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RESUMO

Dallan, P.R.M. — Sintese e caracterizacdo de membranas de quitosana para aplicacdo na regeneragédo de
pele. Tese (Doutorado) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2005.

A quitosana é um polissacarideo atdxico, biocompativel e biodegradavel, que possui propriedades
antimicrobiana e cicatrizante e, em decorréncia destas propriedades, apresenta grande potencial de uso na
confecgao de biomateriais. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a realizagdo de um estudo sistematico
quanto a influéncia da concentracdo da solucdo de partida de quitosana no custo e nas caracteristicas fisicas
(morfologia, espessura, grau de hidratagéo e cristalinidade), mecanicas (resisténcia mecanica e ductilidade) e
biologicas (resisténcia a degradagado enzimatica, adesdo e proliferacdo celular) de membranas densas de
quitosana para uso no tratamento de queimaduras, bem como quanto ao efeito da substituicdo de parte da
quitosana utilizada na formulagdo dos materiais por quitina e/ou glicerol. A influéncia da técnica de
esterilizagdo nas caracteristicas das membranas sintetizadas (morfologia, espessura, propriedades mecanicas
e citotoxicidade) foi avaliada utilizando-se trés diferentes agentes de esterilizagdo (etanol a 70%, 6xido de
etileno e radiagdo gama). O 6xido de etileno foi aquele que apresentou os resultados mais promissores em
termos de manutengéo das caracteristicas iniciais dos biomateriais sintetizados, sendo, portanto, selecionado
como o agente de esterilizagdo das membranas de quitosana obtidas ao longo do desenvolvimento deste
trabalho. O estudo sistematico das caracteristicas das membranas densas de quitosana contendo quitina e/ou
glicerol em suas composi¢des mostrou que o uso de uma solugéo de quitosana mais concentrada (2,5% m/m)
eleva o custo das membranas, mas, em contrapartida, confere a estes materiais, maior espessura no estado
umido, resisténcia mecénica e ductilidade além de dificultar a degradacao dos mesmos quando em presenca
da enzima lisozima, caracteristica esta importante quando do uso destes materiais como curativos
temporarios ndo biodegradaveis. A substituicdo de parte da quitosana por quitina permite a obtencédo de
membranas de menor custo, porém com capacidade de absor¢do de liquidos e propriedades mecanicas
inferiores as observadas para as membranas formadas exclusivamente por quitosana. Tal substituicao
promove ainda aumento da espessura (seca e Umida) dos materiais bem como redugdo na cristalinidade dos
mesmos, além de torna-los mais susceptiveis a agéo da lisozima. Assim como quando da substituigdo por
quitina, o uso do glicerol reduz o custo das membranas bem como a espessura Umida, a cristalinidade e o
tempo de degradagédo das mesmas quando em presenca da lisozima. Nenhuma das composi¢des sintetizadas
mostrou-se favoravel a adesdo de células Vero em suas superficies. A analise global dos resultados indicou
que a maioria das composicdes apresentou caracteristicas adequadas para utilizagdo como curativos
temporarios ndo biodegradaveis sendo as membranas compostas somente por quitosana e obtidas a partir de
uma solugdo a 2,5%, aquelas que mostraram os resultados mais promissores de uso para esta finalidade.
Ensaios complementares de determinacdo da permeabilidade destes materiais ao vapor d’agua e ao oxigénio
mostraram gque 0s mesmos apresentavam valor adequado quanto a passagem do vapor d’agua, porém
comportamento aquém do desejado quanto a passagem do oxigénio. Para suprir tal deficiéncia, membranas
de quitosana do tipo densas de menor espessura e membranas do tipo porosas foram sintetizadas, porém,
apenas a porosidade apresentou influéncia na propriedade em estudo.

Palavras-chave: quitosana, quitina, glicerol, biomaterial, membrana, curativo, queimadura.



ABSTRACT

Dallan, P.R.M. — Synthesis and characterization of chitosan membranes for application in skin regeneration.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2005.

Chitosan is an atoxic, biocompatible and biodegradable polysaccharide with bacteriostatic and healing
properties showing potential use in biomaterial synthesis. In this context, the aim of this work was to study the
effects induced by chitosan solution concentration and by chitin and glycerol incorporation in the total raw
material cost, physical (morphology, thickness, cristallinity and swelling ratio), mechanical (tensile strength
and percentage of strain at break) and biological properties (resistance to enzymatic degradation, cell
adhesion and proliferation) of dense chitosan membranes with potential use as burn dressings. The influence
of sterilization technique on the chitosan membrane characteristics (morphology, thickness, mechanical
properties and cytotoxicity) was evaluated using three different sterilization agents (70% ethanol, ethylene
oxide and gamma radiation). According to the results obtained, ethylene oxide was considered the most
adequate agent to sterilize chitosan membranes since it kept their starting characteristics having been chosen
as the sterilizing agent of the biomaterials obtained in this work. The systematic study concerning the effects
induced by chitosan solution concentration and by chitin and glycerol incorporation on dense chitosan
membranes showed that the use of the most concentrated chitosan solution (2.5% w/w) increases the
biomaterials cost but improves the membranes wet thickness, mechanical resistance and ductility, and
reduces the degradation degree of the materials after two months of exposure to lysozyme, an important
characteristic for biomaterials used as temporary non-biodegradable burn dressings. Chitin incorporation
reduces the membranes cost but decreases their swelling ratio and mechanical properties if compared to the
membranes composed exclusively by chitosan. Such incorporation also promotes an increase in membranes
thickness (dry and wet), reduction in their cristallinity as well as an increase in the materials degradability after
exposure to lysozyme. Glycerol incorporation reduces the membranes cost, wet thickness and cristallinity and
increases the membranes degradability after exposure to lysozyme. Strong cell adhesion was not observed in
any of the tested membrane formulations. The overall results indicate that the majority of the prepared
membranes meet the performance requirements of temporary non-biodegradable burn dressings and the
membranes composed exclusively by chitosan obtained using the most concentrated chitosan solution
showed the most appropriated results for this application. Despite showing adequate characteristics
concerning the water vapor permeability, this formulation did not present high enough oxygen permeability.
To overcome this drawback, dense chitosan membranes with lower thickness and porous chitosan
membranes were produced but only the porosity has effectively shown influence in this property.

Key words: chitosan, chitin, glycerol, biomaterial, membrane, dressing, burn.



NOMENCLATURA

Abreviaturas

DMA = analise dindmico-mecanica

DMSO = dimetil sulféxido
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DTGA = derivada da analise termogravimétrica
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ETCH = etilenocloridrina

ETG = etilenoglicol

EtO = déxido de etileno

FTIR-ATR = infravermelho por transformada de Fourier acoplada a reflectancia total

atenuada

GM-CSF = glicoproteina de massa molecular entre 4,5 e 19,5 kDa
HEPES = N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-acido etanosulfénico
MEV = microscopia eletrénica de varredura

MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo
PBS = tampao fosfato salino

PDGF = fator de crescimento derivado de plaguetas

PEG = polietilenoglicol

SFB = soro fetal bovino

TGA = analise termogravimétrica

TPVA = taxa de permeabilidade ao vapor d’agua
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FDA = Food and Drug Administration

ISO = International Standardization Organization
OSHA = Occupational Safety and Healthy Association
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SIH/SUS = Sistema de Internacdes Hospitalares do Sistema Unico de Saude



CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1. Justificativa e relevancia

O corpo humano é recoberto por aproximadamente dois metros quadrados de
pele, que além de desempenhar o papel de barreira aos ataques externos, ainda é
responsavel pela regulacdo da temperatura corpérea e pela remocao de impurezas.
Assim sendo, qualquer lesdo cutanea, além de causar danos fisicos, mecanicos e
térmicos superficiais, pode também afetar as fungdes fisioldégicas de tecidos internos
(Geeson e Berg, 1991). Dentre as causas mais comuns de lesdes cutédneas, encontram-
se as queimaduras (Yong e Khor, 2001).

Nos ultimos anos, o estudo de lesdes cutaneas causadas por queimaduras tem
sido intensificado, principalmente porque as mesmas ocupam o terceiro lugar entre os
acidentes que mais ocorrem no mundo (Rossi e col., 2003) e por se tratar de uma doenca

debilitante, que traz consigo consequéncias devastadoras a vitima e sua familia.

No Brasil, dentre as diversas causas de agravo a saude da populagédo, os
acidentes envolvendo queimados assumem um relevante perfil, entretanto, as estatisticas
publicadas sdo escassas e desatualizadas. De acordo com os dados do Sistema de
Internacdes Hospitalares do Sistema Unico de Satde (SIH/SUS), disponibilizados pela
Secretaria de Saude de Sao Paulo, as queimaduras, somente no Estado de Sao Paulo,
representaram 1,4% dos casos de internagdes ocorridos em 2003, constituindo um gasto
de aproximadamente R$ 2,2 milhdes, ou seja, 2% dos custos do Estado de Sao Paulo
com acidentes de causas externas (Gawryszewski, 2004). No Brasil, segundo os dados
fornecidos pelo Ministério da Saude (2000), o Sistema Unico de Salde gasta anualmente,

cerca de R$ 55 milhdes com o tratamento de queimados. Em 1998 e 1999, foram
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atendidos pelo SUS aproximadamente 28.000 pacientes queimados, 0 que corresponde
ao atendimento de mais de 2.300 pacientes ao més, computados apenas aqueles que
procuraram o sistema publico de saude. Estes dados permitem inferir que o numero total
de queimados €, possivelmente, maior do que mostra esta ja elevada cifra oficial

(Justificativa do projeto de lei do senado n? 354, 1999).

Especificamente para o caso do tratamento de queimaduras, existem atualmente
no mercado cerca de 120 tipos de produtos constituidos de diversos materiais, dentre os
quais se encontram os curativos Bioclusive® e Silicone n-a® (Johnson & Johnson),
Geliperm® sheet (Geitlich Ltd.), Granuflex® (ConvaTec Ltd.), Jelonet® e Opsite flexigrid®
(Smith & Nephew Medical Ltd.), Paratulle® (Seton Healthcare Group plc), Spenco 2ndin®
(Spenco Medical (UK) Ltd.), Tegaderm® e Tegapore® (3M Health Care Ltd.), Vigilon®
(Bard), Omiderm® (Omiderm Ltd.), além de uma linha de produtos produzidos pela
Hyperion Medical (hidrogéis, hidrocoldides, filmes, etc), dentre outros. Deve-se salientar
gue todos os produtos anteriormente citados sdo importados. Em 2003, um biomaterial do
tipo hidrogel reforcado com fibras de polipropileno para uso em queimaduras foi
desenvolvido no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP, Sdo Paulo,
SP, Brasil) e no Instituto de Pesquisas e Energia Nuclear (IPEN, Sdo Paulo, SP, Brasil)
pelo Prof. Luiz Henrique Catalani e sua equipe (Vasconcelos, 2003). Tal curativo estd em
fase final de aprovagdo (ensaios in vivo) e ainda ndo se encontra disponivel para
comercializacdo. Ainda em territério nacional, a empresa Bionext Produtos
Biotecnoldgicos (Sao Paulo, SP), em parceria com pesquisadores do Instituto de Quimica
da Universidade Estadual Paulista (UNESP, campus em Araraquara, SP) e do Instituto de
Fisica da Universidade de Sao Paulo (USP, campus em Sao Carlos, SP), desenvolveu um
curativo de celulose produzida pela bactéria Acetobacter xylinum para o tratamento de
queimaduras (Ereno, 2004). Este curativo, durante algum tempo chegou a ser
comercializado em hospitais, entretanto, por motivos comerciais estratégicos da empresa

nao divulgados a imprensa, teve sua distribuicao interrompida.

Apesar da diversidade de materiais destinados ao tratamento de queimaduras
disponiveis no mercado, normalmente o custo do tratamento é bastante elevado,
principalmente devido ao custo dos curativos e a necessidade de sua freqlente troca.
Assim, um dos grandes desafios da pesquisa na area de regeneragéo de pele consiste no
desenvolvimento de biomateriais a partir de matérias-primas de baixo custo, facil acesso e
com caracteristicas adequadas para a fungéo destinada, como a quitosana.
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A quitosana é um polimero natural obtido pela desacetilacdo da quitina e
apresenta reconhecida propriedade antimicrobiana (bactericida, bacteriostatica, fungicida
e fungistatica) e cicatrizante (Craveiro e col., 1999). A quitosana é biocompativel e
naturalmente degradada no organismo (0 mondémero e os oligdmeros de glucosamina sao
substancias que participam de rotas do metabolismo animal), apresentando a propriedade
de formar géis em solucdes acidas fracas, o que possibilita sua utilizacdo em formulacées
farmacéuticas para aplicagdes tépicas em ferimentos, queimaduras e/ou vesiculas

oriundas de agressoes fungicas ou bacterianas (Craveiro e col., 1999).

A quitina e a quitosana vém despertando grande interesse de cientistas e
tecndlogos como materiais poliméricos com aplicagbes na area biomédica. Estes
polissacarideos, além de apresentarem propriedades biolégicas adequadas ainda tém
diversas outras caracteristicas tecnolégica e economicamente relevantes, como por
exemplo: sdo residuos da industria da pesca produzidos a partir do processamento da
carapaga dos crustaceos e apresentam um grande valor comercial devido a sua alta
porcentagem de nitrogénio (6,89%), quando comparada a celulose substituida
sinteticamente (1,25%), tornando-as agentes quelantes (Rabea e col., 1993).

No tratamento de ferimentos ou queimaduras, a quitina e a quitosana podem ser
empregadas sob a forma de filmes de recobrimento (membranas), solugdes coloidais ou
esponjas (Craveiro e Craveiro, 2000). A Chitoderm®, produzida pela Oligopharm Co. Ltd.
(Nizhni Novgorod, Russia), foi a Unica membrana de quitosana comercialmente disponivel
encontrada, tendo sido identificada através de anuncios na internet. No Brasil, o curativo
HemoBand®, produzido pela Polymar (Fortaleza, CE), apesar de nao estar sendo
comercializado até o presente momento, foi o Unico tipo de biomaterial a base de
quitosana encontrado, entretanto, sua aplicacdo ndo é destinada ao tratamento de
gueimaduras e sim como agente hemostatico. A maioria dos produtos que contém quitina
e/ou seus derivados disponiveis comercialmente é destinada a administragéo por via oral

no auxilio a processos de emagrecimento, o que refor¢a seu carater de baixa toxicidade.

Devido a disponibilidade mundial desta matéria-prima, s&o encontrados na
literatura diversos métodos para a extracdo e a caracterizagdo da quitina, principalmente
aquela proveniente da carapaca de crustaceos, além de métodos para a obtengédo e a
caracterizagao da quitosana e de membranas a base de quitosana com aplicagdo em
processos de regeneracao de pele atuando como pele artificial ou como recobrimento
temporario de pele lesada principalmente por queimaduras. Grandes centros
internacionais de pesquisa que estudam as aplicagbes destes polimeros na é&rea
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farmacéutica, médica e biotecnolégica encontram-se localizados nos Estados Unidos
(Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts), Canada (Queen’s
University, Kingston, Ontario), Europa (Technical University of Lodz, Lodz, Polénia) e
Japao (Tottori University, Tottori). Em territério nacional, as pesquisas concentram-se nas
regides Nordeste, Sudeste e Sul, em Universidades como a UFC (Universidade Federal
do Ceara, Fortaleza, CE), a UFRN (Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal,
RN), a UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP), a USP
(Universidade de Sao Paulo, campi em S&o Paulo e Sdo Carlos, SP), a UFSC
(Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, PR), a UFRS (Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, RS) e em Centros de Pesquisa como o PADETEC (Parque
de Desenvolvimento Tecnolégico) da UFC.

Apesar da intensa pesquisa nesta area, nota-se a existéncia de poucos trabalhos
enfocando a producdo de membranas contendo simultaneamente quitina e quitosana
(assim como outros agentes ativos em sua composi¢do), escassez de informagdes
detalhadas sobre as condigdes para a obtencdo destas membranas e sobre os fatores
que influenciam nas caracteristicas fisicas, quimicas, mecanicas e biologicas destes
materiais, de resultados comparativos entre as caracteristicas de membranas densas e

porosas bem como da padronizacdo nos métodos de caracterizagcao destes biomateriais.

Outro importante fator a ser considerado refere-se a influéncia do método de
esterilizagdo nas caracteristicas do biomaterial, variavel esta por vezes sequer
mencionada nas publicagées. Contudo, a esterilizacdo é parte integrante e fundamental
no processo de fabricacdo de biomateriais e estudos nesta area sao de grande

relevancia.

1.2. Objetivos
O trabalho em questao apresentou os seguintes objetivos:

e Objetivo geral: contribuir para os estudos realizados no ramo de obtencdo de
membranas com potencial de uso na regeneragdo de pele lesada principalmente por

queimaduras.
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e Objetivo especifico: estudo sistematico para a determinagcdo da influéncia da
concentracao da solucao de partida de quitosana nas caracteristicas fisicas, mecanicas e
biolégicas de membranas densas bem como do efeito da substituicio de parte da
quitosana por quitina e/ou glicerol visando a reducdo de custo dos biomateriais sem,

entretanto, prejudicar suas caracteristicas.

¢ Objetivo secundario: analise quanto a influéncia de diferentes agentes de esterilizacao
nas caracteristicas fisicas, mecanicas e bioldgicas de membranas densas constituidas
fundamentalmente por quitosana. Para este estudo foram selecionados como agentes de
esterilizagdo o 6xido de etileno, a radiacdo gama e uma solugé@o aquosa de alcool etilico a
70%.






CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

O projeto de tese intitulado “Sintese e caracterizacdo de membranas de
quitosana para aplicagéo na regeneracao de pele” envolve o conhecimento de principios
da engenharia e das ciéncias da vida. Assim sendo, para sua melhor compreensao, fez-
se necessaria a realizagdo de uma detalhada revisdo da literatura sobre alguns itens

considerados de fundamental importancia, os quais se encontram descritos a seguir.

2.1. Queimaduras

A pele é a barreira natural de protecdo do corpo humano contra microrganismos,
agentes fisicos e quimicos. Além disso, corresponde a 16% do peso corporeo, exercendo
diversas fungdes, como por exemplo: regulagdo térmica, defesa organica, controle do
fluxo sanguineo e de fungdes sensoriais (calor, frio, pressao, dor e tato).

A pele é constituida por uma porcao epitelial de origem ectodérmica, a epiderme e
por uma porgao conjuntiva de origem mesodérmica, a derme, conforme detalhadamente
descrito por Junqueira e Carneiro (1999) e ilustrado na Figura 2.1. Abaixo e em
continuidade com a derme encontra-se a hipoderme, que, embora possua a mesma
origem da derme, nao faz parte da pele, servindo-lhe apenas de suporte e unido com os
orgaos subjacentes. Na pele ainda podem ser visualizadas diversas estruturas anexas
como os pélos, as unhas e as glandulas sudoriparas e sebaceas.



Figura 2.1 — Estrutura da pele (Figura adaptada de Dystrophic Epidermolysis Bullosa
Research Association of America).

A epiderme é a camada mais externa da pele, sendo constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso, de origem ectodérmica. Sua espessura varia entre 0,07 e
0,12 mm na maior parte do corpo, podendo atingir 0,8 mm na palma das méaos e 1,4 mm
na planta dos pés. E resistente, quando bem hidratada assegura uma protecdo eficaz
contra as substancias externas que representam um perigo para o organismo e participa
da oxigenacado das células até as camadas mais profundas. Além dos queratinécitos,
encontram-se também na epiderme os melandcitos, que produzem o pigmento que da cor
a pele (melanina), as células de defesa imunoldgica (células de Langerhans) e as
mecano-receptoras (células de Merkel).

De uma maneira geral, pode-se dizer que a epiderme esta dividida em cinco
camadas: basal, espinhosa, granulosa, licida e cérnea. A camada basal é constituida por
células prismaticas ou cubdides, as quais repousam sobre a membrana basal que separa
a epiderme da derme. Apresenta intensa atividade mitética, sendo responsavel pela
constante renovagdo da epiderme. A camada espinhosa é constituida por células
poligonais cuboides ou ligeiramente achatadas, de nudcleo central com pequenas
expansodes citoplasmaticas que contém tonofibrilas partindo de cada uma das células
adjacentes. Estas expansoes citoplasmaticas se aproximam e se mantém unidas através
dos desmossomos, conferindo a célula um aspecto espinhoso. Deve-se ressaltar que,
tanto as tonofibrilas quanto os desmossomos apresentam importante fungdo na
manutencdo da coesdo das células da epiderme, conferindo a mesma, resisténcia ao

atrito. A camada granulosa é caracterizada pela presenca de células poligonais achatadas
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com nucleo central e citoplasma contendo granulos grosseiros e basoéfilos. Sdo os
granulos de querato-hialina, os quais ndao sao envolvidos por membrana, que irdo
contribuir para a formagao do material citoplasmatico inter-filamentoso da camada cérnea.
Além destes granulos, as células da camada granulosa produzem granulos envolvidos por
membrana, de substancia fosfolipidica associada a glicosaminoglicanas. Estes granulos
sao expulsos das células e contribuem para a formacao do material extracelular, que é
importante para tornar a camada granulosa impermeavel a agua e a outras moléculas. As
células da camada granulosa, e também as da parte mais superficial da camada
espinhosa, apresentam uma camada protéica, a qual confere grande resisténcia a
membrana celular. A camada Iucida é constituida por células achatadas, eosindfilas,
hialinas, cujos nucleos e organelas citoplasmaticas foram digeridos por enzimas dos
lisossomos e assim, desapareceram. A camada clrnea, que apresenta espessura
variavel, é constituida por células achatadas, mortas e sem nucleo. O citoplasma destas
células encontra-se repleto de uma escleroproteina filamentosa e birrefringente, a

queratina, rica em ligagdes dissulfeto.

Deve-se ressaltar que, a descri¢cdo feita acima corresponde a epiderme na sua
maior complexidade, a qual pode ser encontrada na planta dos pés e na palma das maos.
Nas demais regides do corpo, a epiderme é mais fina e mais simples, faltando-lhe
freqlientemente, as camadas granulosa e lucida, além de apresentar uma camada cornea

muito reduzida.

A derme é o tecido conjuntivo sobre o qual se apdia a epiderme, sendo, portanto,
considerada a base da pele. Leve e extensivel, assegura a funcao de suporte e de
protecdo dos 6rgaos. Sua superficie externa é irregular, podendo-se observar saliéncias
gue acompanham as reentréncias correspondentes da epiderme. A essas saliéncias da-
se 0 nome de papilas dérmicas. Sua espessura varia entre um e dois milimetros podendo-
se alcangar valores proximos a trés milimetros na planta dos pés. Esta comumente
dividida em duas camadas de limites pouco distintos: a papilar, delgada, constituida por
tecido conjuntivo frouxo e a reticular, mais espessa, constituida por tecido conjuntivo
denso. Ambas as camadas contém muitas fibras elasticas, responsaveis, em parte, pela
elasticidade da pele. Além dos vasos sangtiineos e linfaticos, e dos nervos, também séo
encontradas na derme as seguintes estruturas derivadas da epiderme: pélos, glandulas
sebaceas e sudoriparas, além das unhas.

A hipoderme ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo, que une, de maneira pouco

firme, a derme aos 6rgdos subjacentes. E a camada responsavel pelo deslizamento da



10

pele sobre as estruturas na qual se apodia. Dependendo da regido em estudo e do grau de
nutricdo do organismo, a hipoderme podera ter uma camada variavel de tecido adiposo
que, quando desenvolvida, constitui o paniculo adiposo. Assim sendo, € a responsavel
pelo deposito de reserva energética. Tem como funcdo amortecer choques mecanicos,
funcionar como isolante térmico e modelar a superficie corpérea que define os padroes

femininos e masculinos. Sua espessura varia entre dez e trinta milimetros.

A queimadura é uma doenca que se caracteriza por uma lesdo na pele ou nos
tecidos mais profundos, podendo ser causada por agentes térmicos, quimicos, elétricos
ou radioativos. Sua manifestacao varia desde uma pequena bolha até formas mais graves
capazes de desencadear respostas sistémicas proporcionais a gravidade e extensao da
lesdo. Pode ser classificada de acordo com o agente causal, a profundidade ou a
extensdo. Esta doenga deve ser considerada um grande problema ndo somente pela
gravidade de suas lesdes agudas como também em relagdo as importantes seqlelas que
poderdao marcar para sempre a vida dos pacientes queimados. Estimativas ndo oficiais
indicam que no ano de 2000 ocorreram, aproximadamente, um milhdo de acidentes com
queimaduras no Brasil, sendo que destes, apenas 10% dos acidentados procuraram
auxilio médico e 2,5% faleceram (Fonte: http://www.medstudents.htmT, 2001). Mesmo
causando impacto a sociedade, ainda hoje sdo poucos o0s centros dedicados ao
tratamento de queimados no Brasil.

Deve-se ressaltar que as estatisticas de incidéncia de queimaduras sao muito
dispersas e nao comparaveis entre paises e até mesmo, dentro de um mesmo pais, de
servico para servico, dependendo do tipo de populacdo estudada. Entretanto, os dados
sobre as queimaduras podem ser Uteis para a determinagcao da extensao do problema na
populagéo, dos tipos mais comuns de agentes causadores de queimaduras, na avaliacdo
da eficiéncia do cuidado médico para pacientes queimados, na identificacdo dos fatores
de risco que predispdem a ocorréncia do acidente, na avaliacgdo dos programas de
prevencao e no exame do impacto do trauma por queimadura na economia do pais
(Mcloughlin, 1995).

2.1.1. Fisiopatologia

As queimaduras podem ser descritas como um grave estresse oxidativo
produzido por uma combinagdo de isquemia e reperfusdo, acompanhadas de reagdes
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inflamatérias que irdo afetar os diversos mecanismos de defesa do organismo (Burri,
1978).

Logo apds a lesdo, uma grande quantidade do liquido extracelular é sequiestrada
para a area lesada, podendo este desvio de liquido causar faléncia dos 6rgaos e dos
tecidos restantes do corpo. Tal fato resulta do aumento da permeabilidade vascular, da
oclusao de pequenos vasos, do edema das células afetadas e do acumulo de sal e agua.
O quadro de isquemia pode ser corrigido através de reperfusao, entretanto, ao se resolver
o problema da isquemia, cria-se um novo, a formacao de radicais livres decorrente da
reacdo do ADP com o ion férrico. Desta reacado resulta o ion superéxido, que realiza a
peroxidagdo lipidica, liberando prostaglandinas e ativando enzimas que irdo produzir mais

radicais livres.

Como se pode notar, as queimaduras sdo causadoras de estresse para o
organismo, iniciando com uma isquemia que induz a liberagdo de substancias como
catecolaminas, histamina, glucagon e cortisol, criando-se assim, dois quadros, um de

hipovolemia e outro, de hipermetabolismo.

2.1.2. Classificacao

A classificacdo das queimaduras pelo grau refere-se a sua profundidade. Neste
caso, elas podem ser agrupadas em quatro categorias: de primeiro, segundo, terceiro e
quarto grau.

As queimaduras de primeiro grau atingem a camada superficial da pele, a
epiderme, sem causar alteracdes hemodinamicas. Clinicamente, a lesdo se apresenta
hiperemiada e dolorosa. Ja as queimaduras de segundo grau atingem tanto a epiderme
quanto a derme apresentando, clinicamente, alteracbes hemodinamicas e bolhas ou
flictenas. As queimaduras de terceiro grau sédo de alta gravidade, principalmente quando
acometem uma grande d&rea da superficie corpérea. Elas atingem a totalidade das
camadas da pele, além de poderem se estender para os tecidos subjacentes, como os
tecidos 6sseo, subcutaneo e muscular. Clinicamente, a lesdo se apresenta com aspecto
marmoéreo, indicando reducdo da elasticidade na area lesada. Além disso, €
potencialmente deformante e capaz de causar choque hipovolémico. As queimaduras de

quarto grau referem-se a carbonizagao.
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A classificacdo das queimaduras quanto a sua profundidade pode ser realizada
mediante a analise de alguns fatores como, por exemplo: doengas sistémicas
subjacentes, agente causal, traumas associados, idade, lesdo das vias aéreas,
profundidade e extensdo da area queimada. Assim sendo, as queimaduras podem ser
classificadas de acordo com sua gravidade em leves, moderadas e graves (Burri, 1978),

conforme discutido a seguir.

As queimaduras leves englobam as de primeiro grau de qualquer extenséao, as de
segundo grau que acometem menos de 10% da superficie corpdrea e as de terceiro grau
gue acometem menos de 2% da superficie corpdrea. Para este tipo de queimadura, ndo
h& indicagéo de internacdo. As queimaduras moderadas englobam as de segundo grau
que acometem entre 10 e 20% da superficie corpérea e as de terceiro grau que
acometem de 3 a 10% da superficie corporea. Nestes casos, a internagédo so6 € indicada
quando o paciente: possui idade inferior a dois anos, foi atingido por queimaduras
especiais (elétrica ou quimica), possui situagdo socio-econdmica desfavoravel, possui
uma doenga sistémica subjacente, esta impossibilitado de receber reidratacdo por via oral
ou quando as queimaduras encontram-se localizadas na face e/ou genitalia. Ja as
queimaduras graves englobam as de segundo grau que acometem mais de 20% da
superficie corpérea, ou entdo as de terceiro grau que abrangem mais de 10% da
superficie corpérea. Nestes casos, a internacao é sempre recomendada.

2.2. Biomateriais

Biomateriais sdo dispositivos que, de modo continuo ou intermitente entram em
contato com fluidos corpéreos, mesmo quando localizados fora do corpo (Lyman e
Rowland, 1989). Tais materiais sdo projetados para reparar e/ou reconstituir partes ou

fungdes do corpo humano, desempenhando fungdes em contato com tecidos vivos.

Os biomateriais podem ser de origem natural ou sintética, sendo esta ultima
classe constituida por metais, ceramicas, polimeros ou compdésitos (Mark e Calvert,
1994). Dentre os naturais destacam-se o colageno purificado, as fibras protéicas, os
polissacarideos e os tecidos tratados.

Os biomateriais podem ainda ser classificados como bioestaveis ou permanentes
e bioabsorviveis ou temporéarios (Térmala e col., 1998). Os bioestaveis sdo materiais
utilizados na substituicdo, por tempo indeterminado, de um tecido lesado, devendo
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possuir, portanto, caracteristicas mecénicas e fisico-quimicas compativeis com tal fungao
(Térmala e col., 1998). Estes tipos de dispositivos sdo comumente utilizados como
proteses para a substituicdo de articulagbes, valvulas cardiacas, lentes intra-oculares,
dentre outros. Por outro lado, existem tecidos que necessitam de um suporte que
preencha apenas temporariamente a regiao lesada, até que a recomposicao tecidual se
concretize, ou ainda que direcione o processo regenerativo. Nestas situacdes, uma
alternativa refere-se a utilizagéo de biomateriais temporarios. Os materiais bioabsorviveis
sdo aqueles degradados tanto in vitro quanto in vivo sendo, portanto, utilizados como
dispositivos temporarios (Térméla e col., 1998).

Como se pode notar, a ciéncia dos biomateriais é uma area multidisciplinar. Seu
objetivo geral ndo engloba apenas o desenvolvimento de compostos a serem utilizados
como substitutos de tecidos lesados, mas também o entendimento das interacbes destes
com o organismo receptor. Tal fato tem levado diferentes pesquisadores, dentre eles
médicos, engenheiros, quimicos e biblogos, a criagdo e ao aperfeicoamento de
dispositivos que sejam simultaneamente biocompativeis e funcionais (Santos Jr., 2001).
Neste contexto, deve-se ressaltar que o conceito biocompatibilidade se resume na
habilidade de um material em induzir no paciente uma resposta adequada a uma

aplicacao especifica (Williams, 1987).

Na area de regeneracao de pele, o perfil cientifico e tecnolégico nao é diferente.
Diversas pesquisas tém sido realizadas nos ultimos 20 anos visando a obtengédo de
biomateriais que melhorem tanto a quantidade como a qualidade de vida dos pacientes.
Neste caso, os biomateriais sintetizados geralmente se apresentam em quatro diferentes
formas: filmes, espumas, géis ou compésitos (Craveiro e Craveiro, 2000) e devem
apresentar como caracteristicas fundamentais: leveza, auséncia de odor,
impermeabilidade a microrganismos, permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio,
biodegradabilidade, propriedades mecanicas e bioldégicas adequadas além de facilidade
no processamento. Como exemplo, pode-se citar o curativo Omiderm®, um copolimero
de poliuretano enxertado com acrilamida e metacrilato de hidroximetila, produzido pela
Omiderm Ltd. e distribuido pela ITG Medev Inc. Dentre suas principais caracteristicas
pode-se ressaltar a transparéncia, o ajuste a regiao lesada (curativo aderente, porém sem
ser adesivo), a flexibilidade, a resisténcia mecanica, a durabilidade, a permeabilidade ao
vapor d’agua, ao oxigénio e aos medicamentos, a impermeabilidade aos microrganismos

além de sua pequena espessura.
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2.2.1. Curativos em geral

O tratamento de um ferimento e assepsia cuidadosa tém como principais
objetivos a prevencao e/ou reducao dos riscos de infecgdes, a eliminacao de fatores
desfavoraveis que possam retardar o processo de cicatrizacdo, bem como a diminuicao
da probabilidade da ocorréncia de infeccbes cruzadas pelo uso de técnicas e

procedimentos corretos.

Os curativos atualmente disponiveis no mercado podem ser classificados como:
convencionais, hidrogéis, hidrocoldides, polimeros, bioativos, enzimas proteoliticas,
curativos antiodor e filmes adesivos, conforme detalhadamente discutido por Candido
(2001) e apresentado a seguir.

Os curativos convencionais sdo aqueles que utilizam compressas de gazes. S&o
os de emprego mais amplo e tém como principio a limpeza mecéanica diaria da leséo,
propiciando assim uma menor concentragdo bacteriana local e, conseqiente manutengao
da cicatrizagao. Devido a alta adesividade da compressa de gaze ao tecido de granulagéo
e, consequente trauma do mesmo quando da troca do curativo, é recomendado 0 uso de
algum produto para que haja a redugdo da aderéncia deste material ao ferimento. As
gazes tecidas de algodao tém uma boa absor¢do e podem ser embebidas em agentes
como vaselina e antibiéticos tépicos. Diversas preparagoes ja vém impregnadas, como o
Jelonet® e o Adaptic®. Ja as gazes prensadas sao formadas com a compactacao de uma
mistura de dois ou mais componentes como o algodao, o rayon e o poliéster. Apresentam
a desvantagem de nao se coaptarem perfeitamente ao ferimento devido a sua pouca
maleabilidade, entretanto, promovem melhor absorcdo e menor aderéncia. As gazes sao

mais indicadas quando a quantidade de secrecao na lesao é pequena.

Os hidrogéis sao curativos desenvolvidos para os ferimentos com crostas secas,
sendo constituidos por polimeros hidrofilicos (preparados com gelatina, polissacarideos,
poliacrilamidas ou glicerina) que retém grande quantidade de agua em suas estruturas.
Sao insoluveis em agua e absorvem a secrec¢ao da regido lesada promovendo assim, a
reducao da viscosidade do gel que, conseqlentemente, se torna liquido e libera dgua na
superficie do ferimento. Estes curativos retém a secrecdo da regido lesada ao mesmo
tempo em que a mantém hidratada. A vantagem de sua utilizagdo deve-se a hidratagéo
que proporciona e a sensagao refrescante que causa, uma vez que ocorre reducao da dor
inerente aos ferimentos secos (muito provavelmente pela prevencao da exposi¢cao dos

terminais nervosos ao ambiente). Sdo contra-indicados para os ferimentos com moderada
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ou grande quantidade de secrecdo. Podem ser apresentados na forma de gel, gazes
impregnadas com gel ou folhas de gel, estando dentre os mais utilizados o Intrasite® e o
NuGel®.

Os hidrocoléides sao curativos compostos por gelatina, particulas de
carboximetilcelulose suspensas em poli-isobutileno e pectina, sendo cobertos por uma
espuma ou filme de poliuretano. Apresentam absorcdo para médias quantidades de
secrecao, sao impermeaveis as bactérias externas e podem ser utilizados em conjunto
com compressao elastica nas ulceras venosas. Entretanto, este tipo de curativo pode
ocasionar a maceragao do tecido ao redor da lesdo, devido ao acumulo de secrecao
durante os dias entre as trocas, podendo levar ao aparecimento de um tecido de
granulacédo exuberante.

Os polimeros de poliuretano sdo produzidos na forma de espumas,
apresentando, portanto, alto poder de absorgao. Sao indicados para as lesbes com muita
secrecdo. Apresentam expansdo conforme absorvem a secregdo e acabam por se
coaptarem a superficie da lesdo, promovendo um micro-ambiente semelhante ao dos
curativos hidrocoléides. Muitos destes curativos vém com uma camada de filme
polimérico, que deve ser posicionado voltado para o0 meio externo, uma vez que permitira
0 escape de vapor d’agua e bloqueara a entrada de bactérias. Sua alta capacidade de
absorcao propicia, nos ferimentos com alto fluxo, umidade controlada, evitando a
maceracao do tecido ao redor da lesdo. Pode ser utilizado em combinagdo com outros
filmes adesivos, como por exemplo, o Alevyn®.

Com o desenvolvimento da becaplermina (Regranex®), que é o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), foi estabelecida a categoria dos curativos
bioativos, isto &, curativos ou substancias que interagem diretamente com as fases da
cicatrizagcdo para promover da aceleracdo da mesma. Devem ser indicados somente em
situagdes especiais e tém seu alto custo como maior limitagéo para o uso. A utilizagédo da
becaplermina é indicada nos casos em que comprovadamente existe deficiéncia da acao
dos fatores de crescimento, como por exemplo, nas Ulceras neuropaticas crénicas de

pacientes diabéticos.

As enzimas proteoliticas mais utilizadas s&o: fibrinolisina, colagenase,
desoxiribonuclease e papaina. Analisando a fisiologia da cicatrizacdo, diversos
pesquisadores identificaram a existéncia de atividade proteolitica na lesdo, uma vez que a
degradacao da matriz extracelular é parte essencial e auto-limitada durante o processo de
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cicatrizacdo. Por outro lado, também identificaram a presenca de atividade proteolitica

nos ferimentos crdénicos como uma das causas para a persisténcia da lesao.

Os curativos antiodor foram desenvolvidos com o intuito de amenizar o odor que
alguns ferimentos produzem e que, por vezes, chegam a perturbar o paciente mais do
que a prépria lesdo. Sao constituidos por duas camadas absorviveis: uma interna de
carvao ativado, com inclusdo ou nao de prata (como agente bactericida) e uma externa
semipermeavel (nylon, curativo em filme ou espuma de polimeros). Secrecoes, bactérias
e gases sdo absorvidos e neutralizados pelo curativo. Apés o curativo estar
completamente Umido, ele perde a sua fungédo redutora de odor. Os mais comumente
utilizados s&o o Actisorb® e o CarboFlex®.

Os filmes adesivos foram desenvolvidos com a utilizagcdo de polimeros
(poliuretano e polietileno), os quais formam uma membrana, conjuntamente com uma
camada de adesivo acrilico. Possuem algumas caracteristicas da epiderme, isto €,
permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio, alta propriedade eléstica e de extensao
(resisténcia as forgas tensionais da pele) e impermeabilidade as bactérias. Sdo usados
comumente como curativos primarios sobre cateteres de acesso venoso e queimaduras
superficiais, mas também podem ser utilizados como curativos secundarios sobre outros
materiais (polimeros na forma de espumas, pastas e alginatos). Sao transparentes, com
boa coaptacdo, entretanto, contra-indicados para lesdes com muita secrecdo. Alguns
exemplos sdo o Op-Site®, o Tegaderm® e o Bioclusive®.

A Tabela 2.1 ilustra alguns dos diferentes tipos de curativos disponiveis no
mercado e suas aplicacdes, as quais sdao detalhadamente discutidas pelo Grupo de
Estudos de Feridas (1999).

2.2.2. Curativos utilizados em queimaduras

O tratamento de queimaduras pode ser realizado de diversas formas, variando de
caso para caso, conforme as necessidades, as possibilidades e a experiéncia da equipe
médica responsavel. Pode-se dizer que o melhor tratamento € aquele de que se dispde
no momento e que se cré ser o justo, procurando facilitar a epitelizagéo tecidual (Candido,
2001).



17

Tabela 2.1 — Diferentes tipos de curativos disponiveis no mercado e suas aplicagoes.

TIPO DE LESAO

TIPO DE CURATIVO

EXEMPLOS

Infectada

Convencional, gazes com anti-
sépticos, anti-bioticoterapia

especifica

Gazes de algodao, Bactigras® e Inadine®

Tecido necroético com
placas de fibrina

Convencional, enzimas
proteoliticas, solugdes hipertonicas

Gazes, colagenase, papaina, agucar,

Dersani®, solucdes salinas hipertdnicas e

Aquacel®
Lesao seca e dolorosa Hidrogel Intrasite gel® e Gelduoderm gel®
Boa granulacao e pouca . B
Hidrocoloide Duoderm® e Comfeel®

secrecao

Boa granulagao e muita
secrecao

Alginatos, espumas de poliuretano

Kaltostat®, Allevyn® e Combiderm®

Odor fétido

Curativos com carvao e prata

Actisorb®, Carbonet® e Carboflex®

Ulceras neuropéticas

superficiais

Fator de crescimento tépico

Regranex®

Ulceras cronicas de dificil

cicatrizacédo

Equivalente de pele humana

Apligraf® e Dermagraft®

Ulceras de estase

Curativos compressivos

Elasticos: atadura elastica

Inelasticos: bota Deunna®, Flexidress®,

Profore®, Viscopaste® e Theraboot®

Como se pode notar, a abordagem interdisciplinar € de fundamental importancia

para que haja o éxito do procedimento. Atualmente, os produtos mais comumente

utilizados no tratamento de queimaduras sdo: sulfadiazina de prata associada ou nao ao

nitrato de cério, hidrocolbides, hidrogéis, acido linoléico, acido ricinoléico, Aloe Vera,

elicina, papaina, albumina, gazes nao-aderentes, membranas sintéticas (como por

exemplo:

Omiderm®, Tegaderm®, Dermafim®, Opsite®, Praflex®, Granuflex®,

Epigard® e Biobrane®) ou bioldgicas, matriz de regeneragdo dérmica e alginato, dentre

outros.
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Os curativos destinados ao uso em queimaduras possuem caracteristicas
particulares. Além do atendimento aos requisitos basicos de um curativo, deve-se
ressaltar que a queimadura gera descompensacoes hidricas através da grande perda de
liquido e que o organismo torna-se mais vulneravel aos agentes de agressao ambiental,
permitindo assim, o estabelecimento e o crescimento de bactérias patogénicas (Ferreira e
Matheus, 1995). Assim, duas caracteristicas importantes de um curativo utilizado no
tratamento de queimaduras referem-se a reducao da perda de fluidos corpéreos pelo
paciente e ao controle da infecgdo. Outras caracteristicas importantes e que devem ser
consideradas sdo a aderéncia a ferida, a porosidade, a macroestrutura e as dimensées do
curativo, suas propriedades mecénicas, a taxa de biodegradagdo e a auséncia de
antigenicidade (Ratner e col., 1996).

Conceitualmente, estes curativos podem ser classificados como temporarios ou
permanentes; epidérmicos, dérmicos ou compadsitos; bioldgicos ou sintéticos (Sheridan e
Tompkins, 1999). Os componentes bioldgicos podem ser do tipo xenogénicos, alogénicos
ou autogénicos. Em termos praticos, os curativos sao classificados em temporarios ou
permanentes, sendo os do tipo temporarios subdivididos em biodegradaveis e nao
biodegradaveis. Os curativos permanentes sao sempre do tipo ndo biodegradaveis e nao
serdo abordados nesta revisdo da literatura, visto que a grande maioria dos curativos

atualmente disponiveis € do tipo temporario.

Os curativos temporarios do tipo ndo biodegradaveis podem ser agrupados em
duas categorias distintas: aqueles que nao permitem o crescimento de células em suas
superficies podendo ser utilizados como recobrimentos (como por exemplo, algumas
membranas poliméricas simples) ou aqueles que possuem poros em suas estruturas,
permitindo assim, a migracao celular. Tal caracteristica permite a adesao do curativo a
ferida havendo, portanto, a necessidade de sua retirada por intervengao cirdrgica. Tal
procedimento pode ser suprimido caso seja utilizado conjuntamente ao curativo nao
biodegradavel um outro de natureza biodegradavel. Neste caso, as células podem aderir
a camada biodegradavel do curativo, que é absorvida pelo organismo ao longo do
processo de cicatrizagao.

Os curativos temporérios do tipo biodegradaveis podem ser classificados como
suportes (scaffolds) ou como barreiras. No caso dos suportes, os curativos atuam como
matrizes para o crescimento de células, sendo degradados (por enzimas ou pelo proprio
meio fisiol6gico) ao longo do processo de cicatrizagdo. Ja os curativos do tipo barreira,

diferentemente dos suportes, ndo devem favorecer a adesdo de células em suas
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superficies e possuem como principais fungdes a protecao fisica e microbioldgica do leito
do ferimento além do controle da perda de fluidos corpdéreos. Assim, para o bom
desempenho destes curativos, caracteristicas adequadas de flexibilidade, resisténcia
mecanica e permeabilidade sdo fundamentais. Por serem biodegradaveis, estes curativos
sdo degradados e absorvidos pelo organismo ao longo do processo de cicatrizacdo, ndo

sendo necessaria a sua retirada.

Deve ser ressaltado que a producdo nacional de curativos mais elaborados para
a terapia de queimados € pouco significativa, sendo a maior parte dos curativos
disponiveis para venda em balcdo fabricada na Europa e nos Estados Unidos e
comercializada a alto custo, conforme mostrado na Tabela 2.2.

Segundo informacdes fornecidas por profissionais da area médica que atuam no
tratamento de queimados, os biomateriais ndo séo efetivamente utilizados nos hospitais
publicos da regidao de Campinas (SP) devido ao seu alto custo e também por ndo estarem
incluidos nos protocolos padrdes de atendimento. Porém, quando utilizados, estes
biomateriais apresentam bons resultados na recuperac¢ao do paciente.

De acordo com consulta feita em algumas empresas da regido de Campinas
(SP) que atuam na revenda de curativos, os biomateriais utilizados para a terapia de
gueimados sao mais freqlientemente adquiridos por particulares, destacando-se também
gue boa parte dos convénios médicos nao oferece cobertura para este tipo de despesa.
Ressalta-se ainda que, de maneira geral, ndo ha no pais uma politica efetiva para que
estes tipos de curativos sejam incluidos nos procedimentos basicos de atendimento nas
unidades de terapia de queimados, uma vez que as industrias locais nao oferecem tais

produtos a precos acessiveis.

Dentre os polimeros naturais mais comumente estudados para serem utilizados
na obtencdo de biomateriais destinados a utilizacdo em processos de regeneracao de
pele, destaca-se a quitosana. Este polissacarideo apresenta diversas caracteristicas de
interesse, como agao antimicrobiana (bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica)
e redutora do tempo de cicatrizacdo de lesdes provenientes de agressodes fisicas a
tecidos animais, como por exemplo, ferimentos ou queimaduras (Craveiro e Craveiro,
2000). Em adicéao, a quitosana estimula a proliferagédo celular e a reorganiza¢ao da histo-
arquitetura celular (Yosof e col., 2001; Muzzarelli e col., 1988) além de ser biodegradavel
(Lee e col., 1995), biocompativel (Rao e Sharma, 1997; Chandy e Sharma, 1990) e
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conferir excelente resisténcia mecanica aos biomateriais produzidos a partir de seu uso
(Mima e col., 1983).

Tabela 2.2 — Custo e origem de alguns curativos comumente comercializados para a

terapia de queimados (Fontes: http://www.qualitymedicalsupplies.com; http://www.medco-

school.com e http://www.masune.com, 2003).

Descricao Produto Fabricante Dimensoes Preco/unidade (US$)
51" x 4” 1,67
Opsite® Smith & Nephew, 515" x 10" 408
USA 117 x 6” 5,67
117 x 11 34” 8,37
. 4" x 4 34" 1,71
Filme )
Tegaderm® 3M, 47 x 51 176
USA 4" x 10" 3,55
6" x8” 3,85
4’ x 5" 1,59
Bioclusive® Johnson & Johnson, 5 x 7" 3,09
USA 8”x10” 4,43
4” x 4” 9,58
Espuma Allevyn® Smith & Nephew, 5 5 13.70
USA 6" x6” 17,85
3" x 43" 6,88
Alginato Kallostat® Convatec, 4" x 8" 14,99
Inglaterra 67 x 9 14" 30,94
17 x 36” 6,95
Masune, 3" x 36” 7,75
Biodegradavel Curativos USA 8" x 36" 11,60
esteréis
17 x 36” 7,30
Medco, 3" x 36" 8,15
USA 8” x 36” 11,80
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2.3. Quitina e seus derivados

A quitina, segundo polimero mais abundante na natureza, € um polissacarideo
constituido por uma sequéncia linear de agucares monoméricos do tipo B-(1-4)2-
acetamido-2-deoxi-D-glicose(N-acetilglicosamina) possuindo, assim, estrutura semelhante
a das fibras de celulose. A diferenga estrutural entre estas duas fibras se deve aos grupos
hidroxila, localizados na posicao dois, que s&o substituidos na quitina por grupos
acetamino. Sua principal fonte natural de obtencdo é a carapaga de crustaceos
(caranguejos, camarodes, lagostas e siris), podendo também ser encontrada em insetos,
moluscos e na parede celular de fungos. A quitina apresenta grande variedade de usos,
principalmente na industria téxtil, alimenticia e de cosméticos. Entretanto, sua maior
aplicacao encontra-se na producdo de quitosana, que pode ser utilizada em diversas
aplicacoes.

A quitosana foi descoberta em 1859 por Rouget, quando do contato da quitina
com uma solucao de hidréxido de potassio em ebulicdo. Durante o curso da desacetilagcao
alcalina, ligacdes N-acetil do polimero quitina sdo rompidas, formando-se a D-
glicosamina, que contém um grupo amino livre. Entretanto, a quitosana nao pode ser
considerada uma molécula uniforme e sim um grupo de polimeros parcialmente
desacetilados, dos quais 0s que apresentam grau de desacetilacdo acima de 50% podem
ser considerados como quitosana (Craveiro e col., 1999). As aplicacbes e caracteristicas
da quitosana dependem fundamentalmente do grau de desacetilagdo e do tamanho da
cadeia polimérica. Assim sendo, um rigido controle das condi¢des reacionais é essencial
em um processo em escala industrial para que se obtenha um polimero de cadeia longa e
com grau de desacetilagdo na faixa desejada. Outra opgdo de produgdo industrial de
quitosana se faz através da desacetilagdo microbiolégica, utilizando-se enzimas

especificas ou microrganismos.

A quitosana € uma das poucas fibras naturais solUveis em meio acido, como por
exemplo, suco de limao, vinagre ou suco gastrico. As estruturas quimicas da quitina e da
quitosana podem ser comparadas na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Estruturas quimicas dos polissacarideos quitina (a) e quitosana (b).

A quitina e a quitosana sdo biologicamente sintetizadas em um total de
aproximadamente um bilhdo de toneladas anualmente (Craveiro e col., 1999), sendo
biodegradadas sem acumulo excessivo na natureza, através do ciclo da quitina, conforme

ilustrado na Figura 2.3.

quitina deacetilase
QUITINA > QUITOSANA
quitinase quitosanase
lisozima
A \4
Quitina - oligossacarideos Quitosana - oligossacarideos
N-acetil-p-D-glicosaminidase
\4 \ 4
N-acetil-D-glicosamina D-glicosamina

Figura 2.3 — Ciclo da quitina.

As enzimas hidroliticas envolvidas neste processo (lisozima, quitinase, quitina
deacetilase e quitosanase) estdo largamente distribuidas nos tecidos e fluidos corpéreos
dos animais, nas plantas, além de também se encontrarem presentes em microrganismos

do solo.
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2.3.1. Propriedades e aplicacoes da quitosana

A quitosana é insoluvel em agua, &cidos concentrados, alcalis, alcool e acetona,
sendo completamente soluvel em solugdes de acidos organicos quando o pH da solugao
€ menor do que seis. Alguns acidos inorgéanicos e diluidos, tais como o nitrico, perclérico
ou fosférico, podem ser utilizados no preparo de solugdes de quitosana, entretanto, a
solucao deve ser mantida sob agitacao e aquecimento durante um longo periodo para que

ocorra a completa dissolucao do polissacarideo.

Outro importante parametro a ser ressaltado refere-se a carga da quitosana em
meio acido. Este polimero se comporta como um polieletrdlito, ou seja, apresenta uma
alta densidade de carga (uma carga positiva por unidade de glicosamina). Uma vez que
biomoléculas como proteinas, polissacarideos anidnicos, acidos nucléicos e acidos
graxos, dentre outras, podem apresentar cargas negativas em suas superficies,
freqUientemente verifica-se apreciavel interagdo destas com a quitosana, o que justifica

sua atividade sobre elas.

A quitosana é um excelente floculante devido a presenca do grande numero de
grupos amino (NH3") em sua estrutura, os quais podem interagir com coldides carregados
negativamente. Como exemplo, tem-se a facilidade de aderéncia da quitosana em
polimeros naturais como o cabelo e a pele, constituidos por proteinas e
mucopolissacarideos com cargas negativas. Outra importante propriedade da quitosana
refere-se a sua capacidade de complexagdo com diversos ions metdlicos, sendo, deste
modo, Util na quelacéo do ferro, cobre e magnésio. Tal fato possibilita sua utilizacdo em
processos de remocdo de ions de metais pesados toxicos, tais como prata, cadmio,
mercurio, chumbo, niquel e cromo que se encontrem em niveis acima dos limites de

tolerancia e/ou permitidos.

As aplicacdes e a producao industrial da quitosana experimentaram um elevado
crescimento a partir da década de 70. No Japéo, a producdo de quitosana cresceu 37%
ao ano entre 1978 e 1983 (Craveiro e col., 1999). Atualmente, as maiores aplicagdes da
quitosana estao centralizadas na purificagdo da agua, no processamento de alimentos e
na quelacao de ions metdlicos. A tendéncia atual para aplicag6es industriais concentra-se
em produtos de alto valor agregado, como cosméticos, agentes de liberacao de farmacos
no organismo, aditivos alimentares, membranas semipermeaveis e produtos
farmacéuticos. Recentemente, foi relatado o grande potencial da quitosana na area de
biotecnologia, podendo ser utilizada na forma de flocos, gel ou membrana na imobilizagao
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de células em meios de cultura. Um resumo das principais aplicacées da quitosana na

area industrial, nutricional e de saude pode ser visualizado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Principais aplicagdes da quitosana.

Area industrial

Areas de saude e nutricional

Purificacdo de agua residual de industrias

Estabilizante de gorduras em preparagdes alimenticias

Estabilizante de aromas

Meio de troca i6nica

Aditivo de cosméticos e xampus
Absorvente na remogédo de metais pesados
Protecéo bactericida de sementes

Estabilizante de frutas e verduras pereciveis

Agente absorvedor de gorduras
Reducéo de colesterol LDL
Regeneragéao de pele

Antigcido

Auxiliar no controle na presséo arterial
Regenerador de estrutura éssea
Reducao do nivel de acido urico

Promocgéao da perda de peso

Agente para a imobilizagdo de microrganismos Auxiliar do colesterol HDL
Bactericida/antiviral
Inibidor da formacao de placas dentarias

Auxiliar na absorcao de calcio

Membrana artificial

2.3.2. Uso da quitosana como biomaterial

Sabendo-se que membranas a base de quitosana para serem utilizadas em
processos de regeneracdo de pele sdo os objetos de estudo do presente trabalho, nos
proximos itens sdo abordadas algumas das atuais aplicagbes da quitosana como
biomaterial, destacando-se nestes casos, sua aplicagdo na manufatura de lentes de
contato, como membranas artificiais, no tratamento de lesées de pele, como agente

hemostatico, bactericida, fungicida e cicatrizante.

Os produtos da degradagado enzimatica da quitosana sao oligbmeros de N-acetil-
D-glicosamina, os quais, além de apresentarem propriedades cicatrizante e
antimicrobiana, sao totalmente absorviveis pelo organismo. Tais propriedades,
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associadas a excelente capacidade de formacao de filmes, incentivaram pesquisadores
(Markey e col., 1978 APUD Craveiro e col., 1999) a escolherem a quitosana como
substrato para o desenvolvimento de lentes de contato, utilizando-a como pelicula ocular
protetora na recuperacéao de tecidos submetidos a cirurgias intra-oculares ou em casos de

comprometimento crénico da cérnea.

Em razdo da capacidade da quitosana em formar filmes e membranas em
solucdes acidas diluidas, diversas aplicacées que exploram esta propriedade vém sendo
estudadas. A simples evaporacdo do solvente de uma solucéo de quitosana espalhada
sobre uma placa de vidro é considerada como sendo a técnica mais simples para o
preparo de filmes de quitosana, produzindo, geralmente, filmes flexiveis e resistentes. Um
exemplo especifico desta aplicacdo reside na obtencdo de membranas para uso como
rins artificiais, as quais apresentaram alta resisténcia mecénica aliada a alta
permeabilidade a uréia e a creatina. Sendo impermedveis as proteinas séricas,
apresentam a vantagem Unica de evitar a liberacdo de metais toxicos na corrente
sangUlinea, ao contrdrio do que ocorre normalmente com outras membranas (Craveiro e
col., 1999).

A quitosana vem sendo regularmente utilizada em processos de regeneracao de
pele em clinicas no Japao (Craveiro e col., 1999). O tratamento consiste na combinacao
de trés procedimentos: aplicagdo de uma solugdo de quitosana sobre a lesdo cutanea,
banhos de imersao contendo solugdes diluidas de quitosana e ingestdao oral de uma
solucdo de quitosana.

Desde 1950, ja se conhece a aptidao dos polications em geral de se ligarem as
células vermelhas do sangue. Muitos estudos tém mostrado sua eficacia como agentes
aglutinantes de células. A quitosana, sendo classificada como polication, apresenta
propriedades ligante e aglutinante. Em meados dos anos 60, estudos mostraram a
capacidade da quitosana, em baixas concentracbes, de promover a aglutinacdo das
células vermelhas do sangue, sendo tal capacidade dependente da estrutura e da massa
molar do polimero (Malette, 1983 APUD Craveiro e col., 1999).

O mecanismo pelo qual a quitosana se liga as células tem sido alvo de diversas
pesquisas (Malette, 1983 APUD Craveiro e col., 1999). E bem conhecido que a forca
repulsiva existente entre as células vermelhas do sangue deve-se a rede de cargas
negativas das membranas celulares. Esta alta carga negativa na superficie das células

deve-se principalmente a presenca de residuos de &cido neuraminico na membrana
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celular. A formagcdo do gel sobre as células vermelhas do sangue € decorrente da
interacdo entre o polimero positivamente carregado (quitosana) e os receptores contendo
residuos do acido neuraminico presentes na superficie da célula. Recentemente, na
Guerra no Iraque (2003), o exército americano utilizou gazes recobertas com quitosana
como agente hemostatico visando, desta forma, estancar o sangramento dos soldados
atingidos. Em territério nacional, a Polymar langcou recentemente uma membrana de
quitosana com agado hemostatica, a Hemoband® (quitosana hemostatica microfibrilar), a

qual, entretanto, ainda ndo se encontra disponivel no mercado.

A quitosana tem sido também utilizada no tratamento da acne, inibindo o
crescimento de determinados tipos de bactérias responsaveis pelo processo inflamatério
associado a esta doenga (Shimai e col., 1992 APUD Craveiro e col., 1999). Mediante esta
propriedade, a quitosana tem sido indicada por especialistas em formulagoes de cremes e
logbes de tratamento de pele. Além disso, a quitosana também apresenta propriedade
fungicida e, quando utilizada como conservante de alimentos, apresenta atividade
bactericida superior a do acido lactico (Shahidi e col., 1999).

Experimentos utilizando aplicagdes tépicas de quitosana através de pomadas e
bandagens mostraram que este biopolimero promove uma rapida cicatrizacdo de
ferimentos e abscesso infectados por Staphylococcus. Tais aplicagbes diminuiram o
tempo de coagulagdo, que é de fundamental importancia na cicatrizagdo de ferimentos
(Craveiro de col., 1999).

2.4. Métodos para a obtencao de membranas de quitosana

De um modo geral as membranas podem ser classificadas em duas categorias,
densas e porosas. A Figura 2.4 ilustra as morfologias mais comumente observadas em
membranas comerciais. Tanto as membranas densas como as porosas podem ser
isotropicas ou anisotropicas, ou seja, podem ou nao apresentar as mesmas
caracteristicas morfol6gicas ao longo de sua espessura. As membranas anisotrépicas
caracterizam-se por uma regido superior muito fina (de cerca de 1 um de espessura),
mais fechada (com poros ou ndo) suportada em uma estrutura porosa. Quando ambas as
regides sdo constituidas por um unico material, a membrana é do tipo anisotropica
integral. Caso materiais diferentes sejam empregados no preparo de cada regido, a
membrana sera do tipo anisotropica composta.
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Membranas Isotrépicas (Simétricas)
porosa porosa densa

W) S

Membranas Anisotropicas (Assimétricas)

densa (integral) porosa  densa{composta)

ERAERAIERE

Figura 2.4 — Morfologias das membranas densas e porosas comumente observadas em

membranas comerciais (Figura modificada de Habert e col., 1997).

A caracterizagdo das membranas € realizada com base em dois tipos de
parametros: os de natureza morfolégica e aqueles relativos as propriedades de transporte
da membrana. No caso das membranas porosas, caracteristicas como a distribuicao de
tamanho de poros, a porosidade superficial e a espessura representam parametros
morfologicos relevantes. Para as membranas densas, as caracteristicas fisico-quimicas
do polimero utilizado, bem como a espessura do filme polimérico, sdo parametros
importantes. No caso de membranas compostas, as caracteristicas do suporte poroso
também devem ser consideradas. Independente do tipo de membrana, propriedades de
transporte como a permeabilidade a gases e liquidos bem como a sua capacidade

seletiva, sdo utilizadas como parametros caracteristicos.

Em funcdo do tipo de morfologia da membrana e do tipo de forca motriz
empregada, o transporte das diferentes espécies através da membrana pode ocorrer pelo

mecanismo convectivo ou difusivo, conforme ilustrado na Figura 2.5.

Para as membranas porosas, dependendo do tipo de forca motriz aplicada, o
transporte das espécies pode ser tanto convectivo como difusivo. No caso de processos
que empregam membranas densas, compostas ou ndo, o fluxo permeado é sempre de
natureza difusiva, de maneira independente do tipo de forca motriz aplicada, uma vez que

a membrana ndo apresenta poros na interface com a solugédo a ser processada.
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Membrana Porosa Membrana Densa

Processo convectivo e/ou difusivo Processo difusivo

Figura 2.5 — Transporte em membranas densas e porosas (Figura modificada de Habert e
col., 1997).

2.4.1. Membranas densas

Membranas densas de quitosana sdo preparadas utilizando-se a técnica
conhecida como sol-gel, que pode ser dividida fundamentalmente em trés etapas:
dissolugcdo da quitosana em uma solugéo acida diluida e adigdo de outros componentes
(caso necessario), transferéncia desta solu¢do para moldes planos e secagem para que
ocorra a evaporagao do solvente e a formagao da membrana propriamente dita.

As condigbes operacionais comumente utilizadas na obtencdo em pequena
escala de membranas densas, conforme publicadas por diversos autores, sao

sucintamente descritas na Tabela 2.4.

Pode-se observar que dentre as etapas comumente empregadas no processo
sol-gel destacam-se o emprego de solugdes de quitosana de 1 a 5% em &cido acético
diluido, o uso de placas de Petri como moldes, a neutralizacdo e/ou estabilizacao das
membranas com hidroxido de sédio (NaOH) e a lavagem dos materiais com agua
destilada. Os procedimentos de desaeracao (para reduzir a presenca de bolhas de ar nas
membranas) e acondicionamento, bem como o volume de solugcédo de quitosana utilizada
(que afeta a espessura da membrana) parecem ter pouca relevancia no processo, uma
vez que raramente sdo mencionados e/ou especificados. As condi¢des utilizadas nas
etapas de secagem (tempo e temperatura) e neutralizagdo (concentragdo da solugéo de
NaOH e tempo de exposigao) diferem significativamente entre as referéncias consultadas,
dificultando a selecdo da condicdo mais apropriada para a sintese das membranas.
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Tabela 2.4 — Condi¢oes para a obtengdo de membranas densas de quitosana pelo processo sol-gel.

Molde Solucao de Quitosana Etapas do Processo Referéncia
(concentragéc;, tipf)’ de acido e Desaeragéo Secagem Estabilizacao/Neutralizagio Lavagem Acondicionamento
volume
- Solugéo de quitosana: 1%
Placas de Petri* - Acido acético: 2% Nao T =45°C por20 h Tratamento: NaOH a 5% por Sucessivas Nao especificado Canella e Garcia
- Volume em cada placa: nao mencionada** 16 h lavagens com agua (2001)
especificado destilada
- Solugao de quitosana: 1,25%
Placas de Petri - Acido acético: 1% Nao T ambiente por 24 h Tratamento: NH,OH diluido | N&o mencionada** Nao especificado Chatelet e col.
(¢=5cm) - Volume em cada placa: néo mencionada™* em metanol (2001)
especificado
- Solugédo de quitosana: concentragcao
nao especificada.
Placas de Petri - Acido acético: 2% Repouso T ambiente com Tratamento: NaOH a 1% por Sucessivas Nao especificado Craveiro e Craveiro
de vidro* - Acréscimo de quitina e glicerol durante 2 h circulagado de ar por tempo néo especificado lavagens com agua (2000)
- Volume em cada placa: nao 24 h destilada
especificado
- Solug&o de quitosana: 1,4% Estocagem a 25+1°C e
Placas de Petri* - Acido: lactico: 1% ou acético: 2% Nao T=60°C por 24 h N&ao mencionada** N&o mencionada** umidade relativa de Khan e col.
- Volume em cada placa: ndo mencionada** 60-65% em dessecador. (2000)
especificado
- Solugao de quitosana: 1%
- Solugao de pectina: 2% Secagem no ar. As
Placas de Petri - Solugéo de Nao T =55°C por 40 h Nao mencionada™* N&o mencionada™* amostras foram Kwabena e Fell
de poliestireno hidroxipropilmetilcelulose: 1% mencionada** armazenadas no (2001)
(¢ =9cm) - Adigao de glicerol dessecador & temperatura
- Acido cloridrico: 0,1 M ambiente.
- Massa em cada placa: 50 g
- Solugéo:quitosana 5% e fibroina 5%
Placas de Petri - Acido férmico: concentragéo nao Nao T ambiente por tempo Nao mencionada™* N&o mencionada™* Nao mencionada™* Kweon e col.
de poliestireno* especificada mencionada** nao especificado (2001)
- Volume em cada placa: ndo
especificado
Placas de Petri - Solugéo de quitosana: 1%
de vidro* - Acido: néo especificado Nao T = 40°C por 24 h (com Inexistente. Sucessivas Nao especificado Lee e col.
contendo suporte - Volume em cada placa: nao mencionada** circulagéo de ar) Tratamento com acido lavagens com (1998)
microporoso especificado sulfarico por 1 h a etanol 100%
T ambiente
- Solugéo de quitosana: 1% Sucessivas
Placa tipo ELISA: - Acido acético: 3% Nao T ambiente por tempo N&ao mencionada** lavagens com agua Inexistente Li e col.
seis pocos - Volume em cada poco: 1 mL mencionada™* nao especificado destilada (1999)
- Solugéo de quitosana: 1,5% T ambiente (com
Placas de Petri - Acido acético: 0,5 M Nao circulagao de ar) por | Tratamento: NaOH a 1% por Sucessivas Secagem no ar. O Ma e col.
(¢ =10cm) - Volume em cada placa: nao mencionada™* tempo nao tempo néo especificado lavagens com agua | acondicionamento nao foi (2001)
especificado especificado destilada especificado.

*didmetro nao especificado, **etapa ausente ou realizada em condi¢des nao especificadas.
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Molde Solucao de Quitosana Etapas do Processo Referéncia
(concentracéo, acido e volume) Desaeragéo Secagem Estabilizacio/Neutralizaciao Lavagem Acondicionamento
- Solugéo de quitosana: 1,5% Sucessivas
Placas de - Acido acético: 0,5% Nao mencionada* | T=50°Cpor1h Tratamento: solugéao de lavagens com agua Nao especificado Mi e col.
Petri* - Volume em cada placa: 10 mL NaOH-Na,CO3 por 24 h deionizada (2001)
- Solugao de quitosana: 1%
Placas de - Acido acético: 1% Nao especificada T = 60°C por N&o mencionada™* Nao mencionada*™* Nao especificado Muzzarelli e col.
Petri* - Volume em cada placa: ndo tempo nao (1988)
especificado especificado
Laminas de - Solugéo de quitosana: 2% N&o mencionada** T ambiente por Tratamento: 25 mL de Sucessivas Secagem ao ar em Payne e col.
Microscépio - Acido acético: 5% tempo nio solugdo NaOH a 1 M por 1 h. | lavagens com 4gua | temperatura ambiente. O (1996)
- Massa em cada lamina: 0,6 g especificado destilada acondicionamento néo foi
especificado.
- Solugéo de quitosana: 2%
- Acido acético: 0,1 N Risbud e col.
Placas de | - Adigéo de polivinilpirrolidona: 4% | N&o mencionada** | T = 30°C por 48 h Nao mencionada** Sucessivas Nao especificado (2000)
Petri - Adicao de glutaraldeido em atmosfera lavagens com
(¢=3,5¢cm) - Volume em cada placa: ndo estéril tampéo PBS
especificado
T =37°C por 48 h
Moldes - Solugéo de quitosana: 4% e o restante da Shu e col.
planos de - Acido acético: 4% Sonicagéao secagem foi Nao mencionada** N&ao mencionada** Nao especificado (2001)
vidro - Adigao de drogas-modelo realizada a vacuo
(10x 10 cmz) - Volume em cada molde: 40 mL em temperatura
ambiente
Placas de - Solugéo de quitosana: 1% N&o mencionada** T ambiente por Tratamento: NaOH a 3% Sucessivas Nao especificado Tomihata e lkada
Petri* - Acido acético: 1% tempo néo contendo uma solugédo de lavagens com agua (1997)
- Volume em cada placa: ndo especificado etanol 50% por tempo nao destilada
especificado especificado
Placas de - Solugéo de quitosana: 1% T = 60°C por Tratamento: NaOH a 1M por Sucessivas Secagem a 25°C sob Uragami e col.
Petri* - Acido acético: 1 M N&o mencionada™* tempo nao 24 h a temperatura de 25°C. | lavagens com &gua | vacuo. O acondicionamento (1997)
- Volume em cada placa: 10 mL especificado destilada. nao foi especificado.
-Solugéo de quitosana: 2%
Placas de -Acido acético: 2% Vécuo:700 mmHg Em estufa: 60°C Tratamento: NaOH N&o mencionada™ N&o especificado Varma e col.
Petri de - Volume em cada placa: nao T =35°Cpor6h por 24 h (condigbes nao (1999)
vidro* especificado especificadas)

*didmetro nao especificado, **etapa ausente ou realizada em condigdes ndo especificadas.
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2.4.2. Membranas porosas

Membranas porosas de quitosana tém sido bastante estudadas, ocupando
atualmente um lugar de destaque devido as suas diversas aplicagdes como, por exemplo,
em sistemas de liberacdo controlada de medicamentos, como suportes para a
imobilizacdo de enzimas, na adsorcao de metais de transicdo e na area de engenharia de
tecidos (Chow e Khor, 2000). As duas técnicas mais comumente empregadas na
obtencdo de membranas de quitosana do tipo micro e macroporosas sao as de inversao e

de separagéao de fases.

A técnica de inversao de fases pode ser dividida em basicamente trés etapas. A
primeira delas engloba o preparo da solugao de quitosana contendo o agente formador de
poros, transferéncia desta solugdo para um molde e remogéo parcial do solvente por
secagem. A segunda etapa consiste da transformagéo do polimero do estado de sol para
o estado de gel e a obtengédo dos poros pela adicdo de um nao-solvente para o material
formador da membrana, mas um solvente para o agente porogénico. E, a terceira e ultima
etapa compreende o0 aquecimento do sistema para que ocorra a estabilizagdo da estrutura
polimérica e melhoria nas propriedades mecéanicas dos biomateriais obtidos (Zeng e
Ruckenstein, 1996a). No caso da obtencdo de membranas do tipo microporosas, 0s
agentes porogénicos mais comumente utilizados sdo compostos organicos de baixa
massa molecular como a acetona, a dimetil formamida, o dimetil sulféxido e o benzeno,
dentre outros (Zeng e Ruckenstein, 1996a). Para a obtencdo de macroporos, moléculas
de maior massa molecular como, por exemplo, o polietilenoglicol (M = 35.000 g/mol),
podem ser utilizadas (Zeng e Ruckenstein, 1996b). Outra alternativa pode ser o uso de
um composto inorganico, como, por exemplo, a silica-gel, sendo o diametro dos poros

controlado pelo tamanho da prépria particula de silica (Zeng e Ruckenstein, 1996a).

A técnica de separacao de fases, assim como no caso da de inversao de fases,
pode ser utilizada na obtencdo de membranas do tipo micro ou macroporosas, sendo o
didmetro dos poros dependente das condigbes utilizadas no processo. Esta técnica pode
ser dividida nas seguintes etapas: preparo da solugdo de quitosana (contendo ou néo
substancias como a sacarose, a glicose e o cloreto de sédio), transferéncia da mesma
para moldes apropriados, congelamento dos moldes contendo a solugéo e liofilizagéo do
sistema. Os poros sdo formados a partir da sublimacao dos cristais de agua presentes na
estrutura polimérica e originados no processo de congelamento (Nettles e Elder, 2001;
Madihally e Matthew, 1999; Biagini e col., 1991). Quando do uso da sacarose, da glicose



ou do cloreto de sodio, a formacao dos poros se faz de forma diferenciada, sendo
possivel a obtencdo de poros com diametro superior a 150 um (Ma e col., 2001). Um
resumo das condi¢cdes utilizadas por diversos autores na obtencdo de membranas

porosas de quitosana pode ser visualizado na Tabela 2.5.

Similarmente ao observado para as membranas densas, nota-se que dentre as
etapas comumente utilizadas para a obtencdo de membranas porosas de quitosana
destacam-se o emprego de solugdes de quitosana de 1 a 3% em acido acético diluido, o
uso de placas de Petri como moldes, a neutralizagcao e/ou estabilizagdo das membranas
com NaOH e a lavagem dos materiais com agua destilada. E, assim como no caso das
membranas densas, as etapas de desaeragdo e acondicionamento e o volume de
solugcado de quitosana utilizado para a produgédo dos biomaterais ndo sao suficientemente
abordados. O processo de obtengcao das membranas porosas bem como as condigbes
utilizadas nas etapas de secagem (tempo e temperatura) e neutralizagdo (concentragao
da solugcao de NaOH e tempo de exposicao) diferem entre si.

Como se pode notar ha muitas lacunas quanto aos processos de fabricacao de
membranas de quitosana destinadas a regeneracdo de pele. Algumas etapas do
processo ndo sao mencionadas, ficando a duvida quanto a sua existéncia ou falta de
especificagdo, resultando dai, a dificuldade na obtencdo das condi¢cdes reais de
processamento e, possivelmente de reprodutibilidade do processo. Nota-se também que
nenhum dos métodos mencionados parece ser adequado para o escalonamento direto

do processo de producao das membranas.

Deve-se salientar que tanto no processo de obtencdo de membranas densas
como no de obtencdo de membranas porosas, a quitosana pode ser utilizada
isoladamente ou em combinacdo com outros compostos, visando uma melhoria das
caracteristicas fisicas, mecéanicas e/ou biologicas destes biomateriais. Alguns dos
agentes utilizados em conjunto com a quitosana sao: polivinilpirrolidona (Risbud e col.,
2000), glicosaminoglicanos (Chupa e col., 2000), sulfato de dextrana (Chupa e col.,
2000), alginato (Wang e col., 2002), heparina (Kweon e col., 2003; Madihally e Matthew,
1999), gelatina (Cheng e col., 2003; Mu e col., 1999; Arvanitoyannis e col., 1998), etéxido
de silica (Suzuki e Mizushima, 1997), fibroina (Kweon e col., 2001), solugdes
antimicrobianas (Loke e col., 2000), fator de crescimento de fibroblastos (Mizuno e col.,
2003), queratina (Tanabe e col., 2002), pullulan (Shalaby, 1994), cartilagem de tubarao
(Craveiro e Craveiro, 2000), celulose (Craveiro e Craveiro, 2000) e quitina (Craveiro e
Craveiro, 2000; Tomihata e lkada, 1997), dentre outros componentes.
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Molde Solucao de Quitosana Tipo de Etapas do Processo Referéncia
(concentragéc;, tipf)’ de acido e Processo | Desaeracio Secagem Estabilizacio/Neutralizaciao Lavagem Acondicionamento
volume
- Solugao de N-carboxilquitosana:
Moldes concentragdo néo especificada Separagao Nao Congelamento N&ao mencionada** N&o mencionada** Nao especificado Biagini e col.

(10x20 x0,5 cm) - Acido: néo especificado de fases mencionada** e liofilizagéao (1991)

- Volume em cada molde: nao
especificado

- Solugéo de quitosana: 1,5%

- Acido acético: 0,5 M Congelamento e
Placas de Petri - Uso conjunto de sacarose, glicose | Separagao Nao Congelamento Tratamento: NaOH Sucessivas liofilizagao para Ma e col.
(¢ =10cm) ou cloreto de sédio de fases mencionada** | (T =-28°C)e (concentragéo e tempo de lavagens com agua | formagao de uma (2001)
- Adigao sobre uma membrana densa liofilizagao exposicao nao especificados) destilada estrutura em

de quitosana bicamada (filme —

- Volume em cada placa: ndo esponja).
especificado

Tratamento:

Placas de Petri de - Solugéo de quitosana: 1, 2 e 3% Separagao Nao Congelamento | - NaOH a 0,05 M por 10 min | Duas lavagens com Nao especificado Madihally e
poliestireno - Acido acético: 0,2 M de fases | mencionada** e liofilizagao - Série de etanol: 100% agua destilada e Matthew
(¢=10cm) - Volume em cada placa: 25 a 50 mL etanol por 1 h; 70% etanol | duas lavagens com (1999)

por 30 min e 50% etanol por tampéao PBS.
30 min
- Solugéo de quitosana: 1,5% Sucessivas
Placas de Petri* - Acido acético: 0,5% Inversao Néo T =50°C por Tratamento: solugéo de lavagens com &gua Congelamento Mi e col.
- Volume em cada placa: 10 mL de fases | mencionada** 10 - 40 min NaOH-Na,COj3 por 24 h deionizada (2001)
- Solugéo de quitosana: 1%
- Acido acético: 1% Inversao Nao T =60°C por Muzzarelli e
Placas de Petri* - Volume em cada placa: nao de fases especificada tempo néao N&o mencionada™* N&o mencionada™* Nao especificado col. (1988)
especificado especificado
- Solugéo de quitosana: 2% Congelamento Tratamento:
Placas de Petri - Acido acético: 0,2 M Separagéo Nao (T =-20°C por - Série de etanol: 100% N&o mencionada™* Estocagem em Nettles e Elder
(¢ =3,5cm) - Volume em cada placa: até atingira | de fases mencionada** 24 h)e etanol por 1 h ; 70% etanol tampéo PBS (2001)
profundidade de 5 mm liofilizagao por 30 min e 50% etanol por contendo antibiético.
30 min
- Solugéo de quitosana: 1% Imers&o em uma
- Acido acético: 1% solugéo de glicerol
Placas de Petri - Silica: agente formador de poros Inversao Nao Nao Tratamento: NaOH por2 h a Sucessivas (20%) por 30 min. Zeng e
(¢=10cm) - Volume em cada placa: ndo de fases mencionada** especificada temperatura de 80°C lavagens com agua Secagem em Ruckenstein
especificado destilada. condigdes nao (1996a)
especificadas.
- Solugéo de quitosana: 1%
- Acido acético: 1%

Placas de Petri de | - Polietilenoglicol: agente formador de | Inversédo Nao T ambiente por | Tratamento: NaOH a 3% por Sucessivas Nao especificado Zeng e

poliestireno poros de fases mencionada** 1 he 30 min 12 h (temperatura ndo lavagens com agua Ruckenstein
(¢ =5cm) - Membrana microporosa de poliéter especificada) destilada. (1996b)
sulfona

- Volume em cada placa: 2 mL

*didmetro néo especificado,

**etapa ausente ou realizada em condigbes nao especificadas.
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Especificamente para a obtencao de melhorias nas propriedades mecénicas das
membranas, alguns plastificantes podem ser utilizados. O mais comumente empregado é
o glicerol (Cervera e col., 2004; Casariego e col., 2002; Tanabe e col., 2002; Craveiro e
Craveiro, 2000; Guerreiro-Beltran e col., 1999; Mu e col., 1999; Arvanitoyannis e col.,
1998; Shalaby, 1994) entretanto, o sorbitol (Cervera e col., 2004; Casariego e col., 2002;
Arvanitoyannis e col., 1998), o eritrol (Cervera e col., 2004), o acido laurico (Guerreiro-
Beltran e col., 1999), o acido lactico (Khan e col., 2000) ou o polietilenoglicol (Zhang e
col., 2002; Caner e col., 1998) também podem ser utilizados. Em alguns casos, o glicerol
vem sendo usado como componente de banhos de imersdo das membranas apds sua
obtencdo visando desta forma a reducao do encolhimento das mesmas (Mu e col., 1999;
Zeng e Ruckenstein, 1996a).

2.5. Métodos para a caracterizacao de membranas de quitosana

A caracterizagao fisica, quimica, mecanica e biolégica de membranas de
quitosana utilizadas em processos de regeneragdo de pele, portanto, atuando como
biomateriais, envolve trés sistemas interligados de técnicas complexas progressivas, onde
se avaliam as propriedades intrinsecas do material em si, de sua superficie e algumas
implicagbes biologicas decorrentes de seu uso. De uma maneira geral, esta andlise é
realizada em dois niveis. Os testes de nivel | sdo considerados minimos para a analise do
biomaterial enquanto que os de nivel Il fornecem informacdes mais detalhadas sobre as
suas propriedades (Lyman e Rowland, 1989).

2.5.1. Caracterizacao fisica, quimica e mecénica

De acordo com a literatura pesquisada, ainda ndo ha uma padronizagcao para a
caracterizacao fisica, quimica e mecanica de membranas de quitosana a serem utilizadas
na area de regeneragao de pele. Dentre os diversos artigos pesquisados na literatura, os
testes normalmente realizados referem-se a determinagéo das propriedades mecéanicas
das mesmas pelo ensaio de tensdo versus deformagéo utilizando-se Maquina Universal
de Ensaios (Khan e col., 2000; Madihally e Matthew, 1999; Tomihata e lkada, 1997; Zeng
e Ruckenstein, 1996a,b); das caracteristicas de hidrofobicidade/hidrofilicidade da
superficie dos materiais através da medida do angulo de contato (Li e col., 1999; Suzuki e
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Mizushima, 1997) e do potencial zeta (Suzuki e Mizushima, 1997); do grau de hidratagéao
dos materiais quando da imersdao em agua destilada ou em tampao fosfato (Lima, 2002;
Suh e Matthew, 2000; Kweon e col., 2001; Ma e col., 2001; Tomihata e lkada, 1997;
Uragami e col., 1997); da permeabilidade dos filmes ao vapor d’agua (Kweon e col., 2001;
Mi e col., 2001; Khan e col., 2000) e ao oxigénio (Kweon e col., 2001; Mi e col., 2001); da
morfologia da superficie dos materiais por microscopia (Lima, 2002; Kweon e col., 2001;
Mi e col., 2001; Shu e col., 2001; Varma e col., 1999; Zeng e Ruckenstein, 1996a,b), da
area superficial (Nettles e Elder, 2001; Zeng e Ruckenstein, 1996a,b) e da porosidade
(Nettles e Elder, 2001; Zeng e Ruckenstein, 1996a,b).

2.5.2. Caracterizacao biolégica

Assim como para a caracterizacao fisica, quimica e mecanica de membranas de
quitosana a serem utilizadas em processos de regeneracao de pele, ndo ha uma regra
geral para a realizagdo dos ensaios biologicos, entretanto, devido a sua importancia,
estes ensaios tém sido objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa, seja pela
realizagéo de testes in vitro (Lima, 2002; Ma e col., 2001; Mi e col., 2001; Nettles e Elder,
2001; Khan e col., 2000; Risbud e col., 2000; Li e col., 1999; Tomihata e Ikada, 1997) ou
in vivo (Khan e col., 2000; Tomihata e Ikada, 1997). Nesta revisao da literatura s6 serao
abordadas as técnicas in vitro, uma vez que estas sado as de interesse direto e mais

imediato para este trabalho.

2.5.2.1. Ensaios biolégicos in vitro

A cultura de células de mamiferos constitui-se em uma ferramenta muito util para
a avaliacdo biologica dos biomateriais, seja na determinacdo de possiveis efeitos
citotéxicos ou da influéncia destes no processo de adesao, crescimento e diferenciacao
celular, sempre com o objetivo de promover a melhoria de seu desempenho (Santos Jr.,
2001). Sabendo-se que os testes in vivo, embora indispensaveis, apresentam custo
elevado e grande demanda de tempo, os testes in vitro sdo recomendados principalmente
guando se tem um grande numero de amostras, as quais necessitam ser analisadas sob
condicdes altamente controladas. Tal fato permite com que se faca uma rapida pré-

selecao de materiais, os quais serdo posteriormente avaliados através dos testes in vivo.



36

Os testes de citotoxicidade representam a fase inicial do ensaio de avaliacao da
biocompatibilidade de um material com potencial para aplicagcbes médicas. Assim, sao
utilizados em uma pré-selecao para a deteccdo se o material em questdo promove a
morte das células ou outros efeitos negativos nas funcdes celulares (Black, 1992). Para
que um biomaterial seja considerado nao citotéxico, este, necessariamente, ndo deve
causar a morte de células e nem mesmo afetar suas fungdes. Desta maneira, a avaliacao
da citotoxicidade pode ser realizada através da analise da morfologia celular, da
integridade da membrana celular (pelo uso de métodos com corantes que indiquem ou
nao atividade metabdlica), da proliferagdo celular e da atividade biossintética, dentre
outras (Freshney, 1989).

Um resultado negativo de citotoxicidade indica que o material esta livre de
componentes danosos ou que os tém em quantidade insuficiente para causar efeitos
agudos em células isoladas, sob condi¢des extremas. Entretanto, deve-se considerar que
o teste de citotoxicidade € apenas o primeiro passo. Por outro lado, um resultado positivo
indica que o material contém uma ou mais substancias que séao extraidas e que podem ter
importancia clinica. Nestes casos, outras investigacdes se fazem necessérias para a

determinagéao da utilidade do material.

Pode-se dizer que existem dois tipos de testes de citotoxicidade in vitro: os de
contato direto e os de contato indireto. No primeiro, as células séo colocadas em contato
com o material em teste, sendo normalmente inoculadas sobre o material na forma de
uma suspensao celular. J& os de contato indireto podem ser divididos em dois tipos:
aqueles em que o material a ser testado € separado das células por uma barreira de
difusdo (agar ou agarose) e aqueles em que substancias sao extraidas do material a ser

testado, através de um solvente, e colocadas em contato com as células.

Os testes de citotoxicidade podem ser realizados baseando-se em protocolos
padroes, conforme descrito nas normas ASTM (F 813-83, método de contato direto para
avaliagdo de materiais e dispositivos médicos frente a cultura de células e F 895-84,
método de difusdo em 4&gar de cultura de células para selecdo de materiais por
citotoxicidade) e ISO (10993-5E, para a avaliacao biolégica de dispositivos médicos, parte

5, categoria de testes para citotoxicidade, métodos in vitro).

Nos métodos padronizados, além de aspectos referentes ao procedimento, ha
também especificacdo quanto a linhagem celular, ao meio de cultura e as técnicas para

avaliacao da citotoxicidade. Além disso, eles prevéem o uso e especificam os materiais a
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serem utilizados como controle positivo (substancia que apresenta efeito citotoxico de
maneira reprodutivel) e negativo (substancia que nao produz efeito citotdxico).

Normalmente sao utilizadas nestes testes linhagens de células estabelecidas e
bem caracterizadas, devido a facilidade de obtencdo e manutencdo em laboratério
(Northup, 1986). Dentre as linhagens celulares recomendadas para os testes de
citotoxicidade encontram-se a NTC, a Baalb/3T3, a MRC-5, a WI-38, a BHK-21, a V-79, a
Vero e a L-929.

Depois de realizados os testes de citotoxicidade, outros ensaios deverao ser
feitos para a aprovagdo do biomaterial como apto para o desempenho na area médica
e/ou médico-cirurgica. Assim sendo, materiais destinados a tais aplicacées devem possuir
nao apenas caracteristicas nao citotoxicas como também apresentar boas caracteristicas
de funcionalidade, ou seja, devem promover processos biol6gicos que colaborem para a
aplicagéo do biomaterial. Desta forma, os testes de avaliagao biolégica de um biomaterial
podem ser divididos em duas categorias, os testes de biosseguranga e o0s de
biofuncionalidade (Kirkpatrick, 1992). Dentre os de biosseguranca, encontram-se os de
citotoxicidade e mutagénese/carcinogénese. Ja dentre os de biofuncionalidade,
encontram-se os de adeséo e proliferacdo celular, reorganizagdo citoesquelética e de
biossintese.

Tanto os ensaios de citotoxicidade como os de adesao e de proliferagcédo celular
podem ser realizados utilizando-se diferentes metodologias. Dentre as mais comumente
empregadas encontram-se a de tripsinizagéo, a de quantificacdo de DNA e a que utiliza o
reagente MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo). Nesta técnica
desenvolvida por Mosmann (1983), o MTT é clivado por todas as células vivas e
metabolicamente ativas, mas néo por células mortas. O produto formado, um precipitado
azul denominado formazan, pode ser quantificado por espectrofotometria, sendo sua
quantidade proporcional ao numero de células vivas existentes, quando utilizada uma
populacdao homogénea de células. Este procedimento é substancialmente mais simples
qgue o de tripsinizacao, permitindo a analise simultdnea do comportamento de um maior

nuamero de amostras.

De acordo com a literatura pesquisada, a utilizacdo desta técnica em ensaios com
células vivas e na determinacao de sua proliferacao apresenta propriedades vantajosas,
sendo a principal delas referente a velocidade com que as amostras sdo processadas
(Mosmann, 1983). Os resultados podem ser determinados poucos minutos apés a adi¢ao
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de um agente solubilizante e de extracdo do formazan (como, por exemplo, uma solucao
de isopropanol acido ou dimetil sulféxido) e a coloragdo do produto formado continua
estavel durante algumas horas a temperatura ambiente. Tratando-se de uma técnica
colorimétrica, os resultados podem ser facilmente visualizados, tornando a mesma,
apropriada quando se deseja a obtencao de resultados qualitativos em um curto periodo

de tempo.

Especificamente no estudo do comportamento bioldégico de materiais a base de
quitina e seus derivados, o reagente MTT ja foi utilizado para a realizacao de testes de
citocompatibilidade (citotoxicidade direta), adesdo e proliferacdo celular para a
caracterizacao biolégica de membranas de quitosana por Chatelet e col. (2001). Este
reagente também foi utilizado em testes de citotoxicidade indireta e de proliferagéo de
fibroblastos NIH3T3 e células epiteliais SiHa em hidrogéis de quitosana e
polivinilpirrolidona (Risbud e col., 2000). Sua utilizacdo também foi relatada no estudo dos
efeitos da quitina e seus derivados na proliferagéo e producao de citocina por fibroblastos
em ensaios in vitro (Mori e col.,1997) bem como no estudo realizado por Prasitsilp e col.
(2000) quanto as respostas celulares in vitro causadas pela quitosana. Além destes
pesquisadores, muitos outros também ja utilizaram o MTT como técnica de caracterizagao
biologica. Dentre eles pode-se citar Zabala e col. (2001), Hu e col. (1999), Miller e
McDevitt (1991).

Deve-se salientar que qualquer tipo de avaliagao biolégica deve ser realizado em
condicao asséptica e, assim sendo, uma variavel de grande importancia refere-se a

técnica de esterilizagéao a ser utilizada.

2.6. Esterilizacao de biomateriais

Materiais utilizados como biomateriais devem ser esterilizados a fim de se
prevenir infec¢des subseqliientes que podem acarretar em problemas de natureza simples

ou complexa, podendo até mesmo levar o paciente a morte (Ratner e col., 1996).

A esterilizagdo € uma etapa fundamental no processamento de biomateriais, e a
funcionalidade de qualquer sistema de esterilizagdo deve ser determinada através de sua
eficacia em exterminar organismos, além de sua habilidade em nao prejudicar ou de nao
afetar de forma negativa as propriedades funcionais dos dispositivos médicos (Sanders,
2002). Os principais agentes de esterilizagdo de biomateriais sdo 0s vapores seco e
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umido, o 6xido de etileno e a radiacdo, os quais serdao sucintamente descritos a seguir,

assim como sua aplicabilidade em membranas de quitosana.

2.6.1. Esterilizacao a vapor

Através deste método, a esterilizagdo é alcangada pela exposi¢cao do biomaterial
ao vapor saturado a temperatura de 121°C. Assim, os microrganismos sao destruidos
pela acdo combinada do calor, da pressao e da umidade, 0s quais promovem a termo-
coagulacao das proteinas celulares. Normalmente este processo tem a duracao de 15 a
30 minutos apds todas as superficies dos materiais terem atingido a temperatura de
121°C.

Atualmente, este método é comumente utilizado em hospitais para a esterilizagao
de instrumentos cirurgicos metalicos e suprimentos cirdrgicos resistentes ao calor como,

por exemplo, suturas.

Dentre as principais vantagens deste método encontram-se: a eficacia, a
velocidade, a simplicidade do processo e a auséncia de residuos toéxicos. Dentre as
limitacbes pode-se citar a utilizacdo de altas temperaturas e pressées, que limitam os

tipos de biomateriais e embalagens compativeis com este processo.

2.6.2. Oxido de Etileno

O 6xido de etileno (EtO) é um agente quimico gasoso de alta eficiéncia no que se

refere a esterilizacdo de artigos médico-hospitalares. Age em baixas temperaturas e

possui alto poder de penetracao, sem ser corrosivo (Demarzo e Silva, 1997).

A acao letal do 6xido de etileno é atribuida a alquilacao, reacéo de substituicao,
por radicais C,Hzn,1, de atomos de hidrogénio dos grupos sulfidrila (HS-) e hidroxila (HO-)
existentes em proteinas, acidos nucléicos, peptideos, aminoacidos e enzimas. Admite-se
que a reacao envolva principalmente os acidos nucléicos, impedindo desta forma a
sintese de proteinas especificas (Possari, 2003; Zanon, 1987). Assim sendo, a
esterilizacao pelo 6xido de etileno é sempre realizada na presenca de vapor de agua. A
agua é um solvente ionizante que inicia a reacao de alquilagéo através da formagéao de
um complexo ativado, com grupos funcionais nao protonados e as moléculas do 6xido de
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etileno sao solubilizadas pela camada de agua que envolve os microrganismos, facilitando
o contato com os sitios de reagao.

Para uso comercial, os biomateriais juntamente com suas embalagens
(permeaveis ao Oxido de etileno) sdo colocados na camara de esterilizagdo. O ar é
removido e ocorre a injecdo de EtO na concentracdo de 600 a 1200 mg/L. Para ser
eficiente, € mantida uma certa umidade na camara, que deve estar entre 40 e 90%. A
temperatura também deve ser controlada (normalmente entre 30 e 50°C) para que seja
alcangado o nivel de seguranca de esterilidade conhecido como SAL (Sterility Assurance
Level) de 10, estabelecido pela Food and Drug Administration (FDA, EUA). A partir deste
momento, o 6xido de etileno é removido da camara e ar € introduzido no interior do
sistema para remocdo do Oxido de etileno residual e de seus subprodutos
(etilenocloridrina e etilenoglicol), a fim de que se alcance os limites de seguranga.
Algumas vezes, aeragdes complementares, utilizando-se altas temperaturas, se fazem
necessarias. A duragdo de um ciclo de esterilizacdo varia entre duas e 48 horas,

dependendo do tempo de aeragao da amostra.

Atualmente, o 6xido de etileno € empregado principalmente na esterilizagdo de
produtos médico-hospitalares que ndo podem ser expostos ao calor ou agentes
esterilizantes liquidos como, por exemplo, instrumentos de uso intravenoso e de uso
cardiopulmonar em anestesiologia, aparelhos de monitoramento invasivo, instrumentos
telescopicos (citoscdpios e broncoscopios), materiais elétricos (eletrodos e fios elétricos),
maquinas (marcapassos), motores e bombas, além de muitos outros. E também muito
utilizado na esterilizagdo de diversos implantes médicos. Devido a sua toxicidade e
potencial carcinogénico, os residuos e subprodutos deste processo tém sido alvo de
diversas pesquisas (Glaser, 1979). Além disso, seu uso na forma pura ndo é
recomendado ja que apresenta alta inflamabilidade e explosividade ao atingir a
concentracao de 3% no ar (Possari, 2003). Para uso pratico, faz-se necessaria a mistura
do 6xido de etileno com gases inertes como o didxido de carbono ou hidrocarbonetos

fluorados como o diclorofluormetano.

Como vantagens da utilizagdo do 6xido de etileno como agente de esterilizagao
de materiais podem ser citadas a eficiéncia (mesmo utilizando-se baixas temperaturas),
alta penetracéo e biocompatibilidade com diversos conjuntos biomateriais/embalagens. A
acao letal do 6xido de etileno é irrestrita, e este composto atua, portanto, como
bactericida, fungicida, viruscida e esporicida, permitindo a esterilizacdo do artigo ja

embalado (em envelopes ou rolos de papel grau cirdrgico, combinado ou ndo com filme
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plastico), além de poder substituir os processos fisicos de esterilizagao (calor seco e calor
umido) e processos quimicos a frio (glutaraldeido e formaldeido). Como desvantagens
destacam-se: a necessidade de supervisdo bacteriolégica e de pessoal técnico
especializado, a formagcao de bolhas quando em contato com alguns polimeros, o alto
custo (aparelhagem e cilindros) e o alto tempo despendido na esterilizacdo e na aeracgéao.
Entretanto, a principal desvantagem refere-se a formacao de residuos téxicos, os quais
sdo prejudiciais tanto para o desempenho do biomaterial quanto para as pessoas € 0

meio ambiente.

2.6.3. Radiacao

A esterilizacdo por radiacdo ionizante é uma técnica altamente eficiente,
econdbmica e segura, que teve um rapido crescimento na industria médica nos ultimos
quinze anos. Duas fontes de radiacdo podem ser utilizadas neste processo: raios gama
de uma fonte de *°Co ou feixes de elétrons de aceleradores de alta energia. A radiacdo
ionizante atua quebrando cadeias moleculares e induzindo reagdes dos fragmentos com o
oxigénio atmosférico ou com compostos oxigenados, destruindo, portanto, os

microrganismos e prevenindo sua reproducao.

A radiacdo gama tem amplo uso em aplicagbes industriais, tais como na
esterilizacdo de materiais médico-cirurgico, odontoldégico e de laboratério, frascos,
embalagens, farmacos, cosméticos, matérias-primas, fitoterapicos e chas; na
descontaminagdo de produtos; no processamento de alimentos, especiarias, condimentos
e corantes; na coloragao de vidros e pedras preciosas; na melhoria de fibras sintéticas e
de polimeros; na produgdo de inoculantes para a agricultura; na impregnagédo de

madeiras e outros materiais, dentre outras aplicagées.

Neste método, a dose de radiagdo geralmente validada para esterilizar produtos
médicos é de 25 kGy. O decaimento da quantidade de ®°Co contida na amostra (meia-
vida de 5,3 anos) resulta na formac&o do ®°Ni e eliminagdo de um elétron e de raios gama.
Estes raios causam a ionizagéo de importantes componentes celulares, especialmente os
acidos nucléicos, resultando na morte dos microrganismos (Hutchinson, 1961). O elétron
eliminado ndo possui energia suficiente para penetrar na amostra e, portanto, nao

participa do processo de esterilizagao.
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A técnica de esterilizagao utilizando-se a radiagdo gama aproxima-se bastante da
técnica ideal de esterilizagdo. Dentre as inUmeras vantagens do uso da radiagdo gama
como agente de esterilizacdo podem ser destacadas: a confiabilidade do processo; o facil
monitoramento, onde a Unica variavel de controle do processo é o tempo; a viabilidade
econdmica para pequenos e grandes volumes; a possibilidade de validacao do processo
segundo as normas internacionais ISO 11137 e EN 552; a auséncia do periodo de
quarentena, pois nao ha residuos; a auséncia da necessidade de embalagem em papel
grau cirdrgico, uma vez que a radiacao penetra em qualquer embalagem, além da
auséncia de manuseio durante o processamento, pois a radiagdo penetra em todas as
porgdes do produto. Suas principais desvantagens séo o custo relacionado a manutencao
de uma sala de esterilizagdo e a incompatibilidade de alguns materiais. Outra
desvantagem refere-se ao continuo decaimento do is6topo, que resulta em longos
periodos de processamento e adi¢cao periddica de cargas adicionais deste isétopo.

Os materiais médicos também podem ser esterilizados através de uma maquina
geradora de elétrons acelerados. Através desta técnica, os materiais a serem
esterilizados devem passar por um feixe de elétrons suficientemente grande para
acumular a dose requerida (usualmente 25 kGy). Assim como para 0s raios gama, a
eficiéncia do processo (medida em termos de morte de microrganismos) esta relacionada

com a ionizagdo de componentes celulares importantes.

Diferentemente da radiacdo gama, os elétrons acelerados possuem menor poder
de penetracdo, o que torna o uso deste método inadequado no caso da necessidade de
esterilizacao de produtos densos ou de grande espessura. Este método possui uma area
de abrangéncia e compatibilidade semelhantes as da radiagdo gama, entretanto, devido
ao seu menor poder de penetracido, apresenta limitagdes.

2.7. Esterilizacao de membranas de quitosana

Cabe ao profissional, dentre os diversos métodos de esterilizagcao disponiveis, a
escolha daquele que melhor se enquadre em suas necessidades especificas. As
principais caracteristicas a serem observadas sdo: eficicia, rapidez, penetrabilidade,
compatibilidade, atoxicidade, resisténcia, adaptabilidade, monitoragcdo e custo (Ferraz,
1995). Para o caso de biomateriais, a escolha do método de esterilizagdo envolve
basicamente duas caracteristicas, a compatibilidade entre o biomaterial (e sua
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embalagem) com o agente de esterilizagdo, bem como o cumprimento do limite méaximo

de microrganismos exigido pela SAL.

A esterilizacdo com EtO dominou o segmento do mercado de esterilizagdo de
produtos médicos descartaveis por muito tempo. Entretanto, sua natureza toxica e a
emissdo de poluentes ao meio ambiente fizeram com que a Occupational Safety and
Health Association (OSHA) a declarasse uma técnica agressiva, adotando uma politica
rigida em sua aplicagao. Atualmente, diversas empresas mundiais estdo substituindo este

processo de esterilizagédo pela radioesterilizagao.

O grande desafio nesta area é o desenvolvimento de biomateriais que possuam
estabilidade fisica e biologica frente aos meétodos de esterilizacdo, podendo ser
esterilizados a um baixo custo e trazendo efeitos negativos minimos para seu

desempenho, para o paciente, trabalhadores e meio-ambiente (Jorkasky, 1987).

Dentre os diversos trabalhos consultados na literatura sobre membranas de
quitosana a serem utilizadas em processos de regeneracao de pele, pouco se discute
sobre o0 processo de esterilizagao utilizado no preparo das amostras para a realizagao dos
testes bioldgicos in vitro ou in vivo. Alguns dos agentes relatados para a esterilizagéo
destas membranas em escala laboratorial foram: calor seco (Lim e col., 1999; Lim e col.,
1998), calor umido (Lim e col., 1999; Lim e col., 1998; Rao e Sharma, 1997), 6xido de
etileno (Mi e col., 2001; Lim e col., 1998; Tomihata e lkada, 1997; Ohashi e Karube,
1995), radiacdo gama (Wang e col., 2002; Lim e col., 1998), radiacao ultravioleta (Cheng
e col., 2003; Mu e col., 1999) e solucdes alcodlicas a 70% (Chatelet e col., 2001; Ma e
col., 2001; Chupa e col., 2000; Madihally e Matthew, 1999), 75% (Li e col., 1999) ou 80%
(Suzuki e Mizushima, 1997). Alguns dos trabalhos publicados nao especificam o agente
utilizado (Risbud e col., 2000; Biagini e col., 1991) e outros, nem sequer mencionam a
etapa de esterilizacdo (Zhang e col., 2002; Kweon e col., 2001; Khan e col., 2000;
Muzzarelli e col., 1988), conforme ilustrado na Figura 2.6.

Como se pode notar, o assunto é polémico e nenhum consenso foi alcangado. Ja
para as membranas poliméricas comercialmente disponiveis, os agentes de esterilizagao

utilizados encontram-se listados na Tabela 2.6.

Apesar das variadas citagcoes na literatura referente a membranas de quitosana
comercialmente disponiveis (Shalaby, 1994), apenas a Chitoderm®, produzida pela

Oligopharm Co. Ltd., foi identificada através de anuncios pela internet. Dentre suas
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principais caracteristicas encontra-se a esterilizacdo, citada como sendo realizada pela
exposicao do material a radiacao, porém, de natureza ndo especificada. Entretanto, a
etapa de esterilizagdo € de fundamental importdncia na area biomédica e a escolha
inadequada do agente de esterilizagdo pode prejudicar o desempenho do biomaterial por
afetar suas propriedades fisicas, quimicas e/ou biolégicas e vir a comprometer os

resultados almejados.

I ) calor seco
Etapa de esterilizagdo ndo mencionada 8%
o

16% ~

; calor imido
12%

Agente de esterilizagdo ndo especificado
8%

solugdes alcodlicas
24%

6xido de etileno
16%

radiacdo gama

. radiacao ultravioleta
8% 8%

Figura 2.6 — Distribuicdo percentual do uso de diferentes agentes de esterilizagdo de

membranas de quitosana para uso biomédico.

Tabela 2.6 — Algumas membranas comercialmente disponiveis para o tratamento de

gueimaduras e os agentes utilizados para a sua esterilizagao.

Nome comercial da membrana Fabricante Agente de esterilizacao
Tegaderm® 3M Health Care Ltd. Radiagcado gama
Vigilon® Bard Oxido de etileno
Geliperm® Geistlich Sons Ltd. Oxido de etileno
Granuflex® ConvaTec Ltd. Radiacdo gama
Opsite® Smith & Nephew Medical Ltd. Oxido de etileno
Chitoderm® Oligopharm Co. Ltd. Radiacao
Omiderm® Omiderm Ltd. Radiacdo gama
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Dentre os agentes encontrados na literatura para a esterilizacdo de membranas
de quitosana, destaca-se a utilizacdo de solugdes alcodlicas (Figura 2.6), entretanto, o
alcool possui uma acao desinfetante e nao esterilizante. O alcool, apesar de ndo ser um
agente esterilizante propriamente dito, € considerado um bom desinfetante devido a sua
acao desidratante e coaguladora de proteinas. O alcool ndo somente rompe as
membranas pela solubilizacdo de lipidios como também desnatura as proteinas. No
entanto, o alcool ndo tem acao sobre formas de resisténcia tais como os endosporos de
diversas bactérias. Este fato limita seu emprego como esterilizante de superficie. As
principais vantagens e desvantagens do alcool como agente desinfetante podem ser
visualizadas na Tabela 2.7.

Tabela 2.7 — Principais vantagens e desvantagens do alcool como agente desinfetante.

Vantagens

Desvantagens

Possui acao bactericida, viruscida e fungicida

Nao é esporicida

Possui odor agradavel

Possui atividade questionavel perante virus

Evapora-se sem formagao de residuos

Em alguns casos pode provocar irritagdo na
pele e mucosas (desidratagao e queimaduras)

Nao colore os materiais

Possui alta volatilidade e inflamabilidade

Geralmente ndo é téxico

Possui certa incompatibilidade com borrachas e

materiais plasticos

E estavel (quando guardado adequadamente)

Normalmente nao é irritante nem provoca alergia

Possui baixo custo

Material de facil obtencao e utilizagdo

Nao € registrado como desinfetante pelo

Envirommental Protetion Agengy (EPA)

2.8. Consideracoes finais

Com base na revisdo da literatura efetuada e com o propésito de se obter

membranas a serem utilizadas em processos de regeneragdo de pele lesada por

gueimaduras, propds-se o projeto de doutorado em questado, utilizando-se a quitosana
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como a matéria-prima principal para a obtencdo destes biomateriais. Tal escolha é
fundamentada nos fatores descritos a seguir.

Os monbémeros D-glucosamina e N-acetilglucosamina da quitosana sao
substancias que ocorrem amplamente nos tecidos animais, sendo de grande importancia
em diversos processos metabdlicos. O processo de degradacao dos biomateriais a base
de quitosana é realizado por enzimas largamente distribuidas nos tecidos e fluidos
corpéreos dos animais, nas plantas, além de estarem presentes em microrganismos do
solo. A quitosana possui alta solubilidade em alguns &cidos organicos, permitindo,
portanto, a obtengcdo de filmes e membranas (combinadas ou ndo com outras
substancias), apresentando também propriedade de formar um gel em solu¢des acidas,
0 que possibilita seu uso como veiculo em formulagbes farmacéuticas. Devido a
compatibilidade da quitosana com os tecidos animais, as membranas produzidas com
este polissacarideo podem ser absorvidas pelo organismo durante a recuperagdo da
pele desde que quitosana com grau de desacetilacdo adequado seja empregada,
evitando, portanto, a retirada do curativo e, possivelmente, danos ao tecido recuperado,
ainda sensivel. Em adi¢do, tais membranas apresentam atividade antimicrobiana e
cicatrizante, além de serem facilmente esterilizaveis, podendo ser utilizadas em

substituicdo a gaze e ao algodao (Craveiro e Craveiro, 2000).

Foi ainda proposta a avaliacdo dos efeitos do glicerol e da quitina quando
presentes na composicdo das membranas de quitosana. O glicerol foi utilizado como
agente plastificante, esperando-se, portanto, melhoria nas caracteristicas mecéanicas dos
materiais (flexibilidade e elasticidade), ja que sua presenca promove reducao nas forcas
coesivas entre as cadeias poliméricas, resultando no aumento de sua mobilidade. A
quitina foi selecionada como matéria-prima para a obtencdo das membranas, uma vez
que, além de possuir caracteristicas biol6gicas adequadas para a utilizacdo como
biomaterial na area de regeneracdo de pele, ainda apresenta custo reduzido quando
comparado ao da quitosana. Acrescida a estas caracteristicas, a quitina possui a
vantagem de ser mais facilmente biodegradada por enzimas hidroliticas presentes no
organismo humano que a quitosana (Madihally e Matthew, 1999), fator este de grande
relevancia no caso do uso em queimaduras onde a retirada do curativo pode acarretar
em danos ao tecido em processo de cicatrizagao e, portanto, ainda fragil.

\

Quanto a caracterizagdo das membranas, prop0s-se para as avaliagbes das
propriedades fisicas e mecanicas, o uso das técnicas mais comumente descritas na

literatura. Para a avaliacao fisica foram analisadas a espessura (nos estados seco e
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umido), a morfologia, o grau de hidratagdo (em agua destilada e tampao PBS) e o de
degradacao em tampao PBS. Outras variaveis também analisadas foram a cristalinidade,
a degradacao térmica e a estabilidade em solugdes aquosas. Quanto as propriedades
mecénicas, foram avaliadas a resisténcia mecéanica e a ductilidade dos materiais

sintetizados.

Ja para a avaliacdo bioldgica, na concepgdo do projeto, a técnica de
caracterizacao biolégica escolhida foi a de tripsinizacao, conforme proposto por Suzuki e
Mizushima (1997). Entretanto, fazendo-se uma nova busca na literatura, foram
encontrados diversos artigos (Chatelet e col., 2001; Zabala e col. 2001; Prasitsilp e col.,
2000; Risbud e col., 2000; Hu e col., 1999; Mori e col., 1997; Miller e McDevitt, 1991),
que utilizaram a técnica colorimétrica conhecida como ensaio com o indicador de
metabolismo celular MTT, para a realizacao de ensaios bioldogicos com membranas de
quitosana. Em adi¢cao, na UNICAMP, no Departamento de Biologia Celular do Instituto de
Biologia, onde os testes bioldgicos foram realizados, este procedimento ja vinha sendo
utilizado com éxito na realizagdo de ensaios de caracterizagdo de biomateriais. Assim,
esta foi a técnica selecionada para a avaliagdo de citotoxicidade, adesao e proliferagao
celular das membranas a base de quitosana. Outra variavel biolégica também analisada
foi a degradacédo das membranas quando da exposi¢do a enzima lisozima.

Outro fator a ser considerado refere-se a etapa de esterilizagcdo de membranas
a base de quitosana, a qual, apesar de ser de fundamental importancia para o processo
de obtencdo do biomaterial, € pouco abordada na literatura. A falta de consenso
verificada na literatura consultada incentivou-nos a propor um conjunto de experimentos
para a avaliacao do efeito de trés diferentes agentes de esterilizacdo nas caracteristicas
fisicas, mecanicas e biolégicas das membranas: alcool etilico a 70%, 6xido de etileno e
radiacdo gama. Dentre os agentes mais comumente empregados, foram selecionados os
trés em estudo por apresentarem menor potencial de afetar a estrutura das membranas

em decorréncia do principio de atuagdo dos mesmos.
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Neste item estdo descritos os materiais utilizados para a obtencdo e para a

caracterizacao das membranas de quitosana.

3.1.1. Obtencao das membranas

Para a obtengdo das membranas foram utilizados como reagentes quitosana
85% desacetilada (cédigo C3646), quitina grau pratico (codigo C7170) e glicerol (cddigo
G7893) adquiridos da Sigma Chemical Co., acido acético glacial e éleo de silicone
(350 cp) obtidos da Synth e hidroxido de sédio (NaOH) adquirido da Ecibra. Todos os
reagentes utilizados possuem qualidade analitica certificada. A 4gua utilizada nos ensaios
€ destilada e deionizada em sistema Milli-Q (Millipore).

Membranas porosas de quitosana, sintetizadas pelo Prof. Dr. Eduardo José
Arruda do Departamento de Farmacia da Universidade Catélica Dom Bosco e a
membrana comercial Omiderm® (Omiderm Ltd.), doada pelo Sr. Mario Cabral da empresa

Literal Mercantil Ltda também foram utilizadas ao longo deste trabalho.

3.1.2. Caracterizacao das membranas

Para os ensaios de caracterizacdo biolégica foram utilizadas células Vero
provenientes do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo, Brasil) e cultivadas no Laboratério de
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Cultura de Células Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (IB/UNICAMP); meio de cultura Ham-F10, soro fetal bovino (SFB), tripsina-
EDTA e tampao fosfato (PBS) obtidos da Nutricell Nutrientes Celulares; 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo (MTT), fenol, acido cloridrico (HCI), alcool
isopropilico, dimetil sulféxido (DMSO), N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-acido etanosulfénico
(HEPES), glicina e cloreto de sédio (NaCl) fornecidos pela Sigma Chemical Co.; alcool
etilico e hidréxido de sédio obtidos da Ecibra. Para a avaliacdo das superficies dos
materiais inoculados com as células Vero por microscopia eletronica de varredura (MEV)
foram utilizados os reagentes paraformaldeido, glutaraldeido e tetréxido de d&smio
fornecidos pela Sigma Chemical Co.; alcool etilico fornecido pela Ecibra e tampéo fosfato
(PBS) obtido da Nutricell Nutrientes Celulares. As amostras foram recobertas com uma
liga de ouro-paléadio fornecida pela Polaron.

Para o ensaio de avaliagdo da ocorréncia de microrganismos contaminantes em
membranas nao estéreis foram utilizados os meios de cultura caseina-soja e tioglicolato
fluido, disponibilizados pela empresa Acecil Central de Esterilizagdo Comeércio e Industria
Ltda (Campinas, SP).

Para o ensaio de degradagdo enzimatica foram utilizados a enzima lisozima
fornecida pela Sigma Chemical Co. e o tampéao fosfato obtido da Nutricell Nutrientes
Celulares.

Para os ensaios de hidratacdo, estabilidade em solugbes aquosas e
caracterizacdo mecéanica foi utilizado o tampéo fosfato obtido da Nutricell Nutrientes

Celulares e agua destilada.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparo das membranas

Solugbes de quitosana de 1,0 a 2,5% (m/m) foram preparadas a partir da
dissolugédo do material em solugéo aquosa de &cido acético a 1,0% (v/v).

As solugbes de quitosana de menor concentragao foram mantidas sob agitagéo a
temperatura ambiente por 24 horas, enquanto que as solu¢gdées mais concentradas, devido
a sua alta viscosidade, foram mantidas em repouso a baixas temperaturas (em torno de
5°C) por 72 horas. Apos a dissolugdo do material, as solugdes foram filtradas em placa de
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vidro sinterizado com tamanho de poro G1 (Merse), para a eliminagdo das impurezas
insoluveis da quitosana. As solucbes filtradas foram entdo desaeradas sob pressao
reduzida.

Para o preparo das membranas contendo quitina e/ou glicerol, apds a
desaeracao das solucbes de quitosana, foi feita a adicdo das quantidades necessarias

destes compostos, seguida pela homogeneizacéo do sistema.

Aliquotas da solucao de quitosana contendo aditivos, quando requeridos, foram
transferidas para placas de Petri de vidro com 11 cm de didmetro, previamente
silanizadas. No caso dos ensaios de estudo do efeito de trés diferentes agentes de
esterilizacdo nas caracteristicas fisicas, mecéanicas e bioldégicas das membranas, foram
adicionados 45 gramas de solugdo em todas as condigdes estudadas, mantendo-se a
quantidade de quitosana constante em todos os ensaios (1,125 g). Ja para o estudo do
efeito da composi¢do nas caracteristicas das membranas obtidas pelo método sol-gel,
quantidades diferentes de solugéao foram adicionadas para cada condigdo experimental do
planejamento estatistico, sendo mantida constante, em 1,125 g, a quantidade de sélidos
totais do sistema, conforme descrito na Tabela 3.1.

A silanizacdo das placas utilizadas como moldes foi efetuada utilizando-se 6leo
de silicone aplicado com papel absorvente, de modo a recobrir uniformemente a
superficie interna das placas, que foram entdo mantidas em estufa por duas horas a
200°C. As placas foram cuidadosamente lavadas com uma esponja macia umedecida
com agua e detergente (comercial) e imersas em agua corrente por dois minutos. Apés
este procedimento, as placas permaneceram imersas em agua destilada por 12 horas,

sendo secas a temperatura ambiente antes de seu uso.

Apobs a transferéncia das solucdes de quitosana para as placas de Petri, estas
foram mantidas em dessecador sob pressao reduzida por trés horas para eliminacao das
bolhas de ar. No caso das solu¢gdes mais concentradas, apos a desaeragdo, as placas
foram armazenadas em geladeira por um periodo de quatro dias.

Apos a desaeracao, as amostras foram mantidas em estufa com circulagéo de ar
(modelo 410, Nova Etica) & temperatura de 50°C até a obtencdo de massa constante.

Apés a secagem, as membranas densas foram imersas em uma solugédo de
hidroxido de sédio a 1 M por 24 horas a temperatura ambiente visando, desta forma, a
neutralizagdo do acido acético residual.
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Apds a neutralizagdo, as membranas foram exaustivamente lavadas com agua
destilada (aproximadamente 2 litros por membrana) para a remoc¢do do excesso de base
ainda presente.

As membranas produzidas foram secas a temperatura ambiente sob prensagem
entre duas folhas de papel de filtro, sendo, entdo, envoltas em papel vegetal e

armazenadas a temperatura ambiente.

3.2.2. Estudo do efeito da esterilizacao nas caracteristicas fisicas, mecanicas e
biolégicas das membranas

Para a realizagcdo do estudo do efeito da esterilizagdo nas caracteristicas das
membranas foram selecionadas quatro diferentes composi¢cdes de membranas densas,
obtidas a partir da dissolugdo dos componentes em solugdo aquosa de &cido acético a
1% (v/v), nas seguintes concentragcdes massicas: quitosana a 2,5% (Q); quitosana a 2,5%
contendo 0,5% de glicerol (Q+g); quitosana a 2,5% contendo 0,5% de quitina (Q+Q);
quitosana a 2,5% contendo 0,5% de glicerol e 0,5% de quitina (Q+g+Q).

Esta selecdo visou abranger os possiveis efeitos da esterilizagdo sobre as
diferentes classes de membranas a serem sintetizadas na proxima etapa do estudo
(puras, contendo somente quitosana ou entdo, contendo outras matérias-primas), sendo
que cada um dos tipos de materiais foi submetido as trés diferentes técnicas de
esterilizacao: exposicdo a radiacdo gama, imersao em alcool etilico a 70% (v/v) e
exposicao ao 6xido de etileno.

Para a utilizacdo do alcool como agente de esterilizacdo, as amostras foram
imersas em alcool etilico a 70% (v/v) e mantidas em geladeira por 48 horas, quando entao
foram lavadas exaustivamente com tampao PBS estéril (pH 7,4) antes do inicio dos

ensaios de caracterizacao.

A esterilizacdo com o6xido de etileno (Oxyfume-30) foi realizada na empresa
Acecil Central de Esterilizaggo Comércio e Industria Ltda (Campinas, SP) sob as
seguintes condigdes: vacuo de 400 mmHg, tempo de exposi¢cdo das amostras ao gas de
8 horas, pressdo de 0,5 kgf/cm?, umidade entre 40 e 50%, temperatura de 40°C e aeracéo
de trés trocas com nitrogénio. Antes de sua utilizacdo, as amostras esterilizadas foram

armazenadas por um periodo minimo de 72 horas, conforme recomendagéo da empresa
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de esterilizagdo. Previamente a esterilizagdo, as amostras foram colocadas em
embalagens apropriadas constituidas por uma face plastica e outra de papel, fornecidas
pela prépria empresa de esterilizagdo, sendo seladas a quente.

A terceira técnica de esterilizacdo avaliada foi realizada no Instituto de Pesquisas
e Energia Nuclear (IPEN, Sao Paulo, SP) através da exposicdao das amostras a radiacao
gama por 5 horas (taxa constante de 5 kGy/h), totalizando uma dose de 25 kGy.
Previamente a esterilizacdo, as amostras foram colocadas em embalagens plasticas, que

foram seladas a quente.

As membranas, antes e ap0s a esterilizacdo, foram avaliadas quanto as
caracteristicas de superficie por microscopia eletrénica de varredura (MEV), quanto ao
comportamento mecénico (resisténcia mecanica e ductilidade) e com relagdo a
citotoxicidade (indireta e direta) visando a detecgédo do possivel efeito de residuos toxicos
decorrentes do preparo e da esterilizagdo das membranas. O fluxograma de realizagao
deste conjunto de ensaios pode ser visualizado na Figura 3.1.

3.2.3. Avaliacao do tempo para a eliminacao dos residuos do processo de
esterilizacao quando utilizado o 6xido de etileno como agente esterilizante

Foram realizados ensaios para a determinacdo do tempo minimo de
armazenamento das membranas para que fossem atingidos os limites maximos de
residuos irritantes resultantes da esterilizacdo com o éxido de etileno (o préprio éxido de
etileno residual, a etilenocloridrina e o etilenoglicol) em dispositivos que entram em
contato com o sangue, como é o caso de curativos utilizados em queimaduras, conforme

determinado pela Portaria Interministerial n® 482 (1999).

Os materiais foram avaliados depois de transcorridas seis e doze horas do
processo de esterilizagdo. Para isto, as membranas esterilizadas (2 x 1 cm? foram
pesadas e colocadas em frascos fechados contendo 1 mL de agua destilada. Ap6s 90
minutos de agitacdo constante, foram realizadas as andlises cromatograficas dos
residuos utilizando-se um cromatografo a gas modelo CG-37 equipado com dois
detectores de ionizagdo de chama, uma coluna CG n® 5122 (Porapak Q — 1,8 m de vidro),
uma coluna CG n®152 (3% OV 225 chr 101 - 1,8 m de vidro) e um
integrador/processador CG-300. Esta analise foi realizada na empresa Acecil Central de
Esterilizagdo Comércio e Industria Ltda.
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Analise dos resultados

Selecao do agente mais adequado para a esterilizacao

das membranas densas a base de quitosana

Figura 3.1 — Fluxograma dos ensaios de estudo do efeito da esterilizacdo nas

caracteristicas fisicas, mecanicas e biol6gicas das membranas densas a base de

quitosana.
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3.2.4. Determinacao do efeito da composicao nas caracteristicas das membranas
obtidas pelo método sol-gel

Neste trabalho foram utilizadas as técnicas de planejamento estatistico descritas
por Barros Neto e col. (2002) para o estudo da influéncia da composicao nas

caracteristicas de membranas densas a base de quitosana.

Para a sintese das membranas densas foram selecionadas como variaveis de
estudo as quantidades e os tipos de matérias-primas utilizadas, mantendo-se as
condigbes de processo constantes. Os niveis estabelecidos para as variaveis sao
sumarizados na Tabela 3.1. Deve-se salientar que os ensaios do ponto central (média de
cada uma das varidveis em estudo) foram realizados em triplicata, visando a

determinacg&o do erro associado aos experimentos.

Tabela 3.1 — Planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais e as respectivas massas
por membrana de solugao de quitosana contendo ou ndo outros componentes, mantendo-

se constante a quantidade de solidos totais no sistema em 1,125 g.

Variaveis de estudo* Massa total de
Ensaio Quitosana Quitina Glicerol solugao/membrana (g)
1 1,0% 0% 0% 112,50
2 2,5% 0% 0% 45,00
3 1,0% 0,5% 0% 75,00
4 2,5% 0,5% 0% 37,60
5 1,0% 0% 0,5% 75,00
6 2,5% 0% 0,5% 37,60
7 1,0% 0,5% 0,5% 56,25
8 2,5% 0,5% 0,5% 32,14
9 1,75% 0,25% 0,25% 50,00
10 1,75% 0,25% 0,25% 50,00
11 1,75% 0,25% 0,25% 50,00

*porcentagens massicas dos reagentes nas solugdes de partida.
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As variaveis-resposta deste planejamento estatistico foram o custo das
membranas, as espessuras nos estados seco e umido, o grau de hidratacdo em agua
destilada e em tampao PBS, a resisténcia mecanica, a ductilidade e a degradacao
enzimatica. As membranas também foram caracterizadas quanto a morfologia de suas
superficies e secbes transversais, cristalinidade, adesdo, proliferacdo celular e
estabilidade em solucées aquosas. A composicado com caracteristicas mais adequadas
para uso na funcao destinada foi ainda caracterizada quanto a permeabilidade ao vapor
d’agua e ao oxigénio. O fluxograma para a realizagdo deste conjunto de ensaios pode ser
visualizado na Figura 3.2.

Deve-se salientar que apos os ensaios de estudo do efeito da esterilizagdo nas
caracteristicas fisicas, mecanicas e biolégicas das membranas, definiu-se o 6xido de
etileno como o agente mais apropriado para a esterilizacdo das membranas densas a
base de quitosana, sendo este, portanto, utilizado no decorrer do restante do trabalho.

3.2.5. Caracterizacao das membranas e de seus componentes

Neste item sdo abordadas as técnicas que foram empregadas na caracterizagao
das membranas e de seus componentes, utilizadas tanto no estudo do efeito da
esterilizacdo nas caracteristicas dos materiais quanto na determinagdo do efeito da
composicao nas caracteristicas das membranas obtidas pelo método sol-gel.

3.2.5.1. Diametro das particulas de quitina

Algumas das membranas densas sintetizadas neste trabalho tém em sua
composicao a matéria-prima quitina. Uma vez que o diametro das particulas de quitina é
uma variavel importante para a caracterizacao do material, sua determinacao foi realizada
no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC) da Faculdade de
Engenharia Quimica (FEQ/UNICAMP) em espectrofotbmetro de espalhamento de laser
(Malvern, modelo S — MAM 5005 Matersizer S), ajustado para analise de materiais
polidispersos suspensos em agua.
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Figura 3.2 — Fluxograma dos ensaios de determinacao do efeito da composicdo nas

caracteristicas das membranas obtidas pelo método sol-gel.
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3.2.5.2. Avaliacao da ocorréncia de microrganismos contaminantes em membranas

nao estéreis

A fim de se verificar a carga contaminante inicial de microrganismos, bem como a
necessidade de esterilizacdo das membranas densas a base de quitosana, foram
realizados ensaios de incubacao direta dos materiais nao estéreis nos meios de cultura

caseina-soja e tioglicolato fluido.

A incubacdo dos materiais no meio de cultura caseina-soja foi realizada
buscando o possivel crescimento de leveduras, fungos e microrganismos aerobicos. Ja o
meio tioglicolato fluido foi utilizado visando o possivel crescimento de principalmente
microrganismos anaerébicos embora também possa ocorrer o crescimento de
microrganismos aerdbicos, leveduras e até mesmo, fungos. Assim, as membranas
(2 x 1 cm?) foram incubadas em estufa para cultura bacterioldgica (Olidef CZ) por 14 dias
a temperatura de 20 - 25°C no caso do meio caseina-soja, € a temperatura de 30 - 35°C,
no caso do meio de tioglicolato fluido, de acordo com a Farmacopéia Brasileira (42 Edigcao,
1988). O crescimento de microrganismos foi considerado como existente quando se
verificava a turvagéo dos meios de cultura. Estes ensaios foram realizados na empresa

Acecil Central de Esterilizacdo Comércio de Industria Ltda.

3.2.5.3. Espessura das membranas

A espessura das membranas foi determinada pela utilizagdo de um micrémetro
digital (Digimess modelo 110.200 com precisdo de 0,01 mm) por quatro medi¢des, de 90

em 90°, ao longo da extensdo da membrana.

3.2.5.4. Grau de hidratacao das membranas

Visando a determinacao da capacidade de absorcao de liquidos, ou seja, do grau
de hidratacdo das membranas, as mesmas foram cortadas nas dimensées de 1 x 6 cm?,
secas, pesadas em balanca analitica, esterilizadas com Oxyfume-30 e expostas aos
solventes agua destilada (pH 3,05) e tampao PBS (pH 7,4) por 24 horas a temperatura de
37°C. Apoés este periodo, as membranas foram secas a temperatura ambiente, sob
compressao entre duas folhas de papel de filtro por um minuto, e imediatamente pesadas
em balanga analitica. As diferengas percentuais das massas das amostras antes e apds o
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ensaio forneceram os resultados referentes aos graus de hidratagdo dos materiais. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.5.5. Propriedades mecanicas

O comportamento mecéanico das membranas durante o ensaio de tensao versus
deformacao foi determinado com base no método ASTM D 882-95A (1995), que engloba
a determinacdo de propriedades mecanicas de plasticos na forma de membranas,
incluindo filmes com espessura inferior a 1,0 mm, entretanto, algumas adequagbes quanto
as dimensdes das amostras e quanto a forma de acondicionamento dos corpos de prova

foram realizadas.

Devido ao custo do material, foram utilizados corpos de prova com dimensdes
inferiores ao estabelecido na norma-base, que descreve trés parametros de controle das
amostras: comprimento, largura e a relagao largura/espessura. De acordo com a norma,
o comprimento dos corpos de prova deve ser, no minimo, 50 mm maior que a distancia
estabelecida entre as garras do equipamento; a largura nominal das amostras deve estar
compreendida entre cinco e 25,4 mm e, a relagdo entre a largura e a espessura das
mesmas nao deve ser inferior a oito. Quanto ao acondicionamento das amostras, a norma
descreve a manutencao das mesmas por um periodo minimo de 40 horas em atmosfera
com umidade de 50%. Tal valor foi ultrapassado no presente estudo, visando a simulagao
de condicbes quando da lesdo de pele por queimaduras, uma vez que a quantidade de
fluidos corpéreos na regido lesada € muito elevada. Para isto, os corpos de prova foram
imersos durante um periodo de 24 a 30 horas em tampao PBS estéril, a temperatura

ambiente, antes da realizagdo dos ensaios mecanicos.

Os corpos de prova utilizados nos ensaios de estudo do efeito da esterilizacao
nas caracteristicas fisicas, mecéanicas e biolégicas das membranas foram obtidos pela
compressao dos materiais contra um molde metalico Tipo I, conforme mostrado na Figura
3.3. Para os ensaios definidos no planejamento estatistico para a determinagéo do efeito
da composicao nas caracteristicas das membranas obtidas pelo método sol-gel, foi
utilizado um outro molde metadlico, de largura superior ao anterior (conforme ilustrado na
Figura 3.4), devido ao rompimento das membranas quando do uso do molde metalico

Tipo 1.
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Parte util para o ensaio T

40 mm

Figura 3.3 — Molde metalico tipo I construido para o corte dos corpos de prova utilizados

no ensaio mecanico de tensao versus deformacao.

Parte util para o ensaio s )

Figura 3.4 — Molde metalico alternativo utilizado para o corte das membranas de

quitosana para a realizacao do ensaio mecanico de tensao versus deformacao.

Antecedendo o inicio dos ensaios, as amostras tiveram suas espessuras

medidas no ponto central dos corpos de provas, conforme descrito anteriormente.

Para a realizagdo do ensaio mecénico de tensdo versus deformagao, o corpo de
prova foi fixado nos cabegotes da Maquina Universal de Ensaios e alongado a uma taxa
de deformacdo constante, produzindo desta forma, forcas longitudinais que foram
controladas no medidor de carga da mesma. Obteve-se assim, uma curva de for¢a versus

deformagdo que foi utilizada como base para a obtencdo da curva de tensédo versus
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porcentagem de alongamento. Tal conversdo foi realizada para que houvesse
independéncia entre os resultados obtidos e as dimensdes dos corpos de prova. Através
deste ensaio, foram obtidos dados relativos a resisténcia mecanica (medida da
capacidade em suportar carga até a ruptura) e a ductilidade (capacidade de deformacao

permanente anterior a fratura) dos materiais referente ao seu estiramento.

A caracterizagdo mecanica das membranas densas a base de quitosana foi
realizada na Maquina Universal de Ensaios, modelo Instron do Departamento de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos (DEMA, UFSCar),
utilizando-se célula de carga de 500 N, taxa de deformacdo de 10 mm/min e distancia
entre garras de 25 mm.

3.2.5.6. Citotoxicidade indireta

Em termos biolégicos, sabe-se que um curativo ideal ndo deve liberar produtos
toxicos e nem mesmo causar reagdes adversas, 0 que pode, em primeira instancia, ser

avaliado através de testes de citotoxicidade in vitro.

Para este ensaio foi utilizada uma cultura de células Vero (fibroblastos
provenientes de macacos da espécie Cercopithecus aethiops). De acordo com a literatura
pesquisada (ISO 10993-5E, 1992 e Kirkpatrick, 1992), esta linhagem é recomendada para
os estudos de citotoxicidade e de interagbes entre biomateriais e células. O meio de
cultura utilizado foi o Ham-F10 suplementado com 10% de SFB. A técnica empregada no
ensaio de citotoxicidade indireta, desenvolvida por Mosmann (1983), utiliza o reagente
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo), que é clivado somente por
células vivas e metabolicamente ativas, formando o precipitado azul denominado

formazan, detectavel espectrofotometricamente.

Inicialmente, extratos das membranas foram obtidos apdés a manutencao das
mesmas no meio de cultura Ham-F10 contendo 10% de SFB durante 48 horas a
temperatura de 37°C em estufa para cultura de células (Microprocessor CO, incubator,
Lab-Line), a uma concentragéo de 0,2 g de material seco por mililitro de meio de cultivo,
conforme estipulado pela 1ISO 10993-5E (1992). Paralelamente, 100 uL de uma
suspensao contendo 1x10° células/mL de meio Ham-F10 suplementado com 10% de SFB
foram transferidos para cada pog¢o de uma placa de 96 pogos (lwaki), que foi mantida por
24 horas a temperatura de 37°C em estufa para cultura de células. Apds este periodo, os
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sobrenadantes foram retirados; 100 uL dos extratos das membranas foram adicionados
em cada pogo e a placa foi mantida novamente em estufa por 24 horas a temperatura de
37°C. Os extratos foram entdo removidos e cada poco foi lavado duas vezes com 100 uL
de tampao PBS estéril. Apos esta lavagem, foram adicionados em cada pogo, 100 uL de
meio de cultura contendo 10% de SFB seguida da adicao de 10 uL de uma solucao de
MTT a 5 mg/mL de tampéao PBS estéril. A placa foi mantida em estufa a temperatura de
37°C por quatro horas e ap6s este periodo, foram adicionados 100 uL de isopropanol
acido (30 uL de HCI em 10 mL de isopropanol) em cada pogo. Apds incubagao por uma
hora, a leitura das absorbéancias foi feita em espectrofotémetro de placas ELISA (Packard
Bioscience Company Fusion contendo o Software Fusion Robotics Interface) a 540 nm.

Foram utilizados como controles negativo e positivo o extrato de fragmentos da
propria placa de cultura de células e uma solu¢do de fenol a 0,5%, respectivamente. Os
valores médios de absorbancia de cada uma das condi¢gdes experimentais foram obtidos
da média de oito amostras e a analise estatistica dos resultados foi feita utilizando-se o
teste t-Student.

3.2.5.7. Citotoxicidade direta, adesao e proliferacao celular

A metodologia utilizada para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade direta,
adesao e proliferacao celular foi a mesma, diferindo apenas no tempo de incubacao dos
materiais com as células. Para os ensaios de adesdo e citotoxicidade, os tempos de
incubacao foram de duas e vinte e quatro horas, respectivamente. Ja para os ensaios de
proliferagdo celular, acompanhou-se o crescimento celular por aproximadamente dez

dias.

Assim como para o ensaio de citotoxicidade indireta, para a realizacdo dos
ensaios de citotoxicidade direta, adesao e proliferacao celular foi utilizada uma cultura de
células Vero e o ensaio colorimétrico empregando-se o reagente MTT. Estes ensaios
tiveram por objetivo o estudo do comportamento das células Vero quando do contato

direto com as membranas.

Para a realizagdo destes ensaios, primeiramente, as membranas (amostras com
6 ou 7 mm de didmetro) previamente esterilizadas foram incubadas em placas de 96
pocos contendo meio de cultura Ham-F10 sem SFB durante 24 horas a temperatura de
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37°C em estufa para cultura de células. Apds este periodo, o meio foi retirado e em cada
poco foram adicionados 100 pL de uma suspensdo contendo 2x10° células/mL de meio
Ham-F10 suplementado com 10% de SFB. O sistema foi mantido a temperatura de 37°C
em estufa para cultura de células pelo tempo desejado (24 horas para o teste de
citotoxicidade, duas horas para o ensaio de adesédo e por 24 horas ou mais para a
avaliacao da proliferagéo celular) quando entdo, os sobrenadantes foram retirados e os
pocos lavados (duas vezes) com 100 uL de meio Ham-F10 contendo ou ndo 10% de SFB.
Apoés a lavagem, foram adicionados 200 uL de meio Ham-F10 contendo 10% de SFB e
10 mM de tampao HEPES (pH 7,4) em cada pog¢o seguida da adicao de 50 uL de MTT a
5 mg/mL de tampao PBS estéril. As placas foram entdo envoltas em papel aluminio e
mantidas por quatro horas a temperatura de 37°C em estufa para cultura de células. A
etapa seguinte consistiu na retirada dos sobrenadantes e lavagem dos pocos (irés vezes)
com tampao PBS. A extracdo e solubilizacdo do produto formado (formazan) foram
realizadas pela adicao, em cada pogo, de 200 uL de DMSO seguida de 25 uL de tampéao
glicina Sorensen (glicina a 0,1 M contendo NaCl a 0,1 M equilibrado para pH 10,5 com
NaOH a 0,1 M). Foram entao transferidos 180 uL das solugdes contidas em cada pogo
para uma nova placa e a leitura da absorbancia foi feita em espectrofotémetro de placas
ELISA a 540 nm. Os valores médios de absorbancia de cada uma das condicoes
experimentais foram obtidos da média de oito amostras e a andlise estatistica dos
resultados foi feita utilizando-se o teste t-Student.

Deve-se salientar que inicialmente, empregou-se o isopropanol acido para a
extracdo e solubilizacdo do formazan, conforme descrito no ensaio de citotoxicidade
indireta (item 3.2.5.6). Entretanto, pelo fato do reagente DMSO mostrar-se mais eficiente

nesta etapa do processo, deu-se preferéncia por sua utilizacao nos ensaios posteriores.

Como controles negativo e positivo de citotoxicidade direta foram utilizados a
propria placa de cultura de células e um material conhecidamente citotéxico (no caso, um
adesivo de silicone utilizado para a vedacao de embarcagdes), respectivamente. No caso
do ensaio de adesao, como controles negativo e positivo foram utilizados discos de
Teflon® e a propria placa de cultura de células, respectivamente. Para o ensaio de
proliferagéo celular, a prépria placa de cultura de células foi utilizada como controle

positivo, ndo sendo utilizado um controle negativo.



64

3.2.5.8. Morfologia da superficie e da secao transversal das membranas

A morfologia da superficie e da secao transversal de membranas ndao expostas
as células Vero foi analisada no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracao
(LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ/UNICAMP) por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) em microscopio Leica, modelo LEO 440i. Para a realizagao
deste ensaio, as membranas foram cortadas na dimensao de 5 x 5 mm?. Para a obtencgéo
das imagens, as amostras foram primeiramente liofilizadas, fixadas em um suporte
adequado e metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) pela deposicdo de uma fina
camada de ouro (espessura de 92 A) em suas superficies. Deve-se ressaltar que, para a
analise da sec¢éo transversal das membranas, as mesmas foram fraturadas utilizando-se

nitrogénio liquido.

3.2.5.9. Morfologia da superficie das membranas apos exposicao as células Vero

A morfologia da superficie das membranas apo6s incubagdo na presencga de
células Vero foi analisada no Laboratério de Microscopia Eletrdnica (LME) do Instituto de
Biologia (IB/UNICAMP) por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em microscopio
Jeol, modelo JSM-5800 LV. Para a realizacdao deste ensaio, células Vero a uma
concentracdo de 2x10° células/mL de meio de cultura Ham-F10 suplementado com 10%
de SFB foram cultivadas sobre a superficie dos materiais estéreis (membranas com
didmetro de 7 mm) em placas de cultura de células de 96 pocos (Corning Co., Cambrigne,
MA, USA ) durante 24 e 72 horas. Apds este periodo, o meio foi retirado e as células
fixadas com uma solugcdo contendo 4% (v/v) de paraformaldeido e 2,5% (v/v) de
glutaraldeido em tampao fosfato a 0,1 M e pH 7,4. Posteriormente, as membranas foram
lavadas por duas vezes com tampao fosfato, pds-fixadas com uma solucao de tetréxido
de 6ésmio em tampao fosfato a 0,1 M e pH 7,4 por 15 minutos e mantidas em geladeira.
Apés este periodo, as membranas foram lavadas por duas vezes com tampédo fosfato,
sendo o tempo de cada lavagem de dez minutos. Para a secagem em ponto critico, as
membranas foram desidratadas por uma sequéncia de cinco imersdes (15 minutos por
imersao) em solucdes alcodlicas: alcool etilico a 50; 70; 95; 100 e 100%. Para a obtencao
das imagens, as amostras foram levadas ao ponto critico (Balzers CPDO 030), fixadas em
um suporte adequado e metalizadas (Balzers 050) pela deposi¢céo de uma fina camada de
ouro em suas superficies. Como controles positivos de adeséo e de proliferagcao celular

foram utilizadas laminas de vidro.
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As morfologias das superficies das membranas translicidas (ensaios 1, 2, 5 e 6
do planejamento estatistico) incubadas com as células Vero também foram avaliadas no
Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia (IB/JUNICAMP) em microscépio
invertido de contraste de fases (Olympus 1X50) acoplado a um sistema fotografico

automatico (Olympus PM20).

3.2.5.10. Cristalinidade das membranas

O espalhamento de raios-X € uma das técnicas mais antigas, porém ainda
bastante utilizada no estudo da estrutura dos polimeros. As analises das membranas por
difracdo de raios-X foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibragdo (LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ/UNICAMP) em um
difratbmetro de raios-X Phillips Analytical, modelo X'Pert PW 3050 sob as seguintes
condigbes: voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA, 20 variando de 5 a 60°, velocidade de
varredura de 0,05°/s, passo de 0,02°, radiagdo Cu-ka (7»:1,5406.10'10 m) e modalidade
spinning. Para a realizacdo dos ensaios, as amostras foram fixadas em um suporte

metalico.

A cristalinidade das membranas densas a base de quitosana foi estimada pela
medida da intensidade difratada relativa as regibes cristalinas (para 20 de
aproximadamente 20° nos casos estudados), com base no procedimento descrito por
Signini e Campana Filho (2001) para a analise de quitosana. Para tal, tomou-se como
linha base de referéncia o inicio e o final dos difratogramas e tracou-se uma reta

perpendicular a linha base no angulo 26, correspondente a maxima difracao verificada.

3.2.5.11. Estabilidade em solucoes aquosas

Para a realizacdo do ensaio de estabilidade em solugbes aquosas, foram
sintetizadas 12 membranas em cada condi¢cdo experimental descrita no planejamento
estatistico proposto neste trabalho, utilizando-se um grama de solucdo. Destas, seis
foram imersas em solucao de hidroxido de sodio apds a etapa de secagem na estufa
formando-se assim, dois conjuntos de membranas: um que sofreu o processo de
neutralizacao pelo tratamento dos materiais com NaOH e outro que nao passou por este

tratamento. Tal procedimento teve como objetivo o estudo da estabilidade das
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membranas de quitosana quando do contato com a agua destilada e com o tampao PBS
quando as mesmas sao neutralizadas ou ndo com uma solucdo de NaOH a 1 M por
24 horas a temperatura ambiente. Antes do ensaio, as membranas foram pesadas em
balanca analitica e ap6s o contato com o solvente (agua destilada ou tampao PBS) as
membranas foram lavadas (trés vezes) com agua destilada, secas por 24 horas em estufa
a temperatura de 50°C e novamente pesadas em balanca analitica. As diferencas
percentuais das massas das amostras antes e apds o ensaio forneceram os resultados
referentes a degradagdo das membranas em solugdes aquosas. O registro do aspecto
das membranas ap6s o contato com o0s solventes agua destilada e tampdo PBS foi
efetuado através de uma maquina fotografica digital.

3.2.5.12. Degradacao enzimatica

A metodologia empregada utilizou como base a norma ASTM F 1635-95, que se
refere a degradagédo in vitro de resina de poliacido lactico utilizada em aplicagbes

cirurgicas.

As membranas secas foram cortadas na dimensdo de 1 x 1 cm? pesadas em
balanca analitica e esterilizadas utilizando-se o 6xido de etileno (Oxyfume-30). As
membranas estéreis foram entdo, isoladamente, colocadas em placas de 24 pocos
(Corning Co., Cambrigne, MA, USA) e, em cada poco, adicionou-se 3 mL de uma solucao
de lisozima a 5 mg/mL de tampao fosfato estéril, pH 7,4. As amostras foram incubadas
por até dois meses a temperatura de 37°C em estufa umidificada de cultura de células
(Microprocessor CO, incubator, Lab-Line). A cada 30 dias, um lote de amostras foi
analisado. Para tal, as membranas foram lavadas (trés vezes) com agua destilada, secas
por 24 horas em estufa a 50°C e pesadas em balanca analitica. As diferencas percentuais
das massas das amostras antes e apds o ensaio forneceram os resultados referentes a
degradacdo enzimatica das membranas. Deve-se salientar que o ensaio foi realizado em
triplicata e que para cada condicdo avaliada foi realizado um ensaio controle que
correspondeu a exposigao das membranas somente ao tampao fosfato.
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3.2.5.13. Permeabilidade ao vapor d’agua

A taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA) das membranas de quitosana,
assim como da membrana comercial Omiderm®, foi determinada para a condicdo de
35°C/40%UR, conforme proposto por Mi e col. (2001) e por Wu e col. (2004), por meio do
método gravimétrico, baseado na metodologia ASTM E 96-00. Este ensaio foi realizado
no Centro de Tecnologia de Embalagem (CETEA), do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL, Campinas, SP, Brasil).

O meétodo utilizado consistiu no preenchimento de uma capsula de aluminio com
agua deionizada, fixacao da membrana-teste no topo desta cdpsula, pesagem do sistema
e manutengcdo no mesmo em ambiente com temperatura e umidade controladas. A taxa
de permeabilidade do filme ao vapor d’agua foi determinada a partir da redugao da massa
do sistema devido a passagem do vapor d’agua pela membrana-teste do interior da
capsula para o ambiente de acondicionamento. A area efetiva de permeacdo de cada
corpo de prova foi de 50 cm?, a qual foi determinada pela prépria dimenséo da célula de
difusdo. O acondicionamento das capsulas de aluminio foi realizado em uma camara
Vétsch — VC0033, com controle de temperatura a 35°C e umidade relativa de 40% UR. A
perda de massa do sistema, devido a passagem do vapor d’agua para o ambiente de
acondicionamento, foi quantificada em balanca analitica (Mettler AT 400, resolucédo de

10 g) até que fosse atingido o equilibrio.

Com os dados de perda de massa e com o tempo de ensaio, foram construidas
curvas, nas quais a regiao linear correspondente ao equilibrio foi ajustada a uma reta. O
coeficiente angular desta reta foi dividido pela area de permeacao e assim, associado a
taxa de permeabilidade das membranas ao vapor d’dgua, na temperatura e umidade
relativa do ensaio. Deve-se ressaltar que a determinagdo da permeabilidade dos filmes ao
vapor d’agua foi realizada com os mesmos em seus estados Umidos apds dez minutos de
imersdo em agua deionizada. Uma capsula de difusdo aberta foi utilizada para a
simulacdo de uma pele humana com exudato (pele lesada) e ndo recoberta com um
curativo. Além disso, uma capsula de difusdo vazia recoberta com o material analisado
em seu estado umido foi utilizada como ensaio controle, sendo o valor obtido deste ensaio

subtraido do obtido para cada membrana.
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3.2.5.14. Permeabilidade ao oxigénio

A taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO,) das membranas de quitosana,
assim como da membrana comercial Omiderm® foi determinada segundo o procedimento
descrito na norma ASTM F 1927 e realizado no Centro de Tecnologia de Embalagem
(CETEA), do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL, Campinas, SP, Brasil).

O equipamento utilizado foi o Oxtran (Mocon 2/20), sendo os corpos-de-prova
fixados nas células de difusdo de gas do aparelho. Inicialmente, a umidade relativa das
amostras foi de 30% UR na face externa e 90% UR na face interna, sendo o ensaio
finalizado a 65% UR na face externa e 93% UR na face interna. Durante a realizacao do
ensaio, o fluxo de gas de arraste (mistura de nitrogénio e hidrogénio) foi mantido a
20 mL/min em um dos lados do filme, e do outro, foi mantido um fluxo de oxigénio puro de
40 mL/min a temperatura de 35°C. Apesar do uso de membranas com area superficial
superior a 150 cm?, a area efetiva de permeagdo de cada corpo-de-prova foi de 5 cm?
devido a necessidade de uso de um dispositivo para a fixacdo das amostras no
equipamento. Nao houve acondicionamento dos corpos de prova e os resultados obtidos
foram corrigidos para 1 atm de gradiente de pressado parcial de oxigénio, pelo préprio
equipamento, que tem um sensor de pressao barométrica conectado a estacao de
trabalho e expressos em cm®(CNTP)/m?.dia a 35°C e 1 atm.

3.2.5.15. Decomposicao térmica das membranas

Foram realizadas andlises termogravimétricas das membranas compostas
somente por quitosana e por quitosana e glicerol visando a detecg¢édo da possivel extragao
do glicerol durante e apds as etapas de neutralizagdo e lavagem dos materiais. Esta
mesma técnica foi utilizada para a caracterizagdo do comportamento térmico das
matérias-primas utilizadas neste trabalho: a quitina, a quitosana e o glicerol. Para isto,
utilizou-se o analisador termogravimétrico Shimadzu TGA 50 do Departamento de
Termofluidodindmica (DTF) da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ/UNICAMP). O
aquecimento foi feito na velocidade de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio (20 mL/min),
utilizando-se aproximadamente 5 mg de amostra, em uma faixa de temperatura que
variou desde a ambiente até 400°C para a analise do glicerol e até 900°C para as demais
analises. As amostras que foram analisadas por espectrometria por dispersao de energia
de raios-X (EDX) foram primeiramente avaliadas por analise termogravimétrica. Neste

caso, a quantidade de amostra utilizada foi de aproximadamente 10 mg.
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3.2.5.16. Técnicas alternativas de deteccao de glicerol nas membranas

Visando ainda a obtencado de informacdes sobre a possivel extracdo do glicerol
das membranas durante e apds as etapas de neutralizacdo e lavagem dos materiais
foram utilizadas as seguintes técnicas de caracterizagao: infravermelho por transformada
de Fourier acoplada a reflectancia total atenuada (FTIR — ATR), analise dinamico-
mecanica (DMA) e calorimetria diferencial exploratéria (DSC). Pela analise de FTIR-ATR
foram obtidos espectros das membranas compostas somente por quitosana ou por
quitosana e glicerol em seus estados seco e umido utilizando-se o equipamento FT-IR da
Perkin Elmer modelo Lambda 9 do Departamento de Processos Biotecnologicos (DPB) da
Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ/UNICAMP) em uma faixa de comprimento de
onda de 4000 a 450 cm™. A anélise de DMA foi realizada no Departamento de Materiais
(DEMA) da Faculdade de Engenharia Mecénica (FEM/UNICAMP), utilizando-se o
equipamento Netzsch DMA 242. A anélise por DSC foi realizada no Instituto de Pesquisas
Tecnolodgicas (IPT) utilizando-se o calorimetro Mettler Toledo, modelo DSC 822e. A faixa

de operacao de temperatura foi de —65°C a 700°C e a faixa de medicao foi de + 350 mW.

3.2.5.17. Determinacao de elementos inorganicos

A presenca de elementos inorganicos nas matérias-primas quitosana e quitina e
nas membranas de quitosana foi analisada no Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibragdo (LRAC) da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ/UNICAMP) por
espectrometria por dispersao de energia de raios-X (EDX) em microscopio Leica, modelo
LEO 440i acoplado ao integrador de EDX (Link Isis, modelo 7060 da Oxford). Para a
obtencdo das imagens, as amostras foram liofilizadas, fixadas em um suporte adequado e
metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) pela deposicdo de uma fina camada de
carbono (Bal-Tec) em suas superficies.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao das matérias-primas

A fim de se obter informacdes sobre as matérias-primas utilizadas neste trabalho,
as mesmas foram caracterizadas empregando-se quatro diferentes técnicas:
espectroscopia de espalhamento de laser, difragdo de raios-X, espectroscopia por
dispersao de energia de raios-X e andlise termogravimétrica, sendo os resultados obtidos
detalhadamente descritos nos itens a seguir.

4.1.1. Determinacao do diametro das particulas de quitina

Sabendo-se que a quitina, diferentemente da quitosana, € insoluvel em solu¢des
acidas diluidas, e que, portanto, se faria presente nas membranas sob a forma de
particulas, fez-se pertinente a determinacdo do didmetro destas particulas, que foi
realizada por espectroscopia de espalhamento de laser.

Os resultados obtidos mostraram que as particulas de quitina utilizadas na
obtencdo das membranas densas a base de quitosana sao monodispersas, apresentando
didmetro médio de 256,18 + 0,65 um, nao sendo observados diametros superiores a
1000 um. Um perfil tipico de distribuicdo de didmetro destas particulas pode ser

visualizado na Figura 4.1.
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Figura 4.1 — Perfil tipico de distribuicao de diametro das particulas de quitina determinado

por espectroscopia de espalhamento de laser.

4.1.2. Determinacéao da cristalinidade da quitina e da quitosana

A caracterizagdo das matérias-primas quitina, quitosana e glicerol quanto a
cristalinidade se faz de grande relevancia, uma vez que a ela estdo associadas diversas
propriedades importantes das membranas como, por exemplo, a solubilidade em solugdes
aquosas, o0 grau de hidratagcdo, as propriedades mecénicas e a degradacao enzimatica
(Tomihata e l|kada, 1997), facilitando assim, o entendimento dos comportamentos
apresentados pelos materiais quando da realizagdo dos ensaios fisicos, mecanicos e

biolégicos.

A fim de se caracterizar os polissacarideos utilizados neste trabalho, foram
realizados ensaios de difracdo de raios-X para a obtencdo de informagbes sobre as
estruturas das matérias-primas quitina em pé e quitosana em flocos. Os difratogramas

obtidos podem ser visualizados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Difratogramas de raios-X da quitina em p6é e da quitosana em flocos
utilizadas neste trabalho para a obtengdo das membranas densas a base de quitosana.

Conforme descrito na literatura (Senel e McClure, 2004; Kurita, 2001; Madihally e
Matthew, 1999; Tomihata e lkada, 1997) e ilustrado na Figura 4.2, os polissacarideos
quitina e quitosana sao polimeros semicristalinos, j& que apresentam em seus
difratogramas de raios-X, picos definidos. No caso da quitosana, foi observado um pico
bem definido em 26 igual a 20° e um outro pico menos definido em 260 igual a 10,6°,
valores estes que corroboram com os obtidos por Xu e col. (2005). Ja para o caso da
quitina, foram observados trés picos bem definidos em 26 igual a 9,3; 19,2 e 25,5°. Deve-
se ressaltar que nao foi realizada a analise de difragdo de raios-X para o glicerol,
entretanto segundo Cervera e col. (2004), este plastificante apresenta estrutura amorfa.

4.1.3. Avaliacao quanto a presenca de elementos inorganicos na quitina e na
quitosana

Sabendo-se que as matérias-primas quitina e quitosana utilizadas neste trabalho
na sintese das membranas densas a base de quitosana sdo comercializadas sem prévia
purificagcdo e que o exoesqueleto de crustaceos possui minerais e corantes em sua
composicao (Kurita, 2001), fez-se pertinente a analise quanto a presenca de elementos
inorganicos nestes polissacarideos. As analises de espectrometria por dispersdo de



energia de raios-X (EDX) obtidas podem ser visualizadas nas Tabelas 4.1 e 4.2. Deve-se

ressaltar que foram avaliadas trés diferentes amostras de cada matéria-prima.

Tabela 4.1 — Analise da quitina quanto a presencga de elementos inorganicos.

Composicao média de elementos inorganicos (%)

Elemento Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Célcio (Ca) 35,25 + 2,95 32,29 + 3,70 31,31 +1,77
Silicio (Si) 23,77 + 5,98 22,06 + 0,97 24,57 + 2,05
Saodio (Na) 17,26 +£ 0,43 19,09 + 2,59 18,04 £ 1,24
Fosforo (P) 7,26 + 0,95 7,71 +0,88 7,98 £ 0,30
Magnésio (Mg) 4,70 + 0,60 5,26 + 0,35 5,55 + 0,57
Cloro (CI) 3,83 +£0,45 4,88 + 1,09 3,51 +0,47
Ferro (Fe) 3,68 £ 1,05 3,30 £ 0,60 3,10 £ 0,64
Potassio (K) 2,48 £ 0,91 2,69 + 0,66 2,87+£0,73
Enxofre (S) 1,99 + 0,52 2,71 +£0,33 3,07 +£1,30

Tabela 4.2 — Analise da quitosana quanto a presenca de elementos inorganicos.

Elemento

Composicao média de elementos inorganicos (%)

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Célcio (Ca) 53,56 £ 12,35 53,72 + 13,01 51,84 + 2,52
Sadio (Na) 29,70 + 9,31 17,34 £ 13,70 34,34 + 6,63
Cloro (Cl) 8,00 + 1,90 10,19 + 3,96 4,95 + 3,65
Silicio (Si) 4,99 + 3,54 5,42+ 1,76 6,96 + 1,44
Fésforo (P) 3,76 + 4,60 13,33 £ 8,21 1,32 + 2,64
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A analise estatistica dos resultados apresentados na Tabela 4.1 nao mostrou
diferencas significativas entre as composi¢des das trés amostras de quitina analisadas,
em um intervalo de confiabilidade de 95%. Dentre os elementos inorgénicos presentes em
maiores quantidades destacam-se, o calcio, o silicio e o sodio. A presenca do calcio,
muito provavelmente, é decorrente do carbonato de calcio (CaCOs) presente no
exoesqueleto dos crustaceos (Kurita, 2001), enquanto que o silicio e o s6dio podem ter
sido extraidos do meio onde os crustaceos foram retirados (areia e agua salgada). Os

demais elementos (P, Mg, Cl, Fe, K e S) foram encontrados em pequenas proporgoes.

Assim como para a quitina, na andlise estatistica dos resultados mostrados na
Tabela 4.2, ndo foram observadas diferengas significativas entre as composi¢oes das trés
amostras de quitosana analisadas, em um intervalo de confiabilidade de 95%. Para este
polissacarideo, foram encontrados os seguintes elementos inorganicos em sua
composicao: célcio, sédio, cloro, silicio e fésforo. A presencga de célcio pode ser explicada,
assim como no caso da quitina, como decorréncia do carbonato de calcio existente no
exoesqueleto dos crustaceos. Ja os elementos sédio e cloro foram identificados, muito
provavelmente, como residuos do préprio processo de obtengédo da quitosana a partir da
quitina, que utiliza hidréxido de sédio, &cido cloridrico, hipoclorito de sodio e perdxido de
hidrogénio (Queiroz e Craveiro, 1998). Os demais elementos (Si e P) foram encontrados
em pequenas proporgoes.

4.1.4. Estudo da estabilidade térmica da quitosana, da quitina e do glicerol por
analise termogravimétrica

A estabilidade térmica das matérias-primas utilizadas neste trabalho foi
determinada por analise termogravimétrica. Os resultados obtidos podem ser visualizados

nas Figuras 4.3 a 4.5.
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Figura 4.3 — Curvas termogravimétricas para a quitina em po: (a) TG e (b) DTGA. Andlise
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Figura 4.4 — Curvas termogravimétricas para a quitosana em flocos: (a) TG e (b) DTGA.

Analise feita em triplicata.



Perda de massa (mg)

77

1094 - 0,00 - S R

0,9
1 -0,01 4

08

0,7

1 -0,02 4

0,6

0,5 -0,03 -

DTGA

0,4
1 -0,04

03

0.2

1 -0,05

0,1

0,0 +—— -0,06 +———

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

(a) (b)

Figura 4.5 — Curvas termogravimétricas para o glicerol: (a) TG e (b) DTGA.

Os comportamentos de decomposi¢des térmicas dos polissacarideos quitina e
quitosana (Figuras 4.3 e 4.4) corroboraram com os resultados descritos na literatura
(Zohuriaan e Shokrolahi, 2003). Ambos os polissacarideos apresentaram dois estagios de
decomposicao térmica. O primeiro deles ocorreu na faixa de temperatura de 60 a 125°C e
corresponde a perda de agua ainda contida na estrutura polimérica. O segundo e mais
importante estagio de decomposicao ocorreu na faixa de temperatura de 275 a 400°C
para a quitina e na faixa de temperatura de 250 a 320°C para a quitosana, estando
envolvidos neste estagio processos como a desidratacdo, depolimerizacdo e
decomposicao pirolitica, as quais resultam da transformacgéao da estrutura polissacaridea
em compostos mais simples como a agua, o didxido de carbono, o metano e a ambénia
(Zohuriaan e Shokrolahi, 2003). A maior estabilidade térmica apresentada pela quitina
sugere que a mesma esta associada ao grau de acetilagdo da amostra, ou seja, esta
associada a presenca dos grupamentos N-acetil e aos efeitos estruturais deles
decorrentes. Ja para o glicerol, a degradacédo térmica se fez em uma Unica etapa,
iniciando na temperatura de 120°C e finalizando em 260°C.

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que, a fim de se
minimizar a degradacdo das membranas a base de quitosana, o preparo das amostras
deve ser realizado utilizando-se temperaturas inferiores aquela observada como a minima
na qual ja se verifica a degradagdo de um dos componentes da membrana. No caso de
membranas compostas somente por quitosana ou por quitosana e quitina, o

processamento dos materiais deve ser realizado em temperaturas inferiores a 250°C,
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temperatura na qual se inicia a decomposicao térmica do polissacarideo quitosana. Ja
para as membranas formadas por quitosana e glicerol ou por quitosana, quitina e glicerol,
0 processamento dos materiais deve ser realizado em temperaturas inferiores a 120°C,

temperatura esta na qual se inicia a decomposicao térmica do plastificante utilizado.

4.2. Ensaios preliminares de determinacdo das condicoes experimentais para a
obtencao das membranas

Conforme j& explicitado na revisédo da literatura, muitas das etapas do processo
de sintese e caracterizacdo das membranas a base de quitosana nédo sdo descritas na
literatura, destacando-se a auséncia de dados das proprias condi¢cdes de processo e das
metodologias para a esterilizagcdo dos biomateriais. Assim, foram realizados diversos
testes para o estabelecimento das condicbes a serem utilizadas na obtencdo de

membranas densas a base de quitosana.

A reproducdo de muitos dos procedimentos descritos na literatura resultou na
obtencdo de amostras ndo adequadas para o uso. Dentre as principais dificuldades
encontradas destacaram-se a obtencdo de membranas que ndo se desprendiam dos
moldes, obtidas quando da auséncia da etapa de silanizagcao das placas de Petri de vidro
utilizadas na sintese de membranas densas; a obtencdo de membranas enrugadas
obtidas quando a etapa de secagem final era realizada sem prensagem e a obtengao de

membranas com presenca de bolhas de ar em suas estruturas quando a desaeragédo ndo

era realizada, conforme ilustrado na Figura 4.6.

Figura 4.6 — llustragbes de membranas densas de quitosana sintetizadas a partir de
condigdes descritas na literatura, porém ndo apropriadas para o uso: (a) membranas que
néo se desprenderam dos moldes, enrolando-se apds o tratamento com uma solugéo de
hidroxido de so6dio a 1 M, (b) membrana n&o plana e enrugada, apds secagem a
temperatura ambiente sem prensagem e (c) membrana com presenca de bolhas,

produzida a partir de uma solugdo nédo desaerada.
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Depois de definidas as condicbes para a obtencdo de membranas densas,
explicitadas no item 3.2.1, foi iniciada a etapa de definicdo da técnica de esterilizacdo a
ser adotada ao longo do trabalho.

4.3. Avaliacao da ocorréncia de microrganismos contaminantes em membranas nao
estéreis

Conforme ja mencionado ao longo deste trabalho, todo biomaterial deve ser
esterilizado antes de sua utilizagéo pelo paciente, ou seja, deve estar totalmente livre de
quaisquer microrganismos, em todas as suas formas de vida, seja esporulada ou
vegetativa (Possari, 2003). Entretanto, a quitosana, por suas caracteristicas bioldgicas,
poderia conferir aos materiais médicos ou dispositivos produzidos a partir desta matéria-
prima, acao bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica, fazendo com que se
pudesse eventualmente considerar com sendo desnecessaria a etapa de esterilizagao.

A fim de se certificar sobre a necessidade da esterilizacdo das membranas a
base de quitosana, foi selecionada a composig¢ao formada por quitosana, quitina e glicerol
(as trés matérias-primas utilizadas neste trabalho) e a mesma foi incubada em meios de
cultura (tioglicolato fluido e caseina-soja), sendo observado diariamente o aspecto visual
da amostra durante 14 dias, conforme determinado na Farmacopéia Brasileira (42 Edicao,
1988).

Os resultados, contidos nos laudos fornecidos pela empresa Acecil Central de
Esterilizagdo Comércio e Industria Ltda, mostraram que nao houve contaminagao do meio
tioglicolato fluido durante o periodo de teste, ndo ocorrendo, portanto, o crescimento de
microrganismos anaerobicos. O mesmo comportamento nao foi verificado para o meio
caseina-soja, que se mostrou turvo no décimo dia de incubagdo com a membrana,
indicando, portanto, crescimento de microrganismos neste meio, porém de natureza nao
analisada. Assim, pbéde-se concluir que, apesar da quitosana possuir caracteristicas
biologicas particulares, a esterilizagdo € essencial e deve ser considerada como uma das
etapas do processo de obtencdo de um biomaterial, mesmo que este seja a base de
quitosana.
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4.4. Estudo do efeito da esterilizacao nas caracteristicas fisicas, mecanicas e
biolégicas das membranas

Uma vez que os resultados mostraram claramente a necessidade quanto a
esterilizacdo das membranas, nesta etapa do trabalho, avaliou-se o efeito de trés
diferentes agentes de esterilizagdo (etanol a 70%, 6xido de etileno e radiagdo gama) nas
caracteristicas fisicas (espessura e morfologia), mecénicas (comportamento tensao
versus deformacao) e biologicas (citotoxicidade in vitro direta e indireta) de quatro
diferentes composi¢cées de membranas densas a base de quitosana, quando da adigéo de
quitina e/ou glicerol a solugédo de partida de quitosana a 2,5%. Deve-se ressaltar que em
todas as composi¢oes analisadas a quantidade de quitosana utilizada foi a mesma, sendo
este valor de 1,125 g. Os resultados obtidos sao apresentados e discutidos em detalhes a
sequir.

4.4.1. Efeito da variacao da composicao na espessura das membranas

As espessuras nos estados seco e uUmido das quatro composicdes de
membranas densas sintetizadas, antes e apds a esterilizagdo, podem ser visualizadas

nas Tabelas 4.3 e 4.4, respectivamente.

Tabela 4.3 — Espessuras no estado seco das quatro diferentes composicdes de
membranas densas a base de quitosana sintetizadas, antes dos processos de
esterilizacao.

Composicao* Espessura (mm)
Q 0,10 £0,03
Q+g 0,16 £ 0,02
Q+q 0,23 £ 0,03
Q+q+g 0,22+ 0,03

*Q = membranas contendo somente quitosana em suas composigdes; Q+g = membranas de quitosana contendo glicerol;

Q+q = membranas de quitosana contendo quitina e Q+g+g = membranas de quitosana contendo quitina e glicerol.
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Tabela 4.4 — Espessuras no estado Umido das quatro composicoes de membranas
densas a base de quitosana sintetizadas, antes e apds os processos de esterilizagao.

Espessura das amostras no estado Gmido (mm)®

Composicao®
Antes da Apos esterilizacao Apos esterilizacao | Apos esterilizacao

esterilizagao por oxido de etileno por etanol a 70% | por radiacao gama

Q 0,25+ 0,07 0,21 + 0,08 0,23 + 0,08 0,22 £ 0,06
Q+g 0,35+ 0,07 0,40 + 0,09 0,47 + 0,11 0,29 + 0,07
Q+q 0,27 £ 0,03 0,34 £ 0,11 0,31 £0,06 0,32 £ 0,05*

Q+q+g 0,30 £ 0,08 0,33£0,13 0,32 £0,03 0,28 + 0,07

®Q = membranas contendo somente quitosana em suas composi¢bes; Q+g = membranas de quitosana contendo glicerol;
Q-+ = membranas de quitosana contendo quitina e Q+g+g = membranas de quitosana contendo quitina e glicerol.

® Média + desvio padrdo (n = 5).

* valores estatisticamente diferentes da amostra néo esterilizada na mesma composicao (p < 0,05).

No caso das membranas secas, observa-se que o0 uso isolado do glicerol
promoveu um aumento de aproximadamente 60% nos valores das espessuras das
membranas de quitosana, fato este, muito provavelmente, decorrente da acao
plastificante do glicerol, que promove a separacdo das cadeias poliméricas com
consequente redugao nas forgas intermoleculares da quitosana. Ja no caso do uso
conjunto do glicerol com a quitina, nota-se que o efeito da presenca do glicerol é
suplantado pela presenga da quitina, uma vez que as membranas formadas por quitosana
e quitina ou por quitosana, quitina e glicerol apresentaram espessuras secas sem
diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). Além disso, as espessuras destas
membranas (0,22 a 0,23 + 0,03 mm) assemelharam-se ao valor do didmetro médio da
propria particula de quitina determinado por espectrofotometria de espalhamento de laser,
podendo-se afirmar que a presencga desta matéria-prima determina a espessura no estado

seco das membranas de quitosana.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os valores
obtidos das espessuras das membranas no estado Umido para as diferentes composicoes
antes da exposicdo aos agentes de esterilizacdo. Pode-se inferir que a quantidade de

quitosana (que é a mesma para todas as composicoes) define o grau de hidratacao da
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membrana, possivelmente nao havendo efeito de limitagées de transporte de massa ou

cinéticas nestas condigcdes, pois o periodo de hidratacao foi longo, de 24 horas.

Exceto no caso da membrana de quitosana contendo quitina em sua composi¢ao
(Q+q) e esterilizada por radiacdo gama, nao foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas nas espessuras no estado Umido das diferentes composicbes de
membranas densas a base de quitosana entre as amostras nao estéreis e as esterilizadas
em todas as demais condi¢cdes. No caso da amostra formulada com quitosana e quitina e
esterilizada por radiacdo gama, a membrana esterilizada mostrou-se 18,5% mais espessa
que a nao estéril. Entretanto, este resultado n&o deve ser diretamente associado ao uso
da radiacdo, j& que a causa mais provavel deve ser a variacdo nas espessuras das
membranas decorrente do préprio processo para a obtengdo das mesmas. Da maneira
como foi efetuada a determinacdo das espessuras das membranas umidas, em cinco
corpos de prova em cada condicdo de composicao e esterilizacdo, foram observadas
variagdes nos resultados de 9,4 a 39,4%. Dentre as provaveis causas das diferengas nas
espessuras entre as amostras de mesma composicao encontra-se a dificuldade no
nivelamento do sistema empregado, que provoca o indesejado depésito preferencial de

material em somente um dos lados do molde.

4.4.2. Avaliacao da morfologia das membranas

As morfologias das diferentes composicées de membranas densas a base de
quitosana, antes e apds as esterilizacdes utilizando-se uma solu¢cdo aquosa de etanol a

70%, 6xido de etileno ou radiacdo gama, podem ser visualizadas nas Figuras 4.7 a 4.10.

Como se pode notar nas Figuras 4.7 e 4.8, nas membranas de quitosana onde a
quitina ndo se encontra presente, a superficie &€ aparentemente lisa, com auséncia de
poros visiveis, caracteristica de membranas densas. As membranas que contém quitina
(Figuras 4.9 e 4.10) também apresentaram auséncia de poros, entretanto, suas
superficies mostraram-se irregulares ao longo de toda sua extensdo. Contudo, a quitina
parece estar homogeneamente distribuida ao longo de toda a extensdo da membrana.

Apesar do processo de obtengdo das membranas incluir a etapa de desaeragéo,
visando a eliminag@o das bolhas de ar contidas nas solu¢des de preparo das amostras,
estas ainda se mostraram presentes quando a quitina € utilizada como matéria-prima para
a obtengcdo das membranas, conforme constatado nas Figuras 4.9 e 4.10. A quitina
parece dificultar a saida das bolhas de ar, j& que nas membranas que nao continham este
composto ndo se verificou a presenga de tais imperfeicoes.
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20 pm

20 um

Figura 4.7 — Morfologia das membranas densas de quitosana: (a) nao estéril e
esterilizadas por: (b) imersdo em etanol a 70%, (c) exposicdo ao Oxido de etileno,
(d) exposicao a radiagdo gama. As micrografias de maior dimensao correspondem a
superficie das amostras e as de menor dimensao referem-se a secdo transversal das

membranas.

Figura 4.8 — Morfologia das membranas densas de quitosana contendo glicerol em suas
composic¢des: (a) nado estéril e esterilizadas por: (b) imersédo em etanol a 70%,
(c) exposicao ao Oxido de etileno, (d) exposicao a radiacdo gama. As micrografias de
maior dimensdo correspondem a superficie das amostras e as de menor dimensao

referem-se a secao transversal das membranas.
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Figura 4.9 — Morfologia das membranas de quitosana contendo quitina em suas
composicoes: (a) nao estéril e esterilizadas por: (b) imersédo em etanol a 70%,
(c) exposicao ao 6xido de etileno, (d) exposi¢cdo a radiacdo gama. As micrografias de

maior dimensdo correspondem a superficie das amostras e as de menor dimensao

referem-se a secao transversal das membranas.

30 pm

Figura 4.10 — Morfologia das membranas de quitosana contendo quitina e glicerol em
suas composicdes: (a) nao estéril e esterilizadas por: (b) imersao em etanol a 70%,
(c) exposicao ao 6xido de etileno, (d) exposicao a radiacdo gama. As micrografias de
maior dimensao correspondem a superficie das amostras e as de menor dimensao

referem-se a secdo transversal das membranas.
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Fazendo-se uma andlise comparativa entre as morfologias das membranas nao
estéreis e as esterilizadas pode-se observar que a membrana nao estéril que contém
somente quitosana em sua composicao (Figura 4.7a) possui algumas imperfeicbes em
sua superficie, as quais sao mais freqlientemente detectadas apds a esterilizacdo das
amostras com etanol a 70% (Figura 4.7b), mas, principalmente apds o uso da radiacao

gama como agente de esterilizagéo (Figura 4.7d).

Diferentemente do observado para as membranas compostas somente por
quitosana, no caso das membranas formadas por quitosana e glicerol ndo foram
observadas imperfeicées na superficie das amostras néo estéreis (Figura 4.8a). Deve-se
ressaltar que apos a esterilizagdo, também nao foi verificado qualquer tipo de imperfei¢cao
na superficie das membranas, nem mesmo quando do uso da radiacdo gama (Figura
4.8d), sugerindo uma agao protetora do glicerol contra os possiveis efeitos negativos
deste agente de esterilizagdo na morfologia dos materiais. As eventuais manchas
detectadas nas membranas esterilizadas por éxido de etileno (Figura 4.8c) séao
decorrentes do processo de preparo das amostras para a microscopia eletrénica de
varredura (que ndo € realizado em ambiente livre de particulas), ndo estando

relacionadas a acao do agente de esterilizacao sobre a morfologia do material.

Nao foram observadas diferencas nas morfologias das membranas de quitosana
qgue contém quitina em suas composicoes (Figuras 4.9 e 4.10), antes e apds os diferentes
processos de esterilizagao.

Deve-se ressaltar que as membranas preparadas somente com quitosana ou
contendo glicerol mostravam-se transparentes apds suas obtencdes. Ja as membranas
contendo quitina apresentavam coloragcdo amarelada. Apés a esterilizacdo, as
membranas tratadas com radiacdo gama tiveram sua coloracdo alterada. As amostras
transparentes tornaram-se amarelas e as de coloragdo amarelada tiveram sua cor
acentuada. Este comportamento ndo foi observado quando da utilizagcao do etanol a 70%
e do oxido de etileno como agentes de esterilizacdo das membranas. De acordo com
Skiens (1980), o amarelamento de materiais poliméricos associado ao uso da radiagao
gama pode ser decorrente do aparecimento de insaturagbes ou da formagdo de
complexos coloridos durante a irradiagdo, o que eventualmente pode alterar as
caracteristicas da membrana e causar a deterioragdo progressiva de suas propriedades,
incluindo seu aspecto visual e suas propriedades mecéanicas (mddulo elastico, resisténcia

ao impacto e alongamento).
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Os dois maiores mecanismos de degradacgao ou alteracao da estrutura polimérica
quando um polimero é exposto a radiacdo gama sédo a cisdo da cadeia, no qual ocorre
uma ruptura aleatéria de ligagdes que reduzem a massa molecular média do polimero, e 0
surgimento de reticulacbes, que resultam na formacdo de redes tridimensionais no
polimero aumentando, assim, sua massa molecular. Como conseqiiéncia das cisdes de
cadeia, fragmentos de baixa massa molecular, insaturacbes e a evolucdo de gases
podem ocorrer. J& no caso das reticulacbes, sao formadas redes tridimensionais que
resultam na formagdo de um gel polimérico insoluvel. Com o aumento da dose de
irradiagdo, o numero de reticulagdes se eleva e o polimero pode tornar-se mais insoluvel.
Freqlentemente ambos o0s mecanismos ocorrem quando um material polimérico é
exposto a radiagdo gama, porém, a natureza do polimero bem como as condigdes em que

a radiagao é realizada podem fazer com que um destes mecanismos predomine.

4.4.3. Influéncia nas propriedades mecanicas das membranas

Com relagao aos ensaios mecanicos, duas variaveis-resposta foram analisadas:
a tensdo de ruptura e a porcentagem de deformacdao das membranas apds seu
alongamento. Os resultados obtidos, expressos em termos de valores médios para um
conjunto de cinco amostras por composicdo de membrana e técnica de esterilizacao,

podem ser visualizados nas Tabelas 4.5 e 4.6.

O comportamento tipico das membranas densas a base de quitosana durante a
realizacdo dos ensaios de tensdo versus deformacao encontra-se ilustrado na Figura
4.11.

A discussédo dos resultados indicados nas Tabelas 4.5 e 4.6 foi dividida em dois
blocos. Primeiramente foram avaliados os resultados por composicdo das membranas e
posteriormente, por método de esterilizagdo. Além disso, uma vez que 0s ensaios
mecanicos foram realizados com as membranas em seus estados umidos, fez-se
necessaria uma analise conjunta dos resultados de espessura umida e das propriedades
mecanicas.
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Tabela 4.5 — Tensao de ruptura das quatro composicdées de membranas densas a base

de quitosana, antes e apds as esterilizacbes com 6xido de etileno, etanol a 70% ou

radiacdo gama.

Composicao®

Tenséo de ruptura® (MPa)

Antes da Apos esterilizacdo | Apos esterilizacdo | Apds esterilizacao

esterilizacao | por oxido de etileno| por etanol a 70% | por radiacdo gama
Q 6,53 £ 1,49 5,78 £ 1,87 4,20 + 0,51~ 5,82+ 1,67
Q+g 6,07 £ 1,63 511+£1,75 5,71 £ 1,51 5,86 + 1,26
Q+q 4,33+0,68 3,00 £ 0,58* 3,73+0,43 4,95+ 0,43
Q+q+9 3,89+0,35 3,03+ 0,62* 3,92+ 0,55 3,89+ 0,60

%Q = membranas contendo somente quitosana em suas composi¢es; Q+g = membranas de quitosana contendo glicerol;

Q+q = membranas de quitosana contendo quitina; Q+g+g = membranas de quitosana contendo quitina e glicerol.

® Média + desvio padrio (n = 5).

* valores estatisticamente diferentes da amostra nao esterilizada na mesma composigéo (p < 0,05).

Tabela 4.6 — Porcentagem de deformagéao apds o alongamento das quatro composicoes

de membranas a base de quitosana, antes e apds as esterilizagbes com oxido de etileno,

etanol a 70% ou radiagdo gama.

Composicéao®

Porcentagem de deformacdo das membranas®

Antes da ApOs esterilizacdao | Apds esterilizacao | Apos esterilizacao

esterilizacao | por oxido de etileno| por etanol a 70% | por radiacdo gama
Q 89,83 + 16,46 96,67 + 22,44 86,67 £ 13,09 69,17 £ 16,17
Q+g 177,1 + 26,31 169,3 + 32,87 172,3 + 24,91 109,5 + 28,17*
Q+q 50,24 + 6,020 51,67 + 9,340 55,42 + 8,740 52,14 + 5,670
Q+qg+g 51,25 + 7,150 50,42 + 10,09 63,45 + 3,980* 39,40 + 7,950*

%Q = membranas contendo somente quitosana em suas composi¢des; Q+g = membranas de quitosana contendo glicerol;

Q+qg = membranas de quitosana contendo quitina; Q+g+g = membranas de quitosana contendo quitina e glicerol.

® Média + desvio padréo (n = 5).

* valores estatisticamente diferentes da amostra nédo esterilizada na mesma composicéo (p < 0,05).
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Figura 4.11 — Comportamento tipico das membranas densas a base de quitosana durante
0 ensaio de tensdo versus deformacao: (a) membranas de quitosana; (b) membranas de
quitosana contendo glicerol; (c) membranas de quitosana contendo quitina e

(d) membranas de quitosana contendo quitina e glicerol.

Como se pode notar na Tabela 4.5, as membranas constituidas somente por
quitosana apresentaram valores de tensédo de ruptura considerados adequados para a
finalidade proposta, visto que a pele humana normal apresenta valores de tensdo de
ruptura que variam de 2,5 até 16 MPa (Silver, 1994 APUD Wang e col., 2002). Tal fato
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deve-se muito provavelmente a organizacao estrutural das cadeias da quitosana, a qual
confere cristalinidade ao polimero e, portanto, boa resisténcia mecanica. Apesar da
literatura descrever a quitosana como um polimero de elasticidade pouco adequada para
diversas aplicacoes biomédicas (Cheng e col., 2003; Yamaguchi e col., 2003; Zhang e
col., 2002), os valores de alongamento obtidos para as membranas constituidas somente
por quitosana foram considerados adequados para a finalidade proposta, ja que a pele
humana normal apresenta elasticidade de aproximadamente 70% (Hansen e Jemec,
2002) e os valores obtidos para as membranas variaram entre 69,17 e 96,67% (Tabela
4.6). Neste momento, deve-se ressaltar que a quitosana pertence ao grupo dos polimeros
hidrogéis e como tal, ela possui a capacidade de absorver desde dezenas até centenas
de vezes sua massa seca em agua, estando suas cadeias unidas por interagoes
moleculares e/ou forgas secundarias incluindo as forgas iénicas, pontes de hidrogénio ou
forcas hidrofébicas. Particularmente no caso da quitosana, dentre as diversas interagbes
intra e intermoleculares existentes, destacam-se as pontes de hidrogénio
intermoleculares, que |he conferem uma estrutura semicristalina (Kurita, 2001). A
hidratagdo deste polimero, assim como de outros hidrogéis, ocorre em trés etapas.
Primeiramente, sao hidratados os grupos hidrofilicos, seguidos dos grupamentos
hidrofébicos, sendo as aguas de hidratacdo conhecidas como primarias e secundarias,
respectivamente. Ap6s um longo periodo de hidratacao, a estrutura polimérica incorpora
uma maior quantidade de agua, que preenche os espagos existentes entre as cadeias
poliméricas e/ou o centro dos poros, caso existentes. De acordo com Barnes e col. (1988)
e Corkhill e Thigue (1990 APUD Cheng e col., 2003), a agua livre pode ser considerada
um agente plastificante, influenciando portanto, nas propriedades mecénicas dos filmes
poliméricos. Deve-se ainda salientar que, além do ensaio de avaliagcao das propriedades
mecéanicas das membranas ter sido realizado com os materiais Umidos, as membranas
sintetizadas eram do tipo densas, favorecendo assim, a obtencdo de valores de
elasticidade superiores aos possivelmente observados quando da utilizagdo de
membranas do tipo porosas.

Para o caso das membranas de quitosana contendo somente glicerol em suas
composic¢des, o plastificante influenciou nas deformagdes das membranas apds seus
alongamentos, apresentando valores 58,31 a 98,80% superiores aos encontrados para as
membranas constituidas somente por quitosana. Durante esta etapa do trabalho,
acreditou-se que o tridlcool glicerol, ao ser utilizado como matéria-prima para a obtencao
das membranas densas a base de quitosana, alojou-se entre as cadeias poliméricas da

quitosana, tornando-as mais distantes entre si, justificando assim, uma reducdo nas
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forcas coesivas entre as cadeias, 0 que resultou no aumento da mobilidade dos
grupamentos poliméricos e conseqlentemente, no aumento da ductilidade dos materiais.
Entretanto, considerando-se também a possivel perda de parte do glicerol incorporado
durante as etapas de neutralizacdo e lavagem das amostras, o aumento nas
porcentagens de deformacdo das membranas quando da utilizacdo do glicerol foi
justificado nao apenas pela possivel presenca de uma pequena parte do glicerol
adicionado a solucdo de partida de quitosana para a obtencdo dos materiais, mas
também pela modificacdo na organizacdo da estrutura polimérica durante a etapa de
sintese dos biomateriais. Ja para o caso da tensao de ruptura, apesar de na maioria dos
casos a adicdo de um plastificante reduzir a cristalinidade do polimero e,
conseqlentemente, sua resisténcia mecéanica, nao foi observada diferenga significativa
entre o valor obtido para as membranas de quitosana e aquelas que contém glicerol em
suas composi¢oes. Entretanto, sabendo-se que a quantidade de quitosana presente nas
amostras constituidas somente por quitosana (Q) e por quitosana e glicerol (Q+g) era a
mesma e que parte do glicerol poderia ter sido extraida durante as etapas de
neutralizacdo e lavagem dos materiais, os resultados obtidos tornam-se plenamente

compreensiveis.

Para o caso das membranas formadas por quitosana e quitina, pode-se dizer que
a quitina promoveu uma redugédo significativa tanto na resisténcia mecénica quanto na
ductilidade das membranas. Tal fato estd associado a forma fisica da quitina na
composicdo da membrana, uma vez que a mesma € insoluvel em solugdes &cidas
diluidas e se faz presente no biomaterial final sob a forma de particulas. Assim, sua
presenca causou uma desorganizacdo local no empacotamento das cadeias de
quitosana, promovendo, uma reducdo na capacidade da membrana em suportar tensées.
Desta forma, a estrutura polimérica se rompe mais facilmente préximo aos pontos onde a
quitina se encontra inserida, reduzindo ndo somente a resisténcia mecanica do material
como também a porcentagem de alongamento das membranas quando comparada as

deformacdes observadas para as membranas formadas somente por quitosana.

As membranas contendo quitosana, quitina e glicerol em suas composi¢coes
apresentaram comportamento semelhante ao observado para as membranas de
quitosana contendo somente quitina, ou seja, apresentaram reducdo dos valores da
tensdo de ruptura e de alongamento quando comparados aos valores obtidos para as
membranas constituidas somente por quitosana. Comparando-se as membranas nas
quais a quitina encontrava-se presente, nota-se que o glicerol ndo afetou as variaveis

mecanicas analisadas, e assim como no caso das espessuras no estado seco, a quitina
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parece suplantar a agdo plastificante do glicerol, definindo as caracteristicas mecéanicas
das membranas. Mais uma vez, deve-se ressaltar que tal fato pode estar associado a
extracdo parcial do glicerol quando das etapas de neutralizac&o e lavagem dos materiais.

Apesar dos menores valores encontrados de resisténcia mecénica e de
ductilidade das membranas quando da utilizacdo da quitina, os valores de ruptura
observados encontram-se na faixa de tensdo de ruptura da pele humana normal e os
valores de deformacao apds o alongamento, com excecao da membrana de quitosana
contendo quitina e glicerol esterilizada por radiagdo gama, ficaram acima de 50%, nao
sendo justificavel, pelo menos nesta etapa do trabalho, o simples descarte da quitina

como componente das membranas.

A andlise comparativa entre os valores de tensao de ruptura e de deformagéo
obtidos para as membranas densas a base de quitosana sintetizadas nesta etapa do
trabalho e os valores existentes na literatura foi realizada apenas como ferramenta de
verificacdo de conformidade dos resultados. Apesar das propriedades mecénicas se
constituirem em variaveis de caracterizagdo muito utilizadas no caso de biomateriais, a
avaliacao dos resultados € dificultada pelas diferencas nas condicées de preparo das
membranas e de realizacdo dos ensaios mecanicos, e influenciam diretamente os
resultados obtidos. Dentre estas diferencas destacam-se a concentracao da solucao de
quitosana utilizada para o preparo das membranas, as condicbes de acondicionamento
das amostras (temperatura e umidade), a taxa de deformacéo dos corpos de prova e o
tipo de equipamento utilizado. Neste contexto, fez-se a comparagdo dos resultados
obtidos com o de membranas de quitosana comerciais cujo ensaio de tensdo versus
deformacao foi realizado com a membrana no estado umido (Shalaby, 1994). A literatura
apresenta valores de tensao de ruptura e alongamento de 0,5 + 0,6 MPa e 61,8 £ 15,5%,
respectivamente, e o0s resultados correspondentes obtidos neste trabalho para as
membranas ndo estéreis contendo somente quitosana em suas composi¢cées foram de
6,53 + 1,49 MPa e 89,83 + 16,46%. Como as espessuras das membranas sao diferentes
(0,038 mm para as membranas descritas na literatura e 0,10 mm para as membranas
sintetizadas neste trabalho) e nao foi divulgada a concentragdo da solucao de partida de
quitosana utilizada na obtengdo da membrana descrita na literatura bem como as
condi¢cées em que foram realizados os ensaios mecanicos, a anadlise comparativa péde
ser efetuada de forma muito limitada. Tal comparacao indicou que os resultados sao de

mesma ordem de grandeza, mostrando conformidade entre eles.

Quanto a andlise dos resultados obtidos quando utilizados os diferentes tipos de

esterilizacdo para uma mesma composicao de membranas (Tabela 4.5), pode-se afirmar
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que, no caso das membranas que contém somente quitosana em suas composicoes,
aquelas esterilizadas por 6xido de etileno e por radiacdo gama nao apresentaram valores
de tensdo de ruptura estatisticamente diferentes do encontrado para a membrana nao
estéril. J& as membranas esterilizadas com etanol a 70% apresentaram uma reducao de
35,7% na tensdo de ruptura. Para as membranas de quitosana contendo somente o
glicerol, as esterilizadas seja por etanol a 70%, 6xido de etileno ou radiagdo gama nao
apresentaram valores de tensdo de ruptura estatisticamente diferentes do encontrado
para as membranas ndo estéreis. Para as membranas de quitosana contendo quitina
(Q+q e Q+g+g), apenas as esterilizadas com 6xido de etileno apresentaram valores de
tensdo de ruptura estatisticamente menores que o das membranas ndo estéreis. Nas
membranas de quitosana contendo somente quitina, a redugéo foi de 30,7% enquanto
gue nas membranas de quitosana contendo quitina e glicerol, a reducao foi de 22,1%.

Deve-se salientar que o 6xido de etileno reage com grupamentos nucleofilicos
como, por exemplo, as hidroxilas, as sulfidrilas e as aminas. Assim, levantou-se a
seguinte hipdtese para a explicagdo dos resultados de redugao da tenséo de ruptura das
membranas quando da utilizagdo da quitina: as particulas de quitina, que se encontram
distribuidas uniformemente ao longo de toda a membrana, facilitaram a penetragdo do
oxido de etileno na estrutura polimérica, permitindo a reacdo deste composto
principalmente com os grupamentos amino da quitosana, os quais faziam pontes de
hidrogénio intermoleculares. Entretanto, estas ligagbes sado as responsaveis pela
organizacao estrutural das cadeias poliméricas da quitosana. Uma vez rompidas, houve
perda de parte da organizagdo estrutural do polimero, o que refletiu diretamente na
cristalinidade e conseglientemente, na resisténcia mecanica das membranas. O glicerol,
mesmo em pequenas quantidades, ao se posicionar entre as cadeias poliméricas das
membranas de quitosana formadas por quitosana e quitina, pode ter preenchido alguns
pontos de imperfeicdo destas estruturas, dificultando assim, a penetragdo do éxido de
etileno. Desta maneira, o efeito da esterilizacao sobre a resisténcia mecénica do material

foi sentido de maneira mais amena.

Analisando-se a porcentagem de deformacdao das membranas apos seu
alongamento (Tabela 4.6), pode-se afirmar que para as membranas de quitosana
contendo somente quitosana (Q) e para aquelas que contém quitosana e quitina (Q+q), os
processos de esterilizacdo nao afetaram esta variavel, ja que os valores encontrados para
as membranas esterilizadas, seja por qualquer um dos métodos de esterilizagao, foram
estatisticamente iguais aos obtidos para as membranas nao estéreis. Para as membranas

de quitosana contendo glicerol (Q+g e Q+g+g) observou-se uma reducao significativa na
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porcentagem de deformacdo quando utilizada a radiagcdo gama fato este, muito
provavelmente, decorrente da reticulacdo do glicerol ainda presente nos materiais quando
da aplicacdo da radiacéo de alta energia. No caso das membranas de quitosana contendo
somente glicerol (Q+g), a reducdo foi de 38,2% e para as membranas de quitosana
contendo glicerol e quitina (Q+g+g), a reducao foi de 23,1%. Apenas no caso das
membranas de quitosana contendo glicerol e quitina, constatou-se um aumento
significativo de 23,8% no alongamento quando utilizado o etanol como agente de

esterilizacao.

Analisando-se o comportamento dos materiais poliméricos ilustrado na Figura
4.11, pode-se notar que as membranas que nao possuem quitina em suas composi¢des
(Q e Q+g) apresentaram comportamento diferenciado quando do uso da radiagdo gama
como agente de esterilizacdo. Os demais processos de esterilizagdo ndo promoveram
mudangas significativas no comportamento dos polimeros durante o alongamento dos
materiais. Outra importante observagdo se faz com relagdo ao comportamento das
membranas quando utilizado o plastificante isoladamente na composi¢cao das membranas
de quitosana. Neste caso, as membranas apresentaram comportamento caracteristico de
materiais elastbmeros, enquanto que as demais composi¢cdes apresentaram
comportamentos de materiais resistentes, porém, frageis. Durante esta etapa do trabalho,
atribuiu-se tal fato a acao plastificante do glicerol, que facilita o escoamento das cadeias
poliméricas, tornando o polimero mais flexivel. Entretanto, na fase seguinte do
desenvolvimento deste trabalho, constatou-se que as etapas de neutralizagao e lavagem
dos materiais promovem a extracdo parcial ou total do glicerol. Assim, 0 comportamento
ilustrado na Figura 4.11b deve ser decorrente da acdo isolada de uma pequena fracao do
glicerol que ndo foi extraido durante a neutralizagdo e a lavagem das membranas e,
portanto, ainda se faz presente na composicao dos materiais atuando como plastificante
ou, no caso da extragédo ter sido total, da formacao de uma organizagao diferenciada das
cadeias poliméricas da quitosana quando da utilizagdo do glicerol durante a fase de
sintese dos biomateriais. Quando da presenca da quitina, a acdo do glicerol é
prejudicada, sendo a quitina o componente que aparentemente define as caracteristicas

mecanicas dos materiais.

4.4.4. Avaliacao da citotoxicidade das membranas

Em termos biolégicos, sabe-se que um curativo ideal ndo deve liberar produtos

toxicos e nem mesmo causar reagfes adversas, 0 que pode, em primeira instancia, ser
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avaliado através de testes de citotoxicidade in vitro. Os resultados dos ensaios biolégicos
de citotoxicidade realizados com os quatro diferentes tipos de composicbes de
membranas densas a base de quitosana, apds as esterilizagdes com etanol a 70%, 6xido
de etileno ou radiacdo gama, sdo mostrados nas Figuras 4.12 e 4.13, empregando-se
células Vero. A concentracdo do produto da reacdo do MTT, o composto colorido
formazan, pode ser diretamente associada ao nimero de células viaveis, uma vez que a
transformacdo dos cristais de MTT em formazan ocorre pela agdo das enzimas

mitocondriais das células viaveis e ativas.

A andlise estatistica dos resultados de citotoxicidade indireta apresentados na
Figura 4.12, os quais correspondem as médias das absorbéncias de oito amostras,
mostrou que todas as membranas de quitosana apresentaram valores de absorbancia
estatisticamente superiores ao encontrado para o controle positivo (solugdo de fenol a
0,5%) e iguais ou superiores ao encontrado para o controle negativo de citotoxicidade
(fragmentos da propria placa de cultura de células) indicando, portanto, auséncia da
liberacdo de compostos toxicos quando do contato das membranas com o meio de
cultura. Além disso, com excec¢do da membrana de quitosana (Q) esterilizada com etanol
a 70%, cuja absorbancia foi estatisticamente igual a encontrada para o controle negativo,
todas as demais membranas parecem estimular a proliferagdo celular, comportamento
este que corrobora com a descricao das propriedades biolégicas da quitosana encontrada
na literatura (Paul e Sharma, 2004; Yosof e col., 2001; Muzarelli e col., 1988). Para as
membranas contendo somente quitosana, as amostras esterilizadas com éxido de etileno
ou radiacao gama nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si. O
tratamento com etanol, apesar de nao ter fornecido resultados de um possivel estimulo do
crescimento celular como nas demais condi¢des citadas acima, também nao revelou acao
citotéxica, ja que o resultado de absorbéancia para esta condicao foi estatisticamente igual
ao encontrado para o controle negativo. No caso das membranas de quitosana contendo
somente glicerol em suas composi¢cdes ou somente quitina, aquelas esterilizadas com
etanol a 70% ou oOxido de etileno ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas entre si. O maior valor de absorbancia foi obtido para as amostras
esterilizadas por radiagdo gama. Para as membranas de quitosana contendo em suas
composi¢cdes as matérias-primas quitina e glicerol, ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significativas nas absorbancias das amostras esterilizadas com 6xido de
etileno e radiagdo gama, mas sim, quando comparados ao valor encontrado para as
amostras esterilizadas com etanol a 70%, cabendo aos primeiros 0os maiores resultados

de absorbancia observados para este tipo de membrana.
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Figura 4.12 — Resultados dos ensaios de citotoxicidade indireta das quatro diferentes
composi¢coes de membranas densas a base de quitosana sintetizadas, apés a

esterilizacao.

0,14 - . *

Controle negativo

0,12 - N
@ Controle positivo

W Etanol a 70%

B Oxido de etileno

O Radiagao gama

Absorbancia a 540 nm

Composicdo das membranas

* valores estatisticamente superiores ao valor encontrado para o controle negativo (p < 0,05); n® amostras/composi¢ao=8.

Figura 4.13 — Resultados dos ensaios de citotoxicidade direta das quatro diferentes

composicdes de membranas a base de quitosana sintetizadas, apés a esterilizacao.
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Conforme ilustrado na Figura 4.13, assim como na citotoxicidade indireta, todos
os valores de absorbancia obtidos no teste de citotoxicidade direta, ou seja, quando do
contato direto dos materiais-teste com as células Vero, foram estatisticamente superiores
ao encontrado para o controle positivo, indicando, portanto, auséncia da liberacao de
compostos toxicos para o meio de cultura. Além disso, as quatro diferentes composicoes
de membranas quando esterilizadas com a radiacdo gama e as membranas de quitosana
contendo glicerol em suas composicdes (Q+g) esterilizadas por 6xido de etileno
apresentaram valores de absorbancia estatisticamente superiores ao do controle
negativo, indicando, portanto, nestes casos, um possivel estimulo da proliferagédo das
células Vero quando do contato direto com estes materiais. Para as demais condigdes, 0s
valores de absorbancia foram estatisticamente iguais ao valor obtido para o controle
negativo, indicando, portanto, auséncia de citotoxicidade.

4.4.5. Comparacao dos resultados obtidos na caracterizagao das membranas pelos
diferentes métodos empregados

Para que fossem comparados simultaneamente os resultados obtidos pelas
técnicas de caracterizacdo das membranas densas a base de quitosana esterilizadas por
etanol a 70%, 6xido de etileno ou radiacdo gama, estabeleceu-se uma escala de cores,
conforme ilustrado nas Tabelas 4.7 a 4.10. Nesta escala, encontram-se presentes as
cores branco, cinza e preto. A cor branca indica os melhores resultados qualitativos em
termos de morfologia da superficie das membranas (superficies aparentemente lisas),
maiores valores de tensédo de ruptura, de porcentagem de deformacdo da membrana
apods o alongamento e de absorbancia nos testes de citotoxicidade. A cor cinza indica
valores intermediarios e a cor preta, os resultados menos promissores em termos de
morfologia da superficie das membranas, menores valores de tensédo de ruptura, de
porcentagem de deformagdo da membrana apds o alongamento e de absorbancia nos
testes de citotoxicidade.

Diz-se que nédo ha correlacdo entre os métodos quando ao se comparar seus
resultados, ha presenca das cores branca e preta, que representam os dois extremos na
escala de cores. Isto indica divergéncia nos resultados obtidos pelas técnicas de

caracterizacgao utilizadas.
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Tabela 4.7 — Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos de caracterizacdo das

membranas contendo somente quitosana em suas composicées: morfologia das

membranas (MEV), ensaios para determinagdo de propriedades mecénicas (tensao de
ruptura e porcentagem de deformagdao) e citotoxicidade.

Métodos de
esterilizacao

Caracterizacdao das membranas de quitosana (Q)

Morfologia

Tensao de
ruptura

Porcentagem de
deformacao

Citotoxicidade
indireta

Citotoxicidade
direta

Sem esterilizacao

Oxido de etileno

Etanol a 70%

Radiacdao gama

[ 1 Nivel mais alto

B Nivel intermediario

Il Nivel mais baixo

Tabela 4.8 — Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos de caracterizagdo das

membranas de quitosana contendo glicerol em suas composigdes: morfologia das

membranas (MEV), ensaios para determinagdo de propriedades mecénicas (tensao de
ruptura e porcentagem de deformacao) e citotoxicidade.

Métodos de
esterilizacao

Caracterizacdao das membranas de quitosana (Q+g)

Morfologia

Tensao de
ruptura

Porcentagem de
deformacao

Citotoxicidade
indireta

Citotoxicidade
direta

Sem esterilizacao

Oxido de etileno

Etanol a 70%

Radiacao gama

[ 1 Nivel mais alto

B Nivel intermediario

Il Nivel mais baixo
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Tabela 4.9 — Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos de caracterizacdo das
membranas de quitosana contendo quitina em suas composi¢cdes: morfologia das
membranas (MEV), ensaios para determinagdo de propriedades mecénicas (tensao de
ruptura e porcentagem de deformacao) e citotoxicidade.

Caracterizacdao das membranas de quitosana (Q+q)

Métodos de
esterilizagao Morfologia | Tensao de | Porcentagem de | Citotoxicidade | Citotoxicidade
ruptura deformacao indireta direta

Sem esterilizacao

Oxido de etileno

Etanol a 70%

Radiacdao gama

1 Nivel mais alto B Nivel intermediario Hl Nivel mais baixo

Tabela 4.10 — Comparagao dos resultados obtidos pelos métodos de caracterizagado das
membranas de quitosana contendo quitina e glicerol em suas composigdes: morfologia
das membranas (MEV), ensaios para determinagao de propriedades mecanicas (tensao
de ruptura e porcentagem de deformagéao) e citotoxicidade.

Caracterizacdao das membranas de quitosana (Q+q+g)
Métodos de
esterilizagao Morfologia | Tensao de | Porcentagem de | Citotoxicidade | Citotoxicidade
deformacao indireta direta

Sem esterilizacao - -

Oxido de etileno

Etanol a 70%

Radiacdao gama

1 Nivel mais alto B Nivel intermediario I Nivel mais baixo
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Dentre os ensaios realizados constatou-se divergéncia em apenas dois blocos de
experimentos, 0s quais envolvem as membranas que contém somente quitosana em suas
composi¢des ou quitosana, quitina e glicerol. Em ambos os casos, as amostras foram
esterilizadas por radiagdo gama. Todas as demais condicdes indicaram convergéncia nos

resultados, indicando uma boa correlacao entre as técnicas de caracterizagao utilizadas.

Considerando-se os resultados obtidos dos ensaios para o estudo da influéncia
do método de esterilizagdo nas caracteristicas fisicas, mecanicas e biolégicas das
membranas densas a base de quitosana pode-se dizer que nenhuma das técnicas de
esterilizacdo utilizadas pode ser considerada totalmente impropria para 0 uso em
membranas de quitosana. Entretanto, apesar da exposicdo das amostras a radiacao
gama ser uma das técnicas mais comumente descritas na literatura para esta finalidade e
em muitos casos, ter apresentado os resultados mais promissores, segundo as técnicas
de caracterizagdo utilizadas, também revelou causar modificagbes na estrutura da
membrana, sendo tal fato observado mesmo a olho nu pela mudanga na coloragdo do
material. Além disso, o uso da radiagdo gama também forneceu os resultados menos
promissores em termos de morfologia e porcentagem de deformacdo nas membranas
compostas somente por quitosana (Q) e nas membranas que possuem glicerol em suas

composicoes (Q+g e Q+g+g), respectivamente.

O uso do etanol a 70% como agente de esterilizacdo forneceu resultados
adequados quanto a manutencdo das caracteristicas morfolégicas, mecanicas e
biol6égicas das membranas densas a base de quitosana, entretanto, sua utilizacdo nos
parece inviavel frente a procura de uma técnica de esterilizacao a ser utilizada em grande

escala.

O uso do 6xido de etileno, além de ter fornecido resultados adequados em
termos de manutencdo das caracteristicas fisicas, mecanicas e biolégicas das
membranas densas a base de quitosana em todas as condi¢gées analisadas, ainda é uma
metodologia facilmente escalonavel. Assim, diante dos resultados apresentados,
selecionou-se o0 6xido de etileno como agente de esterilizagdo para se dar continuidade
ao trabalho.

Deve-se ressaltar que os dados obtidos neste segmento do trabalho foram
publicados em 2004 na revista Biomedical Materials Research — Part B: Applied
Biomaterials, com autoria de Paula R. M. Dallan, Patricia L. Moreira, Selma C. Genari e
Angela M. Moraes e podem ser visualizados no volume 71B, n°2, paginas 268 a 277.
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4.5. Avaliacao do tempo para a eliminacao dos residuos do processo de
esterilizacao quando utilizado o 6xido de etileno como agente esterilizante

A etapa final do processo de esterilizagdo por 6xido de etileno é a aeracao, que
tem como principal objetivo, a remogao do 6xido de etileno residual (EtO) e de seus
subprodutos (etilenocloridrina e etilenoglicol) dos materiais esterilizados, visando assim,
atingir os niveis maximos de residuos permitidos e estabelecidos pela legislacao
brasileira, os quais estdo indicados na Tabela 4.11. No caso de curativos a serem
utilizados no tratamento de queimaduras, portanto, que entrardo em contato direto com o
sangue, 0s niveis maximos estabelecidos para o 6xido de etileno, etilenocloridrina e

etilenoglicol sdo de 25, 25 e 250 ppm, respectivamente.

Tabela 4.11 — Limites maximos de residuos em dispositivos médico-cirargicos, conforme

determinado pela Portaria Interministerial n® 482 (1999).

Dispositivo Limite maximo (ppm)
EtO* ETCH* ETG*
Implantes pequenos (até 10 g) 250 250 5000
Implantes médios (10 a 100 g) 100 100 2000
Implantes grandes (superior a 100 g) 25 25 25
Dispositivos intra-uterinos 5 10 10
Lentes intra-oculares 25 25 500
Dispositivos que entram em contato com a mucosa 250 250 5000
Dispositivos que entram em contato direto com o sangue 25 25 250
Dispositivos que entram em contato com a pele 250 250 5000
Esponjas cirurgicas 25 250 500

* EtO — 6xido de etileno, ETCH — etilenocloridrina e ETG — etilenoglicol.

De acordo com o recomendado na embalagem do produto esterilizado por 6xido
de etileno, a utilizagdo dos materiais estéreis deve ser feita depois de transcorridas pelo
menos 72 horas do processo de esterilizagao, entretanto, € de conhecimento geral que o
coeficiente de difusdo do 6xido de etileno em diferentes artigos médico-hospitalares é



101

variavel. Portanto, o tempo de aeragdo necessario para um determinado artigo médico-
hospitalar ou dispositivo depende de diversas varidveis como: composicao, forma,
tamanho, espessura e massa do dispositivo, tipo de esterilizagdo (utilizando-se 6xido de

etileno puro ou em mistura) e embalagem, dentre outros (Possari, 2003).

A fim de se avaliar a influéncia dos aditivos utilizados na obtencdo das
membranas densas a base de quitosana (glicerol e/ou quitina) no tempo para a
eliminacao dos residuos decorrentes do processo de esterilizacao utilizando-se o 6xido de
etileno, foram analisadas as quatro diferentes composi¢gdes de membranas propostas nos
ensaios de estudo da influéncia da técnica de esterilizacdo nas caracteristicas dos
materiais (Q, Q+g, Q+g e Q+g+g). A analise quanto a presenca de 6xido de etileno e de
seus subprodutos foi inicialmente programada para ser realizada desde seis horas apés a
esterilizacdo até sete dias, pois, de acordo com Costa e col. (1993), este € o tempo
requerido de aeragdo para se atingir os limites de residuos permitidos e estabelecidos
pela legislagcdo. Entretanto, os ensaios foram interrompidos 12 horas apos a realizagéo da
esterilizagdo, ja que na primeira analise (seis horas), a quantidade de residuos observada
nas amostras foi nula, conforme mostraram os resultados contidos no laudo fornecido
pela empresa Acecil Central de Esterilizagdo Comércio e Industria Ltda. Assim, pdde-se
concluir que o tempo requerido para o armazenamento das amostras antes de sua

utilizagao foi de seis horas.

4.6. Determinacao do efeito da composicdao nas propriedades das membranas
obtidas pelo método sol-gel

Nesta etapa do trabalho foi efetuado um estudo sistematico da influéncia da
concentracao da solucao de partida de quitosana nas caracteristicas fisicas, mecanicas e
biolégicas de membranas densas, bem como do efeito da substituicdo de parte da
quitosana utilizada por quitina e/ou glicerol. Tal estratégia de estudo visou a redugéao do
custo final dos biomateriais, sem, entretanto, prejudicar as caracteristicas fisicas,

mecanicas e biolégicas das membranas.

Este estudo foi feito com base em um planejamento fatorial 2° contendo trés
pontos centrais, sendo mantida a quantidade de soélidos totais de todas as condi¢oes
experimentais constante em 1,125 g, diferentemente da estratégia utilizada nos ensaios
de estudo da influéncia da esterilizagdo nas caracteristicas das membranas, no qual a
quantidade de quitosana foi mantida constante em 1,125 g para todas as composi¢oes
avaliadas.
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Para a melhor compreensdo dos resultados obtidos ao longo desta etapa do
trabalho foi montada a Tabela 4.12, que além de indicar as proporcdées de cada
componente nas solugbes aquosas de acido acético (solugdes de partida), conforme
estabelecido no planejamento estatistico utilizado, também mostra as propor¢des de cada

componente nas membranas formadas.

Tabela 4.12 — Proporcoes de cada componente nas solugdes aquosas de acido acético a

1% bem como nas membranas densas secas sintetizadas.

Ensaio Proporcao na solucao (%) Proporcao na membrana (%)
quitosana quitina glicerol quitosana quitina glicerol
1 1,00 0,00 0,00 100,0 0,000 0,000
2 2,50 0,00 0,00 100,0 0,000 0,000
3 1,00 0,50 0,00 66,67 33,33 0,000
4 2,50 0,50 0,00 83,33 16,67 0,000
5 1,00 0,00 0,50 66,67 0,000 33,33
6 2,50 0,00 0,50 83,33 0,000 16,67
7 1,00 0,50 0,50 50,00 25,00 25,00
8 2,50 0,50 0,50 71,43 14,29 14,29
9 1,75 0,25 0,25 77,78 11,11 11,11
10 1,75 0,25 0,25 77,78 11,11 11,11
11 1,75 0,25 0,25 77,78 11,11 11,11

Os resultados obtidos dos ensaios de caracterizacdo das membranas densas a
base de quitosana cujas condicoes experimentais foram definidas no planejamento
estatistico ilustrado na Tabela 4.12 sao apresentados e discutidos em detalhes a seguir.

4.6.1. Custo das membranas

Os custos das membranas densas a base de quitosana, de composicoes

definidas no planejamento experimental proposto neste trabalho, foram determinados
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considerando-se apenas os custos das matérias-primas utilizadas para a obtengcao dos
biomateriais. Os precos em ddlares americanos das matérias-primas quitosana, quitina,
glicerol e acido acético sao aqueles disponiveis no catalogo da Sigma Chemical Co. e
correspondem a US$ 0,4552/g, US$ 0,0698/g, US$ 0,03304/g e US$ 0,03220/g,
respectivamente. O custo da dgua deionizada foi estimado em US$ 0,00076/g. Os custos

finais das membranas podem ser visualizados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 — Custos das membranas densas a base de quitosana cujas composicoes
foram definidas no planejamento experimental utilizado neste trabalho.

Ensaio Custo estimado por membrana de 95 cm? (US$)
1 0,66
2 0,61
3 0,50
4 0,53
5 0,46
6 0,52
7 0,38
8 0,46
9 0,51
10 0,51
11 0,51

A analise estatistica desta variavel-resposta resultou nos dados mostrados na
Tabela 4.14 e na Figura 4.14.

Deve-se ressaltar que, apesar do conhecimento de que a analise estatistica nao
€ a ferramenta mais adequada para a avaliacdo desta variavel-resposta, a mesma foi
realizada uma vez que através dela, houve a possibilidade de se observar claramente os
efeitos especificos de cada matéria-prima utilizada na formulacdo das membranas na
reducao de custo das mesmas, ja que suas proporcdes variam segundo as diferentes

composigoes.
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Tabela 4.14 — Andlise estatistica da variavel custo das membranas densas a base de
quitosana cujas composicdes foram definidas no planejamento experimental proposto
neste trabalho.

Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio 1(3) P - 95,00% +95,00%

Média 0,5136" | 0,0013 399,52 | 3,458E-08 |  0,5095 0,5177
(1) Quitosana | ;53 0,0030 9,9499 0,0022 0,0204 0,0396
(2) Quitina | 5 595+ | 0,0030 31,508 | 7,025E-05 | -0,1046 -0,0854
(3) Glicerol | 120+ | 0,0030 39,799 | 3,490E-05 | -0,1296 -0,1104
172 0,025* | 0,0030 8,2916 0,0037 0,0154 0,0346
173 0,040* |  0,0030 13,266 0,001 0,0304 0,0496
273 0,025* | 0,0030 8,2916 0,0037 0,0154 0,0346
1723 -0,015* | 0,0030 -4,9749 0,0156 -0,0246 -0,0054

OBS: desvios calculados a partir da média quadratica dos residuos = 0,0000182.
* valores estatisticamente significativos (p < 0,05).

0,06 -
004 =

*

0,02 - . Quitina (2)  Glicerol (3) - . - Joovg
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1*2 1*3 2*3

-0,02 4 Quitosana (1)
-0,04 +
-0,06 -
-0,08 +

0,1 -
-0,12
-0,14 -

* valores estatisticamente significativos (p < 0,05).

Figura 4.14 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta custo.
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Como se pode notar, a substituicdo de parte da quitosana por quitina e/ou glicerol
reduz significativamente o custo do produto final, dai a motivacdo do planejamento
estatistico proposto neste trabalho. Além disso, pode-se observar que as variaveis de
estudo apresentam interacao entre elas, ou seja, cada uma delas tem influéncia direta na
acdo das demais, na faixa experimental estudada. Assim, pode-se concluir que a
utilizacdo de uma solucdo de partida de quitosana mais concentrada (2,5%) tende a
aumentar o custo do biomaterial, sendo este aumento dependente da presencga de quitina

e/ou glicerol na solugéo.

Apesar da andlise fornecer resultados de aumento de custo dos biomateriais
quando da utilizagdo de uma solugéo de partida de quitosana mais concentrada (2,5%),
tal comportamento n&o € observado para as membranas que contém apenas quitosana
em suas formulagdes (ensaios 1 e 2). Fazendo-se a comparacao entre uma membrana
sintetizada a partir de uma solucédo de partida a 1,0% e outra sintetizada a partir de uma
solucdo de partida a 2,5%, aquela obtida da solugdo mais concentrada apresenta um
custo inferior de 0,05 dblares, o que representa uma reducao de 7,6% no custo final do
biomaterial. Tal fato deve-se a maior quantidade de solugdo de quitosana utilizada na
formulagdo da membrana referente ao ensaio 1. Neste caso, sao utilizados 112,5 g de
solucéo, enquanto que para o ensaio 2 sdo utilizados apenas 45,0 g (vide item 3.2.4).
Assim, apesar da quantidade de quitosana ser a mesma em ambos 0s casos, no calculo
do custo final das membranas estdo incluidos os custos das matérias-primas &acido
acético e agua deionizada, os quais sao os responsaveis pelo aumento do custo total do

produto.

Deve-se ressaltar que as diferentes composicoes das solucbes de quitosana
propostas neste trabalho permitiram uma redugdo de custo final das membranas que
variaram de 13,1 a 42,4%, quando comparados aos custos das membranas compostas
somente por quitosana (ensaios 1 e 2). Assim, a membrana cuja substituicdo de parte da
quitosana por outras matérias-primas promoveu uma maior redu¢do no custo final do
biomaterial foi aquela formada por 50% de quitosana, 25% de quitina e 25% de glicerol
(ensaio 7). Em contrapartida, a substituicdo menos promissora foi a da membrana
composta por 83,33% de quitosana e 16,67% de quitina (ensaio 4).
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4.6.2. Caracterizacao fisica das membranas

A caracterizagao fisica das membranas densas a base de quitosana foi feita pela
avaliacao das seguintes variaveis: morfologia (superficie e secao transversal), espessura
(nos estados seco e Umido), grau de hidratacao (em agua destilada e em tampao PBS) e
cristalinidade. Os resultados obtidos sdo discutidos a seguir.

4.6.2.1. Efeito da variacao da composicao na morfologia das membranas

As morfologias da superficie e da secao transversal das membranas densas a
base de quitosana, de composigbes definidas no planejamento experimental proposto
neste trabalho, podem ser visualizadas nas Figuras 4.15 e 4.16, respectivamente.

Figura 4.15 — Morfologia da superficie das membranas densas a base de quitosana cujas

composi¢des foram definidas no planejamento experimental proposto neste trabalho:
(a-i) ensaios de 1 a 9.
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Figura 4.16 — Morfologia da se¢é@o transversal das membranas densas a base de
quitosana cujas composi¢cdes foram definidas no planejamento experimental proposto
neste trabalho: (a-i) ensaios de 1 a 9.

Como se pode observar pelas micrografias mostradas na Figura 4.15, a
morfologia da superficie das membranas ndo diferiram daquelas obtidas quando da
realizagdo dos ensaios do estudo do efeito da esterilizagdo nas caracteristicas fisicas,
mecanicas e biologicas destes biomateriais (Figuras 4.7 a 4.10). As membranas que nao
possuiam quitina em suas composicoes (Figura 4.15a,b,e,f) apresentaram superficies
aparentemente lisas enquanto que aquelas que possuiam este polissacarideo (Figura
4.15¢,d,g,h,i) apresentaram superficies irregulares. Entretanto, todas as composigbes
apresentaram auséncia de poros em suas superficies, caracterizando estes materiais
como densos. A concentragdo da solugao de partida de quitosana ndo mostrou influéncia
na morfologia da superficie das membranas sintetizadas.

Diferentemente do observado na andlise da morfologia da superficie das
membranas densas a base de quitosana, a concentragdo da solugédo de partida mostrou
influéncia na morfologia da se¢ao transversal dos materiais, quando da utilizagdo da
quitina como matéria-prima para a obten¢cdo das membranas (Figura 4.16c,d,g,h,i).
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Enquanto que a secao transversal das membranas obtidas quando do uso da solucdo de

partida de quitosana mais concentrada (Figura 4.16d,h) mostrou-se relativamente

homogénea e continua, a se¢ao transversal das membranas obtidas quando do uso da

solucao mais diluida (Figura 4.16c,g) mostrou-se rugosa, descontinua e fibrosa. A

concentracao da solugao de partida de quitosana ndao mostrou influéncia sobre a secao

transversal das membranas compostas exclusivamente por quitosana (Figura 4.16a,b) e

aquelas compostas por quitosana e glicerol (Figura 4.16e,f), as quais mostraram-se

relativamente lisas e uniformes.

4.6.2.2. Efeito da variacao da composicao na espessura das membranas

As espessuras nos estados seco e Umido das membranas propostas no

planejamento estatistico utilizado neste trabalho podem ser visualizadas na Tabela 4.15.

Tabela 4.15 — Valores das espessuras das composi¢cdes de membranas densas a base

de quitosana propostas no planejamento experimental, secas e hidratadas com agua

destilada.
Ensaio Espessura (mm)
Membrana seca Membrana umida
1 0,14 £ 0,06 0,18+ 0,03
2 0,13+ 0,06 0,21 + 0,05
3 0,22 + 0,03 0,22 £ 0,02
4 0,21 + 0,03 0,22 £ 0,02
5 0,13+0,07 0,13+0,03
6 0,12+ 0,04 0,19+ 0,02
7 0,20 + 0,03 0,18 £ 0,01
8 0,21 + 0,02 0,22 + 0,03
9 0,18+ 0,03 0,19+ 0,02
10 0,18 + 0,04 0,20 £ 0,02
11 0,16 £ 0,02 0,20 + 0,02
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As analises estatisticas destas duas varidveis foram feitas utilizando-se o
software Statistica e podem ser visualizadas nas Tabelas 4.16 e 4.17 e na Figura 4.17.

Tabela 4.16 — Analise estatistica da variavel espessura no estado seco das membranas
densas a base de quitosana cujas composicdes foram definidas no planejamento

proposto neste trabalho.

Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio t(2) p - 90,00% + 90,00%

Média 0,171* 0,0034 49,0900 0,0004 0,1559 0,1859
(1) Quitosana | -0,005 0,0082 -0,6124 0,6026 -0,0401 0,0301
(2) Quitina 0,080* 0,0082 9,7980 0,0103 0,0449 0,151
(3) Glicerol -0,010 0,0082 -1,2247 0,3453 -0,0451 0,0251
1*2 0,005 0,0082 0,6124 0,6026 -0,0301 0,0401
1*3 0,005 0,0082 0,6124 0,6026 -0,0301 0,0401
2*3 0,000 0,0082 0,0000 1,0000 -0,0351 0,0351
1*2*3 0,005 0,0082 0,6124 0,6026 -0,03013101 0,0401

OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 0,0001333.

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

Analisando-se os resultados obtidos pela analise estatistica da variavel-resposta
espessura das membranas no estado seco (Tabela 4.16 e Figura 4.17), conclui-se que
dentre as trés varidveis de estudo analisadas (concentragdo da solugdo de partida de
quitosana e a auséncia ou a presenga das matérias-primas quitina e/ou glicerol na
solugdo de quitosana), apenas a quitina mostrou efeito estatisticamente significativo na
faixa experimental estudada. Neste caso, sua adicdo a solugdo de quitosana promoveu
um aumento de 0,08 mm na espessura seca do biomaterial ndo havendo qualquer tipo de
interacao entre esta variavel de estudo e as demais. Assim, o uso de uma solugdo de
partida de quitosana mais concentrada (2,5%) ou mais diluida (1,0%) bem como a
presenga ou a auséncia de glicerol ndo interferiram nos resultados obtidos, sendo a
espessura seca da membrana definida pela presenga da quitina. Este fato ja havia sido
observado nos ensaios de estudo da influéncia da esterilizagdo nas caracteristicas das



110

membranas densas a base de quitosana, sendo o valor da espessura no estado seco das
membranas que possuiam quitina em suas composi¢coes semelhante ao valor do diametro

medio da prépria particula de quitina.

Tabela 4.17 — Andlise estatistica da variavel espessura no estado umido das membranas
densas a base de quitosana cujas composicdes foram definidas no planejamento

proposto neste trabalho.

Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio t(2) p - 90,00% + 90,00%

Média 0,1955* | 00017 | 111,7579 | 8,0056E-05 | 0,1895 0,1996
(1) Quitosana | n3o5- | g 0041 7,9608 0,0154 0,0206 0,0444
(2) Quitina | 4 h355- | 00041 7,9608 0,0154 0,0206 0,0444
(3) Glicerol | 4 5575+ | 0,0041 6,7361 0,0213 10,0394 :0,0156
172 10,0125* | 0,0041 3,0619 0,0922 10,0244 10,0006
173 0,0175* | 0,0041 4,2866 0,0503 0,0056 0,0294
273 0,0075 | 0,0041 1,8371 0,2076 10,0044 0,0194
1723 0,0025 | 0,0041 0,6124 0,6026 -0,0094 0,0144

OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 0,0000333.

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

A analise estatistica das espessuras das membranas no estado umido mostrou
que as trés variaveis de estudo apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre
os resultados obtidos, existindo ainda interagdo entre as varidveis na faixa experimental
estudada. Pode-se dizer que o uso de uma solugdo de partida de quitosana mais
concentrada e a substituicdo de parte da quitosana por quitina na composi¢cdo da
membrana promoveu um aumento nas espessuras dos materiais no estado umido. Ja a
substituicdo de parte da quitosana por glicerol causou uma redugao na variavel-resposta
quando comparada a das membranas formadas somente por quitosana (ensaios 1 e 2).
Tal fato deve-se, muito provavelmente, a extragéo parcial ou total do plastificante durante
as etapas de neutralizagdo e lavagem das membranas, ja que a composi¢cao na qual a
substituicdo de quitosana por glicerol foi de 33,33% (ensaio 5) foi aquela que apresentou
menor valor de espessura no estado umido, valor este discrepante daqueles obtidos para
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esta mesma variavel-resposta nas demais condi¢cdes experimentais. Com a sua extracao,
além da pequena quantidade de glicerol presente (caso a extragao tenha sido parcial) ou
de sua auséncia (caso a extragdo tenha sido total), ainda a quantidade de quitosana
presente na membrana é inferior aquela presente nas membranas formadas
exclusivamente por quitosana, justificando assim, os menores valores obtidos de

espessura dos materiais no estado umido.

Efeitos

0,1 -
*
0,08 4 W espessura seca
O espessura Umida
0,06 -
0,04 -
0,02 -

Glicerol (3)

Quitosana (1)  Quitina (2)

-0,02

-0,04

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

Figura 4.17 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta espessura das membranas

secas e hidratadas com agua destilada.

4.6.2.3. Efeito da variacdao da composicao no grau de hidratacao das membranas

Sabendo-se que as queimaduras geram descompensacgdes hidricas no
organismo humano pela grande perda de liquido, uma caracteristica importante dos
biomateriais destinados a regeneragdo de pele lesada por este agente refere-se a
reducdo da perda de fluidos corpdéreos pelo paciente. Esta caracteristica pode ser
indiretamente determinada pela avaliagdo da capacidade de absorgdo de liquidos
juntamente com a determinac¢ao da permeabilidade destes materiais ao vapor d’agua.

Os graus de hidratagdo das membranas em agua destilada e em tampao PBS
podem ser visualizados na Tabela 4.18. As andlises estatisticas destas duas variaveis
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foram feitas utilizando-se o software Statistica e podem ser visualizadas nas Tabelas 4.19
e 4.20 e na Figura 4.18.

Tabela 4.18 — Valores dos graus de hidratacdo das membranas densas a base de
quitosana cujas composigbes foram definidas no planejamento experimental utilizado

neste trabalho.

Ensaio Grau de hidratacao (%)
Agua destilada (pH 3,05) Tampao PBS (pH 7,4)
1 110,8 £ 0,6 107,6 £ 0,4
2 108,4+1,2 107,3+0,9
3 89,3+1,8 89,5+ 1,4
4 102,7 £ 1,4 101,0 £ 0,7
5 101,6 +2,7 112,9+ 0,4
6 109,7 £ 0,6 108,8 +2,8
7 88,8+ 0,2 89,9+ 1,6
8 92,5+1,0 101,9+1,0
9 93,7+1,0 99,2+ 1,2
10 96,1 + 3,1 97,2+0,7
11 100,2+0,8 105,8 + 1,1

Analisando-se os resultados obtidos pela andlise estatistica da varidvel-resposta
grau de hidratagdo das membranas em agua destilada, pode-se observar que apenas a
quitina apresentou efeito estatisticamente significativo na faixa experimental estudada,
reduzindo neste caso, quando da sua inclusdo na formulagdo das solugdes para a
obtencdo das membranas, o grau de hidratacdo dos materiais em 14,3%. Deve-se
salientar que esta varidvel ndo mostrou interagdo com as demais variaveis estudadas na
faixa experimental investigada, assim, o uso de uma solugéo de partida de quitosana mais
concentrada (2,5%) ou mais diluida (1,0%) bem como a presengca ou a auséncia de
glicerol n&o interferiram nos resultados obtidos.
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Tabela 4.19 — Analise estatistica da variavel grau de hidratacdo em agua destilada das
membranas densas a base de quitosana cujas composi¢coes foram definidas no

planejamento proposto neste trabalho.

Intervalo de confiabilidade

Variaveis Efeito Desvio t(2) p - 95,00% +95,00%

Media 99,44* 0,9910 | 1003374 | 9,9314E-05 | 95,1723 103,7004

(1) Quitosana | 5 -, 2,3241 2,4525 0,1337 -4,3000 15,7000
(2) Quitina |44 30 | 23941 6,1528 0,0254 -24,3000 -4,3000
(3) Glicerol | o5 23241 -2,0007 0,1834 14,6500 5,3500
172 2,85 2,3241 1,2263 0,3449 7,1500 12,8500
173 0,20 2,3241 0,0861 0,9393 -9,8000 10,2000
273 0,70 2,3241 10,3012 0,7917 10,7000 9,3000
1723 5,05 2,3241 -2,1728 0,1619 -15,0500 4,9500

OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 10,8033.

* valores estatisticamente significativos (p < 0,05).

Assim como para o grau de hidratacao em agua destilada, no caso da hidratacao
em tampao PBS, a Unica variavel de estudo que apresentou influéncia estatisticamente
significativa na resposta na faixa experimental estudada foi a quitina. Entretanto, além do
efeito isolado desta variavel, a mesma apresentou interacdo com a concentragdo da
solugcao de partida de quitosana. A inclusdo de quitina na formulagéo das solugdes para a
obtencdo das membranas promoveu uma redugéo no grau de hidratagdo das membranas,
sendo tal comportamento mais pronunciado quando do uso de uma solugdo de quitosana
menos concentrada (-18,1% contra -4,6%).

Apesar da influéncia negativa no grau de hidratagdo das membranas, seja em
agua destilada, seja em tampédo PBS, quando da presenga da quitina na solugao de
quitosana, todos os valores de hidratagdo mostrados na Tabela 4.18 ficaram acima de
88%, mostrando, portanto, um alto grau de hidratagdo das membranas em todas as
composi¢des analisadas.
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Tabela 4.20 — Analise estatistica da variavel grau de hidratacdo em tampao PBS das

membranas densas a base de quitosana cujas composi¢coes foram definidas no

planejamento proposto neste trabalho.

Intervalo de confiabilidade

Variaveis Efeito Desvio t(3) p - 90,00% +90,00%

Média | 101 018* | 111845 | 86,0457 |3,4600E-06 | 99,1307 | 104,7057

(1) Quitosana |, o5 27778 1,7190 0,1841 11,7622 11,3122
(2)Quitina | 43 575- | 57778 -4,8869 0,0164 20,1122 -7,0378
(3) Glicerol | 5 o5 27778 0,7290 0,5188 14,5122 8,5622
172 6975 | 27778 25110 0,0869 0,4378 13,5122
173 0,825 | 27778 -0,2970 0,7858 7,3622 5,7122
273 1375 | 27778 10,4950 0,6546 17,9122 5,1622
1723 1,075 27778 0,3870 0,7246 5,4622 7,6122

OBS: desvios calculados a partir da média quadratica dos residuos = 15,43254.

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

1*2*3

10 m hidratagdo em agua destilada
O hidratagdo em tampéao PBS
5 N
Quitina (2) Glicerol (3)
O m T T T q:l T
Quitosana (1) 1*2 1*3 2*3

-5
-10 4
-15 . *
-20 -

* valores estatisticamente significativos (p < 0,05 e p < 0,10 para a variavel-resposta grau de hidratagdo das membranas em

agua destilada e em tampao PBS, respectivamente).

Figura 4.18 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta grau de hidratacdo de

membranas em agua destilada e em tampéo PBS.
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4.6.2.4. Efeito da variacao da composicao na cristalinidade das membranas

Sabendo-se que as propriedades mecanicas dos materiais bem como algumas
de suas propriedades biolégicas, como a degradacao quando em presenga da enzima
lisozima, estdo diretamente relacionadas a cristalinidade dos mesmos, fez-se de grande
relevancia o estudo desta variavel, sendo tal caracterizacdo realizada por ensaios de
difracao de raios-X. Os espectros de difracao de raios-X obtidos para todas as condicdes
experimentais do planejamento estatistico proposto neste trabalho podem ser
visualizados nas Figuras 4.19 e 4.20 e as cristalinidades, calculadas a partir destes
espectros, encontram-se reunidas na Tabela 4.21.

Tabela 4.21 — Cristalinidade estimada das membranas densas a base de quitosana cujas
composi¢des foram definidas no planejamento experimental utilizado neste trabalho.

Ensaio Cristalinidade (CPS)
1 294,70
2 239,50
3 139,10
4 221,20
5 120,00
6 188,00
7 118,50
8 137,80
9 165,00
10 180,70
11 145,40

A andlise estatistica desta variavel-resposta é indicada na Tabela 4.22 e na
Figura 4.21.
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Figura 4.19 — Difratogramas de raios-X das membranas densas a base de quitosana cujas

composi¢des foram definidas no planejamento estatistico utilizado neste trabalho:

(a - f) ensaios de 1 a 6, respectivamente.



117

350 350
300 300
%) 1 )
o i o 4
S 250 5 250
1% 1 [%2]
8 200 8 2004
o o
1%} 7 g
(o]
S 150 B 150
()
g g
° i he} 4
S 100 2 100
5 5
E 5 Z 50
0 T T T T T T T T T T 1 O T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 20
350 - 350
300 300
? ?
9 250 9/ 250 -
3 2 1
© 200 O 2004
[oN o
8 g ]
B B 150
S S
© «© 1
2 S 1001
[} [72]
C o
z L
£ £ 504
0 T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

350

300

250

200

150

100

Intensidade dos picos (CPS)

504

Figura 4.20 — Difratogramas de raios-X das membranas densas a base de quitosana cujas
composi¢des foram definidas no planejamento estatistico utilizado neste trabalho:
(g - k) ensaios de 7 a 11, respectivamente.
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Tabela 4.22 — Analise estatistica da variavel cristalinidade das membranas densas a base

de quitosana cujas composi¢coes foram definidas no planejamento proposto neste

trabalho.
Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio t(2) p - 90.00% +90.00%
Media 177,26* 5,3325 33,2422 0,0009 161,6928 192,8344
(1) Quitosana | ,5 55 | 155058 2.2829 0,1499 -7.9668 65,0668
() Quitina | o5 40« | 125058 | -4,5099 0,0458 0929168 | -19,8833
(3) Glicerol | g5 55« | 125058 | -6.6010 00222 | -119.0668 | -46,0333
172 2215 12,5058 1,7712 0,2185 -14,3668 58,6668
173 15,10 12,5058 1,2074 0,3507 21,4168 51,6168
273 30,55 12,5058 2,4429 0,1346 -5,9668 67,0668
1723 46,50 | 12,5058 -3,7183 0,0653 -83,0168 -9,0832
OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 312,79.
* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).
40 -
20 -
Quitina (2)  Glicerol (3) . . 172*3
0 ; ; ;
» Quitosana (1) 1*2 1*3 2*3
(@]
= -20 4
o
L
-40 A
_60 i *
-80 -
-100

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

Figura 4.21 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta cristalinidade.
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Como se pode notar, a concentracdo da solucao de partida de quitosana nao
influenciou significativamente na cristalinidade dos materiais enquanto que a substituicao
de parte da quitosana por quitina e/ou glicerol promoveu uma reducao significativa nesta
variavel-resposta na faixa experimental estudada, sendo constatada ainda, interacao

entre as trés variaveis estudadas.

A reducao na cristalinidade das membranas quando da utilizagdo do glicerol pode
ser decorrente de dois motivos. Caso o glicerol ndo tenha sido totalmente extraido
durante as etapas de neutralizacdo e lavagem e se faga presente na composigao das
membranas mesmo que em pequenas quantidades, o mesmo € um plastificante, de
estrutura amorfa (Cervera e col., 2004), que atua de maneira a enfraquecer as ligacoes
intermoleculares do polimero, e consequentemente, dificulta o empacotamento das
cadeias moleculares, que no caso, se reflete na redugéo da cristalinidade do produto final
(Agnelli, 1994). Caso tal composto tenha sido totalmente extraido, sua presencga durante a
sintese das membranas teve influéncia na organizagao da estrutura polimérica, a qual se
mostrou menos organizada que a observada quando da obtengdo de uma membrana
formada somente por quitosana. Ja a quitina, apesar de ser um polimero semicristalino
(Senel e McClure, 2004; Kurita, 2001; Madihally e Matthew, 1999; Tomihata e Ikada,
1997), encontra-se inserida nas membranas sob a forma de particulas, perturbando
assim, a estrutura polimérica da quitosana, polissacarideo responsavel pela formacao da
membrana. Como resultado desta perturbagcao, tem-se a reducdo da cristalinidade dos

materiais nos quais a quitina se faz presente.

4.6.3. Caracterizacao mecéanica das membranas

Um biomaterial deve possuir caracteristicas mecéanicas adequadas para sua
aplicagéo, além de permitir seu facil manuseio e armazenamento. Assim, foram avaliadas
duas caracteristicas mecéanicas das membranas densas a base de quitosana, a tensao de
ruptura e a porcentagem de deformagdo apds o alongamento das amostras. Os
resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 4.23.

As analises estatisticas destas duas variaveis foram feitas utilizando-se o
software Statistica e podem ser visualizadas nas Tabelas 4.24 e 4.25 e nas Figuras 4.22 e
4.23.
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Tabela 4.23 — Valores de tensdo de ruptura e porcentagem de deformacdo apds o

alongamento das membranas densas a base de quitosana cujas composicées foram

definidas no planejamento experimental utilizado neste trabalho.

Ensaio Propriedades mecanicas
Tensao de ruptura (MPa) % de deformacao
1 7,16 £ 2,91 154,84 + 32,02
2 8,12+ 2,10 187,50 £ 18,57
3 2,48 £ 0,30 24,67 + 6,41
4 3,00+ 0,28 51,17+ 9,16
5 5,00 + 2,87 127,22 £ 42,98
6 8,61+2,12 154,56 + 18,58
7 2,43+0,43 21,33+ 3,43
8 4,10+ 0,27 70,27 £ 12,64
9 3,73 +0,39 69,22 + 15,15
10 3,32+0,32 60,00 + 7,92
11 3,32+0,35 56,44 + 8,52

Pode-se observar que o uso de solugbes mais concentradas de quitosana

aumentou significativamente a resisténcia mecanica dos biomateriais enquanto que a

inclusdo de quitina nas solugdes apresentou efeito contrario, ou seja, sua presenga na

solugdo promoveu uma redugdo na tensdo de ruptura dos materiais, sendo ainda

observada interacdo entre as trés variaveis analisadas na faixa experimental estudada. A

influéncia isolada do glicerol, pela andlise estatistica, foi considerada nao significativa

apesar deste componente ter mostrado influéncia sobre as demais variaveis.
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Tabela 4.24 — Andlise estatistica da variavel tensao de ruptura das membranas densas a

base de quitosana cujas composicées foram definidas no planejamento proposto neste

trabalho.
Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio t(2) p - 90,00% +90,00%

Média 4661* | 00714 | 653046 | 0,0002 4,4525 4,8693
(1) Quitosana | 4 590+ | 1674 10,0967 | 0,0097 12012 21788
(2)Quitina |, o0« | 1674 | -252118 | 0,0016 -4,7088 3,7312
(3) Glicerol |, 455 0,1674 10,9260 0,4522 10,6438 0,3338
172 0,595 | 0,674 3,5547 0,0708 11,0838 10,1062
173 0,050* | 0,1674 5,6756 0,0297 0,4612 1,4388
273 0,680* | 0,1674 4,0626 0,0556 0,1912 1,1688
123 -0,375 0,1674 -2,2404 0,1544 -0,8638 0,1138

OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 0,0560333.

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

Quitina (2)

Efeitos

| Quitosana (1) Glicerol (3)

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

1*3

1*2*3

Figura 4.22 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta tensao de ruptura.
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Tabela 4.25 — Analise estatistica da variavel porcentagem de deformagcao apoés o

alongamento das membranas densas a base de quitosana cujas composicées foram

definidas no planejamento proposto neste trabalho.

Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio t(2
1avel ! v 2) P -90,00% | +90,00%
Media 88,84 1,9886 44,6728 0,0005 83,0314 94,6450
(1) Quitosana | 45 560 | 4 538 7.2602 0,0184 20,2418 47 4782
(2) Quitina | 44,47 | 46638 24,4801 00017 | -127.7882 | -1005518
(3) Glicerol | 44 5, 46638 -2.4015 0,1383 24,8182 2.4182
1%2 3,86 4,6638 0,8277 0,4949 -9,7582 17,4782
173 4,28 4,6638 0,9177 0,4556 -9,3382 17,8982
273 19,08* 4,6638 4,0911 0,0549 5,4618 32,6982
'3 6,94 4,6638 1,4881 0,2751 -6,6782 20,5582
OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 43,50173.
* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).
60 -
40 *
20 m *
Quitina (2) 12 -
§ 0 m — — ||
©
o 201 Quitosana (1) Glicerol (3) 1*3 2*3 1*2*3
-40 -
-60 A
_80 4
-100 4
-120 4 *
-140 |

* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

Figura 4.23 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta porcentagem de deformacao.
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Para a variavel-resposta porcentagem de deformacédo ap6s o alongamento das
membranas, pode-se observar que, assim como para a tensdo de ruptura, 0 uso de
solucbes mais concentradas de quitosana aumentou a ductilidade dos biomateriais
enquanto que a inclusdao de quitina nas solucdes teve efeito contrario, sendo ainda
observada interacdo entre esta variavel e a presenca ou a auséncia de glicerol na
solucéo. A concentracdo da solucdo de partida de quitosana ndo mostrou interacdo com

as demais variaveis estudadas na faixa experimental investigada.

Uma possivel explicacdo para os maiores valores de resisténcia mecanica e
ductilidade das membranas quando do uso de solugdes mais concentradas de quitosana
esta relacionada as interagdes inter e intramoleculares formadas quando da obtengédo da
membrana, ja que as quantidades de solugdes utilizadas para a sintese dos materiais séo
diferentes. No caso das membranas obtidas a partir de solugdes mais concentradas, as
quantidades de solu¢des sdao muito inferiores aquelas utilizadas quando do uso de
solugdes mais diluidas (como exemplo tem-se que a massa de solugcdo do ensaio 1 é
150% maior que a utilizada no ensaio 2). Assim, durante a etapa de evaporagao do
solvente e formagado das membranas, no caso do uso das solu¢gées mais concentradas, a
distancia entre as moléculas do sistema é pequena quando comparada aquela observada
quando do uso de solugbes mais diluidas, favorecendo assim a formacao de um maior
numero de interacdes e talvez, de maior intensidade. Deve-se ainda ressaltar que, no
caso das solugcdes mais diluidas, devido ao uso de quantidades maiores de solugao, as
moléculas do sistema encontram-se mais afastadas entre si, a evaporacao se faz mais
lentamente e muito provavelmente, o arranjo das moléculas poliméricas se faz de forma
mais organizada do que quando do uso de solucbes mais concentradas. Entretanto, pela
hipétese levantada, a influéncia da organizacado polimérica se mostra menos relevante
gue o numero e intensidade de interagdes inter e intra moleculares, as quais parecem ter

papel fundamental na determinacao da resisténcia e ductilidade dos materiais.

Sabendo-se que a pele humana normal apresenta tenséo de ruptura que varia de
2,5 a 16 MPa (Silver, 1994 APUD Wang e col., 2002) e elasticidade de 70% (Hansen e
Jemec, 2002), pode-se dizer que dentre todas as composigbes sintetizadas, apenas as
correspondentes aos ensaios 3 e 7 ndo foram consideradas adequadas para uso no
tratamento de lesdes de pele, j& que ambas apresentaram tensdes de ruptura inferiores a
2,5 MPa e deformagdes inferiores a 50%. Em ambas as composigdes, parte da quitosana
foi substituida pela quitina que, por estar inserida nas membranas sob a forma de
particulas, provavelmente, causou desorganiza¢ao local no empacotamento das cadeias

de quitosana, promovendo a reducdo na capacidade dos materiais em suportar tensdes.
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Desta forma, a estrutura polimérica se rompe mais facilmente préximo aos pontos onde a
quitina se encontra inserida, reduzindo ndo somente a resisténcia mecanica dos materiais
como também a porcentagem de alongamento dos mesmos. No caso do ensaio 3, a
substituicao foi de 33,3% e para o ensaio 7, a substituicdo foi de 25%. A substituicdo de
16,67% de quitosana por quitina (ensaio 4) permitiu a obtencdo de membranas com
caracteristicas mecanicas em niveis aceitaveis de tensao de ruptura (3,00 + 0,28 MPa) e

porcentagem de deformacao (51,17 £ 9,16%).

4.6.4. Caracterizacao bioldégica das membranas

A caracterizacao biol6gica das membranas densas a base de quitosana foi feita
pela avaliacdo das seguintes variaveis: adesao, proliferagdo celular e degradacao
enzimatica. Os resultados obtidos sao discutidos nos itens que se seguem.

4.6.4.1. Efeito da variacdao da composicao das membranas na adesao e na
proliferacao celular

Assim como para os ensaios de avaliagdo da citotoxicidade das membranas
densas a base de quitosana sintetizadas para o estudo da influéncia da esterilizacao nas
caracteristicas destes materiais, os ensaios de adesao e de proliferacao celular deste
novo conjunto de experimentos foram realizados utilizando-se o reagente MTT. Os
resultados obtidos para a adesao das células Vero apds duas horas de contato com os
materiais encontram-se ilustrados na Figura 4.24.

Como se pode observar, todas as composi¢cdes de membranas densas
apresentaram valores de absorbancia estatisticamente inferiores ao valor de absorbancia
obtido para o controle positivo de adeséo celular (placa de poliestireno utilizada para a
cultura de células) e apenas as membranas formadas por 77,78% de quitosana, 11,11%
de quitina e 11,11% de glicerol (ensaios 10 e 11) apresentaram valores de absorbancia
estatisticamente superiores ao valor obtido para o controle negativo de adeséo celular
(placas de Teflon®), em um intervalo de confiabilidade de 95%. Assim, pode-se concluir
que os materiais sintetizados nao favoreceram a adesdo das células Vero em suas

superficies.

Sabendo-se que as membranas de quitosana nao apresentam efeito citotéxico
para as células Vero (vide item 4.4.4), os baixos valores de adesdo poderiam ser

decorrentes do curto tempo de exposicdo dos materiais as células. Assim, novos ensaios
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de adesado foram realizados, utilizando-se um tempo de exposicdo de 24 horas. Os
resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 4.25.

0,9
0,8 -
0,7

Absorbancia (540 nm)
o
‘o

000 000 Composicao das membranas

Figura 4.24 — Resultados do ensaio de adesdo das células Vero apds duas horas de
contato com as membranas densas a base de quitosana cujas composi¢des foram

definidas no planejamento estatistico utilizado neste trabalho.
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Figura 4.25 — Resultados do ensaio de adesao das células Vero apos 24 horas de contato
com as membranas densas a base de quitosana cujas composi¢cdes foram definidas no

planejamento estatistico utilizado neste trabalho.
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Pode-se observar que o aumento do tempo de exposicao das células Vero as
membranas densas a base de quitosana para 24 horas forneceu valores de absorbancia,
para as diferentes composi¢des analisadas, superiores aos obtidos quando da exposi¢ao
das células Vero as diferentes composicoes de membranas por duas horas, entretanto, o
comportamento observado continuou indicando que os materiais ndo se mostraram
favoraveis a adesao celular, ja que todos os valores de absorbancia obtidos foram
inferiores ao valor de absorbancia observado para o controle positivo de adesdo. Deve-se
ressaltar que, diferentemente do comportamento mostrado na Figura 4.24, com o
aumento do tempo de exposigdo das células aos materiais, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os valores de absorbancia obtidos para a maioria das
diferentes composigbes de membranas analisadas e o controle negativo de adeséo, em
um intervalo de confiabilidade de 95%.

Uma vez que a técnica colorimétrica utilizada nestes ensaios € uma medida
indireta do comportamento das células, para um melhor entendimento dos resultados
obtidos, fez-se necessdria a realizagdo de um novo conjunto de ensaios, onde o
comportamento celular foi monitorado por microscopia. No caso das membranas
translucidas (materiais formados quando da auséncia da quitina), a quantidade de células
existentes sobre os materiais ap6s o tempo de exposicao de 24 horas assim como a
morfologia das mesmas foram observadas em microscopio invertido de contraste de fases
e em microscopio eletrbnico de varredura. Ja para as membranas ndo translicidas, as
mesmas variaveis foram analisadas apenas por microscopia eletrénica de varredura. Os

resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 4.26 e 4.27.

Como se pode observar na Figura 4.26, a quantidade de células presente na
superficie das membranas apdés o periodo de 24 horas é inferior a quantidade de células
existente sobre a superficie do controle positivo de adesdo para um ensaio de mesma
duracdo. Estes resultados corroboram com os baixos valores de absorbancia obtidos no
ensaio colorimétrico utilizando-se o reagente MTT (Figura 4.25). Além disso, a morfologia
das células presentes sobre as superficies dos materiais mostra-se também diferenciada.

De acordo com a literatura (Lombello e col., 2000; Genari e col., 1996), as células
Vero, por serem dependentes de ancoragem para que haja sua reprodugdo, se ligam as
superficies dos materiais, apresentando morfologia alongada (Figura 4.26a). Caso as
condigdes ambientais ndo sejam adequadas, tal comportamento ndo é observado e as
células apresentam morfologia arredondada (Figura 4.26b,c,d,e), estando presas as
superficies dos materiais apenas por poucos pontos de contato ou seja, por ligagoes de
fraca intensidade. Segundo Angelova e Hunkeler (1999) e Ratner e col. (1996), dentre os
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diversos fatores que podem influenciar a adesao das células as superficies dos materiais
destacam-se o tipo de célula utilizada (fibroblasto ou queratinécito), caracteristicas fisico-
quimicas da superficie dos materiais (energia livre superficial, carga superficial e
topografia, destacando-se rugosidade, textura e porosidade) e no caso de materiais a
base de quitosana, o grau de desacetilacdo, que segundo Chatelet e col. (2001), pode ser
considerado o fator majoritario. De acordo com os ultimos autores mencionados, para
quitosanas com grau de desacetilacdo de até 47% e células do tipo fibroblastos e
queratinécitos, quanto maior o grau de desacetilagdo da quitosana, menor a capacidade
de adesdo das células a superficie dos materiais e consequentemente, menor a
proliferagao celular. Ja4 segundo Prasitsilp e col. (2000), que estudaram o comportamento
biologico de fibroblastos (L929 e BHK21) quando do contato com membranas sintetizadas
a partir de quitosanas com graus de desacetilacdo que variaram de 76 a 90%, o aumento
do grau de desacetilagdo favoreceu a adesao celular. Como se pode observar, ha
controvérsia e a comparagao entre os resultados mostrados na literatura é muitas vezes
dificultada pelo uso de quitosanas de diferentes fontes, das diferencgas entre as condigdes
de obtencdo dos biomateriais e das técnicas de caracterizagdo utilizadas, as quais
interferem diretamente nos resultados obtidos.

Figura 4.26 — Analise em microscépio invertido de contraste de fases do comportamento
das células Vero apdés 24 horas de contato com os materiais: (a) controle positivo,
(b) ensaio 1, (c) ensaio 2, (d) ensaio 5 e (e) ensaio 6. Aumento das fotos de 20 vezes.
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Figura 4.27 — Analise em microscopio eletrbnico de varredura do comportamento das
células Vero ap6s 24 horas de contato com os materiais: (a) controle positivo,
(b1 a I1) brancos dos materiais correspondentes aos ensaios 1 a 11, respectivamente,
(b2 a 12) materiais correspondentes aos ensaios 1 a 11, respectivamente, apds exposicao

as células Vero. Barras correspondentes a 10 um.
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Ja na Figura 4.27, enquanto que o controle positivo de adeséo (no caso, laminas
de vidro) encontra-se repleto de células com morfologia normal, nao foi observada a
presenca de células na superficie dos biomateriais. Em alguns casos, apenas fragmentos
de células foram detectados (Figura 4.27c2,d2,e2,h2,j2,12). Tal fato deve estar associado,
muito provavelmente, as ligacdes de fraca intensidade entre as células Vero e as
superficies dos materiais, conforme discutido no paragrafo anterior. Como a analise por
microscopia eletrénica exige o preparo das amostras (fixagcdo das células, lavagem com
tampdao, pos-fixagdo, nova lavagem com tampéo, desidratagédo e secagem das amostras
ao ponto critico), pode ter ocorrido o desprendimento das células das superficies dos
materiais quando da realizacao deste preparo, justificando assim, a auséncia das células
nas micrografias ilustradas na Figura 4.27. J& no caso da analise por microscopia de
contraste fases (Figura 4.26), os materiais sédo observados in natura, ja que esta técnica
nao requer qualquer tipo de preparo das amostras.

Deve-se ressaltar que a baixa adesdo das células Vero as superficies das
membranas a base de quitosana pode estar associada ndo somente ao grau de
desacetilacdo da quitosana, mas também a propria morfologia das membranas. De
acordo com a literatura consultada (Ratner e col., 1996), a ancoragem de um biomaterial
ao tecido adjacente é influenciada pela presenca de poros no material bem como pela
morfologia e dimensao dos mesmos. Pesquisas realizadas por Campbell e von Recum
(1989 APUD Ratner e col., 1996) mostraram que biomateriais com poros de dimensdes
inferiores a 1,5 + 0,5 um causaram baixa adesao e estimularam processos inflamatérios.
Por outro lado, poros com dimensdes superiores, apesar de permitirem o crescimento e a
ancoragem, causaram reacoes inflamatérias severas. Uma vez que, as membranas
estudadas neste trabalho sdo do tipo densas, as mesmas nao possuem poros que

possam auxiliar na ancoragem das células.

Apl6s a realizagdo dos ensaios de adesdo celular, foram ainda feitos os de
proliferagéo das células Vero quando do contato com os materiais por um periodo de 10
dias. Os resultados obtidos encontram-se ilustrados na Figura 4.28.

Em todos os casos, observa-se queda significativa na absorbancia apés 72 horas
de incubagéao, o que poderia ser atribuido a remogao, quando da troca do meio de cultura,
das células fracamente aderidas. A partir deste periodo, supde-se que as células aderidas
tenham se adaptado ao ambiente e, por esta razdo, nota-se uma elevacdo na
absorbéancia. Entretanto, estes resultados ndao foram considerados conclusivos ja que
parte do meio utilizado para o cultivo das células foi absorvido pelas membranas e tal

comportamento apresentou interferéncia diferenciada e ndo quantificavel nos valores de



130

absorbéancia obtidos para cada condi¢do experimental analisada. Assim, apesar de alguns
trabalhos da literatura utilizarem a técnica colorimétrica que emprega o reagente MTT
para a andlise in vitro de proliferagdo celular em membranas de quitosana (Chatelet e col.,
2001), a mesma nao foi considerada adequada quando do contato direto entre as células
e 0s materiais. No caso da utilizacdo dos extratos dos materiais (ensaios indiretos), os
problemas observados sao suprimidos e assim, a técnica colorimétrica pode ser utilizada
sem restricbes. Deve-se ressaltar que, apesar do ensaio de citotoxicidade direta
apresentado na primeira etapa deste trabalho também ter sido realizado utilizando-se o
reagente MTT, tal metodologia foi considerada adequada uma vez que a duragdo do
ensaio foi de apenas 24 horas, diferentemente do ensaio de proliferagéo celular que foi
realizado por um longo periodo (dez dias), ndo apresentando as limitagdes anteriormente
descritas.

Visando-se a obtengédo de alguma informacao (mesmo que qualitativa) sobre a
proliferagéo das células Vero nas superficies dos materiais, foram realizados ensaios de
microscopia eletrénica de varredura das membranas densas a base de quitosana 72
horas apds a inoculagdo com as células. Entretanto, assim como para o tempo de
exposicao de 24 horas, nao foram observadas células sobre as superficies dos materiais
(Figura 4.29), fato este muito provavelmente, devido a baixa adesdo das células as
superficies dos materiais, as quais foram facilmente removidas durante a etapa de

preparo das amostras para as analises de microscopia.

Baseando-se nos resultados de adesao e proliferacdo celular obtidos, pode-se
dizer que todas as composicoes de membranas densas a base de quitosana sintetizadas
neste trabalho apresentaram baixos valores de adesdo de células Vero em suas
superficies. Tal caracteristica & favoravel para biomateriais a serem utilizados como
curativos do tipo barreira, jA que os mesmos apresentam como funcdes principais a
protecdo fisica e microbiologica do ferimento, além do controle da perda de fluidos
corpéreos. Para esta categoria de materiais, ndo € desejada a adeséo celular, uma vez
que a retirada do material para a troca do curativo pode acarretar em danos no tecido
ainda em cicatrizacao e, portanto, fragil (Loke e col., 2000). Entretanto, deve-se salientar
que a baixa adesao celular ndo é adequada para curativos do tipo scaffold, ja que os

mesmos sao utilizados como suportes para o crescimento de células.
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Figura 4.28 — Resultados do ensaio de proliferacdo das células Vero nas membranas

densas a base de quitosana: (a) ensaios 1 e 2; (b) ensaios 3 e 4; (c) ensaios 5 e 6;
(d) ensaios 7 € 8; (e) ensaios 9, 10 e 11.
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Figura 4.29 — Analise em microscopio eletrdnico de varredura do comportamento das
células Vero apdés 72 horas de contato com os materiais: (a) controle positivo,
(b1 a 1) brancos dos materiais correspondentes aos ensaios de 1 a 11, respectivamente,
(b2 a 12) materiais correspondentes aos ensaios de 1 a 11, respectivamente, apds

exposicao as células Vero. Barras correspondentes a 10 um.
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4.6.4.2. Efeito da variacao da composicao na degradacao enzimatica das

membranas

Conforme ja abordado na revisao da literatura, a degradacao de um biomaterial
em meios biolégicos € uma das variaveis de grande relevancia para sua caracterizacao, ja
que tal propriedade esta diretamente relacionada ao tempo de vida util dos materiais apos
o inicio de sua utilizacdo pelo paciente. Assim, é com base nesta caracteristica que os

materiais podem ser classificados como biodegradaveis ou nao biodegradaveis.

Segundo Leverson e col. (1965 APUD Yannas e Burke, 1980), a biodegradacao
de um biomaterial utilizado como curativo do tipo temporario biodegradavel para o
tratamento de queimaduras deve ocorrer simultaneamente ao periodo requerido para a
cicatrizacdo da pele, que € de aproximadamente 25 dias.

A quitosana, por se tratar de um polissacarideo, sofre degradagdo quando em
solugdo, sendo neste caso, quebradas as ligagbes do complexo polimérico, que se unem
aos ions H* e OH da agua (Qu e col., 2000). Outra via de degradagédo da quitosana no
organismo ocorre pela acdo da lisozima, que € uma enzima que auxilia o sistema
imunoldgico, pois dissolve a parede mucopolissacaridea de bactérias pela hidrélise das
ligacdes B (1— 4). Esta enzima estd comumente presente em fluidos corpéreos como a
saliva (<150 mg/100 mL) e a lagrima (18 a 80 mg/100 mL), além de ser encontrada
livremente dissolvida em grande parte dos tecidos. Entretanto, sua concentracao tecidual
aumenta em uma reacao inflamatéria, pois esta é sintetizada pelos macréfagos e
secretada nos lisossomos, auxiliando na remocao de restos celulares e bacterianos do
local da infeccao (Martini, 1995 APUD Rodas, 2004).

Com base nestas informagbes, foram realizados ensaios de degradacao
enzimatica das membranas densas a base de quitosana cujas composi¢gées foram
definidas no planejamento estatistico proposto neste trabalho. Os resultados obtidos de
degradacdo ap6s um e dois meses de ensaio estdo indicados na Tabela 4.26. Deve-se
ressaltar que, sabendo-se da possivel degradagdo da quitosana pelo proprio solvente
utilizado para a dissolucdo da enzima (tampao PBS), paralelamente foi avaliada a

influéncia desta variavel na degradagéao das membranas.

A andlise estatistica da degradagdo das membranas quando do contato com a
lisozima pelo periodo de um e dois meses pode ser visualizada nas Tabelas 4.27 e 4.28 e
na Figura 4.30.
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Tabela 4.26 — Degradacao enzimatica das membranas densas a base de quitosana cujas

composicdes foram definidas no planejamento experimental utilizado neste trabalho.

Ensaio Degradacao das membranas (%)
1 més de ensaio 2 meses de ensaio

Tampao PBS Lisozima Tampéao PBS Lisozima
1 6,30 + 0,27 6,21 £ 0,96 5,86 £ 0,82 7,97 £ 0,51
2 6,10+ 0,11 5,19+0,83 5,40 + 0,35 8,29 + 0,94
3 3,96 + 0,63 6,37 + 1,14 7,20 £ 0,39 11,41 £0,82
4 5,33+£0,34 6,62 + 0,40 7,71 £1,79 9,18 £ 0,68
5 5,67 £ 1,70 6,57 + 1,05 7,42 +0,48 13,31 +2,73
6 4,94 + 0,27 6,09 £ 0,70 7,10 £0,38 8,97 £ 2,36
7 5,78 £ 1,98 8,34 + 0,31 5,72+ 2,08 14,33 +2,19
8 6,21 + 0,88 7,32+0,68 7,44 +1,17 8,83 + 0,56
9 6,81 +1,25 7,15+ 0,86 8,50 £ 0,77 9,23+1,15
10 5,70 £ 0,78 6,26 £ 0,17 8,45+ 0,93 8,28 + 1,02
11 5,15+ 1,20 5,98 £ 0,32 7,60+ 0,87 9,47 + 0,52

Analisando-se os resultados obtidos da andlise estatistica de degradagéo
enzimatica das membranas apés um més de ensaio (Tabela 4.27), observou-se uma
reducao no tempo de degradacdo das membranas quando da presenga de quitina e/ou
glicerol na composicdo dos materiais, ndo se verificando efeitos estatisticamente
significativos de interacdo entre as trés variaveis analisadas na faixa experimental
estudada. Neste caso, ndo foi observada influéncia da concentragdo da solugao de
partida de quitosana na degradag¢do das membranas. J& quando transcorridos dois meses
de ensaio (Tabela 4.28), além da influéncia da quitina e do glicerol, observou-se também
efeito significativo da concentracdo da solugdo de partida de quitosana na degradacao
das membranas. Entretanto, enquanto que o uso de quitina e/ou glicerol mostrou reducéo
no tempo de degradacdo dos materiais, 0 uso de solu¢cdes mais concentradas de
quitosana apresentou efeito contrario, ou seja, membranas obtidas a partir de solugdes



135

mais concentradas de quitosana mostraram-se mais resistentes a agao da lisozima na

faixa experimental estudada.

Tabela 4.27 — Analise estatistica da variavel degradacado enzimatica das membranas
densas a base de quitosana cujas composicdes foram definidas no planejamento

proposto neste trabalho apdés um més de ensaio.

Intervalo de confiabilidade
Variaveis Efeito Desvio t(3) p - 95,00% +95,00%

Media 6,5545* | 0,1538 42,6122 | 2,8445E-05 |  6,1926 6,9165
(1) Quitosana |, 5675 | 0,3607 -1,5732 0,2137 -1,4164 0,2814
(2) Quitina | 4 1475+ | 03607 3,1810 0,0501 0,2986 1,9964
(3) Glicerol |, 9855+ | 03607 27236 0,0723 0,1336 1,8314
172 0,825 | 0,3607 0,5059 0,6478 10,6664 1,0314
173 10,1825 | 0,3607 10,5059 0,6478 11,0314 0,6664
273 03525 | 0,3607 0,9772 0,4006 10,4964 1,2014
1723 04525 | 03607 | -1,2544 | 0,2985 -1,3014 0,3964

OBS: desvios calculados a partir da média quadratica dos residuos = 0,2602617.
* valores estatisticamente significativos (p < 0,05).

Outras informacdes sobre a degradacdo das membranas puderam ser obtidas
dos resultados mostrados na Tabela 4.26. Comparando-se os valores de degradacao das
membranas quando da exposi¢cdo a enzima lisozima pelo periodo de um més e quando
da exposicao somente ao tampao PBS, notou-se que, na maioria das composicoes, a
degradacao das membranas se deve basicamente a presenca do tampao PBS e ndo a
acao da lisozima. Tal comportamento sé nao foi verificado para as membranas compostas
por quitosana e quitina (ensaios 3 e 4), para as quais a degradagdo enzimatica foi
estatisticamente superior a degradacao das membranas quando do contato isolado com o
tampdo PBS. Ja apds dois meses de exposicdo a lisozima, houve um aumento da
degradacdo das membranas, sendo que, diferentemente do contato por um més, na
maioria dos ensaios foi observada uma diferenca estatisticamente significativa entre a

degradacao quando da presenca e da auséncia da enzima na solugdo. Apesar deste fato,
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o maior valor de degradacao observado foi de 14,33% (ensaio 7), valor este pequeno
considerando-se o longo tempo de exposi¢cao dos materiais a enzima.

Tabela 4.28 — Analise estatistica da variavel degradacdo enzimatica das membranas
densas a base de quitosana cujas composi¢cdes foram definidas no planejamento
proposto neste trabalho apds dois meses de ensaio.

Intervalo de confiabilidade

Variaveis Efeito Desvio t(2) o] - 90,00% + 90,00%
Média 9,9336* | 0,897 | 52,3527 | 0,0004 9,3796 10,4877
(1) Quitosana |, g375- | (4450 6,6013 0,0222 -4,2369 1,6381
(2)Quitina | 4 3555 | (4450 2,9270 0,0996 0,00313 2,6019
(3) Glicerol | 5 1475+ |  0,4450 4,8259 0,0404 0,8481 3,4469
172 10,9275 | 0,450 2,0843 0,1725 2,2269 0,3719
173 11,0825* | 0,450 4,4551 0,0469 | -3,28187 10,6831
273 10,8625 |  0,4450 11,9382 0,1922 12,1619 0,4369
123 0,3475 | 0,450 0,7809 0,5166 10,9519 1,6469

OBS: desvios calculados a partir do erro puro = 0,3960333.
* valores estatisticamente significativos (p < 0,10).

Assim, apesar da quitosana ser comumente conhecida como um polimero
facilmente degradado pela agédo da lisozima (Wisniewska-Wrona e col., 2002; Brown e
col., 2001; Khan e col., 2000; Muzzarelli e col., 1988 APUD Risbud e col., 2000), o ensaio
de degradagé@o enzimatica in vitro das membranas sintetizadas neste trabalho mostrou
estabilidade fisica dos materiais quando do contato com a lisozima, mesmo quando a
enzima se encontra em altas concentracées (5 mg/mL) e o tempo de exposicao €
prolongado (dois meses). Tal estabilidade pode ser constatada ndo apenas em valores
numeéricos como mostrado na Tabela 4.26, mas também em termos morfolégicos, nao
sendo observadas diferencas entre as superficies das membranas antes e apés a
exposicao a enzima (vide Anexo 1). Deve-se ressaltar que, apesar da presenca da
quitina e/ou glicerol nas composicoes das membranas ter acelerado o processo de
degradacao enzimatica das membranas, as mesmas tiveram suas massas reduzidas em

valores inferiores a 9% e a 15% apds um e dois meses de ensaio, respectivamente.
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* valores estatisticamente significativos (p < 0,05 e p < 0,10 para as degradagdes enzimaticas das membranas ap6s os

periodos de ensaio de um e dois meses, respectivamente).

Figura 4.30 — Efeitos estatisticos para a variavel-resposta degradacdo enzimatica apos

um e dois meses de ensaio.

De acordo com a literatura consultada (Senel e McClure, 2004; Chatelet e col.,
2001; Suh e Matthew, 2000; Tomihata e lkada, 1997), este comportamento pode ser
explicado com base nas caracteristicas da quitosana utilizada e nas caracteristicas fisicas
das membranas sintetizadas. Apesar da quitosana ser considerada um polimero
degradavel pela lisozima, tal degradabilidade € dependente, dentre outros fatores, do grau
de desacetilacdo da quitosana, ja que a lisozima se liga aos grupamentos N-
acetilglucosamina presentes na estrutura deste polissacarideo (Suh e Matthew, 2000).
Segundo Varum e col. (1996 APUD Kurita e col., 2000), estes grupamentos apresentam
um papel fundamental no reconhecimento da quitosana como substrato para a lisozima.
Segundo os resultados obtidos por Tomihata e Ikada (1997), quitosanas com grau de
desacetilacao de até 69% apresentam boa degradagdo enzimatica mesmo em periodos
curtos de exposigao a lisozima, enquanto que as de grau de desacetilagao superior a 69%
sdo dificilmente degradadas. Além disso, as caracteristicas morfolégicas dos materiais
também interferem na degradagao enzimética dos mesmos. De acordo com Ratner e col.
(1996), membranas porosas sao mais facilmente degradadas do que as densas,
comportamento este também verificado por Mi e col. (2001), ja que apds a exposicao de
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membranas assimétricas de quitosana a uma solugao de lisozima, apenas a camada
porosa apresentou degradacdo. A camada densa permaneceu praticamente intacta
durante o periodo de ensaio.

Uma vez que a quitosana utilizada neste trabalho possui grau de desacetilagao
maior ou igual a 83% e as membranas sintetizadas sao do tipo densas, o baixo grau de

degradacao dos materiais quando do contato com a lisozima é plenamente justificado.

4.6.5. Estabilidade das membranas em solu¢cées aquosas

Na literatura consultada para a obtencdo de membranas a base de quitosana a
serem utilizadas em processos de regeneragéo de pele, constatou-se que muitas vezes a
etapa de neutralizagdo com uma solugdo de hidréxido de sddio ndo € mencionada
(Cervera e col., 2004; Kweon e col., 2001; Shu e col., 2001; Khan e col., 2000; Caner e
col., 1998).

No trabalho em questdo, a metodologia adotada para a sintese das membranas,
proposta por Craveiro e Craveiro (2000), inclui a etapa de neutralizagdo do acido acético
residual ainda presente nos materiais apds secagem utilizando-se, neste caso, uma
solucao de hidroxido de so6dio. Uma vez que a proposta inicial deste trabalho era a sintese
de membranas a serem utilizadas em tratamentos para queimados como curativos
temporarios do tipo biodegradaveis e os resultados de degradacao dos materiais quando
do contato com uma solugéo de lisozima ou somente com o tampao PBS ndo mostraram
desempenho desejavel, fez-se pertinente a avaliagao da estabilidade das membranas em
solucdes aquosas (agua destilada e tampao PBS) quando da auséncia e da presenca da

etapa de neutralizacédo durante a sintese dos materiais.

No caso das membranas que nao foram neutralizadas, todas as amostras se
desfizeram totalmente, exceto as preparadas nas condi¢cdes 5 e 7, que resultaram em
perdas de massa de 18,75 + 1,77% e 12,65 + 1,20% quando expostas a dgua destilada e
de 14,80 + 0,59% e 8,64 + 0,14% quando expostas ao tampao PBS, respectivamente.
Desta forma, o comportamento de acentuada instabilidade sé nao foi observado para as
condigcdes em que parte da quitosana presente na membrana foi substituida pelo glicerol
nas proporcdes de 33,33 e 25% (ensaio 5 e 7, respectivamente). Segundo Brown e col.
(2001) uma possivel explicagdo para a maior estabilidade das membranas quando da
adicao de glicerol se faz pela facilidade quanto a retirada do acido acético residual
durante a etapa de secagem dos materiais, hdo ocorrendo, posteriormente, a dissolugido

das membranas quando da imersdo em meios aquosos pela acidificacdo dos mesmos.
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Além disso, foi constatado pelos pesquisadores que, quanto maior a quantidade de
glicerol na composi¢cao das membranas, mais facilmente ocorre a saida do acido acético.
Outra importante observacao se faz quanto as interagdes existentes entre a quitosana e o

glicerol, que sao do tipo pontes de hidrogénio.

Os resultados obtidos para as amostras neutralizadas sao apresentados na
Tabela 4.29 e o registro fotografico do aspecto das membranas pode ser visualizado no

Anexo 2.

Tabela 4.29 — Estabilidade das membranas densas a base de quitosana em solugées
aquosas (agua destilada e tampdo PBS) quando da inclusdo da etapa de neutralizagédo
com solugdo de NaOH a 1 M durante a sintese dos materiais.

Ensaio Estabilidade das membranas (% de perda de massa)
Agua destilada (pH 3,05) Tampao PBS (pH 7,4)
1 0,78 £ 0,05 0,00 £+ 0,00
2 0,00 £ 0,00 0,82 £ 0,08
3 1,31 £0,10 0,30 £ 0,05
4 0,29 + 0,04 1,17+ 0,09
5 0,43 £ 0,05 0,83 £ 0,07
6 0,00 £+ 0,00 0,71 £ 0,06
7 0,31 £0,05 0,00 £+ 0,00
8 0,44 + 0,04 0,43 £ 0,05
9 0,63 £ 0,05 0,00 £+ 0,00
10 0,00 £ 0,00 0,00 £+ 0,00
11 0,40 £ 0,04 0,41+ 0,04

Como se pode notar, o tratamento com o hidréxido de sédio conferiu elevada
estabilidade as membranas frente aos solventes analisados, sendo nestes casos
observados como valores maximos de perda de massa das membranas apés 24 horas de
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exposicao a agua destilada e ao tampao PBS 1,31 e 1,17%, respectivamente, valores
estes considerados nao significativos.

Assim como nos ensaios de degradacdo enzimatica, os resultados deste
conjunto de experimentos mostraram que as membranas sintetizadas neste trabalho néo
apresentam boas caracteristicas de biodegradabilidade, ndo sendo consideradas
adequadas para uso como curativos temporarios do tipo biodegradaveis, mas sim como

curativos temporarios do tipo ndo biodegradaveis.

Deve-se ressaltar que os dados obtidos neste segmento do trabalho foram
submetidos para publicagdo na revista Biomedical Materials Research — Part B: Applied
Biomaterials em 31.05.05, com autoria de Paula R. M. Dallan, Patricia L. Moreira, Leandro
Petinari, Sénia M. Malmonge, Marisa M. Beppu, Selma C. Genari e Angela M. Moraes.

4.7. Avaliacao da possivel extracao do glicerol durante as etapas de neutralizacao e

lavagem das membranas

Apos a andlise dos resultados de caracterizagdo mecanica dos materiais cujas
composi¢des foram definidas no planejamento estatistico proposto neste trabalho, os
menores resultados obtidos para as membranas densas a base de quitosana quando da
substituicdo de parte da quitosana por glicerol sugeriram uma possivel extracao do
glicerol nas etapas de neutralizagdo e lavagem dos materiais durante sua sintese. Assim,
um novo conjunto de ensaios para a analise da possivel extragcdo do glicerol se fez
pertinente. Uma vez que, no conjunto de ensaios referente ao estudo da esterilizagdo nas
caracteristicas das membranas, a adicdo de glicerol a composicao da membrana (Q+g)
resultou em melhoria significativa na porcentagem de deformacdo dos materiais, esta

condicao também foi analisada.

4.7.1. Analise qualitativa da flexibilidade das membranas

Visando a observacéao visual de diferencas quanto a flexibilidade dos materiais,
antes e apés a realizagao das etapas de neutralizacdo e lavagem das membranas, as
mesmas foram armazenadas por uma semana a temperatura ambiente em dessecador.
Apés este periodo, os materiais foram analisados, sendo classificados em quatro
diferentes categorias: (0) membrana rigida, (+) pouco flexivel, (++) flexivel, (+++) muito

flexivel. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 4.30.
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Tabela 4.30 — Andlise qualitativa da flexibilidade das membranas, antes e apds a
realizacdo das etapas de neutralizagédo e lavagem.

Andlise qualitativa quanto a flexibilidade dos materiais
Ensaio* Antes das etapas de Apos as etapas de
neutralizacéo e lavagem neutralizacéo e lavagem
1 + 0
2 + 0
5 +++ 0
6 ++ 0
Q+g ++ 0

* ensaios 1 e 2: membranas compostas somente por quitosana; ensaios 5 e 6: membranas obtidas a partir de solugbes de
quitosana contendo glicerol nas proporcoes definidas no planejamento estatistico proposto neste trabalho; Q+g: membranas
compostas por quitosana e glicerol, sintetizadas na etapa de estudo da influéncia da esterilizagdo nas caracteristicas dos
materiais.

Como se pode observar pelos resultados qualitativos mostrados na Tabela 4.30,
as membranas formadas somente por quitosana (ensaios 1 e 2) antes das etapas de
neutralizagdo e lavagem apresentaram-se pouco flexiveis, caracteristica esta que néao foi
muito modificada apds o tratamento com o hidroxido de s6dio. As membranas obtidas a
partir de solucbes de quitosana que possuiam glicerol em suas formulagdes
apresentaram-se flexiveis antes do tratamento com o hidréxido de sédio, sendo que
quanto maior a proporcao de glicerol na composi¢cdo da membrana, maior a flexibilidade
observada. Entretanto, apds a neutralizagdo e lavagem dos materiais, todas as
composi¢des formadas por quitosana e glicerol (ensaio 5, 6 e Q+g), seja em maior ou
menor propor¢do, tornaram-se rigidas. Sabendo-se que, a presenga de plastificantes na
composi¢cdo de polimeros tende a aumentar a flexibilidade dos mesmos e esta
caracteristica foi reduzida apos a realizagdo das etapas de neutralizagéo e lavagem, tal
comportamento indica uma possivel extracdo do plastificante, porém quantitativamente
nao identificada. Testes realizados por Brown e col. (2001) com membranas de quitosana
contendo glicerol (1:1), PEG (polietilenoglicol) e GM-CSF (uma glicoproteina de massa
molecular entre 14,5 e 19,5 kDa) mostraram que apds dez minutos de imersao dos
materiais em solucao tamponante ha total extragdo do plastificante.
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4.7.2. Andlise de perda de massa

Para a andlise de perda de massa foram sintetizadas cinco diferentes
composicdes de membranas densas, as que possuem apenas quitosana em suas
composicdes (ensaios 1 e 2), as que possuem quitosana e glicerol (ensaios 5 e 6) e a
composicao Q+g do conjunto de ensaios referente ao estudo da influéncia da esterilizacao

nas caracteristicas dos biomateriais.

Nestes ensaios, as membranas sintetizadas foram pesadas em balanga analitica
antes e apoOs as etapas de neutralizagédo e lavagem, visando a obtencao da perda de
massa percentual durante estas etapas do processo de sintese dos materiais. Os
resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 4.31.

Tabela 4.31 — Perda percentual de massa das membranas densas a base de quitosana
apoés as etapas de neutralizagao e lavagem.

Ensaio* Perda de massa (%)
1 23,9
2 21,3
5 37,0
6 30,2
Q+g 30,0

* Composigdes das membranas:

Ensaio 1: membrana 100% de quitosana obtida a partir de uma solugéo a 1,0%. Solidos totais de 1,125 g.

Ensaio 2: membrana 100% de quitosana obtida a partir de uma solucéo a 2,5%. Sélidos totais de 1,125 g.

Ensaio 5: membrana 66,67% de quitosana e 33,3% de glicerol obtida a partir de uma solugéo de quitosana a 1,0%. Sélidos
totais tedrico de 1,125 g.

Ensaio 6: membrana 83,33% de quitosana e 16,67% de glicerol obtida a partir de uma solu¢édo de quitosana a 2,5%. Sélidos
totais tedrico de 1,125 g.

Q+g: membrana 83,33% de quitosana e 16,67% de glicerol obtida a partir de uma solugdo de quitosana a 2,5%. Sélidos
totais tedrico de 1,344 g.

Como se pode observar, considerando-se os valores de massa obtidos da
pesagem das membranas compostas somente por quitosana (ensaios 1 e 2), a perda
percentual de massa observada ap6s a neutralizacdo e a lavagem dos materiais foi
superior a 20,0% e no caso das membranas obtidas a partir de solu¢gdes que continham
glicerol em suas formulagbes, os valores de perda de massa foram de 37,0% para o
ensaio 5 e iguais ou superiores a 30,0% para os ensaios 6 e Q+g. Entretanto, a pesagem

das membranas apds a etapa de secagem na estufa e antes da neutralizagdo e da
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lavagem mostrou massas muito superiores aos valores teéricos (21,70%; 17,90%; 7,36%;
21,40 e 24,04% para os ensaios 1, 2, 5, 6 e Q+g, respectivamente) indicando que a
remogao de agua dos materiais ndo foi eficiente. Tal fato deve-se a alta hidrofilicidade da
quitosana (Cervera e col., 2004; Yang e col., 2004), fazendo com que as membranas
sintetizadas a partir deste polissacarideo consigam reter agua em suas estruturas, mesmo
apos longos periodos de secagem (no caso, 24 horas a temperatura de 50°C). Assim,
visando a minimizacao da influéncia da agua presente nas estruturas poliméricas, para o
céalculo da perda percentual de massa durante a neutralizagéo e a lavagem dos materiais,
foram utilizados os valores teéricos de massa das membranas obtidos apds a etapa de
secagem (1,125 g para os ensaios 1, 2, 5, 6 e 1,344 g para a composigao Q+g) e as
massas obtidas apos a neutraliza¢do e a lavagem dos materiais.

Desconsiderando-se a agua firmemente ligada a estrutura da quitosana,
observou-se que as membranas compostas somente por quitosana (ensaios 1 e 2)
apresentaram perda de 7,2% da massa apds a neutralizagéo e a lavagem. A membrana
em que 33,33% da quantidade de quitosana foi substituida por glicerol (ensaio 5)
apresentou uma perda de 33,4% de massa. Ja quando a substituicdo foi de 16,67%
(ensaio 6), a perda de massa observada foi de 15,3%. Para a composigao na qual se
adicionou glicerol a solugdo, fazendo com que a quantidade de soélidos totais fosse de
1,344 g (composicao Q+g), a perda foi de 13,2%. Assim, para as membranas formadas a
partir de solugcbes que possuiam glicerol em suas formulag¢des, considerando-se que 7,2%
da massa das membranas foram perdidas durante a neutralizacao e a lavagem, mesmo
quando da obtencédo de materiais formados somente por quitosana (possivelmente com a
remocao do &cido acético residual e de elementos inorganicos ainda presentes na
membrana, como, por exemplo, o calcio), pode-se afirmar que muito possivelmente ocorre
extracdo de glicerol durante as etapas de neutralizacdo e de lavagem das membranas,

sendo ela parcial ou total.

4.7.3. Espectroscopia por infravermelho (FTIR)

Outra analise utilizada para a avaliagdo da possivel extracao do glicerol durante
as etapas de neutralizagdo e lavagem das membranas foi a espectroscopia por
infravermelho (FTIR), visando a comparacao dos espectros obtidos para as membranas
quando da presenca e da auséncia do glicerol. Os resultados obtidos para as membranas
em seus estados Umidos encontram-se ilustrados na Figura 4.31.
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Figura 4.31 — Andlise de espectroscopia por infravermelho para as membranas densas a
base de quitosana: (a) ensaios 1 e 5, (b) ensaios 2 e 6.

Os espectros dos materiais no estado seco também foram obtidos, entretanto,
nao foram considerados satisfatérios, ja que apresentaram interferéncia de outros fatores,
dentre eles, a rugosidade dos materiais e o contato imperfeito entre o cristal de leitura e

as membranas.

A analise comparativa entre os espectros obtidos para as membranas compostas
somente por quitosana (ensaio 1 e 2), os obtidos para as membranas formadas a partir de
solugdes de partida de quitosana contendo glicerol (ensaios 5 e 6) e o espectro do glicerol
(Figura 4.31) ndo apresentou resultados conclusivos quanto a possivel extragdo do
glicerol durante as etapas de neutralizagéo e lavagem dos materiais. Os espectros obtidos
para as diferentes composigcbes foram muito semelhantes, diferindo apenas na
intensidade da resposta, fato este decorrente da prépria diferenga na composicao
massica das membranas. Além disso, deve-se salientar que o glicerol é um trialcool, que
possui em sua estrutura apenas ligagdes carbono-hidrogénio, carbono-oxigénio, carbono-
carbono e oxigénio-hidrogénio, as quais também podem ser encontradas na quitosana.
Como a analise de espectroscopia por infravermelho permite a identificagcdo de tipos de
ligacbes e grupos funcionais de um composto e o glicerol ndo possui nenhum grupamento

especifico para sua caracterizagao, a analise nao se mostrou conclusiva.
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Segundo Brown e col. (2001), a presenca de glicerol em membranas de
quitosana que nao passaram pelas etapas de neutralizacdo e lavagem pode ser
identificada através de espectroscopia por infravermelho (FTIR), uma vez que este
plastificante facilita a retirada do acido acético residual durante a etapa de secagem dos
materiais e assim, tende a deslocar o pico localizado em 1560 cm' caracteristico da
ligacdo entre o grupamento amino da quitosana e os ions acetato do acido acético
residual (NHs*...CHsCOO") para 1590 cm™”, sendo este deslocamento proporcional a
quantidade de glicerol presente nas amostras. Entretanto neste trabalho, o tratamento de
neutralizacdo das membranas com hidréxido de sédio, antes da analise de
espectroscopia por infravermelho, potencialmente elimina o &cido acético residual dos
materiais e conseqientemente a visualizagdo de interagbes deste composto com

grupamentos da quitosana.

4.7.4. Difracao de raios-X

O glicerol é um plastificante de estrutura amorfa (Cervera e col., 2004) e sua
presenga nas membranas promove modificagdes na estrutura polimérica, uma vez que o
mesmo se aloja entre as cadeias da quitosana, dificultando seu empacotamento. Como tal
comportamento pode ser traduzido em uma redugado da cristalinidade dos materiais nos
quais este composto se faz presente, a difragdo de raios-X foi utilizada como uma medida
indireta da possivel extragdao do glicerol durante as etapas de neutralizacao e lavagem
das membranas. Neste conjunto de ensaios foi avaliada a composicao formada somente
por quitosana (ensaio 2) e aquelas que foram obtidas a partir de solugbes de quitosana
contendo glicerol (ensaios 5, 6 e condicao Q+g), antes e apds a realizagao das etapas de
neutralizacdo e lavagem dos materiais. Os resultados obtidos encontram-se ilustrados nas
Figuras 4.32 a 4.35.

Na Figura 4.32 pode-se observar que antes das etapas de neutralizagdo e
lavagem o espectro de difragdo de raios-X da membrana formada somente por quitosana
revelou a existéncia de outros picos bem definidos além dos comumente apresentados
pela quitosana. Tal fato decorre, muito provavelmente, da presenga de &cido acético
residual na membrana e alguns elementos inorganicos, como por exemplo, o calcio,
identificado por andlise de espectrometria por dispersao de energia de raios-X. Entretanto,
pode-se notar que as etapas de neutralizagao e lavagem nao afetaram significativamente
a cristalinidade desta membrana.
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apo6s a neutralizacéo e lavagem

antes da neutralizacado e lavagem

Figura 4.32 — Difratograma de raios-X de uma membrana composta somente por

quitosana (ensaio 2) antes e apds a realizagdo das etapas de neutralizagdo e lavagem

utilizando-se uma solugao de hidréxido de sédio a 1 M.

Intensidade dos picos (escala arbitraria)

apds a neutralizagao e lavagem

antes da neutralizacdo e lavagem

Figura 4.33 — Difratograma de raios-X de uma membrana formada a partir de uma solugéo

de partida de quitosana a 1,0% contendo 0,5% de glicerol (ensaio 5) antes e apos a

realizacao das etapas de neutralizagdo e lavagem utilizando-se uma solugéo de hidroxido

de sédioa 1 M.
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Figura 4.34 — Difratograma de raios-X de uma membrana formada a partir de uma solugéo
de partida de quitosana a 2,5% contendo 0,5% de glicerol (ensaio 6) antes e apos a
realizacao das etapas de neutralizagdo e lavagem utilizando-se uma solugéo de hidroxido
de s6dioa 1 M.
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Figura 4.35 — Difratograma de raios-X de uma membrana formada a partir de uma solugéo
de partida de quitosana a 2,5% contendo 0,5% de glicerol (Q+g) antes e apds a realizacao
das etapas de neutralizagéo e lavagem utilizando-se uma solugéo de hidroxido de sodio a
1 M.
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Ja para o caso das membranas formadas a partir de solugbes contendo
quitosana e glicerol (Figuras 4.33 a 4.35), as etapas de neutralizacao e lavagem afetaram
significativamente a cristalinidade das amostras, que apresentaram estruturas mais
cristalinas apds a realizagcdo destes procedimentos. Tal comportamento confirma os

resultados anteriores e mostra que houve extracao do glicerol, sendo ela parcial ou total.

4.7.5. Analise térmica

Sabendo-se que a andlise térmica é uma técnica de caracterizagdo bastante
utilizada para a obtengédo de informacbes sobre as propriedades fisicas e quimicas de
materiais e a presenga do glicerol promove modificagbes em algumas destas
caracteristicas (como por exemplo, redugdo da temperatura de transigéo vitrea), para a
avaliacao da possivel extracdo do glicerol foram utilizadas trés diferentes técnicas de
analise térmica: a analise dinAmico-mecénica, a calorimetria diferencial exploratéria e a

andlise termogravimétrica.

4.7.5.1. DMA

A analise dindmico-mecanica (DMA) fornece dados sobre os fenémenos de
transi¢éo térmica, temperatura de transicdo vitrea (T,) e temperatura de fuséo cristalina
(Tm), bem como algumas informagdes sobre as propriedades mecanicas dos materiais.
Sabendo-se que a adicao de um plastificante tende a reduzir a temperatura de transicao
vitrea de um material, buscou-se por esta técnica a identificagdo da T, das membranas
compostas somente por quitosana e a comparagao deste resultado com o obtido para as
membranas que foram formadas a partir de solucbes de quitosana contendo glicerol em
suas formulacdes. Caso fosse constatada uma redugcdo na temperatura de transicao
vitrea dos materiais que continham glicerol, ficaria comprovada a presenca do
plastificante nas membranas. Caso a temperatura de transigéo vitrea obtida para os
materiais formados a partir de solugdes de quitosana que continham glicerol em suas
composi¢des fosse a mesma dos materiais compostos somente por quitosana, ficaria
comprovada a extragdo do glicerol durante as etapas de neutralizacdo e lavagem.
Entretanto, ao se fazer a analise dindmico-mecéanica da membrana formada somente por
quitosana, néo foi possivel a detecgdo da T,. Uma vez que a presenga de agua nas
amostras poderia ser um dos fatores de interferéncia da analise, as membranas foram
mantidas em estufa a 50°C por 24 horas e a analise, refeita. Mesmo assim, os resultados

nao foram satisfatorios. Outras tentativas foram feitas variando-se a amplitude, mas
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nenhum resultado conclusivo foi obtido. Assim, o conjunto de ensaios previsto nesta etapa
do trabalho foi interrompido. Os resultados obtidos nesta fase do trabalho podem ser

visualizados no Anexo 3.

De acordo com a literatura (Peesan e col., 2003), a visualizacdo da temperatura
de transicao vitrea em polimeros naturais nao é simples, além dos valores obtidos por
grupos distintos de pesquisa poderem diferir bastante ja que a determinacdo da
temperatura de transicdo vitrea € dependente de fatores como as condicoes
experimentais utilizadas na sintese e no preparo dos materiais para a analise, bem como
da técnica de caracterizacdo empregada. Deve-se salientar que outros pesquisadores
também n&o tiveram sucesso na obtencdo da temperatura de transicdo vitrea da
quitosana por DMA (Yang e col., 2004) e dentre os resultados localizados na literatura,
pode-se citar os valores de 170 e 203°C, determinados, respectivamente, por Kim e col.
(1996) e Sakurai e col. (2000).

4.7.5.2. DSC

Sabendo-se que a calorimetria diferencial exploratéria (DSC) € uma técnica de
analise térmica bastante utilizada para a obtencao de informagdes sobre as temperaturas
de transicdo dos materiais como a temperatura de transicado vitrea, a temperatura de
cristalizacdo e a temperatura de fusdo cristalina, e que o0 uso de plastificantes em
composic¢des poliméricas tende a reduzir a temperatura de transi¢ao vitrea dos materiais,
foi realizado um conjunto de ensaios visando a comparagao entre o valor da temperatura
de transicdo vitrea de uma membrana composta somente por quitosana e os das
membranas formadas por quitosana e quitina e/ou glicerol. As membranas utilizadas
nestes ensaios foram aquelas sintetizadas durante a fase de estudo da influéncia da

esterilizacao nas caracteristicas dos materiais.

Uma vez que a presenga de agua nas amostras interfere na visualizagdo da
temperatura de transigao vitrea dos materiais (Sakurai e col., 2000), foram realizados dois
ciclos de aquecimento e resfriamento com as membranas, sendo considerados apenas
0s segundos para a visualizagdo da T4 Os resultados obtidos do segundo ciclo de
aquecimento das membranas encontram-se ilustrados na Figura 4.36.

Na andlise por calorimetria diferencial exploratéria, a temperatura de transicao
vitrea de um material pode ser visualizada por uma mudanca na linha base,

comportamento este ndo observado em nenhuma das condi¢des analisadas (Figura 4.36).
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Figura 4.36 — Andlise térmica por calorimetria diferencial exploratéria das membranas
densas a base de quitosana sintetizadas para o estudo da influéncia da esterilizagdo nas
caracteristicas dos materiais.

De acordo com Lim e col. (1998), a temperatura de transigdo vitrea de
membranas de quitosana obtida por DSC é de 52,2°C. Segundo Sakurai e col. (2000),
esta mesma variavel foi determinada em 203°C. Como se pode observar, esta
propriedade gera ainda muita controvérsia.

4.7.5.3. TGA

O principal uso da andlise termogravimétrica (TGA) na caracterizacao de
polimeros esta no estudo da estabilidade e decomposicdo térmica dos mesmos.
Supondo-se que a degradacao térmica dos materiais compostos somente por quitosana e
aqueles compostos por quitosana e glicerol pudesse apresentar comportamentos
diferenciados quanto as suas decomposicdes térmicas, foram realizados ensaios de
analise termogravimétrica com os mesmos. Além disso, sabendo-se da possivel extracao
do glicerol durante as etapas de neutralizagcdo e lavagem das membranas, foram
avaliados os comportamentos dos materiais (contendo ou nao glicerol) antes e apos o
tratamento com o hidroxido de sédio. Os resultados obtidos podem ser visualizados nas
Figuras 4.37 a 4.42.
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Figura 4.37 — Comportamento térmico da membrana densa a base de quitosana contendo

66,67% de quitosana e 33,33% de glicerol (ensaio 5 do planejamento estatistico proposto

neste trabalho): (a) TGA, (b) DTGA.
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Figura 4.38 — Comportamento térmico da membrana densa a base de quitosana contendo

83,33% de quitosana e 16,67% de glicerol (ensaio 6 do planejamento estatistico proposto

neste trabalho): (a) TGA, (b) DTGA.
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Figura 4.39 — Comportamento térmico da membrana densa a base de quitosana contendo
83,33% de quitosana e 16,67% de glicerol (composi¢cdo Q+g do conjunto de ensaios de
estudo da influéncia da esterilizagdo nas caracteristicas das membranas): (a) TGA,
(b) DTGA.

Analisando-se as Figuras 4.37 a 4.39 sado observadas diferengcas entre os
comportamentos térmicos das membranas que foram neutralizadas e aquelas que nao
foram tratadas com o hidroxido de sodio. Antes da neutralizagédo e da lavagem, a
degradacao térmica das membranas que possuem glicerol em suas composicdes se fez
em trés etapas: a primeira delas correspondendo a perda da agua contida nas amostras
(68 a 156°C), a segunda, muito provavelmente, decorrente da degradacao do plastificante
(180 a 289°C) e a terceira decorrente da degradacao da quitosana (288 a 303°C). Apés a
neutralizacao e a lavagem, para as membranas em que parte da quitosana foi substituida
pelo glicerol (ensaios 5 e 6), a degradacdo das mesmas se fez em duas etapas: a
primeira delas correspondendo a perda da agua ainda contida nas amostras (63 a 132°C)
e a segunda correspondendo a prépria degradacao da quitosana (311 a 314°C). Ja para a
membrana sintetizada para o conjunto de ensaios referente ao estudo da influéncia da
esterilizagcdo nas caracteristicas dos materiais (condicao Q+g), a degradagéo continuou se
fazendo em trés etapas, sendo as duas Ultimas quase que simultaneas: a primeira
decorrente da perda de agua, a segunda, muito provavelmente, decorrente da
degradacao do glicerol e a terceira como conseqiéncia da degradagéo da quitosana.
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Figura 4.40 — Comparagéo entre os comportamentos térmicos (DTGA) da membrana
densa formada somente por quitosana (ensaio 1) e aquela composta por quitosana e
glicerol (ensaio 5): (a) membranas néo liofilizadas e antes das etapas de neutralizagao e
lavagem, (b) membranas liofilizadas e antes das etapas de neutralizacdo e lavagem,

(c) membranas neutralizadas.
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Figura 4.41 — Comparacao entre os comportamentos térmicos (DTGA) da membrana
densa formada somente por quitosana (ensaio 2) e aquela composta por quitosana e
glicerol (ensaio 6): (a) membranas ndo liofilizadas e antes das etapas de neutralizagdo e
lavagem, (b) membranas liofilizadas e antes das etapas de neutralizacdo e lavagem,

(c) membranas neutralizadas.
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Figura 4.42 — Comparacao entre os comportamentos térmicos (DTGA) da membrana
densa formada somente por quitosana (ensaio 2) e aquela composta por quitosana e
glicerol (Q+g): (a) membranas nao liofilizadas e antes das etapas de neutralizagéo e
lavagem, (b) membranas liofilizadas e antes das etapas de neutralizacdo e lavagem,

(c) membranas neutralizadas.
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A comparacgao da degradacao térmica das membranas compostas somente por
quitosana e aquelas formadas a partir de solugdes de quitosana contendo glicerol mostra
diferencas significativas entre os comportamentos térmicos dos materiais antes da
realizacdo das etapas de neutralizacdo e lavagem (Figuras 4.40 e 4.41). Ja apds o
tratamento com o hidroxido de sédio, o comportamento térmico das membranas se faz de
forma muito semelhante, indicando a possivel extracao total do plastificante durante estas
etapas do processo. No caso da composicao Q+g (Figura 4.42), apesar da comparacao
entre o comportamento da membrana antes e apds a neutralizacao e a lavagem mostrar
diferengas (Figura 4.39), foi verificada a presenca de trés picos apds o uso do hidrdxido
de sdédio, indicando que possivelmente, para esta composi¢cao, a extracdo do glicerol
durante a neutralizagdo e a lavagem tenha sido parcial. Tal comportamento explica os
maiores valores de ductilidade para esta composicao (Q+g) quando em comparagdo com
os obtidos para a membrana formada somente por quitosana e os menores resultados
obtidos para as composi¢cdes quando da substituicdo de parte da quitosana pelo glicerol
(ensaios 5 e 6).

4.8. Analise comparativa do desempenho das membranas e selecao da composicao
com caracteristicas mais adequadas para a funcao destinada

Apés a realizagdo dos ensaios de adesdo celular, degradagdo enzimatica e
estabilidade em solu¢bes aquosas, observou-se que as membranas sintetizadas neste
trabalho ndo atendiam as caracteristicas de biomateriais a serem utilizados como
curativos temporarios biodegradaveis ja que as mesmas apresentaram baixa adesao
celular em suas superficies, baixa degradacdao quando em presenca do tampao PBS ou
da enzima lisozima mesmo apdés longos periodos de incubacgao (neste caso, dois meses)
além de alta estabilidade em solucdes aquosas, fato este decorrente da inclusao da etapa
de neutralizacdo das membranas. Assim, desconsiderou-se o uso destas membranas
como curativos temporarios biodegradaveis e iniciou-se o estudo quanto a possibilidade
de utilizacado destes materiais como curativos temporarios ndo biodegradaveis, ja que as
caracteristicas apresentadas atendem aos requisitos necessarios para classifica-los nesta
categoria.

A andlise comparativa do desempenho das membranas sintetizadas como
curativos do tipo temporarios ndo biodegradaveis e a selegdo da composicdo com
caracteristicas mais promissoras foi realizada por uma avaliagdo conjunta dos resultados

obtidos pelas diferentes técnicas de caracterizagdo dos materiais, estabelecendo-se uma
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escala de cores, conforme ilustrado na Tabela 4.32 e ja efetuado anteriormente no estudo
do efeito dos métodos de esterilizagdo em membranas de diferentes composicdes.

Nesta escala encontram-se presentes as cores branco, cinza e preto. A cor
branca indica o menor custo, as maiores porcentagens de hidratacao em agua destilada e
em tampao PBS, os maiores valores de tensdo de ruptura e de porcentagem de
deformacao, os menores valores de adesao celular e de degradacao em tampao PBS e
em solugéo de lisozima. A cor cinza indica os resultados intermediarios e a cor preta, os
resultados menos promissores em termos de custo, os menores valores de hidratagao,
tenséo de ruptura e porcentagem de deformacao, os maiores valores de adesao celular e
de degradacdo quando em presengca do tampdo PBS e da enzima lisozima. A
classificagdo das membranas foi obtida pela subtracdo do numero de variaveis-resposta
que foram classificadas com a cor branca daquelas que foram classificadas com a cor
preta, para cada composi¢do. Deve-se ressaltar que, apesar do grande numero de
técnicas utilizadas neste trabalho para a caracterizacao dos materiais, apenas algumas
foram selecionadas para a escolha da membrana de caracteristicas mais promissoras,

variaveis estas consideradas de influéncia direta no desempenho dos biomateriais.

Como se pode observar, dentre as diferentes composicdes de membranas
densas a base de quitosana sintetizadas neste trabalho, as que apresentaram um maior
nuamero de variaveis-resposta com caracteristicas mais promissoras para serem utilizadas
como curativos temporarios nao biodegradaveis foram aquelas compostas somente por
quitosana (ensaios 1 e 2) e aquela formada a partir de uma solucdo de quitosana
contendo 83,33% de quitosana e 16,67% de glicerol (ensaio 6). Segundo a metodologia
adotada para a classificacdo das membranas, a composicdo formada a partir de uma
solugdo de quitosana a 2,5% contendo somente quitosana em sua formulagao (ensaio 2)
foi aquela que apresentou o melhor resultado global, seguida da membrana composta
somente por quitosana mas obtida de uma solugéo a 1,0% (ensaio 1) e daquela formada
a partir de uma solucao de quitosana contendo 83,33% de quitosana e 16,67% de glicerol
(ensaio 6). Os resultados menos promissores foram obtidos pelas membranas formadas
por 66,67% de quitosana e 33,33% de quitina (ensaio 3), seguida das membranas
formadas por 50% de quitosana, 25% de quitina e 25% de glicerol (ensaio 7).
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Tabela 4.32 — Comparacao dos resultados obtidos pelas técnicas de caracterizacdo das membranas densas a base de quitosana: custo,

grau de hidratagcdo em agua destilada e em tampao PBS, tensao de ruptura, porcentagem de deformacao, adesao celular, degradacdao em

tampao PBS e em solucao de lisozima a 5 mg/mL pelo periodo de dois meses.

Variavel-resposta

Resultado predominante
e
Classificacao

Ensaio | Custo Grau de hidratacéo Tenséao de % de Adesio Degradacéo
Agua Tampao ruptura deformagao Tampao Lisozima
destilada PBS PBS
1
2
3
4
5
6
7 .|
8
9
10
11

[ 1 Nivel mais alto

1 Nivel intermediario

Hl Nivel mais baixo
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Uma vez que a composicao referente ao ensaio 2 foi aquela que apresentou os
resultados mais promissores para uso como curativo do tipo temporario nao
biodegradavel, para complementar sua caracterizagdo, foram realizados ensaios de
determinacao de sua permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio, conforme descrito a

seqguir.

4.9. Caracterizacao das membranas quanto a permeabilidade ao vapor d’agua e ao
oxigénio

Conforme ja mencionado ao longo deste trabalho, as queimaduras prejudicam a
funcdo normal da pele de controle do balango de fluidos corpéreos, resultando em alta
perda dos mesmos por evaporagdo. Neste contexto, os curativos séo utilizados no
controle da perda destes fluidos corpéreos. Acrescido a este fato, o uso de curativos
auxilia na obtengdo de um ambiente local umido adequado para a aceleragéo do processo
de cicatrizagdo e para que isto seja possivel, os curativos devem apresentar taxas de
transmissao de vapor d’agua adequadas.

Segundo Yannas e col. (1982), um curativo ideal deve possuir permeabilidade ao
vapor d’agua de 1.200 g/m?dia, ja& que a pele humana normal possui permeabilidade de
204 + 12 g/m?dia e a pele lesada por queimaduras de primeiro grau ou quando da
formagdo de tecido de granulagdo possuem permeabilidades de 279 + 26 e
5.138 + 202 g/m°dia, respectivamente (Ruiz-Cardona e col., 1996). Entretanto, de acordo
com Wu e col. (2004) e Mi e col. (2001), o valor de permeabilidade ao vapor d’agua de um
curativo ideal deve ser superior ao descrito por Yannas e col. (1982). Segundo estes
pesquisadores, o valor ideal é de 2.500 g/m®dia. Deve-se ressaltar que, alguns dos
curativos disponiveis comercialmente apresentam valores de permeabilidade ao vapor

d’agua que variam de 90 a 2.892 g/m?dia (Wu e col., 1995).

Quanto a permeabilidade ao oxigénio, pode-se dizer sua importancia reside na
atuacao direta na inibicdo do crescimento de bactérias anaerdbicas bem como na
aceleracao do processo de regeneracao do tecido lesado (Kweon e col., 2001), ndo tendo
sido encontrado na literatura pesquisada um valor tido como ideal para a permeabilidade

ao oxigénio para curativos utilizados no tratamento de queimaduras.

Os resultados obtidos da analise de permeabilidade das membranas densas de

quitosana obtidas a partir de uma solucéo a 2,5% (ensaio 2 do planejamento experimental
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utilizado neste trabalho) e da membrana comercialmente disponivel Omiderm® ao vapor

d’agua e ao oxigénio podem ser visualizados na Tabela 4.33.

Tabela 4.33 — Resultados obtidos da analise de permeabilidade ao vapor d’agua e ao

oxigénio das membranas densas de quitosana e da membrana Omiderm®.

Espessura Permeabilidade ao Permeabilidade ao oxigénio

vapor d’agua TPO, (cm® de O, (CNTP)/mdia)
TPVA (g/m’dia)

Tipo de membrana (mm)

Ensaio controle - 14.025 +1.138 -
(copo aberto)

Membrana densa de 0,13+ 0,06 2.082+117 43,58 + 15,95
quitosana (ensaio 2)

Omiderm® 0,040* 2.965 + 55 82,32 + 3,97

* valor fornecido pelo fabricante.

Os resultados ilustrados na Tabela 4.33 mostram que a membrana densa de
quitosana obtida a partir de uma solucéo a 2,5% (ensaio 2 do planejamento experimental
proposto neste trabalho) apresenta um valor de permeabilidade ao vapor d’agua
adequado para uso como curativo no tratamento de  queimaduras
(2.082 + 117 g/m?dia), apesar de ser um pouco inferior ao valor de referéncia proposto por
Wu e col. (2004) e Mi e col. (2001). Além disso, este tipo de membrana apresentou
permeabilidade ao vapor d’agua compativel com a da membrana comercial Omiderm®
(2.965 + 55 g/m?dia), apesar da membrana comercialmente disponivel apresentar uma
espessura 69,2% inferior a da membrana de quitosana. Os maiores valores de desvio
padrao observados para as membranas de quitosana quando em comparagdo com a
membrana comercial Omiderm® podem ser atribuidos a variagdo da espessura ao longo
dos materiais, limitacao intrinseca do préprio processo de obtengdo das membranas em
escala laboratorial.

Sendo a permeabilidade ao vapor d’dgua uma caracteristica essencial de
biomateriais a serem utilizados como curativos no tratamento de queimaduras, esta
propriedade é comumente discutida na literatura cientifica. Porém, a comparacéo direta
dos valores encontrados na literatura aos obtidos neste trabalho deve ser feita com

cautela, uma vez que as condicdes experimentais utilizadas durante os ensaios
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(metodologia, temperatura e umidade relativa) e as caracteristicas das membranas (tipo
de matéria-prima utilizada, composicao, espessura e morfologia, dentre outras) ndo sao
mantidas constantes, variando significativamente entre os diferentes grupos de pesquisa.
Apesar deste fato, p6de-se observar que os resultados obtidos neste trabalho e os
encontrados na literatura (Xu e col., 2005; ; Wu e col., 2004; Kweon e col., 2001; Mi e col.,

2001; Khan e col., 2000) sdo compativeis.

Ja no caso da permeabilidade ao oxigénio, o valor obtido para a membrana de
quitosana, de 43,58 + 15,95 cm*® O, (CNTP)/m?dia, foi inferior ao valor observado para a
membrana comercial Omiderm® (82,32 + 3,97 cm® O, (CNTP)/m?dia), ndo sendo
considerado satisfatério no caso de uso continuo da membrana de quitosana no
tratamento de queimaduras pelo mesmo periodo de uso do curativo comercialmente
disponivel, que é de cinco a sete dias. Este resultado ja era esperado, uma vez que,
segundo a literatura consultada (Srinivasa e col., 2004; Butler e col., 1996 APUD Xu e
col., 2005), filmes de quitosana agem como barreiras a passagem do oxigénio.

Sao diversas as implicacdes da limitagdo a passagem do oxigénio por curativos
utilizados no tratamento de queimaduras. Tal caracteristica impede a proliferacdo das
células junto ao tecido em recuperacao (Yannas e Burke, 1980 APUD Mi e col., 2003).
Além disso, a troca gasosa através do curativo se faz de grande relevancia ja que a alta
concentracdo de gas carbdnico na area do ferimento promove acidificagdo do micro-
ambiente, prejudicando o processo de cicatrizagdo. Como complemento, a baixa
concentracao de oxigénio na &rea lesada reduz a capacidade de regeneracao do tecido
lesado e permite a possibilidade de proliferagdo de bactérias anaerdbicas no local (Mi e
col, 2001).

Para suprir tal deficiéncia, alternativas como a freqUente troca do curativo de
quitosana bem a produgcao de membranas de quitosana de menor espessura e do tipo
porosas devem ser consideradas. Tais alternativas (reducao da espessura e elevagao da
porosidade) foram avaliadas, sendo as membranas de quitosana do tipo porosas
produzidas e gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Eduardo José Arruda do Departamento
de Farmacia da Universidade Catolica Dom Bosco (Campo Grande, MS). As membranas
porosas foram obtidas utilizando-se silica-gel com diametro médio de particulas de 40 a
63 um como agente formador de poros e a relacao silica:quitosana de 5:1 em termos de
massa seca. Os resultados de permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio obtidos

podem ser visualizados na Tabela 4.34.
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Tabela 4.34 — Resultados obtidos da andlise de permeabilidade ao vapor d’agua e ao
oxigénio das membranas densas de quitosana com menor espessura e das membranas

de quitosana do tipo porosas.

Espessura Permeabilidade ao Permeabilidade ao oxigénio
Tipo de membrana (mm) vapor d'agua TPO, (cm® de O, (CNTP)/m?dia)
TPVA (g/m?dia)
Ensaio controle - 13.173 + 1.365 -
(copo aberto)

Membrana densa de 0,03 + 0,01 2.282 +100 44,76 + 0,93
quitosana com menor

espessura
Membrana porosa de 0,11 £ 0,02 10.076 + 289 superior a 1.000

quitosana

Como se pode observar pela comparacao dos resultados ilustrados nas Tabelas
4.33 e 4.34, enquanto a reducdo da espessura nao afetou a permeabilidade das
membranas densas de quitosana a passagem do vapor d’agua, apresentando resultados
estatisticamente iguais aos obtidos quando do uso de membranas mais espessas (em um
intervalo de 95% de confiabilidade), a porosidade teve influéncia direta nesta mesma
variavel. As membranas do tipo porosas apresentaram valores de permeabilidade ao

vapor d’agua 3,8 vezes superiores aos observados para as membranas do tipo densas.

Sabendo-se que o processo de cicatrizacdo deve ocorrer em um ambiente
contendo uma certa umidade, um curativo que apresente uma taxa de permeabilidade ao
vapor d’agua muito elevada, pode ndo ser adequado para uso em processos de
regeneracdo de pele. Uma alternativa para reduzir o alto valor de permeabilidade ao
vapor d’dgua obtido para as membranas de quitosana do tipo porosas é a redugao da
propor¢ao silica:quitosana, a qual tem influéncia direta na porosidade dos materiais.
Contudo, a escolha quanto a proporcdo a ser utilizada deve estar baseada em uma
analise conjunta entre o tipo de lesdo a ser tratada (contendo muito ou pouco exudato) e
as propriedades das membranas diretamente afetadas pela porosidade como o grau de
hidratacao, a resisténcia mecénica, a ductilidade, as permeabilidades ao vapor d’agua e

ao oxigénio bem como a adeséo celular e a degradacao enzimatica.

Fazendo-se ainda uma andlise comparativa entre os resultados apresentados

nas Tabelas 4.33 e 4.34, observa-se que apesar da literatura descrever a espessura da
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camada densa de uma membrana de quitosana como sendo uma das variaveis que
influencia na passagem do oxigénio pela mesma (Mi e col., 2003), tal comportamento nao
foi observado no estudo em questao ja que os valores de permeabilidade ao oxigénio das
membranas densas de quitosana de 0,13 £ 0,06 mm de espessura (Tabela 4.33) e
aquelas de 0,08 + 0,01 mm de espessura (Tabela 4.34) apresentaram resultados
estatisticamente iguais (p < 0,05). Ja no caso das membranas do tipo porosas, o valor
obtido ficou acima da capacidade de leitura do proprio sensor do equipamento utilizado, o
qual era de 1.000 cm® de O, (CNTP)/m?dia, valor este muito superior ao obtido para as
membranas de quitosana do tipo densas.

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que para se obter maiores
valores de permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio, a variagdo da espessura das
membranas ndo se mostrou a variavel mais adequada de estudo. Neste caso, a variavel

de andlise a ser considerada deve ser a porosidade do material.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1. Conclusoes

Na primeira etapa deste trabalho pbéde-se concluir que apesar da quitosana
possuir caracteristicas bactericida, bacteriostética, fungicida e fungistatica, a esterilizagao
de biomateriais que a utilizam como matéria-prima principal é imprescindivel. Dentre os
trés agentes de esterilizacdo analisados, o 6xido de etileno foi aquele que apresentou os
resultados mais promissores em termos de manutencdo das caracteristicas fisicas,
mecanicas e bioldgicas das membranas densas a base de quitosana. A solucao de etanol
a 70% também forneceu resultados adequados, entretanto, além deste agente nao ser
classificado como um agente esterilizante propriamente dito e sim como um desinfetante,
seu uso se limita a esterilizacdo em pequena escala. A radiagdo gama, apesar de ser um
dos agentes mais comumente descritos para a esterilizacdo de materiais a base de
quitosana, apresentou influéncia negativa na morfologia e na ductilidade de algumas das

composi¢des analisadas.

Do estudo do efeito da composicao nas caracteristicas das membranas pode-se
observar que o uso de solugbes mais concentradas de quitosana promoveu um aumento
no custo das membranas em contrapartida, conferiu a estes materiais, maior espessura
no estado Umido, resisténcia mecénica e ductilidade, além de dificultar a degradagéo dos
mesmos quando em presenga da enzima lizosima, caracteristica esta importante quando
do uso destes materiais como curativos temporarios ndo biodegradaveis. Ja a substituicao
de parte da quitosana utilizada na formulagdo das membranas por quitina permitiu a
obtencdo de materiais de menor custo, porém com capacidade de absor¢ao de liquidos e
propriedades mecéanicas inferiores as observadas para as membranas formadas
exclusivamente por quitosana. Tal substituicdo causou ainda aumento da espessura (seca

e umida) dos materiais bem como reducgao na cristalinidade dos mesmos, além de torna-
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los mais susceptiveis a agéo da lisozima. Assim como quando da substituicao por quitina,
0 uso do glicerol reduziu o custo das membranas bem como a espessura Umida, a
cristalinidade e o tempo de degradacdo das mesmas quando em presenca da enzima
lisozima. Deve-se ressaltar que, nenhuma das composicboes sintetizadas favoreceu a

adesao das células Vero em suas superficies.

A andlise global dos resultados mostrou que a maioria das composicoes
sintetizadas apresentou caracteristicas adequadas para utilizacdo como curativos
temporarios ndo biodegradaveis sendo as membranas compostas somente por quitosana
e obtidas a partir de uma solugdo a 2,5%, aquelas que mostraram os resultados mais
promissores de uso para esta finalidade. Contudo, ensaios complementares de
determinagdo da permeabilidade das membranas obtidas nesta condigdo experimental
mostraram que as mesmas apresentavam valores de permeabilidade ao vapor d’agua
adequados porém valores de permeabilidade ao oxigénio aquém do desejado. Para suprir
tal deficiéncia, membranas menos espessas e do tipo porosas foram sintetizadas.
Contudo, apenas a porosidade mostrou-se como sendo uma variavel de estudo eficiente
na busca de valores adequados de permeabilidade das membranas de quitosana ao

oxigénio.

5.2. Sugestoes para proximos trabalhos
Alguns dos trabalhos futuros propostos como continuagéao do estudo iniciado sao:

1. Estudo da influéncia de diferentes condi¢des de esterilizacdo (temperatura,
pressdo e tempo) quando do uso do Oxido de etileno nas caracteristicas fisicas,

mecanicas e biolégicas das membranas a base de quitosana;

2. Estudo de minimizacdo dos efeitos negativos quando do uso da radiacéo

gama como agente de esterilizagdo em membranas a base de quitosana;

3. Analise comparativa das caracteristicas fisicas, mecéanicas e biolégicas das
membranas quando do uso de diferentes tipos de quitosana (massa molar e grau de
desacetilacdo) bem como quando do uso conjunto com outros compostos visando uma
melhoria das caracteristicas destes materiais;

4. Avaliacdo biolégica dos materiais utilizando-se outras técnicas de
caracterizagao como, por exemplo, a tripsinizagéo e a quantificagdo por DNA;
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5.  Estudo quanto ao uso de diferentes tipos de plastificantes na formulacao
dos biomateriais;

6. Estudo de membranas do tipo porosas e quando do uso da silica-gel como
agente formador de poros, avaliacdo quanto a influéncia da relacao silica:quitosana nas

caracteristicas dos materiais;

7. Estudo da influéncia da composicdo das membranas bem como das
condicbes de ensaio (temperatura, umidade relativa e procedimento experimental) na

permeabilidade das mesmas ao vapor d’agua e ao oxigénio;
8. Realizacao de ensaios in vivo.

Como se pode notar, o estudo quanto ao uso da quitosana em processos de
regeneracao de pele lesada por queimaduras é complexo e apesar do grande numero de
trabalhos publicados envolvendo o uso da quitosana nesta area, muitas vezes as
informagbes sdo discrepantes ou entdo incompletas, dificultando sua reprodugcdo em
laboratério. Assim, novos estudos podem contribuir muito para o desenvolvimento de
biomateriais a base de quitosana com caracteristicas fisicas, quimicas, mecéanicas e

biolégicas adequadas para a aplicagao destinada.
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ANEXO 1

Neste anexo podem ser visualizadas as morfologias das membranas densas a

base de quitosana (ensaios 2, 4, 6 e 8) apés um e dois meses de exposicdo ao tampao

PBS e a enzima lisozima.

(@) (b) (c)

Figura A1.1 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
2 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposicao ao tampao
PBS ou a solugao de lisozima, (b) apos a exposi¢do ao tampao PBS, (c) apds a exposicao
a solucgao de lisozima. Duracao do ensaio de um més.

Figura A1.2 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
4 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposicao ao tampao
PBS ou a solucao de lisozima, (b) ap6s a exposicao ao tampao PBS, (c) apds a exposicao

a solucéao de lisozima. Duracao do ensaio de um més.
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(@) (b) ()

Figura A1.3 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
6 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposigdo ao tampao
PBS ou a solugao de lisozima, (b) apds a exposi¢do ao tampao PBS, (c) apds a exposicao

a solugéo de lisozima. Duragao do ensaio de um més.

(@) (b) ()

Figura A1.4 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
8 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposi¢cao ao tampao
PBS ou a solugao de lisozima, (b) apds a exposi¢cao ao tampao PBS, (c) apds a exposi¢ao

a solugéo de lisozima. Duragao do ensaio de um més.
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(a) (b) ()

Figura A1.5 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
2 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposicao ao tampao
PBS ou a solucao de lisozima, (b) ap6s a exposicao ao tampao PBS, (c) apds a exposicao

a solugéao de lisozima. Duracao do ensaio de dois meses.

(a) (b) ()

Figura A1.6 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
4 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposi¢cao ao tampao
PBS ou a solugao de lisozima, (b) apds a exposi¢cao ao tampao PBS, (c) apds a exposi¢ao
a solugao de lisozima. Duragao do ensaio de dois meses.
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(a) (b) ()

Figura A1.7 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
6 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposicao ao tampao
PBS ou a solucao de lisozima, (b) ap6s a exposicao ao tampao PBS, (c) apds a exposicao

a solucgao de lisozima. Duracao do ensaio de dois meses.

(@) (b) ()

Figura A1.8 — Morfologia das membranas densas de quitosana correspondente ao ensaio
8 do planejamento estatistico proposto neste trabalho: (a) antes da exposi¢cao ao tampao
PBS ou a solugao de lisozima, (b) ap6s a exposi¢cao ao tampao PBS, (c) apds a exposi¢ao
a solucgao de lisozima. Duracao do ensaio de dois meses.
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ANEXO 2

Neste anexo podem ser visualizadas as formas finais das membranas densas a
base de quitosana, neutralizadas e nao neutralizadas, apds 24 horas de exposicao aos
solventes: 4gua destilada e tampao PBS.

As membranas se desfizeram

Figura A2.1 — Aspectos visuais das membranas densas a base de quitosana
correspondentes aos ensaios de 1 a 6, respectivamente: (a1-f1) membranas apos a
secagem em estufa, (e2-f2) membranas nao neutralizadas e ap6s imersdo em agua
destilada por 24 horas a temperatura ambiente, (a2-d2, e3-f3) membranas neutralizadas e
apos imersao em agua destilada por 24 horas a temperatura ambiente.
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Figura A2.2 — Aspectos visuais das membranas densas a base de quitosana
correspondentes aos ensaios de 7 a 11, respectivamente: (g1-k1) membranas apés a
secagem em estufa, (g2-k2) membranas nao neutralizadas e apds imersdo em agua
destilada por 24 horas a temperatura ambiente, (g3-k3) membranas neutralizadas e apds

imersdao em agua destilada por 24 horas a temperatura ambiente.
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As membranas se desfizeram

Figura A2.3— Aspectos visuais das membranas densas a base de quitosana
correspondentes aos ensaios de 1 a 6, respectivamente: (ail-f1) membranas apés a
secagem em estufa, (e2-f2) membranas ndo neutralizadas e ap6s imersdao em tampao
PBS por 24 horas a temperatura ambiente, (a2-d2, e3-f3) membranas neutralizadas e
apds imersdao em tampao PBS por 24 horas a temperatura ambiente.
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Figura A2.4 — Aspectos visuais das membranas densas a base de quitosana
correspondentes aos ensaios de 7 a 11, respectivamente: (g1-k1) membranas apdés a
secagem em estufa, (g2-k2) membranas nao neutralizadas e apds imersao em tampao
PBS por 24 horas a temperatura ambiente, (g3-k38) membranas neutralizadas e apds
imersao em tampao PBS por 24 horas a temperatura ambiente.
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Neste anexo podem ser visualizados 0s comportamentos das membranas

densas de quitosana (ensaio 2) nos ensaios de analise mecénica diferencial (DMA).

Dentre os diversos parametros a serem especificados para a analise, foram mantidos

constantes: ensaio do tipo tensao, forca dindmica maxima de 1,0 N, taxa de aquecimento

de 5,0 °C/min, freqiéncia de 1,00 Hz e atmosfera nao inerte (ar). A amplitude, a faixa de

temperatura utilizada e as condigbes de preparo da amostra variaram e encontram-se

descritas para cada ensaio.
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Figura A3.1 — Curvas do médulo de armazenamento (E’), mdédulo de perda (E”) e

tané obtidas do DMA para as membranas densas de quitosana correspondentes ao

ensaio 2 do planejamento estatistico proposto neste trabalho. A amplitude utilizada foi de

60 um e a faixa de temperatura de 25 a 200°C. A membrana ndo recebeu nenhum

tratamento de secagem antes da realizagdo deste ensaio.



E'/MPa E"/MPa

4000 —

3500 —

3000 —

2500 —

2000 —

1500

1 160+

120

1 100

192

tan §
0,12

0,10

0,06

0,04

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura A3.2 — Curvas do modulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e tand

obtidas do DMA para a membrana densa de quitosana correspondente ao ensaio 2 do

planejamento estatistico proposto neste trabalho. A amplitude utilizada foi de 120 um e a

faixa de temperatura de —60 a 250°C. Para a realizagdo deste ensaio, a membrana foi

seca em estufa a 60°C por 24 horas.
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Figura A3.3 — Curvas do médulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e

tand obtidas do DMA para as membranas densas de quitosana correspondentes ao

ensaio 2 do planejamento estatistico proposto neste trabalho. A amplitude utilizada foi de

60 um e a faixa de temperatura de 25 a 200°C. Para a realizagdo deste ensaio, a

membrana foi seca em estufa a 60°C por 24 horas.
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Figura A3.4 — Curvas do modulo de armazenamento (E’), mddulo de perda (E”) e tand

obtidas do DMA para as membranas densas de quitosana correspondentes ao ensaio 2

do planejamento estatistico proposto neste trabalho. A amplitude utilizada foi de 240 um e

a faixa de temperatura de 22 a 250°C. Para a realizagao deste ensaio, a membrana foi

seca em estufa a 60°C por 24 horas.
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Figura A3.5 — Curvas do modulo de armazenamento (E’), mddulo de perda (E”) e tand

obtidas do DMA para as membranas densas de quitosana correspondentes ao ensaio 2

do planejamento estatistico proposto neste trabalho. A amplitude utilizada foi de 240 um e

a faixa de temperatura de 22 a 250°C. A membrana néo recebeu nenhum tratamento de

secagem antes da realizagcdo deste ensaio.
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Figura A3.6 — Curvas do modulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e tand
obtidas do DMA para as membranas densas de quitosana correspondentes ao ensaio 2
do planejamento estatistico proposto neste trabalho. A amplitude utilizada foi de 7 um e a
faixa de temperatura de 25 a 250°C. A membrana ndo recebeu nenhum tratamento de
secagem antes da realizacao deste ensaio.
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