesdes, estimulam os efeitos do sistema imunologico, além de atuar como um
composto bacteriostatico e fungistatico, inibindo a proliferacdo dos microrganismos através da

formagcdo de uma ligacdo entre 0s grupos aminicos protonados e 0S microrganismos,
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ocasionando uma aglutinacdo das células microbianas, propriedades muito desejaveis no
tratamento de ferimentos de pele (ALEMDAROGLU et al., 2006; BANO et al., 2017; KEONG;

HALIM, 2009).

Figura 5. Representacdo da estrutura da quitosana, n é o grau de polimerizacao.
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Fonte: (ASSIS; VALMIR L. DA, 2003) — adaptada.

Para avaliar a capacidade da quitosana em acelerar a cicatrizacao de ferimentos cutaneos
Ueno et al. 1999 trataram os ferimentos provocados no dorso de cées beagles com quitosana
durante 15 dias e os compararam com um controle, no qual ndo houve nenhuma intervencéo.
Apos 3 dias os ferimentos tratados com quitosana apresentaram uma maior infiltragcdo de células
polimorfonucleares (PMN) ativando a migracao de células inflamatérias e macré6fagos para a
area do ferimento. Com 6 dias de tratamento 0 grupo tratado com quitosana apresentou um
aumento significativo nas células mitéticas e na producdo de fibroblastos de matriz extracelular.
As analises com 9 dias de tratamento demonstraram um aumento significativamente maior na
profundidade da camada de colageno, identificado como do tipo Ill, no tecido de granulagéo e
também um aumento no fornecimento de oxigénio e vitamina C que Sd0 necessarios para a
hidroxilacdo de residuos de prolina e lisina na formacdo do procolageno. Os resultados
demonstram que a quitosana é capaz de acelerar a recuperacdo de ferimentos cutaneos (UENO

etal., 1999).
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2.4 COLAGENO

O colégeno, termo usado para dar nome a uma familia de 27 proteinas animais isoformas
€ 0 composto mais abundante dos tecidos conjuntivos, como os dentes, tenddes, 0ssos,
cartilagens, veias, muasculos e pele. Suas propriedades como biomaterial estdo fortemente
associadas a sua forma de interagdo com os tecidos do corpo, fornecendo resisténcia,
elasticidade e contribuindo para a integridade das estruturas anatbmicas das quais faz parte.
Esse biopolimero possui caracteristicas atdxicas, baixa resposta imunoldgica, além de favorecer
o crescimento celular, apresenta aplicacGes bem-sucedidas como veiculo para proteinas, genes
e farmacos e como substituto de ligamentos, vasos sanguineos e pele humana (DA SILVA,;
PENNA, 2012; RUSZCZAK, 2003).

As fibras de colageno comecam a se formar, principalmente, durante o desenvolvimento
do tecido embrionéario e durante o preparo da regeneracdo. Estas fibras contém cadeias
peptidicas de aminoacidos como a lisina, glicina, prolina, hidroxiprolina, hidroxilisina e
alanina. As fibras de colageno, sdo essas cadeias organizadas de forma paralela a um eixo, o
qgue proporciona a resisténcia e elasticidade as estruturas, mencionada anteriormente. A
molécula de colageno com massa molar de 300.000 Dalton e comprimento de 280nm, se
estabiliza através de ligacdes intermoleculares como a ligacdo de hidrogénio. O colageno
apresenta uma sequéncia de aminoacidos na forma de uma unidade tripeptidica, glicina-X-
hidroxiprolina ou glicina-X-prolina, 0 X representa um dos 20 aminoacidos padrdo. Em cada
uma de suas moléculas o coldgeno pode apresentar até trés cadeias diferentes que unidas
produzirdo o procolageno (DA SILVA; PENNA, 2012; HORN, 2008).

O procolageno apresenta em suas extremidades duas estruturas globulares de peptideos
com carbono (C-) e nitrogénio (N-) terminais. Ap0s ser secretado na matriz celular o

procolageno, atraves da acdo das enzimas C- e N- peptidases passa por um processo de clivagem
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das duas estruturas globulares ligadas as suas extremidades, formando o tropocolageno, que
apresenta forma helicoidal e se enrola uns aos outros gerando a hélice tripla (DA SILVA,
PENNA, 2012; HORN, 2008).

A unido de moléculas de tropocolageno pela forma de conformagdo torsa através de
associacOes lado a lado, que se estabilizam por interagdes eletrostaticas e hidrofdbicas, formam
as fibrilas. Na unido das fibrilas aparecem ligagdes cruzadas covalentes intermoleculares,
formadas por ligacbes peptidicas que promovem a interacdo entre 0s grupos aminos livres e 0s
grupos aldeidos, e sdo essas ligagcdes cruzadas que propiciam a forga tensora e a estabilidade
para as fibrilas.

As fibras de colégeno sdo formadas através da unido de um conjunto de fibrilas, estas
fibras também se organizam e formam os feixes, Fig. 6 (DA SILVA; PENNA, 2012; HORN,
2008).

O coléageno pode ser extraido dos tecidos de varias espécies de animais, como 0s peixes,
suinos e bovinos, através de tratamentos quimicos e térmicos. No Brasil é obtido,
principalmente, de subprodutos da industria da carne, como residuos do tecido subcutaneo e
derme (DA SILVA; PENNA, 2012).

Quando havia poucos dados objetivos e quantitativos disponiveis sobre a capacidade dos
biomateriais em reduzir a contracdo e o tempo de cicatrizacdo de ferimentos cutaneos Leipziger
et al. 1985 estudaram a utilizacdo de dois curativos poliméricos oclusivos, poliuretano
permeavel a O, (PUF) e hidrocoléide impermeavel a O, (HCD), e um curativo de matriz de
colageno no tratamento de um total de 96 ferimentos provocados em 16 suinos domésticos, 0s
ferimentos do grupo controle ndo foram submetidos a nenhum tratamento. Os estudos
demonstraram que os curativos PUF e HCD aumentaram a taxa de reparacdo dérmica, mas ndo
melhoraram a contracdo do ferimento quando comparado ao grupo controle. Os ferimentos

tratados com a matriz de colageno apresentaram uma maior taxa de reparagdo dérmica em
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relagdo ao controle e 0 mais importante reduziu significativamente a contragdo do ferimento
em relacdo a todos os grupos. A matriz de colageno foi degradada ao longo do processo de
cicatrizagdo (LEIPZIGER et al., 1985). A sequéncia de resposta celular, absorgcdo e
remodelagdo dessa matriz de colageno € idéntica ao mecanismo de cicatrizacdo dos ferimentos

cutaneos (PACHENCE, 1996).

Figura 6. Representacdo do processo de formacéo do colageno.
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2.5 CRIORETICULACAO

Diferentes métodos de reticulagdo podem ser realizados na obtencdo de curativos
cuténeos poliméricos, dos quais se deseja alcancar propriedades que possam manter imido o
local do ferimento evitando o seu ressecamento, absorver o exsudato, proteger contra a infecgdo
lateral, minimizar a necrose, estimular a cicatrizagdo e principalmente apresentar boa
biocompatibilidade e ndo ser tdxico (KAMOUN et al., 2015).

A reticulacdo do PVA pode ser realizada principalmente por reticulacdo quimica
utilizando, por exemplo, glutaraldeido (PEPPAS; HANSEN, 1982), hexametileno diisocianato
(KRUMOVA et al., 2000), reticulacdo induzida por radiacdo gama (EL SALMAWI, 2007,
PARK; NHO, 2003) ou ainda reticulacdo fisica que consiste na repeticdo de ciclos de
congelamento e descongelamento, processo denominado crioreticulcdo (HASSAN; PEPPAS,
2000a).

O melhor método utilizado para a reticulacdo do PVA quando este polimero é utilizado
na engenharia tecidual é a crioreticulacdo (RICCIARDI et al., 2004). A reticulacdo quimica
pode conter agentes quimicos toxicos, afetar a natureza das substancias associadas com o PVA
(KAMOUN et al., 2015) e ainda estarem sujeitos ao processo de lixiviacdo (HASSAN;
PEPPAS, 2000b).

Hassan e Peppas 2000b prepararam hidrogéis de PVA variando os seguintes parametros:
concentracdo das solugBes aquosas, nimero dos ciclos de congelamento e descongelamento e
a massa molar do PVA. Suas analises mostraram a existéncia de uma relacédo direta entre 0
aumento no numero de ciclos de congelamento e descongelamento com o grau da reticulagdo
fisica, 0 aumento de ciclos também serviu para reforcar os cristais existentes dentro da estrutura.
Amostras submetidas a menos ciclos apresentaram um maior grau de intumescimento. O

aumento da concentragdo das solugdes de PVA resultaram em um aumento no grau de
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cristalinidade e na estabilidade em relacdo ao intumescimento. E por Gltimo, um aumento na
massa molar do PVA produziu cristais com espessuras maiores e um alargamento da

distribui¢do do tamanho do cristal consequéncia do aumento da cadeia do PVA.

2.6 PVA, QUITOSANA E COLAGENO NA ENGENHARIA TECIDUAL

Na literatura é possivel encontrar muitos trabalhos que relatam a associacdo do poli
(&lcool vinilico) com a quitosana para aplicagdo biomédica. Visando aplica¢do no tratamento
de ferimentos cutaneos Costa-Junior et al. 2009 relataram a sintese, caracterizacao e analise de
biocompatibilidade de filmes n&o reticulados e reticulados quimicamente com diferentes
proporcdes de PVA e quitosana para um prospectivo uso na engenharia tecidual. Os resultados
da viabilidade celular, determinado pelo ensaio MTT, demonstraram que todas as matrizes de
PVA/quitosana, reticuladas quimicamente ou ndo, apresentavam boa biocompatibilidade. As
matrizes de PVAJ/quitosana foram ainda semeadas com células VERO que também
apresentaram boa adesdo, morfologia e propagacdo. As células VERO espalharam-se
regularmente pelas matrizes comprovando além da biocompatibilidade a ndo citotoxicidade das
amostras (DE SOUZA COSTA-JUNIOR; PEREIRA; MANSUR, 2009).

Outro trabalho também associou 0 uso do PVA com a quitosana e PVA, quitosana € o
farmaco minociclina visando sua aplicacdo no tratamento de ferimentos de pele. O trabalho
desenvolvido por Sung et al. 2010 tratou ferimentos no dorso de ratos SD com hidrogéis
reticulados por ciclos repetidos de congelamento/descongelamento. Esses hidrogéis
promoveram uma reducdo no tamanho do ferimento em até 90% ap6s 15 dias de uso, valor
significativamente maior que o controle. O hidrogel composto por PVA, quitosana e farmaco
apresentou cicatrizagdo com aspecto melhorado quando comparado aos demais curativos. Esta

cicatrizagdo melhorada foi atribuida as caracteristicas dos hidrogéis utilizados pois foram
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capazes de desenvolver um ambiente Umido e absorver o exsudado da superficie do ferimento
(SUNG et al., 2010).

Depois de produzir nanofibras pelo processo eletrospinning a partir de solucdes de
coldgeno puro, PVA/quitosana e PVA/quitosana/colageno Lin et al., 2103 avaliaram essas
matrizes nanofribosas quanto ao seu potencial uso como substituto de pele. Apos lavados e
expostos a luz UV discos de cada uma das matrizes foram semeados com células de fibroblastos
com o tempo de cultura de 10 dias. As anélises demostraram que as células aderiram, infiltraram
e se proliferaram nas trés superficies nanofibrosas e a maioria das células tinham forma
fusiforme tipica do fibroblasto apds o quarto dia. O crescimento do fibroblasto foi
significativamente maior para a matriz de PVA/colageno entre os dias 4 e 7, mas ap06s 10 dias
0 numero de células nas trés matrizes era semelhante. A ligagdo celular e a proliferagdo na
superficie dependem da topografia e da absorcdo de proteinas séricas, que por sua vez
dependem da carga superficial, da composi¢do e da humidade (LIN et al., 2013). As superficies
com caracteristicas microscopicas mais finas e maior rigidez sdo consideradas mais favoraveis
para a ligacdo e proliferacdo celular. Todas as trés matrizes do estudo apresentaram topografia
similar. A matriz de PVA/Colageno obteve o maior intumescimento e demonstrou uma
adsorcdo de proteina sérica melhorada em sua superficie, promovendo maior crescimento
celular durante os primeiros sete dias. Apds 10 dias as células haviam coberto a maioria das
superficies das matrizes atenuando o crescimento devido a inibi¢do do contato, portanto nesse
momento a quantidade de células das trés superficies eram semelhantes. Os autores concluiram
afirmando que as caracteristicas apesentadas pelas matrizes nanofibrosas permitiram o uso
destas para a recuperacao da pele e tecidos (LIN et al., 2013).

Peng et al., 2011 prepararam hidrogéis a partir de solu¢Ges de PVA e colageno através do
processo de liofilizagdo. Para verificar a seguranca bioldgica do hidrogel foram avaliados a

viabilidade e o crescimento celular pelo ensaio MTT e o teste de Alamar Blue, o teste de
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micronucleos foi utilizado para verificar a genotoxicidade e o teste de sensibilidade para
detectar a resposta alérgica a pele. Os resultados ndo demonstraram citotoxicidade significativa
contra as células de fibroblastos, a frequéncia dos micronucleos ndo apontou efeitos
genotdxicos e, também, ndo foi observado resposta alérgica na aplicacéo a longo prazo. Esses
resultados sugerem que o hidrogel de PVVA/colageno tem potencial para ser usado na engenharia

tecidual (PENG; SHEN, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais: poli (&lcool
vinilico) 99+% hidrolisado com massa molar (My) 85,0-124,0.10%g/mol (Sigma-Aldrich),
quitosana em po (Polymar), acido acético glacial P. A. (Ecibra), coldgeno com concentragédo de
émg/mL (Sigma-Aldrich), 4gar de Mueller Hinton, solucéo salina estéril de NaCl - 0,85%,
pentoxido de fosforo (Sigma-Aldrich), dgua destilada e ultra purificada. Também foram
utilizadas as culturas Staphylococcus aureus - ATCC 25923, Escherichia coli - ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853, e 0s agentes antimicrobianos Tobramicina 10ug e
Ampicilina 10ug. Todos os materiais utilizados ndo passaram por processos de purificagdo

adicionais.

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacéo do filme de PVA

O filme de PVA, Fig. 7A, foi preparado pela adicdo de 3,29 de PVA a 40mL de agua ultra
purificada com temperatura de 80°C (x3°C) e sob agitagdo magnética sendo que a adi¢éo do
PVA ocorreu em duas etapas, onde a segunda parte do material s6 foi adicionada ap0s a total
solubilizacdo da primeira. A temperatura e a agitacdo magnética foram mantidas até a obtencao
de uma mistura homogénea. A solucdo resultante foi vertida em duas placas de Petri e levadas
ao freezer com temperatura de -15°C (£2°C) para 0 processo de congelamento overnight e

posterior descongelamento de 8 horas. Repetiu-se este procedimento mais uma vez. Os dois
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processos de congelamento-descongelamento foram realizados para a crioreticulagdo do

material.

3.2.2 Preparacéao do filme de PVA/Quit

O filme de PVA/Quit, Fig. 7B, foi obtido através da solubilizagdo do PVA e da quitosana
em uma mesma solucdo. Inicialmente foram adicionados a 40mL de agua ultra purificada
0,4mL de acido acético glacial (1% v/v), ndo se obteve éxito na solubiliza¢do da quitosana em
solucBes com concentragcdes menores de 1% v/v de &cido acético. Entdo a solucdo foi aquecida
a uma temperatura de 80°C (x3°C) e sob constante agitacdo magnética adicionou-se a
quantidade de 0,32g de quitosana (10% m/m em relagdo ao PVA). Ap6s a completa
solubilizacdo da quitosana foram adicionados em duas etapas, 3,29 de PVA (8% m/v) a essa
solucdo que foi agitada até a completa solubilizacdo do PVA. A solucéo resultante também foi
vertida em duas placas de Petri e levadas ao freezer com temperatura de -15°C (£2°C) para o
processo de congelamento overnight e posterior descongelamento de 8 horas. Repetiu-se este
procedimento mais uma vez. Os dois processos de congelamento-descongelamento foram

realizados para a crioreticulacdo do material.

3.2.3 Preparacéo do filme PVA/Quit/Col

O filme de PVA/Quit/Col, Fig. 7C, foi obtido através da solubilizacdo do PVA, quitosana
e coldgeno em uma mesma solugdo. O volume de agua ultra purificada, as concentragdes de
acido acetico, quitosana e PVA, a temperatura da solucdo e o método de preparo foram o0s
mesmos utilizados na preparagdo da solucdo para a obtencdo do filme de PVA/Quit.

Adicionalmente, a solugdo de PVA e quitosana com temperatura de 35°C (£2°C) foram
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acrescentados 24mg de colageno (7,5% m/m em relacdo a quitosana) mantendo a agitacdo
magnética por mais 20 minutos. A solugdo resultante também foi vertida em duas placas de
Petri e passou pelos mesmos processos para a crioreticlugdo que as solugdes utilizadas no

preparo dos filmes de PVA e PVA/Quit.

Figura 7. (A) filme de PVA, (B) filme de PVA/Quit e (C) filme de PVA/Quit/Col.

3.2.4 Liofilizacao dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col

O processo de liofilizacdo foi realizado em um equipamento modelo K105 da marca
Liotop.

As placas de Petri com os filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col ainda congelados,
foram submetidas ao processo de liofilizag&o por 72 horas.

A liofilizagdo, também denominada de criosecagem ou criodesidratacdo, € um processo
de secagem que ocorre pela sublimagdo dos solventes, principalmente a 4gua. Este processo
ocorre em trés etapas: congelamento inicial, secagem primaria e secundéria, e sob condi¢Ges

especiais de baixa temperatura e pressdo (TERRONI et al., 2013).
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3.2.5 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR é amplamente utilizada para a caracterizacdo de polimeros,
identificando grupos especificos do material e possiveis interacfes entre eles.

Para a caracterizacdo do colageno, quitosana e os filmes de PVA, PVA/Quit e
PVA/Quit/Col liofilizados, a técnica de FTIR foi realizada na regido média (MIR), entre 400 e
4000cm™ com resolugdo de 4cm™ e 32 scans (KANIMOZHI; KHALEEL BASHA;
SUGANTHA KUMARI, 2016).

Os espectros de transmitancia foram obtidos através de um espectrofotdmetro modelo

spectrum 65 da marca Perkin EImer com acessorio de ATR.

3.2.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As medidas de DSC foram obtidas em um equipamento da marca TA Instruments modelo
Q20, sob atmosfera de nitrogénio com pressdo de 0,5bar e as amostras acondicionadas em
suporte hermético de aluminio.

Uma amostra de cada um dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col com massas de
12, 20 e 19mg, respectivamente. Foram agquecidas da temperatura ambiente até 250°C (primeiro
aquecimento) com taxa de aquecimento de 10°C.min, posteriormente foram resfriadas & uma
temperatura de -10°C, também com taxa de 10°C.min, e novamente aquecidas até a
temperatura de 250°C (segundo aquecimento) mantendo a taxa de aquecimento em 10°C.min!

(SHI et al., 2016).
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Amostra de quitosana com aproximadamente 10mg foi resfriada da temperatura ambiente
a uma temperatura de -10°C com taxa de 10°C.min e posteriormente aquecidas até 250°C com
taxa de aquecimento de 10°C.mint (SANTOS et al., 2003).

Para os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col foram utilizadas mais duas amostras de cada
um dos filmes. Essas amostras foram aquecidas da temperatura ambiente até 250°C (primeiro
aquecimento) com taxa de aquecimento de 10°C.min, posteriormente foram resfriadas até
0°C, também com taxa de 10°C.min. O segundo aquecimento foi realizado com duas taxas de
aquecimento diferentes 30°C.min"t e 50°C.min! até a temperatura de 250°C. As massas das
amostras variaram entre 5 e 6mg.

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm) € 0 grau de
cristalinidade, calculado segundo a equacéo 1 (SHI et al., 2016), dos filmes de PVA, PVA/Quit
e PVA/Quit/Col foram determinados utilizando os dados da curva do segundo aquecimento. Os

parametros de Ty € Tm também foram determinados para a amostra de quitosana.

Cristalinidade (%) = [(AHf)/(AH#)]x100 Eqg. 1
Onde: AHf = Entalpia de fusdo da amostra; AHs = Entalpia de fusdo tedrica supondo o

PV A 100% cristalino.

3.2.7 Termogravimetria (TG)

Nas analises termogravimétricas, as amostras sdo submetidas a uma variagdo constante
de temperatura enquanto a variagdo de massa é monitorada. As analises dos filmes de PVA,
PVA/Quit e PVA/Quit/Col foram realizadas em um equipamento da marca TA Instruments
modelo Q50, sob atmosfera de gas nitrogénio (N2) com fluxo de 100mL.min"* com as amostras

acondicionadas em suporte de platina e taxa de aquecimento de 10°C.min (JALVANDI et al.,
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2017). As curvas termogravimétricas e suas derivadas foram registradas no intervalo de
temperatura de 50 a 500°C e as massas das amostras variaram entre 12 e 20mg.

Para a quitosana a anélise também foi realizada sob atmosfera de gas nitrogénio (N2), mas
com fluxo de 40mL.mint. Amostra de 6mg foi acondicionada em suporte de platina e aquecida
com taxa de 5°C.mint (SANTOS et al., 2003). As curvas termogravimétricas e suas derivadas

foram registradas no intervalo de temperatura de 25 a 600°C.

3.2.8 Grau de intumescimento

Os testes de intumescimento foram realizados em triplicatas para os filmes de PVA,
PVA/Quit e PVA/Quit/Col, todos liofilizados. As amostras foram pesadas e colocadas em tubo
Falcon contendo 10mL de agua ultra purificada e mantidas em banho termostatico a uma
temperatura de 37°C (x1°C). As medigGes foram realizadas no intervalo de 2, 5, 10, 20, 40 e 60
minutos, mantidas, posteriormente, as pesagens de hora em hora até o tempo de 7 horas e depois
em 24, 48, 72 e 96 horas. Para a pesagem, as amostras eram retiradas do tubo Falcon e secas
com papel toalha afim de remover o excesso de dgua da sua superficie. A quantidade de agua

absorvida, expressa em porcentagem, foi determinada pela equacéo 2 (ALVES et al., 2016).

Intumescimento (%) = [(Ms — Md)/Md]x100 Eq. 2

Onde: Ms = massa da amostra intumescida; Md = massa da amostra seca.

3.2.9 Permeacao de vapor de agua

Os testes de permeacdo de vapor de agua foram realizados pelo sistema de pesagem

utilizando-se um copo de Payne, Fig. 8, no qual é colocado &gua destilada sob o filme



36

polimérico, sem que haja contato entre eles, e por fim o copo é vedado com anéis de borracha
e de metal. Para os testes foram utilizadas duas amostras de cada um dos filmes de PVA,

PVA/Quit e PVA/Quit/Col.

Figura 8. Copo de Payne. Os nimeros no desenho indicam: 1) — Espaco interno a rosca
para colocacdo do filme polimérico; 2) — Anéis de vedacgdo de borracha; 3) — Anel de

aluminio; 4) — Tampa do copo de Payne.

Fonte: (MORELLI; RUVOLO FILHO, 2010).

Apo6s a montagem, o conjunto foi colocado dentro de um dessecador na presenca de
pentoxido de fosforo (P20s), um agente dessecante, com a finalidade de gerar um gradiente de
pressdo, o qual permitird a permeacdo do vapor de agua através do filme polimérico. O
dessecador foi colocado dentro de uma estufa sob temperatura de 30°C (x2°C) com o objetivo
de manter sua temperatura interna constante. Inicialmente os copos de Payne foram pesados de
hora em hora até o tempo de 4 horas e depois uma vez ao dia até o tempo de 240 horas. A
variacdo da massa € diretamente proporcional a massa de dgua que passa através do filme
polimérico.

Para o calculo do coeficiente de permeabilidade (Pw), primeiramente calculou-se o valor
de (Am/At) que ¢ o coeficiente angular do grafico, variacdo de massa (Am) versus tempo (h).

Obtido isso, calculou-se o fluxo (J), equacéo 3, que foi determinado pela variacdo temporal da
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massa corrigida pela area do filme exposta e com uso da primeira lei de Fick que é a
proporcionalidade entre o fluxo de matéria e o gradiente de concentracdo (MORELLI;

RUVOLO FILHO, 2010).

Onde A = area da matriz polimérica.

Portanto, o coeficiente de permeabilidade (Pw) foi calculado pela equacéo 4.

_JL
H = 3o Eq. 4

Onde APv(T) = diferenca de pressdo de vapor numa dada temperatura; L = espessura da

amostra; T = 30°C; APy = 31,8 mmHg.

3.2.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para os ensaios de microscopia eletronica de varredura (MEV) os filmes liofilizados de
PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col foram congelados em nitrogénio liquido e fraturados. As
amostras foram colocadas em suporte apropriado e recobertas com ouro pelo método de
Sputtering em um metalizador da marca Quorum modelo Q150 Sputter Coater afim de torna-
las condutivas (ZHANG et al., 2007).

A captura das imagens ocorreu no microscopio eletronico de varredura da marca Zeiss

modelo Evomais.
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3.2.11 Anadlise antibiograma

O ensaio microbioldgico foi realizado pela técnica de difusdo com discos — CLSI 2015 e
teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes de PVA, PVA/Quit e
PVA/Quit/Col frente a diferentes espécies bacterianas (SAID et al., 2011).

Primeiramente uma alga bacterioldgica devidamente flambada e resfriada foi utilizada
para suspender as diferentes col6nias recentes (18-24h) na solucdo salina estéril até se obter
uma turvacgdo compativel com o grau 0,5 da escala Mac Farland (1.10° UFC/mL).

Ap0s este procedimento molhou-se um swab estéril na suspencdo de Escherichia coli -
ATCC 25922 que depois de retirado o seu excesso foi esfregado ao longo da superficie do agar
em placa de Petri sem deixar qualquer falha, a operacao foi repetida virando a placa em angulos
de 45°. A esta placa com o auxilio de uma pinca levemente flambada e fria foram adicionados,
com leve compressdo, um disco controle com Ampicilina 10pg e os discos dos filmes de PVA,
PVA/Quit e PVA/Quit/Col tratados previamente com luz UV.

O mesmo procedimento foi repetido para as suspencdes de Staphylococcus aureus -
ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 com uma Unica diferenca, o agente
antimicrobiano utilizado. Para essas duas suspencdes utilizou-se um disco com Tobramicina
10pg.

O processo de incubacgéo iniciou-se depois de dois minutos do acondicionamento dos

discos sobre a placa e ocorreu com as placas invertidas sob temperatura de 37°C por 18 horas.
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Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos a partir das analises de FTIR,

DSC, TG, intumescimento, permeacdo de vapor de agua, MEV e andlise antibiograma, além

das discussdes desses resultados.

4.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A técnica de FTIR é uma das mais utilizadas e importantes para a caracterizacdo dos

materiais. Primeiramente foram analisados os materiais separadamente, cujos espectros de

infravermelho para o colageno, quitosana e PVA estdo apresentados nas Fig. 9, Fig. 10 e Fig.

11, respectivamente.

Figura 9. Espectro de absorc¢do no infravermelho por transformada de Fourier para o
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Para o colageno foram identificadas as seguintes bandas principais: 1238cm™ referente
as vibragbes no plano da amida Ill, consequéncia do estiramento C-N e a deformacdo N-H
(PON-ON et al., 2014); 1446cm™ correspondente a estereoquimica dos anéis pirrolidinicos
(TONHI; PLEPIS, 2002); em 1543cm™ devido as vibragdes no plano da ligagcdo N-H e ao
estiramento C-N da amida 11 (HORN, 2008); 1636cm™ refere-se ao estiramento da carbonila
(C=0) para a amida | (KARMAKAR et al., 2017); e 3300cm™ devido ao estiramento O-H

(HORN, 2008).

Figura 10. Espectro de absorcéo no infravermelho por transformada de Fourier para a

quitosana.
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Para a quitosana, Fig. 10, foram identificados as seguintes bandas: 894 e 1153cm™ estdo
relacionadas a estrutura da sacarina (CHOO et al., 2016); 1256cm™ é associado com a vibragio
de flexdo O-H e 1066cm™ ¢ atribuido ao estiramento C-O ambos do aminoacido mais fraco
(CHOO et al., 2016); 1315cm™ referente ao estiramento do grupo -CO-N (HORN, 2008);
1377cm™ é devido a deformagdo simétrica do CHs (NAVEEN KUMAR et al., 2010);

1425cm™* devido a deformagéo angular do C-H (SANTOS; SILVA; LEITE, 2016); 1539cm™
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corresponde a dobragem de N-H da amida 11 (CHOO et al., 2016); em 1580cm™ refere-se ao
estiramento N-H da amida 1l (HORN, 2008); 1646cm™ devido ao estiramento N-H da amida |
(PON-ON et al., 2014); 2871cm™ ¢ atribuido a vibragdo simétrica e 2926cm™ a vibragio
assimétrica do estiramento C-H (SANTOS; SILVA; LEITE, 2016); e a banda entre 3200 e
3450cm ¢ atribuida as vibragGes do estiramento O-H e N-H (CHOO et al., 2016).

Para o espectro de PVA, Fig. 11, uma banda larga tipica do PVA é observada entre 3600
e 3100cm™ relacionada com o estiramento do O-H das fortes ligagbes de hidrogénio
intermoleculares e intramoleculares (SANTOS; SILVA; LEITE, 2016); na faixa de 2950 a
2850cm? refere-se ao estiramento do C-H do grupo alquila (FERNANDES, 2013); 1650 e
1330cm™ sdo atribuidas aos estiramentos C=0 e C-O dos grupos acetatos remanescentes do
PVA (RASIA, 2014); 1554cm™ é referente a vibragdo do estiramento C=C (CHOO et al.,
2016); 1421cm™ ¢ atribuido a vibracdo de flexdo do OH do grupo hidroxila (CHOO et al.,
2016); 1090cm™* corresponde ao estiramento C-O enquanto a banda de 820cm™ ¢ atribuida a

vibracédo do estiramento C-C (CHOO et al., 2016).

Figura 11. Espectro de absor¢do no infravermelho por transformada de Fourier para o

filme PVA.
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Ao analisar os espectros dos filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col, Fig. 12 — apéndice A,
observou-se uma pequena diminuicdo na intensidade da banda entre 3600 e 3100cm™
comparado ao filme de PVA. Em seus trabalhos Costa Jr. et al., 2008 e Santos et al., 2016
produziram e analisaram blendas com diferentes concentragdes de PVA e quitosana e
associaram essa diminuicdo a adi¢do da quitosana ao PVA, ou seja, ao aumento do teor de
quitosana nas blendas devido a uma possivel vibragdo do estiramento -OH do PVA com grupos
-NH secundérios da quitosana.

Para a banda 1539cm?, referente a vibragcdo do N-H da amida Il, da quitosana foi
observado uma diminuigéo da intensidade quando comparado ao filme de PVA/Quit e auséncia
no filme de PVA/Quit/Col comportamento atribuido a adi¢cdo do PVA como descrito por Choo
et al., 2016. Também com a adicdo de PVA, a banda 1066cm™, associado a vibragdo do
estiramento C-O da quitosana foi deslocada para um comprimento de onda mais elevado, o que
provavelmente resultou no aumento da intensidade da banda 1090cm™ nos filmes de PVA/Quit
e PVA/Quit/Col.

Adicionalmente, observou-se nos filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col um aumento na
intensidade da banda 2950cm™ correspondente ao estiramento do C-H do grupo alquila
(FERNANDES, 2013) quando comparado ao filme de PVA, comportamento também relatado
por Choo et al., 2016.

Nos filmes de PVA/Quit/Col e PVA/Quit com uma maior intensidade, também foi
possivel observar o aparecimento de uma banda em 1705cm™ atribuido a presenca do dimero
de éacido carboxilico devido ao uso do &cido acético na dissolugdo da quitosana (WANG,;
TURHAN; GUNASEKARAN, 2004).

As alteracdes observadas nas bandas dos filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col quando
comparado as bandas caracteristicas do filme de PVA e da quitosana indicam uma interacdo

entre os polimeros PVA e quitosana. A causa mais provavel é a formacdo de ligacGes
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intermoleculares do tipo ligagdo de hidrogénio entre os grupos -OH e -NH da quitosana e 0s
grupos -OH do PVA (CHOO et al., 2016).

Para o filme de PVA/Quit/Col ndo foram observadas alteragfes, quando comparado ao
filme de PVA/Quit que pudessem ser atribuidas a presenca do coldgeno e também néo foi
possivel identificar bandas caracteristicas do coldgeno no filme de PVA/Quit/Col.
Comportamento atribuido provavelmente a baixa concentracdo de colageno utilizado na

preparagéo do filme de PVA/Quit/Col.

Figura 12. Espectro de absorgéo no infravermelho por transformada de Fourier da

quitosana, colageno e os filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col.
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4.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A Fig. 13 apresenta os termogramas para as amostras de quitosana e os filmes de PVA,

PVA/Quit e PVA/Quit/Col.

Para o filme de PVA, um polimero semicristalino, o termograma obtido refere-se ao

segundo aquecimento. A temperatura de transicao vitrea (T4) de 76°C e a temperatura de fusdo
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(Tm) de 230°C, estéo de acordo com a literatura, que apresentam Ty em torno de 88°C e T, de
aproximadamente 212°C, as variagOes estdo associadas ao grau de hidrolise e a massa molar do
polimero (RASIA, 2014).

A amostra de quitosana apresentou uma temperatura de transicéo vitrea (Tg) de 67°C que
estd de acordo com o apresentado por Jridi et al.,2014. No entanto, Qiao et al.,2017 relataram
diferentes valores de Ty para a quitosana e afirmaram que estas diferengas estavam associadas
amassa molar, ao grau de desacetilacéo, a cristalinidade, entre outros (JRIDI et al., 2014; QIAO
etal., 2017). A temperatura de fusdo (Tm) encontrada foi de 163°C.

De acordo com a literatura o colageno, por tratar-se de uma proteina, apresenta
temperatura de desnaturacdo (Tq) em torno de 45°C. A T4 reflete a transformacao da tripla hélice

em uma estrutura aleatéria (RODRIGUES; MARTINS; PLEPIS, 2006; TIAN; LIU; LI, 2016).

Figura 13. Termogramas para a quitosana e os filmes de PVA, PVA/Quit e

PVA/Quit/Col sob taxa de aquecimento de 10°C.min™.
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Na tabela 1 sdo apresentados os valores de Tg e Tm obtidos a partir dos termogramas

mostrado na Fig. 13.
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Tabela 1. Valores de Ty e Tm para as amostras de quitosana e os filmes de PVA,

PVA/Qui e PVA/Quit/Col sob taxa de aquecimento de 10°C.min™.

Amostras Tg(°C) Tm (°C)
PVA 76,0 230,0
Quitosana 67,0 163,0
PVA/Quit 79,0 209,0
PVA/Quit/Col 79,0 212,0

Para os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col os termogramas obtidos na taxa de
aquecimento de 10°C.mint apresentaram os mesmos valores de Tq (79°C) e Tm de 209 e 212°C,
respectivamente. Os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col praticamente ndo apresentaram
alterac6es na Tq quando comparado ao filme de PVA. Mas verifica-se uma diminui¢éo da Tm
dos filmes de PVA/Quit (209°C) e PVA/Quit/Col (212°C) também quando comparado ao filme
de PVA (230°C). Esta diminuicdo na Tm pode estar associada a reducdo da cristalinidade,
dificuldade de organizacdo do PVA em estruturas cristalinas, apds a adicdo da quitosana,
semelhante as apresentadas no filme de PVA. Devido a isso, predomina-se a formacdo de
estruturas cristalinas que requerem uma menor quantidade de energia para fundi-las, quando
comparado com as estruturas cristalinas do filme de PVA. Dessa maneira, a temperatura de
fusdo das amostras de PVA/Quit e PVA/Quit/Col diminuem em relacdo ao filme de PVA.

Observa-se, também, que o pico de fusdo acentuado e bem definido no filme de PVA
desaparece, dando lugar a um pico mais largo para os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col,
com reducdo da area cristalina, ou seja, indicando que a presenca da quitosana promoveu uma
reducdo no grau de cristalinidade dos sistemas quando comparado ao filme de PVA.

O grau de cristalinidade foi determinado a partir da equacdo 1 e os valores estdo

apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Valores de entalpia de fuséo e cristalinidade para os filmes de PVA,

PVA/Qui e PVA/Quit/Col.

Filme Entalpia de fusdo (J/g) Cristalinidade (%)
PVA 50,6 36,5
PVA/Quit 21,7 15,6
PVA/Quit/Col 25,1 18,2

* O valor da entalpia de fusdo tedrica supondo o PVA 100% cristalino, utilizado para esse calculo foi de 138,6 J/g
(SHI et al., 2016).

Por fim, os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col foram submetidos a mais duas anélises
com maiores taxas de aguecimento. Taxa de 30°C.min, Fig. 14, e 50°C.min%, Fig. 15. Nos
dois termogramas, assim como no termograma com taxa de 10°C.min, Fig. 13, foi observado
a presenca de uma Unica Tg e Tm indicando a miscibilidade dos filmes de PVA/Quit e

PVA/Quit/Col (JRIDI et al., 2014).

Figura 14. Termogramas para os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col sob taxa de

aquecimento de 30°C.min,
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Figura 15. Termogramas para os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col sob taxa de

aquecimento de 50°C.mint,
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4.3 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

As curvas termogravimétricas das amostras de quitosana e dos filmes de PVA, PVA/Quit
e PVA/Quit/Col, Fig. 16, mostraram duas regides de perda de massa para a quitosana e trés
regides para os filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col.

Figura 16. Curvas TG da quitosana e dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col.
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O primeiro estagio de perda de massa é observado préximo da regido de 60°C para a
quitosana, 100°C, 125°C e 130°C para os filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col,
respectivamente. Este primeiro estagio normalmente é atribuido a perda de dgua (CHOO et al.,
2016). O PVA apresentou a menor perda de massa 2,8% indicando que tinha o menor teor de
agua em sua estrutura. A quitosana apresentou a maior perda de massa 10,9%, demonstrando
uma maior quantidade de dgua em sua estrutura, uma vez que a amostra ndo passou pelo
processo de liofilizagdo realizado nos filmes. Os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col
apresentaram valores proximos de 6,4% e 5,6%, respectivamente. Valores que indicam um
maior teor de &gua quando comparado ao filme de PVA e menor em relacdo a quitosana.

O segundo estagio de perda de massa 56,8% da quitosana é atribuido ao processo de
degradacdo e ocorreu proximo da regido de 275°C. Para o filme de PVA a degradacéo ocorreu
proximo da regido de 270°C com perda de massa de 69,2%. O Filme de PVA/Quit teve perda
de massa de 54,1% proximo da regido de 350°C e o filme de PVA/Quit/Col apresentou uma
perda de massa proxima ao filme de PVA/Quit com valor de 50,3% e também préximo da
regido de 350°C.

Adicionalmente, o terceiro estagio de perda de massa, normalmente é relacionado aos
produtos da degradacdo e foi de 14,6% para o filme de PVA proximo da regido de 430°C. O
filme de PVA/Quit apresentou uma perda de massa de 10,2% proximo da regido de 425°C e 0
filme de PVA/Quit/Col com perda de massa de 13,0% préximo da regido de 420°C.

Além de observar os estagios de degradacdo dos filmes, foi possivel analisar, também, a
estabilidade térmica dos mesmos. Assim, de acordo com o observado na Fig. 16, os filmes de
PVA/Quit e PVA/Qui/Col apresentaram maior estabilidade térmica quando comparado ao filme
de PVA. Isso é um indicio da interacdo entre a quitosana e o PVA, corroborando com o que foi

observado na analise de FTIR.



49

A temperatura maxima de degradacdo (Tpico) da quitosana e dos filmes de PVA,
PVA/Quit e PVA/Qui/Col foi determinada através da curva termogravimétrica derivada (DTG)

—apéndice A — e os valores séo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Valores da temperatura maxima de degradagdo (DTG) para a quitosana e 0s

filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Qui/Col.

Amostras Thico (°C)
PVA 235
Quitosana 278
PVA/Quit 296
PVA/Qui/Col 296

44 GRAU DE INTUMESCIMENTO

A capacidade de absorver gua, ou seja, o intumescimento dos filmes de PVA, PVA/Quit
e PVA/Quit/Col foram determinados de acordo com a equacao 2.

O filme de PVA atingiu seu maximo de intumescimento com 7 horas de imersdo, com
um grau de 163%, apds esse tempo o grau de intumescimento diminuiu gradualmente até 155%
em 96 horas, Fig. 17.

Para o filme de PVA/Quit/Col o grau maximo de intumescimento foi de 355% apos 4
horas de imerséo, também houve uma diminuicéo gradativa depois do intumescimento maximo
chegando a 300% no tempo de 96 horas, Fig. 17.

Entre os filmes analisados o que apresentou 0 maior grau de intumescimento foi o filme
de PVA/Quit com um valor de 411% depois de 6 horas de imersdo. Este filme apresentou o
mesmo comportamento de diminuicdo apds atingir grau maximo de intumescimento com o

valor de 378% apds 96 horas de imersao, Fig. 17.
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Figura 17. Grafico do intumescimento dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col
aplicado o desvio padréo.
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O comportamento observado nos trés filmes para a diminuicdo do grau de
intumescimento depois de atingir o seu valor méaximo, Fig 17, pode estar associado as
caracteristicas do PVA. Por ser um polimero hidrofilico, a absor¢&o de agua pelos filmes podem
resultar em uma troca de interacGes entre os grupos hidroxilas da cadeia de PVA por interagdes
entre os grupos hidroxilas e &gua promovendo a perda de massa pela provavel dissolucéo do
PVA durante o processo de intumescimento (SIMOES, 2011).

A capacidade de absorcédo de agua dos filmes analisados depende, dentre outros fatores,
do grau de cristalinidade. Estruturas que apresentam uma maior porcentagem de cristais
imp&em uma maior barreira para o processo de difusdo da agua, devido a maior tortuosidade
gerada no sistema. Na difusdo ocorre a migragdo das moléculas de agua, devido a formacéo de
uma forca termodindmica causada por um gradiente de concentracdo, de um local mais
concentrado para um de menor concentragdo (RASIA, 2014). Este comportamento é observado
nos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col. O filme de PVA apresentou o maior grau de

cristalinidade com o valor de 36,5%, desta forma, imp0s a maior barreira para a difusdo da agua
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entre os trés filmes estudados resultando na menor capacidade de absor¢do de &gua, 163% de
grau de intumescimento. O filme de PVA/Quit demonstrou a maior capacidade de absorcdo de
agua atingindo um grau de intumescimento de 411%, valor significativamente maior que o
apresentado pelo filme de PVA, resultado atribuido ao menor grau de cristalizacdo (15,6%),
consequentemente a menor barreira imposta a difusdo da 4gua. Para o filme de PVA/Quit/Col
também foi observado um grau de intumescimento (355%) significativamente maior que o
PVA, mas um pouco abaixo quando comparado ao filme de PVA/Quit, novamente este
comportamento pode ser atribuido ao grau de cristalinidade (18,2%) que € um pouco maior
daquele apresentado pelo filme de PVA/Quit e menor que o apresentado pelo filme de PVA.
Adicionalmente, outro fator que pode ter contribuido para 0 menor grau de intumescinto do
filme de PVA/Quit/Col em relagdo ao filme de PVA/Quit é uma provavel liberacdo gradativa
do colageno para a 4gua, durante o processo de intumescimento, no qual hd um inchamento da
molécula e, consequentemente, um aumento do volume livre entre as cadeias dessa
macromolécula. Essa liberacdo do colageno também pode estar associada ao fato de nédo ser
possivel identificar bandas que indicassem a interacdo do coldgeno com os outros polimeros
através de analise de FTIR.

Um maior grau de intumescimento representa uma maior capacidade de absorcdo dos
exsudados da sua superficie dos ferimentos cutaneos, fator bastante relevante no processo de
cicatrizacdo (SUNG et al., 2010).

A taxa de intumescimento foi determinada através da inclinacdo da reta, nos tempos
iniciais de ensaio, nas curvas de intumescimento, Fig. 17. A maior taxa de intumescimento de
753,2mg.h foi identificada no filme de PVA/Quit, o qual apresentou 0 menor grau de
cristalinidade (15,6%). O Filme de PVA/Quit/Col obteve uma taxa de intumescimento de
490,4mg.ht com um grau de cristalinidade (18,2%). E o filme de PVA apresentou a menor taxa

de intumescimento de 64,7mg.h associado ao maior grau de cristalinidade (36,5%). Os valores
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da taxa de intumescimento apresentam uma relacdo com o grau de cristalinidade, ou seja,
quanto maior a cristalinidade menor é o valor da taxa de intumescimento. Isso ocorre pois,
quanto maior a cristalinidade maior é a dificuldade das moléculas de agua entrarem no filme

polimérico.

45 PERMEAGCAO DE VAPOR DE AGUA

O processo de transporte de pequenas moléculas através de membranas poliméricas
ocorre devido ao movimento aleatorio das moléculas individuais e poderia ser descrito da
seguinte maneira: inicialmente as moléculas do gas sdo adsorvidas na superficie do polimero,
dissolvendo-se nesse local, sendo estabelecido um rapido equilibrio entre as duas partes (gas e
matriz polimérica). Em seguida as moléculas do penetrante dissolvido se difundem atraves da
membrana, via um mecanismo de movimento aleatério. E, por fim, as mesmas sao dessorvidas
na outra face da matriz polimérica.

Os resultados da analise de permeacdo de vapor de agua realizada pelo método de
pesagem foram determinados conforme o descrito em 3.2.9 e representam a média da variacao
da massa perdida (Am) aplicado o desvio padrdo em func¢édo do tempo (t), Fig. 18.

Analisando a Fig. 18 sdo observadas duas regides com caracteristicas distintas. A primeira
até 4 horas onde se inicia 0 processo de permeacdo a qual é utilizada para obter os valores do
fluxo e posteriormente o coeficiente de permeabilidade. A segunda regido se encontra no
intervalo de 4 até aproximadamente 200 horas de ensaio, sendo possivel observar que o filme
de PVA apresentou a maior variagcdo de massa, indicando que houve uma maior passagem de
agua através do mesmo. Por outro lado, os filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col ndo
apresentaram variacdo de massa, considerando o desvio padréo, entre eles, e quando comparado

ao filme de PVA, foi menor. Isso indica que a adicdo do colageno ndo influenciou de forma
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significativa a estrutura do filme de PVA/Quit/Col em relagdo ao filme de PVA/Quit. Apés o
tempo de 200 horas ndo foi mais possivel observar o comportamento anterior, pois comega um
processo de perda de contato, entre os filmes e o copo de Payne, prejudicando a capacidade de

isolamento do sistema permitindo a passagem do vapor de agua pelas frestas geradas.

Figura 18. Gréfico da média da variagcdo da massa perdida (Am) aplicado o desvio

padréo em funcéo do tempo (t) dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col.
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Na tabela 4 sdo apresentados os valores da area (A), espessura (L), coeficiente

angular (B), fluxo (J) e o coeficiente de permeabilidade (P).

Tabela 4. Valores da area (A), espessura (L), coeficiente angular (B), fluxo (J) e o

coeficiente de permeabilidade (Pn) para os filmes de PVA, PVA/Qui e PVA/Quit/Col.

Amostra Acm? | L(m) | B(g.hY) | J(g/h.cm?) P (Barrier)
(10-8.cm®.cm/s.cm2.cmHg)
PVA 7,06 0,063 0,0206 2,9171.10°° 1605,3
PVA/Quit 7,06 0,039 0,0115 1,6311.10°% 555,6
PVA/Quit/Col 7,06 0,047 0,0130 1,8462.10° 757,9
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De acordo com o relatado por Duncan, 2011 o processo de transporte de pequenas
moléculas através das membranas poliméricas € afetado por diversos fatores como: o grau de
cristalinidade, caracteristicas estruturais das cadeias laterais poliméricas, grau de ramificacdo
ou de ligacdo cruzada, massa molar do polimero, concentracdo do penetrante, tamanho
molecular do penetrante, polaridade do penetrante, condensabilidade do penetrante, afinidade

quimica entre o penetrante e a matriz polimérica (DUNCAN, 2011).

Figura 19. Gréfico do coeficiente de permeabilidade (P+) ao vapor de agua dos filmes

de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col.
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Analisando os dados do coeficiente de permeabilidade mostrados na Tabela 4 e na
Fig. 19, observa-se que o filme de PVA apresentou o maior valor. Diferentemente do constatado
no ensaio de intumescimento onde o maior grau de cristalinidade do filme de PVA resultou no
menor intumescimento, para o coeficiente de permeabilidade o0 mesmo efeito ndo foi verificado.
Isso provavelmente ocorreu porgue os filmes precisaram ser intumescidos previamente antes
da montagem do sistema, devido & dificuldade de preparagdo encontrada para os filmes

liofilizados, os quais apresentavam uma rigidez que inviabilizava seu manuseio para o corte nas
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dimensdes requeridas e, além disso, prejudicava o contato entre os anéis de vedacdo e o filme.
Sendo assim, possivelmente o grau de cristalinidade ndo exerceu a mesma influencia na parte
inicial do ensaio de permeag&o como ocorreu no ensaio de intumescimento.

O maior coeficiente de permeabilidade apresentado pelo do filme de PVA quando
comparado aos filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col pode estar associado a uma maior
interacdo entre a 4gua (penetrante) e o PVA devido a maior caracteristica polar desse material
em relacdo a quitosana. Portanto a adi¢do da quitosana diminui a interacdo entre a 4gua e 0
PVA devido a sua menor hidrofilicidade. Shahbazi et al., 2016 também verificaram que a
adicdo da quitosana ao filme de PVVA aumenta a barreira ao vapor de dgua dessa mistura quando

comparado ao filme de PVA (SHAHBAZI et al., 2016).

46 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias, Fig. 20, dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col foram realizadas
na superficie da regido criofraturada. A superficie de fratura do filme de PVA apresenta um
aspecto mais irregular mostrando uma maior deformacdo na fratura quando comparado aos
filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col. Indicando que o filme de PVA apresenta uma
caracteristica mais tenaz em relacéo aos outros filmes.

Além disso, foi possivel observar, Fig. 20, que ndo houve separacdo de fases entre 0 PVA
e a quitosana nos filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col indicando a boa interacdo entre esses
materiais. Isso reforga, juntamente com as anlises de DSC a ideia que houve miscibilidade

entre os materiais.
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Figura 20. Micrografias dos filmes de PVA (A), PVA/Quit (B) e PVA/Quit/Col (C) com

aumento de 1000 vezes.
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4.7 ANALISE ANTIBIOGRAMA

O ensaio de sensibilidade microbiana dos filmes de PVA, PVA/Quit e PVA/Quit/Col e
0s agentes antimicrobianos foram realizados mediante a técnica de difusdo com discos de
antibiograma (CLSI, 2015). Nesta técnica é utilizado o didmetro do halo formado ao redor dos
discos de controle positivo e do material de estudo, que também possui formato circular e
mesmo didametro do controle positivo para determinar se a bactéria utilizada na anélise é
sensivel, intermediario ou resistente aos filmes e aos antimicrobianos testados.

Para a Tobramicina 10ug as bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 mostraram-se sensiveis, pois houve a formacéo de halos
maiores que 18mm, Fig. 21. A bactéria Escherichia coli ATCC 25922 também se apresentou
sensivel ao antibiograma Ampicilina 10pug com a formacdo de um halo maior que 17mm,

Fig. 21.

Figura 21. Analise antibiograma em diferentes bactérias. (A) Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, (B) Staphylococcus aureus ATCC 25923 e (C) Escherichia coli ATCC 25922.
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O filme de PVA n&o apresentou formagdo de halos a nenhuma das bactérias analisadas,

Fig. 21.
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Embora trabalhos descritos na literatura demonstrem a capacidade inibidora e até
bactericida da quitosana (JUNG ET AL., 2007; NGUYEN; CHUNG; PARK, 2011), os filmes
de PVA/Quit e PVA/Quit/Col também ndo apresentaram qualquer acdo inibidora as bactérias
analisadas, observado pela completa auséncia de halos, Fig. 21.

A auséncia da formacéo de halos nos filmes de PVA/Quit e PVA/Quit/Col indica que a
concentracdo de quitosana utilizada na preparacao desses filmes foi insuficiente para inibir o
crescimento das bactérias analisadas. Outro fator que pode ter contribuido para a auséncia de
halos é relatado por Yang et al. 2004 onde a quitosana teve sua capacidade antibacteriana

diminuida na presenga do PVA (YANG et al., 2004).
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5  CONCLUSOES

Os espectros de FTIR do filme de PVA/Quit/Col demonstraram alteragdes quando
comparado aos espectros do filme de PVA e quitosana indicando que ocorreu uma interagdo
entre esses dois polimeros no filme, mas ndo apresentou alteracdes que pudessem ser atribuidas
a adicdo do colageno quando comparado ao filme de PVA/Quit.

A caracterizacdo térmica pelo DSC do filme de PVA/Quit/Col apresentou valores unicos
de Tqg € Tm mesmo apés aquecimento a taxas mais elevadas indicando que ocorreu uma
miscibilidade entre o PVA e a quitosana. Nos filmes de PVA/Quit/Col e PVA/Quit verificou-
se uma reducdo no grau de cristalinidade quando comparado ao filme de PVA.

A termogravimetria mostrou uma maior estabilidade térmica do filme de PVA/Quit/Col
quando comparado ao filme de PVA reforcando a hipdtese de que ocorreu uma interacao entre
0 PVA e a quitosana.

O filme de PVA/Quit/Col apresentou um grau de intumescimento significativamente
maior que o filme de PVA, mas, menor em relacdo ao filme de PVA/Quit. Este fato pode estar
associado a cristalinidade apresentada pelo filme, menor em relacdo ao filme de PVA e maior
em relacdo ao filme de PVA/Quit.

As micrografias obtidas por MEV para o filme de PVA/Quit/Col apresentaram um
aspecto homogéneo, também apresentado pelo filme de PVA/Quit, indicando que ndo houve
separacdo de fase entre o PVA e a quitosana.

O filme de PVA/Quit/Col, assim como os outros, submetidos a analise antibiograma, ndo
apresentou acdo inibidora as bactérias analisadas, observado pela auséncia de halos.
Consequéncia da provavel baixa concentracdo de quitosana utilizada na preparacéo dos filmes

e da presenca do PVA.
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O filme de PVA/Quit/Col apresenta caracteristicas que estimulam a continuidade dos

estudos para a aplicacdo desse material na engenharia tecidual.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Trabalhos futuros podem ser realizados envolvendo:

e Teste de biocompatibilidade, a andlise in vitro de citotoxicidade visa investigar o0s
possiveis efeitos adversos do filme de PVA/Quit/Col em meio celular.

e Estudo invivo para verificar a resposta de cicatrizacdo frente ao filme de PVA/Quit/Col.

e Ensaio mecanico — modulo tracdo sob diferentes taxas de intumescimento com o
objetivo de avaliar o comportamento mecanico (tensdo maxima de tracdo, deformacéo
especifica e modulo de elasticidade) do filme de PVA/Quit/Col.

e Investigar o método mais adequado para a esterilizacdo do filme de PVA/Quit/Col e

seus possiveis efeitos sobre as propriedades desse filme.
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APENDICE - A

Figura 1A. Espectro de absorcao no infravermelho por transformada de Fourier para o

filme de PVA/Quit.
1004
P
T \
! |
\ |
o )
é \\ .rr\ { i I\ ,‘\
\ f Il
= 80 | I/ Wi
3 | fod ‘ /1
= | | [ \
< | oy | ) |
4 | L P
=] v Y | ‘
= \ e
AV I
60 - T \
IR
! .
‘ /
|
.
40 V |

T T T T r T T . T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm_l)

Figura 2A. Espectro de absorcao no infravermelho por transformada de Fourier para o

filme de PVA/Quit/Col.
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Figura 3A. Curva termogravimétrica derivada (DTG) para a quitosana.
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Figura 4A. Curva termogravimétrica derivada (DTG) para o filme de PVA.
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Figura 5A. Curva termogravimétrica derivada (DTG) para o filme de PVA/Quit.
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Figura 6A. Curva termogravimétrica derivada (DTG) para o filme de PVA/Quit/Col.
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