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RESUMO

Polimeros para aplicagcdes biomédicas devem possuir propriedades fisico-
quimicas e mecanicas assim como biocompatibilidade adequada. Alguns polimeros
sintéticos possuem as propriedades fisicas requeridas mas nao sio suficientemente
biocompativeis. Por outro lado, polimeros naturais sdo biocompativeis mas suas
propriedades mecanicas sédo inadequadas. A mistura de polimero sintético e natural
na forma de blendas e materiais ligados quimicamente constitui um recurso que
reune as propriedades de ambos num unico material.

A quitina é um polimero natural com grande potencial de aplicagdo que ja
esta sendo explorado para uso na area de saude, devido a caracteristicas
favoraveis, tais como baixa toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
mucoadesividade. A combinagdao deste polimero com os poliuretanos que sao
polimeros versateis, e cuja estrutura pode ser desenhada de modo a apresentar
biodegradabilidade, usando-se segmentos biodegradaveis em sua estrutura como a
policaprolactanodiol (PCL) foi a estratégia usada nesta Tese para a obtencdo de
materiais que possam ter utilidade em aplicagdes bioldgicas.

A combinacdo das propriedades da quitina com as do poliuretano foi
realizada através da interconexdo dos dois polimeros através da reacdo de
condensagao entre um pré-polimero uretanico com terminagdes isocianato (NCO) e
os grupos NH e OH da quitina. A densidade de ligagdes cruzadas nas redes
resultantes foi fixada através da propor¢cdo dos dois componentes, sendo que o
comprimento do PU foi mantido constante (M,,= 66.000 g/mol e M,=48.000 g/mol). A
regido da composicdo estudada situou-se entre 10 e 70% de PU, pois em

concentragcdes superiores ocorre uma separagao de fase macroscopica. Blendas de

Xiv



mesma composi¢cdo também foram preparadas. A caracterizacdo estrutural e
morfoldgica foi feita com os métodos espectroscopicos usuais, como o FTIR, DMTA,
difracdo de raios X e MEV.

Os ensaios de biocompatibilidade demonstraram que o filme tem uma menor
capacidade de adesao celular, em torno de 40% em relagao ao controle positivo. Os
ensaios in vivo demonstraram que para os tempos e locais testados, os materiais

produziram estado inflamatdrio.
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ABSTRACT

Polymers for biomedical applications should convey at the same time
biocompatibility with good physical- mechanical properties. Some synthetic polymers
present the required physical characteristics, but are not biocompatible. On the other
hand, natural polymers are biocompatible, but lack the adequate mechanical
properties. The combination of natural polymers with synthetic ones in blend form or
covalently linked is a resource that provides the obtainment of both features in only
one material.

Chitin is a natural polymer with a great potential application, and is being
already explored in the health area, due to favorable characteristics such as low
toxicity, biocompatibility, and mucoadhesiviy. The combination of this polymer with
polyurethanes, that are versatile materials and which structure can be designed in
biodegradable form by using degradable segments, as polycaprolactonediol (PCL),
was the strategy used in this Thesis for the preparation of material that could be
useful in biological applications.

The combination of the chitin and polyurethane properties was accomplished
by the interconnection of the two polymers through the condensation reaction
between the terminal isocyanate groups (NCO) of a urethane pre-polymer and the
NH and OH of the chitin molecule.

The crosslinking density was set by the ration between the two components,
since the polyurethane block was kept constant (Mw= 66.000 g/mol, Mn=48.000
g/mol).

The composition range studied spanned from 10 to 70% of the polyurethane
component, at higher concentrations a macroscopic phase separation occurred.
Blends of similar compositions were also prepared. The structural and morphological
characterization was done with the usual spectroscopic methods, such as FTIR,
DMTA, X-ray diffraction and MEV.

The biocompatibility tests demonstrated that the film has a lower capacity of
cellular adhesion, around 40% in relation to the positive control. The in vivo essays
showed that for the periods of time and locations tested, the materials brought about

a inflammatory reaction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa e relevancia

Dentro da ciéncia de materiais, a area de biomateriais tem demonstrado um
desenvolvimento impar. Biomateriais poliméricos vém sendo usados para a
substituicido de tecidos epidérmicos, dérmicos e/ou subdérmicos, para a
regeneragcdo de ossos, cartilagens e nervos, dentre outras fung¢des. Biomaterial
pode ser definido como uma substdncia ou combinacdo de duas ou mais
substancias, farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural, que séo
utilizados para melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou integralmente, tecidos e
orgéos. Os biomateriais sdo utilizados desde as civiliza¢gdes mais antigas: olhos
artificiais, orelhas, dentes e até narizes foram notificados em mumias egipcias.
Chineses e indianos ja usavam ceras, resinas e tecidos para reconstruir partes
perdidas ou defeitos do corpo. Ao longo dos séculos, avangos nos tipos de materiais
sintéticos, técnicas cirurgicas e métodos de esterilizagdo vém permitindo o uso de
biomateriais em partes do corpo nao visualizadas até entdo [1]. Além disso, esses
materiais sdo produzidos para serem usados em tecidos do corpo que
experimentam niveis consideravelmente altos de agressividade. O pH nos fluidos
corporeos de varios tecidos varia sob faixas bastante amplas (1 a 9 em alguns
casos). Cotidianamente os ossos s&o submetidos a tensdes de até 4 MPa enquanto
os tenddes e ligamentos suportam entre 40 e 80 MPa. Estas tensdes séo flutuantes
e repetitivas, o que torna o ambiente ainda mais agressivo [2].

Os poliuretanos sao industrialmente importantes devido a variedade dos

grupos presentes entre as ligagdes uretanicas, os quais podem dar origem aos mais



diversos produtos, como elastdmeros, plasticos, espumas e pela possibilidade de
polimerizagcdo controlada através da formagdo de intermediarios estaveis (pré-
polimeros). Estes permitem a adaptagdo do processo e da composicdo para a
obtengdo de materiais que possam cumprir as mais variadas exigéncias. A forma
mais simples de um poliuretano é a linear, na qual os materiais de partida
(composto hidroxilado e isocianato) possuem funcionalidade igual a dois. Porém, ao
incorporar materiais com funcionalidade maior que dois, sdo produzidos
poliuretanos reticulados (ou entrecruzados), os quais sdo mais resistentes mecanica
e termicamente, além de exibirem maior resisténcia aos solventes, visto que sao
insoluveis. Por estas razdes, os poliuretanos podem ser sintetizados com grande
variagao nas propriedades fisicas [3],[4].

Um dos grandes desafios da pesquisa na area de biomateriais € o
desenvolvimento destes a partir de matérias-primas de baixo custo, facil acesso e
com caracteristicas adequadas para a funcdo destinada. A quitina se enquadra
dentro destes pré-requisitos.

A quitina € um polimero natural, constituida por unidades de 2-acetamido-2-
desoxi-D-glucose, também designada N-acetil-D-glucosamina (GlcNHAc), unidas
por ligagdes glicosidicas B(1>4). A sua estrutura € bastante semelhante a da
celulose, na qual o grupo hidroxila do carbono 2 do anel de glucopiranose se
encontra substituido por um grupo acetamida.

A quitina e a quitosana (polimero obtida a partir da desacetilagdo da quitina)
vém despertando grande interesse de cientistas e tecndlogos como materiais
poliméricos com aplicagdes na area biomédica. Estes polissacarideos, além de
apresentarem propriedades biolégicas adequadas ainda apresentam diversas outras

caracteristicas tecnolégicas e economicamente relevantes, como por exemplo: s&o



residuos da industria da pesca produzidos a partir do processamento da carapaca
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 [5].

A quitina em especial se mostra mais favoravel a aplicacdo em biomateriais
devido ao grupamento acetamida, presente em maior quantidade em sua estrutura,
comparado com a quitosana. Este grupamento é muito similar a ligagdo amida
presente nas proteinas que constituem o tecido vivo, tornando a quitina mais
biocompativel que a quitosana. O grupamento amina, presente em maior
quantidade na quitosana, tem acdo hemostatica quando implantada como

biomaterial.



2. OBJETIVOS

Sintetizar redes de poliuretano e quitina com arquitetura molecular pré-
definida através da variagéo sistematica da densidade de ligagbes cruzadas;

Elucidar a morfologia do material sintetizado e caracterizar as propriedades
mecanicas e térmicas das redes formadas, correlacionando-as com as propriedades
obtidas;

Preparar blendas de poliuretano e quitina, a fim de verificar a influéncia da
reticulagcado nas propriedades da rede;

Avaliar de forma preliminar a biocompatibilidade dos materiais sintetizados

através de ensaios de citotoxicidade e degradacéo em solugao fisiolégica simulada.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomateriais

Existem varias definicdes para o conceito de biomateriais destinados a
possuir uma interface com os sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou
substituir qualquer tecido, 6rgao ou fungéo do corpo [6],[7]. Muitas vezes associa-se
o conceito de biomateriais a materiais de origem natural, mais conhecidos por
biopolimeros, mas esta definicho ndo é inteiramente correta, ja que existem
biomateriais de origem sintética que podem entrar em contato com o organismo,
desempenhando diversas funcdes benéficas na area da saude. A evolugao dos
biomateriais é relativamente recente. No entanto, € possivel dividi-la em 3 geragdes:
i) primeira geragao de biomateriais - implantes 6sseos (primeira articulagao artificial
do quadril desenvolvida em 1961); ii) segunda geragédo de biomateriais - dispositivos
bioativos (iniciou-se nos anos 70); iii) terceira geracdo- engenharia de tecidos (até a
atualidade).

A area de biomateriais engloba o conhecimento e a colaborac&o de diversas
especialidades, desde o comportamento mecénico até as fung¢des biologicas a nivel
molecular nos tecidos, passando pela engenharia de materiais, onde sao
desenvolvidos sistemas com propriedades adequadas a determinadas aplicagdes
no organismo. A evolugdo atual dos biomateriais depende assim dos avangos das
diversas areas, de maneira global da biotecnologia e da ciéncia dos materiais.

Uma definicdo importante € a de biocompatibilidade com o organismo,
podendo ser definida como a capacidade do material ter uma resposta favoravel

numa aplicagdo especifica, com o minimo de reagbes alérgicas, inflamatérias ou



toxicas, quando em contato com os tecidos vivos ou fluidos orgéanicos [8]. N&o
existem materiais totalmente inertes, ha sempre uma resposta dos tecidos a
qualquer corpo estranho quando inserido no corpo humano. Alterando algumas
propriedades dos materiais € possivel minimizar ou controlar a resposta do tecido.

Biomateriais poliméricos ndo devem exibir toxicidade, comportamento
irritante, ou quaisquer respostas fisiologicas adversas [9]. A bioatividade é também
importante na funcionalidade de um biomaterial. Um material € bioativo quando ha
uma resposta biolégica especifica na interface do material, por exemplo permitindo
o crescimento 6sseo e a ligagdo entre o tecido e o material [10]. As 3 principais
classes de materiais utilizados em medicina sao os metais, polimeros, ceramicas e
combinacdes destes trés tipos em compdédsitos. Os biomateriais podem ser bioinertes
ou biodegradaveis. Materiais bioinertes ndo sofrem alteragdes, durante o periodo de
implantagdo, causando resposta minima nos tecidos adjacentes, e mantendo as
propriedades estruturais durante longos periodos [11]. Os biomateriais degradaveis
degradam-se quando em contato com os fluidos organicos. A taxa de degradacéo
deve permitir a substituicdo gradual do novo tecido, transferindo progressivamente a
tensdo para o tecido em recuperagado, evitando assim uma segunda intervencéo
cirargica para a remogao do implante[12]. Os polimeros biodegradaveis apresentam
grande potencial em aplicagdes biomédicas, como por exemplo, em placas 6sseas,
parafusos de fixagao ou suturas.

Os sistemas biodegradaveis devem ser degradados in vivo, e formar produtos
soluveis facilmente removiveis do local de implantagao e excretados do corpo pelos
mecanismos metabdlicos normais. Os principais fatores que afetam a taxa de
degradacgéo de polimeros sintéticos e meio bioldgico sdo: (i) estrutura do polimero,

principalmente hidrofilicidade e a presenga de grupos funcionais, massa molar; (ii)



estado fisico e morfolégico do polimero, particularmente se é cristalino ou amorfo;
(iii) condigbes ambientais (temperatura, pH, umidade, oxigénio); (iv) razao
superficie/volume, tamanho e pureza do polimero [13]. A necessidade de ajustar a
taxa de degradacao do implante temporario ao crescimento dos tecidos adjacentes
€ um dos principais fatores da viabilidade de um suporte temporario [14].

Entre as aplicagbes mais frequentes de biomateriais em ortopedia, salientam-
se as proteses de quadril, joelho e ombro, visando restabelecer a capacidade de

movimento e de transferéncia de carga [15].

3.2. Polimeros

S&o compostos tanto organicos quanto inorgénicos, naturais ou sintéticos de
alta massa molar (da ordem de 10* a 10° g/mol) [16], caracterizado por seu
tamanho, estrutura quimica e interagbes intra- e intermoleculares. Possuem
unidades quimicas ligadas por covaléncia, repetidas regularmente ao longo da
cadeia denominadas meros. As unidades repetitivas dos polimeros unem-se, de
modo a formar uma estrutura linear, ou ramificada. As ramificacdes podem, ainda,
interligar-se e formar uma rede tridimensional reticulada. A Figura 01 ilustra os

principais tipos de arranjos dos meros.
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Figura 01 - Tipos de moléculas poliméricas: a) linear; b) ramificado; c¢) com
ramificagcbes em estrela; d) escalar; e) graftizado ou enxertado; f) semi-escalar; g)

com ligagdes cruzadas ou reticuladas.

Os polimeros podem ser classificados em homopolimeros (se tiverem apenas
um tipo de unidade repetitiva de monébmeros da mesma natureza ou copolimeros

(se conterem duas ou mais unidades repetitivas) [14].

3.2.1. Polimeros naturais
Polimeros naturais sao os polimeros que ocorrem naturalmente; aqueles que
sdo derivados de plantas e animais tém sido usados por muitos séculos. Esses
materiais incluem a madeira, borracha, algodao, 14, couro e a seda. Outros
polimeros naturais como as proteinas, enzimas, amido e a celulose, s&o importantes

em processos bioldgicos e fisioldgicos nas plantas e nos animais [17],[18].

3.2.2. Polimeros sintéticos
Os polimeros sintéticos podem ser obtidos por meio de uma reagao quimica
denominada polimerizagao e as substancias que Ihes dao origem sao chamadas de
mondmeros. Muitos dos plasticos, borrachas e materiais fibrosos que nos sao uteis

nos dias de hoje constituem os polimeros sintéticos. Os materiais sintéticos podem



ser produzidos de maneira barata e as suas propriedades podem ser administradas
num nivel em que muitas delas sdo superiores as suas contrapartes naturais. Entre
algumas das aplicagbes, pegas de metais e de madeira foram substituidas por
polimeros apresentando resultados satisfatorios além de serem produzidos a custos
baixos[17],[18].

O fato de os polimeros sintéticos e naturais (e respectivos compaositos)
existirem numa grande variedade de composi¢gdes combinado com a possibilidade
de modificagdo de suas propriedades resultou em larga faixa de aplicagbes como

biomateriais [19].

3.2.3. Biopolimeros

Os biopolimeros sao polimeros naturais tais como colageno, elastina, acido
hialurdnico, dextrana, celulose e quitina. A sua sintese envolve reacdes catalisadas
enzimaticamente e reacdes de polimerizacdo de cadeia. Os biopolimeros estruturais
e de reserva energética mais importantes sdo os polissacarideos [6].

Nos ultimos anos, os polimeros naturais tém sido propostos como alternativas
aos biomateriais atualmente usados em aplicagdes biomédicas. Uma das vantagens
destes materiais € seu baixo custo como resultado da disponibilidade da matéria-
prima [20]. A Tabela 01 [21] mostra alguns dos biopolimeros atualmente disponiveis.

Os biopolimeros constituem uma importante fonte de materiais com grande
versatilidade quimica e elevado potencial em diversas aplicagcdes biomédicas. As
suas propriedades podem ser facilmente alteradas por diferentes métodos fisicos e
quimicos. Isto permite a selecdo de propriedades importantes tais como capacidade
de absor¢do de agua, cinéticas de degradagao, ou propriedades mecéanicas com

especificagdes apropriadas e determinadas aplicagdes [21].



Tabela 01 — Lista de biopolimeros [21].
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Plantas/Algas Animais Bactérias
Amido (amilose, Acido hialurénico Quitina
amilopectina) Quitina Quitosana
Celulose Quitosana Xantano
Pectina Poligalactosamina
Alginato Gelano
Carraginato Dextrano
Gomas

Soja, gluten de trigo
Caseina, soro de
albumina
Sedas
Elastina
Polihidroxialcanoatos

Os polimeros naturais sao apropriados como materiais biomédicos devido a
sua semelhanca estrutural com os componentes dos tecidos. O fato de conterem
mondmeros semelhantes, ou mesmo idénticos, aos encontrados nas matrizes
organicas dos organismos, reduz a possibilidade de ocorréncia de problemas
associados a toxicidade dos materiais, ou seus produtos de degradagdo, ou
estimulacdo das reacgdes inflamatorias cronicas [21]. No entanto, existem algumas
desvantagens em utilizar polimeros naturais, como por exemplo: (i) fortes atividades
fisiolégicas e potencial para rejeicao; (ii) dificuldade na avaliagdo das taxas de
degradagdo in vivo devido a diferengcas nas concentragbes enzimaticas em
diferentes partes dos tecidos vivos; e (iii) a resisténcia mecanica dos polimeros
naturais é geralmente insuficiente. Por estas razdes, a sua aplicagdo como materiais
biomédicos tem sido limitada a pequenas areas especificas [22].

Uma caracteristica intrinseca dos polimeros naturais € sua capacidade de
serem degradados por enzimas, garantindo que o implante seja metabolizado por
mecanismos fisioldgicos. Esta propriedade tem interesse em aplicagbes de

biomateriais no qual se pretende uma fungcao especifica por um periodo de tempo
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temporario, seguido do qual é esperado que o implante degrade completamente por

processos metabdlicos normais [23].

3.2.4. Sistemas bioartificiais

Os materiais poliméricos bioartificiais sdo biomateriais que resultam das
interagdes entre polimeros sintéticos e naturais. Os materiais bioartificiais combinam
as propriedades dos polimeros sintéticos (boas propriedades mecéanicas, facil
processamento, custos baixos de producéo e transformacéo) com as propriedades
especificas de biocompatibilidade e degradabilidade dos biopolimeros. A
biocompatibilidade do material é determinante para as interagdes a nivel molecular
entre o material e os constituintes dos tecidos. Quanto menos afetada a
funcionalidade bioldgica dos constituintes dos tecidos, melhor a biocompatibilidade
do material sintético. Os materiais poliméricos bioartificiais tém melhor
biocompatibilidade na redugdo de interagbes indesejaveis com os tecidos,
comparativamente aos biomateriais sintéticos. Relativamente aos biopolimeros

mostram melhores propriedades fisicas e mecanicas [24].

3.3. Areas de aplicagéo biomédica

3.3.1. Proteses e implantes ortopédicos
Proteses e implantes ortopédicos sio dispositivos médicos, aplicados
mediante ato cirurgico, total ou parcialmente no interior do organismo, com o
objetivo de restabelecer ou substituir a capacidade funcional de um dado osso ou
articulacédo [6],[7],[25],[22],[26]. Nenhum implante tem propriedades biomecanicas

equivalentes aos tecidos que substitui. Todos os implantes apresentam um balango
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entre a compatibilidade bioquimica e biomecanica. Além da bioatividade, as
propriedades fisicas e mecanicas sao essenciais para que um implante seja capaz
de substituir o osso. Tém sido utilizados diversos materiais, ou propostos para
serem usados, principalmente na fixagao 6ssea, substituindo o osso e estruturas
Osseas (graft). Os implantes metalicos tradicionais tém sido substituidos por
ceramicos, metais ceramicos, polimeros e compdsitos, em varias aplicacoes
biomédicas.[15],[27],[28].

Ensaios mecénicos séo realizados com o objetivo de avaliar o desempenho
mecanico de um potencial biomaterial como implante. Em implantologia ortopédica &
de extrema importancia conhecer a resisténcia do biomaterial a solicitacdo de forcas
de compressao, torcdo, tracao, tenacidade a fratura e o comportamento elastico. O
desgaste e a fadiga sdo duas causas comuns de degradagdo dos materiais
ortopédicos. Os principais tipos de desgaste envolvidos na deterioragdo dos
implantes prostéticos s&o: desgaste por abrasao, fadiga e adeséao [6]. As aplicagbes
meédicas de polimeros encontram-se divididas em duas categorias principais:
implantes permanentes e temporarios. Os implantes temporarios sao utilizados para
restabelecer ou apoiar um dado osso na sua consolidagdo, apods fratura, ou
promover o seu alongamento (caso de fixadores externos). Os dispositivos
permanentes uma vez aplicados, ndo devem terminar a sua fungao durante o tempo
de vida do paciente. Ha muitas vezes necessidade de revisdo da protese, devido a
deterioragdo da juncao prétese/osso na zona de interface com separagao entre a
prétese e o 0sso, bem como a possivel degradagdo dos componentes da protese,
devido a fendmenos de desgaste e corros&o, ou problemas associados a possiveis
infecgdes [29]. Dentre os diversos tipos de proteses e implantes que se utiliza em

ortopedia, salientam-se as préteses de quadril, joelho e ombro, todas do tipo
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articular, visando restabelecer a capacidade do movimento e de transferéncia de
carga. Outro tipo de proteses bastante comum séo as placas de osteossintese, que
visam fixar porcdes de osso fraturado, de modo a inibir o respectivo movimento
relativo, e assim permitir a consolidacdo do calo formado na zona fraturada [15].
Muitos destes dispositivos, sobretudo quando destinados a permanecer em contato
com o organismo durante periodos relativamente curtos, sdo fabricados com ligas
metalicas, que permitem facil construgdo a custos relativamente baixos. Dentre as
ligas mais utilizadas, salientam-se os acgos inoxidaveis AISI 316L (Ti-6Al-4V),
constituidos por cromo, niquel, molibdénio e ferro. Estas ligas sdo de baixo custo,
mas apresentam problemas de degradagéo, podendo libertar ions agressivos para
os tecidos envolventes, ou que se acumulem em oOrgdos especificos, possuem
propriedades elasticas bastante diferentes das do osso, podendo alterar a
biomecanica do conjunto [6]. O osso cortical e 0 ago tém propriedades mecanicas
muito diferentes. A constante de elasticidade do osso € 1/10 do ago implantado.
Assim, a remogao dos implantes metalicos pode ser seguida por um periodo de
enfraquecimento do osso, com o perigo de refratura [22],[30]. Nas proteses
articulares é comum associar diferentes polimeros, com boa resisténcia e razoavel
“‘biocompatibilidade”. A combinagdo de metais ou ceramicos € uma forma de
minimizar a deterioracdo da zona de contato na articulacdo, devido a elevada
resisténcia ao desgaste na zona de contato destes materiais [6],[14]. E comum
distinguir dois tipos de implantes degradaveis: estruturas de suporte temporarias e
sistemas de libertacdo controlada de farmacos [22],[31]. Nas matrizes de liberacao
controlada de farmacos, a matriz polimérica degradavel serve como transportador
que desaparece tdo rapidamente quanto necessario, apds a liberagdo do agente

ativo farmacologico. Muitos polimeros biodegradaveis sao hidrofilicos por natureza,
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quando a agua penetra na matriz, o farmaco torna-se mais hidrofilico, sendo mais
facilmente removido [11]. As suturas cirurgicas estdo divididas em duas classes:
absorviveis e ndo absorviveis [32],[22]. As suturas absorviveis, de origem natural ou
sintética, fornecem suporte aos tecidos durante o estado inicial de reabilitacio,
sendo depois eliminados por absorgdo ou digestdo metabdlica. As suturas néo
absorviveis, devem fornecer suporte aos tecidos durante longos periodos de tempo,
ou permanecer ligados aos tecidos em sistemas prostéticos [33]. A primeira sutura
sintética degradavel foi aplicada originalmente em 1970 a base de poli(acido
glicélico) (Dexon). Uma limitagcéo pratica das suturas Dexon é que tendem a perder
a resisténcia mecanica rapidamente, durante um periodo de duas a quatro semanas
apos implantagdo. Mais tarde, outros copolimeros de poli(acido glicélico) e
poli(acido lactico) foram desenvolvidos. A sutura mais utilizada, Vicryl, € composta
por um copolimero poli(acido glicdlico)/poli(acido lactico) (90/10), tendo sido
introduzida no mercado em 1974 [31],[33]. As estruturas de suporte temporario sdo
utilizadas nos casos em que o tecido natural enfraqueceu por doencga, lesao, ou
cirurgia e que necessita de um suporte artificial. Uma lesdo mal curada, um osso
partido, ou um vaso sanguineo danificado sdo alguns exemplos. Sistemas de
fixacdo Ossea (parafusos ou placas) sdo sistemas de suporte. Em todas estas
circunstancias, o implante degradavel funciona como suporte mecéanico temporario.
Para que um implante temporario desempenhe corretamente a sua fungao, deve
ocorrer uma transferéncia gradual da carga: a medida que o tecido natural cresce, o
implante degradavel deve tornar-se mais fraco. A necessidade de ajustar a taxa de
degradacgédo do implante temporario ao crescimento dos tecidos adjacentes € um

dos principais fatores da viabilidade do suporte temporario [14].
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O osso € um 6rgdo dindmico capaz de auto-regeneragdo apos lesao.
Ocasionalmente, quando a lesdo é grave, 0 0ssO ndo recupera corretamente
falhando na fungdo mecanica [30]. Muitas vezes, os defeitos 6sseos necessitam de
um substituto ésseo extrinseco para a sua restauragado funcional e morfolégica. A
funcdo dos substitutos 6sseos € de enchimento ou estrutura de suporte [34]. O
cimento O6sseo € uma alternativa sintética viavel ao tecido natural, utilizado
normalmente para preencher defeitos ou na fixacdo de proteses do osso. Desde
1960, o poli(metacrilato de metila) tem sido utilizado, devido a sua bioestabilidade e
boas propriedades mecanicas [35]. Um problema comum na substituicdo do quadril
€ o desprendimento de cimento na jungdo da prétese, em muitos casos esta
relacionado com a falha mecanica no cimento 6sseo acrilico [36],[30].
Melhoramentos no uso de cimentos com poli(metacrilato de metila) tém sido obtidos
com o uso de reforgos de particulas ou fibras na matriz. A adigdo de pequenas
fibras de carbono ou enchimentos inorganicos ajuda a reduzir a deformagao dos
cimentos 0sseos, aumentando a dureza e reduzindo a mobilidade molecular das
cadeias poliméricas [36]. Sistemas de fixagado 0ssea, parafusos, placas, substitutos
de ligamentos degradaveis e suturas sdo exemplos comuns de implantes
temporarios em medicina humana. Outros sistemas biodegradaveis a base de
colageno, polihidroxibutirato, policaprolactona, policarbonatos derivados de tirosina,
derivados de celulose, quitina, quitosana, poli(etilenoglicol) (PEG), poli(alcool
vinilico) (PVA), tem sido propostos mas nenhum tem aplicagcdo atual no
mercado [31]. A Tabela 02 seguinte descreve algumas aplicagcbes de materiais

sintéticos no corpo [37].
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Tabela 02 — Aplicagdes de materiais sintéticos e materiais naturais modificados em

medicina [37].

Aplicacdes Tipos de materiais
Esqueleto
Préteses (quadril, joelho) Titanio, ligas de Ti-Al-V, polietileno
Placas 6sseas para fixacdo de Aco inoxidavel, ligas cobalto-crémio
fraturas Polimetacrilato de metila
Cimento 6sseos Hidroxiapatita
Reparacao de defeitos 6sseos Teflon, dacron
Tenddes e ligamentos artificiais Titanio, fosfato de calcio, alumina
Implantes dentarios para fixagao
de dentes
Sistema cardiovascular
Vasos sanguineos Dacron, teflon, poliuretano
Valvulas cardiacas Aco inoxidavel, carbono
Cateteres Silicone, poliuretano
Orgéos
coragao artificial Poliuretano
Pele artificial Compdsito silicone-colageno
Rins Celulose, poliacrilonitrila
Olhos
Lentes intra-oculares Polimetacrilato de metila, silicone, hidrogel
Lentes de contato Silicone-acrilato, hidrogel

3.4. Ensaios in vitro

A crescente utilizagdo de biomateriais em medicina, conduziu a necessidade
de desenvolvimento de testes reprodutiveis e efetivos de biomateriais. A restricao
da experimentacdo animal ao minimo aumentou o interesse pelos sistemas in vitro,
na distincdo entre biomateriais potenciais e os que n&do sado adequados para
aplicagao humana. Os métodos in vitro sdo um auxiliar necessario para os estudos
in vivo na avaliagcdo de biomateriais [38],[39],[40]. Uma das fungdes mais
importantes € detectar efeitos toxicos dos biomateriais numa fase preliminar. As
alteragdes variam desde morte celular a alteragdes de adeséao celular, proliferagao e
atividade biossintética. Os métodos in vitro devem ser confrontados com a validacao

de extrapolacdo para a situagdo in vivo [40]. Os ensaios in vitro sdo testes
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conduzidos em condi¢gdes que simulam o meio com o qual o material estara em
contato quando implantado, e permitem avaliar possiveis mecanismos de reacoes
interfaciais entre o implante e os tecidos [6],[41],[42]. Os principais fatores que
afetam a taxa de degradacado de polimeros sintéticos em meio biolégico sao [13]: (i)
estrutura do polimero, especialmente hidrofilicidade e a presengca de grupos
funcionais, massa molar e a distribuicdo de massa molar; (ii) estado fisico e
morfolégico do polimero, particularmente se é cristalino ou amorfo; (iii) condigbes
ambientais (temperatura, pH, umidade, oxigénio); (iv) raz&o superficie/volume,
tamanho e pureza do polimero [13]. A selecao das condi¢cdes experimentais para os
ensaios in vitro devem ser baseadas na relacao estrutura/propriedades do polimero
biomédico, componentes fisioldgicos e interagdées no meio in vivo [43]. O primeiro
passo para testar biomateriais potenciais sdo os testes de biocompatibilidade
‘gerais”, que permitem o reconhecimento de efeitos nocivos do biomaterial nas
células, envolvem normalmente a utilizagdo de varias linhagens celulares cultivadas
em laboratorio durante longos periodos. A avaliagdo pode ser feita diretamente (em
contato com o material), em extratos (detectando produtos lixiviados que possam ter
efeitos nocivos) ou indiretamente (as células estdo separadas do material por um
gel ou uma membrana permeavel). Estes métodos devem ser seguidos de uma
segunda fase in vitro, no qual s&o utilizadas células primarias relevantes para a
aplicagcado proposta do sistema meédico. Os materiais com baixa toxicidade s&o
sujeitos a testes de citocompatibilidade, na presenga de células com as quais o
material vai entrar em contato quando implantado [6],[40]. Os testes de
biocompatibilidade “especifica” constituem uma forma de simular a situacao in vivo
tdo proximo quanto possivel. A elevada sensibilidade do método permite o

reconhecimento de potenciais materiais citotoxicos excluindo numa fase inicial de
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experimentagcdo. No entanto, a experimentacédo in vitro, “geral” ou “especifica”, néo
pode substituir a experimentagdo in vivo. Ambas sao necessarias para testar
biomateriais potenciais [40]. Uma das principais desvantagens dos métodos in vitro
€ o problema fundamental de extrapolacéo para a situacdo in vivo. Os testes in vitro
representam apenas uma parte do estudo da biocompatibilidade. As espécies
classificadas como biocompativeis in vitro devem entrar numa fase seguinte de
observacao in vivo [29],[39],[40]. Os ensaios in vivo constituem a ultima etapa a que
os biomateriais sdo sujeitos antes da fase do ensaio clinico; procuram avaliar a
forca e a natureza da ligagdo implante-tecido 6sseo e a resposta biolégica do
organismo hospedeiro a presenga do biomaterial, através da identificacédo e

quantificagcédo de tecidos e células circundantes [6],[41],[44],[45].

3.5. Biomateriais degradaveis e biodegradacao

3.5.1. Biomateriais degradaveis

Nas aplicagdes clinicas é importante distinguir polimeros biodegradaveis e
bioabsorviveis. Os polimeros biodegradaveis sdo decompostos no corpo humano,
mas os seus produtos de degradagdo permanecem nos tecidos durante bastante
tempo. Os polimeros bioabsorviveis podem ser definidos como polimeros que
degradam apdés implantagdo em produtos nao téxicos, que s&o eliminados do corpo
ou metabolizados [22]. Os materiais degradaveis devem obedecer a parametros
mais estritos de biocompatibilidade que os materiais ndo degradaveis. Além do
problema potencial de contaminantes toxicos libertados pelo implante (monémeros
residuais, estabilizantes, iniciadores de polimerizagdo), € necessario considerar a

toxicidade potencial dos produtos de degradagdo e  metabdlitos
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subsequentes [15],[46],[31]. Um material biodegradavel quando implantado, entra
em contato direto com os fluidos do corpo que difundem para o interior do polimero
a medida que ocorre degradacao [46],[11],[47]. Os produtos de degradagé&o sé&o
liberados para o tecido adjacente e, portanto devem ser biocompativeis. Os
produtos de degradacdo poderdo dissolver-se nos fluidos extracelulares a medida
que sao formados, sendo excretados pelos rins e pulmbdes [11],[26]. Os materiais
biodegradaveis utilizados em aplicagdes clinicas devem ter propriedades mecanicas
adequadas e taxas de absorcao equivalentes as taxas de crescimento dos tecidos,
sendo completamente reabsorvidos e gradualmente substituidos pelo novo tecido. A
taxa de crescimento é diferente para cada tecido dependendo da sua localizagdo no
corpo humano. Apds a regeneragcdo, os polimeros biodegradaveis implantados
devem ser degradados e absorvidos tdo rapido quanto possivel para minimizar
efeitos indesejaveis [22].No caso de implantes 6sseos, a degradagao continua de
sistemas cirurgicos bioabsorviveis causa uma transferéncia gradual de carga entre o
0sso0 e o elemento, previne o atrofamento e estimula a remodelacéo
Ossea [48],[22],[26],[27]. Os materiais biodegradaveis incluem substéncias organicas
e inorgénicas, mas a maior parte sao polimeros organicos. Poli(a-hidroxiésteres),
tais como poli(acido lactico), poli(acido glicdlico) e seus copolimeros, encontram-se
entre os polimeros sintéticos aprovados para o uso clinico humano. Exibem
biocompatibilidade, biodegradabilidade e s&o facilmente processados por técnicas
convencionais de moldagem [15],[26],[31],[27],[49]. A incorporag&o de particulas de
hidroxiapatita nas matrizes assegura o comportamento bioativo do compdsito, e
resisténcia. A aplicacdo de tratamentos antes da implantacdo para induzir a

formagao de uma camada de apatita na superficie do material implantado, assegura
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o carater de ligacdo do implante ao o0sso, por revestimento biomimético da
superficie, sem aplicacao de reforgos bioativos.

Outros materiais de relevancia incluem poli(ortoésteres), poli(glicolide-co-
trimetileno carbonato), poli(p-dioxanona), poli(anidridos), poli(caprolactona) (PCL),
polihidroxibutirato e seus copolimeros[15],[27]. Os polimeros biodegradaveis mais
comuns na area meédica sao descritos na tabela seguinte [29].

Tabela 03 — Polimeros biodegradaveis sintéticos em engenharia de tecidos [29].

Polimero Aplicacao
Poli(acido lactico (PLA) Osso, cartilagem
Poli(acido glicélico) (PGA)
Polianidridos Osso, liberagao controlada de farmacos
Poliortoésteres Liberacao controlada de farmacos
Policaprolactona Sistemas de fixagcao biodegradaveis
Liberacao controlada de farmacos
Policarbonato Osso, sistemas de fixacao biodegradavel
Liberacao controlada de farmacos
Polifumarato Osso

Todos os polimeros referidos na tabela anterior sdo biocompativeis. No
entanto, para além da biocompatibilidade, as suas propriedades mecanicas sao
igualmente importantes em aplicagbes ortopédicas, devido as solicitagdes

continuas [29].

3.5.2. Biodegradagéao
Os polimeros podem ser definidos quanto aos mecanismos e caracteristicas
de degradacé&o em quatro termos: biodegradaveis, bioabsorviveis, bioressorviveis e
bioerodiveis [31],[50]. A biodegradacdo tem sido definida de varias formas por
diferentes investigadores [46],[11],[51]. Inclui alteragbes nas propriedades
superficiais ou perda de resisténcia mecanica, assimilagdo por microrganismos,

degradagéo por enzimas, ruptura de ligagées da cadeia, redugdo da massa molar
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meédia do polimero, ou extragdo de material de baixa massa molar, conduzindo a
defeitos superficiais. A degradacéo pode ocorrer por um dos mecanismos anteriores
ou a sua combinacgao [52],[50]. Durante o “Second International Scientific Workshop
on Biodegradable Polymers and Plastics”,realizado na Franga no ano de 1991,foram
consideradas as seguintes defini¢gdes [13],[53]: i) degradagao polimérica: variagéo
das propriedades do polimero devido a variagées na estrutura quimica; ii) polimero
biodegradavel é um polimero no qual a degradagdo € conduzida, pelo menos
parcialmente, por um sistema bioldgico; iii) polimero bioabsorvivel € um polimero
que pode ser assimilado por um sistema bioldgico; iv) eroséo reflete o processo de
dissolugdo ou desgaste da superficie do polimero. Os efeitos da degradacao de
polimeros incluem [54]: i) variagées na estrutura quimica; ii) variagdes na superficie,
pois muitas degradagdes ocorrem na superficie do material, onde os efeitos de
degradagdo s&do maximos); iii) perda de propriedades mecanicas; iv) redugdo na
massa molar devido a cis&o da cadeia; v) geragao de radicais livres; vi) perda de
aditivos e plastificantes; vii) enfraquecimento [54]. Os sistemas biodegradaveis
devem ser degradados in vivo, mas também formar produtos soluveis facilmente
removiveis do local de implantagcdo e excretados do corpo pelas vias metabdlicas
normais. A biodegradacdo reflete os processos de degradagédo hidrolitica,
enzimatica e bacteriologica dentro da matriz polimérica [53]. A biodegradag&o pode
ocorrer a diferentes niveis estruturais: molecular, macromolecular, microscépico e
macroscopico. A degradacao pode iniciar-se por hidrolise, mas a medida que o
polimero € destruido, a area superficial e acessibilidade aumentam, podendo
predominar a degradacdo enzimatica. A definigdo de biodegradagao deve incluir

todos os tipos de degradacg&o que ocorrem in vivo [50],[55]
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Heller [55] definiu o termo “polimero bioerodivel” como a conversao de um
polimero insoluvel num material soluvel em condi¢des fisioldgicas, sem atender ao
mecanismo especifico envolvido no processo de erosdo. A bioerosédo indica a
conversao de polimeros insoluveis em agua em polimeros soluveis ou em pequenas
moléculas. O prefixo “bio” indica que a erosédo ocorre em condig¢des fisioldgicas [31].

A eroséo de polimeros envolve varias etapas, que diferem para cada tipo de
polimero. O objetivo é determinar o passo controlador de rea¢do. Na primeira etapa
a agua tem contato com o polimero por acesso direto a superficie polimérica, ou
penetra no interior deste por forgas capilares. A degradacao hidrolitica de polimeros
causa a ruptura do polimero em unidades menores. Esta reagao pode ser catalisada
em condi¢cdes acidas, basicas ou outras condicbes, como temperatura, luz,
etc. [54],[49]. Os principais fatores que influenciam o processo de erosdo sao a
estabilidade quimica da cadeia polimérica, a hidrofobicidade da unidade repetitiva, a
morfologia do polimero, a cristalinidade, a massa molar inicial do polimero, a
presenca de catalisadores, aditivos, ou plastificantes, e a geometria do
implante [31],[56]. A hidrofobicidade pode evitar a absorgdo de agua pelo polimero,
reduzindo assim as taxas de hidrolise [56]. Em polimeros hidrofébicos, a
degradacgéo € geralmente um fenémeno superficial com erosao lenta do polimero,
em polimeros hidrofilicos a degradagdo ocorre normalmente até o interior do
material. Assim, qualquer tratamento que altere a hidrofobicidade do polimero, tais
como orientagéo e cristalinidade, afeta a sua taxa de degradacgao [57].

O processo de bioerosdo de um implante polimérico esta associado a
variagdes macroscopicas; nas propriedades fisico-mecanicas do material polimérico;
e nas propriedades fisicas tais como inchamento, deformag¢do, ou desintegracéo

estrutural; perda de peso e eventual perda funcional [31]. A bioerosdao de um sélido
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nao esta apenas associada a clivagem quimica da cadeia polimérica, a simples
solubilizacdo do polimero como resultado de variagdes no pH, pode conduzir a
erosao do solido [31].

Baseado na susceptibilidade da estrutura polimérica a hidrdlise, € possivel
prever a tendéncia de qualquer polimero a bioerosdo. No entanto, a taxa de eroséo
de um polimero sdélido ndo pode ser baseada apenas na estrutura da cadeia
polimérica. A taxa de eroséao é fortemente dependente da capacidade das moléculas
de agua penetrarem na matriz polimérica [31]. Para um polimero ser degradavel e
erodivel, os grupos hidrolisdveis da cadeia principal devem estar presentes e
acessiveis [58]. A taxa de bioerosao é influenciada pela morfologia do polimero. No
estado cristalino, as cadeias poliméricas s&o densas e regulares e oferecem
elevada resisténcia a penetragdo da agua na matriz polimérica. Consequentemente,
a taxa de hidrdlise € superior nas regides amorfas de um polimero semi-cristalino
que nas regides cristalinas [31]. A taxa de hidrdlise tende a aumentar com o
aumento do numero de grupos hidrolisaveis na cadeia principal ou cadeia lateral,
grupos polares que aumentam a hidrofilicidade, baixa cristalinidade, baixa
densidade e elevada area superficial/volume. Fatores que tendem a inibir as
cinéticas hidroliticas incluem misturas hidrofobicas, ligagbes cruzadas, elevada
cristalinidade devido a orientagdo da cadeia, baixa carga e forma compacta [31].
Uma vez que a superficie do polimero € o primeiro local de ataque na reacao de
hidrélise dos materiais poliméricos, a estrutura superficial e area superficial sdo os
fatores mais importantes. Como as rea¢des ocorrem normalmente em meio aquoso,
o balangco hidrofilico- hidrofébico do polimero afeta bastante a sua

biodegradabilidade. Os polimeros que contém segmentos hidrofilicos e hidrofébicos
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tem maior biodegradabilidade do que os polimeros com estruturas hidrofébicas ou

hidrofilicas apenas [22].

3.6. Quitina

3.6.1. Breve histoérico da quitina e quitosana

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 pelo professor francés Henri
Braconnot. Ele a descobriu em cogumelos, recebendo entdo a denominagéo inicial
de fungina. O nome quitina foi dado por Odier, em 1823, que isolou esta substancia
insoluvel da armadura /carapaga dos insetos [59]. Em grego, quitina quer dizer
tunica, envelope ou cobertura. Ela falhou em nao detectar a presenga de nitrogénio
na quitina e em afirmar que se tratava de uma substancia anteriormente encontrada
em plantas. Posteriormente, Odier também observou a presenca da quitina na
carapaga de caranguejo e sugeriu que ela seria o material basico na formagao do
exoesqueleto de todos os insetos e possivelmente dos aracnideos. Somente em
1843, Payen descobriu que a quitina continha nitrogénio em sua estrutura [60],[61].

Apesar de a quitina ter sido descoberta ha dois séculos, pesquisas e estudos
de aplicagbes foram intensificados por volta de 1970, quando se percebeu o grande
potencial de aplicagcdo que apresentavam tanto a quitina quanto a prépria quitosana.
A quitosana foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971 no Japao e em
1986 quinze industrias produzindo quitina e quitosana, em escala comercial,
existiam naquele pais. Atualmente, estes polissacarideos tém sido
consideravelmente pesquisados e suas aplicacbes sdo consideradas de elevado
potencial para o século XXI. Acredita-se que num futuro bem proximo muitos

materiais atualmente em uso irdo perder seu lugar para estes biopolimeros por
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apresentarem certas vantagens tais como: custo baixo, quantidades abundantes na
natureza e biodegradabilidade [61].

A quitina e a quitosana sdo biodegradadas sem acumulo excessivo na
natureza, através do ciclo da quitina, conforme ilustrado na Figura 02. 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.

quiting deacetilaze o
QUITINA * AQUITOSANA
fuitinase lzozima fuitosanase
Quitina - oligossacaridens Quitosana - oligossacarideos

H-acetil-f-D-glicosaminidase

M-acetil-D-glicozamina D-glicosaming

Figura 02 — Ciclo da quitina.

3.6.2. Fontes e Processos de obtencao
A quitina € a segunda maior fonte de biomassa e o componente organico
mais abundante na estrutura esquelética de muitas classes de invertebrados, como
os artropodes, anelideos, moluscos e celenterados, estando também presente nas
paredes celulares de alguns fungos e em algumas espécies de algas [62].
A taxa de regeneragcdo da quitina na biosfera € de cerca de 2,3 x 10°
toneladas/ano, somente para os crustaceos, o que corresponde quase ao dobro da

mesma taxa relativa a celulose (1,3 x 10° toneladas/ano). Estima-se que, sé nas
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costas dos paises iberoamericanos, sejam produzidas anualmente cerca de 170 mil
toneladas de residuos ricos em quitina, provenientes da industria da pesca,
aquicultura e industrias de processamento de crustaceos e moluscos. Esta
produgao corresponde a uma fatia de 12% no total dos residuos ricos em quitina
produzidos em todo o mundo [63].

Os restos das carapacas dos crustaceos, além de quitina, contém proporcdes
variadas de proteinas, sais de calcio (fundamentalmente carbonatos e fosfatos de
calcio) e pigmentos. Assim, o isolamento da quitina envolve normalmente trés
operagodes basicas: 1) desproteinizagdo, 2) desmineralizagao e 3) despigmentagao.

Para eliminacdo das proteinas, a matéria-prima € normalmente tratada com
uma solucao alcalina e levada a temperaturas que podem variar entre 65 a 100 °C.
Em alguns trabalhos foram adotadas solugbes aquosas de Na,CO3s, NaHCO3;, KOH,
K2CO3, Ca(OH)2, Nax;S0O3, NaHSO4, Ca(HSOs3),, NasPO4 e NazS no isolamento das
proteinas, embora na maioria dos trabalhos seja escolhido o NaOH, variando
ligeiramente o intervalo de temperatura, e de uma forma mais ampla, o intervalo de
concentracdo da base, o tempo de duragdo da operacdo € o numero de
operacgdes [63].

O conteudo mineral dos residuos dos crustaceos oscila entre 30 e 55%, e é
constituido principalmente por carbonato de calcio e, em menor proporgédo (10%),
por fosfato de calcio. A remogao desta matéria inorganica é realizada através de
tratamento com varios acidos a diferentes concentragdes, como o HNOj3;, H,SOs3,
CH3COOH e HCOOH e, na maioria dos casos, o HCI [64].

Os exoesqueletos dos crustaceos contém pigmentos que ndo se encontram
complexados com materiais inorgénicos ou proteinas, ndo sendo eliminados pelos

tratamentos mencionados. Estes pigmentos podem ser eliminados por extragdo com
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etanol ou acetona, depois do tratamento de desmineralizagdo, ou por tratamento
com KMnO4, NaClO, SOz, NaHSO3, Na;S,04 ou H,0, [63],[64].

Depois de realizadas as trés etapas para o isolamento da quitina, o material
seco é caracterizado de forma a definir as suas propriedades através de parametros

como, por exemplo, o grau de acetilagado (GA) ou de desacetilagédo (GD = 1- GA).

3.6.3. Estrutura da quitina
A estrutura da quitina é constituida por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-
glucose, também designada N-acetil-D-glucosamina (GIcNHACc), unidas por ligagdes
glicosidicas B (1>4) (Figura 03). A sua estrutura é bastante semelhante a da

celulose (Figura 04), na qual o grupo hidroxila do carbono 2 do anel de

glucopiranose se encontra substituido por um grupo acetamida.

H QH Hl H

HO

H OH

Figura 04 — Estrutura da celulose.

Por ser um produto natural, a quitina ndo possui uma composi¢cao uniforme.

As diferentes cadeias polissacaridicas que compdem o polimero apresentam
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diferengas importantes ao nivel do tamanho, percentagem de grupos acetamida e
posicdo destes grupos ao longo das cadeias poliméricas. A Unica excegao
conhecida é a quitina obtida a partir de algas diatomaceas (Thalassiosira fluviatilis e
Cyclotella cryptica), na qual todas as unidades monomeéricas sao iguais [65].

ApOs a desacetilagdo da quitina, a quitosana é caracterizada pelo seu grau
de acetilacdo (GA), representado na Figura 05, na qual o GA tende a zero para a

quitosana e a um para a quitina.

Figura 05 — Estrutura quimica quitina/quitosana.

Dependendo da sua origem, a quitina pode existir sob trés formas diferentes,
definidas de acordo com a disposi¢cédo das cadeias que constituem o polimero. Na a-
quitina, as cadeias poliméricas apresentam-se em disposi¢gao antiparalela, na (-
quitina apresentam-se em disposigao paralela e na y-quitina verifica-se um misto
das duas disposig¢des, segundo o esquema da Figura 06.

A forma mais estavel e mais abundante é a a-quitina, encontrada onde é
necessaria maior rigidez, como no exoesqueleto dos artropodes. As outras formas
(B-quitina e y-quitina) sdo encontradas, por exemplo, nas lulas e sdo caracterizadas
por apresentar simultaneamente flexibilidade e resisténcia. Mediante tratamento
quimico adequado é possivel converter as formas 3 ou y na forma a, no entanto,

estas conversdes sao irreversiveis [66].
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Figura 06 — Orientagdes das cadeias poliméricas nas diferentes formas de quitina.

3.6.4. Solubilidade

A quitina apresenta uma afinidade limitada por solventes devido a forte
ligacdo hidrogénio intermolecular. Sua solubilidade em alguns solventes esta
relacionada com o tipo de matéria-prima utilizada para sua obtencdo. A a-quitina
nao é soluvel e nao incha apreciavelmente em solvente comuns. Sendo soluvel
somente em solventes especiais como a N,N-dimetilacetamida (DMAc) e a N-metil-
pirrolidona (NMP) contendo 5-10% em massa de LiCl. Misturas de DMAc e NMP
contendo de 5-8% de LiCl sdo frequentemente empregadas para obter filmes por
casting [63]. Metanol saturado com cloreto de calcio dihidratado, um solvente para
nylons, foi utilizado para dissolver a quitina, embora o cloreto de calcio anidro
aparentemente nao tenha sido eficaz [67]. A B-quitina obtida das cascas de siri,
camarao e caranguejo, € soluvel em solventes do tipo hexafluoroisopropanol e
hexafluoroacetona e €& completamente soluvel em cloroalcoois associados a
solugdes aquosas de acidos minerais ou acidos organicos [68],[69].

A quitina soluvel em agua contém aproximadamente 50% de aminas livres, é
obtida pela desacetilagdo controlada [70]. A solubilidade é obtida em condigbes de
hidrdlise homogénea para assegurar a distribuicdo randémica dos substituintes

acetila [70].
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3.6.5. Degradacgéo térmica

Quando polimeros sao aquecidos a temperaturas mais elevadas, varias
mudancgas fisicas e quimicas podem ocorrer como formagdo de gases, liquidos,
mudancgas de cor, etc. A degradagao térmica € uma reagdo que envolve a ruptura
das ligacbes da cadeia principal, bem como em cadeias laterais. A capacidade do
polimero em resistir a decomposi¢cao quimica causada pelo aquecimento é chamada
de estabilidade térmica. A estabilidade térmica € geralmente caracterizada pela
temperatura na qual a decomposicdo do polimero se torna perceptivel, isto €, pela
formacéao de produtos e pela cinética do processo. Um dos fatores determinantes da
estabilidade térmica do polimero é a energia das liga¢gdes da cadeia principal [71]. A
ligacdgo C-C é uma das mais resistentes a degradagdo térmica, sendo
especialmente estavel no diamante. A presengca de atomos de hidrogénio na
molécula do polimero (macromolécula) diminui a energia da ligagdao C-C, motivo
pelo qual os hidrocarbonetos de alta massa molar e seus derivados possuem
comparativamente baixa estabilidade, sendo facilmente degradados com o
aquecimento a temperaturas mais altas [72]. Quitina e quitosana, quando aquecidas
a temperaturas mais elevadas, sofrem degradagdo. Os termogramas da quitina e
quitosana realizados por calorimetria de analise térmica diferencial e
termogravimétrica, mostraram um efeito endotérmico a 60 °C (liberagdo da agua
absorvida), seguido por fortes efeitos exotérmicos a 280 °C e 480 °C. A estabilidade
térmica da quitina aumenta com o aumento do grau de acetilagao, isto €, quando a
forma acetilada prevalece, o efeito exotérmico aparece em 320 °C, enquanto que na

forma desacetilada o efeito ocorre a 280°C [73].
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3.6.6. Aplicacdes da quitina

A quitina possui baixa toxicidade e é inerte no trato gastrointestinal dos
mamiferos; é biodegradavel, devido a presenga de quitinase amplamente distribuida
na natureza e encontrado em bactérias, fungos e plantas, e no sistema digestivo de
muitos animais. As quitinases estdo envolvidas na defesa contra a invasdo de
bactérias. As lisozimas obtidas a partir do ovo branco, figo e papaya, degradam a
quitina e a parede celular bacterial. Foi demonstrado que um certo grau de
desacetilacdo € necessario para permitir a hidrolise da quitina.

A quitina apresenta grande variedade de usos, principalmente na industria
téxtil, alimenticia e de cosméticos. Entretanto, sua maior aplicacdo encontra-se na
producao de quitosana, que pode ser utilizada em diversas aplicacdes.

A quitosana é produzida comercialmente pela desacetilagao da quitina, com a
hidrdlise dos agrupamentos acetamida (NHCOCHs3) para grupamentos amina (NHy).

A quitina em especial se mostra mais favoravel a aplicagdo em biomateriais
devido ao grupamento acetamida, presente em maior quantidade em sua estrutura,
comparado com a quitosana. Este grupamento é muito similar a ligagdo amida
presente nas proteinas que constituem o tecido vivo, fazendo a quitina ser mais
biocompativel que a quitosana. O grupamento amina, presente em maior
quantidade na quitosana, tem acado hemostatica quando implantada como
biomaterial.

Esses dois polimeros, quitina e quitosana, nativos ou quimicamente
modificados ocupam uma extensa area de aplicacido em varios tipos de industrias e
tecnologias como também na medicina devido as caracteristicas fisico-quimicas

significativas e convenientes.
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Tanto a quitina como a quitosana apresentaram baixa toxicidade em ensaios
de laboratério [74], também atividade farmacolégica como aceleradores de
cicatrizacdo em pacientes diabéticos [74],[75]. Lentes de contato feitas a partir da
quitina sao mais biocompativeis com relacdo as produzidas por plasticos
sintéticos [77]. Produtos baseados em quitina existem atualmente no mercado, sob
a forma de pé finamente dividido, tecidos-ndo—tecidos, esferas microporosas, géis
liofilizados, laminados e filmes transparentes. Derivados da quitina em solucéo
salina podem ser administrados por via intramuscular ou endovenosa [78].

Outro fator importante deve-se ao fato da quitina e a quitosana serem
essencialmente ndo digeridas em humanos, ja que ndés ndo possuimos em nossa
flora intestinal, bactérias que contenham quitinases e quitosanases [79],[80],[81].
Tais enzimas estdo presentes em baixas concentragdes na saliva e nos fluidos
estomacais humanos, degradando quitina e quitosana em pequena extensdo. A
degradacéo hidrolitica também ocorre no estémago, em pH entre 1 e 2 [82].

Os efeitos dietéticos da quitina e da quitosana em animais de teste tém sido
examinados em varios estudos. Coletivamente estes indicam que a toxicidade da
quitosana ¢é relativamente baixa e esta apresenta substancial atividade
hipocolesterolémica. A quitina parece ter menos efeitos toxicos que a quitosana, no
entanto ndo tem demonstrado atividade hipocolesterolémica consistente. Vale
enfatizar que estudos em ratos tém sugerido que grandes quantidades de quitosana
(>2.5% da dieta total) sdo necessarias para se observar uma significativa redugao
do colesterol. Entretanto, o consumo de quitosana a niveis maiores que 5% podem
causar efeitos adversos tais como alteracbes hepaticas (hepatomegalia), renais,
reducdo nos niveis de hemoglobina, hipotrofia, diminuicdo dos niveis de proteinas

sanguineas, impedimento da conversdo do colesterol a coprostanol, que
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normalmente ocorre devido a agao das bactérias da flora intestinal. [83]. Apesar do
uso da quitina e da quitosana em alimentos serem muito limitados, patentes e
artigos cientificos tém sido publicados sobre este assunto nos ultimos anos. Dados
os efeitos hipocolesterolémicos apresentados e a recente demonstracédo por
japoneses que a quitina pode ser incorporada em processos alimentares parece
provavel o seu uso como ingrediente alimenticio [83].Atualmente ndo parecem
existir comercialmente disponiveis alimentos que contenham quitina como aditivo,
sendo que os que utilizam a quitosana, hoje, s&o muitos poucos, por exemplo,
alguns biscoitos dietéticos, macarrées e vinagres modificados [79]. Aplicagdes da
quitina e derivados podem ser classificadas de um modo geral em membranas para
rim artificial, sistemas para liberacdo controlada de farmacos, suturas absorviveis,
anticoagulante para sangue (tipo heparina), pele artificial, e aplicagdes anti
microbianas [78],[84]. Recentemente foi reportado um sistema de liberagao

controlada da farmacos por microesferas de quitina/poli(acido lactico) [84].

3.7. Policaprolactona

Um dos mais promissores polimeros sintéticos biodegradaveis é a
policaprolactona (PCL) (Figura 07), que € biocompativel, flexivel, apresenta baixo
ponto de fusado (67°C) [85],[86] e baixo mddulo, tipicamente 350-450 MPa [87],[88]
que a inviabiliza como substituto ésseo. E um poliéster alifatico linear semi-
cristalino, esta sujeito a biodegradagéo devido a susceptibilidade de suas ligagdes
éster alifaticas a hidrdlise. Os produtos gerados sdo metabolizados através do ciclo
do &cido tricarboxilico (TCA) ou eliminados diretamente pela secregcdo renal.

Extensivos estudos de biocompatibilidade in vitro e in vivo tém sido realizados,
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resultando na aprovacao pelo 6érgao americano Food and Drug Administration (FDA)
de um numero de produtos meédicos e liberadores de
medicamentos [89],[90],[91],[92]. PCL é considerada um material compativel com o
tecido macio e rigido, incluindo suturas reabsorviveis, sistemas liberadores de
farmacos, e como substituto 6sseo de enxertia. Contudo, aplicagcées da PCL podem
ser limitadas, porque as velocidades de degradagao e reabsor¢édo sao menores do
que as de outros poliésteres alifaticos, devido a sua hidrofobicidade e alta

cristalinidade.

i
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Figura 07 — Estrutura quimica da poli (e-caprolactona), PCL.

3.8. Poliuretano

A descoberta do grupo de polimeros atualmente conhecido por poliuretanos,
foi feita pelo Dr. Otto Bayer e seus colaboradores da |. G. Farbeindustrie,
Leverjusen, Alemanha, atual Bayer A. G., como uma resposta ao trabalho
concorrente sobre poliamidas (Nylons) realizado por Carothers para a Du Pont,
USA [93].

Os poliuretanos (PU) sédo formados pela reacdo de adigdo entre um
isocianato, composto que contém o grupo [-N=C=0] e um hidrogénio acido (H+)
existente em um outro composto. Esta reacdo de adicdo ocorre através da dupla
ligacdo C=N, sendo a reagdo mais importante a que ocorre entre um isocianato e
um composto que contenha o grupo —OH (hidroxila), formando ésteres carbamicos,

denominados uretanos, cujo grupo caracteristico € mostrado na Figura 08 [94].
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Figura 08 — Grupo caracteristico dos poliuretanos.

Estes polimeros sao industrialmente importantes devido a variedade dos
grupos presentes entre as ligagdes uretanicas, os quais podem dar origem aos mais
diversos produtos, como elastdbmeros, plasticos, espumas, e pela possibilidade de
polimerizagdo controlada pela formagao de intermediarios estaveis (pré-polimeros).
Estes permitem a adaptacdo do processo e da composicdo para obtencdo de
materiais que possam cumprir as mais variadas exigéncias. A forma mais simples
de um poliuretano € a linear, na qual o composto hidroxilado e o isocianato possuem
funcionalidade igual a dois. Porém, ao incorporar materiais com funcionalidade
maior que dois, sdo produzidos poliuretanos reticulados (ou entrecruzados), os
quais sao resistentes mecanica e termicamente, além de exibirem maior resisténcia
aos solventes, visto que sao insoluveis. Por estas razbes, os poliuretanos podem
ser sintetizados com grande variagao nas propriedades fisicas [95],[96].

A quimica envolvida na sintese de um poliuretano baseia-se nas reacées do
grupo isocianato. Os grupos isocianatos sdo extremamente reativos e facilmente
convertidos em grupos uretanicos sem formagao de subprodutos. A alta reatividade
dos isocianatos também pode gerar problemas, como danos a saude e possiveis
reacdes laterais ndo desejadas como a reagdo com a umidade do ar ou com grupos
uretanicos ou uréia da cadeia polimérica previamente formada.

Os elastdmeros de PU sdo uma classe de materiais que apresentam uma

deformacdo altamente reversivel. Este tipo de comportamento requer uma alta
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flexibilidade das cadeias, isto €, um baixo grau de interagdo intermolecular e a
presenca de entrecruzamentos, os quais previnem uma deformacdo plastica
causada pelo deslizamento das cadeias. A natureza do entrecruzamento pode ser
fisica ou quimica, sendo ambas utilizadas nos elastdbmeros. O entrecruzamento
fisico € obtido através da formagao de ligagbes de hidrogénio, as quais levam a
formagdo de dominios rigidos. Ja o entrecruzamento quimico € introduzido via
constituintes tri- ou multifuncionais. Uma vez introduzido, o entrecruzamento
quimico produz uma rede irreversivel, a qual nao pode ser facilmente destruida por
tratamento térmico, como ocorre no entrecruzamento fisico [97].

Poliuretanos com ligagdes cruzadas fisicas ou virtuais constituem um tipo de
copolimeros em bloco, formados por segmentos flexiveis e rigidos alternados.
Devido a diferenca de polaridade e natureza quimica dos blocos, estes se separam
originando duas fases, formadas pela agregagcdo dos segmentos rigidos e flexiveis.
Os segmentos rigidos, contendo os grupos uretanicos associam-se em dominios
altamente coesos devido a formacgéo de ligagcdes de hidrogénio (Figura 09). Assim,
0s segmentos rigidos atuam como pontos de entrecruzamento fisico. Poliuretanos
segmentados sdo desta forma, polimeros constituidos de duas fases (bifasicos),
sendo que as propriedades do material sao afetadas pela extensdo da
separacao [97].

Além da razéo rigido/flexivel entre segmentos e a natureza quimica destes, a
morfologia dos poliuretanos é afetada por uma série de outro fatores, tais como
condi¢cdes de polimerizagao, reatividade relativa entre as hidroxilas do macroglicol e
as do extensor da cadeia, compatibilidade entre os reagentes, efeitos de

concentracao, particao dos reagentes entre fases e viscosidade, para citar os mais
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relevantes. A correlagcdo entre algumas destas variaveis com a morfologia final e
comportamento fisico destes materiais tem sido objeto de intensa pesquisa [97].

Os elastdbmeros de PU sao obtidos através de dois procedimentos basicos: a
técnica do pré-polimero e o método em uma etapa (one-shot process). Dentro do
meétodo do pré-polimero, um diisocianato e um diol de cadeia longa sdo misturados
em quantidades pré-estabelecidas, de modo a se obter uma concentragao
especifica de segmentos rigidos e flexiveis, sendo que a reagdo € conduzida até
que todos os grupos hidroxilas sejam consumidos. Quando um excesso de grupos
isocianatos é utilizado, a molécula de pré-polimero formada tem a terminagcédo NCO,

sendo que a razao [OH]/[NCO] determina a massa molecular do pré-polimero [97].

segmento flexivel fase flexivel

/

segmento rigido dominio rigido

Figura 09 — representacdo esquematica da separagdo de fases em poliuretanos

segmentados.

As principais reagdes da quimica dos poliuretanos séo as seguintes [97]:

- Formagéao da ligagéo uretanica

O
[l
R—NCO + HO—R'—= R—N—C—0—R' 1)

- Formagéao da ligagéo uréia

0
R—NCO + HN—R — R—N—C—N—R' 2)
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- Reacdo com agua

H O
I
R—NCO + MO —R—-N-C-OH — R—NH, + CO,

- Formacao de alofanato

P9 i
R—NCO + ~w N—C—0 mw —> MW ITI—C—O MW
-Formacéo de biureto
TR Y
R—NCO + ~m~ N—C—N mw —> ITI—C—N MW
RNH—C=0

()

Para preparar um segmento de PU linear (sem ligagbes cruzadas), as
reacoes 4 e 5 devem ser eliminadas, sendo que a reagcédo 2 € uma consequéncia da
reacao 3. Alofanatos sdo formados a uma velocidade de reacao consideravel em
temperaturas entre 120 e 150°C, sendo que esta reagcao também pode ocorrer a
temperaturas mais baixas quando um excesso de isocianato esta presente. A
formacao de biureto ocorre na mesma faixa da temperatura que a de alofanato. A
propriedade basica dos grupos alofanato e biureto é sua baixa estabilidade térmica,
desde que a dissociagdo aos componentes de partida ocorre a partir de 150°C. Isto
significa que o material que foi quimicamente entrecruzado com grupos alofanato e
biureto ira sofrer quebra destas ligacbes, visto que o entrecruzamento € um
processo reversivel acima desta temperatura. Todas as temperaturas citadas acima

podem ser consideradas como aproximadas, desde que as reacdes quimicas
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podem ocorrer em velocidades baixas a baixas temperaturas. Assim, o tempo é um
fator tdo importante quanto os limites de temperaturas utilizados [97],[98]:

Devido a versatilidade de estruturas que podem ser obtidas através da
reacado de isocianatos com alcoois ou aminas, os poliuretanos tém sido bastante
explorados na sintese de polimeros biodegradaveis [99],[100]. Alguns exemplos
incluem poliuretanos preparados utilizando-se um extensor de cadeia por reacéo de
L-fenilalanina e 1,4-ciclohexano di-metanol [101]. Poliuretanos contendo
grupamentos ibuprofeno pendentes [102], contendo mono- e di-sacarideos [103], ou
ainda sintetizados na presencga de componentes vegetais tais como melaco, lignina,
madeira, café moido foram preparados com vistas a produgdo de estruturas
biodegradaveis de baixo custo e com boas caracteristicas de desempenho
mecanico [104]. Correlagbes entre biodegradabilidade e composicdo foram
estabelecidas introduzindo-se variagbes estruturais nestes polimeros, através do
uso de diferentes di-isocianatos, macroglicois e extensores de cadeia, avaliando-se

a biodegradabilidade em fungado da composicao [105].
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4 1. Materiais e métodos

4.1.1. Sintese do pré-polimero de poliuretano (PU)

Para a sintese do poliuretano foram utilizadas a PCL (Acros; Mn= 2000) seca
a vacuo (5 mmHg) a temperatura de 70°C por 24 horas. O diisocianato de tolileno,
TDI (composto de uma mistura de isbmeros 2,4/2,6 na proporgéo 80/20) (Bayer do
Brasil) destilado sob pressao reduzida (5 mmHg) e armazenado em refrigerador. O
Solvente utilizado para a reagcdo de sintese do PU, o N-metilpirrolidona, NMP
(Vetec), foi primeiramente tratado com MgSO. anidro e depois desta secagem
inicial, o solvente foi tratado com hidreto de soédio. Em seguida, o NMP foi destilado
sob presséao reduzida (5 mmHg). O isopropanol (Vetec) foi utilizado apos a secagem
e destilacdo. Para a solubilizagdo da quitina (Fluka) foram utilizados o NMP e o
cloreto de litio (Vetec).

O pré-polimero foi sintetizado adaptando-se o procedimento relatado por
Simas et al [106], descrito a seguir: 1 mol de poli(e-caprolactona) diol, PCL
(Mw=2000 g.mol™, Acros), dissolvido em NMP, reagiu com excesso de TDI (5% em
massa), a 65°C e sob atmosfera de nitrogénio, durante 2 horas. Na preparagao do
composto modelo do PU, adicionou-se excesso de isopropanol para reagir com as
terminagées NCO livres do pré-polimero. Esta reagéo esta representada na Figura

10.
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Figura 10 — Sintese do poliuretano (PU): (a) pré-polimero e (b) composto modelo.

4.1.2. Sintese da rede poliuretano/quitina (rede PU/QTN)

A rede PU/QTN foi obtida através da reacdo entre cadeias de PU com
terminacdo NCO (pré-polimero uretanico, Figura 10 (a) e quitina (Fluka-
Mr=400.000), previamente dissolvida em NMP com 5% de cloreto de litio. O pré-
polimero uretanico utilizado em todas as sinteses das redes foi preparado
imediatamente antes da adigdo da quitina, a fim de garantir o teor de NCO livre.
Foram preparadas redes de PU/QTN onde a concentracdo maxima de PU
adicionada na quitina era de 70% (m/m).

O tempo de reacgao utilizado na preparacédo das redes foi de 4 horas, sendo
que neste periodo estava incluida a sintese do pré-polimero uretanico. Apos o
término da reacao o produto foi vertido sobre uma placa de vidro e curado a uma
temperatura de 70°C por 48 horas. Em seguida as amostras foram lavadas com

agua destilada, para a retirada do cloreto de litio e do solvente restante nos filmes.



42

4.2. Preparagao das blendas de poliuretano/quitina (blendas PU/QTN)

As blendas PU/QTN foram obtidas através da mistura fisica dos dois
polimeros, o PU dissolvido em NMP e a quitina em NMP com 5% de cloreto de litio.
Estas foram preparadas, a fim de obter-se uma comparagdao com as redes, em
termos de propriedades fisicas.

Apos 24 horas de agitagdo magnética da mistura, a solugéo foi vertida em
substrato de vidro, e seca em estufa a 70°C por 48 horas. Assim como nas redes as
blendas foram lavadas com agua destilada.

Tanto nas redes como nas blendas foram obtidos filmes com composi¢des de

PU/QTN (m/m) nas propor¢des: 10/90, 20/80, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30.

4 .3. Tratamento térmico dos filmes de PU/QTN

Primeiramente os filmes foram colocados na estufa a vacuo (5 mmHg) a 80°C
por 1 hora, resfriados até a temperatura ambiente, em seguida levado a temperatura
de -40°C por 24 horas e novamente a temperatura ambiente no dessecador para

analise de DMTA.

4.4. Ensaios biologicos

Vérias técnicas de avaliagdo da adequacdo de um novo material para
aplicagcbes biomédicas tém sido desenvolvidas numa tentativa de simular do
desempenho do material apds sua insergdo no corpo humano. Essas técnicas

compreendem testes in vitro e testes in vivo. Para testes in vitro, sdo utilizados



43

normalmente testes de bioatividade em liquido corporal simulado e estudos em
cultura de células. Os estudos em cultura de células normalmente compreendem
testes de citotoxicidade, medigdes bioquimicas de atividade celular, avaliacdo de

proliferagao, crescimento e morfologia celular.

4.4.1. Ensaios de grau de hidratagdo e degradacgao in vitro — Solugéo de
HBSS.

Para a determinacdo do grau de hidratagdo dos filmes, estes foram
previamente pesados, mergulhados na solugédo por 48 horas, eliminado o excesso
de solucdo superficial para posterior pesagem. O calculo para a determinagédo de
quanto o filme absorveu agua é a seguinte:

. m, —m
%agua = ———

x100 (1)

1
onde my e my representam as massas das amostras secas e apds imersdo na
solucéo.

Com os ensaios de degradacao pretendeu-se estudar o comportamento de
biodegradag¢ao do material num meio que simula os mecanismos desencadeados no
organismo, que ocorrem quando estes materiais sao colocados em contato com os
fluidos do corpo humano.

Foi preparada a solugédo de HBSS (Hanks's balanced salt solution), solugéo
fisiolégica que simula a concentragdo salina do soro humano, tendo a seguinte
composi¢cao em sais (Vetec) (tabela 04):

O pH da solucao foi equilibrado para 7,4. A solucao foi filtrada em filtro 0,22

pum (TPP) para a esterilizagdo do mesmo.
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Tabela 04 — Composicao da solugido HBSS

Compostos Concentragéo (g/dm®)

NaCl 8,0
CaCly 0,14

KCI 0,4
NaHCO; 0,35
MgCl,. 6H,0 0,1
Na;HPO,4.2H,0 0,06
KH2PO4 0,06
MgSO4 7H20 0,06
Glucose 1,0

Para os ensaios de degradacao as amostras foram escolhidas de forma a
apresentarem uma area especifica de exposi¢cao a solugao de aproximadamente 0,2
cm™ (&realvolume) para um volume final de 30 cm?®, estas foram esterilizadas em
autoclave (120°C) por 30 min, imersos na solugdo de HBSS a 37°C, em recipiente
individuais de 50 cm?®, e com agitac&o (150 rpm) por 120 dias.

Os ensaios foram realizados em duplicatas.

Figura 11 — Amostras (se¢do quadrada utilizadas durante os ensaios de
degradacéo).
4. 4. 2. Avaliacao da citotoxicidade e biocompatibilidade

- Cultivo celular:

Foram utilizadas células Vero, linhagem de células epiteliais provenientes de
rim de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops), ATCC no CCL-81

(ATCC [107]), doadas pelo Centro de Diagnostico Marcos Enrietti — CDME/SEAB -
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PR. As células Vero foram mantidas em meio meio Eagle (Minimum essential
medium eagle, Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell),
enrofloxacina (Bayer, 10 mg/L), penicilina G-potassica (Cultilab, 100.000 UI/L),
sulfato de estreptomicina (Cultilab, 100 mg/L) e anfotericina B (Crisalia, 1,25 mg/L),
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Realizaram-se as trocas do meio sempre que houve
acidificacdo e os repiques foram realizados sempre que a cultura atingiu a
confluéncia. Para avaliar a viabilidade celular e adequacédo do inoculo para os
testes, apds 48 horas de incubacao em estufa de CO,, utilizou-se o método de
exclusao pelo Azul de Tripan (Vetec) onde os meios de cultura tripsinizados foram

coletados, e as células viaveis foram contadas em Camara de Neubauer.

- Avaliacio da citotoxicidade dos produtos liberados no ensaio de degradacéo

com solucdo de HBSS:

Em termos biologicos, sabe-se que um material biomédico ideal ndo deve
liberar produtos toxicos e nem mesmo causar reagdes adversas, o que pode, em
primeira instancia, ser avaliado através de testes de citotoxicidade in vitro. Para este
ensaio foi utilizada uma cultura de células Vero. O meio de cultura utilizado foi o
Eagle suplementado com 10% de SFB. A técnica empregada no ensaio de
citotoxicidade, desenvolvida por Mosmann [108], 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.

Os filmes de quitina pura, poliuretano puro, redes de quitina-poliuretano

(10/90, 20/80, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30) foram colocados em contato com
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solugéo fisioldgica simulada esterilizada (HBSS, conforme descrito anteriormente). A
citotoxicidade do material liberado no meio foi avaliado sobre células Vero.

As células Vero foram cultivadas em microplacas de 96 pogos (10.000 células
viaveis/pogo, 200 uL/pogo, meio Eagle suplementado com 10% de soro fetal bovino
e antibidticos) por 48 h em estufa de CO, (5,0%) a 37°C. Apds o fechamento da
monocamada celular, o meio de cultura foi retirado e foram adicionados:

e controle negativo: meio Eagle 2% de soro fetal bovino e ATBs;

e controle HBSS (sem ter entrado em contato com os filmes): HBSS1
(diluido 1,5x); HBSS2 (diluido 3x), HBSS3 (diluido 6x), HBSS4 (diluido
12x), HBSS5 (diluido 24x);

e meio (HBSS) que ficou em contato com os filmes de quitina pura e
poliuretano puro, redes quitina-poliuretano (10/90, 20/80, 30/70, 40/60,
50/50, 60/40, 70/30), nos quais foram feitas a mesma dilui¢gdes: 1
(diluido 1,5x); 2 (diluido 3x), 3 (diluido 6x), 4 (diluido 12x), 5 (diluido
24x).

Para as amostras onde foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as médias de absorbéancias foi determinada a porcentagem de
células Vero vivas em relagcéo ao controle negativo (células em contato apenas com
meio de cultura), considerando 100% de viabilidade a média de absorbancia do
controle negativo.

Teste F (Fisher Snedecor):

Fiabelado (graus de liberdade do numerador = n; = 8, graus de liberdade do
denominador = n, =8) = 3,44

F calculado = Maior variancia/menor variancia
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Caso 0 Feaculado S€j@ maior ou igual a 3,44, as variancias das amostras séo
diferentes e, portanto, os graus de liberdade (V) que serdo empregados no teste t

deverao ser recalculados pela equacao:

2
w, + @,
vo| @rer |, 2
W, @,
n+1 n,+1
onde:
So= variancia amostral,
SZ
@, =L (3)
n1
2
S
w,=—% (4)
n

Teste t (student) bilateral:

tiabelado (graus de liberdade= n4 + ny=nivel de significancia=0,05, = 2,14.

X, - X,

tcalculado =
2( 1 1 J
Sp| —+—
nl n2

onde X, = média do controle de adesao total e X1= média da amostra de filme.

A variancia ponderada (Sp) é calculada pela equagao:

s = (n1 _1)312 +(n2 _1)522
P n +n, -2

(6)

Caso 0 tcaculado S€j@ maior ou igual a 2,14, isso indica que ha diferenca
estatisticamente significativa entre as médias de absorbancia do controle e da
amostra.

Os experimentos de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de

Microbiologia Yasuyoshi Hayashi — Departamento de Patologia Basica — UFPR.
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- Avaliacdo da citotoxicidade in vitro das solucoes de HBSS (ensaio de

degradacéo ):

O ensaio de biocompatibilidade in vitro foi realizado conforme descrito por
Sarasam et al [109], através da quantificacdo pelo método do MTT ja descrito
anteriormente.

Os filmes de quitina-poliuretano (10/90, 20/80, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40,
70/30), além dos filmes de quitina pura foram cortados na forma dos pogos das
microplacas utilizadas (didmetro do pog¢o = 6,2mm) e previamente autoclavados
(121°C, 15min) para a esterilizagdo antes da adigdo no fundo dos pogos das
microplacas esterilizadas (TPP). O filme de PU foi obtido pela fusdo direta do
material dentro dos pogos (60°C), sendo depois esterilizado por meio de radiagao
ultravioleta (40min).

Como controle de total adesdo das células Vero (controle positivo) foi
utilizado como substrato a propria placa de poliestireno (n=8 pogos), contendo
somente células Vero (20.000 células viaveis/poco, sendo a contagem de células
viaveis realizada pela adicao de azul de tripan (Vetec) em camara de Neubauer).
Para as amostras (quitina pura, poliuretano puro, filmes de quitina-poliuretano),
foram realizados controles negativos (n=8), onde adicionou-se apenas meio de
cultura (200uL) e os testes, onde adicionaram-se células Vero (20.000 células/poco,
200 pL/pocgo). As células Vero foram deixadas em contato por 48 h, incubadas em
estufa de CO; (5,0%) a 37°C. Apds esse periodo, o meio de cultura foi retirado e
foram adicionados 50 uL de solugéo de MTT (1 mg/mL), mantidos em estufa de CO,
(5,0%) por 3h a 37°C. O MTT foi retirado e os cristais de formazan formados foram

solubilizados em DMSO (50 uL/pogo), sendo a leitura da absorbancia realizada em
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leitora de microplacas Thermoplate, modelo TP-reader, no comprimento de onda de
540nm (subtraindo a absorbancia de interferéncia da placa em 630 nm).

As absorbéncias das amostras de filmes com células foram subtraidas das
absorbancias dos controles de filmes sem células. Para verificar a existéncia de
diferencga estatisticamente significativa entre a média de absorbancia do controle de
adesao total (células cultivadas diretamente sobre a placa) e as médias de
absorbancia das células cultivadas sobre os filmes, foi aplicado o teste t (Student),
além do teste F (Fisher-Snedecor) para avaliar diferengas entre as variancias das
amostras.

Para as amostras onde foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as médias de absorbancias do controle de ades&o total e dos
filmes, foi determinada a porcentagem de células Vero aderidas aos filmes em
relagdo ao controle de adeséo total, considerando 100% de ades&o a média de
absorbéancia do controle de adesé&o total.

Os experimento de biocompatibilidade foram realizados no Laboratério de

Microbiologia Yasuyoshi Hayashi — Departamento de Patologia Basica — UFPR.

4.5. Ensaios in vivo

4. 5.1. Procedimento cirurgico
As cirurgias foram realizadas no Biotério da Universidade do Sagrado
Coragéo, apos a aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa. Para realizagdo dos
procedimentos cirurgicos, os animais foram submetidos a anestesia geral com
administragdo da medicagao pré-anestésica de relaxante muscular (Diazepan), na

dose de 0,1 mL por animal, seguido pela administragéo intramuscular do anestésico
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geral (Ketamina) na dose de 0,1 ml por animal (Figura 12 (a)). Apds este
procedimento, foi realizada a tricotomia da regido a ser operada (dorso) (Figura 12
(b)) e a regido passou pelo processo de assepsia com PVPI (polivinilpirrolidona)
topico (Figura 12 (b)). Realizou-se uma incisdo linear no dorso do animal, de
aproximadamente 1 cm, com tesoura reta (Figura 12 (c)). Apds a divulsdo dos
tecidos (Figura 12 (d)), o material foi a rede PU/QTN (50/50) (Figura 12 (e)), e
suturado com fio de seda, logo a seguir (Figura 12 (f)). Apés 15 dias e 30 dias, os
animais implantados com a membrana de quitina foram sacrificados com
superdosagem anestésica, o material implantado foi coletado (Figura 12) e fixado

em formol 10% para confecg¢ao de laminas histolégicas.

4.5.2. Analise histologica

A quitina, em pequenos fragmentos, foi implantada no tecido subcutédneo do
camundongo. Apos 15 e 30 dias o material foi removido cirurgicamente (Figura 13).
A peca cirurgica foi cuidadosamente removida tendo-se o cuidado de retirar todo o
tecido que circundava o material.

As pecas cirurgicas foram fixadas em formol a 10% por 5 dias. Em seguida as
pecas foram recortadas e submetidas a desidratacdo em solu¢des de alcool em
concentragcao crescente e, em seguida, clarificadas em xilol. Apds a clarificagao as
pecas foram incluidas em parafina e cortadas em fatias de 6 micrémetros de
espessura. Em seguida procedeu-se a coloracdo com a técnica da hematoxilina e

eosina.
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Y

(a) (b)

Figura 12 — Procedimento cirurgico: (a) anestesia do animal, (b) tricotomia (c)
assepsia com PVPI, (d) incisdo no dorso do animal, (e) Divulsdao da pele, (f)
implante filme (rede) PU/ QTN- 50/50.
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Figura 13 — Material coletado rede PU/QTN (50/50).

4.6. Caracterizacao dos materiais sintetizados

4.6.1. Determinac¢ao do M, e M,, do PU
Foi utilizado um cromatégrafo Waters de permeagao em gel equipado com
duas colunas HR4E e HR5E de poliestireno e uma bomba modelo 1500. O solvente
utilizado foi o DMF, em um fluxo de 0,6 mL.min™”, a 270°C sendo as colunas
conectadas a um detector duplo (UV, indice de refracao) e a calibragao foi baseada

nos padroes de poliestireno.

4.6.2. Caracterizagao espectroscopica
Para caracterizar os materiais poliméricos através da espectroscopia na
regidao do infravermelho utilizou-se um espectrofotdmetro Biorad FTS 3500GX
através do uso de pastilhas de KBr (Acros), acumulagdo de 16 medidas e resolugéo

de 4 cm™.
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4.6.3. Caracterizacao térmica

Para as medidas de termogravimetria (TGA) realizadas, foi utilizado o
equipamento Netzsch modelo 209, com aquecimento programado de 20°C/min com
um fluxo de nitrogénio de 15 mL/min, partindo a temperatura ambiente até 550°C e
de oxigénio até 800°C; Os ensaios de DSC foram realizados em equipamento
Netzsch DSC 204 F1, na faixa de temperatura de -30 a 120°C, em atmosfera inerte
(N2), com taxa de aquecimento de 10°C/min.

Para a caracterizagao termo-dindamico mecanica foi utilizado um equipamento
Netzsch modelo DMA 242, no modo de tracdo. Na faixa de temperatura de -100 a
200 °C, frequéncia de 1 Hz, atmosfera de N2 a 50 mL/min e taxa de aquecimento de

3°C/min.

4.6.4. Caracterizagdo morfolégica dos materiais por microscopia

eletrbnica de varredura
Os filmes de PU, quitina, blendas e redes de PU/QTN foram metalizados com
ouro no aparelho BAL-TEC modelo, SCD 005. As micrografias foram realizadas no
equipamento PHILLIP modelo XL030, com magnificacbes de 1000x e 2000x,

utilizando feixes eletrénicos com potenciais de 10 e 20 kV.

4.6.5. Cristalinidade dos filmes
As anadlises dos filmes por difracdo de raios X foram realizadas em um
difratbmetro de raios X, Shimadzu, XRD-6000, sob as seguintes condigdes:
voltagem de 40 kV, corrente de 30 mA, 26 variando de 5 a 60°, velocidade de
varredura de 1°/s, radiacdo Cu-ka=1,5418° A°. Para a realizagdo dos ensaios, as

amostras foram fixadas em um suporte de aluminio.
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A cristalinidade das amostras foram determinada pelo Data Collection of Joint

Comitee on Powder Diffraction Standard, PCPDWIN version 2.2, June 2001.

4.6.6. Caracterizacdo mecanica
Para a caracterizagdo mecanica de tragao, cinco amostras de cada filme
foram testadas em um equipamento Instron 4467, utilizando uma célula de carga de
10 kN, na velocidade de 5 mm/min e comprimento inicial (Lp) de 10 mm, na

temperatura ambiente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Determinagdo da massa molar do poliuretano

Através da cromatografia de permeacao em gel (GPC), foi determinado para
PU uma massa molar ponderal média (M,,) igual a 66.000 e uma massa molar

numérica média (M) de 48.000. A polidispersao do material foi de 1,4.

5.2. Sintese das redes e blendas de Poliuretano/Quitina

A Figura 14 apresenta uma proposta de estrutura para a rede de
Poliuretano/Quitina sintetizada neste trabalho. Neste esquema observa-se que os
grupamentos NCO do pré-polimero de PU reagem com os grupamentos amida e as
hidroxilas da quitina. Considerando que o tamanho médio dos segmentos
poliuretanicos foi mantido constante, a distancia média entre os pontos de
entrecruzamento (densidade de ligacbes cruzadas) foi variada sistematicamente

através da variagédo da razdo PU/QTN na sintese.
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5.3. Caracterizagao espectroscopica dos materiais

5.3.1. Espectroscopia na regido do infravermelho
A Figura 15 apresenta o espectro de infravermelho do PU sintetizado. As

atribui¢cdes dos picos principais estao relacionados na Tabela 05.

CH2

CH2

% Transmitancia (u. a.)
<

VC=O, ligada

/L
7/ 1

y T y T y y T y T y
4000 3500 3000 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 15 — Espectro de IV do filme de PU.

Tabela 05 — Atribuicdes das principais absorgcdes de espectro do PU.

Bandas/cm’ atribuicdo
3352 v (N-H) de amina (H livre)
2945, 2868 Vassim. CH2
1724 v(C=0) uretanico (carbonila ligada)
1600, 1535 v(C=C) de anel benzénico
1240,1184 v(C-0-C)
732 v (C-H) de anel aromatico

E importante ressaltar que nos espectro ndo foi detectado a presenca de

isocianato residual (2250 cm™).
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Analisando o espectro do filme de quitina (Figura 16), as absorc¢des

caracteristicas deste polimero estao representadas na Tabela 06.

% Absorbancia (u. a.)
—
—

% Transmitancia (u. a.)

T T T T T T
4000 3000 2000 1000
Numero de Onda (cm'1)

Figura 16 — Espectro de IV do filme de quitina.

Tabela 06 — Atribuicbes das principais absor¢des de espectro da quitina.

Bandas/cm’ Atribuicdo
3455 v (O-H)

3260, 3106 v(N-H) de amida (H ligada)
2866 Vassim.CH2

1652, 1619 v(C=0)
1558 ONH

A partir do espectro € possivel determinar que a quitina utilizada neste
trabalho foi a a-quitina. Pois analisando a regidao onde ocorrem as bandas devidas
as vibragdes de deformacao axial de C=0, o desdobramento da banda amida é
observado no espectro da quitina (regido ampliada). Uma banda em 1652 e 1619
cm” sdo observadas no espectro de a-quitina, 0 que ndo ocorre no caso da B-

quitina, esta apresenta somente uma banda em aproximadamente 1660 cm™.
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Pelos espectros de infravermelho das blendas e das redes (Figura 17), é
importante notar que nao foi possivel detectar com a clareza necessaria a absorgao
do grupamento uréia formado pela reagcdo dos grupamentos isocianato terminais do
PU com os grupamentos acetamido da quitina. Para comparagao, foi sintetizada
uma rede modelo a partir de quitina com TDI (Figura 18). No espectro relativo a esta
(Figura 19) verifica-se que a carbonila sofre um deslocamento de 1731 (carbonila
uretanica ) para 1652 cm’' caracteristica de ligacbes do tipo uréia, o que néao foi
observado nos espectros das redes. Este efeito se deve a proximidade das bandas
de amida, da quitina, da carbonila uretanica e da ligacdo uréia, que podem estar

sobrepostas dificultando a visualizagdo dos mesmos.
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Figura 17 — Espectros de IV das redes e blendas (a) 20/80 (b) 40/60 e c) 60/40.
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5.4. Caracterizacao termogravimétrica (TGA)

Os resultados obtidos através da TGA do PU, quitina e das blendas estao
mostrados na Figura 20. O filme de PU apresentou uma regido principal de perda de
massa entre 218-475°C (Am=96,61%)
uretanicas, e a quitina apresentou duas regides de perdas de massa principais, a
primeira entre 20-65°C (Am=12%) relacionada a evaporagédo de moléculas de agua;
a segunda, entre 188-399°C, atribuida a degradagdo da estrutura sacaridica
incluindo a desidratacido dos anéis sacaridicos e a decomposi¢cao das unidades
acetiladas e desacetiladas [110],[111], que se mostraram menos estaveis que as

ligacbes presentes no PU. A completa decomposi¢do dos polimeros ocorreu a

temperaturas superiores a 550°C sob atmosfera de oxigénio.

relacionada a quebra das
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Figura 20 — Curvas termogravimétricas em varias composigdes das blendas de

PU/QTN e dos polimeros puros.
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Devido as caracteristicas hidrofébicas da PCL constituinte do PU, esse
praticamente ndo apresenta perdas até 200°C, enquanto a quitina apresentou perda
de massa nessa faixa de temperatura que corresponde a saida de agua que foi
absorvida pelo polimero devido aos grupos hidroxilas presente na cadeia.

Nas blendas as perdas de massa de agua foram intermediarias aos dos
componentes puros. O aumento do conteudo de quitina acarretou num aumento da

massa de agua presente nas amostras (Figura 21).

104 "

Massa de agua/ %
| |

e e e e o R B e e e e e e e i
-10 0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100 110

Concentragao de quitina/ %

Figura 21 — Porcentagem de massa de agua em fung¢ao da concentragédo de quitina
nas blendas.

Pelas curvas termogravimétricas das blendas (Figura 20) também foi possivel
obter a temperatura de inicio de decomposi¢éo (T4), esta temperatura corresponde
a estabilidade térmica do material. Construindo um grafico de T4 em fungédo da
concentragdo de PU nas blendas (Figura 22) nota-se que em concentragdes
superiores a 40% de PU ocorre uma inversao sigmoidal indicando uma provavel

mudancga da fase continua nas amostras, onde a matriz seria constituida pelo PU e
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a fase dispersa pela quitina. Para se comprovar esta inversao de fase, ensaios com
outras técnicas de analise foram realizados.
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Figura 22 — T4 em fungéo da concentragao de PU presente nas blendas.

A partir das curvas termogravimétricas das redes (Figura 23) foi determinada
a temperatura inicial de degradacgao (T4) para as redes. Construindo um grafico de
Tgem fungdo da concentragdo de PU nas redes (Figura 24). Pode se observar que
com o aumento do conteudo de PU entre 10 e 40% ocorre um aumento da
temperatura inicial de degradagao, com um valor maximo para a rede contendo 40
% de PU, para concentragdes superiores a 50% de PU, observa-se diminui¢do da
temperatura inicial de degradagcao, sendo mais pronunciada para rede contendo
70% de PU. Este fato pode demonstrar que, devido a quantidade de reticulagao

PU/quitina, a estabilidade térmica da rede foi diminuida.

A diminuicdo na temperatura de degradagao (entre 200 e 300°C) quando

comparando com as blendas de mesma composigao (Figura 20), pode ser explicada
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pela formacdo das ligacbes do tipo uréia entre o PU e a quitina, que sao
termicamente menos estaveis do que as ligagdes uretanicas. A variagdo da
temperatura inicial de degradagdo (T4) das redes, quando comparados com o0s
resultados das blendas, pode ser explicada pelas diferentes possibilidades de
ligacdo dos grupamentos NCO terminal do pré-polimero com a quitina como
demonstrado na Figura 14. Seja produzindo ligagdes ureténicas com as hidroxilas

(OH), ou produzindo ligagdes uréia com o grupamento acetamida da quitina.

A reticulagdo permite um maior afastamento das cadeias de quitina,
reduzindo as fortes ligagdes do tipo hidrogénio entre as moléculas de quitina, desta
forma possibilitando um sutil aumento na absor¢do de agua como observado na
Figura 25, em relacdo as blendas. Ainda, nota-se que a curva obtida ndo apresenta

o0 mesmo comportamento linear das blendas, outro indicio de mudanga da estrutura

quimica.
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Figura 23 — Curvas termogravimétricas em varias composigdes das redes PU/QTN.



66

380

360 u

340

320 |

300

T (°C)

280 +

260

20—+ F"—+——F"—+—7"—+—
0o 20 40 60 80 100

Concentragao de PU (%)

Figura 24 — T4 em funcao da concentragcao de PU presente nas redes.
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Figura 25 — Porcentagem de massa de agua em fung¢ao da concentragédo de quitina

nas redes.
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5.5. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As transigdes vitreas (T4) do PU (Figura 26) e da quitina (Figura 27) foram
obtidas a partir de um tratamento térmico especifico. No caso do PU foi realizado
um resfriamento muito rapido a partir do fundido para minimizar a cristalizagdo do
polimero. Os valores obtidos foram 233 [112],[113] e -55,78°C, para quitina e o PU
respectivamente. Em uma blenda miscivel seria de esperar que as transicdes
vitreas fossem intermediarias aos seus componentes puros e no caso de blendas
imisciveis se observaria duas transigbes, no entanto, a T4 do PU é dificil de se
determinar nas blendas devido a alta cristalinidade conferida pela PCL, ja a Ty da

quitina ocorre a uma temperatura muito alta, devido a alta rigidez do polimero.
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Figura 26 — Curva de DSC do PU.
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Figura 27 — Curva de DSC da quitina.

O primeiro aquecimento foi realizado para apagar a histéria térmica das
blendas e compara-las em condi¢des térmicas similares.

A Figura 28 mostra as curvas de DSC para as blendas no resfriamento, as
quais foram utilizadas para a determinacdo das temperaturas de cristalizacao (T.),
apresentadas na Tabela 07. Durante o resfriamento houve um aumento dos valores
de T. do PU com o aumento do conteudo de PU de 10 a 50%. Este aumento pode
ser explicado pela formagao de dominio puros de PU dispersos na matriz de quitina,
e a medida que a concentragdo de PU aumenta na matriz de quitina, o tamanho dos
cristais também aumenta. Pode se observar que com 60% de PU ocorre uma
inversao de fase com PU como a matriz e a quitina como polimero disperso, pois
ocorre uma diminui¢do na temperatura da T, tendendo a T. do PU puro. Para a
blenda contendo 70% de PU houve um aumento da T.. Este resultado ndo esperado

pode ser explicado pelo fato de que com 70% de PU ocorreu uma separagao
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macroscopica de fases, e a regido onde o material foi coletado para analise se

mostrou parecida com a blenda contendo entre 40 e 50 % de PU.
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Figura 28 — Curvas de DSC para os polimeros puros e para as blendas PU/QTN, ao
resfriamento.

Tabela 07 — Temperatura de cristalizagao dos polimeros puros e das blendas.

Razao PU/QTN Tc (°C)
10/90 0,1
20/80 2,8
30/70 3,7
40/60 7.1
50/50 7,6
60/40 3,1
70/30 (7,1)

PU puro -7,4

Na Figura 29 s&o apresentadas as curvas de DSC para o segundo
aquecimento referente aos componentes puros e blendas em diferentes
composicoes. Sabendo que a PCL possui dois picos de fusdao em 45,1 e 51,4°C,
indicando a presencga de duas zonas cristalinas de diferentes graus de ordenamento
ou tamanho dos cristalitos. O mesmo foi observado para o PU, a temperaturas

menores (35,2 e 43,3°C). A quitina nao apresentou pico de fusdo, um resultado
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direto da alta rigidez da cadeia molecular tornando-o susceptivel a degradacéo
antes da fusdao. Nas blendas as variacbes na temperatura de fusdo foram muito
sutis (dentro do erro do equipamento), demonstrando que este método nao é

adequado para avaliar a miscibilidade das blendas.
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Figura 29 — Curvas de DSC para os polimeros puros e para as blendas PU/QTN, no

segundo aquecimento.

O gréfico da entalpia de fusédo (Figura 30) em fungédo da concentragdo de PU
nas blendas, mostra que o aumento de PU na faixa entre 10 a 40% acarreta em um
aumento exponencial na entalpia de fusdo. A concentragdes elevadas, o
crescimento é linear até 100% de material cristalino, ou seja, o AH; € proporcional ao
material cristalino de PU presente na amostra. A quitina influencia na cristalizagao
do PU nas blendas com até 50% de PU, refletindo a morfologia e as propriedades
térmicas dos polimeros. Nas concentracbes superiores com a inversao de fase
determinada pela T4 (TGA) e pela T, (DSC), onde a matriz € o PU e a quitina a fase

dispersa, prevalece o material cristalino do PU.
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Figura 30 — Entalpia de fusdo (AHf) da fase cristalina do PU em fungdo da

concentracédo deste nas blendas.
Para as redes (Figura 31) € possivel observar um pico de cristalizagéo,

indicando que uma quantidade de PU presente no material pode se cristalizar dentro

da rede.
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Figura 31 — Curvas de DSC para os polimeros puros e para as redes PU/QTN, no

resfriamento.
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Na segunda fusdo (Figura 32) sdo observados picos de fusdo, proximos ao
valor de fusdo do PU. Para todas as redes observa-se um pico largo a temperaturas
superiores a 50°C devido a presenga de agua nas mesmas.

As curvas relativas as redes de composicdo 70/30 PU/QTN nao foram
introduzidas nas Figuras 31 e 32, devido a separacédo de fases macroscépica que
ocorre a partir deste teor de PU nos materiais. Regides diferentes poderéo
apresentar quantidades diferentes dos componentes, e, portanto ndo serao

amostras representativas do todo.

41,3

20/80

411 30/70

44,7
40/60
/—/—/\—/—\

F_//SM/_\SW

40,9 457

44

DSC (mW/ mg (u.a.))

31,7 PU

T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)
Figura 32 — Curvas de DSC para os polimeros puros e para as redes PU/QTN, no

segundo aquecimento.
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5.6. Difracdo de raios X

As medidas de DSC nao podem ser aplicadas para o estudo da influéncia do
PU na cristalizagdo da quitina nas blendas, pois a quitina se degrada termicamente
antes da fusado. Para este estudo foram obtidos espectros de raios X a temperatura
ambiente.

Os espectros de difracdo do PU puro, quitina pura estdo apresentadas na
Figura 33 (a) e (b). O PU puro apresentou dois picos em torno de 23,5 e 21,3°
valores coincidentes com os relatados na literatura para a policaprolactona [114].
Este resultado demonstra que a fase cristalina do PU esta associada a cristalizagao
da PCL (segmento flexivel) [115]. O filme de quitina pura exibiu dois picos em 8,7 e
19,5 devido a presenga dos planos cristalograficos (020) e a mistura de (110) e
(040) respectivamente. Este resultado esta em geral de acordo com os encontrados
por Ren e Tokura [116].

Nos espectros das blendas (Figura 33 (c-i)), 0 aumento do componente de
quitina ou de PU inibe a cristalizacdo nas blendas PU/QTN, que esta consistente

com o caso normal de blendas binarias de polimeros semi-cristalinos [117].
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Figura 33 — Difratograma de raios X de PU (a) e de quitina (b) e das blendas

PU/QTN: (c) 10/90, (d) 20/80, (e) 30/70, (f) 40/60, (g) 50/50, (h) 60/40 e (i)70/30.
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O grau de cristalinidade determinado a partir dos componentes puros e das
blendas (Figura 34) demonstra que a cristalinidade da quitina diminui com o
aumento de até 40% de PU nas blendas. Isto pode ser explicado pela possibilidade
de se formar ligagdes hidrogénio intermoleculares entre as moléculas de PU e de
quitina que inibe a cristalizagdo desta. Acima de 40% com a inversdo de fase, a
cristalinidade das blendas €& determinada pela fase matriz de PU que possui um

valor de cristalinidade maior.
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Figura 34 — Porcentagem de cristalinidade das blendas com relagdo a concentragao
de PU.

Para as redes, pode-se observar pelas Figuras 35, que com o aumento de
material reticulavel (PU) ocorre uma diminuicdo na cristalinidade do filme, sendo
muito mais visivel para a rede 70/30, com o desaparecimento dos picos do PU
presentes na blenda de mesma composigao. A reticulagdo neste caso acareta em
um afastamento entre as moléculas de quitina, diminuindo a cristalinidade do

material. Este dado corrobora os resultados obtidos na TGA, que mostraram a rede
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degradando a temperaturas menores, devido ao maior grau de reticulagcéo

(formagao das ligagdes uréia menos estaveis).
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Figura 35 — Difratograma de raios X: a ) blenda e rede 30/70, b) blenda e rede 50/50
e c¢) blenda e rede 70/30.

5.7. Andlise termo-dinadmico- mecéanica (DMTA)

5.7.1. Poliuretano e quitina
Para o PU (Figura 36) observa-se nas curvas dos moddulos de
armazenamento (E’) e de perda (E”) um pico em aproximadamente -30° C atribuido
a transigéo vitrea (Tg4) do PU. O perfil do pico de T4 na curva de E”, é caracteristico
de polimeros semi-cristalinos [118]. A diminuicdo abrupta do moddulo de

armazenamento (E’) nesta mesma faixa de temperatura comprova a transigao.
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Acima de 50°C nao é possivel observar nenhuma transicdo, pois o polimero ao

passar por Tg escoou completamente.
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Figura 36 — Modulo de armazenamento (E’) e de perda (E”) para o filme de PU.

Para o filme de quitina (Figura 37) observa-se um aumento no modulo de
perda (E”) e de tan & com o aumento da temperatura, demonstrando um aumento
na rigidez do filme com a saida de agua, que atua como plastificante. Em torno de
30°C na curva de tan d observa-se uma relaxacado atribuida a movimentagao das
moléculas de agua ligadas ao filme de quitina e posterior saida, como observado na

curva de delta S, pela retracao do filme.
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Figura 37 — Modulo de perda (E”), tan d e delta S para o filme de quitina.

Nas blendas de PU/QTN observa-se no mdédulo de perda (E”) (Figura 38)
uma intensificagdo na curva (regido entre -40 e 0°C), devido a interagdo PU e
quitina. A introdugdo do PU aumenta a flexibilidade da blenda a partir desta

temperatura.
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Figura 38 — Médulo de perda (E”) para as blendas PU/QTN.
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Na curva de tan & (Figura 39) observa-se que a mobilidade das cadeias

aumenta a medida que o conteudo de PU aumenta.
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Figura 39 — Tan & para as blendas PU/QTN.

Nas curvas do médulo de perda (E”) das redes (Figura 40), nos filmes
contendo acima de 30% de PU comecga a ser observada uma transicdo que
corresponderia a transicao vitrea-borrachosa do PU, que se intensifica com a adigao
deste polimero e ainda se observa uma segunda transicdo em temperaturas
superiores a -20°C, pode ser atribuida a uma transicdo de uma zona interfacial

formada entre PU/QTN.
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Figura 40 — Md6dulo de perda (E”) para as redes PU/QTN.

Os dados do moédulo de perda (E”) (Figura 40) estdo em concordancia com

os dados de tan & da Figura 41.
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Figura 41 — Tan 0 para as redes PU/QTN.
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A partir das curvas de variagdo da extensdo linear (delta S) das blendas
(Figura 42) em funcao da temperatura, pode-se observar que nas blendas contendo
60 e 70% de PU, o comportamento € parecido ao do PU puro. Com o aquecimento
a interacdo entre as cadeias diminui, fazendo com que ocorra um escoamento entre
elas, observado pelo aumento de delta S. Para as blendas contendo 30, 40 e 50 %
de PU, ambos os polimeros (PU e quitina) atuam no processo de alongamento, seja
o PU atuando como plastificante, facilitando o escoamento entre as cadeias, e as
moléculas de quitina devido as fortes ligagdes hidrogénio, dificultando o escoamento
das mesmas, permitindo que a medida seja realizada em temperaturas mais altas.
Nas blendas com 10 e 20% de PU o comportamento é mais semelhante ao da
quitina, que inicialmente apresenta um escoamento com o aumento de delta S e a
temperaturas acima de 25°C apresenta encolhimento observado pela reducdo do
delta S, que pode ser explicado pela saida das moléculas de agua, permitindo a

aproximacao entre as moléculas de quitina, diminuindo as dimensdes das amostras.
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Figura 42 — Delta S em fungao da temperatura para as blendas PU/QTN.
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Nas curvas de variagdo da extensdo linear (delta S) das redes (Figura 43)
contendo 10, 20 e 30% de PU, o numero de reticulacbes entre PU e quitina sao
muito menores, permitindo uma maior interacdo das cadeias quitina-quitina. Desta
forma o comportamento foi mais semelhante ao da quitina.

Para as redes contendo 40, 50, 60 e 70% de PU, a quitina reticulada com o
PU demonstrou uma grande influéncia na propriedade, diminuindo o escoamento do

PU, devido a rede tridimensional formada.
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Figura 43 — Delta S em fungéo da temperatura para as redes PU/QTN.

Nas curvas do moédulo de armazenamento (E’) das blendas (Figura 44)
observa-se um aumento da rigidez com o aumento do moédulo, devido a saida de
agua. As mesmas observacbes feitas para as curvas de delta S podem ser
aplicadas para as curvas do modulo de armazenamento (E’) onde a temperatura de
encolhimento da amostra coincide com a temperatura em que ocorre o aumento do

modulo E’, ou seja aumento da rigidez do material.
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Figura 44 — Mo6dulo de armazenamento (E’) para as blendas PU/QTN.
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Figura 45 — M6dulo de armazenamento (E’) para as redes PU/QTN.
Pelas curvas do moédulo de armazenamento (E’) das redes (Figura 45),

comparado com as blendas, observa-se que a reticulagéo torna o material menos

rigido, mesmo apos a saida de agua. Esse fato pode ser explicado pela rede
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tridimensional formada entre a quitina e PU, que dificulta as fortes ligagées do tipo

hidrogénio entre as moléculas de quitina.

5.8. Comportamento mecénico das blendas

As propriedades mecanicas em fungdo da concentragdo de PU nas blendas
estdo apresentadas nas Figuras 46 e 47. A tensdo na ruptura (o) (Figura 46)
diminuiu com o aumento do conteudo de PU, o qual esta consistente com a
separagao de fase e a diminuigdo das interagcdes das ligagdes hidrogénio entre as
duas fases. Nas blendas contendo entre 30, 40 e 50% de PU ocorre um leve
aumento demonstrando uma melhor interagcdo PU/QTN, como observado nos dados
de raios X, DMA e DSC e TGA. A deformacéo (¢) (Figura 47) das blendas aumentou
para concentragdes superiores a 20 % de PU com um valor maximo na blenda
contendo 50% de PU, demonstrando que nesta razdo PU/QTN, ocorre uma melhor
interacdo entre ambas, permitindo desta forma um melhor deslizamento entre as
moléculas, ou seja, maior deformacgao.

Como se pode observar as blendas apresentaram valores de tensao de
ruptura (13 a 56 MPa) considerados adequados para a aplicagdo como substituto
0sseo, pois cotidianamente os 0ssos sao submetidos a tensdes de até 4 MPa

enquanto os tenddes e ligamentos suportam entre 40 e 80 MPa.
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Figura 46 — Tensao na ruptura em fungdo da concentracdo de PU nas blendas
PU/QTN.
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Figura 47 — Deformagao em fungao da concentragdo de PU nas blendas PU/QTN.
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5.9. Caracterizagcao morfolégica (MEV)

Analisando-se primeiramente os componentes puros (Figura 48) observa-se,
numa ampliacdo de 1000x, uma superficie rugosa e irregular para o PU e para a
quitina uma superficie lisa.

Para as blendas (Figura 49) com o aumento da concentragédo de PU de 10 a-
40%, observa-se uma matriz lisa de quitina e o aumento das microesferas de PU
dispersa no filme. Na blenda com razdo PU/QTN- 50/50, ndo se observa separagao
de fase, formacdo de microesferas, nem uma estrutura aspera observada na
micrografia da fratura do PU puro. Como se houvesse ocorrido uma miscibilidade
entre os polimeros. Com o aumento de PU ocorre uma inverséo de fase, sendo PU
a matriz e as microesferas constituidas de quitina. Para altas concentracées de PU

(acima de 70 % de PU) observa-se a separagdo macroscopica de fase dos

polimeros.
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Figura 48 — Micrografias de filmes de (a) PU, (b) PU-fratura e (c) quitina e (d)
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9) ] | )
Figura 49 - Micrografia das blendas: (a) 10/90, (b) 20/80, (c) 30/70, (d) 40/60, (e)

50/50, (f) 60/40, (g) 70/30 e (a1), (b1), (c1), (d1), (e1), (f1), (g1) suas respectivas

fraturas.

Para as redes contendo 20, 40 e 60% de PU (Figura 50), observa-se que as
microesferas de PU e quitina observada nas blendas contendo a mesma
concentracdo de PU perdem seu formato, ficando mais dispersa na matriz. Ja para
o filme contendo 40% de PU o aparecimento de uma estrutura celular. Para a rede

com 70% de PU observa-se uma separagdo macroscoépica de fase.
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Figura 50 - Micrografias das redes de PU/QTN: a) 20/80, b)40/60, c) 60/40 e d)
70/30.

5.10. Grau de hidratacao e degradacéo in vitro - solugao de HBSS.

Uma das fungdes mais importantes do uso dos polimero biodegradaveis para
aplicacao clinica, é conhecer os produtos liberados durante a sua degradacao e se
esses produtos apresentam efeitos toxicos para o organismo.

Os testes de degradacao in vitro em solugdes fisioldgicas simuladas, sdo uma
forma de simular as interagdes entre os fluidos corporais e o biomaterial, e o0 estudo
da sua estabilidade e taxa de degradagdo. Apesar de ser impossivel simular
completamente o carater quimico, mecanico e dindmico do sistema in vivo para
prever o comportamento dos biomateriais no meio fisiolégico humano, os estudos
in-vivo e in vitro sdo uma parte integrante importante de potenciais materiais para
implantes. E também necessario assegurar que os produtos de biodegradagdo n&o
sejam téxicos para o organismo, e sejam eliminaveis através de qualquer um dos
sistemas organicos de eliminagéo.

Os principais objetivos destes ensaios foram verificar a estabilidade do
material em solugdo, avaliar a toxicidade do material liberado e a quantidade de

agua absorvida (grau de hidratagao). Alguns materiais sofrem mudangas dramaticas
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em sua resisténcia a tragéo, a fadiga, a fluéncia, em seu mddulo de elasticidade,
torsdo ou flexdo quando ligeiramente umedecidos. A degradacédo também é afetada
pela absor¢cado de agua: materiais hidrofilicos tendem a se degradar do interior para
a superficie enquanto materiais hidrofébicos tendem a ter primeiramente suas
superficies degradadas.

Os resultados de absor¢do de agua estdo apresentados na Figura 51
demonstram que tanto para as redes como para as blendas ocorre uma diminuicao
na capacidade de absorgdo de agua com o aumento da concentragdo de PU, em
relacdo a quitina pura. Aparentemente as redes apresentaram uma melhor
capacidade de retengdo de agua em relagdo as blendas, isto pode ser explicado
pela rede tridimensional formada que propicia o afastamento das cadeias permitindo
uma melhor absor¢cdo de agua. Apesar do grau de hidratagado diminuir, as amostras
apresentaram um alto grau de hidratagao, superiores a 50%.

De forma a identificar possiveis produtos toxicos de degradacéao liberados,
além dos da capacidade de absorgdo de agua, os testes de degradacédo sao
importantes para determinar o tempo de vida de um polimero biodegradavel quando

implantado.
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Figura 51 - Grau de hidratacao dos filmes em fungao da concentragcao de PU.

Os resultados obtidos no ensaio de degradagédo com a solugao de HBSS
(Figura 52), demonstram uma baixa taxa de degradacao, entre 1 a 11% para as
blendas e entre 1 e 7% para as redes. E pouco provavel que o PU que se encontra
nas blendas seja liberado para a solugdo, devido ao tamanho elevado do PU,
liberando apenas cadeias poliméricas pequenas para a solugdo por efeito de
difusao, e também residuos de reagao, como sal de cloreto de litio e solvente.

Nas redes o grau de degradacgao foi menor em relacéo as blendas, devido a

maior estabilidade obtida pela reticulagao de PU/QTN.
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Figura 52 - Porcentagem de perda de massa no ensaio de degradagao.

5.11. Avaliacao da citotoxicidade e biocompatibilidade - células Vero

5.11.1. Citotoxicidade das solugdes

Em termos bioldgicos, sabe-se que quando ha a pretensao de se utilizar um
material na area biomédica, este ndo deve liberar produtos téxicos e nem mesmo
causar reacdes 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. De acordo com a literatura pesquisada (ISO 10993-5E e
Kirkpatrick [119],[120], esta linhagem €& recomendada para os estudos de
citotoxicidade e de interagdes entre biomateriais. Os resultados dos ensaios
biolégicos de biocompatibilidade realizados com os sete diferentes tipos de
composicdes dos filmes PU/QTN e dos componentes puros (PU e quitina), sdo
mostrados na Figura 54, empregando-se células Vero. A concentragdo do produto

da reagao do MTT, o composto colorido formazan, pode ser diretamente associado
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ao numero de células viaveis, uma vez que a transformacao dos cristais de MTT em
formazan ocorre pela agado das enzimas mitocéndrias das células viaveis e ativas.

A anadlise estatistica dos resultados de citotoxicidade direta das solugdes
submetidas no processo de degradacgédo, para avaliar residuos toxicos liberados dos
filmes estdo apresentados na Figura 53, os quais correspondem as médias das
absorbancias de oito amostras, mostrou que ndo houve uma diminuicao
estatisticamente significativa nos valores de absorbancia para as amostras com
relagéo ao controle. Os valores calculados estatisticamente demonstraram 100% de
viabilidade para os componentes puros (PU e quitina) e a para as redes (10/90,
20/80 30/70 40/60 50/50 e 60/40), ou seja os produtos liberados n&o foram toxicos.

Uma excecgao foi a amostra 70/30 que apresentou 86%.
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Figura 53 — Resultados dos ensaios de citotoxicidade direta das solu¢gbes de HBSS
puro e das submetidas no ensaio de degradacao dos filmes PU e quitina puros e
das redes 10/90, 20/80, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40 e 70/30.
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de viabilidade, ou seja o material liberados foi levemente toxico, estes materiais
liberados podem ser decorrentes de algum solvente, ou material que nao foi

completamente extraido do filme na lavagem com agua destilada.

5.11.2. Ensaio de biocompatibilidade - Adesao celular

A caracterizagdo biologica dos filmes foram feitas pela avaliagdo das
biocompatibilidade (ades&o celular). Os resultados obtidos sdo discutidos nos itens
que se seguem.

O ensaio de biocompatibilidade dos filmes sintetizados, deste novo conjunto
de experimentos foram realizados utilizando-se o reagente MTT. Os resultados
obtidos para a adesao das células Vero apds 48 horas de contato com os materiais
encontram-se ilustrados na Figura 54. Como se pode observar, todas as
composicoes dos filmes apresentaram valores de absorbancia estatisticamente
inferiores ao valor de absorbancia obtido para o controle positivo de adesao celular
(placa de poliestireno utilizada para a cultura de células) e apenas as redes 70/30
apresentaram estatisticamente um sutil aumento nos valores de absorbancia, em
um intervalo de confiabilidade de 95%. Assim, pode-se concluir que os materiais
sintetizados nao favoreceram a adesao das células Vero em suas superficies, como
comparado ao do controle positivo. Isso nao significa que o filme nao seja
biocompativel. Sabendo-se que os filmes nao apresentaram efeito citotoxico para as
células Vero (vide item anterior), os baixos valores de adesdo poderiam ser

decorrentes do curto tempo de exposi¢ao dos materiais as células.
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Figura 54 — Resultados do ensaio de adesao das células Vero apos 48 horas de
contato com os componentes puros (PU e quitina) e das redes 10/90, 20/80, 30/70,
40/60, 50/50, 60/40 e 70/30.

A morfologia das células presentes sobre as superficies dos materiais
mostra-se também diferenciada. De acordo com a literatura [121],[122], as células
Vero, por serem dependentes de ancoragem para que haja sua reproducgdo, se
ligam as superficies dos materiais, apresentando morfologia alongada (Figura 55
(a)). Caso as condi¢gdes ambientais ndo sejam adequadas, tal comportamento nao é
observado e as células apresentam morfologia arredondada (Figura 55 (b,c,d,e)),
estando presas as superficies dos materiais apenas por poucos pontos de contato
ou seja, por ligagbes de fraca intensidade. Segundo Angelova e Ratner [123],[37],
dentre os diversos fatores que podem influenciar a adesdo 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 desacetilagao,
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que segundo Chatelet et al [124], pode ser considerado o fator majoritario. De
acordo com os Uultimos autores mencionados, para quitosana com grau de
desacetilacdo de até 47% e células do tipo fibroblastos e queratinécitos, quanto
maior o grau de desacetilagdo da quitina, menor a capacidade de adesdo das
células a superficie dos materiais e conseqluentemente, menor a proliferagao
celular. Ja segundo Prasitsilp et al [125], que estudaram o comportamento biolégico
de fibroblastos (L929 e BHK21) quando do contato com membranas sintetizadas a
partir de quitosanas com graus de desacetilagcdo que variaram de 76 a 90%, o
aumento do grau de desacetilagdo favoreceu a adesdo celular. Como se pode
observar, ha controvérsia e a comparagdo entre os resultados mostrados na
literatura € muitas vezes dificultada pelo uso de quitina de diferentes fontes, das
diferencas entre as condicdes de obtencdo dos biomateriais e das técnicas de
caracterizagao utilizadas, as quais interferem diretamente nos resultados obtidos.

Ja na Figura 55 (a), enquanto que o controle positivo que encontra-se repleto
de células com morfologia normal, ndo foi observada a presenca de células na
superficie dos biomateriais. Em alguns casos, apenas fragmentos de células foram
detectados (Figura 55 (b,c, d)). Tal fato deve estar associado,muito provavelmente,
as ligacoes de fraca intensidade entre as células Vero e as superficies dos
materiais, conforme discutido no paragrafo anterior. Deve-se ressaltar que a baixa
adesao das células Vero as superficies dos filmes pode estar associada a proépria
morfologia dos filmes. De acordo com a literatura consultada [37], a ancoragem de
um biomaterial ao tecido adjacente é influenciada pela presenca de poros no
material bem como pela morfologia e dimensdo dos mesmos. Pesquisas realizadas
por Campbell e Von Recum [126], mostraram que biomateriais com poros de

dimensbes inferiores a 1,5 £+ 0,5 pym causaram baixa adesdo e estimularam
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processos inflamatoérios. Por outro lado, poros com dimensdes superiores, apesar
de permitirem o crescimento e a ancoragem, causaram reacgdes inflamatorias

severas.

(d)
Figura 55 — Analise em microscopio invertido de contraste de fases do
comportamento das células Vero apds 48 horas de contato com os materiais: (a)

controle positivo, filmes (b) PU puro, (c) quitina e (d) rede 10/90.

Baseando-se nos resultados de adesao e proliferagdo celular obtidos, pode-
se dizer que todas as composigdes das redes PU/QTN sintetizadas neste trabalho
apresentaram baixos valores de adesdo de células Vero (cerca de 40%) em suas
superficies. Tal caracteristica é favoravel para biomateriais a serem utilizados como
curativos do tipo barreira, ja que os mesmos apresentam como fungdes principais a
protecao fisica e microbiolégica do ferimento, além do controle da perda de fluidos

corporeos. Para esta categoria de materiais, ndo é desejada a adesao celular, uma
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vez que a retirada do material para a troca do curativo pode acarretar em danos no

tecido ainda em cicatrizagao e, portanto, fragil [127].

5.12. Andlise histolégica do implante subcutdneo da membrana de quitina

Na Figura 56, nota-se reacdo inflamatoria cronica tipo corpo estranho
contornando o material. A densidade celular em torno do material implantado é
grande. Os elementos celulares predominantes s&o mondcitos/macrofagos,
linfocitos, células gigantes inflamatorias e em menor proporgao, neutrofilos. Além
desta composicédo celular observa-se, também, grande atividade angiogénica e
areas hemorragicas dispersas na estrutura fibrovascular inflamatéria. Varias células

gigantes podem ser vistas em contato com o material implantado.

Figura 56 — Rede de PU/QTN — 50/50, apds 15 dias do material implantado.

Observa-se na Figura 57, tecido fibrovascular inflamatério com

predominancia de mondcitos/macréfagos.
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Varias células gigantes sdo observadas em contato ou nas proximidades do

material implantado.

Figura 57 - Rede de PU/QTN - 50/50, ap6s 30 dias do material implantado.

Na Figura 58, observa-se inumeras células gigantes em contato com o
material implantado. As células gigantes repousam sobre a estrutura fibrovascular
definindo um auténtico granuloma tipo corpo estranho. O material eosindfilo
observado na parte superior representa material fibrindide precipitado em contato

com a membrana de quitina, ou seja, necrose fibrindide.
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Figura 58 - Rede de PU/QTN — 50/50, apés 30 dias do material implantado.

Os resultados indicaram o desenvolvimento de reacao inflamatéria cronica
envolvendo o material no periodo de 15 dias. No periodo de 30 dias a reagao
inflamatoria cronica se consolidou na forma de granuloma tipo corpo estranho. Isto
nao significa que o material ndo € biocompativel. A evolugdo vai depender se o
material implantado vai atuar apenas como corpo estranho ou se vai atuar também
como material imunogénico. No primeiro caso havera formagdo de uma capsula
fibrosa contornando o material isolando-o do organismo. No segundo caso, havera
intensificagao da reagao inflamatdria e rejeicao do material.

Para uma melhor avaliagdo, o material de ser implantados em outras regides,
como intramuscular, subcutaneo e na derme para se comprovar a total

incompatibilidade do uso do filme como um material biomédico.
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6. CONCLUSOES

A comparacdo com os diferentes métodos de caracterizagdo empregados
neste trabalho para as redes e para as blendas, demonstraram a viabilidade de se
sintetizar redes de PU/QTN com arquitetura molecular pré-definida, onde o
segmento de PU que uniu as cadeias de quitina apresentou tamanho constante.
Diferentes graus de entrecruzamento foram obtidos através da variagdo da razéo
PU/QTN. Nas blendas, a interagdo entre os polimeros ocorreu através de uma
interfase /interface que apresentou certa miscibilidade.

Verificou-se uma perda de massa para as redes contendo acima de 50% de
PU, a temperaturas menores que aquelas das blendas de mesma composicao,
atribuida a quebra da ligacdo covalente (tipo uréia) entre o PU e a quitina,
termicamente mais labil.

Deslocamentos na temperatura de transi¢ao vitrea do PU, nos resultados de
analise dindmico mecéanica (DMA) das blendas e das redes, indicaram um certo
grau de miscibilidade entre os dois componentes. A presenca de uma interfase foi
confirmada através de uma nova relaxagao no espectro de DMA.

Os espectros de raios X das blendas demonstraram que o aumento, de até
50% do conteudo de PU na quitina, acarretou no aumento na miscibilidade devido a
diminuicdo do grau da cristalinidade da quitina. Acima de 50% de PU ocorreu uma
inversédo de fase onde o PU atuou como matriz e a quitina como material disperso.
O aumento da cristalinidade verificado nestas condi¢des foi conferido pelo PU. Nas
redes com a aumento do conteudo reticulante (grupos NCO do PU) ocorreu a

diminuicdo do material cristalino, devido a estrutura tridimensional formada entre as
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cadeias de PU e quitina, que acarretou na redugao da mobilidade das cadeias para
a formacao de lamelas.

O ensaio de tragdao demonstrou uma melhor interacdo PU/QTN na razao
50/50. As blendas apresentaram valores de tensdo de ruptura considerados
adequados (13 a 56 MPa) para aplicagdo como substituto Osseo, pois,
cotidianamente, os ossos sdo submetidos a tensdes de até 4 MPa, enquanto que,
os tenddes e ligamentos suportam entre 40 e 80 MPa.

Os estudos exploratorios para a observagéo direta da morfologia através de
MEV revelaram que, para a blenda contendo 50% de PU, nao foi possivel se
observar separacao de fase, mas apenas de uma superficie uniforme. Esta € uma
concentracdo onde possivelmente ocorreu um certo grau de miscibilidade entre os
dois componentes, conforme sugerido por DMA e tragdo. As redes contendo 40%
de PU revelaram uma estrutura celular e, com 20 e 60% de PU, o filme se mostrou
mais liso, diferente das blendas de mesma composigao.

Tanto as blendas como as redes apresentaram uma alta estabilidade com
uma baixa perda de massa, nao liberaram produto toxico e tiveram uma
relativamente baixa adesao celular. Caracteristica favoravel para biomateriais a
serem utilizados como curativos do tipo barreira, ja que os mesmos apresentaram
como fungdes principais a protegao fisica e microbiolégica do ferimento, além do
controle de fluidos corpéreos. Os resultados preliminares in vitro apresentaram
indicagdes de biocompatibilidade. Novos ensaios in vivo em outras regides, e por
mais tempo sao necessarios para concluir se o0 material sera ou ndo biocompativel.

Como se pode notar, os estudos quanto ao uso da quitina na area biomédica
sdo complexos e, apesar do grande numero de trabalhos publicados envolvendo o

uso da quitina nesta area, muitas vezes as informagdes sao discrepantes ou entao
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incompletas, dificultando sua reprodugdo em laboratério. Assim, novos estudos
podem contribuir muito para o desenvolvimento de biomateriais a base de quitina
com caracteristicas fisicas, quimicas, mecéanicas e biolégicas adequadas para a

aplicacao destinada.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Determinar as propriedades mecanicas das redes PU/QTN, nas
concentracdes preparadas no presente trabalho.

- Realizar ensaios de biodegradagéo.

- Incorporar nas redes e blendas as proteinas morfogenéticas do o0sso
(BMPs) e proteinas osteogénicas (OPs), proteinas que induzem a neoformacgao
ossea in vivo e realizar testes de liberagao controlada.

- Realizar ensaios in vivo: Implantar os filmes nas regides da derme, e
intramuscular para concluir a biocompatibilidade destes materiais. Manter este
material implantado por mais tempo para avaliar se o material sera isolado por uma

capsula fibrosa ou havera reacao inflamatéria e rejeicdo do material.
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