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RESUMO

PEPINO, Rebeka de Oliveira. Desenvolvimento de géis e esponjas de quitosana
e blendas quitosana/gelatina em acido adipico. 2016. 86 f. Dissertacao (Mestrado
em Quimica Analitica e Inorganica) — Instituto de Quimica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2016.

A quitosana € um biopolimero estudado em diversas areas, tais como, ambiental,
alimenticia, farmacéutica, biomédica e biotecnolégica. Ela pode ser obtida de
diferentes formas polimorficas de quitina, dentre as quais a forma 3 tem se mostrado
vantajosa, pois favorece modificacdes quimicas mais homogéneas e leva a um
produto final menos alergénico. A quitosana pode ser combinada com outros
compostos a fim de interagir e/ou reagir com eles e modificar suas propriedades. O
objetivo deste trabalho foi estudar como uso de &cido adipico, em substituicdo ao
acético, afeta as propriedades de géis e esponjas de quitosana e de
quitosana/gelatina, que foram posteriormente reticuladas com o0s agentes
reticulantes EDC/NHS. As técnicas utilizadas para os estudos foram: reologia, FTIR,
MEV, absorcdo em PBS e ensaios de citotoxicidade. Por reologia, observou-se que
0 aumento na concentracdo dos géis de quitosana tornou os géis mais elasticos e
viscosos. O mesmo ocorreu na presenca de gelatina ou EDC/NHS. O efeito do uso
de &cido adipico em substituicdo ao acético também foi mostrado nos ensaios
reologicos, pois 0s géis com 2% de quitosana e com quitosana/gelatina sem
EDC/NHS se mostraram mais elasticos e mais viscosos quando o acido adipico foi
usado. Os espectros FTIR mostraram a presenca de interacfes entre a quitosana e
a gelatina e a formacédo de ligacfes amidas Il apds reticulagdo com EDC/NHS. Na
preparacdo das esponjas observou-se que os géis de quitosana em acido adipico
geravam esponjas instaveis que se desfizeram durante a neutralizacdo, mas essa
instabilidade ndo ocorreu com a blenda. As esponjas preparadas com a blenda
foram estudadas apOs neutralizacdo e o MEV mostrou que o uso de EDC/NHS
alterou a morfologia levando a formacéo de poros interconectados. Nos ensaios de
absorcdo em tampédo de PBS foi observado que o uso de acido acético aumenta a
absorcdo para as esponjas sem EDC/NHS, enquanto para as esponjas com
EDC/NHS a absorcdo € maior quando se usa acido adipico. Todas as esponjas
foram ndo citotoxicas o0 que torna esses materiais promissores para serem
estudados em aplicacdes na area médica, tais como material de curativo, implantes,
liberacdo controlada de farmacos.

Palavras-chave: biomateriais, quitosana, gelatina.



ABSTRACT

PEPINO, Rebeka de Oliveira. Development of gels and sponges of chitosan and
blends chitosan/gelatin prepared in adipic acid. 2016. 86 f. Dissertacao
(Mestrado em Quimica Analitica e Inorgéanica) — Instituto de Quimica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2016.

Chitosan is a natural polymer studied in various fields such as environmental, food,
pharmaceutical, biomedical and biotechnology. It can be obtained from different
polymorphic forms of chitin, of which the form 8 has proven advantageous because it
promotes more homogeneous and chemical modifications leads to a final product
less allergenic. Chitosan can be combined with other compounds and thus further
improve its properties. The aim of this study was to analyze how the use of adipic
acid, replacing acetic acid affects the properties of gels and sponges of chitosan and
chitosan/gelatin, which were subsequently crosslinked with EDC/NHS. The
techniques used for these studies were: rheology, FTIR, SEM, absorption in PBS and
cytotoxicity assays. In rheology, it was observed that increasing the concentration of
chitosan was possible to prepare more elastic and viscous gels. The same occurs in
the presence of gelatin or EDC/NHSO. The effect of the use of adipic acid to replace
the acetic acid was also shown on rheological measurements, because the gels with
2% chitosan or chitosan/gelatin without EDC/NHS were more elastic and more
viscous when the adipic acid has been used. The FTIR spectra showed the
presence of interactions between chitosan and gelatin and the formation of amide Il
Bonds after crosslinking with EDC/NHS. In the preparation of the sponges it was
observed that the gels of chitosan with adipic acid generated unstable sponges
crumbled during neutralization, but this instability does not occur with the blend.
Sponges prepared with the blend were studied after neutralization and SEM showed
that the use of EDC/NHS altered the morphology leading to the formation of
interconnected pores. The use of acetic acid increases the absorption in PBS for
sponges without EDC/NHS, while for sponges with EDC/NHS the absorption is
greater when adipic acid was used. All sponges were non-cytotoxic making them
promising materials to be studied for applications in the medical field, such as
dressing materials, implants, controlled drug release.

Keywords: biomaterials, chitosan, gelatin.



Lista de Figuras

Figura 1 - EStrutura da QUITING ............oiiiieeieeeeeiis e e e e e e e e e e e eeeenes 16

Figura 2 - Arranjo das moléculas de (a), (b) e (c) a-quitina e (d), (e) e (f) B-quitina ..17

Figura 3 - Hierarquia dos principais niveis estruturais do gladio de lula.................... 19
Figura 4 - Desacetilacdo parcial das unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose da quItina (NZPF() ..ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
Figura 5 - Estrutura quimica do &cido adipiCO...........ccevviviiiiiiiiie e, 22

Figura 6 - Representacdo da interacdo ibnica entre a quitosana e um &acido
ICAIDOXINICO ..o 23
Figura 7 - (a) Representacdo da reticulagcdo por interacdo ibnica na quitosana
(b) Representacao da formacédo de uma rede semi-interpenetrante......................... 24
Figura 8 - Propriedades mecanicas de esponjas de quitosana feitas em diferentes
acidos: acético (Ace), glicdlico (Gly), oxalico (Oxa), succinico (Suc), malico (Mal) e
= To L oot o I (Ao [ ) RS TPPP 24

Figura 9 - Representacéo da reacdo entre a quitosana e o acido adipico apds adicdo
JE EDCINHS ... et e e e e e e e e e e e e e e e e aaans 25

Figura 10 - Representacdo da reacdo entre a quitosana e o acido adipico apos

o Yo | DIoTod 41T o (o TP 26
Figura 11 - Formacéo de amida mediada por EDC............uuiiiiiiiiiiiiiiiiicii e, 27
Figura 12 - Hidrdlise do intermediario O-acilisoureia..............cc.cceeeviviiiiiiiiiiieeeeeeeenns 27
Figura 13 - Formagéao da ligagdo amida medida por EDC/NHS. ..............ccccuviiiiinnnnne 28
Figura 14 - Representacdo do comportamento elastiCo............uuuuveevviiiiiiiiiiiiiiiiiiinans 30
Figura 15 - Representacdo de um fluido viscoso e de um fluido viscoelastico.......... 30
Figura 16 - Processo de obtencao da quitosana (HORN, 2012) ...........cceiviieiiieeennnns 32
Figura 17 - Diagrama esquematico do ensaio de citotoxicidade ...............ccccuvvvennnnne 42

Figura 18 - Massas e porcentagens dos materiais obtidos antes e apos

desmineralizacao € deSProteiNIZAGAD ........uuuiiieeeeeeeieeiiiiiie e e e e e e e et e e e e e e eeerea 43
Figura 19 - Curva de titulagcdo condutimeétriCa...........ccovvvveviviiiiiie e e e e, 44

Figura 20 - Curva de viscosidade reduzida versus concentracao de quitosana........ 46



Figura 21 - Mdédulo elastico - G' (-m-) e mddulo viscoso - G" (-o-) em fungdo da
deformacéo para os géis —a— Q1GOC, —m— Q1G0D, —A— Q2G0C e —A— Q2G0D.....48
Figura 22 - Mdédulo elastico - G' (-m-) e mddulo viscoso - G" (-o-) em fungéo da
deformacdo para os géis —-m— QlG1C, -m— Q1G1D, -A- Q1GIC(E) e
A= QLGID(E) «eiiiei ittt ettt et e e e e et a e e e e e s et e e e e e e e e aan 48
Figura 23 - Mdédulo elastico - G' (-m-) e mddulo viscoso - G" (-o-) em fungéo da
frequéncia angular para os géis —m— QlGOC, —m— Q1GOD, -A- Q2GOC e
A= Q2GO0D ....ii i i e a e e e e — et e e e e e a it raaaaeaeaans 49
Figura 24 - Mdédulo elastico - G' (-m-) e mddulo viscoso - G" (-o-) em funcédo da
frequéncia angular para 0s géis — Q1G1lC e — Q1GID ......ccoeeeeviiviviiiiiiii i, 50
Figura 25 - Mdédulo elastico - G' (-m-) e mddulo viscoso - G" (-o-) em funcédo da
frequéncia angular para os géis — Q1G1C(E) e — Q1GI1D(E).......ccccccceeeieeeeeerennnns 51

Figura 26 - Tan &5 em funcdo da frequéncia angular para os géis —-m— Q1GOC,
—m— QLGOD,—A— Q2G0C € —A— Q2GO0D.......ccutiiiiiieie et 54

Figura 27 - Tan 5§ em funcdo da frequéncia angular para os géis — Q1GI1C e

Figura 28 - Tan 8 em funcéo da frequéncia angular para os géis — Q1G1C(E) e
e O 2 K T RO PPPRPRR 56

Figura 29 - Viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para os géis
—m— Q1GOC, —m— Q1GOD, —A— Q2G0C € —A— Q2GOD .......uvvriiiiieeeeeiiiiiieeeee e e 57

Figura 30 - Viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento para os géis — Q1G1C

Figura 31 - Viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento para os géis —
QLGIC(E) € — QILGID(E) .. uueiieeeeeeiiiiiieiiie ettt e e e e e e e e e e s 59

Figura 32 - Viscosidade em funcdo da temperatura para os geis —m— Q1GOC,
—m— QLGOD, —A— Q2G0C € —A— Q2GO0D........cuuiiiiiiiie et 61

Figura 33 - Viscosidade em funcdo da temperatura para os géis —m— Q1lG1C e

Figura 34 - Viscosidade em funcdo da temperatura para os géis — Q1G1C(E) e
el @ 21 €1 T 63

Figura 35 - Espectros FTIR na regido de 2000 a 400 cm™ para os géis — Q1GO0C,
— QLGOD, — Q2G0C € — Q2GOD ....uuuuuuurunrnrnnnnrnnernnrnrnnnrnrnnnrrnrrenrrrrrrannennaaa——. 64



Figura 36 - Espectros FTIR na regido de 2000 a 400 cm™ para os géis — Q1G1C,

— Q1GI1D, — Q1GIC(E) € — QLGID(E).....ieeeeeeeeeeeeeeeeee e 66
Figura 37 - Fotografia digital das esponjas de quitosana/gelatina com e sem
] T O N SRR 68
Figura 38 - Representacao das reacdes de neutralizagdo na esponja...................... 68
Figura 39 - Fotomicrografias das esponjas de quitosana/gelatina (200xX) ................. 69
Figura 40 - Fotomicrografias das espojas reticuladas (200X) ..........cccevvvieiiireereeeennnns 69
Figura 41 - Absor¢cdo das esponjas em PBS para as esponjas — Q1G1C,
— Q1G1D, — Q1GIC(E) € — QILGLID(E) eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ssen e 71
Figura 42 - Reac¢les possiveis para a formacao de ligagbes amidas nos géis com
quitosana, gelatina, acido acético, EDC e NHS ...........cccooiiiiiiiiiiiiicie e, 72
Figura 43 - Ataque nucleofilico do &cido desprotonado sobre 0 EDC. ....................... 72

Figura 44 - Combinacdes possiveis para a formacao de ligacdes amidas nos géis

com quitosana, gelatina, acido adipico, EDC e NHS ..............cooooiiiiiii e, 73
(o [ =W A S {=To (U o= To N e (o 1 1V I I NN 75
Figura 46 - Placas obtidas apds ensaios de MTT ........coooviiiiiiiiieeieeeeecee e, 75

Figura 47 - indices de sobrevivéncia das células VERO para as esponjas

neutralizadas, a 100%, 50% e 25% da concentracao inicial de 15 mg de esponja/mL



Listas de Tabelas

Tabela 1- Porcentagem de quitina e carbonato de CAlICIO ...........cccoooeevvvviiiiiciineneenn, 18
Tabela 2 - Denominagao dos geiS PreparadosS..........cc.uvueeeeeeeeeeeiiiiiiieieeee e e e e 35
Tabela 3 - Metodologias usadas para os diferentes ensaios reolégicos ................... 36
Tabela 4 - Objetivos de cada etapa feita para a obtencdo de quitosana................... 43

Tabela 5 - Valores dos tempos médios de escoamento e da viscosidade reduzida

para cada concentragao de QUItOSANA ..........uuiieeeeeiiiiiiiiiiiiee e e e e eeeeete e e e e e e e eearaas 46

Tabela 6 - Valores de G’ e G” (Pa) a diferentes valores de frequéncia e valor de

frequéncia em que ocorre a gelacao para as diferentes composicOes...................... 52

Tabela 7 - Valores de viscosidade (Pa s) & diferentes valores de taxa de

cisalhamento para as diferentesS COMPOSICOES. ..........uvvviiiiieeeiiieiiieie e e 59

Tabela 8 - Valores de viscosidade (Pa s™) & diferentes valores de temperatura para

as diferentes COMPOSICOES. ....uuuuuiiii e e e e e e e e e e ee e e 63

Tabela 9 - Bandas caracteristicas para as amostras de quitosana em acido acético e

=10 10T o 1S PSSR 65
Tabela 10 - Bandas caracteristicas para as amostras de quitosana/gelatina ........... 66
Tabela 11 - Valores de espessuras médias medidas...........cccccevvvvvveiviveeieieeeeeeeeeeenn, 70

Tabela 12 - Valores de meédios de absorbancia apos ensaio com MTT .................... 76



Lista de Abreviaturas

EDC - N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida

EDTA - &cido etilenodiamino tetra-acético

FTIR - Espectroscopia de Absorgéo na Regido do Infravermelho

MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio

NHS - N-hidroxisuccinimida

PBS - tampé&o fosfato-salino

Q1GO0C - 1%quitosana em acido acético

Q1GOD - 1% quitosana em Acido adipico

Q2G0C - 2% quitosana em acido acético

Q2G0D - 2% quitosana em acido adipico

Q1G1C - 1% quitosana e 1% gelatina em acido acético

Q1G1D - 1% quitosana e 1% gelatina em acido adipico

Q1G1C(E) - 1% quitosana e 1% gelatina em acido acético reticulada com N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida e N-hidroxisuccinimida

Q1G1D(E) - 1% quitosana e 1% gelatina em acido adipico reticulada com N-(3-
dimetilaminopropil) - N'-etilcarbodiimida e N-hidroxisuccinimida

SFB - soro fetal bovino



Sumario

1 11V P 4
ABSTRACT ..ottt e e e e e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e a bt eaaaeeeeaannnraees 5
IS = o [T T U = TSP 6
LiStas de TADEIAS .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii i 9
I e= W0 [ ] £V = L E ] T 10
1. INTRODUGAO ... ..cue ittt ettt ettt et e et e st e e ee e ee e 13
P2 © 1= | I Y SRRSO 15
P20 RO o] = 11 o PSP 15
2.2 Plano de trabalho para atingir 0 Objetivo..............cceiiiiieiiiiiii e, 15
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 16
70 R U1 1] = WP 16
T @ U] (oY= 1o - VAPPSR 19
R B 1] =1 - PR 20
3.4 Blendas POIMETICAS ........uuueiiiiiee e e e e 20
3.4.1 Blendas de gelatina & QUItOSANE...........uuruuruiuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieiiieeeeeeeeeees 21
3.5. Uso de &cido adipiCO COM QUItOSANA .....cceeeeeiiiiiiiiiiiieie e 22
3.7 Reticulagdo mediada por EDC/NHS ... 26
3.8 REOIOGIA.....ccciiiiiiiiiei 29
4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ... oot 32
VAN @] o] (=] (o= To e I Wo [ ]| (01T o b= W PP PPPPPPP 32
4.2 CaracterizaGao da QUILOSANE .........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee ettt 33
4.2.1 Determinacao do grau de acetilaGao ................uuuuuumuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 33
4.2.2 Determinacdo da massa molar MEedia ...............uuuuurmrimniiniiininniiiiiiiiiinininnnns 33

G e (=T o T L= Tox= To I o [0 1S3 o 1= PP 34
4.3.1 Ensaios reoldgiCoS dOS QEIS ......cooiiiiiiiiiiie et 35

4.4 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR) ........ccccoeee... 36
4.5 Preparagao e neutralizac8o das €SPONJAS ......uuivieeieiiiiiiiiiiiiee et 36
4.6 CaracterizaGao das ESPONJAS .....uuuuuuieeeeeereeiiiiiiaa e e e e aeeeeearrnna e e e e e eeeesrrr e 37
4.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV) ..........coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 37
4.6.2 Medidas € ESPESSUIA ......uuuuieieeeieiiiiiiiiaae e e e e e eeeetitiaa s e e e e e e eeeesaan e e e eaeeeeeeees 38
4.6.3 Avaliagéo da capacidade de absorcdo em PBS ...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 38

4.6.4 Determinacao das concentracfes de ions N0 gel. .......uvvevveevviiiiiiininnnninnnnns 39



4.6.5 EStudo de CItOtOXICIAAAER ... c.neeeeeeee e 39

4.6.5.1 Preparo dOS ©XIrAt0S ........ciiieeeeiieieiiiiiiie e e e eeeee et e e e e e e eee e e e 39
4.6.5.2 Crescimento CelUIar..........cooovviiiiiii 40
4.6.5.3 Determinagao da viabilidade e da concentragdo celular ..................... 40
4.6.5.4 Ensaio de CItotOXICIAATE ..........cceveiiiiiiiiiiee e 41

5. RESULTADOS E DISCUSSAO. ...t 43
5.1 ODbteNnGa0 da QUITOSANEA .......cceiiiiiiiiiiiiiiii ettt 43
5.2 Caracterizagao da QUITOSANA ..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee et 44
5.2.1 Determinag&o do grau de aCetilaGao ..............uuvueeruiuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnens 44
5.2.2 Determinacdo da massa molar MEdia ..........cccceevviiiiriiiiiiieieeee e 45
5.3 ENsaios reol0giCOS A0S GEIS.....cciiiiiiiiiiiiiiiee ettt 47
5.3.1 ENSAI0S € OSCIAGEOD ......uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e a7
5.3.2 ENSAI0S d€ frEQUENCIA ....vvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 49
5.3.3 Tangente de perda para 0s ensaios de frequUénCia............ccceevvevvvvniineeeenn. 53
5.3.4 Ensaios de fluxo em funcdo da taxa de cisalhamento ............ccccccceeeeee. 56
5.3.5 Ensaios de fluxo em funcdo da temperatura.............cccceeeeeeeeieieiiiiiieneeee, 60
5.4 Espectroscopia de absorcéo na regidao do infravermelho (FTIR) ..................... 64
5.5 Preparacdo e neutralizacao das €SPONjAS ...........uuiieeeeeerireeiiiiiiiieeeeeeeeeennninns 67
5.6 Caracterizacao das ESPONJAS ........ccuuuuuiiiieeeeeeieiiiiiis e e e e e e e eeeeaar e e e e e e eeenraa 69
5.6.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) .........ooovviiiiiiiiieeiieeecee e 69
5.6.2 Medidas de ESPESSUIA........ccuuuuiiiieeeeeeieieiiee e e e e e e e e 70
5.6.3 Avaliagéo da capacidade de absorgcdo em PBS .........cccooooeiiiiiiiiiiiiiinneee, 70
5.6.4 EStudo de CItOtOXICIAAAE .......uvueiiiee e 74

B CONCLUSAO. ...ttt ee st e st nene s 78

BIBLIOGRAFFIA L. ettt e e e et e e e bbb eeeeeeennees 79



13
1. Introducédo

1. INTRODUCAO

A quitina € um polissacarideo encontrado naturalmente em diversos
organismos e pode ser obtida pelo processamento dos residuos das inddstrias
pesqueiras a partir de carapacgas de crustaceos, moluscos, etc.

Um dos maiores interesses em relacdo a quitina € a obtencdo de
quitosana a partir de sua desacetilacdo, isto porque a quitosana possui maior
reatividade e melhor solubilidade, o0 que aumenta o seu potencial em modificacdes e
processamento (LARANJEIRA et al., 2009).

Dependendo do organismo de origem a quitina pode ser encontrada em
diferentes formas polimérfica (a, B ou y-quitina). A forma a-quitihna é a mais
estudada, por ser a mais abundante, porém a B-quitina tem ganhado destaque, pois
estudos mostraram que seu uso leva a uma desacetilacdo mais homogénea e um
produto final mais puro e menos alergénico (SHEPHERD et al., 1997; KHOR, 2001,
KURITA, K., 2006). Além disso o uso de B-quitina favorece modificacdes quimicas e
enzimaticas e permite obter uma quitosana mais flexivel e elastica (VENUGOPAL,
2011; GUNNARSON, 2011).

O polissacarideo quitosana tem sido estudado em diversas areas, tais
como, ambiental, alimenticia, farmacéutica, biomédica e biotecnolégica. Esse
biopolimero tem ganho destaque como biomaterial, pois auxilia na proliferacao
celular, é biodegradavel, biocompativel, possui atividade antibacteriana, etc
(KURITA, K., 2006; GAVHANE et al. 2013).

Como a quitosana apresenta grupamentos capazes de fazer interacdes
com outros compostos varios desses tém sido estudados a fim de interagir e/ou
reagir com a quitosana e modificar suas propriedades fisico-quimicas para que ela
possa ter caracteristicas funcionais mais especificas e/ou melhoradas
(PRASHANTH, et al. 2007; LARANJEIRA et al., 2009).

Exemplos desses séo:

o A utilizac&o de acido adipico ao invés do acético para dissolver a
quitosana derivada de a-quitina, pois ele ndo s6 atua como solvente, mas também
melhora as propriedades mecéanicas do material sem torna-lo citotoxico ou
quebradico (CHEN et al., 2008; GHOSH et al., 2012; MITRA et al., 2012; CAl et al.,
2013; SAILAKSHMI et al., 2013).
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o Preparacdo de blendas de quitosana/gelatina preparadas em
acido acético com quitosana derivada de a-quitina, pois a utilizacdo de gelatina
melhora a absorcdo de agua e leva a melhores propriedades biolégicas, tais como
melhor afinidade celular e cicatrizacao de feridas (CHENG et al., 2003; YUAN et al.,
2004; BINDU et al., 2010).

o Reticulagdo por ligagbes covalentes, pois ela melhora as
propriedades de estabilidade fisica e quimica do material (ARGUELLES-MONAL et
al.1998; MOURA et al., 2007; GONSALVES et al., 2011).

Nesse estudo o agente reticulante escolhido foi o EDC/NHS, pois esses
reagentes nao estao presentes no produto final e podem ser facilmente retirados do
material apos lavagem do mesmo. Dessa forma, o material obtido ndo gera
citotoxicidade (STAROSZCZYK et al. 2014). Além disso, o uso de EDC/NHS ainda
nao foi estudado para a blenda quitosana/gelatina obtida em acido adipico e nao foi
encontrado estudo do uso de &cido adipico para dissolver quitosana derivada de
B-quitina.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo

O objetivo proposto neste trabalho é estudar o uso de acido adipico, em

substituicdo ao acido acético, na preparacdo de géis e esponjas de quitosana ou em

blendas de quitosana/gelatina, utilizando quitosana derivada de B-quitina.

2.2 Plano de trabalho para atingir o objetivo

trabalho:

Para atingir o objetivo desse estudo, foi proposto o seguinte plano de

Obter quitosana a partir de gladios de lula da espécie Loligo ssp que tem
B-quitina e caracteriza-la quanto ao seu grau de desacetilacdo por
titulacdo condutimétrica e sua massa molar média por viscosimetria.
Preparar géis e esponjas de quitosana, quitosana/gelatina e
quitosana/gelatina/EDC/NHS em &cido acético e em acido adipico.
Neutralizar as esponjas com bicarbonato de sédio.

Utilizar FTIR para caracterizacdo dos grupos funcionais dos compostos
presentes e estudo das intera¢des nas diferentes composicoes.
Caracterizar os géis por reologia, a fim de avaliar com as diferentes
preparacoes afetam as interacdes e/ou enovelamentos entre as cadeias
poliméricas.

Estudar as propriedades das esponjas neutras por MEV (microscopia
eletrbnica de varredura) e medidas de espessura média.

Determinar a absor¢cdo de PBS para as esponjas neutras a fim de
correlacionar suas propriedades de absorcao as diferentes prepraracoes.
Avaliar a citotoxicidade in vitro por ensaio colorimétrico de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) para as esponjas

neutralizadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Quitina

Dentro da categoria de polimeros naturais encontra-se a quitina (Figura 1)
que € um polissacarideo formado por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose e 2-amido-2-deoxi-D-glicopiranose (LARANJEIRA et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura da quitina (p > q)

OH

O~ O

NHAC MNHz

A quitina é encontrada como componente estrutural do exoesqueleto de
artropodes e insetos, das paredes celulares de fungos e leveduras, da cuticula dos
analideos e moluscos, e da concha de camarédo, lagosta e caranguejo, a quitina é
um dos polimeros mais abundante na natureza (KHOR, 2001; YANG et al., 2014).

Dependendo do organismo de origem, as cadeias desse polimero se
arranjam de forma diferenciada no estado solido, podendo formar duas estruturas
polimdrficas distintas que sdo denominadas de a e B-quitina. Ha ainda estudos que
relatam uma terceira forma, denominada de y-quitina, mas essa € a menos
abundante e ainda nao foi totalmente caracterizada. Além disso, em alguns estudos
ela é considerada como uma variante da forma a.

Quanto as formas ja caracterizadas (Figura 2) sabe-se que a forma a,
encontrada em crustaceos, insetos e fungos, gera um empacotamento denso com
maiores interagdes inter e intracadeias, levando a uma estrutura estavel, rigida e
resistente. Ja o arranjo adotado pela forma B dificulta o estabelecimento de algumas
interacdes, o que leva a um empacotamento menos denso que gera uma estrutura

mais flexivel, porém ainda resistente (RINAUDO, 2006).
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Figura 2 - Arranjo das moléculas de (a), (b) e (c) a-quitina e (d), (e) e (f) B-quitina

Fonte: RINAUDO, 2006
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Encontrada em algas microscopicas e gladios de lula, a forma B foi

escolhida para esse estudo, pois por formar menos ligacdes hidrogénio, permite um

acesso mais facil do solvente, o que facilita para obter reacbes mais homogéneas

(KHOR, 2001).

Além disso, ela tem menor teor de carbonatos (Tabela 1) e menor

quantidade de pigmentos do que a forma a provinda de crustaceos o que a torna
menos alergénica. (SHEPHERD et al., 1997; KURITA, K., 2006).

Tabela 1- Porcentagem de quitina e carbonato de célcio

Fonte Quitina(%) CaCO(%)
Cuticula de caranguejo 15-30 40-50
Cuticula de camaréo 30-40 20-30
Cuticula de Krill 20-30 20-25
Pena de Lula 20-40 Desprezivel
Molusco / concha de 3.6 85-90
ostra
Cuticula de inseto 5-25 Desprezivel
Parede celular de 10-25 Desprezivel

fungo

Fonte: KURITA, K., 2006

No gladio das lulas, as moléculas de quitina formam uma estrutura de

nano-cristais envoltos numa camada de proteina, resultando em nano-fibrilas de

B-quitina. Estas fibrilas agregam-se e vao formando fibras cada vez mais grossas,

gue se arranjam e formam o gladio de lula, conforme mostra a Figura 3 (YANG et al.,

2014).
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Figura 3 - Hierarquia dos principais niveis estruturais do gladio de lula
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Fonte: YANG et al., 2014

3.2 Quitosana

A partir da desacetilacdo da quitina obtém-se a quitosana (Figura 4), que

s6 passa a ser denominada assim quando essa passa a ser soluvel em acido fraco

diluido (LIMA, 2013). Alguns autores definem ainda a quitosana como tendo grau de

acetilacdo maior que 50-60%, mas a porcentagem que define a quitosana é um

assunto ainda néo estabelecido que varia dependendo do autor (RINAUDO, 2006;
LIMA, 2013, CAMPANA-FILHO et. al., 2007).

Figura 4 - Desacetilacdo parcial das unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose

da quitina (n=p+q)
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Fonte: HORN, 2012.
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Por ser biocompativel, biodegradavel, auxiliar na proliferacdo celular e
possuir atividade antibacteriana a quitosana tem sido extensivamente utilizada e
estudada para variadas aplicacoes, tais como transportadores de farmacos, agentes
de cicatrizacdo de feridas, agentes quelantes, embalagens de alimentos, etc
(LARANJEIRA et al., 2009, GAVHANE et al. 2013; ZAGAR, et al, 2015).

Dependendo do processo e da quitina da qual a quitosana foi obtida a
massa molar média (MM) e o grau médio de desacetilacdo (GD) desse biopolimero
pode variar, 0 que pode interferir em suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas
(LIMA, 2013).

3.3 Gelatina

Produzida pela hidrélise parcial do colageno; principal constituinte de
peles de animais, 0ssos, tenddes e tecido conectivo, a gelatina € uma mistura
heterogénea de proteinas de massas molares médias que variam entre 20.000 a
250.000, dependendo do grau de hidrélise do colageno. (KIM et. al., 2006; BINDU et
al., 2010).

A gelatina é um biomaterial insipido e inodoro (SUKKUNTA, 2005). Além
disso, é biodegradavel e biocompativel, possui plasticidade e adesividade, promove
0 crescimento e a adesdo celular, exibe efeito hemostatico e ainda apresenta
ativacdo de macrofagos (CHENG et al., 2003; KIM et al., 2005; HA et al., 2013).

Essas caracteristicas fazem da gelatina um biomaterial promissor em
diversas aplicacdes, tais como na liberagdo de farmacos, em revestimento de
produtos alimentares, nas paredes de microcapsulas, em embalagens degradaveis,
em cosmeéticos, como agente de gelificacdo em alimentos e também em curativos
(CHENG et al., 2003; KIM et al., 2006; DIOP, 2009; BINDU et al., 2010).

3.4 Blendas poliméricas

As blendas poliméricas tém atraido muita atencdo devido a busca de

novos materiais com propriedades especificas e/ou melhoradas. Isso € possivel,
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pois quando dois ou mais polimeros sdo misturados sem que ocorram reacgfes
quimicas entre 0s componentes, tem-se uma mistura fisica chamada de blenda
polimérica, que pode alterar as propriedades fisicas e quimicas da mistura quando

essa € comparada aos componentes utilizados individualmente (WORK et al., 2004).

3.4.1 Blendas de gelatina e quitosana

Blendas de quitosana/gelatina tém sido estudadas para diversas
aplicacoes, como liberacdo controlada de farmacos, curativos, matriz para
engenharia de tecidos, etc (YIM, et al., 2003; KIM et al., 2005; PULIERI, et al. 2008;
BINDU et al., 2010; HOSSEINI, et al., 2013).

Devido a boa compatibilidade e as boas propriedades biol6gicas da
quitosana e da gelatina, uma combinacdo destes dois polimeros tem mostrado
efeitos benéficos nas propriedades de biomateriais preparados com essa blenda.

CHENG, et. al. (2003), estudaram filmes de quitosana/gelatina para
regeneracao de nervo e observou que a blenda era melhor que a quitosana pura,
pois ela possui melhor afinidade com as células nervosas e ainda propicia um
material mais elastico e macio.

DENG, et. al. (2007), estudaram curativos de quitosana/gelatina na forma
de esponja e mostrou que eles tém excelentes propriedades bioldgicas, pois a
blenda mostrou melhor efeito antibacteriano contra E. Coli K88 do que a penincilina
e maior atividade antibacteriana contra Streptococcus do que a cefradina. Além
disso, o curativo de quitosana/gelatina levou um menor tempo para cicatrizar feridas
se comparado a gaze esterilizada com vaselina.

Na area de engenharia de tecidos, YUAN, et. al. (2004) investigaram as
propriedades de filmes preparados com a blenda e observaram que essa
combinacdo aumentou a absorcdo de agua, melhorou a permeabilidade ao oxigénio
e tornou o filme mais flexivel e biocompativel.

RAHMAN, et. al. (2013) mostraram que a blenda, quando comparada a
filmes de quitosana ou gelatina puros, possui melhores propriedades de tracéo e de

atividade antimicrobiana, menor dissolugdo em agua e maior absorcao de tampéao.
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Como suporte para liberacdo controlada de farmacos, a blenda também
tem ganho destaque. LEFFLER, et. al. (2000), demostraram ser possivel manipular
as propriedades mecanicas e a taxa de libertacdo de farmacos por utilizacdo de
diferentes acidos para dissolver a quitosana e a gelatina.

NANDARIGI, et al. (2011) mostraram que o farmaco artesinina pode ter
sua liberacao prolongada ao ser encapsulado com a blenda quitosana/gelatina.

Os trabalhos citados acima tém estudado a blenda apds o preparo em
diferentes &cidos, tais como, acido acético, latico, hidroclérico, férmico, citrico,
tartérico, etc (CHENG et al.,, 2003; YUAN et al., 2004; BINDU et al.,, 2010). No

entanto, ndo foi encontrado estudo dessa blenda preparada em acido adipico.

3.5. Uso de &cido adipico com quitosana

Conhecido guimicamente como acido hexanodibdico (Figura 5) o acido
adipico € um composto organico dicarboxilico com valores de pKa de 4,43 e 5,62
(RODRIGUES, 2000). Sua produgcdo mundial gira em torno de 2,2 milhdes de
toneladas por ano e seu uso ocorre principalmente na producdo de nylon 6,6
(LENARDAO et al., 2003).

Esse composto também é utilizado em excipientes e formulacbes
farmacéuticas e na industria de alimentos, onde pode agir auxiliando na
tamponacéo, fermentacéo, gelificacdo, acidificacdo e conservacdo (MITRA et al.,
2012; GHOSH et al, 2012; CHEN et al., 2008; ROWE et al., 2009).

Figura 5 - Estrutura quimica do acido adipico
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A utilizacdo do acido adipico como solvente, ao invés do &acido acético

(mais utilizado), tem se mostrado uma alternativa promissora para dissolver a
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quitosana, pois esse &cido também pode atuar como agente reticulante por
interacao idnica.

Além disso, o fato deste reticulante ndo possuir toxicidade, o torna um
substituinte ideal a outros potencialmente toxicos, tal como glutaraldeido (CHEN et
al., 2008).

A reticulacdo da quitosana por um acido dicarboxilico ocorre, pois suas
cargas negativas formam interacdes entre as cadeias poliméricas de quitosana

carregadas positivamente (Figura 6).

Figura 6 - Representacdo da interagdo ibnica entre a quitosana e um acido dicarboxilico
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Fonte: GHOSH, et al.,2012

Mas apesar das ligacGes idnicas serem o principal tipo de interacéo
presente had ainda ligacbes de hidrogénio e interagBes hidrofébicas que sé&o
favorecidas devido a reducdo da repulsdo eletrostatica das cargas positivas da
quitosana apos a formacéao das interacdes idnicas.

Além disso, ap6s a reticulacdo (Figura 7a) pode ocorrer a formacao
adicional de redes semi-interpenetrantes (semi-IPN) que sao obtidas quando as
cadeias poliméricas ndo se ligam, mas ficam parcialmente aprisionadas umas a

outras fisicamente (Figura 7b).
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Figura 7 - (a) Representacdo da reticulacdo por interacdo idnica na quitosana (b)
Representacao da formacdo de uma rede semi-interpenetrante

Fonte: BERGER, J. et. al. 2004

Tanto a formacdo de redes semi-IPN como a elevacdo do grau de
reticulacdo, reduzem a porosidade do material obtido, a permeabilidade a agua e a
difusdo de possiveis substancias aprisionadas nas redes poliméricas. Essas
modificacdes tém grande potencial para aplicacdes de liberacdo controlada, para
reduzir a taxa de degradacdo ou de solubilidade, para aumentar a barreira a
substancias externas e para melhorar a resisténcia mecanica (GONSALVES et al.,
2011).

CHEN et al. (2008) mostraram que o uso de &cido adipico, comparado ao
uso de &cido acético (mais utilizado para dissolver a quitosana) melhora as

propriedades de resisténcia a tracdo e de elongacdo em esponjas (Figura 8).

Figura 8 - Propriedades mecanicas de esponjas de quitosana feitas em diferentes acidos:
acético (Ace), glicdlico (Gly), oxalico (Oxa), succinico (Suc), malico (Mal) e adipico (Adi)
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Fonte: CHEN et al., 2008
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A importancia da biocompatibilidade com fibroblastos apés substituicdo do
acido acético por adipico foi comprovada por MITRA et al. (2012) que mostrou que
as interacfes ndo covalentes entre o acido adipico e a quitosana geram materiais
com potencial para utilizacdo em aplicacdoes biomédicas.

PAJAK, 2010 mostrou ser possivel obter sais de quitosana com &cido
adipico, succinico ou fumarico. Em seu estudo foi observado que a temperatura do
processo, a estrutura do acido, o grau de desacetilagdo, e a massa molar da
quitosana alterava a solubilidade dos sais, devido as diferentes interacdes entre 0s
compostos presentes nos géis.

As diferengas entre quitosanas de diferentes massas molares dissolvidas
em acido adipico foi estudada por BRODAZCZEWSHA, et al.,, 2013. Eles
observaram que a atividade da quitosana depende dessa massa, pois a de baixa
massa induziu mecanismos de inflamagéo celular, enquanto a quitosana de alta
massa molar mostrou uma menor resposta a estimulacao celular.

PASQUI, et al., 2012 estudaram o uso de acido adipico em hidrogéis de
quitosana e observaram que a adi¢do de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) e N-Hidroxisuccinimida (NHS) levava a formacdo de uma rede tridimensional
feita de ligagBes covalentes entre as cadeias poliméricas de quitosana e o acido
adipico (Figura 9). Essas ligacbes tornaram o hidrogel estavel nas condi¢cdes
fisiolégicas (em NaCl 0,1 M a pH 7,4).

Figura 9 - Representacdo da reacdo entre a quitosana e o acido adipico ap6s adi¢éo de

EDC/NHS
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Fonte: PASQUI, et al., 2012.
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MARTINS, et al., 2012 estudaram filmes de quitosana dissolvida em &cido
adipico e observaram ser possivel reticula-lo com EDC/NHS.

CAl, et al., 2013 mostraram ser possivel formar ligacdes covalentes com
a quitosana apos aquecimento (sob vacuo) de um filme de quitosana dissolvida em

acido adipico (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo da reacdo entre a quitosana e o acido adipico apos
aguecimento
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Fonte: CAI, et al., 2013.

Todos esses estudos mostram um crescente interesse do uso de acido

adipico.

3.7 Reticulacdo mediada por EDC/NHS

O EDC é uma carbodiimida que torna possivel a formacdo de amida pela
reagdo entre grupos carboxil (presentes no acido e na gelatina) e grupos aminas
(presentes na quitosana e na gelatina). Essa reacéo é possivel, pois o EDC reage
com o grupo carboxil e forma um intermediario O-acilisoureia, que ao reagir com

uma amina priméria forma uma ligagdo amida com o carboxil (Figura 11).
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Figura 11 - Formacao de amida mediada por EDC
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No entanto, em solucdo aquosa, o intermediario O-acilisoureia €

suscetivel a hidrdlise, a qual resulta na regeneragédo do grupo carboxil (Figura 12),

minimizando a formacé&o de grupos amidas.

Figura 12 - Hidrolise do intermediario O-acilisoureia
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Diante disso, para aumentar a eficiéncia do EDC, adiciona-se NHS, que
ao reagir com o intermediario O-acilisoureia (instavel), forma um novo intermediario

semi-estavel, o éster de NHS, o qual é capaz de reagir com a amina de forma mais

eficiente (Figura 13) (LOPEZ, M. C. P., 2012).
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Figura 13 - Formacao da ligacdo amida medida por EDC/NHS
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Os reagentes EDC e NHS ja foram usados em alguns estudos para
reticular a quitosana. WANG, et al. (2003) prepararam uma matriz composta de
coldgeno/quitosana e a reticularam com EDC/NHS ap6s dissolugdo dos polimeros
em acido acético.

Nesse estudo a matriz mostrou-se um biomaterial promissor para
implantes de figado, pois o produto final foi considerado nao citotoxico e
biocompativel. Além disso, o uso desses reagentes mostrou melhorar as
propriedades mecéanicas do biomaterial, pois ao reticular os polimeros melhorou-se a
resisténcia mecanica da matriz.

Com os polimeros dissolvidos em acido acético, KOLODZIEJSKA, et al.
(2006) mostraram ser possivel diminuir a solubilidade de filmes de
quitosana/gelatina com a reticulagdo com EDC/NHS. Em 2014, STAROSZCZYK, H.,
et al. estudaram como o uso de EDC/NHS para reticular filmes de quitosana/gelatina
alterava os espectros de FTIR.

Quanto aos outros estudos envolvendo quitosana e EDC, TSAO, et al.
(2011) estudaram o uso de dois acidos dicarboxilicos diferentes (acido glutamico e
acido succinico) para solubilizar e reticular um hidrogel de quitosana apos reagao
com EDC. O material obtido mostrou-se homogéneo e transparente, além disso, a
formacao de grupo amida aumentou a afinidade celular e a regeneracéo do tecido foi

aumentada em 50% quando se utilizava o hidrogel como curativo.
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Além de TSAO, et al. (2011), outros autores também estudaram o uso de
acidos dicarboxilicos. MARTINS, et al. (2012) estudaram o uso de &cido adipico para
reticular hidrogéis de quitosana e observou que o uso de EDC combinado ao uso de
acido adipico propiciava a reticulacdo covalente entre as cadeias de quitosana e as
moléculas de &cido adipico.

BODNAR, et. al. (2005) utilizaram EDC para estudar a obtencédo de
nanoparticulas biodegradaveis de quitosana. Para reticular as cadeias desse
polimero eles utilizaram &acidos di- e tricarboxilicos (acidos succinico, malico,
tartarico e citrico), com os quais eles obtiveram nanoparticulas promissoras para
utilizacbes biomédicas. No trabalho de 2007, BODNAR, et. al. mostraram ser
possivel incorporar as suas nhanoparticulas, fluorescéncia.

Todos esses trabalhos mostram o potencial dos reagentes EDC/NHS para
reticular a quitosana com diferentes composi¢des, no entanto ndo sao encontrados
na literatura estudos que utilizam EDC e NHS em materiais preparados de
quitosana/gelatina em acido adipico. Dessa forma o atual trabalho vem contribuir

com novas informacfes sobre a reticulacdo da quitosana/gelatina com EDC/NHS.

3.8 Reologia

A reologia estuda a deformagéo e a fluidez dos materiais. Para isso ela
investiga a resposta desses materiais apds a aplicacdo de uma deformacao ou
tensédo (BRETAS et al., 2000).

De forma geral, o comportamento reoldgico pode ser dividido em:

o Comportamento elastico, no qual o material consegue restaurar
a sua forma original quando a forga externa € removida;

o Comportamento viscoso ou plastico, no qual apds cessada a
deformacgédo, o material ndo é capaz de recuperar a sua forma.

o Comportamento viscoelastico, no qual o material apresenta ao
mesmo tempo os dois comportamentos anteriormente citados.

As representacOes desses comportamentos podem ser observadas nas
Figuras 14 e 15.



30
3. Revisao Bibliografica

Figura 14 - Representacdo do comportamento elastico

tWNN\hN\ IM\N\I\N\I\ estado natural

IMN\N\N\ fM\hN\N\]\ cessada a acdo externa

Fonte: http://pir2.forumeiros.com/h69-molas-pag-1

Figura 15 - Representacdo de um fluido viscoso e de um fluido viscoelastico

Fluido viscoso Fluido viscoelastico
repouso
- escoamento ::)
} repouso >
A deformacao é irreversivel Parte da deformacdo é reversivel

Fonte: Adaptado de <http://slideplayer.com.br/slide/374857/>

O comportamento viscoelastico ocorre em muitos sistemas formados por
materiais poliméricos e esta relacionado com as interagbes e com o arranjo das
cadeias poliméricas no gel formado (BRETAS et al., 2000).

Matematicamente esse comportamento pode ser desmembrado em dois
modulos (Equacéo 1): o primeiro (G’) € denominado de modulo de armazenamento
ou moédulo elastico, em que apos aplicada a deformacdo as cadeias poliméricas
retornam a sua posi¢ao original; e o segundo (G”) é denominado médulo viscosos
ou moédulo de perda, em que apods aplicada a deformacéo as cadeias poliméricas
nao retornam a sua posicao original (BRETAS et al., 2000; ROHR, 2007).

G*=G'+iG" (1)


http://pir2.forumeiros.com/h69-molas-pag-1
http://slideplayer.com.br/slide/374857/
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Na literatura, diversos trabalhos relatam como as propriedades reolégicas
de blendas sdo afetadas pelas interagcdes entre os componentes utilizados na
preparacdo do gel. No entanto, ndo foi encontrado nenhum estudo reoldgico de
quitosana/gelatina em acido adipico.

Em 2009 WANG, et al. estudaram, por reologia e por ensaios de tragao,
filmes de quitosana/gelatina obtidos em acido latico. Nesse estudo eles observaram
ser possivel projetar flmes com propriedades reolégicas e mecanicas desejadas,
apenas variando a propor¢ao entre os polimeros. Além disso, com esses ensaios foi
possivel estudar que a formacao de um complexo entre quitosana e gelatina ocorre
principalmente através de ligacdes de hidrogénio.

A formacdo de ligacdes de hidrogénio com a quitosana também foi
estudada por EL-HEFIAN, et al. (2010) utilizando a blenda quitosana/agar. O agar é
uma mistura de polissacarideos extraido da familia de algas Rhodophycae e assim
como a gelatina, possui a capacidade de gelificacdo devido a formacéo de ligacdes
de hidrogénio.

No estudo reoldgico da blenda quitosana/agar EL-HEFIAN, et al. (2010)
observaram que diferentes propor¢des mostravam diferentes propriedades
reolégicas devido aos diferentes graus de interacdo entre a quitosana e o agar.

Também ha na literatura varios trabalhos que mostram o efeito da
reticulacdo nas propriedades reoldgicas, por exemplo, ARGUELLES-MONAL et al.
(1998) e MI (2000) estudaram a reologia da quitosana dissolvida em acido acético
sem e com reticulagdo por glutaraldeido. Eles observaram que um aumento da
reticulacdo levava a um gel mais forte e com maiores interacdes e/ou
enovelamentos, o que levou a géis com moddulos elasticos maiores e menores
frequéncia de gelagéo (G'=G”). O mesmo foi observado por MOURA et al. (2007) no
estudo reologico de solugdes de quitosana reticulada com genipina.

ROHR (2007) mostraram que géis altamente reticulados apresentarem
um comportamento predominantemente elastico em todo o intervalo de frequéncia
analisado o que pode ser explicado pela alta reticulagdo tornar os movimentos
moleculares muito restritos 0 que faz com que o gel mostre um comportamento

caracteristico de sélido (G’>G”) em todo o intervalo de frequéncia analisado.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Obtencéo da quitosana

A obtencao de quitosana foi feita a partir de B-quitina, extraida dos gladios
de lula da espécie Loligo ssp, cedidos por Miami Comércio e Exportacdo de
Pescados Ltda (Cananéia-SP). O esquema geral para a obtencdo de quitosana é

mostrado na Figura 16.

Figura 16 - Processo de obtencdo da quitosana (HORN, 2012)
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Inicialmente os gladios foram lavados com agua corrente, secos em
estufa (40°C), triturados e peneirados de modo a obter 40,0 g de gladio em
particulas com diametros menores que 0,25 mm. Em seguida o gladio em p6 foi
submetido a desmineralizacdo, a desproteinizacédo e a desacetilacdo (HORN, 2012).

Na etapa de desmineralizacdo foram adicionados 600 mL de solucéo de
acido cloridrico (HCI) 0,55 mol L™ & 40,0 g de gladio. A solucdo foi mantida sob
agitacdo mecanica constante por 2 horas e em seguida filtrada. O procedimento foi
repetido uma vez para maior eficiéncia da desmineralizagdo. O sdlido obtido foi

lavado, com agitacdo mecéanica, com agua destilada por diversas vezes até alcancar
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a neutralidade. ApoOs as lavagens o gladio desmineralizado foi filtrado e seco em
estufa a 50°C.

Para a desproteinizacdo, foram adicionados 10 mL de solucdo de
hidréxido de sédio (NaOH) 0,3 mol L™ para cada 1,0 g do material obtido apés a
desmineralizacdo. A solucdo obtida foi mantida a 80°C sob agitagdo mecanica
constante por 1 hora e em seguida filtrada. O processo foi repetido uma vez e o
sélido obtido foi lavado e filtrado, do mesmo modo que na etapa anterior.

Na desacetilacdo foram adicionados 20 mL de solucdo de hidroxido de
sédio 40% para cada 1,0 g de B-quitina. O sistema foi mantido sob atmosfera de
nitrogénio e sob agitacdo mecanica constante por 3 horas a 80°C, em seguida a
solucéo foi filtrada. O processo foi repetido uma vez, e a quitosana obtida foi lavada

e seca, conforme descrito na etapa de desmineralizacao.

4.2 Caracterizagdo da quitosana

4.2.1 Determinacao do grau de acetilacao

A guitosana obtida foi caracterizada quanto ao seu grau de acetilacao por
titulacdo condutimétrica (RAYMOND, L. et. al.,1993). Ap6s secagem em estufa a
50°C por uma semana, 250 mg de quitosana foram adicionadas a 50 mL de uma
solucdo de HCI 0,05 mol L. Em seguida a mistura foi mantida sob agitacdo
magneética constante até completa homogeneizacao (cerca de 24 horas). A solucéo
obtida foi diluida para 250 mL com agua deionizada. Desta retirou-se trés aliquotas
de 50 mL para titulagdo com uma solucdo de NaOH 0,1 mol L™, previamente
padronizada com acido oxalico. Para as medidas de condutividade utilizou-se um

condutivimetro da Digimed modelo DM-32 a 25°C.

4.2.2 Determinagdo da massa molar média

A determinacdo da massa molar média da quitosana foi feita por

viscosimetria (MATHEW et al., 2006). Os tempos de escoamento foram medidos em
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um viscosimetro capilar de vidro tipo Ubbelohde, a T de 25°C, com um cronémetro
digital. As concentragbes de quitosana nas solugbes analisadas variaram de 1,5 a
4,0 x 10* mol L. Todas as solugdes foram preparadas em tampéo 0,3 mol L™ 4cido
acético/0,2 mol L™ acetado de sédio pH 4,5. Para cada concentracédo foram feitas
dez determinacdes independentes do tempo de escoamento e utilizou-se o tempo
médio de escoamento da solugéo (t) e o tempo médio de escoamento do tampao (t,)
para determinar a viscosidade reduzida da solugdo (nrqg) conforme mostrado na

equacao 2.

t-to

Nreda = t (2)

Apés os célculos um gréfico de viscosidade reduzida versus concentracdo
foi obtido e a viscosidade intrinseca [n] foi determinada pela extrapolacdo a
concentracao zero da reta obtida por ajuste matematico.

Por fim o valor da massa molar média (M) foi determinado usando a

equacao de Mark-Houwink-Sakurada (Equacéao 3).
[n] = k M* 3)

Em que k e a sdo constantes empiricas que dependem do solvente, da

temperatura e do polimero utilizado.

4.3 Preparacao dos géis

Os géis de quitosana foram preparados na concentracdo de 1% e 2%
(massa/massa), por solubilizacdo de quitosana nos A&cidos acético
(0,14 mol L") e adipico (0,07 mol L™%). As concentracdes dos &cidos foram
escolhidas para manter o mesmo namero de fung¢des acido carboxilico. Além disso,
a dissolucao foi feita lentamente e a adicdo do polimero foi aos poucos até completa
diluicdo. A agitacdo foi mecéanica, a temperatura ambiente e para a completa diluicdo

do polimero o gel ficou sob agitacao por 24 horas.
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Nos diferentes &cidos também foram preparadas blendas de
quitosana/gelatina na proporcao 1:1 usando solugdes de quitosana e de gelatina na
concentracdo de 1%. A gelatina utilizada foi do tipo A obtida de pele de porco, da
Sigma.

Para completa solubilizagdo, todos os géis foram submetidos a agitacao
mecanica por 24 horas, seguida de aquecimento a 60°C por 30 minutos.

Por fim, os géis de quitosana/gelatina foram reticulados com EDC/NHS
apos adicdo desses reagentes previamente dissolvidos em etanol na proporcao
molar 1:1. A massa de EDC usada na reticulacdo do gel foi calculada para obtencéo
de uma concentracao de 1% no gel.

A nomenclatura dada para os géis pode ser visualizada na tabela 2.

Tabela 2 - Denominacgéo dos géis preparados

Nomenclatura Composicéo

Q1GoC 1%Quitosana + Acido acético

Q1GOD 1% Quitosana + Acido adipico

Q2G0C 2%Quitosana + Acido acético

Q2G0D 2% Quitosana + Acido adipico

Q1G1C 1% Quitosana + 1% Gelatina + Acido acético

Q1G1D 1% Quitosana + 1% Gelatina + Acido adipico
Q1G1C(E) 1% Quitosana + 1% Gelatina + Acido acético + EDC:NHS
Q1G1D(E) 1% Quitosana + 1% Gelatina + Acido adipico + EDC:NHS

4.3.1 Ensaios reolégicos dos géis

Os géis foram submetidos a quatro diferentes ensaios em um reometro
AR1000N, da TA Instruments, com geometria cone/placa de 20 mm de diametro,

angulo de 2° e gap de 69 ym. As metodologias usadas sao mostradas na tabela 3.
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Tabela 3 - Metodologias usadas para os diferentes ensaios reolégicos

Ensaio Metodologia
Ensaio de Foram determinados os valores de G’ e G” em funcao da
Oscilacéao variacdo de deformacgédo a T de 25°C e frequéncia de 1,0 Hz.
Ensaio de Variando-se os valores de frequéncia angular de
= o 0,1 a 100 rad s*a T de 25°C e deformacéo de 10% foram
requéncia . , .
medidos os valores de G’ e G”.
Ensaio de fluxo em Foi medida a variacdo da viscosidade em fungéo da taxa de
funcéo de cisalhamento num intervalo de 0,2 a
cisalhamento 1000 s™ a T de 25°C.
Ensaio de fluxo em Utilizando uma razéo de aquecimento de 5 °C min™ e
funcéo da cisalhamento de 1 s™ foi determinado como a viscosidade varia
temperatura na faixa de temperatura de 25 a 80°C.

4.4 Espectroscopia de absorcédo naregiao do infravermelho (FTIR)

Para cada material, foram obtidos espectros FTIR a partir de filmes das
amostras. Os filmes foram preparados pela pesagem de 0,3 g de gel em forma de
Teflon® e deixado secar a T=25°C por 2 dias. Em seguida os filmes foram
acondicionados em dessecador com pastiihas de hidroxido de sbdio por
48 horas.

As medidas foram feitas em um espectrébmetro de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), modelo IRAffinity-1, Shimadzu. Por espectro foram
feitos 64 scans, com resolucdo de 4 cm™, a faixa de medic&o foi de 4000 a 400cm™

e o software utilizado foi o IR solution.

4.5 Preparacgéo e neutralizacdo das esponjas

Para a obtencdo de materiais em forma de esponja, 1 g de cada gel foi
colocado em forma de Teflon® circular. Em seguida, os géis colocados nas formas
foram congelados com nitrogénio liquido e mantidos no congelador por 24 horas.
Por fim os materiais congelados foram submetidos a liofilizagdo em um liofilizador da
EDWARDS modelo FREEZE DRYER Modulyo.
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Apbés a obtencdo das esponjas por liofilizacdo, as amostras foram
submetidas a neutralizacdo para retirar os compostos &acidos e 0s compostos
provenientes da reacdo de EDC/NHS que néo ficaram ligados aos polimeros.

Para isso, cada esponja foi submersa por 2 horas em 50 mL de solucao
de bicarbonato de sédio 1 mol L™ e mantida na geladeira por 24 horas. Em seguida
a esponja foi submersa por 3 dias em 100 mL de agua deionizada e mantida na
geladeira, sendo efetuada trés trocas de agua no primeiro dia e quatro trocas de
agua nos outros dias (duas de manha e duas a tarde). Todas as trocas de agua
foram feitas com agua deionizada mantida na geladeira.

Ao final da neutralizacdo as esponjas foram congeladas com nitrogénio
liguido e mantidas no congelador por 24 horas. Em seguida foram novamente

liofilizadas.

4.6 Caracterizacdo das esponjas

Apenas as esponjas com a blenda quitosana/gelatina foram
caracterizadas.

Isso foi feito, pois as esponjas com quitosana pura em acido adipico se
mostraram instaveis durante a neutralizacdo com bicarbonato de sédio, pois se

desfizeram parcialmente durante a neutralizag&o.

4.6.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Com o objetivo de avaliar e caracterizar morfologicamente as diferentes
esponjas utilizou-se um microscopio eletrénico de varredura ZEISS LEO 440
(Cambridge, England) com detector OXFORD (model 7060), operando com feixe de
elétrons de 20 kV. As amostras foram cortadas, colocadas em stubs por fita
condutora de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro de
6 nm de espessura em um metalizador Coating System BAL-TEC MED 020 (BAL-
TEC, Liechtenstein) com pressdo na camara de 2,00x10 mbar, corrente de 60 mA e

taxa de deposicao de 0,60 nm/s.
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Além disso, utilizando o software UTHSCSA Image Tool versdo 3.0 nas
imagens transversais obtidas por MEV, mediu-se o tamanho de poros para as
esponjas, para cada qual fez-se 30 medidas em diferentes pontos da esponja e

calculou-se o valor médio.

4.6.2 Medidas de espessura

Para avaliar e comparar como as diferentes composicdes afetam a
espessura dos materiais preparados determinou-se a espessura média de cada
esponja. A medida foi feita utilizando o software UTHSCSA Image Tool verséo 3.0
nas imagens transversais obtidas por MEV. Para cada preparacdo fez-se 15

medidas em diferentes pontos da esponja e calculou-se o valor médio.

4.6.3 Avaliacao da capacidade de absorcédo em PBS

Para cada esponja o0s seguintes passos foram seguidos:

. Pesagem para determinacédo de sua massa inicial,

. Imersdo em 20 mL de PBS (pH=7,4) a 34°C em béquer de
50 mL;

o Pesagem para calculo de absor¢céo de agua apos 5, 10, 20, 30,

60, 90, 120, 180 minutos.

Para cada composicao o experimento foi feito em quintuplicata. Antes de
cada pesagem a esponja foi colocada em contato com papel filtro por 5 segundos de
cada lado, para retirada do excesso de agua.

A quantidade de agua absorvida (%) foi calculada pela equacéo 4:
Absorcio (%) = (%) x 100% (4)

Em que mg representa o valor da massa (g) da esponja antes da imersédo e m;

o valor ap0s a absorcéo.
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4.6.4 Determinacdo das concentracfes de ions no gel.

Para calcular os ions proveniente do &cido adipico no gel mediu-se o
valor de pH com um pHmétro e em seguida as equacdes 5, 6 e 7 foram utilizadas
(BUTLER, J. N. 1998).

[H*] = 107" (5)
[HD™] = T 6)
HFR 4 R[]+ KoKy
[0*] = St (7)

T [HY)24 Ky [HY]+ K1 K

Em que:

[H'] = concentracdo de ions H*

[HD] = concentracao de ions CgHyO,4

[D?] = concentracdo de fons CeHg0,>

pH = 4,38. Valor esse compativel com o pH da pele que varia de 4,0 a 6,0
(BRANGEL, 2011).

K1=3,80x107°; K,=3,89x10°; C= 0,07 mol L™

4.6.5 Estudo de citotoxicidade

Os experimentos referentes ao ensaio de citotoxicidade foram feitos no
Laboratério de Fotossensibilizadores — IQSC/USP, pela técnica responsavel, Dra.
Claudia Bernal e orientacdo da Profa. Dra. Janice Rodrigues Perussi.

Todas as manipulacdes foram feitas em capela de fluxo laminar, com

materiais esterilizados e 0os experimentos seguiram a norma 1SO 10993.

4.6.5.1 Preparo dos extratos

Para cada esponja adicionou-se uma quantidade de meio de cultura
suficiente para a obtencdo de relacdo esponja/extrato de 15 mg/mL. Essa

guantidade de meio foi escolhida por ser suficiente para deixar todas as esponjas
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submersas. Para o controle positivo e negativo o método de extragdo foi 0 mesmo
das esponjas, e foram utilizadas luvas de latex para controle positivo e papel filtro
esterilizado para controle negativo.

O meio utilizado foi ISCOVE com 10% de SFB (soro fetal bovino) e apos
submersas as esponjas foram deixadas em repouso, em estufa a 37°C por 13 dias.
Apés esse tempo o extrato foi coletado e utilizado nas analises.

4.6.5.2 Crescimento celular

Nos ensaios biolégicos, foram utilizadas células VERO (ATCC CCL-81),
de rim de macaco verde africano, Cercopithecus aethiops. As células cresceram
aderidas em garrafas de polipropileno com 5 mL de meio de cultura (ISCOVE com
10% de SFB). As garrafas foram mantidas a 37°C, em estufa com 5% de CO..

Para retirar as células que ndo aderiram as garrafas o meio foi trocado
apos 24 horas e ap6s 4 dias foi realizado o primeiro repique, o qual gerou
quantidade de células ainda insuficiente para a realizacdo do ensaio. Diante disso,
as células foram mantidas em estufa sob condic¢des ja citadas, por mais 3 dias e um
novo repique foi feito. Apos esse repique as células permanecerem em estufa por
mais 4 dias e entdo foi feita uma nova contagem das células. Essa nova contagem
gerou células suficientes para o ensaio.

Vale relatar, que a contagem de células foi feita prevendo que seriam
usadas 1x10° células por poco, conforme relatado por FRESHNEY, 2010.

4.6.5.3 Determinacgéo da viabilidade e da concentragéo celular

A fim de determinar a quantidade de células viaveis e sua concentragao, o
meio de cultura contido nas garrafas foi descartado e as garrafas foram lavadas com
uma solugcéo de PBS. Esse procedimento possibilitou deixar apenas as células que
aderiram a superficie da garrafa.

Em seguida adicionou-se uma solucédo de Tripsina com 0,02% de EDTA
para “descolar” as células aderidas. Essa solucdo foi mantida por 2 minutos em

contato com as células e entdo foram adicionados 5 mL de meio de cultura
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ISCOVES com 10% de SFB. A adicao de meio contendo o soro fetal bovino foi feita
a fim de desativar a tripsina (FRESHNEY, 2010). Apés 5 minutos a solucao
resultante  foi transferida para um tubo cbnico e centrifugado a
1000 rpm/min por 2 minutos.

A solucao sobrenadante obtida apds centrifugacao foi entdo descartada e
as células foram suspendidas em 1 mL de meio de cultura. Em seguida
100 pL dessa suspensdo celular foi retirada e adicionou-se a esses 100 pL,
400 pL de PBS e 500 pL de solucéao 0,4% de corante trypan blue. Essa mistura foi
entdo colocada em camara de Neubauer para contagem das células. Vale relatar
que o corante adicionado foi escolhido por ser incorporado apenas nas células
mortas, permitindo diferencia-las das células vivas.

Para contagem das células na camera de Neubauer utilizou-se um
microscopio Optico e a porcentagem de células viaveis foi calculada utilizando a

equacgao 8:

Viabilidade (D %) = numero de células ndo coradas x 100% (8)

numero de células coradas

O resultado obtido foi de 95%, o qual permite prosseguir para o ensaio de
citotoxicidade (FRESHNEY, 2010).

4.6.5.4 Ensaio de citotoxicidade

Em duas placas de 96 pogos foram adicionadas 200 pL de meio contento
células na concentracdo de 1x10° células mL™ em todas as cavidades. Em seguida
incubou-se as placas por 24 horas em estufa com 5% de CO,, a 37 °C.

No dia seguinte, o sobrenadante foi retirado por aspiracdo e adicionou-se
0 extrato de cada uma das amostras sem diluicdo (200 pL de extrato) e com diluigao
de 50% (100 pL de extrato e 100 pL de meio) e de 25% (50 pL de extrato e 150 pL
de meio). Cada concentracdo foi adicionada em quadruplicata. Além disso, para o
controle negativo de células foi utilizado o extrato preparado com papel filtro
esterilizado e para o controle positivo utilizou-se o extrato preparado com luvas de
latex. Tudo foi incubado em estufa com 5% de CO,, a 37 °C.

ApoOs 24 horas foram retirados 0s extratos por aspiracdo e adicionou-se,

em todos os pocos, 200 pL de tampado PBS e aspirou-se novamente. Em seguida
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adicionou-se 200 pL de meio nos pocos e as placas foram incubadas sob as
mesmas condi¢des ja citadas. Apds 24 horas foram acrescentados 50 pL de uma
solucdo de MTT com concentracdo de 1 mg mL™ e as placas foram novamente
incubadas por 3 horas.

O sal de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) foi
utilizado pois as células viaveis sado capazes de reduzir o anel tetrazélico presente
nesse sal. Isso ocorre devido a acdo de enzimas desidrogenases presentes na
mitocOndria ativa dessas células. Essas enzimas ao reduzirem o anel tetrazolico
formam cristais de coloracéo roxa, que permitem a quantificacdo das células viaveis
(MOSMANN, 1983).

Apoés incubacdo com MTT por 3 horas, retirou-se o sobrenadante por
aspiracao e adicionou-se 50 pL de etanol P.A. para diluir os cristais formados. Em
seguida, as células foram tratadas com 150 pL de uma solucdo de 4&lcool
isopropilico/PBS na proporgéo 1:1.

Para finalizar os ensaios as placas foram levadas a um leitor da Biotek,
modelo Synergy HT, e em 570 nm fez-se a leitura de absorbancia. Com essa leitura

determinou-se o indice de sobrevivéncia celular pela equacao 9.

média das absorbancias da amostra
média das absorbancias do controle negativo

Indice de sobrevivéncia (%) = x100% ( 9)

O esquema geral do ensaio de citotoxicidade pode ser observado na

Figura 17.

Figura 17 - Diagrama esquematico do ensaio de citotoxicidade
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao da quitosana

Conforme descrito no procedimento experimental a quitosana foi obtida
apos trés etapas de preparacdo: desmineralizacdo, desproteinizacdo e
desacetilagdo. Os objetivos de cada etapa podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Objetivos de cada etapa feita para a obtencao de quitosana

Etapa Objetivo

Desmineralizagao Retirada dos materiais inorganicos

Remocéao das cadeias proteicas presentes entre as
Desproteinizagao cadeias da quitina pela clivagem delas em peptideos
e/ou aminoacidos livres.

Desacetilacéo Desacetilagdo da quitina para obter quitosana

Conforme pode ser observado na Figura 18, a porcentagem de quitina
presente nos gladios é de 35,75% da massa inicial. Esse valor est4 dentro da faixa
relatada por KURITA, K. (2006) para gladios de lula que é de 20 a 40%.

Figura 18 - Massas e porcentagens dos materiais obtidos antes e apés desmineralizacédo
e desproteinizacao

Gladio em p6 — 40,0 g — 100%

. Desmineralizagdo

Gladio desmineralizado — 32,5 g — 81,25%

. Desproteinizacao

B-Quitina — 14,3g — 35,75%
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Além disso, o rendimento em relagcdo a massa de quitosana obtida a partir

de gladio foi de 28,5%, o que também estéa de acordo com o relatado por KURITA et.

al. (1993), que esta em torno de 30%.

5.2 Caracterizacdo da quitosana

5.2.1 Determinacao do grau de acetilagéo

Para determinacdo do grau de acetilagdo da quitosana escolheu-se o

método de titulacdo condutimétrica, pois além de simples, ele fornece valores
préximos aos obtidos pela técnica de RMN 1H (ALVARENGA E. S., et. al. 2010,

HORN, 2012).

A média dos valores obtidos pela titulacdo condutimétrica (feita em

triplicata) e seus respectivos erros podem ser observados na curva mostrada na

Figura 19. Esta curva representa a titulacdo da solucdo de quitosana com excesso

de HCI pela adicdo de NaOH, previamente padronizado.

Condutividade (us cm™)

Figura 19 - Curva de titulagdo condutimétrica
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Conforme pode ser observado ha dois pontos de inflexdo, representados
por vi e Vp, esses correspondem respectivamente a neutralizagdo de HCI, e a
neutralizacdo dos grupos amino da quitosana.

Apos obtencdo de vi e v pela extrapolacdo das trés retas obtidas na

curva, o grau meédio de acetilacéo foi calculado pela equacédo 10 (CARDOSO, 2008).

(161 X (vo—Vv1)*[NaOH])
m

GA(%) = (1 - ) X 100 (10)
Em que:
GA (%) = grau de acetilacdo médio da quitosana
161 = massa molar média da unidade repetitiva da quitosana (g mol™)
(v2 = v1) = volume de hidréxido de sddio utilizado para neutralizar a quitosana
(L)
[NaOH] = concentracdo de hidroxido de sédio (mol L™)
m = massa de quitosana presente na aliquota (g)
O valor obtido para o grau médio de acetilacdo calculado foi de
11,9+0,4%, que estd préximo ao citado por KURITA, K. (2006) que esta entre 5 e
10%.

5.2.2 Determinacdo da massa molar média

Visando determinar a massa molar média da quitosana, os tempos
meédios de escoamento de diferentes concentracdes de quitosana em tampéao
acetato de sdédio/acido acético foram determinados conforme procedimento ja
descrito (topico 4.2.2).

Apdés obtencdo dos tempos médios de escoamento, para cada
concentracdo calculou-se a viscosidade reduzida (equacgédo 2). Os valores obtidos

podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores dos tempos médios de escoamento e da viscosidade reduzida para cada
concentracao de quitosana

Concentragéo Tempo médio Viscosidade reduzida
(10% g mL™) (s) (mL g™
0 506,6+0,003 -
15 630,0%0,008 1591,7
1.8 658,4+0,009 1628,1
2,0 678,7+0,002 1664,4
2,5 728,4%0,006 1716,3
3,0 777,910,012 1749,9
4,0 887,4+0,008 1842,0

Com os valores das viscosidades reduzidas e das diferentes
concentracdes de quitosana em tampao acetato de sodio/acido acético, construiu-se
uma reta com indice de correlacdo linear de 0,993 e equacéo f(x) = 95,9x+1457
(Figura 20).

Figura 20 - Viscosidade reduzida em funcéo da concentracdo de quitosana
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Apbés a extrapolagcdo da reta a concentracdo zero, encontrou-se a
viscosidade intrinseca, [n], como sendo de 1457,3 mL g™

Utilizando o valor de [n], os valores de k e a para a quitosana com grau de
acetilacdo de 12%, para o qual K vale 0,074 mL g* e a vale 0,80 (RINAUDO, M.
2006), e a equacao de Mark-Houwink (Equacédo 3), determinou-se a massa molar
média da quitosana como sendo de 2,4x10° g mol™,

Esse valor esta préximo ao encontrado por colegas de laboratorio, tais
como, DENARI (2014) que obteve uma massa molar média de 2,6x10° g mol™* e por
SANTOS (2014) que obteve a massa molar média de 2,1x10° g mol™. O resultado
também esta de acordo com o obtido por KURITA (1993), que obteve uma massa de
3,7x10° g mol™. Todos esses autores utilizaram o mesmo procedimento de obtencéo

da quitosana que o utilizado no nosso estudo.

5.3 Ensaios reoldgicos dos géis

5.3.1 Ensaios de oscilagao

Os ensaios de oscilacdo fornecem a porcentagem de deformacédo no
material apds a aplicacdo de uma frequéncia fixa.

A partir desse ensaio é possivel definir a regido na qual as propriedades
reologicas sédo independentes da tensdo ou da deformacéo aplicada, isto € a regiao
viscoelastica linear (BRETAS et al., 2000).

As Figuras 21 e 22 mostram os valores obtidos para G’ (mddulo elastico)
e G” (mddulo viscoso) em funcdo da deformacéo para os diferentes géis. Nas
figuras é possivel observar que a um valor de deformacéo de 10%, todos os géis
estdo na regido viscoelastica linear. Dessa forma esse valor foi o escolhido para o

ensaio de frequéncia.
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Figura 21 - Mddulo elastico - G' (-m-) e médulo viscoso - G" (-o-) em funcao da
deformacao para os géis —m— Q1GOC, —m— Q1GO0D, —A— Q2G0C e —A— Q2G0D
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Figura 22 - Modulo elastico - G' (-m-) e médulo viscoso - G" (-o-) em funcao da
deformacéo para os géis -m— Q1G1C, —m— Q1G1D, —A- Q1G1C(E) e —A— Q1G1D(E)
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5.3.2 Ensaios de frequéncia

O ensaio de frequéncia foi utilizado para determinar os modulos elastico e
viscoso para as diferentes composi¢cfes quando essas sdo submetidas a diferentes
frequéncias angulares. Na Figura 23 podem ser observados os resultados obtidos
para os geéis de quitosana.

Observa-se, a uma frequéncia angular de 0,1 rad s™, que quando a
concentracdo de quitosana varia de 1% para 2% ha um aumento de mais de 1000
vezes no valor de G’ (mddulo elastico) para o gel preparado em acido acético. Ja
para o gel preparado em 4cido adipico esse aumento é de mais de 10000 vezes.

Esse efeito € observado, pois a medida que a quantidade de polimero em
solucéo cresce ha um aumento do niumero de emaranhamentos do polimero e um
aumento dos contatos intermoleculares e ambos atuam restringindo a movimentacéo
polimérica (BRETAS et al., 2000; ALVES, 2008).

Figura 23 - Modulo elastico - G' (-m-) e médulo viscoso - G" (-0-) em funcdo da frequéncia
angular para os géis —a— Q1G0C, —m— Q1GO0D, —A— Q2G0C e —A— Q2G0D

1000 1000
e s ]
i Mggggééé&é Limds
100 st 100
P o B R
b %—3 ﬁ;—%“ B E =S
o] AR s o
" B el
ar :EFEFE r
ﬂc—U\ ,EZE:B:B | | /CE\
a g " o
L B B
o g ¥ o
0,1 = 0.1
i
u '/
0,01 /i 0,01
7
-
1E-3 +rrr———rrrr— - ————rrrr—— 1E-3
0.1 1 10 100

Frequéncia angular (rad s™)

Comparando-se os valores na concentracdo de 1%, observa-se que nao
ha alteracdo nos modulos quando o polimero é dissolvido nos diferentes acidos

(acético ou adipico).
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No entanto, na concentracdo de 2%, quando se usa acido adipico para
dissolver a quitosana em substituicdo ao acético, observa-se que ha um aumento de
2 vezes no valor de G’ (mddulo elastico) a frequéncia angular de 0,1 rad s™.

Esse pequeno aumento, apenas a altas concentracdes poliméricas, pode
ser associado ao fato do acido adipico possuir uma cadeia carbdnica maior que o
acético o que contribui para um maior emaranhamento das cadeias poliméricas
guando ha alta concentracdo de polimeros no gel.

Também pode ser observado pela Figura 23 que os géis de quitosana
passam de um comportamento viscoso (G">G’) para um comportamento elastico
(G"<G’). Essa inversao de comportamento é denominada de gelacéo (G’=G”) e pode
ser associada a solucfes ou misturas em que as cadeias se apresentam enoveladas
ou formam uma rede cruzada (ROHR, 2007). A gelacdo ocorre, pois sob altas
freqiiéncias, os movimentos moleculares ficam restritos e o sistema tende a se
comportar como um solido (G’<G’) (BRETAS et al.,, 2000; ROHR, 2007). Esse

fendbmeno também foi observado nas blendas de quitosana/gelatina (Figura 24).

Figura 24 - Médulo elastico - G' (-m-) e modulo viscoso - G" (-o-) em fun¢éo da frequéncia
angular para os géis — Q1G1C e — Q1G1D
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Nas blendas de quitosana/gelatina (Figura 24) observa-se, comparando-

as com o gel de 1% de quitosana (Figura 23) que, a frequéncia angular de
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0,1 rad s™, o uso de gelatina aumenta em mais de 10 vezes o valor de G’ (mddulo
elastico) no &cido acético e em cerca de 600 vezes no acido adipico.

Um maior moédulo elastico com o uso de gelatina ocorre devido a
interacdo entre esses polimeros que aumentam o emaranhamento do gel (LEFFLER
et. al.,2000; WANG et al., 2009).

Também na Figura 24, observa-se que G’ (mdédulo elastico) aumenta em
10 vezes quando a blenda é dissolvida em acido adipico, em substituicdo ao acético.
Esse aumento ocorre devido ao tamanho da cadeia do acido dicarboxilico, o que
leva a um emaranhamento mais acentuado e consequentemente aumenta G’.

Na Figura 25 sdo mostradas as curvas G’ e G” para as blendas apés
adicdo de EDC/NHS.

Figura 25 - Médulo elastico - G' (-m-) e mddulo viscoso - G" (-o-) em funcéo da frequéncia
angular para os géis — Q1G1C(E) e — Q1G1D(E)
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Nessa figura pode ser observado que o modulo elastico € maior que o
viscoso (G’>G”) em todo o intervalo de frequéncia analisado. O fato desses géis
apresentarem um comportamento predominantemente elastico em todo o intervalo
de frequéncia analisado pode ser explicado por um maior emaranhamento das
cadeias poliméricas, promovido pela reticulacdo apdés o uso de EDC/NHS. Isso
porque a reticulacdo gera um maior emaranhamento, 0 que torna oS movimentos

moleculares muito restritos e faz com que o gel mostre um comportamento
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caracteristico de solido (G’>G”) em todo o intervalo de frequéncia analisado (ROHR,
T. G., 2007, ARGUELLES-MONAL, W. et al.,1998; MI, F.L. et al., 2000).

Na tabela 6 sdo mostrados os valores dos modulos para as composicoes
sem EDC/NHS a diferentes valores de frequéncia. Além disso, nessa tabela também
€ possivel observar os valores de frequéncia em que ocorre a gelagdo (G’=G”) nos

géis.

Tabela 6 - Valores de G’ e G” (Pa) a diferentes valores de frequéncia e valor de frequéncia
em que ocorre a gelagéo para as diferentes composicdes

G’ e G” (Pa)
Frequéncia (rad s™) Frequéncia
Amostras da Gelacao
0,1 1 100 1000 (rad s
G! G!! G! G!! G! G!! G! G!!
Q1G0C | 0,005 | 0,5 | 1,5 | 53 | 18,2 22,2 81,5 64,2 25
Qi1Gob | 0,001 | 0,3 | 1,3 | 45 | 161 19,4 79,1 59,3 25

Q2G0C 5,100 | 12,2 | 45,3 159,9 | 199,5 | 161,2 | 542,0 | 253,1
Q2G0D 10,80 | 19,8 | 58,7 | 70,9 | 227,3 | 177,5 | 592,9 | 279,1
Q1G1C 0,060 | 0,9 | 36 | 7,8 | 258 29,8 | 113,7 | 71,2 16
Q1G1D 0,600 | 1,8 | 7,2 | 9,7 | 32,3 31,1 | 1153 | 72,8 8

Ao comparar os valores da Tabela 6 para os géis observa-se que 0s

valores de modulos crescem na seguinte ordem:

Q1G0D<Q1G0C<Q1G1C<Q1G1D<Q2G0C<Q2G0D

Enquanto os valores de frequéncia em que ocorrem a gelacéo decrescem

nessa ordem:

01G0D=Q1G0C>Q1G1C>Q1G1D>Q2G0C>Q2G0D

Conforme consta na literatura, maiores valores de mddulo elastico (G’)

indicam interacdes e/ou enovelamentos entre as cadeias poliméricas mais fortes
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devido & um comportamento predominantemente caracteristico de soélido. E
menores valores de frequéncia em que ocorrem a gelacdo indicam que 0s géis
alcancam um comportamento caracteristico de sélido a um menor valor de
frequéncia, o que esta associado a redes poliméricas com densidade e forcas de
associacdes mais fortes (ARGUELLES-MONAL, W. et al.,1998; MOURA, J. M. et al.,
2007; MI, F.L. et al., 2000).

Sendo assim, pode ser concluido que a ordem crescente de interacdes

e/ou enovelamentos para as composi¢cdes sem EDC/NHS deste estudo é:

Q1G0D=Q1G0C<Q1G1C<Q1G1D<Q2G0C<Q2GOD

Com a Tabela 6 também é possivel observar que a 1 rad s, para a
amostra de quitosana de concentracdo 1% preparada em acido acético, o valor de
G” éde 53 PaeodeG éde 1,5 Pa. Além disso, o valor de frequéncia angular em
que ocorre a gelacdo é de 25 rad s™.

Esses valores numéricos estdo préximos aos ja relatados a 1 rad s™ por
DENARI (2014) para o gel de 1% quitosana de (B-quitina em &cido acético, em que
G” foi obtido em torno de 5 Pa, G’ em torno de 2 Pa e o valor de frequéncia angular
em que ocorre a gelacéo foi de 28,13 rad s™. E estdo préximos aos ja relatados por
CALERO, et. al. (2010) a 1 rad s™ para o gel de 1% quitosana de a-quitina em acido

aceético, em que G” foi obtido em torno de 5 Pa e G’ em torno de 1 Pa.

5.3.3 Tangente de perda para os ensaios de frequéncia

A razdo entre o moédulo viscoso (G”) e o elastico (G’) € denominada de
tangente de perda (tan 8). Quanto mais rigido o material, menor € o valor de
tan 6 (BRETAS et al., 2000). Na Figura 26 podem ser observados os valores de da
tangente de perda para os geéis de quitosana.

Valores menores que 1 representam G”’<G’ (comportamento
predominantemente elastico) e valores maiores que 1 representam G”’>G’

(comportamento predominantemente viscoso).
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Figura 26 - Tan 6 em fungéo da frequéncia angular para os géis
—=— Q1GO0C, —s— Q1GO0OD,—A— Q2G0C e —A— Q2G0D

1000
]m
100 4 :\
] \:\
4 “\\l
w10 4 L
c ‘I“
— ] ‘.-.
] "-l...
i< T Y Hlng,
t*'*"-*:*liiiaa- : el
13 “:‘:"—"“li-l.ﬁ:..‘.'-'.'l -
] dasayium
ey
0,1 4 ————rr — T — T
0.1 1 10 100

Freguéncia angular (rad s™)

Para os géis com 1% de quitosana, independente do &cido, hd uma maior
dependéncia do valor de tan 6 com a frequéncia do que os géis com 2%. Isso pode
ser observado na Figura 26, em que tan 8 decai exponencialmente para os géis com
1% de quitosana e ap6s 1 rad s™ decai linearmente. Esse comportamento ja foi
observado por MOURA et al.

No entanto quando ha maior concentracdo de quitosana (2%), os géis,
independente do acido, tem um perfil de decaimento linear em todo o ensaio e 0s
valores de tan 6 sdo mais baixos (gel mais rigido).

Isso ocorre pois ha mais cadeias poliméricas no gel (maior
emaranhamento) e por isso com 2% de quitosana o gel passa a se comportar
predominantemente elastico (tan & < 1) a menores valores de frequéncia.

ApoOs 0 uso de gelatina (Figura 27), comparando com os geéis de 2% de
quitosana (Figura 26) observa-se que os valores de tan 5 estdo abaixo dos valores

encontrados para 2% de quitosana.
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Figura 27 - Tan 6 em fungdo da frequéncia angular para os géis
— Q1G1Ce —Q1G1D
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Isso mostra que o gel € mais rigido com 2% de quitosana do que com 1%
de quitosana e 1% de gelatina. Como ha a mesma porcentagem de polimeros no gel
(2%), esse resultado pode ser associado ao tipo de interacdo entre os polimeros,
pois quando ha somente quitosana e &cido, a protonacdo da quitosana gera
repulsdo eletrostatica entre as cadeias e essas ficam na forma de bastéo rigido, o
gue favorece o emaranhamento a altas concentracdes (ALVES, 2008).

Na presenca de 1% de gelatina com 1% de quitosana, a interacdo entre
os diferentes polimeros diminui a repulsdo eletrostatica e as cadeias tendem a se
aproximar, favorecendo uma conformagao na forma de “espiral” o que diminui o
emaranhamento em relacdo ao gel com 2% de quitosana (WANG, 2009).

Com o uso de EDC/NHS (Figura 28) o emaranhamento é mais acentuado
do que nos outros geéis estudados, pois 0s geéis apresentam tangente de perda
menor que 1 em todo o ensaio de frequéncia, independente do acido utilizado.

Esse maior emaranhamento pode ser associado a reticulacdo que faz
com que as cadeias poliméricas apresentem um alto emaranhamento. O fato da
reticulagéo diminuir o valor de tan & ja foi observado por MOURA, et. al. (2007), em

estudos de reticulacdo de quitosana com glutaraldeido.
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Figura 28 - Tan 6 em fungéo da frequéncia angular para os géis
— Q1G1C(E) e — Q1G1D(E)
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5.3.4 Ensaios de fluxo em funcao da taxa de cisalhamento

Os ensaios de fluxos foram feitos a fim de analisar como as viscosidades
dos géis variam com as diferentes composicoes.

A viscosidade € a medida da resisténcia oferecida pelo gel quando uma
de suas camadas se move em relacdo a sua camada subjacente. Uma maior
viscosidade significa uma maior resisténcia ao movimento e uma menor capacidade
de fluir/escoar (BRETAS et al., 2000).

Nos ensaios de fluxo para os géis de quitosana (Figura 29) pode ser
observado que os géis com 1% iniciam com um comportamento newtoniano (0s
valores de viscosidade independem da taxa de cisalhamento), mas apos
2 rad.s™ passam a ter um comportamento pseudoplastico (sua viscosidade decresce
com o0 aumento da taxa de cisalhamento). JA os géis com 2% de quitosana
apresentam comportamento pseudoplastico em todo o intervalo analisado. O fato do
efeito da pseudoplasticidade aumentar com o aumento da concentracao de polimero
esta de acordo com o relatado para diversos sistemas de quitosana (DESBRIERES,
1996; ALVES, 2008).
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Figura 29 - Viscosidade em funcao da taxa de cisalhamento para os géis —m— Q1GO0C,
—m— Q1GOD, —4— Q2G0C e —4— Q2G0OD
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Um comportamento pseudoplastico esta associado a orientacdo das
cadeias poliméricas apés aplicacdo da taxa de cisalhamento. Desse modo, o0s
resultados mostram que para a concentracdo de quitosana 1%, independente do
acido utilizado, as cadeias poliméricas s6 se orientam a uma maior taxa de
cisalhamento. Isso ocorre pois, como elas estdo em menor numero, somente a taxas
de cisalhamento acima de 2 s é que as moléculas sentem o efeito da taxa
cisalhante (BRETAS et al., 2000; ALVES, 2008; CHO, et al., 2006).

Na Figura 29 também se observa que a viscosidade a 1 s aumenta em
mais de 14 vezes com o aumento da concentracdo de quitosana de 1% para 2%
quando se utiliza acido acético e em mais de 30 vezes com o uso de acido adipico.

Esse aumento da viscosidade com o aumento da concentragdo de
quitosana ocorre, pois em meio acido a quitosana tem 0s grupos aminos protonados
e assim geram cargas positivas (NHs") que se repelem e geram um maior volume da
molécula, o que aumenta a viscosidade da solucéo principalmente quando ha mais
moléculas de quitosana em solucao (a 2% de concentracdo). Além disso, 0 aumento
da concentracdo polimérica acarretara no aumento do niumero de emaranhamento
que dificulta que o polimero flua (DESBRIERES et al., 1996; CHO et al., 2006;
ALVES, 2008).
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Quanto ao uso dos diferentes 4cidos com quitosana observa-se que 0 Uso
de acido adipico em substituicdo ao acético, leva a um aumento mais acentuado da
viscosidade apenas com 2% de quitosana, pois a maiores concentracdes ha mais
cadeias poliméricas e essas estdo mais proximas, assim ao utilizar acido adipico ao
invés do acético ha um aumento do emaranhamento das cadeias devido a maior
cadeia desse acido, o que dificulta o deslocamento entre as camadas do gel e
aumenta o valor de viscosidade.

Quanto ao uso de gelatina com quitosana (Figura 30) também se observa

um comportamento pseudoplastico em todo intervalo analisado.

Figura 30 - Viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento para os géis
— Q1G1Ce —Q1G1D
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Além disso, nas blendas de quitosana/gelatina (Figura 30) observa-se,
comparando-as com o gel de 1% de quitosana (Figura 29) que a 1 s* ha um
aumento da viscosidade em cerca de 2,4 vezes quando se utiliza acido acético e de
cerca de 4 vezes quando se utiliza 4cido adipico. Esse aumento de viscosidade mais
acentuado torna o uso desse acido promissor como agente espessante para a
blenda de quitosana/gelatina.

Apos a adicdo de EDC/NHS na blenda observa-se (Figura 31) que a
viscosidade a 1 s™ aumenta em mais de 8 vezes com uso de 4cido acético e em

mais de 4 vezes com o0 uso de acido adipico. Essa maior viscosidade esta de acordo
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com o obtido nos ensaios de frequéncia que mostraram um comportamento mais
elastico para as blendas ap6s adicdo de EDC/NHS.

Figura 31 - Viscosidade em fun¢éo da taxa de cisalhamento para os géis — Q1G1C(E) e

— Q1G1D(E)
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Os valores numéricos de viscosidade para as diferentes amostras sem
EDC/NHS em diferentes taxas de cisalhamento foram coletados dos gréaficos e

expostos na tabela 7.

Tabela 7 - Valores de viscosidade (Pa s™) & diferentes valores de taxa de cisalhamento para
as diferentes composicoes.

Viscosidade (Pas™)
Amostras taxa de cisalhamento (s™)

1 100 1000
Q1GoC 4,2 0,8 0,2
Q1G0D 3,1 0,7 0,2
Q2G0C 59,0 4,1 0,7
Q2G0D 93,0 3,8 0,4
QlGiacC 10,1 0,8 0,2
Q1Gi1D 12,4 0,9 0,2
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Ao analisar os valores da Tabela 7 pode ser observado que a baixas
taxas cisalhantes (menor que 100 s™) a ordem de viscosidade para as diferentes

composic¢des nao reticuladas crescem na seguinte ordem:
Q1G0D=Q1G0C<Q1G1C<Q1G1D<Q2G0C<Q2G0OD

Essa ordem é a mesma que a encontrada nos ensaios de frequéncia. Ao
observar a Tabela 7 também € possivel notar que ha uma diminuicdo da viscosidade
com o aumento da taxa de cisalhamento, o que pode ser atribuido as taxas de
ruptura serem superiores as taxas de formacdo de novas associacdes e
emaranhamento. Assim, aumenta-se a mobilidade das cadeias de polimero, o que
facilita o fluir e diminui a viscosidade.

Com a Tabela 7 também é possivel observar que a 1 s™, para a amostra
de quitosana de concentracdo de 1% preparada em acido acético, o valor da
viscosidade é de 4,2 Pa s™ e para a amostra de quitosana de concentracdo de 2%
preparada em acido acético a viscosidade é de 59,0 Pa s™.

Esses valores numéricos sdo maiores do que os ja relatados a 1 s™ por
MARTINEZ, et. al. (2004) para o gel de 1% e 2% quitosana de a-quitina em &cido
acético, em que as viscosidades observadas foram de cerca de 1 Pa s e
40 Pa s, respectivamente.

5.3.5 Ensaios de fluxo em funcao da temperatura

Nos ensaios de fluxo em fungdo da temperatura para as amostras de
quitosana (Figura 32) observa-se que o aumento da concentracéo de quitosana leva
a um aumento de viscosidade de mais de 25 vezes no acido acético e um aumento
de mais de 80 vezes no acido adipico. Esse aumento novamente foi mais acentuado
com o uso de acido adipico, o que indica seu maior efeito quando se aumenta a
concentracdo de quitosana em solucdo, devido a maior cadeia carbonica do acido
adipico.

Além disso, na Figura 32, observa-se que as viscosidades dos diferentes

géis de quitosana decrescem com o0 aumento da temperatura. ISso ocorre, pois com
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7

0 aumento da temperatura, o fluxo molecular é facilitado, pois as ligacbes
secundérias vao sendo quebradas e as tensdes vao sendo aliviadas (BRETAS et al.,
2000; ALVES, 2008).

Figura 32 - Viscosidade em funcdo da temperatura para os géis
-m— Q1GO0C, —m— Q1GOD, —4&— Q2G0C e —4— Q2GOD
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Apds a adicdo de gelatina (Figura 33) também se observa que a
viscosidade decresce conforme aumenta-se a temperatura, o que ja foi observado
para a blenda em outros estudos.

Figura 33 - Viscosidade em funcdo da temperatura para os géis
-m— Q1G1Ce —-=m- Q1G1D
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No entanto nota-se que o decaimento antes de 30°C é menos acentuado,
0 que esta associado ao fendbmeno de gelificacdo (XING, et al. 2014). Isso ocorre
porque uma solucdo de gelatina pode formar um gel por reticulacéo fisica em agua
abaixo de 30 ou 35 °C.

Esse processo ocorre, pois nessas condicbes as moléculas de gelatina
conseguem agregar-se de modo a formar um enrolamento mais organizado. Além
disso as cadeias de gelatina formam, nessas condic¢des, ligacdes de hidrogénio
intermoleculares que unem grandes porcdes do polimero e assim dificultam seu
escoamento e aumentam a viscosidade da solucao

No entanto essas associa¢cdes ndo sdo covalentes e assim séo facilmente
guebradas quando submetidas a temperaturas superiores a 30 ou 35 °C, dessa
forma o aumento da temperatura leva a destruicdo da rede fisica o que diminui a
viscosidade da solucdo (XING, et al. 2014).

Na figura 33 também pode ser observado que a 30°C, quando se
compara a blenda com o gel de quitosana 1% (Figura 32), que o uso de gelatina leva
a um aumento da viscosidade de cerca 1,5 vezes em acido acético e um aumento
de cerca de 4 vezes em acido adipico.

Quanto ao efeito do uso de EDC/NHS na blenda (Figura 34) observa-se
que a 30°C ha um aumento de viscosidade de mais de 28 vezes em &cido acético e
de mais de 14 vezes em &cido adipico, quando esses géis sdo comparados as
blendas sem EDC/NHS (Figura 33). Esses aumentos ocorrem, pois, a reticulacéo
aumenta o entrecruzamento entre as cadeias poliméricas por ligacdo covalentes e
assim a movimentacdo molecular das cadeias é dificultada, o que aumenta a
viscosidade da blenda.

Além disso, a maior viscosidade em &cido acético, também observada a
25°C nos ensaios de fluxo em funcdo da taxa de cisalhamento, pode estar
relacionada a reticulacdo da blenda ser maior nesse &acido, o que pode ser
associado ao fato do acido adipico dificultar a reticulacdo devido a sua maior cadeia

carbbnica que leva a um maior impedimento estérico.
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Figura 34 - Viscosidade em funcao da temperatura para os géis
— Q1G1C(E) e — Q1G1D(E)
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Os valores numéricos de viscosidade para as diferentes composicdes

quando submetidas a diferentes valores de temperatura podem ser observados na
Tabela 8.

Tabela 8 - Valores de viscosidade (Pa s™) a diferentes valores de temperatura para as
diferentes composicdes.

Viscosidade (Pa s™)

Amostras Temperatura (°C)
30 50 70
Q1G0C 1,9 1,3 1,0
Q1G0D 0,9 0,5 0,2
Q2G0C 52,31 31,3 11,9
Q2G0D 80,14 42,7 17,1
Q1Gi1C 2,71 0,7 0,3
Q1G1D 3,67 1,0 0,5
Q1G1C(E) 77,57 41,9 21,8
Q1G1D(E) 51,92 29,0 14,6
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Nela observa-se que a ordem crescente de viscosidade esta de acordo
com a encontrada para 0s ensaios reoldgicos anteriores:

Q1G0D=Q1G0C<Q1G1C<Q1G1D<Q2G0C<Q2G0D

5.4 Espectroscopia de absorcao naregido do infravermelho (FTIR)

Em todas as preparacdes foi observada uma banda intensa de
3700-3100 cm™ que pode ser atribuida & deformacao axial de O-H, sobreposta a de
N-H (Figura ndo mostrada). Na regido de 2000 a 400 cm™ os espectros obtidos para

as amostras de quitosana podem ser visualizados na Figura 35.

Figura 35 - Espectros FTIR na regido de 2000 a 400 cm™ para os géis
— Q1G0C, — Q1G0OD, — Q2G0C e — Q2G0OD
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Os valores de numero de onda encontrados na literatura para quitosana e

acido adipico em KBr e acido acético gasoso e os obtidos nesse estudo podem ser
observados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Bandas caracteristicas para as amostras de quitosana em acido acético e adipico
Fonte: IMITRA, et. al. 2012; 2 LI-FEN, et al. 2001; 3DENARI, N.S.M. 2014

Namero de onda (cm™)
Atribuicao A & ¢
Aﬁ%fcool Aﬁ;idczz Quitosana® | Q1GOC | Q1GOD | Q2G0C | Q2G0D
c=0 1715 1733 : ] 1705 - 1700
ATIIEEL | i ; 1650 1640 | 1634 | 1640 | 1632
(Vc=0,V N-H)
N-H: 8 : ] 1566 1560 | 1550 | 1560 | 1550
-COO 1422 1428 : 1410 | 1406 | 1410 | 1404
_CO-N- i ; 1334 1332 | 1311 | 1333 | 1310
C-N:v i i 1257 1257 | 1257 | 1257 | 1256

Ao comparar as amostras de quitosana dissolvidas nos diferentes acidos
com a amostra de quitosana em po, observa-se (Tabela 9) que o uso dos &cidos
levou ao deslocamento dos picos de amida I, N-H e de -CO-N- para menores
nameros de onda. NIAMSA E BAIMARK (2009) e DENARI, N.S.M. (2014) relataram
que esses deslocamentos estdo associados a presenca de interacdes entre o0s
grupos amida e amina da quitosana e as carbonilas do acido. Além disso, pode ser
observado que esses deslocamentos foram maiores com o uso de acido adipico o
gue indica que com esse acido ha maior interacdo com a quitosana.

Na tabela 9 também pode ser observada nas amostras de quitosana
preparadas nos diferentes acidos a banda referente ao estiramento simétrico —COO'".
Essa banda ja foi relatada para a espoja de quitosana em acido adipico por MITRA,
et. al. 2012, em torno de 1407 cm™. O deslocamento para menores valores de onda
indica a presenca de interacdes eletrostaticas do acido com a quitosana.

MITRA, et. al. 2012 também mostraram que as amostras de acido adipico
apresentam uma banda em 1715 cm™. Em nosso estudo as amostras Q1GOD e
Q2GO0D tiveram essa banda deslocada para menores valores de nimero de onda, o
que também pode ser associado a interacdo desse acido com a quitosana.
FIORAMONTE, et al. (2014) estudou o efeito da interacdo de acidos carboxilicos e
mostrou que quando esse participa de interacdes em que o acido atua como doador

de prétons, a frequéncia no infravermelho associada ao estiramento do &cido
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diretamente envolvido na interacdo € deslocada para menores valores no espectro,
fendmeno conhecido como “redshift”.

Os espectros na regido de 2000 a 400 cm™ para as amostras de
quitosana/gelatina e quitosana/gelatina/EDC/NHS podem ser observados na Figura

36, com os valores de niumero de onda mostrados na Tabela 10.

Figura 36 - Espectros FTIR na regi&o de 2000 a 400 cm™ para os géis
— Q1G1C, — Q1G1D, — Q1G1C(E) e — Q1G1D(E)
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Tabela 10 - Bandas caracteristicas para as amostras de quitosana/gelatina

Atribuicbes Namero de onda (cm™)
Quitosana | Gelatina | Q1G1C | Q1GID | QIGIC(E) | Q1G1D(E)
Amidal | Amidal 1654 1653 1650 1651
Vc=0,V N-H Vc=o0
N-H: 3 Amida 1552 1552 1558 1560
N-H; VC-N
Amida lll 1244 1242 1242 1242
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Ao comparar os picos de amida | da Tabela 9 com os da Tabela 10,
observa-se que o uso de gelatina deslocou essa banda para maiores comprimentos
de onda. Esses aumentos podem ser explicados devido ao aumento das interacdes
de NH3" com COO'". Esse deslocamento ja foi observado em estudos de blendas de
quitosana/gelatina, para o qual o pico se deslocou de 1643 cm™ para 1674 cm™ ap6s
0 uso de gelatina (SANTQOS, 2014).

Além disso, na Tabela 10 observa-se que ha um deslocamento da banda
de N-H com o uso de EDC/NHS para maiores numeros de onda (préximos a
1560 cm™), independente do &cido. Esse aumento pode ser associado & formacéo
de amida secundéaria pela reacdo do grupamento &cido carboxilico com o
grupamento amina apoés reticulagdo promovida pelo uso de EDC/NHS. O grupo

amida Il, conforme relatado por LIMA, et. al. 2005, aparece em 1560 cm™.

5.5 Preparacao e neutralizagdo das esponjas

A partir dos diferentes géis foram preparadas esponjas por liofilizacdo. No
entanto, as esponjas sem neutralizacdo absorviam agua e se deformavam com
facilidade. Diante disso, essas esponjas foram neutralizadas.

Durante a neutralizacdo, as esponjas de quitosana e acido adipico se
mostraram instaveis, pois apds imersdo em bicarbonato de soédio se desfizeram.
Essa instabilidade néo foi observada com as amostras de quitosana/gelatina, o que
mostra que o uso de gelatina juntamente com a quitosana manteve a esponja
estavel durante o processo de neutralizacao.

A fotografia digital das esponjas de quitosana/gelatina e
quitosan/gelatina/EDC/NHS obtidas apds neutralizacdo podem ser observadas na
Figura 37. Todas as esponjas obtidas possuem coloracdo branca e sao macias ao
toque, sendo as esponjas Q1G1C(E) e Q1G1D(E) levemente mais rigidas que as
esponjas Q1G1C e Q1G1D.

Durante a neutralizacdo observou-se ainda que as esponjas se
expandiram, sendo a expansdo maior para Q1G1D(E), como pode ser visto na
Figura 37.
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Figura 37 - Fotografia digital das esponjas de quitosana/gelatina com e sem EDC/NHS

| Q1G1C H Q1G1C(E) |

| Q1G1D “ Q1G1D(E)|

A expansao durante a neutralizacdo ocorre devido a formacdo de CO,

com a neutralizacdo das esponjas pelo bicarbonato (NaHCO;), conforme

esquematizado na Figura 38.
A maior expansao para Q1G1D(E), se comparada a Q1G1C(E) se deve

as diferentes reacdes com EDC/NHS com os diferentes &cidos, a qual sera mais
detalhadamente explicada no experimento de absor¢cdo em PBS, no qual também

observou-se uma maior absorgéo para Q1G1D(E).

Figura 38 - Representacdo das reacdes de neutralizacdo na esponja

QUI-NHs*, H* QUI-NHz, Na-, 1 QUI-NHz, Na*,
+ + +
GELNHy, H+ | * NaHCOs | o) COz' | GEL-NH:,
CHsCOO-, CH3COO- CH3COO-
CHsCOOH HCOs, H2CO3
Esponja em acido acético Esponja em acido acético Esponja em acido acético
nao neutralizada logo apés adicio de NaHCO4 neutralizada

Reagdes com os polimeros

QUI-NH3* + H COx == H2COs = QUI-NH3*+ H20+CO2 1
GEL-NH3* + HCO3 == H-CO3 = GEL-NH3*+ Hz20 + CO2*%

Fonte: Adaptado de LIU, et al. 2011
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5.6 Caracterizagdo das esponjas

5.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os cortes transversais das esponjas de quitosana/gelatina e de
quitosana/gelatina/EDC/NHS podem ser visualizados, respectivamente nas Figuras
39 e 40.

Figura 39 - Fotomicrografias das esponjas de quitosana/gelatina (200x)

Na Figura 39 observa-se que as esponjas Q1G1C e Q1G1D, apresentam
morfologias em camadas. Na Figura 40, as amostras Q1G1C(E) e Q1G1D(E)
apresentam poros interconectados formando redes, as quais possuem tamanhos

médios de poro de 125,1 £ 29,2 um e 106,0 + 31,3 pm, respectivamente.

Figura 40 - Fotomicrografias das espojas reticuladas (200x)
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A alteracdo da morfologia da esponja com o uso de EDC/NHS nos géis a
partir dos quais as esponjas foram preparadas levou a formacdo de poros mais
definidos (poros interconectados).

Essa mudanca pode ser associada a reticulagdo promovida pelo uso
desses reagentes que conectam as cadeias dos polimeros e conseqguentemente
alteram o emaranhamento das cadeias conforme observou-se também por reologia.

5.6.2 Medidas de espessura

Na Tabela 11 sdo mostrados os valores de espessuras médias medidas

das diferentes esponjas.

Tabela 11 - Valores de espessuras médias medidas

Esponjas QlGiC Q1G1D Q1G1C(E) Q1G1D(E)
Espessura (mm) | 2,30 +0,08 | 2,19+0,09 | 2,15+0,17 2,00 £0,09

Conforme ja esperado, ndo se observa diferencas entre as espessuras
medidas para as diferentes composicoes.

Esse resultado € similar ao observado por SAILAKSHMI, et al., 2013, que
mostraram que ndo teve diferenca de espessura entre esponjas de quitosana

obtidas com acido acético ou com acido adipico.

5.6.3 Avaliacéo da capacidade de absorcdo em PBS

Os resultados obtidos para absor¢cdo em PBS podem ser visualizados na

Figura 41.
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Absorcédo das esponjas em PBS para as esponjas
— Q1G1C, — Q1G1D, — Q1G1C(E) e — Q1G1D(E)
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A esponja de quitosana/gelatina obtida a partir do gel preparado em acido
adipico chega a sua maxima absor¢ao logo nos primeiros minutos. Além disso, ela é
a que possui menor absorcdo de PBS. Isso ocorreu, pois o0 acido adipico promoveu
um maior emaranhamento entre as cadeias poliméricas aumentando as interacfes
entre os polimeros (conforme mostrado por reologia), assim ha menos grupamentos
disponiveis para absorcao de PBS (BERGER, J. et. al. 2004).

Na esponja obtida com o gel de gelatina/quitosana dissolvido em acido
aceético observa-se que a maxima absor¢cdo ocorre em torno dos 10 minutos, no
entanto nas esponjas obtidas com os géis de gelatina/quitosana/EDC/NHS a
maxima absor¢cdo ocorre somente apos cerca de 60 minutos, o que mostra que
essas esponjas podem ter melhor aplicacdo em liberagdo controlada de farmacos,
por exemplo.

Também na Figura 41, observa-se que para as esponjas obtidas com os
géis preparados em acido acético o uso de EDC/NHS levou a uma diminuicdo da
absorcdo de cerca de 10%. O uso de EDC/NHS em meio de &cido acético permite
reacoes (Figura 42) que minimizam a absor¢cdo de PBS devido a formagédo de
grupos menos polares provenientes da reacdo da carbonila (do acido acético ou da

gelatina) com os grupos amina da quitosana ou da gelatina.
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Figura 42 - Reac0fes possiveis para a formacéo de ligacbes amidas nos géis com
guitosana, gelatina, 4cido acético, EDC e NHS

a) c) GELATINA
o Lo 0
A A =0
-0 + R;—MNH, e} R + R;—MNH, EDC/NHS
) EDC/NHS NH 1 I
Acido acético Grupo aming  ——» | Grupo carboxil Grupo amina NH
(quitosana) UITOSANA (gelatina) (gelatina)
Q o GELATINA
b) l d) .
o o 0 GELATINA
-o)k + R;—NH, EDCINHS NN 'o)LR. + R;/—NH,  EDCINHS 9
Acido acético Grupo amina | Grupo carbexil Grup.o amina ” NH
(gelatina) GELATINA (gelatina) (quitosana)
QUITOSANA

Quanto a esponja Q1G1D(E), observa-se que ela apresenta maior
absorcdo que a Q1G1D. Para entender esse resultado, é preciso saber que,
conforme mostrado na Figura 43, a obtencdo do intermediario O-acilisoureia é

baseado no ataque nucleofilico do acido desprotonado sobre o EDC (SOLOMONS,
2009).

Figura 43 - Ataque nucleofilico do acido desprotonado sobre o EDC

\:;'I/+ W

Assim, como o acido adipico tem dois grupos carboxilicos que podem se
desprotonar, o uso de EDC/NHS em acido adipico pode tanto propiciar reacdes que
inserem grupos negativos na cadeia polimérica e aumentam a absor¢cdo em PBS
(Figura 44 a e b), quanto reac¢des que diminuem a absorgéo devido a reticulagao das
cadeias poliméricas (Figuras 44 c, d, e, f e Q).
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Figura 44 - Combinacdes possiveis para a formacao de ligacdes amidas nos géis com
guitosana, gelatina, acido adipico, EDC e NHS
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Para saber quais reacdes possiveis serdo predominantes, faz-se
necessario calcular as espécies desprotonadas de &cido adipico em solugao.

Assim, utilizando a metodologia descrita no topico 4.6.4 obteve-se que
[HD] = 3190 x10° e [D*] = 298x10™°. Com isso, é possivel observar que ha mais
ions monovalentes do que ions divalentes. Isso mostra que as reac¢des da Figura 44
que predominam s&o aquelas que inserem grupamentos polares na cadeia
polimérica (a, b) e consequentemente aumentam a absor¢cdo de PBS quando
comparada a esponja de gelatina/quitosana em acido adipico sem EDC/NHS (Figura
41).

A maior absorcdo da esponja Q1G1D(E) torna o uso de &cido adipico
para reticular a quitosana e a gelatina promissora quando se deseja esponjas mais
absorventes.

Além disso, os resultados obtidos por absorcdo em PBS mostram a
importancia da escolha do acido e da reticulagdo para a preparacdo da blenda
guando essa for utilizada como material absorvente para absorcdo de fluidos
bioldgicos ou na taxa de liberacdo de farmaco, pois o uso de EDC/NHS e o uso de

diferentes acidos afetaram as absorgoes.

5.6.4 Estudo de citotoxicidade

Conforme ja relatado a quitosana e suas modificacbes tém sido
estudadas nas mais variadas areas, no entanto tém ganhado destaque na area da
saude por ser bicompativel e possuir propriedades de afinidade celular e atividade
antimicrobiana.

Diante disso, para avaliar o potencial de novas modificacbes desse
polimero é fundamental avaliar a citotoxicidade do material final, assim torna
possivel avaliar o potencial deste como biomaterial.

Para isso as diferentes esponjas foram submetidas a ensaios de
citotoxicidade com MTT, essa técnica € um ensaio quantitativo para determinar a
viabilidade celular apds a aplicacao do extrato do material sobre as células.

Nela a quantificacdo de células viaveis € possivel pois na mitocondria

dessas células ocorre a reducéo de MTT em cristais de formazam (Figura 45), que
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possuem coloragéo arroxeada. Essa coloracéo permite entdo que a porcentagem de
células viaveis seja quantificada pela medida de absorbancia (MOSMANN, 1983).

Figura 45 - Reducgéo do MTT
O |
N’

MTT Formazan
Amarels Roxo

As fotografias digitais das placas apdés ensaios com MTT podem ser
observados, respectivamente na Figura 46. Nela as linhas A, B, C e D, representam
respectivamente as amostras de Q1G1C, Q1G1D, Q1G1C(E) e Q1G1D(E). As
colunas 100%, 50% e 25% representam, respectivamente, os testes para as
concentracdes de 15; 7,5 e 3,75 mg de extrato mL™ de meio. A letra M representam
0os pocos onde ndo foi adicionado extrato e a coluna C” 0s po¢cos em que se

adicionou o controle negativo.

Figura 46 - Placas obtidas ap6s ensaios de MTT

PLACA 1 PLACA 2

Na figura 46, pode ser observado que todos os pogos apresentam cor
arroxeada, o que indica que, assim como o controle negativo, 0s extratos permitiram
a reducdo do MTT a MTT formazan. Esses resultados mostram que em todos os

pocos ha células viaveis.
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No entanto, para saber a quantidade de células vidveis, € necessério
medir a absorbancia. Os valores médios obtidos podem ser observados na Tabela
12.

Tabela 12 - Valores de médios de absorbancia apds ensaio com MTT

Média das absorbancias para as diferentes
Esponjas neutras concentragdes (mg mL™)
15 7,5 3,75
Q1G1C 0,660+0,059 0,677+0,067 0,703+0,076
Q1G1D 0,656+0,024 0,699+0,067 0,760+0,064
Q1G1C(E) 0,689+0,078 0,642+0,021 0,727+0,028
Q1G1D(E) 0,689+0,040 0,715+0,060 0,696+0,075

Para o controle negativo o valor obtido foi de 0,711+0,051. Com esse
valor e com os valores das absorbancias para as diferentes preparacdes, calculou-
se, utilizando a equacéo 9, os indices de sobrevivéncia celular, os quais podem ser

observados na Figura 47.

Figura 47 - indices de sobrevivéncia das células VERO para as esponjas neutralizadas, a
100%, 50% e 25% da concentracéo inicial de 15 mg de esponja/mL de meio

120

indice de sobrevivéncia(%)

Q1G1D(E)

Q1G1C

Q1G1D

Q1G1C(E)
Amostras
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Valores de 100% a 80% representam nao citotoxicidade e valores de 60%
a 80% baixa citotoxicidade (LONNROTH, 2005).

Na Figura 47 pode ser notado que as amostras mostraram nenhuma
citotoxicidade e, portanto, as composicoes estudadas sdo promissoras para serem
estudados em aplicacbes na area médica, tais como material curativo, implantes,

liberacé@o controlada de farmacos, etc.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel a obtencdo de géis e esponjas de quitosana e
quitosana/gelatina usando o acido adipico como alternativa ao acido acético.

Os géis obtidos eram homogéneos e incolores para todas as
composic¢des. Ao estuda-los por reologia foi possivel observar:

e A influéncia da concentragdo de quitosana, pois 0 aumento da
concentracdo de quitosana tornou os géis mais elasticos e mais viscosos.

e O efeito da substituicdo do acido acético pelo acido adipico, pois 0s géis
com 2% de quitosana e com quitosana/gelatina sem EDC/NHS se
mostraram mais elasticos e viscosos em acido adipico do que em
aceético.

e O efeito do uso de gelatina, que tornou os géis mais elasticos e viscosos.

e O efeito da reticulagdo com EDC/NHS que levou os géis a apresentarem
um comportamento mais elastico e viscoso para todas as composi¢des
estudadas.

Quanto as esponjas obteve-se esponjas brancas e macias ao toque que
tiveram sua morfologia alterada apés o uso de EDC/NHS, pois a reticulacédo
promoveu a formacdo de poros interconectados com tamanhos médios de
125,1 £ 29,2 um e 106,0 + 31,3 um, respectivamente para os acidos acético e
adipico.

Na absorcdo em PBS, a reticulacdo e a escolha do &cido alteraram a
absorcdo nas esponjas, pois 0 uso de acido acético aumentou a absorcédo para as
esponjas nao reticuladas, enquanto que para as esponjas reticuladas o uso de acido
adipico é que aumentou a absorcao.

Nos ensaios de citotoxicidade todas as composi¢cdes mostraram potencial

como biomaterial por serem né&o citotéxicas.
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