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Resumo: Buscando um material que possa ser utilizado em aplicacbes relacionadas a
restauracdo tecidual, com énfase em tratamentos dermatoldgicos, o objetivo deste trabalho é
a obtencdo de um compdsito a partir da combinagao de materiais bioativos, como o Biosilicato,
com biopolimeros naturais, como a Quitosana e o Acido Hialurénico. Primeiramente, foi
criado e avaliado um protocolo para a confec¢do de compdsito QUI-AH-BS pelo método de
evaporacdo de solvente. Posteriormente, os filmes do composito foram caracterizados pelas
técnicas de FTIR, TGA, MEV e avaliados quanto ao grau de intumescimento e bioatividade in
vitro. Os resultados mostram que o protocolo permitiu a incorporagéo de AH na estrutura do
compdsito QUI-BS, com aumento do grau de intumescimento, mas com reducdo na
bioatividade. Por fim, o protocolo foi validado e a caracterizagdo do material demonstrou que
compdsitos QUI-AH-BS tem grande potencial para aplicacdes biomédicas, em especial, para
o desenvolvimento de curativos para feridas dérmicas.
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Study of obtaining a composite of Chitosan - Hyaluronic Acid -Biosilicate®
(QUI-AH-BS) for biomedical applications

Abstract: In search of a material that can be used in applications related to tissue restoration,
with an emphasis on dermatological treatments, the aim of this work was obtaining a composite
from the combination of bioactive materials, such as Biosilicate, with natural biopolymers, as
Chitosan and Hyaluronic Acid. Firstly, a protocol for the preparation of composite CHI-HA-
BS by the solvent casting was created and evaluated. Subsequently, the films of the composite
were characterized by FTIR, TGA, SEM techniques and evaluated for the degree of swelling
and in vitro bioactivity. The results showed that the protocol allowed the incorporation of AH
in the structure of the composite CHI-BS, with an increase in the degree of swelling, but with a
reduction in bioactivity. Finally, the protocol was validated, and the characterization of the
material demonstrated that CHI-HA-BS composites have great potential for biomedical
applications, especially for the development of dressings for dermal wounds.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as queimaduras sdo responsaveis por
cerca de trezentas mil mortes ao ano em todo o mundo e constituem um grave problema de
salde, pois além da grande taxa de mortalidade, deixa sequelas fisicas e psicolégicas aos
sobreviventes. No Brasil, estima-se que ocorram por volta de um milhdo de acidentes com
gueimaduras por ano [1]. Adicionalmente, problemas relacionados a pele, como as Ulceras de
pressdo, envolvem por vezes o tecido muscular e até mesmo 0ssos e articulagdes, levando a
destruicdo parcial ou total dessas estruturas [2]. Em estagios avancados, o tratamento das
Ulceras pode ser demorado e de alto custo, necessitando de intervencdo cirurgica [2]. A analise
destes dados justifica a realizagdo de diversos estudos acerca de tratamentos alternativos mais
eficientes e com menor custo, para atender essa crescente demanda.

Ceramicas bioativas e vitroceramicas, utilizadas em proteses e restauragdes relacionadas
a tecidos dsseos, tém sido alvo de experimentos para aplicacBes em restauracdes de tecidos
moles. Estudos in vivo ja demonstraram a eficiéncia de ceramicas como o Bioglass 45S5 ao
estimular o crescimento celular, além de adquirir uma rapida formacdo interfacial com
colageno, um dos principais componentes da pele, promovendo uma ligacdo estavel e
duradoura, ndo desencadeando respostas inflamatorias prejudiciais ao organismo [3]. Mais uma
caracteristica desses materiais, que mostra sua versatilidade, € a propriedade bactericida,
possibilitando seu uso na formulagdo de cremes e farmacos, aplicados a tecidos moles. Ou
entdo, a manipulacdo de vidros bioativos na forma de fibras, permitindo facil aplicacdo na forma
de mantas bioativas, recuperando pacientes com graves Ulceras oriundas de diabetes [4].

Os materiais poliméricos também tém sido aplicados na confeccéo de curativos dérmicos
descartaveis, devido a caracteristicas elasticas, aliado a facilidade e baixo custo de
processamento, em substituicdo aos curativos tradicionais. Esta substituicdo € bastante
vantajosa, uma vez que os curativos tradicionais, que implicam na utilizacdo de curativos a base
de fibra sintética, além de algoddo hidréfilo e faixa crepe, provocam um desconforto
desnecessario em pacientes, principalmente os que sofrem de queimaduras [5,6].

Como alternativa aos tratamentos mencionados, compositos a base de Biosilicato (BS) e
Quitosana (QUI) foram desenvolvidos anteriormente, visando aproveitar o conjunto das
caracteristicas supracitadas, unindo-as em um Gnico material que possa atuar como um
dispositivo de elevada bioatividade para regeneracdo guiada [7]. Porém, as caracteristicas do
compdsito QUI-BS ainda podem ser trabalhadas, para um melhor desempenho em aplicacdes

dérmicas. Assim, a motivacdo deste trabalho é a busca de um protocolo para confec¢do de
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composito QUI-BS com adicdo de Acido Hialurdnico (AH), um material amplamente utilizado
na industria dermatologica, realizando a subsequente caracterizagdo do produto final, visando

a producdo de novos e eficientes materiais para curativos dérmicos.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi preparada solucdo de QUI 1% (m/v), pela adicdo de quitosana em po
(marca Polymar) em solucio de Acido Acético 1% (marca Synth), sob agitacio a 500 rpm por
24 h, e subsequente filtragem. Biosilicato®, um vitroceramico altamente bioativo desenvolvido
e cedido pelo LaMaV/UFSCAR, na forma de p6 (tamanho de particula médio de 20 um), teve
sua superficie funcionalizada, segundo patente BR1020160022240 [8]. Apds a funcionalizacéo,
foi adicionado 30% (m/m) de Biosilicato em solugdo QUI 1% (m/v), e mantido em agitagao por
24 h. Em placas de Petri silanizadas, a solucdo de QUI-BS foi despejada e mantida a 37 °C por
72 horas para evaporacdo do solvente, posterior neutralizacdo com solu¢do de NaOH 0,1 M,
com secagem a 37° C por 24 h.

Para a enxertia de Acido Hialurdnico na Membrana de QUI- BS, amostras de 2 x 2 cm
foram submersas em solucéo de Acido Hialurdnico 0,5% (m/m), mantidas sob agitacio lenta
por 24 h, com excesso de agente reticulante, originando a proporcéo 1:2, sendo utilizados ADH
(Di-hidrazida Adipica, marca Sigma-Aldrich) e EDCI (1-Etil-3-(3-Dimetilamino-
Propil)Carbodi-Imida, marca Sigma-Aldrich) [24]. As amostras entdo intumescidas foram
colocadas em solucdo aquosa de pH entre 3 a 3,5, sendo mantidas em agitacao por 2 h, para
posterior secagem em estufa a 37 °C.

Para identificacdo das fases presentes no compdsito, amostras do filme resultante foram
analisadas por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
(PerkinElmer, Spectrum GC), em reflectancia difusa, com resolugdo de 4 cm™ na regido de
1800 a 400 cm™. Ainda, amostras do compdsito QUI — BS antes e depois da enxertia do Acido
Hialurdnico foram caracterizadas por termogravimétrica (TGA) (TA Instruments, Q500) com
aquecimento de 10 °C/min, fluxo de nitrogénio de 90 mL/ min, da temperatura ambiente até
600°C.

Para avaliacdo do grau de intumescimento, amostras da membrana QUI-AH-BS (n =
10) com 1 cm? de area, foram pesadas e imersas em 20 mL de Solucdo Tampédo PBS
(Phosphate-buffered saline) a 37 °C. Apds periodos previamente determinados (1 e 6 horas, 1,
3, 5, e 7 dias), as amostras foram novamente pesadas. O grau de intumescimento foi

determinado pela Equacéo A:
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1) =ML MS 100
Ms
Onde I (%) € o grau de intumescimento em %, Mi é a massa da amostra intumescida no fluido,
em gramas, e Ms é a massa seca da amostra, em gramas.
O teste de bioatividade seguiu a norma ISO 23317-07 [9]. Amostras de QUI-AH-BS (n
= 3) foram imersas em solu¢do SBF (Solution Blody Fluid), a qual foi renovada a cada 24 h,
permanecendo as amostras por periodos de 5 e 7 dias. Apds estes tempos, foram analisadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (FEI, Quanta 250).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes de QUI-AH-BS obtidos pelo protocolo proposto foram caracterizados por
FTIR, TGA, quanto ao grau de intumescimento e bioatividade. Esta avaliagdo garante a
efetividade do protocolo no que diz respeito a aspectos fisico-quimicos do material
desenvolvido. A Figura 1 (a e b) ilustra o filme de QUI-AH-BS, onde foram observadas
diferencas na superficie do material. Uma face do filme (lado A) se mostrou mais liso e
homogéneo, enquanto que na outra face (lado B) puderam ser identificados aglomerados,

supostamente de Biosilicato, deixando essa superficie mais rugosa.

Figura 1. Amostra de composito QUI-AH-BS. (a) Lado “A”, (b) Lado “B”.

A Figura 2 apresenta os espectros de FTIR dos compdsitos QUI-BS e QUI-AH-BS. Pela
Figura 2a, pode-se observar a presenca de bandas caracteristicas ao Biosilicato, em 470 cm
(Si-O-Si), 575 cm * (P-0) e 600 cm™® (P-O). Em relacio a Quitosana, foram identificadas trés
bandas que seriam referentes a este material, em 889 cm (ligagdo glicosidica), 1060 cm™ (C-
0) e 1152 cm™ (C-O-C). Bandas referentes ao Acido Hialurénico ndo foram analisadas, pois

ndo ha a presenca do material nessa etapa. Os dois lados das amostras foram analisados e 0s
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espectros resultantes foram idénticos, demonstrando a homogeneidade do material e eficiéncia
da etapa de funcionalizacdo do Biosilicato. Uma vez que a presenca de Quitosana e Biosilicato
foi garantida no compdsito, o material sequiu para a etapa de enxertia de Acido Hialurénico.
A Figura 2 (b e c) mostra os espectros de FTIR para o material apds protocolo de enxertia
do Acido Hialurénico. Os espectros de FTIR das duas faces das amostras estdo apresentados
individualmente, devido as diferencas entre os lados. Por meio da Figura 2b, € possivel observar
os picos referentes ao Biosilicato em 560 cm™(P-0), 575 cm™(P-O) e 600 cm™(P-O). Em
relagdo a Quitosana, foram identificadas bandas caracteristicas em 889 cm™(Glicosidica); 1152
cm™?(C-0-C); 1315 cm™ (C-H); 1377 cm™ (C-Hy). Como esperado, foram identificados bandas
caracteristicas do Acido Hialurdnico em 891, 1044, 1077 e 1150 cm™, confirmando a presenca
do material no composito. Na Figura 2c, por outro lado, nota-se a auséncia de picos relacionados
a Quitosana. Pode-se observar a presenca das bandas referentes ao Biosilicato (em 570 e 600
cm™) e ao Acido Hialurénico em 891, 946, 1150 e 1237 cm™ [10-12]. Assim, o estudo revela
que o Acido Hialurénico foi incorporado ao material, entretanto tal incorporacdo néo ocorreu
de forma homogénea, uma vez que ndo foi possivel visualizar bandas caracteristicas da
Quitosana em uma das faces da membrana, podendo afirmar que nesta face houve uma maior
concentragdo de Acido Hialuronico. Acredita-se que esta incorporacdo preferencial esteja

relacionada a técnica de evaporacédo de solvente.
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Figura 2. Espectro de FTIR dos compdsitos (a) QUI-BS, (b) QUI-AH-BS — Lado A e (c) Lado B.

O comportamento térmico dos compdsitos QUI-BS e QUI-AH-BS foi analisado por
termogravimetria, para verificar possiveis efeitos relacionados a adi¢do do Acido Hialurénico.
Uma vez que os materiais ceramicos possuem temperaturas de degradacéo térmica superiores

a 1000 °C, o foco do estudo foi entender o efeito da insercdo do Biosilicato em compostos
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poliméricos, pois variacdes na temperatura de degradacdo dos polimeros seriam indicios de
comprovacédo da formacdo do material composito. A Figura 3 exibe os resultados da analise

TGA para 0s compdsitos estudados.
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Figura 3. Analise Termogravimétrica dos compositos (a) QUI-BS e (b) QUI-AH-BS.

A primeira perda de massa (em torno de 13%) ocorre entre 20 e 70 °C e esta associada a
perda de moléculas de agua. Tais moléculas sdo associadas a grupos aminos e hidroxilas
presentes na QUI, através de pontes de hidrogénio [13,14]. Ja a segunda perda de massa (quase
45%), com inicio proximo a 220 °C, esta associada a degradacdo da QUI, uma vez que a
degradacédo de bioceramicas ocorre somente a temperaturas superiores. O pico de intensidade
da derivada da massa, bem definida na temperatura de 285 °C, indica a degradacdo de uma
substancia pura, confirmando que somente a QUI foi degradada. A ligeira diminui¢do da
temperatura de degradacdo do compdsito QUI-BS (285 °C) em relagdo a QUI pura (298 °C)
pode estar associada ao preenchimento de sitios de alta polaridade presentes na estrutura da
QUI por cristais de BS, que por consequéncia, diminuem as interagGes intermoleculares entre
as moléculas de QUI. O BS presente em filmes de QUI promove a reticulagdo do material, uma
vez que ligacGes ibnicas sdo realizadas entre o polimero e a vitroceramica [8]. Assim, acredita-
se que a presenca de ions provenientes da ligacdo entre QUI e BS seja responsavel pelo
favorecimento das reacbes de degradacdo, pois para polimeros é muito comum que a
degradacdo ocorra em temperaturas inferiores quando hé presenca de radicais livres [15].

Ainda, é interessante notar que até a temperatura de 600 °C ndo h4 total degradacéo do
material em andlise, restando uma massa proxima a 40% em relacdo a massa inicial. Este
comportamento pode ser justificado pela presenca de carga de BS, a qual foi adicionada em
30% (m/m), e pela presenca de quitina residual. Conforme indicacdo do fabricante, o material
estudado é considerado um copolimero, pois 0 grau de desacetilacdo é de 80%, ou seja, 0

material € composto por Quitina (20%) e Quitosana (80%).
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Estudos térmicos realizados por Polexe e Delair [16] com polimeros puros demonstraram
que a QUI possui temperatura de degradacao térmica em torno de 298 °C, enquanto o AH em
241 °C. Estudos com blendas poliméricas, em especial compostas de QUI-AH, evidenciaram
que a temperatura de degradacdo térmica possuia um valor intermediario entre os valores dos
componentes puros. Deste modo, uma blenda QUI-AH apresentaria a temperatura de
degradacéo térmica entre 241 e 298 °C, sendo dependente da proporcao de cada material [14].

Pela Figura 3 é possivel notar uma mudanca no perfil de degradacdo do novo material,
sendo que a segunda perda de massa, relacionada & degradacdo polimérica, ndo é tdo bem
definida como foi observada para o composito QUI-BS, caracterizando uma substancia
composta que seria originada pelas presencas de AH e QUI. Outra mudanca observada € que 0
inicio da taxa de degradacao ocorre em torno de 180 °C, valor préximo a de degradacdo do AH
(241 °C), atingindo seu é&pice em 274 °C, valor intermediério entre as temperaturas de
degradacdo dos dois polimeros, gerando fortes indicios da incorporacdo do AH ao composito.

Um estudo realizado por Liverani et al. [13], ao combinar o Bioglass 45S5 com o0s
polimeros Quitosana e Policaprolactona gerou resultados semelhantes. A temperatura de
degradacdo do PCL puro é de 400 °C, e da blenda PCL — QUI estudada foi de 370 °C, valor
intermediario entre a temperatura de ambos os polimeros. Com a insercdo do Bioglass 45S5, a
temperatura de degradacdo do composto reduziu para cerca de 300 °C, demonstrando o efeito
de diminuicao da temperatura devido a presenca do material ceramico.

A absorcao e retencdo de fluidos € essencial para materiais cuja aplicacdo seja destinada
a areas que estejam em contato com fluidos corporais, pois tal habilidade propicia além da
absorcéo de fluidos corpdreos, a transferéncia de nutrientes e metabdlitos. Entretanto, uma alta
taxa de absorcdo de fluidos pode comprometer a estabilidade do material, acelerando a
degradacéo de suas fibras e proporcionando a instalagdo de microrganismos [17].

A literatura mostra que uma blenda composta por dois polimeros geralmente possui um
valor de intumescimento intermediario entre o valor esperado para cada um dos polimeros
individualmente [18,19]. Desse modo, espera-se que um compdsito QUI-AH-BS possua como
caracteristica um grau de intumescimento ligeiramente inferior ao obtido pela blenda (AH-
QUI), uma vez que o material ceramico devera preencher parte dos sitios de alta polaridade
gerados pela blenda polimérica.

Os Graus de Intumescimento para “tempo infinito” tanto para a blenda, compositos e
quanto individualmente para cada polimero podem ser visualizados na Tabela I. Como
esperado, o grau de intumescimento do composito foi inferior ao da blenda polimérica. Ainda,
o valor obtido € bem préximo a QUI pura (188%), garantindo uma maior estabilidade estrutural
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ao composito, sem comprometer os efeitos benéficos da capacidade de intumescimento.
Estudos realizados por com compositos de QUI com 30% de refor¢o de BS, confeccionados
pela técnica de evaporacdo de solvente, assim como neste trabalho, mostraram grau de
intumescimento para longos periodos da ordem de 90%. Além disso, foi demonstrado que uma
diminuicao no reforco de BS de 30 para 15% gerou um aumento no grau de intumescimento de
90 para 130%, pois um aumento da carga no sistema implica em uma menor disponibilidade de
grupos funcionais de QUI com afinidade por moléculas polares, sendo esse um fator
responsavel pela diminuicdo do grau de intumescimento [8].

Tabela I: Grau de Intumescimento de diferentes em tempo infinito [7,19].

Material Grau de Intumescimento (%o)
Acido Hialurénico (AH) 2928 + 281
Quitosana (QUI) 187+ 14
Blenda (AH-QUI) 303+4
QUI com 30% de Reforco de BS 90
Composito QUI-AH-BS 179 + 28

A comparacdo entre os diferentes materiais demonstra a importante influéncia do AH
para o grau de intumescimento do compdsito. A enxertia do AH possibilitou 0 aumento do grau
de intumescimento em compositos de QUI com 30% BS, sendo que a adi¢cdo do AH gerou
resultados superiores mesmo quando comparado a compositos com 15% BS.

A Figura 4 apresenta as micrografias do material antes e ap6s periodo de imersdo em
SBF por 5 e 7 dias. Primeiramente, na Figura 4(a), ndo é possivel notar a presenca de HCA, a
qual se espera ser visualizada somente apés o inicio do ensaio. O fato de néo ser observada a
formacdo HCA nesta etapa também é um bom indicativo de que o BS néo reagiu com 0 meio
aquoso durante o preparo do composito. Quanto as particulas do BS, estas ndo estdo evidentes
na superficie do material, indicando que as mesmas foram englobadas pela matriz polimérica.
Ainda, € possivel observar as cadeias poliméricas organizadas e uma parcial miscibilidade dos
polimeros AH e QUI. Lewandowska et al. [14] demonstraram que blendas binarias de QUI-AH
e ternarias de QUI-AH-Col podem ser obtidas em diferentes graus de miscibilidade, variando a
composicdo da blenda e o tipo de solvente. Pela técnica de Microscopia de Forca Atdmica
(AFM) foi mostrado que a blendas tinham morfologia bastante diferente dos componentes
puros, podendo ser identificados microdominios e aglomerados globulares.

Em amostras apés 5 dias de imersdo em SBF, Figura 4(b), ndo foi possivel visualizar
indicios da formacgdo de HCA na superficie, indicando a necessidade de um maior periodo de

imersdo para inferéncias. Porém, ap6s 7 dias de imersdo, hd a formacdo de cristais com
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geometria caracteristica dos cristais de HCA (Figura 4c), ou seja, pequenas estruturas
globulares nucleadas de forma dispersa sobre a superficie do material, sendo este um indicativo
da bioatividade do compdsito. Por vez, € importante destacar que o composito QUI-BS
apresentou bioatividade ja no periodo de 1 dia de imersdo. A reduzida bioatividade do novo
composito QUI-AH-BS pode estar relacionada com o processamento do material, onde
possivelmente a etapa de enxertia de AH esteja alterando a superficie do BS, levando a uma
menor reatividade do mesmo, apesar desse material ser um vitrocerdmico altamente bioativo.
O conceito envolvido no teste de bioatividade in vitro € o de dissolucdo-lixiviacdo de materiais
em meio SBF, promovendo troca ibnica com esta solucéo e entdo a formacdo de uma camada

de HCA, com composicao e estrutura similar aquela encontrada no tecido 6sseo [20].

Figura 4. Mcrografia do mpési préns de Biotividade, (b) apé 5 di(c pc’)s 7
dias de imersdo em SBF. Aumento de 5000x.

Embora o ensaio de bioatividade de 7 dias seja suficiente para notar a presenca da HCA
na superficie do material, € recomendavel um estudo in vitro com maiores tempos a fim de se
obter melhores resultados. Embora tenha sido identificado o inicio da formacdo de HCA nas
micrografias, es resultados de trabalhos anteriores [21,23] justifiguem a bioatividade dos
materiais, a analise por FTIR ainda se faz necesséria.

Conclusao

Neste trabalho foi possivel desenvolver e avaliar, em relagdo a caracteristicas fisico-
quimicas, um protocolo para obtencdo de composito a base de Quitosana (QUI), Biosilicato
(BS) e Acido Hialurdnico (AH) e estudar os beneficios que a inser¢do do AH proporciona a
filmes de QUI-BS. As analises verificaram a presenca do AH na composi¢do do material
confeccionado, bem como demonstraram a diminuicdo da temperatura de degradacdo térmica

do novo composito em relacdo a filmes de QUI-BS, devido a sua insergdo. O grande beneficio
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que o AH gera a estrutura do filme de QUI-BS, esta relacionado ao maior intumescimento do
material, pois o torna mais maleavel, caracteristica importante para o desenvolvimento de
curativos. Apesar da formacdo de HCA na superficie do material ndo ter ocorrido de forma
homogénea, esta foi observada ap6s 7 dias, comprovando a sua bioatividade, e indicando que
o0 protocolo embora eficiente, pode ser aperfeicoado de modo a melhor controlar a enxertia do
AH em filmes de QUI-BS, proporcionando maior carater bioativo. Por fim, o protocolo
desenvolvido pbde ser validado em relacdo as propriedades fisico-quimicas e demonstrou que
compdsitos a base de QUI-AH-BS tém grande potencial para aplicagdes biomédicas, em

especial, para o desenvolvimento de curativos para feridas dérmicas.
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