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Resumo

Entre as principais aplicagdes biomédicas do quitosano (CS), encontra-se a
producdo de matrizes para Engenharia de Tecidos (ET). Este polissacarideo
apresenta diversas caracteristicas de interesse, tais como a actividade
antimicrobiana e a capacidade de cicatrizagdo de lesdes provenientes de agressdes,
como por exemplo, ferimentos ou queimaduras. Além disso, o CS estimula a
proliferacdo celular, é biodegradavel, biocompativel e confere excelente resisténcia
mecanica aos biomateriais em si baseados.

Neste trabalho foram produzidos e caracterizados hidrogéis, pensos
curativos coagulados e ndo coagulados e matrizes 3D para a ET, produzidos a
partir de solugdes de CS.

Foram estudados diferentes parametros da produc¢do de hidrogéis: o tempo
de exposicao necessaria para a sua coagulacdo dentro de uma camara de amonia e
0 seu comportamento quando colocados em solu¢des aquosas de diferente pH.

Diferentes matrizes foram produzidas pela técnica de TIPS, a saber: pensos
curativos (coagulados e nao coagulados) e matrizes 3D para a ET.

As condigdes de liofilizacdo foram optimizadas para cada um destes
materiais, tendo-se verificado que é possivel obter materiais com elevada
anisotropia.

As caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas destes materiais dependem
das solu¢des precursoras, bem como do processamento.

Todos os materiais foram testados a citotoxicidade e os pensos curativos ndo
coagulados foram usados para testes “in vivo”, tendo-se verificado que este
promove a cicatrizacao de feridas.

O presente trabalho representa, assim, uma contribuicio para o

desenvolvimento dos nossos materiais a base de CS, para aplicagdes médicas.
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Abstract

The production of scaffolds for Tissue Engineering (TE) is one of the most
important applications of chitosan (CS) in the biomedical field.

This polysaccharide presents several characteristics of interest such as:
antibacterial activity, improves the cicatrization process of lesions such as wounds
and burns. Furthermore, CS stimulates the cellular proliferation and it is
biodegradable, biocompatible and provides excellent mechanical resistance to
materials.

In this work, hidrogel, wound dressings, coagulated and not coagulated, and
matrices 3D for TE were produced and characterized using as a starting point CS
solutions.

Several parameters of hydrogel production were studied, for example: the
exposure time necessary for the coagulation in an ammonia chamber, and the
behavior of the hydrogels when placed in aqueous solution of different pH.

Different matrices were produced by the technique of TIPS, namely: wound
dressing (coagulated and not coagulated) and 3D matrices for TE.

The conditions of lyophilization were optimized for each of these materials,
having verified that it is possible to obtain materials with high anisotropy.

The physico-chemical and mechanical characteristics of these materials
depend on the solutions precursor, as well as on processing.

All the materials were tested in terms of cytotoxicity and, wound dressings
(not coagulated) were tested "in vivo", it was found that they promote the wound
healing (cicatrization).

This work represents, therefore, a contribution to the development of our CS-

based material, for medical applications.
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Enquadramento e Objectivo

O presente trabalho enquadra-se no Mestrado Integrado em Engenharia
Biomédica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa,
centrando-se, principalmente, na producdo e caracterizacdo de hidrogéis, pensos
curativos e matrizes 3D produzidos a partir do CS e desenvolvidos para a aplicagdo
em ET, em particular a regeneracao de tecidos cutineos.

Multiplas estratégias na drea da Engenharia de Tecidos (ET) fazem uso de
matrizes tridimensionais (3D) designadas por “scaffolds”. Estes materiais
funcionam como uma matriz extracelular (ECM), organizando as células
tridimensionalmente e estimulando o crescimento e formacdo do tecido desejado.
Podem ser utilizados para transportar células antes da sua implantacao “in vivo”,
ou, tdo-somente, servir de material bioactivo atraindo células do tecido onde é
implantado.

Apesar da diversidade de materiais destinados ao tratamento de ferimentos e
queimaduras disponiveis no mercado, normalmente o custo do tratamento é
bastante elevado, principalmente devido ao custo dos curativos ou a necessidade
da sua troca frequente. Assim, um dos grandes desafios dos investigadores na area
de regeneracdo da pele consiste no desenvolvimento de biomateriais, a partir de
matérias-primas de baixo custo, facil acesso e com caracteristicas adequadas para
a fungao destinada, como o CS.

Este trabalho foi realizado na empresa de acolhimento CERAMED, tendo sido
o trabalho experimental dividido entre as instalagdes desta ultima, a Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, o ISQ (Instituto de
Soldadura e Qualidade), Departamento de Biotecnologia no campus do INETI e o
Hospital Veterinario de Sao Bento em Lisboa, e pretende ser uma contribui¢cdo para
a actividade de 1&D na area de regeneracao da pele.

Os objectivos deste trabalho sao:

- Producao e caracterizacdo de hidrogeéis, pensos curativos coagulados e nao
coagulados e matrizes para a ET.

- Determinacgdo dos parametros dptimos de liofilizacao.

@ c CERAMED 11



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

indice
F Y= (= To LYo T g 1T o o <SSP 3
Listas de Abreviaturas @ ACrONIMOS .....cooeiiiiiiiii i 4
UNTaOES oo 5
(R = o [ =W U 6
Lista de Tabelas.....oooeeeeiee i 8
RESUMIO ..ttt et e e e e eaaas 9
AADSTIACT . . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeaas 10
Enquadramento @ ODJECHVO ....iiiiii et e e e e e et e e e et e e e raae e e 11
1. INEFOTUGEO. .ot 15
1.1.  Engenhariade teados (ET) ..cooeiiiiiiiiiieeeeeeecee et 16
1.2 Scaffolds — Matrizes temporarios para o cresdmento de tecidos...........cceeeeeeeernnnnn. 17
1.3 BIOMATEIIAIS. ..o iiiiiiiiiiiie e 19
14 {O U7} oY= o Lo TR 20
1.5 CUrativos @M ETal........uiiiiiiiie e aaaan 22
T N o 1T [ oY= <Y USSPt 22
1.5:2  PeNSOS CUIAtiVOS ..ceviieiiiiiiiiiiiiiii e e 23
1.6 METOdOS A PrOCESSAMENTO. .. e e e e e e e 24
1.7.  Processamento de matrizes 3D POrTIPS ....ouuniiiiiii i 26
1.7.1. O processO A TIPS, ... oot eeeeiee ettt e e et e e e ettt e e e e st e e s stbeeesssna e eessnanaaees 27
2. Y (<Y oTo Lol [ OF: | - Tt =T 4 =T or- Lo JOu RPN 34
2.1 Caracterizacdofisica, qUIMICa @ MECANICA ... .ccevviuieeiiiie e 34
2.1.1. Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier (FTIR) ............... 34
2.1.2. Cromatografia liquida de exdusdo molecular (GPC / SEC) .....covvvvveeveeeeeeeeeeeeeenennns 36
2.1.3. Viscosimetria ROtational..........ooouuiiiiiiiiiiiiiiieeee e 38
2.1.4. Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM) ......coeeeeiiiieiiiiieeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeens 41
2.1.5. Testes deinchamento e perda de Massa........ccuuuueeeieeeeiieeiiiiieeeeeeeeeeiiiee e eeeeenens 42
2.1.6. TESTES MECANICOS ..ceiiiiiiiiiiiiiiieieieieieieee ettt ettt ettt ettt ee et eeeeeeeebebebbebbeebeebeeeeeeennnnes 43
2.2 [ A=Y 1112 or- T TR 45
2.2.1. Esterilizacdo por radiaga0......ccuuiiiiiiiiiieiiiie e e 45
2.3 (0T - Toi =Y g b= or- To 1 2 o] Ko =i or- 1SR 47
2.3.10 TESTES “IN VILIO” . e 47
2.3.2. TESEES “lIN VIVO” .. 48

@ c CERAMED 12



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

VIR TS ettt et e e e e e e r e e e 49
Caracteristicas do quitosano e das suUas SOIUGOES.........uuieeeeeeereiriiiiiieeeeeeeiiiieeeeeeeeennns 50

7 DN - [ - Toi =] g 74 Tor- Lo Jo Lo J G SR 50
4.1.1. Grau de Acetilagdo (DA).......coeeeeiiiiiiie e 50
4.1.2. MASS@MOIECUIAN. ... 51
4.2, Preparagdo das SOIUGDES. ....ccuuititiiitiiiiieitttttttttetttteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesabaebaaenaaaaeaeaaaee 53
4.3.  Caracteristicas reol0gica das SOIUCOES. .......eeeeeieeiiiiiieeeeeeeeeeiiieee e e e e e eeevtiee e e e e eeeeeaaes 54
4.3.1. Variacdo da concentracdo de solvente (ACA).....ccceevrieeeieiiiiee e 54
4.3.2. Variacdo daconcentracdo de SOIUtO (CS)....uuuueeeeeieiiiiiiiiiciee e 55
[T [0~ = PP 57

5.1.  Preparacdo dos NidrOZEiIS. ......uuuiiieeieiiieiiiieee e ettt e e e e et e e e e e et e e e eeeeeeaes 57
5.2 Caracterizagdo dos hidrogEis.......cuuuuuuiiii i e e 58
5.2.1. Tempo de coagulacdo e processo de lavagem......cccceeevvuiieeeiiiieeeeiiie e 58
5.2.2. Testes de Inchamentoe perda de mMassa.....ccccceeveuuieeeiiiiiieeeiiie e 59
PENSOS CUFALIVOS ..euiiiiiiiiiiiiii et e e 61

6.2. Preparacdo dos PENSOS CUMAtiVOS........ciiiiiuiieeiiiie et e ettt e e et e e era s 61
6.3.  Caracterizagao dos PeNSOS CUTAtiVOS......cccvvuiiiiiiieeeieie et e e e e e e e 62
6.3.1. Pensos curativos Ndo coagulados (LH) .....coeeeveieiiiieeieeiiiiieeccceee e, 62
T 2 0 DR T 112 To= Lo TR UUPP 62
6.3.1.2. Optimizacdo docido de liofilizagd0o ........c.ueeeieiiiiiiiiiiiee e, 63
6.3.1.3. Teste de degradagao .......cccceiiiiiiiiiiiiiii i 66

Lo Tt I S 1 Y o1 - Lor- [ TSRS 67
6.3.1.6. Microscopia Electrénica de Varfimento —SEM..........ccccoeeeiiviviiiiiiiineeeeeeinienenn, 68
6.3.1.7. T@SLES MECANICOS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aens 71
6.3.2. Pensos curativos coagulados (LP) ........uuceieeieiiiiiiiiiiie e e e eeaans 74
6.3.2. 1. LIOfiliZACA0. ... ciie e 74
6.3.2.2. Testes de inchamentoe perda de mMassa.......cooeeeeeeeieiiiiiiiiiiiie e, 76
6.3.2.3. T@SEES MECANICOS .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e aens 78

Y 2T D N oF- | - 1 = [P ROPRR PPN 79

2 R (T o -1 - Tor- T No - 1 g - 141 141 79
7.3.  Coagulacdo matrizes come semfibras.......ccccoeiiiiiiiiiiiieeeeeeee 81
7.3.1. Coagulacdo das matrizes sem fibras........cccoevvvieiiiiiiii i, 81
7.3.2. Coagulacdo de matrizes com fibras ...........uuueveiuiiiiiiiiiiiiieae 82
7.4.  Liofilizag30 das Matrizes......c.ceeuuiiiiiiiii e 83

@ c CERAMED 13



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

7.5, Testesde INChamento........coooiiiiiiii i 86
T 15 =T 1T Vot To T PPN 87
7.7.  Microscopiaelectrénicade varimento - SEM..........cooeiiiiiiiniiiiiiie e, 88

8. TESEES “IN VItr0” € “IN VIV ... e 89
8.1.  Teste “in vitro” - Teste de citotoXiCidade. .........ueeeieiiiieeiiieieiiieiiiiiiiiiiiiieieeeieieees 89
8.1.1. Procedimento EXPerimental ............uuuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiebieereiene e 89
8.1.2. Apresentacao e Discussao dos Resultados.........cccuueeeiiviiiiieeiiiinceiiiie e, 90

8.2. TeSte “INVIVO”.ccooi e 91

9. Conclusdo e sugestdes para trabalhos fUtUros...........coeeiiiiiii i 93
125 IR 0o 1o Vol 1Y 1o PP PPOUPPPPPPPRNt 93
9.2 Sugestdes para trabalhos fULUIOS .......ceeeeiiiiiiiiiceee e 95

2T o] FTo =4 | - VP 96
DAY 1= o PP PPPPT T 100
Utilizac30 do iofiliZadOr.......couven et e e 100
Painel de Controlo do liofiliZador.........ceeiiiiiiiiiiiie e 101
(@eT Y d o] Lo JF- U} o0 0 - 1ol J 102
PrOTOCOI0 - e 103

@ c CERAMED 14



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

1. Introducao

Actualmente, assiste-se a um aumento da esperan¢a de vida do Homem,
como consequéncia dos avancos da medicina, da maior preocupac¢do com a
alimentacdo e do conforto gerado pela denominada “vida moderna”. Como
resultado directo, verifica-se o aumento da populacio de idosos e,
consequentemente, das doencas relacionadas com a idade. Entre os diversos males
que afectam o corpo, a perda ou degeneracdo de tecidos tem sido intensamente
estudada, devido aos seus efeitos devastadores na qualidade de vida das pessoas

(Hence, 1991).

O corpo humano é coberto por aproximadamente dois metros quadrados de
pele, que além de desempenhar o papel de barreira aos ataques externos, ainda é
responsavel pela regulacdo da temperatura corporal e pela remo¢do de impurezas.
Assim sendo, qualquer lesdo cutanea, além de causar danos fisicos, mecanicos e
térmicos superficiais, pode também afectar as fungdes fisiolégicas de tecidos
internos. De entre as causas mais comuns de lesdes cutaneas, encontram-se as

queimaduras (Yong & Khor, 2001; Geeson & Berg, 1991).

Nos ultimos anos, o estudo de lesdes cutaneas tem sido intensificado,
principalmente porque as mesmas ocupam o terceiro lugar entre os acidentes que
mais ocorrem no mundo e por serem debilitantes, trazem consequéncias

devastadoras a vitima e a sua familia (Rossi, et al., 2003).

O transplante de tecidos cutaneos continua a ser a pratica mais corrente para
resolver estes problemas. Embora estas terapias tenham salvo e melhorado
milhdes de vidas, elas representam ainda hoje solu¢des bastante limitadas, devido
aos problemas associados aos auto-enxertos.

Muitos dos implantes sdo preparados a partir de materiais duraveis e nao
biodegradaveis. Entretanto, os polimeros biodegradaveis sdo preferiveis, pois
permanecem estdveis por um periodo de tempo no organismo, sendo depois

degradada metabolicamente (Mano, et al., 2004).

Contudo, ainda estdo por encontrar novas solugdes necessdrias para a
recuperacdo rapida dos pacientes.

O projecto de tese intitulado “Caracterizacdo de matrizes de Quitosano para a
regeneracdo de tecidos produzidas pela técnica de TIPS” envolve o conhecimento

de principios da engenharia e das ciéncias da vida. Assim sendo, para sua melhor
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compreensao, foi feita uma revisdao da literatura sobre alguns itens considerados

importantes, os quais se encontram descritos a seguir.

1.1. Engenharia de tecidos (ET)

Como foi definido por Langer e Vacanti (1993) a ET é “um campo interdisciplinar

de investigacdo que aplica os principios da engenharia e de ciéncias da vida para o
desenvolvimento de substitutos biolégicos que restauram, mantém ou melhoram a funcéo dos
tecidos”.

A ET emergiu como uma potencial alternativa ao transplante de tecidos ou
orgaos. Existem trés estratégias principais em ET. A primeira, corresponde a
implantacdo de células cultivadas “in vitro” (Terapia Celular), na presenga ou
auséncia de uma matriz tridimensional, com o potencial de serem integradas e de
formar tecido funcional ap6s a implantacdo. A segunda, prende-se com a
implantacao de tecidos funcionais formados em laboratério pela juncao de células,
provenientes do paciente ou de um dador e uma matriz (por exemplo pele
artificial). A terceira, corresponde a regeneracao dos tecidos “in situ”, utilizando
uma matriz que promove a migracdo e adesdo de populagdes especificas de células,
as quais levardo a reparacao ou substituicdo do tecido danificado.

Na figura 1, estdo representadas as estratégias adoptadas para a criacdo de
um novo tecido.

Durante a década de 90 do século XX, os progressos nesta area levaram a
comercializacdo dos primeiros produtos tais como pele (Apligraf da Organogenesis
e TranCyte da Advanced Tissue Science) e cartilagem (Carticel da Genzyme Tissue

Repairs) bioartificiais (Fabiani, et al., 1995).

A vantagem da ET é o nimero reduzido de operagdes, resultando num curto
periodo de tempo de recuperacdao do paciente. No entanto, as exigéncias dos
materiais para a ET sdo multiplas (Langer, 1999).

Numa perspectiva bioldgica precisamos de células, matriz extracelular,
comunicacdo intercelular, interac¢des células -matriz, e factores de crescimento.
Para obter um bom resultado final, todas estas exigéncias tém que ser combinadas

de uma forma coordenada (Mano, etal., 2004).
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Figura 1- Representacdo esquematica das principais estratégias de renovagdo de um novo
tecido (Langer R., 1999):

a) Implantacdo de células “in vitro”.

b) Cultura de células “in vitro” num scaffold poroso biodegradavel antes da implantacéo.

c) Implantacéo do scaffold poroso biodegradavel.

1.2  Scaffolds - Matrizes temporarios para o crescimento de
tecidos

Qualquer tecido consiste numa matriz com um ou, normalmente, varios tipos
de células. A matriz é um scaffold 3D para células que lhes fornece um tecido

envolvente especifico e uma arquitectura (Kneser, et al., 2002). Além disso, serve

de reservatério de agua, nutrientes e factores de crescimento. Nesta logica, e para
restaurar a fun¢do ou regenerar os tecidos, a matriz actuard como uma estrutura
tempordaria para a proliferacdo celular e deposicdo da ECM, com consequente
crescimento do tecido até que o novo tecido seja totalmente restaurado ou

regenerado (Kneser, et al, 2002). Também, pode actuar como suporte para a

vascularizacao desse novo tecido (Agrawal & Ray, 2001).

E entdo logico dizer que uma matriz 3D apropriada é uma componente

essencial para a ET. Entretanto, é importante entender que a matriz deve ter uma
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série de propriedades que a tornem satisfatoria. Além da escolha do material
adequado, as propriedades macro e microestruturais dos materiais sdo de extrema
importancia. Estas podem afectar propriedades de sobrevivéncia das células tais

como, crescimento, propagacao e reorganizacao (Boccaccini, et al., 2002).

Assim, resumem-se as seguintes exigéncias de uma matriz para a ET

(Hutmacher, 2000; Maquet & Jerome, 1997; Leong, et al., 2003):

- Biocompatibilidade e biodegradabilidade;

- Elevada porosidade e rede 3D de poros interconectados;

- Bioactividade satisfatoria para explorar o processo de repara¢do natural do
corpo;

- Superficie quimica 6ptima para a adesdo e diferenciacdo das células;

- Integridade mecanica;

- Facilidade do processo de fabricacao;
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1.3 Biomateriais

Biomateriais sdo materiais que, de modo continuo ou intermitente entram
em contacto com fluidos corpéreos, mesmo quando localizados fora do corpo. Tais
materiais sdo projectados para reparar e/ou reconstituir partes ou restaurar as

fung¢des do corpo humano (Legeros, 2002).

A seleccdo dos materiais para produzir um scaffold para ser utilizado nas
aplicacdes de ET é uma das etapas mais importantes. Assim, as suas propriedades
determinam, em grande parte, as propriedades das matrizes. Até agora tém sido
propostos varios materiais tais como metais, polimeros de origem natural ou de
origem sintética e materiais ceramicos. No entanto, metais e muitos dos materiais
ceramicos ndo sdo biodegradaveis, deixando aos investigadores poucas escolhas
uma vez que existe um numero bastante reduzido de polimeros e materiais
ceramicos biodegradaveis.

Os polimeros biodegradaveis sao considerados os materiais ideais para a
producdo de matrizes para a ET. Estes podem ser divididos em dois grupos:

naturais e sintéticos (Agrawal & Ray, 2001; Leong, et al,, 2003).

Os Polimeros biod egradaveis naturais sdo obtidos de fontes naturais,
animais ou vegetais. Dessa natureza podemos encontrar, entre outros, o colagénio
(Ignatius, et al., 2005), o fibrinogénio (Hojo, et al, 2003), o quitosano (CS)
(Tolaimate, et al., 2003; Zhao, et al,, 2002), 0 amido (Reis & Cunha, 1995; Gomes, et

al., 2001), o acido hialurénico (Liu, et al, 1999; Kostopoulos & Karring, 1994) e

polihidroxibutirato (Chen & Wang, 2002). As principais vantagens destes materiais

sdo: o baixo potencial imunogénico, o comportamento bioactivo, a capacidade de
interagir com o tecido anfitrido, a versatilidade quimica e, nesse caso, o facto de
serem provenientes de fontes renovaveis e abundantes.

Os Polimeros biodegradaveis sintéticos sdo, normalmente, os mais usados

dentro do campo de engenharia biomédica. Os mais usados sdo os poli (a-

hidroxiacidos) (Mooney, et al, 1996; IshaughRiley, et al., 1997), a poli (e-

caprolactona) (Washburn & Simon, 2002; Shantz, et al, 2002), os poli (carbonatos)
(Li & Khon, 1989; Pulapuras, et al, 1990) e os poli (anidridos) (Uhrich, et al., 1998;
Levenberg & Langer, 2004).
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Além disso, tem sido feitos esforgos no sentido de desenvolver matrizes com
incorporacdo de moléculas, tais como factores de crescimento ou farmacos. Estas
matrizes podem libertar localmente os factores de crescimento ou farmaco (como
um antibidtico) e potenciar a regeneracdo do tecido lesado (Boccaccini, et al., 2005;

Yao, et al,, 2005).

1.4 Quitosano

0 quitosano é um co-polimero linear de unidades de glucosamina e de N-
acetilglucosamina ligado por ligacdes glicosidicas [B-1—4]. O quitosano é obtido
por desacetilagao parcial da quitina, um polissacarideo natural abundante. O CS
diferencia-se da quitina, apenas pela quantidade de grupos amina presentes

(Rinaudo, 2006).

Quando a fracgdo molar do grupo amina (representado por 1-X da figura 2) é
superior a 0,5 o polimero designa-se por quitosano (CS). E, caso contrario, designa-

se por quitina.

|II HORC, "l |I NHCOCH, 'll
A ) . -
‘ - /\ — O\ | | C}HD ; T /\‘o
‘ - \ - \_-__-____\T/k HK“‘Z"_“--_-_/? 0
| . HOH,C ||
| | |
I | | |
II ."I-X I|_ Illx ]

Figura 2 - Representacdo da estrutura do CS onde X representa o grau de acetilagéo

(Rinaudo, 2006).

A fracgdo de grupos amina, também designada por grau de desacetilacao*™
influencia a solubilidade do CS, bem como a viscosidade das solu¢des onde esta
presente.

As propriedades quimicas do CS sao determinadas ndo s6 pelo seu peso
molecular (entre 300 e 1000 kDa), mas também pelo seu grau de desacetilacdo

(entre 30% e 95%) (Dornish, et al., 2001; VandeVord, et al., 2002). Na sua forma

cristalina, o CS é insolivel em solu¢des aquosas com pH acima de 7, entretanto, em

acidos diluidos (pH <6,0) como o acido cloridrico e o 4cido acético, onde os grupos
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amina livres estdo protonados a molécula é mais soluvel (Madihally & Matthew,

1999).

No dominio dos biomateriais, o CS e seus derivados aparecem como
materiais para filmes ou peliculas de revestimento e tratamento de queimaduras e
feridas. Podem também ser utilizados como biomateriais em suturas absorviveis
pelo organismo, como agentes anticoagulantes e como agentes hemostaticos. Estes
polimeros sdo também usados em sistemas de libertacao controlada de farmacos e

em tecnologia genética (Khor, 2001; Rinaudo, 2006; Henrique, 2007).

Desde 1950, que se conhece a aptidao dos policatides de se ligarem as células
vermelhas do sangue. Muitos estudos tém demonstrado a sua eficicia como
agentes aglutinantes de células. Em meados dos anos 60, estudos demonstraram a
capacidade do CS, em baixas concentragoes, de promover a aglutinacdo das células
vermelhas do sangue, sendo essa capacidade dependente da estrutura e da massa

molar do polimero (Malette, 1983).

Sabe-se que a forc¢a repulsiva existente entre as células vermelhas do sangue
deve-se a rede de cargas negativas das membranas celulares e a formacdo do gel,
sobre as células vermelhas do sangue, é devido a interaccdo entre o CS,
positivamente carregado, e os receptores presentes na superficie da célula

(Malette, 1983).

Também o CS tem sido combinado com outros materiais tais como a gelatina,
alginato, polilactato, colagénio, fosfatos de calcio, e hidroxiapatite, para produzir

matrizes e reparar tecidos, tais como osso, cartilagem e pele (Hideki, 1994).

Devido ao interesse que estes biopolimeros tém despertado, todos os anos
emergem novas e espantosas aplicacdes, para os derivados do quitosano. Todas
estas aplicagdes referidas nos paragrafos anteriores sdo apenas uma pequena e
generalizada amostra das aplicacdes ja existentes para estes polimeros (Khor,

2001; Henrique, 2007).

A tabela 1 mostra as principais propriedades do CS nas aplicagoes

biomédicas:
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Tabela 1 - Principais propriedades do quitosano e as suas aplicaces Biomédicas
(Rinaudo, 2006)

Aplicagdes Biomédicas Caracteristicas Principais
Suturas cirdrgicas Biocompativel
Implantes dentérios Biodegradavel
Pele artificial Produto de fonte renovavel
Reconstrugdo do 0sso Facilidade de formacéo de filme
Lentes de contacto de cérnea Agente hidratante
Libertacdo de farmacos N&o é toxico, tolerado biologicamente
Encapsulacdo de materiais Hidrolisado por lizosimas
Potencia a regeneracdo do tecido lesado
Eficacia contra bactérias, fungos e virus

1.5 Curativos em geral

O tratamento de um ferimento tem como principais objectivos a prevencao /
reducao de riscos de infec¢des e a eliminacao de factores que possam retardar o
processo de cicatrizagdo. Os curativos actualmente disponiveis no mercado podem
ser classificados como: convencionais, hidrogéis, hidrocoldides, polimeros
bioactivos, enzimas proteoliticas, curativos antiodor e filmes adesivos (Candido,
2001).

De especial interesse, para este trabalho encontram-se os hidrogéis e os

pensos hemostaticos e, por isso, é nestes que sera dada énfase.

1.5.1 Hidrogéis

Os hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais de polimeros que podem
inchar em meio aquoso ou num fluido biolégico e reter uma grande quantidade de
agua na sua estrutura sem se dissolver. Devido ao facto de serem insoliveis em
agua, absorvem a secre¢do da regido lesada e libertam dgua na sua superficie. Ou
seja, retém a secrec¢do da regido lesada ao mesmo tempo que a mantém hidratada
(Peppas, 1991).

A vantagem da sua utilizacdo deve-se a hidratacdo que proporcionam e a

sensacdo refrescante que causam, uma vez que ocorre reducao da dor inerente aos
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ferimentos secos. Na presenca de certos grupos funcionais ao longo das cadeias do
polimero, os hidrogéis sdo sensiveis a temperatura, ao pH e a composicdo do
solvente (Peppas, 1991).

Uma grande variedade de polimeros hidrofilicos é utilizada para preparar
hidrogéis para aplicacdo nos campos farmacéutico, da medicina e da biotecnologia,
particularmente para o tratamento de feridas e preparacio de suportes para
libertacdo de farmacos. Essas aplicagdes sdo possiveis devido ao facto dos
hidrogéis apresentarem caracteristicas como o grau de inchamento, cinética de
absor¢ao, permeabilidade ao soluto e desempenhos “in vivo” favoraveis (Khurma

etal., 2006).

A integridade estrutural dos hidrogéis depende das ligacdes formadas entre
as cadeias poliméricas, fisicas (pontes de hidrogénio) ou quimicas. Para a
preparagdo de hidrogéis tanto materiais sintéticos como naturais podem ser
utilizados (Peppas, 1991).

De entre os polimeros naturais mais comummente estudados para serem
utilizados na obten¢do de hidrogéis destinados a regenera¢do de pele e outros

tecidos, destaca-se o CS.

1.5.2 Pensos Hemostaticos

Uma preocupacdo a nivel mundial é a falta de dispositivos para controlo de
hemorragias. A hemorragia é a causa principal de morte nos campos de batalha,
correspondendo aproximadamente a 50 % de tais mortes. E estimado que um
terco das mortes possa ser evitado com pensos hemostaticos. Também ¢ 1util na
populacdo civil onde as hemorragias de origem traumadtica sdo a segunda causa

principal de morte (McCaryhy, etal., 2008).

Actualmente, os pensos hemostaticos disponiveis, restritos ao uso em
cirurgias, como o penso de colagénio, ndo sao suficientemente resistentes e ndo
tém propriedades adesivas para parar as hemorragias com grandes fluxos de
sangue. No entanto o CS pode ser empregue na forma liquida ou em po, para

aglutinar o sangue em quantidades de microgramas/ml sendo utilizado

directamente nos vasos sanguineos (Malette, 1983).
O CS é utilizado em produtos hemostaticos granulares, tal como o Celox, feito

pela Medtrade (Inglaterra), e em pensos hemostaticos feitos pela HemCon (EUA).
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Os testes feitos pelos Fuzileiros navais do EUA, mostraram a capacidade do
produto Celox de parar as hemorragias, em casos de feridas arteriais letais. O
produto HemCon reduz a perda de sangue, quando comparado com gaze e
aumenta a probabilidade de sobrevivéncia do paciente. Dadas essas caracteristicas,
esses pensos curativos da HemCon foram utilizados pelo Exército dos EUA nos

campos de batalha no Iraque (Enciclopédia(a), 2008).

Um penso hemostatico deve ter as seguintes propriedades (McCaryhy, et al,,

2008):

- Facil e rapida aplicagao;
- Rapida coagulacdo do sangue;
- Rapida e forte adesdo ao tecido;

- Impermeavel.

1.6 Métodos de Processamento

A proxima etapa depois de escolher um polimero biodegradavel é
desenvolver ou escolher uma técnica de processamento adequado. Assim, e para
ndo ter duvidas de que todas as caracteristicas das matrizes sdo cumpridas, a
técnica de processamento escolhida deve obedecer, em termos gerais, aos

seguintes critérios (Boccaccini, et al., 2002):

- O processo ou producdo nao deve afectar as propriedades dos materiais,
isto é, a sua biocompatibilidade ou propriedades fisico-quimicas;

- A técnica deve permitir um controlo de porosidade, tamanho de poros, a
sua distribuicao e interconectividade;

- Grupos diferentes de matrizes devem exibir variagdes minimas nas suas

propriedades, quando processadas nas mesmas condigdes.

As técnicas mais utilizadas para a producdo de matrizes, incluindo as suas

vantagens e desvantagens estdo resumidas na tabela 2.
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Tabela 2 - Processos de fabricacdo de matrizes porosos

| Processos de fabrica¢do de matrizes/scaffolds

Processos de Vantagens Desvantagens Ref.
fabricagao
v Alta porosidade. v Longo tempo para (Hideki, 1994)

Possivel encapsulagdo de
proteinas e células.

solventes organicos.

v Poros altamente sublimagdo do solvente
TIPS (separagdo de interconectados. (48h).
fases induzida v Possibilidade de obter poros v* Problemas de contracc¢do
térmicamente) anisotropicos e tubulares. v" Produgdo em grande escala
v" Controlo da estrutura e v" Uso de solventes orgdnicos
tamanho dos poros,
variando as condi¢des de
preparagao.
v' Porosidade controlada v’ Pobreinterconectividadee  (Lu.etal., 2003)
v Possivel classificacdo da baixa porosidade
Moldagao por porosidade das estruturas v’ Dificuldade em gerar
compressdo / v" N3o usa solventes organicos grandes estruturas
libertagdo de (espessura>3mm)
particulas v Nem todas as particulas sdo
dissolvidas
v 0O calor pode danificara
encapsulagdao de moléculas
ou células.
v' Porosidade e v’ Estruturas geralmente (Taboas, etal.,
Evaporagdo de Interconectividade isotrdpicas 2003)
solvente/ libertacdo controladas v" Uso de solventes organicos
de particulas
v' Porosidade controlada v' Problema de (Gross &
Sinterizagao de v" Pode ser fabricado em interconectividade Rodriguez,
microesferas formas complexas v Uso de solventes organicos 200)
v As estruturas porosas v Necessidade de resolucdo (Xiong, etal.,
Prototipagem rapida podem ser feitas sob para melhorar a escala 2002)
medida do tecido anfitrido v" Alguns métodos usam

Neste trabalho foi seleccionada a técnica de TIPS, pelo que a mesma sera

detalhada a seguir.
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1.7. Processamento de matrizes 3D por TIPS

Matrizes poliméricas 3D com alta porosidade (~97%) podem ser produzidos
usando a técnica de TIPS. E possivel controlar as macro e microestruturas das
matrizes para aplicacdo em regeneracao de tecidos tais como nervos, musculos,

tenddes, ligamentos, intestinos, ossos e dentes (Ma & Zhang, 2001).

As matrizes obtidas sdo altamente porosas com morfologias tubulares
anisotropicas e extensa interconectividade dos poros. A microporosidade das
matrizes produzidas pela técnica de TIPS, a morfologia dos poros, as propriedades
mecanicas, a bioactividade e a taxa de degradacao podem ser controladas variando
a concentracgdo do polimero na solugdo, frac¢do volimica da fase secundaria, bem
como a temperatura de arrefecimento do sistema polimero/solvente (Ma & Zhang,
2001).

0 método TIPS foi intensivamente estudado durante os ultimos 20 anos. Em
1981, Castro foi o primeiro a usar o método TIPS para preparar membranas
microporosas. Nos anos 1990, Lloyd e colegas estudaram sistematicamente o
mecanismo de separacao de fase, alterando os factores da técnica TIPS.

Os polimeros mais usados para o fabrico de matrizes pela técnica TIPS, sdo os
polimeros biodegradaveis, em particular, os poli (o- hidroxiacidos) (Hua, et al.

2002).

Espumas de PDLLA fabricados pela técnica TIPS, com e sem adicdo de
biovidros, mostram anisotropia mecanica concomitante com a arquitectura do

poro induzido por TIPS (Xu, et al., 2004).

A figura 3 apresenta um diagrama descrevendo o processo TIPS para

fabricacdo de matrizes:
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Dissolucédo do polimero em

solvente orgénico

|

Congelamento da solugéo

(Nitrogénio liquido)
l

Sublimacéo do solvente (uso de

uma bomba de vacuo)

Secagem da matriz

Figura 3 - Etapas de processamento da técnica de TIPS

1.7.1. O processo de TIPS

Na sua esséncia o processo de TIPS nao é mais do que uma liofilizagao.
E um processo segundo o qual a agua, ou outro solvente, é removido do
material congelado, convertendo o gelo directamente em vapor sem a formagao

imediata de agua liquida. A base deste processo de sublimagao envolve:
- A absorgdo de calor pela amostra congelada de forma a vaporizar o gelo;

- O uso de uma bomba vacuo para aumentar a remoc¢ao do vapor de agua

da superficie da amostra (aumenta a taxa de sublimacdo);

- A transferéncia do vapor de agua para o colector, e a remogdo de calor
pelo colector de forma a condensar o vapor de agua. O colector deve estar mais frio
que a superficie do material que esta a ser seco, caso contrario, o vapor de agua

ndo migrara para o colector.

As solucdes liofilizadas deixam poros microscdpicos na estrutura resultante.
Os poros sdo criados pelos cristais de gelo que sublimam, deixando aberturas (ou
poros) no seu lugar.

A figura 4 mostra o diagrama de fases de uma substancia que contrai quando
congela, onde se evidencia a fronteira entre o gas e o liquido, desde o ponto triplo

ao ponto critico.
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Figura 4 -Diagrama de fases (Enciclopédia(b), 2008)

A liofilizagdo (seta azul) traz o sistema ao redor do ponto triplo, evitando a
transicdo directa do estado liquido para o estado gasoso, ou seja, evita a formacao

da fase liquida e sua evaporacao (seta verde).

Podemos definir trés etapas no processo de liofilizagdo:
- Congelamento da amostra
- Secagem primadria (sublimagdo)

- Secagem secundaria

Congelamento da amostra / Efeito da temperatura

Consiste em congelar o material, o que pode ser feito com uma maquina de
refrigeracdo ou por imersdao em nitrogénio liquido. Nesta etapa é importante
congelar o material a temperatura abaixo do seu ponto triplo. E a fase mais critica
para a obtencdo de matrizes com boas caracteristicas morfologicas.

A formacdo de uma matriz polimérica de CS comec¢a com a separacdo da agua
e o CS a temperatura de congelamento. Com a solu¢do congelada, ocorre a
separacdo de fases, a fase do solvente comeca a cristalizar e a fase polimérica
comeca a concentrar. Quando concentrado suficientemente, o CS “precipitard” ao
redor do cristal de gelo, o qual, se sublimado sob vacuo, dara origem a um poro

(Gu, etal.,, 2001; Roh & Kwon, 2002; Matthew & Madihally, 1999).

A estrutura porosa resultante, em termos de didmetro dos poros, distribuicao
e grau de interconectividade, estd directamente relacionada com a forma final e
distribuicdo dos cristais de gelo. Por sua vez, a maneira pela qual os cristais de gelo

crescem é controlada pelo processo de separacao de fases (Michael, 2007).
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A temperatura de arrefecimento tem um impacto directo no processo de
separacao de fase, e este pode ocorrer por transferéncia de calor ou, por

transferéncia de massa (Roh & Kwon, 2002).

Segundo Roh e Kwon (2002), a transi¢do entre transferéncia de massa e de
calor, ocorre a temperatura de -50°C (CS dissolvido em solvente organico),
ocorrendo a transferéncia de massa a temperatura de congelamento entre 0 e -50°
C, e a transferéncia de calor a temperatura de congelamento abaixo de - 50°C. Este
valor é uma aproximacgdo, dado que a taxa de congelamento depende da geometria
da matriz e do volume de solugao.

Quando ocorre a transferéncia de massa, o gradiente térmico aplicado é
baixo, e o crescimento dos cristais de gelo da-se pelo processo difusional (i.e.
difusdo das moléculas de dgua a superficie dos cristais de gelo da-se em todas as
direccdes). Sob estas condigdbes o crescimento dos cristais de gelo §é
aproximadamente equivalente em todas as direc¢des (isotrdpica). E estes dardo

origem a poros aproximadamente esféricos (Michael, 2007).

Quando ocorre a transferéncia de calor, o gradiente térmico aplicado é maior.
Se o gradiente térmico aplicado é direccional, o crescimento dos cristais de gelo
fica limitado a interface cinética e os cristais de gelo crescerdao na direccdao do
gradiente térmico aplicado (i. e., na direccdo do fluxo de calor do sistema). O
resultado sdo poros estendidos e alinhados na direccao do gradiente térmico

aplicado (Michael, 2007).

No caso dos pensos, duas ou mais fases distintas sdo formadas no processo
de congelamento (congelamento da agua em gelo e diferenciacao do CS), e na etapa
seguinte, o solvente congelado (tipicamente gelo) é removido e produz-se um

penso, sem perturbar a estrutura do CS congelado (McCaryhy, et al., 2008).

O processo de congelamento é feito baixando a temperatura da solugao de CS,
da temperatura ambiente até a temperatura de congelamento. A temperatura de
congelamento pode estar entre -15°C e -45°C, durante um periodo de tempo de 1 a

3h (pré-congelamento) (McCaryhy, et al., 2008).
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Sublimacao - Secagem primaria

Nesta fase, a pressao é reduzida (milibares) e o solvente é sublimado. Cerca
de 95% da agua do material é sublimada nesta fase.

Assim, o CS congelado sofre remoc¢do da agua dentro dos intersticios da
estrutura congelada sem a danificar. Ou seja, o solvente passa de uma fase sélida
para uma fase gasosa sem a formacgdo da fase intermédia liquida (McCaryhy, et al.,
2008).

Nesta fase, a pressao é reduzida através da aplicacdo de um vacuo parcial que

acelera o processo de sublimagao. O colector é activado, arrefecendo a bobina para
temperaturas inferiores a temperatura da amostra (penso) e a 4gua (ou solvente) é
solidificada na bobina. O colector impede o vapor de agua de alcangar a bomba de

vacuo, promovendo o seu bom funcionamento (Enciclopédia(b), 2008).

A temperatura do colector pode estar entre -45°C e -85°C e a pressdo entre
150 e 50 mTorr. A solugdo de CS, sob vacuo, pode ser arrefecida a temperaturas
entre -10 e -25°C, durante um periodo de tempo entre 1h e 10h (McCaryhy, et al.,
2008).

Secagem secundaria

Esta fase tem como objectivo sublimar as moléculas de dgua que ndo foram
sublimadas na primeira fase de secagem. A temperatura é mais elevada nesta fase,
do que na primeira fase de secagem (sublimac¢do), com objectivo de quebrar as
ligagdes fisico-quimico que se formaram entre as moléculas de agua e o material
congelado (CS).

A temperatura pode estar entre 10°C e 20°C, e o tempo de secagem entre 36h

e 48h, mantendo o vacuo constante (McCaryhy, et al., 2008).
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Taxa de liofilizacao

O processo de liofilizacdo depende da area de superficie da amostra, da
espessura da amostra, da temperatura do colector, do vacuo parcial, do ponto
triplo e da concentracio de soluto. E importante relembrar estes factores quando
se tenta obter uma utilizacao eficiente do liofilizador.

A area de superficie e a espessura da amostra podem ser ignoradas, quando a
amostra tem dimensdes reduzidas (milimetros). Mas para grandes volumes, esses
factores ndo podem ser ignoradas, uma vez que, quanto maior a area de superficie
da amostra mais rapida € a taxa de liofilizacdo. Mas, para uma determinada area de
superficie, quanto maior a espessura da amostra mais lenta é a taxa de liofilizacdo,

(Labconco, 2007).

Para que ocorra liofilizacdo, o gelo tem de ser removido da amostra via
sublimacdo, sendo esta tarefa realizada pelo colector (transforma o vapor em gelo)
e pela bomba de vacuo. Assim, a pressdo de agua no colector é mais baixa que o da
amostra e o fluxo de vapor de 4gua é da amostra para o colector. O processo de
sublimacdo ocorre muito lentamente nas condi¢cdes atmosféricas normais, sendo
um bom vacuo essencial para obter uma taxa liofilizacao eficiente.

A taxa de liofilizacdo é directamente proporcional a pressdo de vapor, que
por sua vez é dependente da temperatura do ponto triplo e da concentracgdo de
solvente na amostra. Por exemplo, a solucdo do cloreto de sédio e dgua, liofiliza a
uma taxa mais lenta que a agua pura. Isto porque, quanto maior a concentracao de
soluto, menor é a drea de superficie da amostra congelada que é ocupado pela
agua.

O volume de amostra que pode ser liofilizado esta relacionado com os
factores discutidos nos paragrafos anteriores e também com o tamanho e o design

do sistema de liofilizagcdo (Labconco, 2007).

Amostras contendo substiancias volateis

Em certos casos, o solvente da amostra a ser liofilizada pode conter
componentes volateis tais como metanol, acido acético ou acido férmico, etc., que é
o caso das amostras liofilizadas neste trabalho. Além dessas substancias terem um

efeito sobre a temperatura do ponto triplo, elas podem aumentar a pressao de
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vapor a superficie da amostra. Comparando com a agua, estas requererao

temperaturas mais baixas para que a sublimag¢do possa ocorrer (Labconco, 2007).
As amostras que contém substancias volateis tendem a evaporar quando
colocadas em frascos ou expostas a temperatura ambiente. Se a solu¢do contendo a
substancia volatil tende a evaporar quando colocado no liofilizador, a diluicdo da
amostra com mais agua ajudara a manter a solucdo congelada. Por exemplo, uma
solucdo de 0,2M de acido acético é mais facil de liofilizar que uma de 0,5M

(Labconco, 2007).

Nivel de operac¢io do vacuo

O nivel de vacuo deve ser ajustado manualmente, para optimizar o processo
de liofilizagdo. O acerto do nivel de vacuo deve ser feito de acordo com as

condic¢oes de liofilizacdo, e os factores que devem ser considerados quando se faz o

ajuste de vacuo no liofilizador sao (Labconco, 2007):

- A posicdo da amostra (se a amostra é liofilizada sobre prateleiras ou em
frascos de vidro, usando as valvulas);
- A volatilidade do solvente;

- O volume da amostra e a temperatura do ponto triplo.

Para se obter uma boa liofilizacao deve-se seguir um protocolo, ou seja, para
cada amostra tem de se determinar a temperatura do ponto triplo, o tempo de pré-
congelamento, temperatura de sublimacdo e o acerto do vacuo.

O processo de liofilizacao exige também um conjunto de procedimentos e
conhecimentos do equipamento utilizado (ver Utilizacao do liofilizador em anexo)
de modo a manter um bom funcionamento ao nivel da programacao e proteccao,
ndo s6 das amostras a serem liofilizadas como do proéprio liofilizador, (ver o

protocolo em anexo) (Labconco, 2007).

O equipamento utilizado para liofilizar as matrizes foi o “FreeZone Triad
Freeze Dry System”, modelo 7400030/40.

A figura 5 mostra o esquema de um ciclo de liofilizacdo com trés segmentos:
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Figura 5 — Ciclo de Liofilizagcdo, (ver Controlo automatico em anexo), (Labconco, 2007).
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2. Métodos de Caracterizagao

A caracterizagdo fisica, quimica, mecanica e biolégica das matrizes de CS
utilizadas em ET, actuando como biomateriais, permite avaliar as propriedades
intrinsecas do material em si e as implicagdes decorrentes do seu uso.

Neste capitulo sao discutidas as técnicas usadas na caracterizacdo do CS e das

matrizes produzidas neste trabalho.
2.1 Caracterizacgao fisica, quimica e mecanica

As propriedades do CS dependem fortemente do DD e do seu peso molecular,
estando directamente relacionados com o seu comportamento fisico-quimico e a
sua actividade bioldgica. Assim, é pertinente uma andlise aos valores obtidos para
os polimeros utilizados, com o intuito de prever o seu comportamento aquando da

sua aplicacdo (Lamarque, etal., 2004).

2.1.1. Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro vibracional de uma molécula é considerado uma propriedade
fisica tnica e caracteristica dessa molécula. O espectro de infravermelhos é usado
como uma caracteristica de identificacdo onde se compara o espectro conhecido
com outros de referéncia. Na auséncia de uma referéncia utilizavel na identificacdo
é possivel realizar uma interpretacdo basica do espectro, levando a caracterizagdo

e a possivel identificagdo da amostra desconhecida (Coates, 2000; Henrique, 2007).

O primeiro principio é baseado no facto das estruturas caracteristicas da
molécula, sejam elas a cadeia principal ou os seus grupos funcionais, produzirem
absorcdo caracteristica e reprodutivel no espectro. Com esta informagdo consegue-
se perceber se a cadeia € linear ou ramificada e ainda se existem anéis aromaticos
na estrutura. E possivel deduzir se grupos funcionais especificos estdo presentes
na molécula, determinar a sua orientacao e a sua localizacao na estrutura (Coates,

2000; Henrique, 2007).

Os aspectos qualitativos da espectroscopia de infravermelhos sdo um dos
principais atributos desta versatil técnica analitica. A interpretagdo espectral pode

ser aplicada a compostos organicos e inorganicos. O espectro de infravermelhos
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forma-se a partir da absor¢do de radiacdo electromagnética em frequéncias

correlacionadas com a vibragao especifica de conjuntos de ligagdes quimicas numa

molécula (Coates, 2000; Henrique, 2007).

Um espectro tipico de uma amostra de quitina/quitosano encontra-se

representado na Figura 6.

Trafnsen Btemee %]

i . "
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Figura 6 - Espectro de infravermelhos tipico de quitina/quitosano (Khor & Lim, 2003)

A espectroscopia de infravermelhos oferece inimeras vantagens para a
determinac¢do do DD (ou DA), uma vez que € relativamente rapida e simples, nao
requer o tratamento das amostras (pode trabalhar-se com amostras soluveis e
insoluveis) e é uma técnica ndo destrutiva.

Neste trabalho, utilizou-se a espectroscopia de infravermelhos por
transformada de Fourier para a determinacao do grau de acetilagdo das amostras
de CS em estudo. Antes da aquisicao dos espectros de FTIR as amostras foram
secas a temperatura ambiente e colocadas no excicador sob vacuo, por um periodo

de 24 horas. Os espectros de FTIR das diferentes amostras de quitosano foram

adquiridos na gama de nimeros de onda entre 4000 e 500 cm_1 num

espectrometro FTIR Mid-IR ABB Bomem, FTA2000.

Apbs obtengcdo do espectro foi possivel identificar o CS através do
reconhecimento das suas bandas de absor¢do especificas: 1655 cm-1 — amida [;

1630 cm'! - amida [; 1560 cm-! — amida II; 3450 cm'! — grupo hidréxilo; 2878
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cm1- ligagdo C-H; 1070 cm-! - ligagao C-0; 1030 cm ! — ligacdo C-0; 897 cml —»
ligacao C-O.

As bandas de absorg¢do permitem a determinag¢do do contetido em grupos N -
acetilo, fazendo-se um racio entre uma destas bandas e outra de referéncia interna.
Quando se esta a determinar o DD para polimeros com previsivel alto grau de
desacetilacdo, é sugerida a utilizagdo da banda de absor¢do da amida I a 1655 cm-!
(amida Ia). Esta escolha deve-se ao facto de que para um baixo grau de acetilagdo, a
banda de -NH2 (1590 cm) predomina e faz com que a banda da amida II fique
mascarada, sendo dificil a sua utilizacdo para o fim desejado. A banda do grupo
hidréxilo a 3450 cm! é bastante visivel e facil de utilizar, sendo por isso a mais

utilizada como banda de referéncia (Domard & Rinaudo, 1983; Henrique, 2007).

O racio A1655/A3450 é até a data, o mais utilizado para a determinac¢do da
percentagem de N - acetilacdo. A equacao para o calculo do DD é a equagdo (1)

(Khor, 2001):

DD = 100 — DA = 100 — (3£ x 115) (1)
3450

2.1.2. Cromatografialiquida de exclusao molecular (GPC / SEC)

A cromatografia é um método fisico de separacdo, em que os componentes a
serem separados sdo distribuidos em duas fases, uma estacionaria e outra mével.
Esta separacdo depende da diferenca entre a fase movel e a fase estacionaria. A
interaccdo dos componentes da mistura, com estas duas fases é influenciada pelas
forcas intermoleculares, incluindo a forca idnica, bipolar e apolar. A distingdo entre
os principais métodos de cromatografia é feita em termos das propriedades da fase

movel (Enciclopédia(c), 2008).

Na cromatografia liquida a fase mdvel é um liquido de baixa viscosidade. Se a
fase estaciondria for um adsorvente soélido através do qual passa a fase
estacionaria e a amostra, temos a cromatografia liquida de alta precisdao (HPLC), se
a fase estacionaria for um sélido idnico temos a cromatografia de permuta iénica
(IEC), se a fase estacionaria for um sélido poroso fazendo-se a separa¢do em
funcdo do tamanho molecular temos a cromatografia de exclusao molecular (SEC)

(Knauer, 2007).
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0 GPC /SEC possui um detector cujo principio basico é a Lei de Snell.

sin@, n, ¢ (2)

=—=—=n
. 12
sin@, n, c,

kaio incidente 1normal (M)

B, :angulo deincidéncia
| B,:angulo derefrac¢do
superficie c,: velocidade da luz no meio 1
de separagio c4:velocidade da luz no meio 2
8 1, :indice de refracgdo no meio 1
ny=n) . :indice de refracgdo no meio 2
N44:indice derefracgdorelativo

raio refratado

Figura 7 — Refrac¢do da luz, Lei de Snell.

Segundo a Lei de Snell, quando ha uma transi¢cdo da luz de um meio para
outro, ela é refractada com um angulo que depende da velocidade da luz nos dois
meios e do angulo de incidéncia da luz na superficie de separacao.

A velocidade da luz no meio depende do comprimento de onda da luz e da
densidade do meio. Normalmente, os detectores utilizados usam luz com um
comprimento de onda constante e a densidade depende da temperatura e da

composi¢cdo do meio (Knauer, 2007).

Os detectores funcionam da seguinte maneira: os raios de luz sdao emitidos
dum LED (fonte de luz) que cruza duas vezes a amostra e a célula de referéncia do
detector. Quando ambas as células contém um solvente puro, o sistema é calibrado
a zero por meio do “zeroplate” que posiciona os raios de luz sobre os dois
detectores 1 e 2 de tal maneira que é medido a intensidade da luz (I1 e I2). Quando
a célula da amostra contém uma solu¢do com um indice de refrac¢do diferente, o
raio de luz é desviado.

Os resultados na mudanc¢a da intensidade da luz sdo proporcionais a

concentracao e ao indice de refrac¢do da solucdo da amostra. A partir destas

intensidades é calculado o valor do sinal (Knauer, 2007).
A informacao obtida do cromatografico é dada num cromatograma, isto é,
um registo da concentracdo ou da massa dos componentes da amostra em fungao

do tempo ou do volume de fase moével. A informacao obtida de um cromatograma
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inclui uma indicacdo da complexidade da amostra com base no niimero de picos,
informacdo qualitativa com base na posicao dos picos, no valor do integral da
variacao da concentracao do componente em fun¢do do tempo (area do pico) e

ainda uma indicacdo do estado de conservacao do sistema (Knauer, 2007).

Assim, o GPC/SEC é uma das técnicas poderosas usadas para a determinacao
da massa molecular dos polimeros, sendo esta uma caracteristica importante do
CS. Uma das principais dificuldades na determinacdo deste parametro esta
relacionada com a solubilidade das amostras e a nao dissociacdo de agregados,
usualmente presentes em solugdes onde intervém polissacaridos (Rinaudo, 2006;

Kurita, 2001; Henrique, 2007).

Segundo Kurita (2001), no caso da quitina/quitosano, para além destes
problemas de solubilidade, encontram-se ambiguidades estruturais em conjunto
com a distribuicdo e o conteddo em grupos acetil, sendo estes os principais
obstaculos para a determina¢do quantitativa dos valores do peso molecular.

Outras razdes para a dificuldade da determinacdo do peso molecular da
quitina e do CS é a sua associacdo com as proteinas e outras substancias. SO é
possivel a obteng¢do do valor do peso molecular depois desta sofrer tratamento de

desproteiniza¢do (Rinaudo, 2006; Kurita, 2001; Henrique, 2007).

Neste trabalho utilizou-se a técnica de permeacdo de gel (GPC/SEC) para
determinar o peso molecular dos CS utilizados. O sistema de GPC/SEC basico é

constituido por uma Bomba HPLC, Knauer, SmartLine Pump 1000.

2.1.3. Viscosimetria Rotacional

A viscosidade é um termo comummente conhecido que descreve as
propriedades de escoamento de um fluido. O entendimento e o controle das
propriedades dos fluidos é importante na fabricacao e no manuseio de materiais. A
viscosimetria é utilizada para determinar o comportamento reoldgico das
solugdes.

Isaac Newton, em 1687, definiu a viscosidade de um fluido como a resisténcia ao
deslizamento de suas moléculas devido a friccdo interna e, quanto maior o grau de friccao

interna de um fluido, maior é a sua viscosidade.
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Em sua abordagem matematica, Newton utilizou o modelo de duas placas de areas
A, separadas por uma distancia h, movimentadas através da aplicagdo de uma forga F. De
acordo com esse modelo, a forca requerida por unidade de area (F/A) para manter uma
diferenga de velocidade entre as placas (dv) é proporcional ao gradiente de velocidade
através do liquido (dv/dx). Assim, o coeficiente de proporcionalidade é igual a
viscosidade (n). A forca por unidade de area é conhecida como tensdo de corte (c) e o

gradiente de velocidade é conhecido como taxa de corte (¥) (Barnes, et al., 1989).

F dv (3)

—=p—

A dx

n== (4)
Y

Os fluidos podem ser classificados como fluidos newtonianos e nao
newtonianos.

Um fluido newtoniano apresenta uma relacdo linear entre a taxa de corte e a
tensdo de corte, como mostra a equacdao de Newton (equagdao d), ou seja, a
viscosidade mantém-se constante com a variacao da taxa de corte.

Muitos fluidos, como a d4gua ou a maioria dos gases, satisfazem os critérios de
Newton e por isso sao conhecidos como fluidos newtonianos.

Ao contrario dos fluidos newtonianos, os fluidos nio-newtonianos nao
apresentam uma relacdo linear entre a tensdo de corte e a taxa de corte, isto €, os
valores da viscosidade alteram-se com a variacdao dos valores da taxa de corte.
Esses valores de viscosidade sdo considerados como viscosidade aparente,
podendo aumentar ou diminuir, de acordo com as caracteristicas de cada fluido.

Podem ser classificados em dois subgrupos: independente do tempo e
dependente do tempo.

Independente do tempo: fluidos pseudoplasticos (a viscosidade decresce com
o aumento da taxa de corte), fluidos dilatantes (a viscosidade aumenta com o
aumento da taxa de corte) e plasticos (esses fluidos necessitam de uma tensao
finita, conhecida como tensdao de escoamento ou “yield stress”, para que ocorra
movimento das particulas).

Dependente de tempo: Alguns fluidos apresentam mudanc¢a na viscosidade
em func¢do do tempo sob condi¢des constantes da taxa de corte. Ha duas categorias,

os fluidos tixotrdpicos (a viscosidade diminui com o tempo para uma taxa de corte
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constante) e Reopéticos (a viscosidade aumenta com o tempo a uma taxa de corte
constante).
Neste trabalho, a viscosidade das solucdes foi determinada com o

viscosimetro rotacional (digital), tipo BrookField, Myr, mod. V1R, utilizando um

conjunto de "spindles" de diferentes diametros (figura 8).

Spindle
Rotor

Figura 8 — Viscosimetro

Antes de medir o valor da viscosidade, o “spindle” é encaixado no rotor e

inserido no recipiente que contém a solugdo que se pretende determinar a

viscosidade.
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2.1.4. Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)

A Microscopia Electrénica de Varrimento permite obter imagens de alta
resolucao da superficie de uma amostra. Devido a maneira como sao criadas, as
imagens do SEM tem uma aparéncia tridimensional e sdo uteis para avaliar a

estrutura superficial de uma amostra (Ji & Marquis, 1993)

Microscopia electrénica de varrimento consiste basicamente numa coluna
Optica, camara de amostra, sistema de vacuo, sistema electronico

(fotomultiplicador, detector) e num sistema de imagem (Enciclopédia(d), 2008).

Os electroes sdo emitidos através do efeito termidnico a partir de um catodo
de tungsténio e acelerados através de um anodo, sendo também possivel obter
electroes por efeito de emissao de campo. O tungsténio é usado por ser o metal
com mais elevado ponto de fusdo e baixa pressdo de vapor, permitindo que seja

aquecido para a emissao de electroes (Enciclopédia(d), 2008).

O feixe de electrdes, o qual normalmente tém uma energia que vai de
algumas centenas de eV até 100keV, é focalizado por lentes condensadoras, num
feixe com um ponto focal muito fino, com tamanho variando de 0,4 a 5 nm. Este
feixe passa através de pares de bobinas e pares de placas de deflexdo na coluna do
microscépio.

As lentes objectivas, as quais deflectem o feixe, permitem seleccionar uma
area rectangular da superficie da amostra que é varrida. Quanto o feixe primario
interage com a amostra, os electrdes perdem energia por dispersdo e absor¢do em
um volume, conhecido como volume de interacg¢do, o qual se estende de 100 nm
até 5 um, dentro da superficie da amostra. O tamanho do volume de interacgdo
depende da energia dos electrdes, do nimero atomico da amostra e da densidade
da amostra. A troca de energia entre o feixe de electrdes e a amostra resulta na
emissdo de electroes e radiacdo electromagnética, a qual pode ser detectada e

produzindo uma imagem (Enciclopédia(d), 2008).

Amostras de metal ndo exigem nenhuma preparacao, a ndo ser cortes para
dimensionar as amostras de acordo com a cimara de amostras. Amostras solidas
nao condutivas devem ser cobertas com uma camada de material condutor. Uma
cobertura fina de material electricamente condutor é depositada para prevenir a

formacdo de campos eléctricos estaticos na amostra devido a irradiacao eléctrica
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durante a producdo da imagem. Tais coberturas podem ser de ouro, platina,

tungsténio, grafite, etc. (Enciclopédia(d), 2008).

Neste trabalho, as amostras foram cortadas de acordo com a dimensao dos
suportes e cobertas com uma pequena camada de ouro, num evaporador Poloron

SC502, e analisadas com um microscopio electrénico ZEISS DSM 962.

2.1.5. Testes deinchamento e perda de massa

Estes testes visam obter a capacidade de absorg¢ao de agua dos hidrogéis, dos
pensos hemostaticos coagulados e das matrizes 3D. Nao foi possivel fazer estes
testes para os pensos hemostaticos ndo coagulados, visto que se dissolvem quando
colocados em solu¢des aquosas.

Foram preparadas duas solu¢des tampao, a ST de acido acético e acetato de
so6dio pH=5 e ST2 de hidréxido de amoénia e cloreto de aménia pH = 9,8 *. As
amostras foram cortadas (22mmX24mm), pesadas (ms) e inseridas nas referidas
solugdes.

Foram cortadas 30 amostras de hidrogéis, 40 amostras de pensos curativos
coagulados (TA, TB, TC e TD) em grupo de 10. As amostras foram colocadas em
recipientes fechados e colocadas na estufa a temperatura de 37°C.

As amostras foram removidas diariamente durante os primeiros sete dias e
depois semanalmente até um maximo de 28 dias. Apds estes periodos de tempo
retirava-se cada amostra, removia-se o excesso de solucdo e determinava-se a
respectiva massa molhada (mwm). As amostras eram posteriormente secas na estufa
a temperatura de 37°C sendo o seu peso seco determinado (msi) depois de
aproximadamente 24h. As solu¢des foram substituidas semanalmente. Os pensos
curativos, por sua vez, sofreram um processo de lavagem depois de removidos das
solugdes, para eliminar o excesso de sal. Para as matrizes 3D, foram cortadas 4
amostras e colocadas em SF.

As expressoes (5) e (6) mostram as equagdes utilizadas para determinar a
taxa de inchamento, e perda de massa:

My — Mg (5)

Taxa de Inchamento = ———— x 100
g
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Mg — Mgy
Perdademassa= X 100 (6)
s

A massa das amostras foi obtida com uma balang¢a analitica com quatro

algarismos significativos.

2.1.6. Testes mecanicos

As propriedades mecanicas dos biopolimeros traduzem o comportamento
destes materiais quando sujeitos a uma solicitacdo mecanica, sendo por isso de
grande importancia para muitas das suas aplicagdes.

Usualmente a solicitacdo consiste numa deformacao aplicada a uma
velocidade constante.

A tensdo (o) aplicada define-se como a for¢a (F) por unidade de area da
seccdo recta do material (A). A extensao a ruptura de um material (€) é definida

como a variacdo relativa do comprimento do material, i.e., AL/LO, onde L oé 0
comprimento inicial e AL é a variacdo de comprimento (L-LO). A percentagem de

deformacdo (extensdo) que o material suporta até sofrer ruptura esta relacionada
com a ductilidade do material.

A lei basica para sélidos ideais assume que estes ao serem submetidos a uma
forca irdo sofrer uma deformacdo elastica e que apds a remocdo dessa forca
retomam a sua forma original. A lei de Hooke, para sélidos ideais, traduz-se pela

seguinte equacao:

F
o=—=FX¢ (7)
A

Em que o é a tensdo, F é a forga aplicada, A é a area inicial da secgdo
transversal do provete, € é a extensao do provete, e E é o mddulo de Young ou
modulo de elasticidade do material.

A relacdo anterior representa uma relacdo linear, portanto, é valida apenas
na regido onde o material tem um comportamento eldstico, ou seja, na regido
inicial da curva de traccao.

A figura 9 representa uma curva de tracgao tipica de tensdao/ deformacao
pensos produzidos neste trabalho, verificando que estes materiais apresentam um

caracter elastico até a ruptura.
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Figura 9 — Curva de tensdo a ruptura / extensdo a ruptura.

Neste trabalho, utilizou-se o instrumento Instron Series IX Automated
Materials Testing Sistem, com uma célula de carga de 1000N. E equipado com um
sistema de pressdo de ar para agarrar as amostras e um extensémetro para medir
a extensao.

O comportamento mecanico dos pensos durante o ensaio de tensdo a ruptura
versus extensao a ruptura foi determinado com base no método ASTM D 882-95A
(1995), usando amostras com dimensdes 1lcmX 1,5cm e espessura variavel
(medida para cada provete). Os ensaios foram realizados a uma velocidade de 5

mm/minuto.
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2.2 Esterilizacao

Os materiais utilizados como biomateriais devem ser esterilizados a fim de se
prevenir infeccdes subsequentes que podem acarretar problemas de natureza

simples ou complexa, podendo até mesmo levar a morte do paciente (Ratner, et al.

1996).

A esterilizacdo é uma etapa fundamental no processamento de biomateriais,
e a funcionalidade de qualquer sistema de esterilizacdo deve ser determinada
através da sua eficacia em exterminar organismos, além da sua habilidade em nao
prejudicar ou de ndo afectar de forma negativa as propriedades funcionais dos
dispositivos médicos. Os principais agentes de esterilizagdo de biomateriais sdo os

vapores seco e himido, o 6xido de etileno e aradiacdo (Sanders, 2007).

2.2.1. Esterilizac¢io por radiacdo

A esterilizacdo por radiacdo ionizante é uma técnica altamente eficiente,
econdmica e segura, que teve um rapido crescimento na industria médica nos
ultimos quinze anos. Duas fontes de radiacdo podem ser utilizadas neste processo:
raios gama de uma fonte de ©Co ou feixes de electrdes, produzidos em
aceleradores de alta energia. A radiacdo ionizante actua quebrando cadeias
moleculares e induzindo reac¢des dos fragmentos com o oxigénio atmosférico ou

com compostos oxigenados, destruindo, portanto, os microrganismos e prevenindo

a suareproducdo (Marcelo, 2008).

Neste método, a dose de radiagdo geralmente validada para esterilizar
produtos médicos é de 25 kGy. O decaimento da quantidade de ¢°Co contida na
amostra (meia-vida de 5,3 anos) resulta na formacao do ¢°Ni e emissdo de um

electrdo e de raios gama (Hutchinson, 1961).

A técnica de esterilizacao utilizando a radiacdo gama aproxima-se bastante
da técnica ideal de esterilizagdo. De entre as inimeras vantagens do uso da
radiacdo gama como agente de esterilizacdo podem ser destacadas: a fiabilidade do
processo; o facil monitoramento, onde a tinica variavel de controlo do processo é o
tempo; a viabilidade econdmica, para pequenos e grandes volumes; a possibilidade
de validacdo dos processos segundo as normas internacionais 1SO 11137 e EN 552; a
auséncia do periodo de quarentena, pois ndo ha residuos; a auséncia de manuseio

durante o processamento, pois a radiagdo penetra em todas as por¢oes do produto.
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As suas principais desvantagens sdo o custo relacionado com a manuten¢ao
de uma sala de esterilizacdo e a incompatibilidade de alguns materiais. Outra
desvantagem refere-se ao continuo decaimento do is6topo que resulta em longos
periodos de processamento e adicdo periddica de cargas adicionais deste is6topo

(Chip ITN, 2006).

Para a realizacdo do estudo do efeito de esterilizacdo foram seleccionadas
diferentes composi¢cdes de matrizes 3D e de pensos curativos. No entanto, ndo se
fez o estudo dos hidrogéis visto que experiéncias anteriores mostraram que a
radiacdo gama danifica a estrutura dos hidrogeis, acelerando o processo de
degradacdo.

A esterilizagdo foi realizada no ITN, Instituto Tecnologico Nuclear, através da
exposicdo das amostras a radiagdo gama por 5 horas (taxa constante de 5 kGy/h),
totalizando uma dose de 25 kGy. Previamente a esterilizacao, as amostras foram

colocadas em embalagens plasticas que foram seladas a quente e sob vacuo.
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2.3 Caracterizacao Bioldgica

2.3.1. Testes “invitro”

A cultura de células em biomateriais constitui uma ferramenta muito util
para a sua avaliacdo biol6gica, seja na determinacao de possiveis efeitos citotéxicos
ou da influéncia destes no processo de adesdo, crescimento e diferenciacado celular,
sempre com o objectivo de promover a melhoria do seu desempenho. (Santos,
2001).

Os testes “in vitro” sao usados para efectuar uma pré-seleccio de materiais,
0s quais serdo posteriormente avaliados através dos testes “in vivo”. Assim, é feita
uma pré-seleccdo para verificar se o material promove a morte das células ou
outros efeitos negativos nas fung¢des celulares.

Para que um biomaterial seja considerado ndo citotoxico, este,
necessariamente, nao deve causar a morte de células e nem mesmo afectar as suas
fung¢des. Desta maneira, a avaliagdo da citotoxicidade pode ser realizada através da
analise da morfologia celular, da integridade da membrana celular (pelo uso de
métodos com corantes que indiquem ou ndo actividade metabdlica), da

proliferacdo celular e da actividade biossintética, entre outras (Freshney, 1989).

Um resultado negativo de citotoxicidade indica que o material esta livre de
componentes danosos ou que os tem em quantidade insuficiente para causar
efeitos agudos em células isoladas, sob condi¢cdes extremas. Entretanto, deve-se
considerar que o teste de citotoxicidade é apenas o primeiro passo. Por outro lado,
um resultado positivo indica que o material contém uma ou mais substincias que
sdo libertadas e que podem ter importancia clinica. Nestes casos, outros estudos
sdo necessarios para a determinacao da utilidade do material.

Os testes de citotoxicidade foram realizados de acordo com a norma ISO
1099-5 (1999), no Departamento de Biotecnologia, no campus do INETI.

A viabilidade foi testada através do método MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2-5 diphenyl tetrazolium bromide). O sal tetrazolium 3- (4,5-dimethylthiazol-2-
yl) -2-5 dephenyl tetrazolium bromide é reduzido nas células viaveis e funciona
como um indicador colorimétrico da viabilidade celular. Foram realizados testes

de citotoxicidade das matrizes 3D, dos pensos curativos e dos hidrogéis.
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2.3.2. Testes “invivo”

As cobaias (animais usados nos testes “in vivo”) apresentam melhor
habilidade regenerativa que os humanos. Diferentes abordagens experimentais
tém sido usadas para testar a capacidade de diferentes materiais em melhorar a
regeneracdo dos tecidos. Varios factores devem ser levados em consideracdo
quando se avaliam os resultados das experiéncias. A quantidade e qualidade do
tecido que se forma num defeito sdo influenciadas pela espécie e tipo de animal
usado em cada teste, idade do animal, estabilidade do defeito, localizacao

anatomica, tipo de tecido (Sirola, 1980).

Neste trabalho, fez-se uma experiencia, ndo profunda, dos pensos curativos
quando aplicados numa ferida. Os testes ocorreram no Hospital Veterinario de Sao
Bento em Lisboa, feitos pelo Dr. Henrique Armes, Director Clinico do Hospital, num

gato que sofreu um acidente grave, onde perdeu pele nas duas patas traseiras.
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3. Materiais

Foram utilizados dois tipos diferentes de CS:

Tabela 3- CS utilizado na preparagédo das solugbes

Caracteristicas descritas pelo

Amostras comerciais

fornecedor
CS da Sigma High (Sigma- N
C d DD 2 75%
Aldrich Quimica SA) asca de camarao 0
CS da Cognis Small Casca de camardo DD 2 83%

Os reagentes utilizados na producdo das solucdes de CS e na realizacdao dos

testes de inchamento e de perda massa sdo as que se encontram na tabela 4:

Tabela4 — Reagentes utilizados

Fornecedores Nome do produto

Anténio M.S. Cruz, Lda Cloreto de sédio

Anténio M.S. Cruz, Lda Hidréxido de sddio

Solugdo de hidréxido de

Antoénio M.S. Cruz, Lda L
amonia

Ceramed Agua destilada
Riedel-de Haen

Acetato de sédio

Fisher Scientific Acido acético glacial

Fisher Scientific Acidolactico
Fresenius Soro fisiolégico
Panreac Cloreto de aménia

Todos os reagentes utilizados possuem qualidade analitica certificada.
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4. Caracteristicas do quitosano e das suas solugoes

Este capitulo apresenta o estudo reolégico das solucdes e a caracterizacdo

dos CS utilizados.
4.1. Caracterizacao do CS

Para a caracterizacdo do CS da Cognis S e da Sigma H utilizaram-se dois
métodos de caracterizagdo: o FTIR, para determinar o grau de acetilagdo (DA) e o

GPS/SEC, para determinar o peso molecular médio dos polimeros (My,).

4.1.1. Graude Acetilacdo (DA)

Apesar das designacdes quimicas especificas, o CS, corresponde a uma familia
de polimeros em que varia o conteddo de grupos acetilo, sendo este quantificado
pelo denominado grau de N-acetilacdo (DA). O DA influéncia grandemente o
comportamento destes polimeros, nomeadamente a reactividade e a solubilidade.
A determinag¢do do grau de acetilacao é uma das andlises de rotina realizadas no

controlo da produgdo do CS (Lapasin, 1995).

As ilustragdes da figura 10 apresentam os espectros de FTIR do CS da Cognis

S e da Sigma H, identificando os picos dos espectros:
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Figura 10 — Espectro de FTIR da Cognis S e da Sigma H

A tabela 5 mostra os valores do DD e DA determinada a partir dos espectros

de FTIR:
Tabelab - Grau de acetilacdo do CS da Cognis S e Sigma H

(S A3450 A1655 DA | DD
Cognis S 8590 1070 143 857
SigmaH 14630 1720 13,5 865

Como se pode ver na tabela os DA (DD) sdo muito semelhantes, sendo
relativamente concordantes com os apresentados pelo fornecedor.

Segundo Lapasin (1995), a diminui¢do do grau de acetilacdo e o aumento da
quantidade de grupos amina livres, fazem com que o CS seja solivel em solugdes
acidas diluidas de pH <6. Quando o grau de acetilacdo aumenta, a gama de
solubilidade aumenta por duas razdes. Primeiro, pelo aumento do impedimento
estereoquimico devido ao aumento dos grupos acetilo, e segundo pelo aumento do

valor do pKintrinseco.

4.1.2. Massa molecular

Muitas das propriedades fisicas do CS sdo afectadas pela massa molecular do
polissacarideo. O CS com elevada massa molecular provoca um aumento mais
pronunciado da viscosidade. No entanto, em determinadas aplicagdes, nem sempre

uma massa molecular elevada é desejavel. Uma das desvantagens associadas a uma
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massa molecular elevada é a menor solubilidade da amostra, se considerarmos DA

semelhantes (Kumar, et al., 2004).

Na figura 11 apresenta-se a curva tipica de GPC/SEC obtida.

CS da Cognis §

Figura 11 — Curva tipico de GPC/SEC obtida para o CS (neste caso apresenta-se a curva obtida
com o CS da Cognis)

A tabela 6 mostra os valores do peso molecular determinado a partir das

curvas de GPC/SEC:
Tabela 6- Massa molecular do CS da Cognis S e Sigma H.

| cs M, M., PD
Cognis S 268118 540301 2,02

Sigma H 311364 815504 2,62

A tabela acima mostra que a massa molecular média (My) do CS da Sigma H é
maior que a massa molecular do CS da Cognis S e apresenta um menor grau de

polidispersao.
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4.2. Preparacao das solugoes

As solugdes preparadas correspondem as solucdes utilizadas para fazer os
hidrogéis, os pensos curativos e as matrizes 3D. O solvente usado, consiste numa
solugdo aquosa acida.

Solugcoes com o CS (p/p) da Cognis S em AcA e AcL (v/v)

Na tabela 7, apresentam-se as viscosidades da solucao preparadas:

Tabela 7 - Viscosidade das solugdes do CS da Cognis S.

| Solucdes n (cp)
1,5% CS Cognis S 0,5% AcA 286
2% CS Cognis S 0,5% AcA 943
3% CS Cognis S 0,5% AcA 2745
1,5% CS Cognis S 1% AcA 324
2% CS Cognis S 1% AcA 803
3% CS Cognis S 1% AcA 3457
4% CS Cognis S 2% AcA 8020
5% CS Cognis S 2% AcA 19530
4% CS Cognis S 2% Acl *
5% CS Cognis S 2% AcL *

*valores ndo determinados

Para a solucdo de 3% CS (p/p) Cognis S com 0,5% de AcA (v/v), verificou-se
que o CS ndo dissolveu totalmente, depois de 24 horas a temperatura ambiente.
Isso mostra que para 3% de CS da Cognis S a solugdo atingiu o limite de
solubilidade para esta concentra¢do de AcA. Para poder obter solugdes totalmente

dissolvidas para as mesmas concentracdes de CS, aumentou-se a concentracdo de

AcA para 1% (v/v).
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Solugcoes com o CS (p/p) da Sigma H em AcA (v/v)

Na tabela 8, apresentam-se as viscosidades das solu¢des preparadas:

Tabela8 - Valores de viscosidade variando a concentragdo de ACA e do CS Sigma H.

Solugdes n (cp)

1,5% CS Sigma H 0,5% AcA 1540
1,5% CS Sigma H 1% AcA 1434
1,5% CS Sigma H 2% A cA 1742
1,5% CS Sigma H 3% AcA 2109
1,5% CS Sigma H 4% AcA 2358
1,5% CS Sigma H 5% AcA 2485
1% CS Sigma H 0,5% AcA 673
1,5% CS Sigma H 0,5% AcA 4573
29 CS Sigma H 0,5% AcA 18100
2,5% CS Sigma H 0,5% AcA 9000**
1,5% CS Sigma H 0,5% AcA* 893

*Adicdo de NaCl, ** Valor desprezado

4.3. Caracteristicas reoldgica das solucdes

Neste trabalho, foi feito um estudo reoldgico das solugdes com os dois tipos
de CS, Cognis S e Sigma H, alterando a concentracao de soluto (CS) e solvente

(AcA).
4.3.1. Varia¢ao da concentracao de solvente (AcA)

A figura 12 mostra o comportamento da viscosidade das solu¢des em fungdo
da concentracao de AcA.

O aumento da concentracdo de AcA implica o aumento da solubilidade do
polimero de CS na solucao.

Comparando as solugdes de CS 1,5 % (p/p) de Sigma H (tabela 8) com CS 1,5
% (p/p) de Cognis S (tabela 7), ambos com 0,5% de AcA (v/v), pode-se concluir
que o CS da Cognis produz solugdes menos viscosas que o da Sigma para a mesma

concentracao de solvente e de CS. Tal deve-se ao facto da massa molecular do CS da
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Cognis S ser menor que a do CS da Sigma H e o DA do CS da Cognis S ser maior que

o DA do CS da Sigma H.
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Figura 12 — Grafico de viscosidade em fungdo da concentracdo de AcA com 1,5% CS (p/p) de
Sigma H
Variacao da concentracao de Soluto (CS)

4.3.2.
A figura 13 mostra o grafico da variacdo da viscosidade variando a

concentracao do CS da Cognis S e da Sigma H.
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No regime diluido as interligacdes entre as cadeias do polimero sao limitadas
e a viscosidade da solu¢ao aumenta linearmente com o aumento da concentracao
do polimero. A medida que a concentragio do polimero aumenta, a sobreposi¢do
das cadeias macromoleculares torna-se importante e a viscosidade relativa da
solugdo aumenta significativamente com o aumento da concentracdo, até uma
concentracao critica. Esta regido designa-se por regime semi-diluido. Acima da
concentracao critica, as interligacbes entre as cadeias do polimero aumentam
grandemente, assim como a viscosidade. A lei de poténcia representada pela
equacao (8) permite evidenciar a transicao entre os dois regimes atraves do
parametro b, ou seja, diferentes valores de b traduzem diferentes regimes

(Lapasin, 1995).

n= aCt (8)

Segundo Lapasin (1995), no regime diluido b varia entre 1 e 1,4. No entanto,

mais recentemente, Lai e Chiang (2002), descreveram valores de b na gama dos
0,78-0,80 no regime diluido. No regime concentrado a literatura descreve valores

de bna gamados 1,9 a 5,6 (Lapasin, 1995).

Pelos resultados apresentados no grafico conclui-se que as solucdes
encontravam-se no regime concentrado, uma vez que b=4,75 para o CS da Sigma H,
b=3,43 para o CS da Cognis S em 1% (v/v) de AcA e b=3,02 para a solugdo de CS da
Cognis Sem 0,5% (v/v) de AcA.

Verifica-se também que, para qualquer dos CS usados, o aumento da
concentracao na solucdo provoca um aumento da viscosidade da mesma.
Entretanto, o aumento da viscosidade é maior no CS da Sigma H, para a mesma
concentracao de CS. Isto é devido ao facto do CS da Sigma H ter uma massa
molecular maior que a do CS da Cognis S.

Com a solugdo de 2,5% (v/v) CS da Sigma H houve dificuldade em medir o
valor da viscosidade com o viscosimetro rotacional, por isso, este valor foi
desprezado, tabela 8 (** Valor desprezado).

A figura 14 mostra a aparéncia das solugdes. As solugdes de 2 e 2,5% (p/p) de

CS tém aparéncia de géis.
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Figura 14 - Aparéncia das solugdes variando a concentra¢do do CS da Sigma H

Tal como se pode observar na tabela 8 a solu¢do de 1,5% CS (p/p) Sigma H
0.5% (v/v) AcA*, onde foi acrescentado NaCl (10% v/v) possui menor viscosidade.

Para explicar este facto é necessario considerar os factores: o grau de
acetilacao e a influéncia da forga i6nica. A incorporacdo de NaCl no solvente tem
como objectivo a reducdo do efeito polielectrélito, uma vez que as cargas positivas
do grupo amina passam a estar contra-balangadas com as cargas negativas do
atomo de cloro.

Dependendo do grau de acetilagio devem-se considerar alteracdes na
expansao e rigidez das cadeias e/ou a tendéncia para formar agregados. O maior
conteddo em grupos acetilo pode aumentar a rigidez das cadeias, por razoes
estereoquimicas. Por outro lado, o baixo grau de acetilacdo significa que temos um
maior nimero de grupos amina livres, os quais se encontram protonados na

solucdo acida, produzindo o estiramento da cadeia e alguma rigidez devido a

repulsdo electrostatica (Kumar, etal., 2004).

5. Hidrogéis
5.1. Preparacido dos hidrogéis

Foram preparadas solugdes de 4 e 5% (p/p) de CS da Cognis S em 2% (v/v)
de AcL. A mistura foi deixada em agitacao a temperatura ambiente, durante 24 h.
As solugdes foram pesadas nos moldes com m=30g cada e ajustadas de forma a
ocupar todo o espago. Seguidamente, introduziram-se as amostras dentro de uma
camara de aménia (41 a 2,5% (v/v)). A camara encontra-se fechada de forma a

manter uma atmosfera saturada de amdnia (figura 15). Deixaram-se as amostras
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na camara de amonia por um periodo de tempo de 2 dias para a formacdo dos
hidrogéis. No fim desse periodo de tempo os moldes foram removidos e os

hidrogéis foram lavados até um pH < 8. Depois foram embalados sob vacuo.

Figura 15 — Camara de aménia

5.2 Caracteriza¢ao dos hidrogéis

5.2.1. Tempo de coagulacao e processo delavagem

Inicialmente, as solucdes eram deixadas na camara saturada de amodnia
durante um periodo de 48 horas. Visto que este tempo era muito longo para um
processo de producdo, estudou-se o tempo de exposicdo. Para isso foram feitos
alguns testes.

Foram utilizados cinco recipientes idénticos, onde foi colocado o mesmo
volume de solugdo de CS (m=10g) e o mesmo volume da solucdo de amoénia
(100ml). As amostras foram retiradas ao fim de 1,2,3,6,12 e 24 horas.

Durante este teste verificou-se que, a solugdo que antes era transparente se
tornou num hidrogel de cor azul claro. Ou seja, a medida que o vapor de amdnia
penetra na solugdo, ela vai coagulando fornando o hidrogel. A coagulacao inicia-se
na superficie em contacto com a atmosfera saturada de amonia e continua até ao
interior da solugdo.

Estes testes mostraram que a partir de um periodo de tempo de 3h as

solugdes de CS coagulavam.
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O processo de lavagem é fundamental para os hidrogéis, dado que ao serem
coagulados numa solucdo de amoénia saturada o pH final é elevado. Por isso deve
passar por um processo de lavagem, em agua destilada, para diminuir o pH.

Os hidrogéis, depois de removidos da cimara de amoénia, foram retirados dos
moldes e lavados com agua destilada. Depois, foram colocados novamente no
referido molde e mergulhados em agua destilada. A agua foi removida de duas em
duas horas durante o dia. O tempo aproximado para baixar o pH de 13,8 até 7 foi
de aproximadamente 48h. Ou seja, o processo de lavagem por requerer lavagens
frequentes e pelo facto de ser um processo manual, é bastante demorado. Também

se fez uma tentativa de utilizar agitadores, mas os hidrogéis foram danificados.

5.2.2. Testes de Inchamento e perda de massa

O estudo da forma como os hidrogéis interagem com a agua reveste-se de
grande importancia face a sua aplicacdo posterior.
Os graficos da figura 16, 17 e 18 apresentam o comportamento dos hidrogéis

com 5% (p/p) de CS da Cognis S e 2% (v/v) de AcL:
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Figura 16 - Grafico da taxa de inchamento em fungdo do tempo de imersao.
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Figura 17- Grafico da taxa de inchamento em fungdo do tempo de imersao.
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Figura 18- Grafico taxa de perda de massa em fungéo do tempo de imersao.

ST —pH=5; SF —»pH= 7.4; ST2 -pH=9.8

Os testes de inchamento demonstram que os hidrogéis tém tendéncia a
inchar quando colocados a pH acido e a contrair quando o pH é neutro ou basico.

As diferentes taxas de inchamento podem ser entendidas como resultado da
intensidade das interacg¢des i6nicas que ocorrem nestas solugdes. As moléculas de
agua sao polares e a solucdo tampao (ST), constituida por acetato de s6dio e acido
acético, desestabiliza as cadeias de CS tornando-as mais soldveis. Isso verificou-se

durante os testes. Também, tem de se considerar a forga idnica das solugdes que
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estd directamente relacionada com as interac¢des idnicas que ocorrem nas

solucdes. No entanto este parametro ndo foi estudado neste trabalho.

6. Pensos curativos

6.2. Preparacao dos pensos curativos

Pensos Hemostaticos (LP)

Foram preparadas solu¢des de 1 a 5% (p/p) de CS da Cognis S em 0,5 a 2%
(v/v) de AcA. As solugdes foram deixadas em agitacdo a temperatura ambiente
durante 24 h. Os moldes foram cheios com 30 e 40g de solugdo, e seguidamente
foram colocados no liofilizador, num ciclo de, aproximadamente, 24h. No fim da
liofilizacao, as amostras foram removidas dos moldes e colocadas ao ar livre.

Depois foram seladas em vacuo e etiquetadas.

Pensos coaqulados (LP)

Utilizaram-se as mesmas solugcdes que na preparacdo dos pensos curativos
ndao coagulados. Contudo, depois do 12 ciclo de liofilizacdo os pensos foram
coagulados/neutralizados em amoénia (solu¢ées pH = 8,7; 9; 9,8 e 13,8), por
aproximadamente 2 minutos e lavados até um pH < 8. Depois foram colocados no
liofilizador para a remocao do solvente (segundo ciclo de liofilizacdo). No fim deste
ciclo os pensos coagulados foram selados e etiquetados.

Foi também testada a coagulagdo com hidréxido de s6dio (NaOH). Foi
preparada uma solucao de NaOH a 2,5% (p/v). Solugcdes de 5% (p/p) de CS foram
congeladas (passo efectuado para manter a forma do penso), e depois foi-lhes
adicionada a solucdao de NaOH até a amostra ficar totalmente submersa ( para a
neutralizacdo do AcA). Este processo durou cerca de 12 horas. Seguidamente, as
amostras foram removidas e lavadas em agua destilada, até um pH < 8. Depois de

atingir o pH pretendido, os pensos foram liofilizados.

@ @(:ERAMED 61



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

6.3. Caracteriza¢ao dos pensos curativos

6.3.1. Pensos curativos ndo coagulados (LH)

6.3.1.1. Liofilizacao

O primeiro ciclo de liofilizacio efectuado foi feito com os seguintes

parametros de liofilizacdo (P = 0.110mbar):

PF Tempo = 3h
Rampa = 5°C/min
Sublimacao T =-25°C
Tempo = 10h
Rampa = 0,5°C/min
Secagem T=15°C
Tempo = 30h

Figura 19 - Parametros do ciclo de liofilizacdo dos LH

10 - I Temipct!h]

! '
: — ; ; ;
|
10 9 ! 10 20 30 40
20 4

50

Temperatura ("C)
W
=

_PFISub]j.mau;ﬁa Secagem

Figura 20 — Representacdo grafica do ciclo de liofilizagdo

Este ciclo foi programado com base na patente (McCaryhy, et al., 2008).

As amostras ficaram bem liofilizadas (secas), tal como se observa na figura 21

(80,59mm x 113,88mm).
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Figura 21 — Penso hemostaticos apds o primeiro ciclo de liofilizagdo (5%CS Cognis S 2%AcA)

Foram feitos varios testes na tentativa de optimizar o processo de liofilizagao

variando a temperatura e o tempo de secagem.
6.3.1.2. Optimizacao do ciclo de liofilizacao

Tempo de secagem

Inicialmente, fez-se um ciclo de duracdo aproximada de 46h com amostras de
5%CS da Cognis S e 2% de AcA. Dado que este tempo é muito grande para um
processo de producdo, tentou-se reduzi-lo. Assim, comecou-se por diminuir o
tempo de secagem de 30h para 15, 10, 7 e 3 horas. Até 7h de secagem as amostras
ficaram bem liofilizadas, em moldes de m=40g e m=30g de solucdao de CS. As
amostras com tempo de secagem de 3 horas ndo ficaram bem lio filizadas, como se

pode ver pela figura 22.

Figura 22 - LH liofilizados com 3 horas de secagem

Embora parecessem liofilizados na parte superior (figura 22 A), quando
foram removidos do molde apresentaram solvente na parte inferior que estava em
contacto com o molde (figura 22 B). Isto mostra que o solvente ndo foi totalmente
removido da amostra na primeira fase de liofilizacdo. Ou seja, a fase de secagem é

7

crucial para garantir que todo o solvente é removido da amostra. Assim, para
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garantir que as amostras ficassem completamente liofilizadas, escolheu-se o
periodo de 10 horas de secagem como o tempo ideal.

Foram, também, feitos alguns testes variando o tempo de liofilizacdo (5h, 10h
e 15h) durante a fase de sublimacao, e todas as amostras ficaram bem liofilizadas.
Escolheu-se as 10h de sublimac¢do, para garantir que maior parte da agua fosse
removida, ainda nesta etapa.

Assim, em todos os ciclos de liofilizacdo dos LH utilizou-se o programa

optimizado:

PF Tempo = 3h
Rampa = 5°C/min
Sublimagao T=-25C
Tempo = 10h
Rampa = 0,5°C/min
Secagem T=15°C
Tempo = 10h

Figura 23 - Parametros do ciclo de liofilizagcdo, dos pensos curativos, optimizado
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Figura 24 — Representagédo grafica do ciclo de liofilizagdo optimizado

Um outro problema encontrado depois do processo de liofilizacdo foi o cheiro
de acido acético nas amostras. Embora as amostras estivessem secas, ap0s algum
tempo de exposi¢do ao ar livre, o odor a AcA era ainda muito forte. O que mostra
que o processo ndo remove todo o solvente. Foram feitas varias tentativas de
remocao do odor a AcA sem neutralizar as amostras:

- Deixaram-se as amostras mais tempo no liofilizador (~3h) sob vacuo,

depois de terminado o ciclo;

@ c CERAMED 64



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

- Diminuiu-se a temperatura de liofilizacdo (-25°C—>-55°C);
- Diminuiu-se a pressao dentro da cdmara (0,110 —0,060mbar);

- Diminuiu-se da concentragdo de AcA na solucdo (2% —0,5%);

Depois de feitos todos estes testes, as amostras ainda cheiravam a AcA.
Salienta-se contudo, que o0s pensos hemostaticos que estdo actualmente

disponiveis no mercado também tém o odor a AcA.

Experiéncia com uma segunda prateleira

A experiéncia com uma segunda prateleira foi uma tentativa de aumentar o
processo de producdo e explorar a capacidade do liofilizador, mas ndo funcionou
por varias razdes. Construiu-se uma prateleira de aluminio que foi colocada no

liofilizador, como mostra a figura 25.

Segunda
prateleira

Figura 25 — Camara de Liofilizagéo e o desenho da segunda prateleira

A figura 26 mostra os resultados da primeira tentativa de liofilizacdo com a

segunda prateleira:

Figura 26- Pensos curativos obtidos com a segunda prateleira
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Como se pode ver, as amostras ficaram heterogéneas e porosas com presenca
de macroporos. Este ndo era o resultado esperado e o facto de isso ter acontecido
estd relacionado com o processo de congelamento. A segunda prateleira nao
arrefeceu o suficiente para congelar as amostras, ou seja, a temperatura nao é
homogénea dentro da camara do liofilizador. S6 as amostras em contacto com a
primeira prateleira arrefecem como programado. Notou-se que a temperatura na
primeira prateleira era de -75°C e que a temperatura do sensor na segunda
prateleira era de -10°C.

Depois testou-se o congelamento das amostras antes de as colocar na
segunda prateleira, e quase todos ficaram bem liofilizadas, no entanto, uma

amostra de m=40g nao ficou totalmente liofilizada (figura 27).

Figura 27 — Penso com defeito depois do ciclo de liofilizacdo com a segunda prateleira.

6.3.1.3. Teste de degradacao

Esse teste foi feito com o objectivo de saber qual era a capacidade de
degradac¢do de um LH normal e de um LH prensado.

Foram cortadas duas amostras de LH de 1,5% (p/p) de CS e 0,5% (v/v) de
AcA, (2cmX2cm) e foram colocadas em agua destilada. Uma das amostras foi
prensada a quente (~200°C, figura 28 A) e a outra foi utilizada no estado normal
depois de liofilizada (figura 28 B).

0 comportamento das duas amostras foi diferente: a amostra B dissolveu em
menos tempo que a amostra A. A amostra B, ao contrario da amostra A, perde a
integridade estrutural ao fim de 30 minutos de imersdo em agua destilada.

Isto deve-se ao facto da amostra A ser mais compacta que a amostra B,
portanto a agua tem maior facilidade em entrar na estrutura porosa da amostra B.

Também o facto de ser prensada a elevadas temperaturas pode fazer com que o
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AcA evapore da amostra o que obviamente, diminuira a solubilidade em agua. Este

pode ser o motivo pelo qual os LH disponiveis no mercado sdo prensados.

Figura 28 — Teste de degradagédo dos LH, evidenciando (seta) a falta de integridade
estrutural da amostra ndo prensada (B).

6.3.1.4. Esterilizacao

A figura 29 apresenta um LH esterilizado com a radiagdo gama:

Figura 29 — LH esterilizado: 5%CS Cognis S 2% AcA m=30g

Apbs a esterilizacdo, as amostras apresentaram uma coloracdo diferente. As
amostras, que antes eram brancas, tornaram-se amarelas. De acordo com Skiens
(1980), o amarelecimento de materiais poliméricos, associado ao uso da radiacdo
gama, pode ser devido ao aparecimento de insatura¢gdes ou a formacdo de
complexos coloridos durante a irradiacdo. Isso, eventualmente, pode alterar as

caracteristicas dos pensos e causar a deterioracdo progressiva de suas
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propriedades, incluindo o seu aspecto visual e as suas propriedades mecanicas
(mddulo elastico, resisténcia e ductilidade).

Os dois principais mecanismos de degradacdo ou alteracdo da estrutura
polimérica quando um polimero é exposto a radiagdo gama sdo a cisdo da cadeia e

o aparecimento de reticulacdes (Skiens, 1980).

A cisdo da cadeia ocorre quando ha uma ruptura aleatéria de ligacdes que
reduzem a massa molecular média do polimero. As reticulagdes resultam na
formacdo de redes tridimensionais no polimero, aumentando assim a sua massa
molecular.

Com o aumento da dose de irradiagdo, o grau de reticulacio do polimero
pode aumentar. Frequentemente, ambos os mecanismos ocorrem quando um
material polimérico é exposto a radiagdo gama, porém, a natureza do polimero
bem como as condi¢cdes em que a exposicao a radiacdo é realizada podem fazer
com que um destes mecanismos predomine (Skiens, 1980).

Foram feitas algumas experiéncias com as amostras no sentido de verificar a

alteracdo estrutural provocada pela radiacdo, nos pensos produzidos.

Teste de dissolucao

Foram colocadas duas amostras em agua destilada, uma esterilizada e outra
ndo esterilizada, e reparou-se que a amostra irradiada dissolvia muito mais rapido
que a amostra nao irradiada. Este leva a conclusdo que o fenémeno de degradacao

predominante é a cisdo da cadeia e ndo areticulacao.

6.3.1.6. Microscopia Electréonica de Varrimento - SEM

Para fazer o SEM dos pensos definiram-se duas zonas, periférica e central, e
diferenciaram-se as partes em contacto com o molde e as partes em contacto com o
ar. Estas duas partes do penso sdo visivelmente diferentes. A figura 30 mostra um
LH identificando as diferentes zonas onde foram cortadas as amostras analisadas.

A figura 31 mostra as imagens de SEM das superficies de corte dos LH
produzidas a diferentes temperaturas de sublimacdo. Todas as imagens

representam um corte longitudinal da amostra e na zona periférica (P).
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Figura 30 — Diferentes zonas de um LH, de onde foram retiradas amostras para SEM.
P- zona periférica; C- zona central;

Figura 31 — Imagem de SEM do LH 5% CS Cognis S e 2%AcA m=30g:
IP_T,=-55°C; IP_T,=-45°C; IP_T,=-25°C; IP_T,=-10°C

Tal como se pode verificar, o tamanho dos poros varia quando diminuimos a

temperatura de liofilizacao. Podemos ver que para a gama de temperatura entre -
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102C e -45°C (figura 31 T4, T3, T2), os pensos sao porosos (poros interconectados e
aproximadamente esféricos). Entretanto, quando diminuimos a temperatura para -
552C, a forma dos poros altera-se, os poros tornam-se maiores e alongados (figura
31 T1). Este facto esta relacionado com o processo de separacdo de fases.

Tal como foi referido, a transicdo entre transferéncia de massa e de calor
para o CS, ocorre a temperatura de -50°C, ocorrendo a transferéncia de massa a
temperatura de congelamento entre 0 e -50° C, e a transferéncia de calor a

temperatura de congelamento abaixo de - 50°C (Roh & Kwon, 2002).

Para uma amostra ndo coagulada abaixo dos -50°C (tal como em IP_T1) o
gradiente térmico é responsavel por uma sublimac¢do anisotrépica dos cristais de
gelo, conduzindo ao aparecimento dos poros alongados que se observa na figura
31 (IP_T1).

A figura 32 mostra as imagens de SEM da superficie dos LH feitos com o CS da
Sigma H, com concentrac¢oes de 1,5 e 2% de CS, produzidas com uma temperatura
de -25°C, durante o ciclo de liofilizacdo. Todas as imagens representam a face das

amostras que fica em contacto como ar (S).

Figura 32 — Imagem de SEM dos LH 1,5% CS Sigma H 1%AcA e 2%CS Sigma H 0,5% AcA:
SP — zona periférica em contacto com o ar
SC — zona central em contacto com o ar
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As imagens da figura 32, permitem concluir que os LH ndo sdo homogéneos.
As zonas em contacto com o ar sdo pouco porosas e mais rugosas no centro do que
na zona periférica. Essa heterogeneidade na superficie é devido ao processo de
congelamento. O congelamento do LH ndo é imediato, a solugdo de CS comeca a
congelar da parte periférica em direc¢ao a parte central.

Na figura 33 apresentam-se as imagens de SEM da superficie destes LH que

ficam em contacto com o molde.

Figura 33 — Imagem de SEM dos LH, 2%CS Sigma H 0,5% AcA:
IP — zona periférica em contacto com o molde.

As imagens da figura 33 levam a concluir que a parte em contacto com o
molde é mais porosa. Esta zona é mais suave e a sua elevada porosidade devera
permitir uma maior absorcao de agua, quando comparada com a superficie em
contacto como ar.

Em termos de aplicacgdo, esta heterogeneidade dos LH pode ser proveitosa. A
zona mais porosa ficaria em contacto com a ferida, permitindo uma melhor
absorgdo, e a zona menos porosa ficaria em contacto com o ar (funcionava como

uma barreira a passagem de microorganismos).

6.3.1.7. Testes mecanicos

A figura 34 mostra um provete colocado na maquina de tracgdo antes e

depois da ruptura.

@ @cenm\nen 71



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

Figura 34 - Traccao de um LH até a ruptura (5% CS Cognis S 2% AcA m=40g)

Como se pode ver, a ruptura deu-se entre as garras do extensémetro. No
entanto, isso ndo aconteceu para todos os provetes, porque as amostras nao eram
homogéneas. Todas as amostras apresentam comportamento eldstico ate a
ruptura, tal como foi referido (ver pagina 44, figura 9)

A tabela 9 mostra os valores médios da tensdo a ruptura (o) e da extensdo a

ruptura destes materiais:

Tabela9 — Tensdo a ruptura e extensdo a ruptura dos LH.

Extenséo a Tensdo a
Amostras LH ruptura (g) ruptura (o)
(%) (MPa)
1,5% CS Cognis S 1% AcA
m = 40g A e 29 0,09 0,0
2% CS Cognis S 1% AcA
m =40g B 6,12 1,6 0,14 0,1
3% CS Cog_nls S 1% AcA c 5,61 3,6 0,16 0.1
m =40g
0, 1 [0)
2% CS Sigma H1% AcA D 5,97 11 0,12 01
m =30g
(0) 1 0,
5% CS COgEIlSSZ/O AcA E 8,74 15 0,74 01
m =40g
(0) 1 0,
5% CS Cognis S 2% AcA = 6.78 19 0,24 01
m = 30g
5% CS Cognis S 2% AcA
m =30g Esterilizado G 4,84 L1 0.14 01

A partir da tabela 9 pode-se fazer um estudo do comportamento mecanico

dos LH quando se varia a concentracao de CS.
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As imagens da figura 35, mostram os graficos da tensdo a ruptura e extensao
a ruptura dos LH em func¢do da concentracao de CS, correspondente as amostras A

=1,5%, B =2% e C=3% de CS:

0,25 12 -
0,2 10 - A
¢ B
— ] B 8 -
o 0,15 = C
= S
% 01 1 A w
4 -
0,05 A
2 -
0 T ) 0 . .
0 4
%Cs ° %es !

Figura 35- Gréafico da resisténcia a trac¢ao e extensdo a ruptura em fungdo da concentracdo de CS.

Pelos graficos podemos ver que quando aumentamos a concentracdo de CS a
tensdo a ruptura dos LH também aumenta, enquanto que a extensdo a ruptura
diminui.

Também podemos ver pela tabela 9 que as amostras E e F apresentam
valores de tensdo a ruptura diferentes, porém, a Unica diferenca entre estas
amostras é a massa da solucdo de CS que foi colocada no molde, mg = 40g e mr =
30g. Ou seja, a diferenca de 10g pode resultar em estruturas com propriedades
diferentes.

Também podemos ver que embora as amostras F e G, sejam semelhantes,
com a Unica diferenca da amostra G ser esterilizada, apresentam propriedades
mecanicas diferentes. O LH depois de esterilizado perde as suas propriedades
mecanicas, dado que diminui a tensdo a ruptura e extensdo a ruptura. Este facto é
consequéncia da cisdo das cadeias poliméricas do CS durante o processo de

esterilizacdo com radiacdo gama.
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6.3.2. Pensos coagulados (LP)

6.3.2.1. Liofilizacio

A primeira tentativa de fazer pensos curativos que nao se dissolvem em agua
nao foi bem sucedido, visto que os pensos ficaram muito rigidos e estaladicos, com
uma cor branca na superficie, sem condi¢oes de aplicagdo. A figura 36 mostra o
primeiro penso insolivel produzido, neutralizado com NaOH. Estes foram
liofilizados a partir dos parametros de liofilizacdo optimizados (pagina 64, figura

23).

Figura 36 — LP coagulado com NaOH

Depois de varias tentativas conseguiu-se fazer um penso curativo que ndo se
dissolvesse em dgua, com boas caracteristicas e aparéncia, considerado como ideal.
Este foi obtido a partir de um penso LH, por coagulacdo numa solu¢do de amoénia
2,5% (v/v). Depois de coagulado, o penso foi lavado até um pH <8 e colocado de
novo no liofilizador.

Para o segundo ciclo de liofilizacdo utilizou-se o programa (P = 0,110mbar):

PF Tempo = 3h
Rampa = 5°C/min
Sublimagio T =-25C
Tempo = 5h

Rampa = 0,5°C/min
Secagem T=15°C
Tempo = 5h

Figura 37-Parametros do ciclo de liofilizacdo dos LP optimizados
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Figura 38 — Representagéo grafica do ciclo de liofilizagdo dos LP.

Neste ciclo diminui-se o tempo de sublimacdo e de secagem, dado que o
solvente é apenas agua. A figura 39 mostra um penso coagulado (insolavel) com

5% de CS Cognis S (80,59 X 113,88mm).

Figura 39- LP apos o segundo ciclo de liofilizacao (5%CS Cognis, 2% AcA)

Este penso é pouco maledvel quando comparado com os outros tipos de
pensos com menor concentrac¢do de CS (1,5; 2 e 3%).

Experimentou-se coagular os pensos LH em solu¢des tampao de amdnia com
pH 8,7; 9 e 9,8, e todas as amostras inseridas nas solu¢des tampao coagularam.
Verificou-se que a coagulacdo dos pensos é imediata, quando inseridas nas
solugdes tampdo. Isto permite diminuir o tempo de lavagem, dado que se pode

efectuar a coagulagdo em solucdes tampao de pH 8,7.
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Assim, a vantagem de utilizar a amoénia em vez de hidroxido de sodio é que o
processo de lavagem é mais rapido e também ndo se corre o risco dos LP

apresentarem aspecto branco (devido a presenca do acetato de sddio).

6.3.2.2. Testes deinchamento e perda de massa

O grafico da figura 40 mostra o comportamento dos pensos curativos
coagulados, quando imersos em solu¢des com diferente pH.

Pelo grafico pode-se concluir que a taxa de inchamento é constante para
todos os pensos curativos apds, aproximadamente, 3 dia de imersao.

A capacidade de absor¢do de agua varia de acordo com a concentracao de CS.
Os pensos A e D apresentam menos capacidade de absor¢do de agua, tendo ambos
5 % de CS. Os resultados mostram que o pH do meio ndo influencia a taxa de
inchamento.

Os pensos B e C tém concentracdo de CS 1,5 e 3% (p/p) respectivamente e
apresentam, aproximadamente, a mesma capacidade de absorcdo de Aagua,
podendo absorver agua até 40 vezes o seu peso seco. Esta caracteristica é
importante, visto que podem ser inseridos em solu¢des aquosas antes de ser
aplicado no ferimento, o que permite refrescar o ferimento e simultaneamente

limpa-lo.

5000 ~

3388 T Hi{ -------- i; T« A-SF

£ 3500 - ﬁﬂi t | hi .
o 3000 11

$ 2500 - T CSF
§ 2000 - i % DST
E 1500 _:l ii;i;i:::::::=§========§===:::::§

% 1000 3

5

-

0 2 4 6 8 10121416 18 2022 24 26 28 30

Tempo de imersdo (dias)

Figura 40- Grafico da taxa de inchamento em funcdo do tempo de imerséo.
SF -pH=74; ST -pH=5;

A -5% CS Cognis S 2% AcA; B —>3% CS Cognis S 0,5% AcA,;

C —-1,5% CS Cognis S 0,5%AcA; D -5% CS Cognis S 2%AcA,;
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O grafico da figura 41 mostra a variacdo da taxa de perda de massa, com o

tempo de imersao, dos pensos coagulados, em solu¢des com diferente pH.
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Figura 41- Grafico da taxa de perda de massa em funcdo do tempo de imers&o.
SF -pH=74; ST -pH=5;

A -5% CS Cognis S 2% AcA; B »3% CS Cognis S 0,5% AcA;

C -1,5% CS Cognis S 0,5%AcA; D -5% CS Cognis S 2%AcA,

Através do grafico verifica-se que a perda de massa é constante a partir de
cinco dias de imersdo, aproximadamente, embora o penso B mostre uma variacao
diferente. A pequena quantidade de material perdida inicialmente, ap6s imersao
nas solu¢des tampdo, deve-se, provavelmente, a presenca de algum acido nos
pensos que promovera a dissolucao de algum CS.

Outra caracteristica importante desse tipo de penso é a capacidade de
adquirir a forma original quando colocado em agua na segunda imersao (memoria
de forma). As amostras depois de enroladas foram colocadas em 4agua, e
imediatamente encheram-se de agua e desdobraram-se adquirindo a forma
original. No entanto, esta caracteristica é mais evidente nas amostras com 1,5 e 3%
de CS, visto serem mais flexiveis e menos densas.

Um facto importante observado durante os testes é a capacidade da agua
permanecer no interior da estrutura e ser libertada de forma controlada quando

pressionada.
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6.3.2.3. Testes mecanicos

A tabela 10 mostra os valores da tensdo a ruptura e extensdo a ruptura dos

LP.

Tabela 10 —Propriedades mecanicas dos LP.

Extenséo a Tenséo a
Amostras LP ruptura (g) ruptura (o)
(%) (MPa)
1,5% CS Cognis S 1% AcA m =40g A 4,22 3,3 0,11 0,0
2% CS Cognis S 1% AcA m =40g B 4,82 2,9 0,12 0,0
3% CS Cognis S 1% AcA m =40g C 11,10 4,2 0,20 0,1

Os graficos da figura 42, mostram a varia¢do da tensao a ruptura e extensao a
ruptura em fungao da concentragdo de CS, correspondente as amostras A= 1,5%, B

=2%eC=3%deCS.

20 - 0,35 -
03 -
157 0,25 -
S c = 02 - C
w 10 7 % |
o015 4 } B}
5 - AlB 01 -
0,05 -
0 T 1 0 T 1
0 2 4 0 2 4
%CS %CS

Figura 42- Grafico da tensdo a ruptura e extensao a ruptura em funcdo da concentragdo de CS
dos LP.

Pelos graficos pode-se ver que, quando aumentamos a concentracdo de CS,
tanto a tensdo a ruptura como a extensao a ruptura aumentam. Isto ndo aconteceu
com os LH no caso da extensdo a ruptura, pois pode-se ver que este diminuiu com
o aumento da concentra¢do de CS (pagina 72, figura 35). Este comportamento
deve-se, provavelmente, a alteracdes estruturais promovidas pelo processo de
coagulacao.

Contudo, comparando os valores obtidos para as propriedades mecanicas
(média e desvio padrdo) dos LH e dos LP, com a mesma concentracdo de CS,

verifica-se que, estatisticamente, os resultados sao semelhantes.
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Verificou-se também, durante a realizagdo dos testes que se as amostras

forem humedecidas tornam-se mais deformaveis.

7. Matrizes 3D para ET

Neste trabalho, fez-se também o estudo de matrizes 3D com e sem fibras para
a regeneracao de tecidos, variando a concentracdo de solvente (AcA) e a
concentracao de soluto (CS). A adicao de fibras as matrizes 3D teve como objectivo

a melhoria das propriedades mecanicas.

7.2. Preparacdo das matrizes

No diagrama da figura 43 apresenta-se o método de preparacdo das matrizes:

e o - ——

Figura 43 — Diagrama de preparacdo das matrizes para ET.
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Foram preparadas varias solugdes (diagrama da figura 43) cuja

composicdo se apresenta na tabela 11.

Tabela 1l — Solu¢des usadas na preparacdo das matrizes.

AcA(v/v)  Cs(p/p)
1,5

2
2.5

3
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5

0,5

V| WIN|F

Depois da preparacdo das solu¢des adicionou-se cloreto de sédio (NaCl 10 %
p/v) na proporg¢do de 75g de solucdo de CS e 25g de solucao de NaCl. A solucao
final foi agitada até ficar homogénea, seguidamente foram colocadas em moldes e
coaguladas. Fez-se um pré-congelamento no liofilizador de cerca de 1 hora e meia.
Depois de congeladas, as amostras foram tratadas com uma solucao de NaOH de
1,25% (v/v), ficando totalmente submersas na solu¢do. Foram mantidas o tempo
suficiente para a coagulacdo (~24h). Depois de coaguladas, as amostras foram
lavadas com agua destilada até um pH < 8. Depois de atingir o pH pretendido as

amostras foram liofilizadas, embaladas e etiquetadas.
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7.3. Coagulacdao matrizes com e sem fibras

7.3.1. Coagulacdo das matrizes sem fibras

Ap6s congelamento no liofilizador, com o programa de pré-congelamento, as
solugdes foram coagulados com NaOH a 1,25% (v/v). Ap6s 24 h, observou-se que
as amostras com 0,5% de AcA, tanto do CS da Sigma H como o da Cognis S, tinham
formado uma estrutura coagulada. A figura 44 mostra as amostras depois do

tratamento com NaOH.

4% AcA. SigmaH 2% AcA. SigmaH Q% AcLSEmal

0.5% AcA. Cogniss

: . Tl R
5% AcA.SigmaH 1% AcA. SigmaH 3% AcA.SigmaH

z

I

Figura 44 - Coagulacao das matrizes variando a concentragdo de AcA com 1,5% CS da Sigma
H e uma solucdo da Cognis S (1,5%).

As amostras com 3, 4 e 5% (v/v) de AcA nao coagularam, apenas formaram
uma pequena camada na superficie parecida com um hidrogel, mas na parte
inferior a solucdo ndo estava coagulada, por isso, foram desprezadas.

As amostras de 1 e 2% (v/v) de AcA formaram uma estrutura mais ou menos
rigida, mas ndo apresentaram fissuras a superficie, como se verificou na amostra
de 0,5% (v/v) de AcA. No fim apenas ficaram as amostras de 0,5 e 1% (v/v) de AcA,
dado que a amostra de 2% (v/v) de AcA acabou por se dissolver, a medida que se
fazia o processo de lavagem para baixar o pH. A amostra com o CS da Cognis S
formou uma estrutura rigida, mas nao tao rigida como a amostras do CS da Sigma
H.

Na figura 45 mostra-se o aspectos das solugdes de CS / AcA (0,5% v/v) apds o

tratamento com NaOH.
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0.5% Aca. 1.5% CS 0.5% Aca. 2% C5 0.5% Aca. 3% CS
SigmaH ST Cognis S

D5% Aca 1% CS 05% Aca 15%CS 05% Aca. 25%CS
SigmaH SigmaH (A) SigmaH

Figura 45 — Matrizes para a ET variando a concentragdo de CS

Todas as solucdes coagularam e notou-se que as amostras iam ficando cada
vez mais claras e com tendéncia a flutuar ao longo do processo de lavagem.

Um pardametro que influencia o processo de coagulacao é a temperatura de
congelamento das amostras. E preciso que as amostras estejam congeladas para
que o processo de coagulacao possa ocorrer de forma eficiente e para manter a
forma das matrizes no molde. As amostras ficaram totalmente congeladas no
liofilizador depois de uma hora e meia de pré-congelamento.

Verificou-se, também, que a concentracdo de CS influencia a formagao das
estruturas. Tomando como ponto de referéncia uma concentracdo de 1,5% (p/p)
de CS, pode-se concluir que concentragdes inferiores dao origem a estruturas
menos compactas e menos resistentes com tendéncia a desfazer-se.

A medida que a concentracgio de polimero aumenta, a sobreposicio das
cadeias poliméricas torna-se importante e a viscosidade relativa da solucdo

aumenta significativamente, por isso, as estruturas sao mais resistentes.

7.3.2. Coagulacdo de matrizes com fibras

As fibras de CS utilizadas provém da empresa Alemd, MEDOVENT, e possuem
didmetros de 0,025 e 0,035 mm.

Foram preparadas duas solugdes, uma de 2% (p/p) de CS e a outra de 2,5%
(p/p) de CS da Sigma (0,5% (v/v) de AcA), as quais foram adicionadas fibras de

forma aleatdria.
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As imagens da figura 46 mostram a deposi¢cdo da solu¢dao com as fibras e as

estruturas finais, obtidas depois de coaguladas e lavadas.

0,5% AcA 2,5% CS
SigmaH

0,5% AcA. 2% CS
SigmaH

Figura 46 — Coagulacéo das matrizes com fibras para ET

As amostras ficaram totalmente coaguladas, rigidas e que nao se dissolveram.

7.4. Liofilizacdo das matrizes

Matrizes sem fibras

O ciclo de liofilizagdo utilizado para as matrizes foi diferente do ciclo de
liofilizacao utilizado para os pensos curativos, visto que, a espessura das amostras

e a quantidade de solucdo de CS eram diferentes. As amostras foram liofilizadas

com os seguintes parametros:

@ c CERAMED 83



Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica

PF Tempo = 3h
Rampa = 5°C/min
T =-45°C
Tempo = 0,5h
Rampa = 0,5°C/min
T =-25C
Tempo = 10h
Rampa = 0,5°C/min

Secagem T=15°C
Tempo = 36h

Sublimagao

Figura 47 — Parametros de liofilizacao das matrizes 3D para ET

20 A

Temperatura ("C)
wa
=]
1

-80 -PF| Sublimagic

Secagem

Figura 48 - Representacdo grafica do ciclo de liofilizagcdo das matrizes.

Depois de terminado o ciclo da figura 48 todas as amostras ficaram bem
liofilizadas, tal como se pode observar pelas imagens da figura 49.

As amostras apresentam um aspecto branco na superficie. A aparéncia
branca em algumas partes da superficie € identificada como acetato de s6dio, o que

mostra que o processo de lavagem ndo foi eficiente para remover todo o sal.

0.5% AcA 2% C5 D.5% Aca33% CS
SigmaH Cognis S

Figura 49 — Matrizes depois de liofilizadas
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As imagens da figura 50 apresentam a parte em contacto com o molde, das
matrizes sem fibras, e uma pequena descricdo de aspectos visiveis:

Depois de liofilizada, a amostra apresentou
uma estrutura rigida e estaladica a superficie, mas
o seu interior ficou praticamente vazio. Esta

amostra apresentava tendéncia a dissolver durante

0.5% AcA. 1% CS o processo de lavagem, o que deve estar
SigmaH

relacionado com a baixa quantidade de CS na
amostra.

Esta matriz apresentou uma estrutura
estaladica, mas mais resistente que a amostra
anterior. Em algumas partes apresentou espacos
livres, o que se devera ao processo de liofilizacdo. A
0.5% AcA. 1.5% CS

SigmaH agua ao ser congelada e removida deixou um

espacgo vazio no interior da estrutura.

Esta matriz é menos estaladica. A olho nu

0.5% AcA. 2% CS apresenta-se com poros.
SigmaH

Matriz resistente e mais compacta que a

matriz anterior
0.5% AcA. 2.5% CS

SigmaH

Matriz com aspecto poroso, ndo uniforme e de

cor clara.

0.5% AcA. 3% CS
Cognis S

Figura 50 — Aspectos visiveis das matrizes depois de liofilizadas
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7

A baixas concentracdes de CS a estrutura é porosa e sem resisténcia
mecanica. Pode-se dizer que o aumento de concentracdo de CS na solugdo torna as
estruturas mais compactas. Isso porque, para o mesmo volume a quantidade de
solvente é quase igual e sé varia a concentracdo de soluto na solucdo, assim ha
mais probabilidade de encontrar CS em toda a estrutura.

Pode-se notar a diferenca entre os dois tipos de CS. A matriz feita com o CS

da Cognis S é mais porosa que as matrizes feitas com o CS da Sigma H.

Matrizes com fibras

Estas matrizes sofreram o mesmo ciclo de liofilizacdo que as matrizes
anteriores. No entanto, ndo apresentaram a cor branca a superficie (acetato de
s6dio) com a mesma intensidade das amostras anteriores. Isto deve-se ao facto do
processo de lavagem ter sido eficiente (mais tempo de lavagem). Essas matrizes
sdo macias e verificou-se que as fibras se depositam, presencialmente, junto a

superficie do molde. Os aspectos aqui referidos estao evidenciados na figura 51.

0.5% Aca. 2.5% CS
SigmaH

Figura 51 — Matrizes com
fibras depois de liofilizadas

0.5% Aca. 2% CS
SigmaH

7.5. Testes de Inchamento

A figura 52 mostra o grafico da variacdo de absorc¢do de d4gua com o tempo,

das matrizes com fibras.
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5] #-#-F-f-3-F%
20 A
15 -

10 ~

Taxa de Inchamento (%)

O T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo de Imersdo (horas)

Figura 52 — Gréfico da taxa de inchamento das matrizes com fibras

Pelo grafico pode-se ver que a taxa de inchamento maxima de,

aproximadamente, 25% é atingida ap6s 1h de imersao em agua.
7.6. Esterilizacao

A figura 53 mostra as matrizes depois de esterilizadas.

Figura 53 — Matrizes depois de esterilizadas

Apbs a esterilizacdo, a coloracdo das amostras alterou-se. As amostras que
antes eram brancas tornaram-se amarelas. Tal facto é explicado na sec¢ao 6.3.1.4.
De notar que, igualmente, se verificou a presenca de acetato de s6dio a superficie

das amostras.
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7.7. Microscopia electronica de varrimento - SEM
As figuras 54 e 55 apresentam as imagens de SEM das matrizes sem fibras e

com fibras:

Figura 55 — Imagem de SEM das matrizes (com fibras 2%CS Sigma H 0.5% AcA)

Através das figuras 54 e 55, pode-se ver que tanto as matrizes sem fibras
como as matrizes com fibras apresentam um arranjo estratificada de poros de
forma tubular. O caracter direccional destes poros confere uma elevada

anisotropia a estas matrizes.
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8. Testes “invitro” e “invivo”

8.1. Teste “in vitro” - Teste de citotoxicidade

8.1.1. Procedimento Experimental

Na tabela 12 apresenta-se os reagentes usados nos testes “in vito”.

Reagentes

Acido cloridrico 37% (HCI) Fluka
Alcool isopropilico ((CH3)2CHOH) Labsolve
RPMI-1640 s/ fenol vermelho Solugdo MTT Promega

Tabela 12 — Reagentes utilizados nos testes de citotoxicidade

Todas as amostras produzidas no ambito deste trabalho, foram alvo dos
testes “in vivo”, foram, igualmente, efectuadas testes em um penso ndo coagulado
comercial (HemCon), para comparar com os resultados obtidos com os pensos LH
aqui produzidos.

De acordo com a norma ISO 10993-5, a razdo entre o peso da amostra e o
volume de meio a utilizar é de 0,2g/ml. As amostras, por serem super absorventes,
foram colocadas previamente em contacto com o meio para evitar absor¢do do
meio de extraccao durante o ensaio, de acordo com a norma ISO 10993-5.

Para os ensaios com MTT, as células da linhagem CCL 81 (células Vero) foram
semeadas em meio DMEM com 5% de soro fetal bovino em placas de cultura de 96
pocos. Foram semeadas 9 X 10* células por poco e incubadas a 37 °C em atmosfera
himida com 5% de CO2 durante 24 horas. Apds este periodo, com a monocamada
confluente de células ja formada, o meio da cultura foi desprezado e adicionado o
extracto que esteve em contacto com as amostras durante 24 horas a 37°C.

Foram aplicadas cinco réplicas dos extractos em testes e do controlo de
células (controlo negativo: meio completo sem aditivos). No controlo positivo o
numero de réplicas foide 3.

Os extractos obtidos estiveram em contacto com as células durante 24 horas
a 37°C com atmosfera himida de 5% COz2. Foi adicionado o corante MTT, que, em
presenca de células viaveis, é reduzido a um produto de cor purpura. O corante

precipitado foi diluido em isopropanol e acido cloridrico e a leitura da absorvancia
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foi feita a 570nm com filtro de referéncia de 655nm. A percentagem de viabilidade
celular foi obtida com base nas leituras de absorvancia e através da comparagao

com o controlo de células.
8.1.2. Apresentacao e Discussdo dos Resultados

Para o teste MTT foram obtidos os valores da Tabela 13.

Os valores de percentagem de células viaveis a negrito correspondem a cada
uma das amostras e foram obtidos através da comparag¢ao com o valor do controlo
negativo. Assim, para cada uma das amostras, quanto maior for a percentagem,
melhor é o resultado relativamente a viabilidade celular, ou seja, estdo mais
proximos do valor ideal (controlo negativo).

Para a classificacdo atribuiu-se a letra N no caso de negativo, material nao
citotéxico, e P no caso de positivo, material citotéxico.

A tabela mostra os valores da percentagem de células viaveis:
Tabela 13 — Resultados obtidos para os testes MTT

Ne Material Percentagem de células viaveis  Classificagdo
1 Hidrogéis 88,11 N
2  Pensos curativos ndo coagulados (LH) 6,33 P
3 Pensos curativos coagulados (LP) 126,62 N
4 Matrizes 3D para ET 53.41 P
5 Penso da HemCon (LH,) 3,8 P

Pode-se considerar, perante os resultados obtidos, que o Hidrogel H, com alta
percentagem de viabilidade, ndo é citotéxico.

O LH e o LH2 (HemCon) apresentam baixas percentagens de viabilidade, logo
podem ser considerados como citotdxicos. Tal facto é devido a presenca de AcA nas
amostras, que provoca a morte das células. Foi igualmente observado que ambas
as amostras, LH e LH2, dissolvem-se totalmente quando em contacto com o meio.

Ao contrario do LH, o LP tem uma percentagem elevada de viabilidade, ou
seja ndo é tdxico. Isso mostra que, o AcA é totalmente neutralizado quando
coagulado na solu¢do de amdnia.

A matriz com uma percentagem de viabilidade média foi considerada
citotdxica. Entretanto, a citotoxicidade da amostra nao é devido ao AcA, mas sim

devido ao pH, dado que o AcA foi neutralizado no processo de coagulacao das
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matrizes com NaOH. Isso mostra, que as matrizes devem ser bem lavadas, de modo

a baixar mais o pH.
8.2. Teste “invivo”

Os testes decorreram no Hospital Veterinario de Sdo Bento em Lisboa e
foram realizados pelo Dr. Henrique Armes, Director Clinico do Hospital, num gato
que sofreu um acidente grave, onde perdeu pele nas duas patas traseiras.

A experiéncia decorreu durante cerca de 15 dias e os objectivos foram
fundamentalmente dois: em primeiro lugar proteger a ferida e em segundo lugar
promover a cicatrizacdo dessa ferida, nomeadamente, através de um processo
designado por granulacdo da ferida. Os objectivos iniciais foram esses, e
evidentemente, depois observou-se que sendo um penso liofilizado também
poderia veicular antibiético e portanto, aproveitou-se esse facto para concentrar
naquele local uma maior quantidade de antibiético.

A figura 56 mostra as imagens da aplicacdo dos pensos curativos no gato.
Foram utilizados dois tipos de LH com diferentes concentragdes de CS e AcA: 5%
(p/p) de CS da Cognis S 2% (v/v) de AcA; 1,5% (p/p) de CS da Cognis S 0,5% (v/Vv)
de AcA. Foram separadas duas partes, uma sem LH e outro com LH para poder

comparar a evolucdo da cicatrizacdo da ferida.

Figura 56 — Aplicacdo do LH na pata traseira do gato com uma ferida grave

Depois de alguns dias verificou-se que a zona onde se aplicou o penso
curativo ja estava em fase de granulacdo e apresentava maior vascularizacao,
relativamente, a zona de controlo, o que demonstra que o processo de cicatrizacao

foi mais célere.
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Entre os LH utilizados, verificou-se que o de 1,5% (p/p) de CS Cognis S
dissolveu-se mais rapidamente, pelo que, também, apresentou melhor aderéncia a
ferida.

Nestes ensaios nao foi testada a capacidade hemostatica destes pensos, sé é
possivel afirmar que os pensos aceleram os mecanismos de cicatrizacdo das feridas

e que permitem veicular e libertar o antibiotico de forma localizada e controlada.
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9. Conclusao e sugestdes para trabalhos futuros

9.1. Conclusao

Na caracterizacdo do CS, surgem algumas dificuldades, nomeadamente nos
resultados obtidos para o DD aquando da utilizacdo do FTIR. Isso é devido a
problemas inerentes a técnica de FTIR, tais como o tracar das linhas de base da
maneira mais adequada, a influéncia da humidade e a sobreposicio de picos

importantes (Brugnerotto, et al., 2001; Henrique, 2007). No futuro, tentar-se-a

usar a técnica de RMN para a determinacdo do DD, com os inconvenientes do seu
custo e disponibilidade mas com a certeza de que o resultado obtido é o mais
fidedigno (Brugnerotto, et al., 2001; Rinaudo, 2006; Khor, et al., 2001; Henrique,
2007).

Pelos resultados obtidos com o FTIR, conclui-se que o grau de desacetilagdo
do CS da Cognis S é semelhante as do CS da Sigma H, tendo sido obtido o valor
médio de 86%.

Foi utilizada a técnica mais poderosa e precisa cientificamente para
determinar o peso molecular, a técnica de GPC/SEC. Esta, apesar de todos os
problemas associados com o custo, disponibilidade e preparacao de amostras, é

aquela que é mais adequada para um resultado final fiavel (Henrique, 2007).

Os resultados demonstram que o CS da Sigma H tem um peso molecular

maior que o CS da Cognis S e também maior polidispersao.

0 estudo reoldgico das solucdes, feitas com o viscosimetro rotacional digital,
demonstrou que o aumento da concentracao do polimero provoca um aumento de
viscosidade das solucdes, sendo que esta foi descrita por uma lei de poténcia

(Lapasin, 1995), as solugdes se encontravam em regime concentrado.

Relativamente a caracterizacao dos hidrogéis conclui-se que a partir de um
periodo de tempo de 3h as solugdes de CS coagulam dentro da cAmara de amdnia.
Os testes de inchamento demonstraram que os hidrogéis tém tendéncia a
inchar em solugdes acidas e a contrair em meio neutro ou basico.
O estudo dos pensos curativos, coagulados (LP) e ndo coagulados (LH),

permitiu optimizar os parametros de liofilizacao (processo de producao), sendo
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possivel liofilizar os LH e os LP num periodo de tempo de aproximadamente 25h e
15h, respectivamente.

As imagens de SEM permitiram concluir que o tamanho dos poros varia com
a variacao da temperatura de liofilizacdo. Este facto esta relacionado com o rocesso

de separacao de fases (Roh & Kwon, 2002). Também se verificou que os pensos

curativos ndo sdo homogéneos, no entanto, esta heterogeneidade dos LH pode ser
proveitosa. Actuando como um penso, a zona mais porosa ficaria em contacto com
a ferida, permitindo uma melhor absorcao, e a zona menos porosa ficaria em
contacto com o ar (barreira a passagem de microorganismos).

A radiagdo gama, apesar de ser um dos agentes utilizados para a esterilizacao
de materiais a base de CS, apresentou influéncia negativa na morfologia e
propriedades mecanicas dos pensos. Sendo a cisdo das cadeias o fendmeno
predominante, os pensos perdem resisténcia mecanica e tendem a dissolver-se
mais, depois de esterilizados.

Os testes mecanicos demonstram que a tensao a ruptura dos LH e dos LP
aumentam com a concentracao de CS. Entretanto, ao contrario dos LH, a extensao a
ruptura dos LP aumenta com a concentragao de CS.

Os testes de inchamento, demonstraram que os LP tém grande capacidade de
armazenar agua na sua estrutura, e esta depende da concentracdo de CS. Ao
contrario dos LP, os LH dissolvem quando colocadas em ambientes aquosos, sendo
a sua perda de massa praticamente desprezavel.

Os testes de citotoxicidade mostram que o LH é citotoxico, enquanto que o LP
ndo é citotéoxico. No entanto, apesar da sua citotoxicidade o penso curativo ndo
coagulado (LH) foi utilizado num caso real, tendo demonstrado caracteristicas

benéficas para a cicatrizacgao.

Verificou-se que o processo de liofilizacdo pode ser usado para a producdo de
matrizes para a ET, cuja estrutura depende da concentracdo de AcA e de CS
presentes nas solugdes precursoras.

As imagens de SEM demonstraram que tanto as matrizes sem fibras como as
matrizes com fibras apresentam um arranjo estratificada de poros de forma

tubular e o caracter direccional destes poros confere uma elevada anisotropia a
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estas matrizes. Estas caracteristicas sdo essenciais na cultura de células para

formacao de novos tecidos (Hideki, 1994).

Embora ndo tenham sido feitos testes intensos das matrizes 3D com e sem

fibras, abre-se uma porta para novos estudos.

9.2  Sugestdes para trabalhos futuros

Face aos resultados obtidos sugerem-se como resultados futuros:

- Andlise comparativa das caracteristicas fisicas, mecanicas e bioldgicas
aquando do uso de diferentes tipos de CS (massa molar e grau de desacetilagdo),
bem como do uso conjunto com outros compostos visando uma melhoria das
caracteristicas destes materiais;

- Estudo de minimizacdo dos efeitos negativos aquando do uso da radiagdo
gama como agente de esterilizagdo em matrizes a base de CS;

- Realiza¢do de ensaios “in vivo” com maior nimero de amostras e cobaias,
principalmente para os hidrogéis e os pensos curativos, determinando a
capacidade de coagulacdo do sangue;

- Lavagem dos hidrogéis em continuo para optimizar o processo de producao;

- Realizacao de testes mecanicos e testes “in vivo” para as matrizes 3D para
ET.
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Anexos

Utilizacao do liofilizador

A figura 57 mostra a posigdo do liofilizador e da bomba de vacuo. E
importante que a montagem do sistema esteja bem-feita, desde a conexdo dos
tubos, para evitar a fuga e entrada de ar, a ligacao dos fios. O liofilizador é equipado
com um microprocessador que permite programar manual, ou automaticamente a

temperatura.

Figura 57 — O Liofilizador e a bomba de vicuo usadas neste trabalho.
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Painel de Controlo do liofilizador

Figura 58 — Painel de controlo do liofilizador

Botdo do LCD
Indicadores do LCD
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Controlo automatico

0 liofilizador é equipado com um microprocessador que permite programar
temperaturas, usando seis segmentos. O primeiro segmento é o pré-freeze com
acerto automatico em “Max Cold” e um tempo ajustavel de 3 horas a 99,9 horas ou
indefinido. Os outros cinco segmentos consistem em uma fun¢do da temperatura
rampa (Rampa) e uma fungdo de temperatura de estabilizagcdo (Hold).

Existem cinco programas, com seis segmentos cada, que podem guardar os
dados. A rampa permite aumentar ou diminuir a temperatura da amostra a
qualquer taxa desejada dentro da capacidade de aquecimento e resfriamento do
sistema.

0 liofilizador sem amostras é capaz de arrefecer a uma taxa de
aproximadamente 0.5°C /minuto desde 50°C a 0°C a 0.25°C/ minuto desde 0 a -
55°C, e pode aquecer 3°C/ minuto aproximadamente. A temperatura Hold pode ser
ajustada de qualquer forma desde +50°C a -50°C com 1°C de incremento. O tempo
Hold é ajustado em horas. Quando a temperatura desejada é alcancada, a funcao
Hold manterd a temperatura durante o tempo programado. O microprocessador
tem na sua memoria o ultimo programa introduzido para permitir o protocolo

idéntico para ser repetido sempre que se inicia um novo ciclo.
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Protocolo

Este protocolo (ou, instrugcdes de trabalho) corresponde a um conjunto de

operacgoes que devem ser feitas antes e depois do ciclo de liofiliza¢ao:

v' Ligar o interruptor do sistema colocando-o na posi¢do “ON .
v' Pressionar o botdo “DISPLAY ” até o indicador “AUTO " acender.

v" Escolher um dos cinco programas (P1 a P5) pressionando os botdes T e L.

. s ~ P1 SEG1 RAMP  0.0°C/min
v Pressiona “ENTER " para alterar o parametro. HOLD -25°C TIME 00.0

v Pressionar o botdo “MODE ” e seleccionar “AUTO .
v" Colocar as amostras dentro da camara.
v" Fechar a porta da camara.

v" Verificar se o botdo “Stoppering Control ” encontra-se na posi¢do “RAISED ” e 0 botdo

“Vacuum Release” na posi¢ao “CLOSED”.
v" Verificar o nivel do 6leo na bomba de vacuo.
v" Verificar se as valvulas de amostras estdo fechadas.
v" Pressionar o botdo “RUN/STOP” para iniciar o ciclo.
v No fim do ciclo o programa para automaticamente
v" Colocar o botdo “Vacuum Release ” na posigdo “OPEN” para libertar o vacuo.
v’ Pressionar o botdo “VAC ” para desactivar a bomba de vacuo.
v' Abrir a porta do liofilizador quando a pressdo na cAmara estiver alta, “VAC=hi".
v' Remover os frascos com as amostras da prateleira.
v" Pressionar o botdo “DEFROST” para remover o gelo acumulado no colector.

v" Pressionar o botdo “RUN/STOP” ou “DEFROST” para parar o programa depois de o
gelo estar removido do colector.

v" Pressionar o interruptor para fechar o sistema, “OFF .

v' Limpar o interior da cdmara com um pano macio para remover qualquer humidade ou
fragmentos.
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v" Verificar o tubo de drenagem do colector e assegurar que o tubo estd sem humidade.

v/ Usando um pano macio limpar a porta para remover qualquer contaminagdo ou
impureza que podera causar fuga de ar.

3 e e S
Figura 60 - Tubo drenagem do colector.

Figura 59 - Limpeza e remogao de impurezas

Figura 61 - Stoppering Control




