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RESUMO 
 

O desenvolvimento do campo da engenharia de tecidos objetiva a regeneração de 

tecidos danificados pela combinação de arcabouços porosos combinados com 

células, que agem como modelos para regeneração tecidual guiando o crescimento 

do novo tecido. Partindo desse princípio, este trabalho visou desenvolver 

arcabouços compósitos Hidroxiapatita (HA) e biopolímeros para utilização na 

engenharia de tecido ósseo, avaliando a relação entre as características físico-

químicas, as propriedades mecânicas e a resposta biológica. Nesse sentido, 

arcabouços porosos constituídos de Quitosana/Gelatina e Quitosana/Gelatina/HA, 

com e sem reticulação com procianidina e glutaraldeído, foram confeccionados 

utilizando o processo freeze-drying. Os resultados revelaram a interação entre os 

componentes e a modificação significativa do intumescimento e das propriedades 

mecânicas dos arcabouços com a variação dos teores de gelatina, HA e do agente 

reticulante. Como consequência da reticulação química, nos ensaios de degradação 

in vitro, os arcabouços Quitosana/Gelatina mostraram-se totalmente biodegradáveis, 

entretanto, os arcabouços Quitosana/Gelatina/HA exibiram maior estabilidade 

durante a exposição nos meios estudados. Na avaliação da viabilidade celular todos 

os sistemas avaliados se mostraram não tóxicos e biocompatíveis. Desta forma, 

pode-se concluir que os arcabouços oferecem uma ampla faixa de escolha para 

potencialmente serem usados em aplicações biomédicas, tais como, biomaterial, 

veículo de liberação controlada de drogas e arcabouço para engenharia de tecido 

ósseo e cartilaginoso.  

 

 

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, arcabouços, quitosana, gelatina, 
hidroxiapatita, freeze drying, procianidina. 
 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 
 

The main purpose behind tissue engineering is the development of solutions to treat 

and regenerate body tissues, combining human cells with porous scaffolds to 

accommodate and guide the formation of the neo-tissue. Following this principle, the 

present work aimed the development of composite scaffolds with Hydroxyapatite 

(HA) and biopolymers, to use in tissue engineering, and assess the relationship 

between the physical, chemical, mechanical and biologic properties. A freeze-drying 

technique was used for the manufacture of porous scaffolds composed of Chitosan / 

Gelatin and Chitosan/Gelatin/HA, crosslinked with procyanidin and glutaraldehyde. 

The results revealed an interaction between components and also a change in the 

swelling and mechanical properties for different contents of Gelatin, HA and both 

crosslinkers. An in vitro degradation test was applied to the chemical crosslinked 

scaffolds, revealing that the Chitosan/Gelatin composition was totally biodegradable 

while the Chitosan/Gelatin/HA was more stable throughout the same test. Cell 

viability tests made for all compositions showed non toxicity and biocompatibility. 

With these results, it is possible to conclude that the produced scaffolds offer a wide 

range of choices in the biomedical field, such as, drug delivery systems and bone 

and cartilage regeneration solutions.  

 

Keywords: Tissue Engineering, scaffolds, chitosan, gelatin, hydroxyapatite, freeze 
drying, procyanidin. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Todos os dias milhares de procedimentos cirúrgicos são executados para 

substituir ou reparar tecidos que tenham sido danificados por patologias ou traumas. 

O desenvolvimento do campo da engenharia de tecidos objetiva a regeneração de 

tecidos danificados pela combinação de células do corpo com biomateriais na forma 

de arcabouços com alta porosidade, que agem como modelo para regeneração 

tecidual (O‘BRIEζ, 2011).    

O reparo de tecidos e órgãos é tradicionalmente realizado de duas formas: 

enxerto de tecidos ou substituição por material sintético (DE OLIVEIRA et al,. 2007; 

GALEA et al., 2008; VALLET-REGÍ e GONZALEZ-CALBET, 2004). O enxerto 

autógeno é a técnica utilizada normalmente e com melhores resultados do ponto de 

vista da osteogênese e apresenta a grande vantagem de não transmitir doenças 

infectocontagiosas, além da possibilidade de levar células osteoprogenitoras, 

juntamente com fragmentos ósseos, que atuam como condutores das células de 

reparo para o tecido lesado. Esse tipo de tratamento, no qual se obtém tecido ósseo 

do próprio paciente, apresenta limitações de uso, como, por exemplo, quantidade 

insuficiente e qualidade do tecido a ser removido; necessidade de um segundo sítio 

cirúrgico; o pós-operatório desagradável; a morbidade; o custo da internação e a 

possibilidade da ocorrência de sequelas. A utilização de enxertos autógenos exige, 

ainda, a existência de um banco de ossos, cuja manutenção demanda um alto custo 

(CALAPODOPULOS e VOLPON, 1994; OREFFO e TRIFFIT, 1999). 

As técnicas utilizadas para regeneração/substituição óssea incluem não só a 

utilização de enxertos de origem animal ou humano, como também os materiais 

sintéticos (metais, polímeros e cerâmicas) na forma de placas, cimentos, grânulos ou 

estruturas tridimensionais para engenharia de tecidos (TORO, 2005). Os materiais 

sintéticos, em sua maioria, por sua restrita integração com o tecido, podem falhar 

com o tempo devido ao desgaste e fadiga, ou resposta adversa do corpo (MOROZ et 

al., 2008). Os materiais comerciais utilizados para o reparo ou substituição de 

tecidos não conseguem atender todas as exigências químicas e estruturais, 

estimulando dessa forma, o desenvolvimento de novos biomateriais (SHEN et al., 

2010).  
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O material ósseo-substituto ideal deve aliar biocompatibilidade, 

previsibilidade, aplicação clínica, ausência de riscos transoperatórios e sequelas 

pós-operatórias mínimas. Apesar de ainda não existir um material que preencha 

todos esses requisitos, uma grande variedade de opções de materiais para enxertos 

ósseos tem sido desenvolvida, associada aos avanços nos conhecimentos 

científicos e tecnológicos nessa área (OLIVEIRA et al., 2003). 

As tendências mundiais em longo prazo (2020-2050) indicam foco na 

medicina diagnóstica e regenerativa. Materiais sintéticos, naturais ou híbridos 

nanoestruturados ou obtidos por rotas biotecnológicas, associados a terapias 

celulares, sistemas de liberação controlada de fármacos (drug delivery) ou genes 

serão indispensáveis para a garantia da qualidade e da eficiência da assistência à 

saúde prestada pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e pelo Sistema de Saúde 

Suplementar (CGEE, 2010).  

Nesse contexto, a engenharia de tecidos, uma área relativamente nova da 

ciência dos biomaterais, objetiva mimetizar processos naturais para reparo de 

tecidos doentes. Os arcabouços (scaffolds) estão entre os componentes essenciais 

para o processo de regeneração, servindo como carreadores ou suportes para 

interações celulares, proporcionando ambiente semelhante ao da matriz extracelular 

(ISIKLI et al., 2011; RAMAY e ZHANG, 2003; ZHAO et al., 2006). 

A composição e a arquitetura do arcabouço desempenham papéis cruciais na 

capacidade de colonização das células. Considerando a máxima eficiência, o 

material deve ser biocompatível e bioreabsorvível, cujos produtos da dissolução 

sejam metabolizados pelo organismo. No caso da engenharia de tecido ósseo, o 

material deve ser osteocondutor e, de preferência osteoindutor (SENGERS et al., 

2007). Quanto à arquitetura, um arcabouço deve ser tridimensional e altamente 

poroso com uma rede de poros interconectados para crescimento celular/tecidual e 

transporte de nutrientes e resíduos metabólicos (BUCKLEY e O‘KEδδY, β004). A 

porosidade aumenta a área superficial disponível para a justaposição osso-implante 

e a osseointegração, consequentemente, o período de ligação interfacial entre o 

implante e o osso é reduzido (VERCIK et al., 2003; CAMPOS et al., 2005).  

O desafio de projetar materiais compósitos inspirados em tecidos avançou na 

síntese de compósitos cerâmica/polímero com vantagens sobre qualquer cerâmica 

ou polímero utilizado individualmente, resultando em materiais de qualidade superior 

para aplicações específicas. Tradicionalmente, as cerâmicas de fosfato de cálcio 
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provaram ser materiais atraentes para aplicações biológicas. Entre estas 

biocerâmicas atenção especial tem sido dada à hidroxiapatita (HA) -             

Ca10(PO4)6(OH)2 (RAUCCI et al., 2010). A HA favorece o crescimento ósseo para os 

locais em que ela se encontra (osteocondutor), estabelecendo ligações com o tecido 

ósseo (bioativo). Porém, no estágio atual, os biomateriais a base de HA não podem 

ser utilizados em aplicações que requeiram sustentação, devido as suas baixas 

propriedades mecânicas (GALEA et al., 2008).  

Várias investigações têm sido realizadas buscando melhorar as propriedades 

mecânicas da HA, incorporando uma série de compostos orgânicos, tais como, 

gelatina, quitina, quitosana, colágeno e ácido poliláctico. Entre as propriedades 

exibidas por esses polímeros, destacam-se a biocompatibilidade e 

osteocondutividade, aspectos importantes que justificam o crescente interesse em 

aplicações biomédicas (RAMAY e ZHANG, 2003; ZHAO et al., 2006; SENGERS et 

al., 2007; BUCKLEY e O‘KEδδY, β004).  

Diversos materiais têm sido propostos como arcabouços na engenharia 

tecidual, porém é preciso aprofundar o estudo da interacão dos materiais que 

compõem o arcabouço com células (tecido), além do ajuste da biodegradabilidade 

ou bioreabsorção. A proposta deste trabalho é a produção de arcabouços 

compósitos HA/biopolímeros para utilização na engenharia de tecido ósseo, 

avaliando a relação entre as características físico-químicas, propriedades mecânicas 

e a resposta biológica dos arcabouços.   
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2    OBJETIVOS 
 

2.1 Geral 
 

Produzir e caracterizar de compósitos hidroxiapatita/biopolímero para 

utilização como arcabouços para engenharia de tecidos.  

 

2.2 Específicos 
 

 Avaliar as características físico-químicas, microestruturais e mecânicas dos 

arcabouços Quitosana/Gelatina e dos compósitos 

Quitosana/Gelatina/Hidroxiapatita. 

 Analisar os efeitos da adição do reticulante natural (procianidina) na formação 

dos arcabouços compósitos. 

 Avaliar a biodegradabilidade in vitro em meio biológico simulado. 

 Avaliar a biocompatibilidade por ensaios biológicos dos arcabouços. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 3 

   REVISÃO DA LITERATURA 

  

 

 

 



23 
 

3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

3.1 Tecido Ósseo 
 

O sistema esquelético, importante para o corpo biomecanicamente e 

metabolicamente, é composto de ossos individuais e de tecido conjuntivo. Os ossos 

constituem aproximadamente 20% do peso corporal, e diferem do tecido conjuntivo 

na rigidez e dureza.  Estas características dos ossos são resultado da impregnação 

dos sais inorgânicos pela matriz, que consiste de fibras colágenas, e uma grande 

variedade de proteínas não colagenosas e minerais (MOTA et al., 2008; JEE, 2001). 

A rigidez e dureza dos ossos do esqueleto permitem manter a forma do corpo; 

servem de suporte para as partes moles e protegem os órgãos vitais, como os 

contidos nas caixas craniana e torácica e no canal raquidiano; Aloja e protege a 

medula óssea, formadora das células do sangue (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004); 

Determina a direção e a extensão dos movimentos do corpo. O osso atua como um 

ponto de ancoragem para a maior parte dos músculos esqueléticos e ligamentos. 

Quando os músculos contraem, os ossos longos agem como alavancas, e as juntas 

funcionam como eixos, originando o movimento do corpo (PARK et al., 2006). Atua 

como uma parte importante na homeostase de cálcio, visto que 99% deste mineral 

encontrado em todo organismo, está presente no tecido ósseo, o qual atua como um 

verdadeiro reservatório de cálcio (KAPANEN, 2002; MORAES JÚNIOR, 2002).  

O tecido ósseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por 

células e material extracelular calcificado, a matriz óssea (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2008). As células são os osteócitos, que se situam em cavidades ou 

lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a parte orgânica da 

matriz e localizam-se na sua periferia; e os osteoclastos, células gigantes, móveis e 

multinucleadas que reabsorvem o tecido ósseo, participando dos processos de 

remodelação dos ossos. As células ósseas se localizam dentro do próprio tecido 

ósseo ou no estroma conjuntivo da medula óssea, rico em células mesenquimais 

pluripotenciais indiferenciadas (FERNÁNDEZ -TRESGUERRES-HERNÁNDEZ -GIL 

et al., 2006). 
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3.1.1 Composição, estrutura e propriedades do osso 
 

O osso humano é um material compósito constituído de fase orgânica e 

inorgânica. A fase inorgânica compreende 60-70% do peso do tecido ósseo e é 

composta de um fosfato de cálcio apatítico organizado em cristais de hidroxiapatita 

carbonatada. Estes se encontram distribuídos entre as fibras de colágeno formando, 

assim, feixes impregnados por partículas iônicas (SINHA et al., 2001; MOTA et al., 

2008). 

A fase orgânica é composta de matéria orgânica e água. O colágeno do tipo I 

constitui de 80% a 90% do componente orgânico do osso. Como se trata de uma 

proteína fibrosa estrutural, o colágeno oferece ao osso força e flexibilidade. O 

colágeno também oferece espaços para a nucleação dos cristais de hidroxipatita 

(WILLEMS et al., 2008; STRATES et al., 1997).  Cada molécula de colágeno é um 

bastão pequeno e rígido formado pelo entrelaçamento em tríplice hélice de três 

cadeias polipeptídicas chamadas cadeias alfa (α). Essa estrutura protéica justifica as 

propriedades mecânicas dos colágenos: rigidez, solidez e estabilidade (VARGAS et 

al, 1997). As moléculas de colágeno apresentam cerca de 300 nm de comprimento e 

1.2 nm de espessura. O colágeno do tipo I do osso é muito rico em ligações 

cruzadas, que impedem sua extração com facilidade. 

Além de colágeno, a matriz orgânica apresenta outros componentes não 

colagenosos, tais como, a osteocalcina, osteonectina, osteopontina, etc., que estão 

presentes em pequenas quantidades, mas importantes na estrutura e metabolismo 

ósseo. Essas proteínas podem influenciar nos eventos associados à remodelação 

óssea, tais como o recrutamento, a adesão, a diferenciação e atividade das células 

ósseas (INGRAM et al., 1993; MACHADO DO REIS et al., 2008). Como proteínas 

estruturais, as proteínas não colagenosas também contribuem para a integridade 

mecânica do osso, incluindo dureza, força e flexibilidade (ROY et al., 2001; 

KAVUKCUOGLU et al., 2009).  A água é distribuída ao longo do osso em três formas 

principais: livremente móvel em espaço vascular-lacunar-canalicular, ligada à 

superfície da rede de colágeno e a fase mineral, e como hidroxila de outras 

moléculas. A água, juntamente com a fase mineral e o colágeno, desempenha um 

papel importante nas propriedades mecânicas do osso (WANG et al., 2010; JEE, 

2001). 
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Na composição da fase mineral dos ossos encontram-se principalmente os 

íons cálcio (Ca2+) e fosfato (PO3
−4) na forma de cristais de hidroxiapatita 

[Ca10(PO4)6(OH)2], contendo frações de carbonato, magnésio, flúor, citrato e 

estrôncio incorporados dentro da rede cristalina ou absorvidas pela superfície do 

cristal (WANG et al., 2010; JEE, 2001). Esses cristais apresentam dimensões 

variando de 30-50 nm de comprimento, 15-30 nm de largura e 2-10 nm de espessura 

e estão depositados de forma ordenada em pequenas lacunas intersticiais presentes 

entre as moléculas de colágeno, conforme Figura 3.1. A deposição dos nanocristais 

apatíticos ocorre através de um processo controlado de biomineralização 

envolvendo mais de 200 proteínas ácidas diferentes. Essas proteínas agem como 

inibidores, nucleadores ou suportes para o crescimento epitaxial de nanocristais 

ancorados no colágeno (OLSZTA et al, 2007; VALLET-REGÍ e GONZÁLEZ-

CALBET, 2004). A superfície livre dos cristais está envolta por substância 

fundamentalmente amorfa. Os íons da superfície dos cristais atraem água e formam 

uma capa de hidratação, que permite trocas de íons com o fluido extracelular 

(GARTNER; HIATT, 2003). 

 

Figura 3.1: Osso cortical e osso trabecular. Arranjo da hidroxiapatita carbonatada e 
colágeno na formação dos tecidos duros.  

 
Fonte: Adaptada de VALLET-REGÍ e GONZÁLEZ-CALBET, 2004. 
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As propriedades mecânicas do osso resultam da combinação da dureza da 

fase inorgânica e elasticidade da fase orgânica. Esta superposição de materiais 

heterogêneos com propriedades inteiramente diferentes resulta na formação de um 

nanocompósito, no qual as propriedades físico-químicas e mecânicas superam as 

dos componentes individuais. O osso pode remodelar-se e adaptar-se ao esforço 

mecânico aplicado, isto é, a aplicação de uma tensão mais elevada resulta em um 

osso mais denso (KATTI, 2004). 

Os ossos são caracterizados por sua composição, estrutura cristalina, 

morfologia, tamanho de partícula e orientação (VALLET–REGÍ e GONZÁLEZ-

CALBET, 2004). A composição do tecido ósseo varia com a espécie, a idade, o tipo 

estrutural e se este foi ou não acometido por alguma doença (TAKAMORI, 2004). 

Independentemente de sua anatomia macroscópica, todos os segmentos do 

esqueleto são constituídos por uma camada externa de osso cortical (osso 

compacto) e uma zona interior (osso trabecular), que contém medula óssea 

(BONUCCI, 2000).  

O osso cortical é uma massa densa e sólida, com apenas canais 

microscópicos. Aproximadamente 80% da massa óssea no esqueleto humano adulto 

é osso cortical, que constitui a parede exterior de todos os ossos e é o grande 

responsável pela função de apoio e proteção do esqueleto (JEE, 2001). O osso 

cortical se estrutura em condutos de Havers recobertos por lâminas em disposição 

concêntrica onde estão situados os osteócitos e é caracterizado por pouca atividade 

metabólica e poucas células. (FERNÁNDEZ-TRESGUERRES-HERNÁNDEZ-GIL et 

al., 2006; MORAES JÚNIOR, 2002).  Os 20% restantes da massa óssea é o osso 

esponjoso, uma estrutura tridimensional interconectada conhecida como trabécula, 

cada uma apresentando aproximadamente 200 μm de espessura. O osso trabecular 

tem uma porosidade entre 75%-95% com poros interligados e cheios de medula 

óssea, tendo a função de receber cargas e responder rapidamente às necessidades 

fisiológicas (JEE, 2001; MARTIN, 1998).
 

 

3.2 Engenharia de Tecidos 
 

A engenharia de tecidos é um campo científico e tecnológico em rápido 

crescimento que objetiva criar, reparar e ou substituir tecidos e órgãos usando 
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combinações de células, biomateriais e ou moléculas biologicamente ativas 

(GOMES e REIS, 2004, STOCK e VACANTI, 2001, MOROZ et al., 2008). 

A engenharia de tecidos emergiu em 1990 para corrigir as limitações do 

enxerto de tecidos e uso de materiais sintéticos (MOROZ et al., 2008). Ao induzir o 

crescimento e regeneração do tecido natural, a função do implante já não se limita a 

uma função estática, como um apoio estrutural, mas é capaz de proporcionar um 

ambiente propício para crescimento ósseo e pode ser totalmente substituído 

(biodegradáveis) pelos tecidos naturais ao longo de um tempo desejado (WANG et 

al., 2010). Isso envolve o entendimento fundamental de relações entre estrutura e 

função em tecidos normais e patológicos e o desenvolvimento de substitutos 

biológicos que restaurem, mantenham ou aumentem a função tecidual 

(ARMENTANO, 2010). 

Se for bem sucedido, as limitações existentes nas terapias de enxerto ósseo 

podem ser completamente contornadas. Atualmente, existem três abordagens 

amplamente aceitas na engenharia de tecidos: uma é usar arcabouços degradáveis, 

tridimensionais e porosos para fornecer suporte mecânico, com reparo dependente 

do próprio corpo, para o recrutamento e migração das células do hospedeiro para o 

arcabouço e essas se diferenciarem em tecidos do fenótipo desejado, enquanto há a 

substituição do arcabouço degradável (CHEN et al., 2007; SCHANTZ et al., 2003; 

TYLER e MCCOBB, 1980). Outro é o de extrair as células apropriadas de um 

paciente, cultura de células in vitro, e em seguida, transplantar as células cultivadas 

de volta para o paciente (KULAKOV et al., 2008; PENG e HUARD, 2004; REDLICH 

et al., 1999). A última abordagem é a cultura de células de pacientes em um 

arcabouço tridimensional pré-formado in vitro e o transplante do sistema célula- 

arcabouço (CARSTENS et al., 2005; HOWARD et al., 2008; TABATA, 2003). De 

uma forma geral, a preparação dos produtos da engenharia de tecidos segue as 

seguintes etapas: Seleção e processamento do arcabouço; Inoculação da população 

celular sobre o arcabouço; Crescimento do tecido prematuro; Crescimento do tecido 

maturado em sistema fisiológico (biorreator); Reimplante cirúrgico; Assimilação do 

produto (Figura 3.2). 
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Figura 3.2- Representação esquemática da engenharia de tecidos. Populações de 
células específicas são isoladas e expandidas a partir do tecido apropriado e 
semeadas em um arcabouço biodegradável.  

 

Fonte: Adaptada de GUALANDI, 2011. 

 

O grande desafio na pesquisa de engenharia de tecidos é criar um ambiente 

favorável para a proliferação e diferenciação das células em tecidos funcionais. Três 

elementos são inevitáveis para o sucesso da engenharia tecidual: os arcabouços, as 

células e o ambiente em que os sistemas célula-arcabouço são cultivados e 

condicionados (WANG et al., 2010). Nesse ambiente, combinações de sinais 

bioquímicos e biofísicos devem ser apresentadas para as células em uma estrutura 

tridimensional de forma que permita interações celulares com células vizinhas e com 

a matriz extracelular (MAROLT et al., 2010)  

 Embora células tenham sido cultivadas ou crescidas fora do corpo por muitos 

anos, a possibilidade de crescer tecidos tridimensionais complexos, reproduzindo 

literalmente o design e função do tecido humano, é um desenvolvimento recente. A 

engenharia de tecidos tem a intenção de cultivar todo tipo de tecido humano - 

fígado, osso, musculo, cartilagem, vasos sanguíneos, músculos do coração, nervos, 

ilhotas de pâncreas e mais. Pele, comercialmente produzida, já está disponível para 

uso no tratamento de pacientes com úlceras diabéticas e queimaduras (HENCH et 

al., 2006). 
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3.2.1 Arcabouços 
 

Arcabouços tridimensionais servem como substratos temporários para 

suportar e guiar a formação tecidual em diferentes ambientes de regeneração de 

tecidos in vitro e in vivo (LUO et al., 2007). Como meio apropriado, os arcabouços 

devem possuir unidades moleculares que possibilitem modificações e taxa 

controlada de biodegradação, não desenvolver toxicidade tópica ou sistêmica, ter 

propriedades para promover ou inibir interação célula-matriz e célula-célula, 

apresentar respostas imunes à inflamação, ser material de fácil produção ou 

aquisição e purificação e possuir compatibilidade com a substância química e com 

soluções aquosas em condições fisiológicas (OLSSON, 2008).  

Longe de serem componentes passivos, o material escolhido e o design 

poroso da arquitetura do arcabouço são fatores cruciais no sucesso da regeneração 

do tecido. Um arcabouço bem sucedido deve prover sustentação mecânica ao 

mesmo passo que promove o transporte em massa, e ainda, degradar-se de 

maneira que o tecido regenerado assuma suas funções. As propriedades do 

arcabouço incluem: o tamanho, distribuição e forma dos poros; rugosidade da 

superfície; a presença de sítios de adesão celular; e biomecânica dos materiais 

constituintes e da estrutura do arcabouço (MOROZ et al., 2008).  

O tamanho dos poros é uma questão muito importante porque, se os poros 

forem muito pequenos, poderá ocorrer a oclusão dos poros pelas células. Isso 

evitará a penetração celular, produção da matriz extracelular e a neovascularização 

nas áreas internas do arcabouço (SALGADO et al., 2004). Se os poros forem muito 

grandes podem tornar o material do implante frágil. Além disso, mesmo 

micromovimentos do implante (que são difíceis de evitar), geralmente na interface, 

podem cortar o suprimento de sangue para o tecido e causar complicações, tais 

como, morte tecidual, inflamação e destruição da estabilidade interfacial (DEVILLE et 

al., 2006; HENCH, 1991).  

Em geral, os arcabouços mais adequados para a formação óssea são 

aqueles com poros grandes e interconectados (que facilitam a infiltração celular e 

deposição da matriz), superfícies internas rugosas, que facilitam a fixação da célula, 

e produzidos com materiais osteocondutores (tais como a proteína do osso e 

hidroxiapatita), e com propriedades mecânicas semelhantes aos de osso nativo 

(habilitados a suportar carga e estimular a osteogênese). Os recursos adicionais de 
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interesse incluem estrutura anisotrópica, capacidade de vascularização e 

processabilidade em formas anatomicamente corretas (MAROLT et al., 2010).  

O osso é um compósito natural com uma estrutura altamente hierarquizada, e 

é um tecido dinâmico capaz de auto-regeneração ou auto-remodelação ao longo da 

vida. Assim, o enxerto ósseo sintético ideal deveria ter uma ampla gama de 

propriedades e características semelhantes às dos ossos naturais e /ou ser 

projetado para estimular ou ajudar na regeneração dos tecidos. As principais tarefas 

da engenharia de tecido ósseo são fabricar sistemas de arcabouços funcionais que 

possam mimetizar o tecido natural e garantir o sucesso da regeneração do tecido 

recuperando suas funções normais (SOMMERFELDT e RUBIN, 2001; RODAN, 

1992). Neste sentido, utiliza arcabouços de materiais biocompatíveis/ 

bioreabsorvíveis que podem ser combinados com as células provenientes de várias 

fontes e fatores de crescimento para garantir a regeneração tecidual adequada e 

oportuna (SHIKINAMI et al., 2006). 

Quando um arcabouço é implantado no osso, os poros tornam-se peenchidos 

primeiro com sangue, como coágulos, depois com as células mesenquimais 

osteoprogenitoras, em seguida, após cerca de 4 semanas, trabéculas ósseas. Esses 

novos ossos remodelam-se em resposta ao estresse mecânico. O processo de 

crescimento ósseo para dentro do arcabouço depende do grau de estabilidade 

mecânica nas fases iniciais. Se o movimento for demasiado ocorre o crescimento de 

um tecido colagenoso e não do tecido ósseo (CRUZ, 2010). 

Após a seleção de arcabouços com características desejáveis, as células com 

potencial osteogênico adequado também são decisivas para um processo de 

regeneração de tecidos bem sucedido. As células podem ser obtidas do paciente 

(autólogo), outro doador humano (alogênico), e outra espécie (xenogénica). As 

células autólogas são as mais desejáveis em termos de questões legais e 

imunorejeição. Todas as outras fontes de célula certamente apresentam problemas 

com relação à rejeição pelo sistema imunológico e outros problemas genéticos 

(WANG et al., 2010). Atualmente, quatro tipos de células têm sido estudados para 

aplicações na engenharia de tecido ósseo: células da medula óssea (CONNOLLY, 

1995; SOLTAN et al., 2009), células-tronco mesenquimais (FILHO CERRUTI et al., 

2007; KULAKOV et al., 2008), as células musculares (BUENO et al., 2009; 

GOODELL et al., 2001) e as células-tronco embrionárias (HANDSCHEL et al., 2008; 

TIAN et al., 2008). 
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3.3 Biomateriais   
 

Tipicamente, três grupos individuais de biomateriais são usados na fabricação 

de arcabouços para engenharia de tecidos: polímeros naturais, polímeros sintéticos 

e cerâmicas (O‘BRIEζ, β011).  

 

3.3.1 Polímeros Naturais  

 

Derivados de fontes renováveis, tais como, plantas, animais e 

microorganismos, os polímeros naturais utilizados como arcabouços oferecem 

vantagens devido à sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além 

disso, apresentam componentes similares a matriz extracelular (MEC) nativa, que 

podem também evitar o estímulo de inflamação crônica ou reações imunológicas e 

toxicidade, geralmente detectada com polímeros sintéticos. (GRIFFITH et al., 2005; 

YANG et al., 2010; MANO et al., 2005).  Os polissacarídeos (quitina, quitosana, 

ácido hialurônico, alginato, amido etc), as proteínas (colágeno, gelatina, fibrina, etc) 

e poliésteres naturais produzidos por bactérias (polihidroxibutirato, 

polihidroxivalerato, etc.) destacam-se na aplicação em engenharia de tecidos e 

liberação controlada de fármacos, com diferentes topografias, quer como materiais 

puros ou em combinação com polímeros sintéticos ou substâncias inorgânicas 

(BALAJI et al., 2012; SHE et al., 2008; KIM; SALIH, 2005). 

 

3.3.1.1 Quitosana 
 

A quitosana é um polissacarídeo derivado da desacetilação parcial da quitina, 

conforme Figura 3.3. A quitina é o segundo mais abundante polissacarídeo natural, 

após a celulose. É biodegradável, não tóxico e encontrado no ambiente marinho 

como microfibrilas cristalinas ordenadas formando componentes no exoesqueleto de 

artrópodes e nas paredes celulares de alguns fungos e bactérias. É usualmente 

obtida do descarte de processamento de alimentos provenientes do mar, 

principalmente das cascas de caranguejos, camarões e lagostas (GUINESI et al., 

2007; JAYAKUMAR, 2010).  
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Figura 3.3- Estrutura da quitina e quitosana. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de MANO et al., 2007. 

 

Quimicamente, quitina e quitosana estão proximamente relacionadas desde 

que ambas são polissacarídeos lineares contendo as unidades 2-acetamido-2-

desoxi-D-glicopiranose (GlcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcN) unidas 

por ligações glicosídeas do tipo ȕ(1→4), conforme Figura γ.4. A proporção de 

unidades GlcNAc em relação às de GlcN é definida como grau de acetilação (GA) do 

biopolímero e diferencia quitina (GA > 0,5) de quitosana (GA ≤ 0,5) (GUIζESI et al., 

2007). A quitina com um grau de desacetilação (GD) de 65-70% ou acima é 

geralmente conhecida como quitosana. A quitosana exibe uma variedade de 

propriedades físico-quimicas e biológicas dependentes da massa molar e grau de 

desacetilação. A massa molar da quitosana comercial pode variar entre 10,000 - 2 

milhões Dalton (Da) e o GD usualmente encontra-se numa faixa entre 66-95%. 

Esses valores da massa molar e GD podem sofrer alteração através de mudanças 

nas condições de reação durante a produção da quitosana (ŞEζE e; εCCδURE, 

2004; SONIA e SHARMA, 2011). 

 

  

QUITINA 

QUITOSANA 
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Figura 3.4- Estrutura química das unidades (a) 2-acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose 
(GlcNAc) e (b) 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcN) unidas por ligações 
glicosídeas ȕ(1→4). A proporção de grupos a e b distingue quitina de quitosana. 

 
Fonte: GUINESI et al., 2007. 

 

A quitosana é considerada como um material funcional apropriado para 

aplicações biomédicas por sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, não-

antigenicidade e propriedades de adsorção. Reações anti-inflamatórias ou alérgicas 

não têm sido observadas em humanos sujeitos a aplicação local, implantação, 

injeção e ingestão. A habilidade da quitosana propiciar o ataque e proliferação 

celular é atribuída as suas propriedades químicas. A estrutura química da quitosana 

é similar aos glicosaminoglicanos, o maior componente da matriz extracelular do 

osso e cartilagem (THEIN-HAN e MISRA, 2009).  

A quitosana pode ser degradada enzimaticamente pela quitinase, 

quitosanase, e pectinase (TSAI et al., 2007). Esta também pode ser degradada in 

vivo pela lisozima, normalmente produzida pelos macrófagos, e os produtos de 

degradação são não tóxicos (ŞEζEδ e MCCLURE, 2004; PETER et al., 2010). A 

taxa de degradação da quitosana é relativamente lenta, podendo ser modificada 

através do controle do grau de desacetilação. Um alto grau de desacetilação produz 

uma baixa taxa de degradação (KOYANO et al., 1998; CHATELET et al., 2001). 

A presença dos grupos amino no polímero quitosana torna-o positivamente 

carregado e solubilizado por protonação em meios com valor de pH < 6 (TSAI et al., 

2007). A natureza catiônica da quitosana permite a formação de um complexo 

polieletrólito (PEC) com polímeros de carga oposta, tais como polissacarídeos 

(alginato, sulfato de condroitina, etc), proteínas (colágeno, gelatina, etc) 

glicosaminoglicanos (ácido hialurônico) e ácidos poliamínicos (poli-L-lisina, ácido 

poliaspártico, etc) via grupos aniônicos carboxílicos ou sulfatos. Dessa forma, 

complexos polieletrólitos (PECs) podem ser definidos como uma associação de 
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complexos formada entre partículas de cargas opostas (exemplo polímero-polímero, 

polímero-fármaco e polímero-fármaco-polímero), devido à interação eletrostática 

entre poliíons de carga oposta (SALEEM et al., 2010). 

Vários estudos relatam a combinação da quitosana com uma grande 

variedade de materiais, além dos já citados anteriormente, tais como hidroxiapatita, 

fosfato de cálcio, poli metilmetacrilato (PMMA) e fatores de crescimento para 

potencial aplicação na ortopedia. Quitina e quitosana apresentam inerentemente 

reduzidas propriedades mecânicas. Por essa razão, a quitina pode ser utilizada 

como substituto ósseo para reparo e reconstrução óssea apenas com adição de 

biomateriais tais como, hidroxiapatita (HA), vitrocerâmica bioativa, etc, com intuito de 

melhorar sua propriedade mecânica; a quitosana é um polímero que pode oferecer 

grandes vantagens quando utilizado com fosfatos de cálcio, por suas propriedades 

elastoméricas. A quitosana tem sido utilizada com compostos de fosfato de cálcio 

granulares, produzindo um arcabouço moldável e autoendurecido (CHOW, 2009).  

Outras vantagens dos suportes porosos de quitosana para engenharia de 

tecido ósseo incluem a formação de suportes altamente porosos com poros 

interconectados, osteocondutividade e habilidade de intensificar a formação óssea in 

vitro e in vivo (THEIN-HAN e MISRA, 2009). 

De forma geral, a quitosana oferece amplas possibilidades para engenharia 

de tecidos (HU et al., 2004). Matrizes para cultura celular podem ser desenvolvidas 

na forma de géis, esponjas, fibras, arcabouços porosos com incorporação de 

cerâmicas ou outros materiais poliméricos, tais como, colágeno ou gelatina, no 

intuito de ajustar propriedades químicas e comportamento mecânico de acordo com 

o tecido de aplicação (Figura 3.5) (CHENITE et al., 2000; JIANKANG et al., 2009; 

KIM  et al., 2009; HUANG et al., 2005; RISBUD et al., 2001; SUN et al., 2009). 

Estudos prévios tem mostrado que a gelatina exibe importantes características para 

engenharia de tecidos tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa 

antigenicidade e alta resistência à tração (HUANG et al., 2005; ROCHA et al., 2002). 

 Com uma estrutura similar aos glicosaminoglicanos (GAGs) e ao colágeno, o 

complexo polieletrólito (PEC) derivado da interação entre quitosana e gelatina tem 

sido usado na confecção de arcabouços, mimetizando a matriz extracelular natural, 

para engenharia de tecido ósseo e cartilaginoso, e pele artificial (ZHAO et al., 2002; 

XIA et al., 2004; FERNANDES et al., 2011). Da mesma forma que as células 

progenitoras de osteoblastos e condrócitos, postula-se que as células-tronco 
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mesenquimais humanas (CTMh) responderão positivamente aos scaffolds 

biomiméticos produzidos a partir do PEC de quitosana e gelatina (ZHAO et al., 

2006). 

 

 

Figura 3.5 – Exemplos de processamento da quitosana para aplicação na 

engenharia de tecidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de DI MARTINO et al., 2005.  

 

 

3.3.1.2 Gelatina 
   

A Gelatina é uma proteína solúvel derivada da desnaturação parcial do 

colágeno. O colágeno é a proteína mais difundida no corpo ocorrendo na pele, 

cartilagem, osso e tecido conectivo e constitui a maior parte das matrizes 

extracelulares nos animais; No entanto, o colágeno apresenta antigenicidade devido 

a sua origem animal (LIEN et al., 2010).  Assim como o colágeno, a gelatina 

apresenta boa biocompatibilidade e osteocondutividade e como biomaterial possui 

vários atrativos, entre eles, a não-antigenicidade em condições fisiológicas e, além 

disso, é completamente reabsorvida in vivo. Suas propriedades de adesividade e 

plasticidade tornam a gelatina uma matriz adequada para compósitos cerâmicos 

(LIU et al., 2006). A gelatina apresenta grande potencial para aplicações na 

Células Arcabouços Arcabouços Compósitos 

Quitosana 

Liofilização Liofilização Gelatinização Liofilização Fiação úmida 

Solução Solução Solução Solução Solução Gelatina HA 
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engenharia de tecido ósseo, porque contém um alto grau de grupos funcionais 

biológicos.  

A gelatina é uma proteína purificada obtida por hidrólise ácida parcial (Tipo A) 

ou hidrólise alcalina parcial (Tipo B) do colágeno animal e pode ser constituída por 

uma mistura dos dois tipos. Sua estrutura química está ilustrada na Figura 3.6. 

 

 

Figura 3.6- Fórmula estrutural da molécula de gelatina 

 
 

Fonte: PEÑA et al., 2010. 

 

 

O processo de conversão do colágeno em gelatina envolve várias etapas de 

lavagem, depuração, tratamento e outras, que culminam na obtenção de um produto 

alimentício desidratado de cor amarelo-claro. Juntamente com a água a gelatina 

forma um gel coloidal semi-sólido. A degradação por hidrólise utiliza ácidos ou bases 

fortes e envolve o rompimento da estrutura tripla hélice terciária do colágeno e 

redução do peso molecular produzindo a gelatina que é solúvel em água morna 

(BIGI et al., 2004). Após a hidrólise, a gelatina é purificada e seca produzindo um pó 

(BATICH; LEAMY, 2003).  

A gelatina é atualmente utilizada na indústria farmacêutica na forma de 

cápsulas e microesferas; selantes para próteses vasculares; como mantas 

absorventes para uso cirúrgico; como curativos e adesivos (RUNGSIYANONT et al., 

2010; BIGI et al., 2004). 

Em temperatura de aproximadamente 40°C, as soluções aquosas de gelatina 

estão no estado sol e sofrem gelatinização quando resfriadas a temperatura 

ambiente. A transformação sol–gel ocorre devido à transição ordem-desordem 
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conformacional das cadeias da gelatina que formam regiões termoreversíveis pelas 

ligações entre as hélices em zonas de conexão estabilizadas por ligações de 

hidrogênio (BIGI et al., 2004; BIGI et al., 2002). 

A qualidade da gelatina para uma aplicação particular depende de suas 

propriedades reológicas. Os principais atributos que melhor definem a qualidade 

comercial da gelatina, além das propriedades físico-químicas (composição, 

solubilidade, transparência, cor, odor e gosto), são a resistência do gel e 

estabilidade térmica (temperaturas de gelificação e fusão). Para padronização, a 

medição da resistência do gel é determinada usando um teste denominado ―Bloom”, 

permitindo assim que a resistencia do gel seja expressa no "valor bloom". Tanto a 

resistência do gel quanto a termoestabilidade são largamente dependentes das 

propriedades moleculares da gelatina, especialmente no que diz respeito a dois 

principais fatores: a composição de aminoácidos e a distribuição de peso molecular 

(condições de processamento) (STAINSBY, 1987; WAINEWRIGHT, 1977;GÓMEZ-

GUILLÉN, TURNAY ET AL., 2002).  

 

3.3.1.2.1 Reticulação da gelatina 

 

Recentemente, os biomateriais constituídos de gelatina têm sido aplicados 

como pele artificial, enxertos ósseos, e arcabouços para engenharia de tecidos. No 

entanto, a principal limitação da gelatina em aplicações na engenharia de tecidos é a 

solubilidade apresentada em ambientes aquosos à temperatura do corpo humano de 

aproximadamente 37°C (LIEN et al., 2010).  Em aplicações biomédicas de longa 

duração, o método para corrigir essa limitação é a reticulação, que aumenta tanto a 

estabilidade mecânica quanto térmica do material (PORTO et al., 2006). 

Os métodos de reticulação física incluem tratamento hidrotérmico e radiação 

ultravioleta e gama. Contudo, devido ao grande número de grupos funcionais que 

possui a gelatina, a reticulação química também é uma alternativa. Isso é 

usualmente executado utilizando reagentes bifuncionais como glutaraldeido (GTA) e 

diisocianatos, além de carbodiimidas, compostos poliepóxi e acil-azida (MA et al., 

2003). 

O GTA é o agente mais intensamente utilizado, devido a sua eficiência na 

estabilização dos biomateriais a base de colágeno, apesar de apresentar alguma 

citotoxicidade e calcificação local em implantes de longo período (BIGI et al., 2002). 
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É conhecido que o GTA reage com o grupo Ԑ-amino dos resíduos de lisina na 

proteína formando ligações covalentes, que induzem a formação de reticulações 

intercadeias e resultam na estabilidade da matriz contra a degradação química e 

enzimática e alteração das propriedades. Em alguns casos, resíduos desse agente 

podem ser removidos através da secagem do material tratado a 100°C, como 

também pelo tratamento com bissulfito de sódio (NARBAT et al., 2006). Essa é a 

razão da busca crescente por um agente de reticulação capaz de formar produtos 

reticulados estáveis e biocompatíveis, sem problemas adicionais de citotoxicidade.  

A genipina, um agente reticulante natural, extraído do fruto da Gardenia 

jasminoides Ellis, tem se destacado como alternativa para reticulação de tecidos 

celulares e acelulares, assim como biomateriais incluindo microesferas de gelatina, 

compósitos alginato-quitosana e hidrogéis de polietileno glicol (MA et al., 2003; 

SUNG et al., 2003; CHANG et al., 2004; LIANG et al., 2003; CHEN et al., 2004; 

MOFFAT; MARRA, 2004; SUNG et al., 1998). Um estudo realizado por YAO e 

colaboradores (2004) utilizando a genipina como reticulante no desenvolvimento de 

compósito biodegradável a base de gelatina e fosfato tricálcico mostra que a reação 

de reticulação no compósito foi completa utilizando uma concentração de genipina 

de 0,5%. No entanto, a concentração de genipina deve ser < 0,5% para prevenir 

citotoxicidade. 

As procianidinas (PA), principais componentes das proantocianidinas, são 

polifenóis naturais encontrados em frutas, vegetais, sementes, flores e cascas, e 

atuam como agentes reticulantes naturais ainda pouco utilizados. Estas estão 

presentes em concentrações relativamente importantes em frutos (uvas, maçãs, etc.) 

bebidas derivadas, no cacau e chocolate, entre outros. As PAs constituem os 

polifenóis maioritários das uvas encontrando-se na sua maioria nas sementes, nas 

películas e no engaço. Eles são comumente adotados como antioxidantes naturais e 

protetores cardiovasculares. PAs são membros da categoria dos taninos 

condensados, que compreendem estruturas altamente hidroxiladas que podem 

formar complexos insolúveis com carboidratos e proteínas, conforme Figura 3.7 

(SANTOS-BUELGA et al., 2000; SOUQUET et al., 1996; BRAVO, 1998; TEIXEIRA, 

2002). Diferente do GTA, a reticulação de proteínas com PAs envolve a formação da 

ligação de hidrogênio entre o grupo hidroxila fenólico e a carbonila da amida da 

proteína (DONGMO et al., 2001; BLAZSO et al., 1997). 
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Figura 3.7- Estrutura representativa da procianidina. O ―n‖ significa o número de 
unidades catequina (monômero). n ≥ 1, oligômero procianidina.  
 

 
Fonte: YAMAKOSHI et al., 1999. 

 

 Han e colaboradores (2003) relataram em seu estudo que a PAs reticularam 

eficientemente o colágeno reduzindo as taxas de degradação in vitro e in vivo. Os 

ensaios de citotoxicidade revelaram que as PAs são cerca de 120 vezes menos 

citotóxicos que o GTA e suas matrizes reticuladas promovem a proliferação celular. 

Kim e colaboradores (2005) utilizaram a procianidina como agente reticulante de 

membranas quitosana/gelatina e os resultados exibiram membranas mais estáveis, 

com redução do grau de intumescimento e taxa de degradação controlada, e com 

propriedades mecânicas superiores. 

PAs originadas do extrato da semente de uva têm demonstrado promover 

formação óssea nos côndilos mandibulares de ratos, aumentar a rigidez da dentina 

desmineralizada e inibir a progressão de cáries radiculares artificiais (ISHIKAWA et 

al., 2005; BEDRAN-RUSSO et al., 2008; XIE et al., 2008).  

 Um estudo recente desenvolvido por He e colaboradores (2011) revelou que a 

PA estabiliza o colágeno. Os resultados dos ensaios realizados indicaram um 

aumento da hidrofobicidade, diminuição da permeabilidade de vapor de água e 

aumento da estabilidade térmica dos filmes de colágeno.   

 

3.3.2 Cerâmicas bioativas 
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3.3.2.1 Fosfatos de Cálcio 
 

Os fosfatos de cálcio estão entre os materiais mais intensamente usados para 

regeneração de tecido ósseo. Eles podem ser produzidos na forma de géis, pastas, 

blocos sólidos ou como matrizes porosas, com a ortopedia e odontologia sendo suas 

principais áreas de aplicação (TEIXEIRA et al., 2009). Esses materiais têm se 

destacado entre as denominadas biocerâmicas por não apresentarem toxicidade 

local ou sistêmica (biocompatibilidade), ausência de respostas a corpo estranho ou 

inflamações, aparente habilidade em interagir com o tecido hospedeiro e se 

assemelham à composição do osso (MIAO et al., 2004).  

Em cirurgias ortopédicas, essas cerâmicas têm sido usadas para 

preenchimento de defeitos ósseos em consequência da remoção de ossos doentes 

ou defeituosos. Recobrimentos densos ou porosos de cerâmica de fosfato de cálcio 

são frequentemente aplicados em materiais de boa resistência mecânica para 

fixação biológica ou osseointegração de implantes de sustentação como hastes de 

quadril e raízes de dentes artificiais, tais como os substratos metálicos. Cerâmicas 

porosas de fosfato de cálcio estão também desempenhando um importante papel no 

tratamento de problemas ósseos com o desenvolvimento da engenharia de tecidos 

(SOARES, 2005).  

A Hidroxiapatita (HA) e o fosfato tricálcico (TCP) são as fases mais 

comumente utilizadas em aplicações biomédicas, por apresentar razões 

cálcio/fósforo (Ca/P) semelhantes as do osso natural e também pela sua 

estabilidade quando em contato com o ambiente fisiológico. Além desses materiais, 

o fosfato de cálcio bifásico HA/TCP e cimentos de fosfato de cálcio têm sido 

bastante empregados em sistemas de liberação controlada de fármacos ou como 

arcabouço para tecidos celularizados (SOARES, 2005; RESWAN et al., 2006). Sabe-

se que cerca de 60% em peso do osso é composto de HA -Ca10(PO4)6(OH)2 e 

portanto é evidente o porque da HA e dos fosfatos de cálcio relacionados (α-TCP e 

ȕ-TCP) estarem em intensa investigação como os maiores componentes dos 

arcabouços para a engenharia de tecido ósseo (BERTAZZO, 2004). 

De forma geral, as biocerâmicas de fosfato de cálcio têm sido estudadas 

segundo os seguintes aspectos: comportamento em estudos in vivo e 

comportamento da interface fosfato de cálcio/soluções iônicas. Estes estudos têm 

por objetivo investigar o comportamento destes materiais quando em contato com os 
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fluidos presentes no organismo humano e, finalmente aspectos relacionados às 

variações da estrutura cristalina e da composição destes materiais, representados 

principalmente pela razão Ca/P, cristalinidade e presença de outros íons além dos 

íons cálcio e fosfato (KAWACHI et al., 2000). 

Os fosfatos de cálcio para aplicação biológica podem ser definidos a partir da 

relação atômica entre os átomos de cálcio e fósforo - Ca/P. Esta relação varia de 0,5 

a 2,0 e formam diferentes fases conforme Tabela 3.1.  

 

Tabela 3.1 - Fórmula e razão Ca/P das fases de apatita. 

 

       Ca/ P            Nome                                                               Fórmula 
 

 2,0                            Fosfato Tetracálcico (TeCP)                        Ca4O(PO4)2 
      1,67                                  Hidroxiapatita (HA)                             Ca10(PO4)6(OH)2 

1,5                          Fosfato de Cálcio Amorfo (ACP)                           Ca3(PO4)2 . nH2O 
Fosfato Tricálcico (, ´, , ) (TCP)                           1,5                       Ca3(PO4)2 

      1,33                             Fosfato Octacálcico (OCP)                              Ca8H2(PO4)6.5H2O 
1,0                       Fosfato Dicálcico Dihidratado (DCPD)                 CaHPO4.2H2O 
1,0                                        Fosfato Dicálcico (DCP)                                   CaHPO4 
1,0                                Pirofosfato de Cálcio (CPP)                             Ca2P2O7 
1,0         Pirofosfato de Cálcio Dihidratado (CPPD)            Ca2P2O7.2H2O 
0,7         Fosfato Heptacálcico (HCP)                                              Ca7(P5O16)2 

      0,67        Dihidrogênio Fosfato Tetracálcico (TDHP)                       Ca4H2P6O20 
0,5         Fosfato Monocálcico Monohidratado (MCPM)                  Ca(H2PO4)2.H2O 

Metafosfato de Cálcio (, , ) (CMP)                               0,5         Ca(PO3)2 

 

 

De forma genérica, as biocerâmicas de fosfato de cálcio degradam, com uma 

velocidade dada pela seguinte ordem: CaHPO4.2H2O > CaHPO4 > 

Ca8H2(PO4)6.5H2O > Ca3(PO4)2 > Ca10(PO4)6(OH)2. A reabsorção do material que 

representa esta degradação é causada pela dissolução, que depende do produto de 

solubilidade do material e do pH local no meio fisiológico, pela desintegração física 

em partículas menores e, ainda, por fatores biológicos, como a fagocitose, a 

presença de leucócitos e de mediadores químicos que causam a redução do pH 

local. Para Ca/P <1, a acidez e a solubilidade são extremamente altas, e ambos os 

parâmetros decrescem substancialmente para relações Ca/P próximas de 1,67, que 

é o valor da hidroxiapatita estequiométrica, Ca10(PO4)6(OH)2 (VALLET-RÉGI; 

Fonte: AOKI, 1991. 
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GONZALEZ CALBET, 2004). A velocidade de reabsorção pode aumentar com o 

aumento da área superficial (Apó > Asólido poroso > Asólido denso), com o decréscimo da 

cristalinidade e no caso da hidroxiapatita, pela substituição de CO3
2- nos sítios de 

fosfato e hidroxila e por Mg2+, Sr2+ nos sítios de cálcio (AOKI, 1991). 

Estas cerâmicas podem ser produzidas por uma série complexa e demorada 

de reações de síntese utilizando, principalmente, hidróxido ou carbonato de cálcio e 

ácido fosfórico. Ao final dessas reações de síntese, obtêm-se as cerâmicas na forma 

de um pó, isto é, constituídas por um aglomerado de partículas em simples 

justaposição, mantidas juntas por ligações muito fracas, resultando em baixas 

propriedades mecânicas (ROSA et al., 2000). A síntese dos fosfatos de cálcio tem 

sido realizada por diferentes métodos, tais como, neutralização, reações no estado 

sólido, método hidrotermal, processo sol-gel, micro-emulsão, microondas (FINISIE, 

2001; HAN et al., 2006). Especificamente, a síntese dos pós de fosfato de cálcio 

pelo método de neutralização é considerada uma técnica versátil, pela possibilidade 

de obtenção de pós com diferentes morfologias através de variações nos parâmetros 

de processo, tais como atmosfera, tipo de agitação e velocidade, taxa de 

precipitação, tempo de envelhecimento, processo de secagem, etc. Portanto, o pó 

pode ser utilizado em diferentes aplicações de acordo com os aspectos morfológicos 

(MARCHI et al., 2009).  

Dentre as cerâmicas de fosfato de cálcio, a hidroxiapatita (HA), com razão 

Ca/P igual a 1,67, por ser o principal componente presente na fase mineral dos 

ossos e dentes é, sem dúvida, a mais estudada e a mais utilizada para as finalidades 

clínicas. Essa cerâmica é termodinamicamente estável em pH fisiológico e participa 

ativamente das ligações ósseas, formando forte ligação química com o tecido ósseo 

(VAZ et al., 2006; ROSSI et al.,2006). A HA cuja estrutura química é representada 

pela fórmula [Ca10(PO4)6(OH)2] (VITAL et al., 2006; BILLOTTE, 2006) apresenta alta 

cristalinidade e ausência de carbonato, resultando em uma lenta taxa de 

biodegradação em comparação com o mineral ósseo nanocristalino (TADIC et al., 

2004). A Figura 3.8 apresenta a estrutura cristalina da hidroxiapatita. 
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Figura 3.8 – Projeção no plano (001) da estrutura da hidroxiapatita. 

         
Fonte: EICHERT et al., 2009. 

 

A família apatita desse mineral, cuja fórmula geral é [A10(BO4)6X2], cristaliza 

dentro de prismas hexagonais rômbicos com dimensões da célula unitária a = 9.432 

Å e c = 6.881 Å. Diversos elementos podem ocupar os sítios A, B e X como mostra a 

Tabela 3.2 (AOKI, 1991).  

 

Tabela 3.2 - Grupos substituintes dos sítios da apatita. 

 

 

 

 

 

 
Fonte: VALLET-REGÍ e GONZÁLEZ-CALBET, 2004. 

 
 

Essa similaridade química com a fase mineral dos tecidos ósseos tornou a 

hidroxiapatita um dos materiais mais biocompatíveis conhecidos, favorecendo o 

crescimento ósseo para os locais em que ela se encontra (osteocondutor), 

estabelecendo ligações entre a hidroxiapatita e o tecido ósseo (bioativo), permitindo 

a proliferação de fibroblastos, osteoblastos e outras células ósseas, sendo que as 

células não distinguem entre a hidroxiapatita e a superfície óssea, o que indica a 

Elementos substituintes Sítios 

A                        Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, etc 

B   P, V, As, S, Si, Ge, CO3
2-, etc 

X                      F, Cl, OH, O, Br, CO3
2-, etc 
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grande similaridade química superficial (VOLKMER et al., 2006). A superfície da 

hidroxiapatita permite a interação de ligações do tipo dipolo, fazendo com que 

moléculas de água e também proteínas e colágeno sejam adsorvidos na superfície 

induzindo assim, a regeneração tecidual (SALEH et al., 2004). 

 

3.4 Processamento de arcabouços para engenharia de tecidos  

 

Na confecção de arcabouços tridimensionais porosos biodegradáveis muitos 

métodos foram desenvolvidos para aplicação na engenharia de tecidos, incluindo a 

injeção de gás (gas-foaming), a impressão tridimensional, separação de fases por 

indução térmica, eletrofiação (eletrospinning) e freeze-drying. Arcabouços de 

biomateriais naturais são geralmente preparados por freeze-drying, processo que se 

mostra eficaz para materiais termo-sensíveis e que se dissolvem em meio aquoso 

(MOONEY et al. 1996; SHERWOOD et al., 2002; LEE et al., 2005; MA; ZHANG, 

2001; PATIST et al., 2004; MCCAM  et al., 2006). 

 

3.4.1 Freeze- Drying  

 

  O processo freeze-drying, também conhecido como liofilização, é um 

processo industrial que consiste na remoção de água de amostras congeladas 

através de sublimação e dessorção utilizando-se baixas temperaturas de secagem 

sob vácuo. É uma técnica comumente utilizada por muitos autores para confecção 

de arcabouços porosos, com porosidade acima de 90%, e tem a vantagem de 

estabilizar e preservar bioprodutos termo-sensíveis. Além destas vantagens, a 

liofilização permite a utilização de soluções aquosas, e a utilização de cristais de 

gelo como modelo porogênico, sendo considerado verde e sustentável, 

particularmente benéfico para aplicações biológicas. O processo de remoção do 

solvente não traz impurezas para as amostras e um processo de purificação 

adicional não se faz necessário (LIAPIS et al., 1996; QIAN; ZHANG, 2010).  

Durante a etapa de congelamento, os cristais do solvente crescem e as 

moléculas do soluto são excluídas até a amostra congelar completamente. Alterando 

variáveis de congelamento, tais como, a temperatura de congelamento, 

concentração da solução, tipo de solvente, e a direção do congelamento é possível 
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produzir materiais com uma riqueza de morfologias dos poros e nanoestruturas 

(QIAN eo ZHANG, 2010). A estrutura dos poros obtida é uma réplica de dendritos de 

cristais de gelo emaranhados no final da solidificação; o diâmetro, forma e 

interconectividade dos poros são regulados pelo tamanho e morfologia de cristais de 

gelo (YUNOKI et al., 2006; O'BRIEN et al., 2004). A representação do processo de 

liofilização está demonstrada na Figura 3.9. 

 

Figura 3.9- Representação esquemática do processo de congelamento direcional. 
Cristais de gelo crescem em uma direção e os solutos (tais como partículas, 
moléculas poliméricas ou misturas destas) são excluídas e solidificadas entre os 
cristais. 
 

 
Fonte: Adaptado de ZHANG e COOPER, 2007. 

 

Malafaya e Reis (2003) desenvolveram arcabouços bioativos quitosana/HA 

utilizando o método freeze-driying. Em outro estudo, (OLIVEIRA et al., 2006) foram 

desenvolvidos arcabouços bicamadas quitosana e HA para aplicação osteocondral, 

onde a morfologia dos poros da camada de quitosana foi induzida por freeze-drying. 

Deville e colaboradores (2008) produziram arcabouços porosos de HA para 

regeneração óssea com elevada resistência mecânica utilizando o processo de 

freeze-drying. Os materiais apresentaram conectividade bem definida entre os poros 

e uma porosidade completamente aberta e vários parâmetros que afetam a 

porosidade e resistência à compressão foram investigados, incluindo concentração 

da pasta cerâmica inicial, taxa de congelamento e condições de sinterização.  
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No estudo de Wu e colaboradores (2009) a gelatina foi escolhida como 

material de partida para preparação de arcabouços com estrutura orientada 

microtubular, para aplicação na engenharia de tecidos, utilizando o método freeze-

drying unidirecional. Os resultados exibiram arcabouços com porosidade acima de 

98% e poros com largura e comprimento de 50-100 µm e 100-500 µm, 

respectivamente.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

4.1 Materiais  
 

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analítico (P.A.) e água 

destilada foi utilizada em todas as soluções. 

Para preparação dos arcabouços foram empregados: Quitosana em pó 

(massa molar (MW) = 190.000-310.000 g/mol, GD=75-85%, viscosidade = 200-

800 cP, Sigma Aldrich); Gelatina de pele suína (G2500 – Tipo A, ~ 300g bloom) foi 

adquirida da Sigma Aldrich; Ácido acético glacial (VETEC); O ácido fosfórico e 

hidróxido de cálcio (VETEC). 

Para ajuste de pH e reticulação dos arcabouços foram utilizados: Álcool Etílico 

Absoluto (VETEC); Extrato de semente de uva (vitis vinífera) (União Vegetal); 

Glutaraldeído a 25% (Sigma Aldrich). 

Para caracterização da degradação in vitro dos arcabouços foram utilizados: 

Lisozima de ovo de galinha (~70000 Units/mg) e Tampão fosfato salino (PBS) pH 

7,4. 

Para caracterização biológica in vitro dos arcabouços foram utilizados: 

Tioglicolato de sódio (Difco Lab. LTDA), MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil-tetrazólio, Across Organics), LPS (Lipopolissacarídeo bacteriano derivado 

de E. coli, Sigma Aldrich), Isopropanol (Mallinckrodt); Camundongos machos Swiss, 

procedentes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica), 

UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) São Paulo. 

  

 

4.2 Local da Pesquisa 
 

- Obtenção e caracterização físico-química e microestrutural 

Realizadas no Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais – 

CERTBIO, localizado no Bloco CJ3, na Universidade Federal de Campina Grande – 

UFCG.  
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- Caracterização Mecânica 

 Realizada no Laboratório Multidisciplinar de Materiais e Estruturas Ativas – 

LAMMEA da Unidade Acadêmica de Engenharia Mecânica (UAEM) da UFCG. 

 

- Caracterização biológica 

Realizada no Laboratório de Imunologia Clínica, localizado na Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Araraquara, na Universidade Estadual Paulista ―Júlio 

εesquita Filho‖. 

 

 

4.3 Metodologia experimental 

 
 

4.3.1 Etapas de desenvolvimento da pesquisa 
 

Inicialmente foi realizada a caracterização das matérias primas, quitosana, 

gelatina e hidroxiapatita, formadores dos arcabouços. Em seguida, os arcabouços 

compósitos Quitosana (Q)/Gelatina (G) e QG/Hidroxiapatita (HA) foram produzidos 

com e sem reticulação por procianidina (PA) para aplicação potencial na engenharia 

de tecidos e foram caracterizados por análises físico-químicas, mecânicas e 

biológicas. Procurou-se com estes testes o conhecimento das propriedades dos 

materiais sintetizados e a verificação da similaridade com as propriedades do tecido 

ósseo. Na Figura 4.1 estão relacionadas as etapas desenvolvidas neste trabalho. 
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Caracterização da matéria-prima 

Quitosana 

Gelatina 

Obtenção dos 
arcabouços Q/G com e 

sem reticulação 

Obtenção dos 
arcabouços Q/G/HA 

com e sem reticulação 

Congelamento das soluções  

Freezer a  -18°C 

 

Liofilização das soluções  
congeladas 

 
Seleção das amostras 

Caracterização dos 
arcabouços Q/G  

Caracterização dos 
arcabouços 

Q/G/HA  

Difração de raios X - DRX 

Espectroscopia na região do 
infravermelho com transformada de 

Fourier - FTIR 

Microscopia eletrônica de varredura - 
MEV 

Grau de intumescimento 

Ensaio de compressão 

Biodegradação in vitro 

Viabilidade Celular 

Figura 4.1 – Fluxograma das etapas de desenvolvimento da pesquisa 
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4.3.2 Preparação dos arcabouços Quitosana (Q)/Gelatina (G)  
 

Os arcabouços Q/G foram preparados utilizando o processo de separação de 

fase sólido-líquido e subsequente sublimação do solvente, conhecido como freeze 

drying ou pré-congelamento e liofilização. Recentemente, esse processo tem atraído 

grande atenção como uma das alternativas para fabricação de arcabouços, por 

possibilitar a obtenção de estruturas tridimensionais porosas com canais porosos 

interconectados. Essa arquitetura é produzida através da remoção do solvente ou 

veículo congelado da estrutura via sublimação (LEE et al., 2007).    

Inicialmente, foram preparadas as soluções de quitosana e gelatina. A 

solução de quitosana foi preparada a partir da dissolução do pó de quitosana em 

uma solução de ácido acético (1% v/v), para uma concentração final da solução 

polimérica 2% (m/v) em ácido acético, sob agitação magnética em temperatura 

ambiente por 24 horas. Em seguida, o material insolúvel foi removido por filtração a 

vácuo. 

A solução de gelatina foi preparada através da sua dissolução em água 

destilada para obtenção de concentrações finais de 2, 5 e 10% (m/v), sob agitação 

magnética e aquecimento em temperatura de 40°C até dissolução. 

As soluções foram misturadas em agitador magnético por 2 horas na 

proporção Q/G (1:1), vertidas em placas de petri de poliestireno (Ø = 60 mm, altura = 

15 mm) e rapidamente transferidas para um freezer a -18°C para solidificar o 

solvente e induzir a separação das fases sólido-líquido. As misturas solidificadas 

foram mantidas nessa temperatura por 48 horas, e em seguida transferidas para o 

recipiente do liofilizador (Modelo Bandeja - USV-01/UFCG). As amostras foram 

finalmente liofilizadas durante 48 horas, resultando em materiais esponjosos que 

foram armazenados em um dessecador até a etapa de caracterização. As amostras 

dos arcabouços Q/G foram identificadas conforme indicado na Tabela 4.1. A Figura 

4.2 exibe as soluções poliméricas utilizadas neste estudo para preparação dos 

arcabouços. 
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Tabela 4.1 – Identificação dos arcabouços Q/G 

  Quitosana (m/v)     Gelatina (m/v)     ARCABOUÇOS 

2% 

2% 

- 

2% 

Q 

QG2 

2% 5% QG5 

2% 10% QG10 

 

 

 

Figura 4.2 – (a) solução de quitosana, (b) solução gelatina, (c) mistura das soluções 

Q/G (1:1) e (d) solução vertida em placa de petri. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3. Preparação de arcabouços Quitosana (Q)/ Gelatina (G) reticulados  
 

A procianidina (PA) foi utilizada para reticular os arcabouços Q/G com o 

objetivo de diminuir a solubilidade da gelatina e consequentemente aumentar a 

estabilidade do arcabouço em meio aquoso na temperatura corpórea humana de 

37°C. A solução de procianidina foi preparada a partir da dissolução do pó de extrato 

de semente de uva em água destilada, para uma concentração final da solução de 

0,5, 1 e 5%, sob agitação magnética em temperatura ambiente por 2 horas. Em 

seguida o material insolúvel foi removido por filtração à vácuo. As soluções de PA 

foram adicionadas à solução QG e misturadas em agitador magnético à temperatura 

(a) 

(b) 

(c) (d) 
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de 40°C por 30 minutos. A solução de PA foi adicionada na proporção de 1 mL por 

grama de polímero contido na solução. 

 Com o intuito de comparação, o glutaraldeído (GA), agente de reticulação 

intensamente aplicado na estabilização de biomateriais poliméricos a base de 

colágeno, também foi utilizado como agente reticulante dos arcabouços QG. Uma 

solução de GTA com concentração de 0,5% em água destilada foi adicionada à 

solução QG e misturada rapidamente para evitar a gelatinização ainda no recipiente 

de mistura. Por fim, as soluções finais foram vertidas em placas de petri e seguiram 

o mesmo procedimento de congelamento e liofilização. 

Neste estudo as composições selecionadas para confecção dos arcabouços 

foram QG5 e QG10. A Tabela 4.2 apresenta a identificação dos arcabouços 

reticulados. 

 

Tabela 4.2 – Identificação dos arcabouços QG reticulados. 

ARCABOUÇOS QG RETICULADOS 

QG5/PA0,5 QG10/PA0,5 

QG5/PA1 QG10/PA1 

QG5/PA5 QG10/PA5 

QG5/GA0,5 QG10/GA0,5 

 

 

Figura 4.3 - (a) Extrato de semente de uva, (b) Solução do extrato em meio aquoso e 

(c) arcabouço reticulado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 
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4.3.4 Preparação de Arcabouços Quitosana (Q)/Gelatina (G)/ Hidroxiapatita 
(HA) 
 

4.3.4.1 Co-precipitação da HA na solução polimérica 

 

A HA foi precipitada in situ na presença da solução quitosana/gelatina (QG). A 

referida solução foi dividida em duas partes iguais para adição dos precursores 

utilizados para a síntese da HA, o hidróxido de cálcio e o ácido fosfórico, formando 

dois tipos de solução: Quitosana/Gelatina/H3PO4 e Quitosana/Gelatina/Ca(OH)2, 

como ilustrado na Figura 4.4. Em ambas as soluções, os precursores foram 

adicionados sob agitação constante e temperatura de 40°C durante 2 horas, para 

interação entre as fases. Em seguida, a solução Quitosana/Gelatina/H3PO4 foi 

adicionada lentamente (gotejamento) à solução Quitosana/Gelatina/Ca(OH)2. A 

razão de QG, Ca(OH)2 e H3PO4 foi calculada estequiometricamente para obter 

arcabouços com composições finais QG:HA variadas, 30:70, 50:50 e 70:30, como 

apresentado na Tabela 4.3.  

 

Tabela 4.3- Identificação dos arcabouços compósitos QG/HA 

ARCABOUÇOS 

QG2/30HA QG5/30HA QG10/30HA 

QG2/50HA QG5/50HA QG10/50HA 

QG2/70HA QG5/70HA QG10/70HA 

 

 

Figura 4.4 – Esquema ilustrando o processo de obtenção dos arcabouços 

compósitos QG/HA. 
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4.3.4.2 Preparação de arcabouços compósitos Quitosana (Q)/Gelatina 

(G)/Hidroxiapatitta (HA) reticulados  

 

O processo de reticulação dos arcabouços compósitos QG/HA seguiu os 

mesmos procedimentos descritos no item 4.4.3.1, com adição dos agentes 

reticulantes após o processo de co-precipitação da HA. Neste estudo as 

composições selecionadas para confecção dos arcabouços foram QG5/30HA e 

QG10/30HA. A Tabela 4.4 apresenta a identificação dos arcabouços reticulados. 

 

Tabela 4.4- Identificação dos arcabouços compósitos QG/HA reticulados. 

ARCABOUÇOS QG/HA RETICULADOS 

QG5/30HA/PA0,5 QG10/30HA/PA0,5 

QG5/30HA/PA1 QG10/30HA/PA1 

QG5/30HA/PA5 QG10/30HA/PA5 

QG5/30HA/GA0,5 QG10/30HA/GA0,5 

 

4.3.5 Neutralização dos arcabouços compósitos 
  

 Com o objetivo de adequar o valor do pH dos arcabouços obtidos àqueles 

recomendados para avaliação do comportamento do material in vitro, as amostras 

foram neutralizadas. Para isso, os arcabouços foram imersos em Álcool etílico 

absoluto pelo período de 1 hora, congelados novamente e liofilizados durante 48 

horas. Os procedimentos realizados nessa etapa seguiram estudo previamente 

reportado pelo grupo de Biomateriais – CERTBIO (SAMPAIO, 2012). 

 

4.4 Técnicas de caracterização 
 
 

4.4.1 Difração de raios-X (DRX) 
 

As matérias primas na forma de pó, quitosana e gelatina, e as amostras dos 

arcabouços foram submetidas à análise por difração de raios X (DRX) em um 

difratômetro SHIMADZU (modelo XRD 6000) com varredura angular variando de 10º 
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a 70º com passo de 0,06°/min, na montagem de Bragg-Brentano, sistema -2, 

utilizando radiação de Cuk na tensão de 40kV e corrente 30mA.  

 

4.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
 

A técnica de FTIR em modo de absorbância foi utilizada para caracterizar os 

materiais de partida, quitosana, gelatina, o agente reticulante (PA) e a interação 

entre a fase inorgânica (HA) e os biopolímeros. As amostras foram obtidas a partir 

das matérias-primas em pó, e de secções dos arcabouços produzidos. A análise foi 

realizada em um espectrômetro AVATAR TM 360 ESP Nicolet (UAEMa/CCT/UFCG), 

com varredura de 4000 a 650 cm
-1

.  

 

4.4.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 

As microestruturas dos arcabouços compósitos foram observadas 

utilizando um microscópio eletrônico de varredura (MEV, TM-1000, HITACHI), a 

partir da análise de secções longitudinais e transversais obtidas.  

Além disso, o diâmetro médio de poro foi determinado seguindo o método 

descrito por Yin et al. (2003): foram medidos a largura e o comprimento dos poros a 

partir das micrografias de MEV dos arcabouços, sendo o diâmetro médio de poro 

determinado através da expressão d =√   , onde l e h são o comprimento e a 

largura média dos poros, respectivamente. Imagens representativas de cada 

amostra foram usadas, e as medições foram realizadas em pelo menos 12 poros por 

amostra. 

 

4.4.4 Resistência à compressão 
 

 Os testes de compressão foram realizados em uma máquina universal de 

ensaios eletromecânicos (Instron, modelo 5582, capacidade de 100 kN) em 

amostras com formato cilíndrico com razão diâmetro/espessura de 

aproximadamente 2 com taxa de deformação constante de 5mm/min. A resistência à 

compressão foi calculada a partir da divisão entre a tensão máxima e a área original. 
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Cinco amostras foram testadas e o valor médio da resistência com o seu respectivo 

desvio foi calculado para 10% de deformação.  

 

Figura 4.5 – Ensaio de compressão dos arcabouços. 

 

 

 

 

 

 

4.4.5 Grau de Intumescimento 
 

O ensaio de avaliação do Grau de Intumescimento é aplicado no intuito de 

investigar o comportamento do material durante a imersão e permanência em 

soluções aquosas de concentração iônica similar à do plasma sanguíneo. 

Para realização deste ensaio os arcabouços foram imersos em PBS (pH 7.4). 

As amostras foram cortadas, pesadas e inseridas na referida solução, utilizadas em 

triplicata. Após o período pré-determinado (24h), os arcabouços foram retirados, a 

água adsorvida na superfície foi removida através de papel de filtro e o peso úmido 

foi registrado. O grau de intumescimento foi determinado pela equação 2.  

                                                                                                   (2) 

sendo Mo a massa da amostra seca e Mf a massa intumescida. 

 

4.4.6 Ensaio de biodegradação in vitro enzimática 
 

 Empregou-se como base neste ensaio as normas ASTM F1635-04 Standard 

Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer 

Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-01 

Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting 

Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products 

Applications (2007). Para realização desse estudo, as amostras foram divididas em 
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dois grupos: no primeiro grupo os arcabouços foram imersos em solução de 

lisozima/Phosphate Buffered Saline – PBS com concentração de 1,5 mg/mL, e no 

segundo grupo foi utilizada apenas a solução de PBS, para controle. A concentração 

enzimática utilizada foi 10 vezes maior que a encontrada no corpo humano (FREIER 

et al., 2005). 

Foram utilizadas amostras em triplicata tanto para a solução de lisozima/PBS 

como para a solução PBS, em dois lotes. Os arcabouços neutralizados e secos 

foram cortados na dimensão de 0,5 cm2, pesados em balança analítica e incubados 

em estufa microbiológica, à temperatura de 37ºC. As amostras foram retiradas nos 

períodos de 02, 07 e 14 dias, seguidas por um procedimento de congelamento e 

liofilização por 48 horas, e posterior pesagem em balança analítica. O peso 

remanescente das amostras foi avaliado utilizando a equação (3) e forneceram os 

resultados referentes à degradação dos arcabouços. 

                               

sendo Mo a massa da amostra seca e Mf a massa após incubação. 

 

4.4.7 Avaliação da viabilidade celular dos macrófagos 
 

 Com o objetivo de avaliar a viabilidade de aplicação dos arcabouços 

compósitos para produção de dispositivos médicos, foram realizados testes de 

citotoxicidade, seguindo a norma ISO 10993-5: ―Biological evaluation of medical 

devices – Part 5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods‖. Dentre os métodos 

descritos, o teste de avaliação da Viabilidade Celular dos Macrófagos por MTT 

[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio] foi escolhido.  

Esse procedimento foi introduzido por Mosmann (1983) como uma alternativa 

aos métodos radioativos utilizados, e proporciona a medição quantitativa da 

sobrevivência/proliferação de células. Consiste, de uma maneira geral, em um 

ensaio colorimétrico que permite avaliar a capacidade das enzimas mitocondriais de 

células viáveis de metabolizar o tetrazólio de metiltiazol (MTT), havendo um acúmulo 

de cristais de tetrazólio ou formazana, que pode ser detectado pela leitura da 

absorbância em 540 nm, com filtro de referência em 620 nm (MOSMANN, 1983; 

GERLIER; THOMASSET, 1986; FERRARI; FORNASIERO; ISETTA, 1990).  

(3) 
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Para realização deste teste foram executadas as seguintes etapas: 

 

 Preparação dos arcabouços: 

Todas as amostras foram neutralizadas, cortadas e adaptadas ao tamanho do poço 

da placa de cultura (≈ Ø 6,5mm).  Devido à alta capacidade de absorção do material, 

as amostras foram cortadas em secções medindo 1 mm3. As secções foram 

esterilizadas por Método de exposição aos raios ultravioleta por 40 minutos. 

 

 Obtenção de células macrofágicas: 

Os macrófagos peritoneais foram obtidos de 08 camundongos Swiss machos, 

após injeção intraperitoneal de solução aquosa de Tioglicolato de Sódio a 3,0 % nos 

animais, três dias antecedentes ao experimento. Após este período, os animais 

foram sacrificados em câmara de CO2 e, para a remoção dos macrófagos, foi 

realizada a exposição da cavidade peritoneal, injeção intraperitoneal de 5 mL de 

PBS (pH 7,4) gelado e estéril, massagem vigorosa da cavidade e a re-suspensão 

das células abdominais.   

 

 Padronização do número de células: 

Para padronização do número de células a serem utilizadas em cada 

experimento, foi realizada a contagem dos macrófagos com o auxílio de uma câmara 

hemocitométrica de Neubauer em uma diluição 1:100 do Líquido de Lázarus. A 

contagem do número de células foi realizada em microscópio óptico (Diastar, 

Reichert, Buffalo, NY), utilizando-se o aumento de 200x. As células foram ajustadas 

à concentração de 5.106 células em meio RPMI-1640-C (Mistura de sais 

enriquecidos com aminoácidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o 

crescimento celular). 

 

 Obtenção do tapete de células macrofágicas: 

Em uma placa estéril de 96 poços de fundo plano foram adicionados 100 µL de 

células diluídas em RPMI 1640-C nos poços determinados previamente de acordo 

com os tipos de amostras e quantidade de animais.  A placa permaneceu em estufa 

com atmosfera de CO2 (Forma Scientific) por 1 hora, a 37 °C.  
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 Incubação das amostras: 

Após a formação do tapete de células foram adicionados 200 µL de RPMI 

1640-C e as amostras a serem testadas, em triplicata. Em poços pré-determinados 

da placa, com as mesmas condições anteriores, foram adicionados 100 µL de LPS 

(Controle positivo - lipopolissacarídeo bacteriano derivado de E. coli) a uma 

concentração de 10 µL, ou apenas meio de cultura (controle negativo). A placa foi 

incubada em estufa com atmosfera de CO2 (Forma Scientific) por 24 horas, a 37 °C. 

Após esse período, sobre a cultura celular foram adicionados 100 µL de uma 

solução de MTT a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. As placas foram incubadas novamente 

a 37° C com 5% de CO2 por 3 horas. Após essa incubação, foram descartados o 

sobrenadante e as amostras utilizadas, e adicionado 100 µL de álcool isopropílico. 

A leitura da densidade ótica foi determinada em espectrofotômetro (Multiskan 

Ascent, Labsystems Research Tech.) a 540 nm com filtro de referência de 620 nm. A 

viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle 

negativo como 100 % de viabilidade. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Caracterização dos arcabouços quitosana (Q)/ gelatina (G) 

 

5.1.1 Matérias primas: Quitosana e Gelatina 
 

5.1.1.1 Difração de Raios X 

 

A Figura 5.1 apresenta o difratograma de raios X do pó de quitosana. O 

parâmetro principal que determina as propriedades da quitosana, além da massa 

molecular e grau de desacetilação, é a cristalinidade do polímero 

(MODRZEJEWSKA et al., 2006). Pode-se observar no difratograma um 

comportamento típico de polímeros semicristalinos, com um pico menos intenso que 

é encontrado em βθ    º e um mais intenso em βθ   22º, indicando pequena 

quantidade de cristais hidratados e presença da fase amorfa do material. Este 

resultado corrobora com o estudo de Ogawa e colaboradores (1992) realizado em 

três formas de quitosana (cristalina hidratada, cristalina anidra e amorfa). A forma 

hidratada da quitosana revela um pico agudo em βθ = 10,4º e um pico fraco em βθ = 

20-22º. A forma anidra da quitosana é caracterizada por um pico principal intenso 

em βθ = 15º e  um pico adicional em βθ = 20º. A forma amorfa apresenta apenas um 

pico em βθ= 20º. 

 

Figura 5.1- Difratograma de raios X da Quitosana em pó. 
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A Figura 5.2 apresenta o difratograma de raios-X da amostra de gelatina. O 

difratograma apresentou um ombro largo entre 10 e 30º, sugerindo um caráter 

amorfo. Este resultado é compatível com Thein-Han et al. (2009).   

 

Figura 5.2- Difratograma de raios-X da Gelatina em pó. 
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5.1.1.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

O espectro de infravermelho obtido da amostra de quitosana está 

apresentado na Figura 5.3. Pode-se observar a presença das bandas características 

de absorção em 3353, 2933, 2873 cm-1 atribuído a vibrações de estiramentos dos 

grupos funcionais -OH, -CH2 e -CH3 (FIDÉLES, 2010; MARTINÉZ-CAMACHO et al., 

2010). O grupo amino tem uma banda de absorção característica na região de 3400-

3500 cm-1, a qual deve ter sido mascarada pela banda de absorção devido ao grupo 

–OH. Além disso, uma banda característica da deformação angular do CH2 (tesoura) 

aparece na região de 1421 cm-1. As bandas características a 1650 cm-1 e 1575 cm-1 

correspondem ao modo de vibração por estiramento da ligação -C=O da amida I e à 

deformação da ligação N-H conjuntamente com o estiramento da ligação C-N da 

amida II, respectivamente. A banda na região de 1375 cm-1 é característica da 

vibração de deformação angular simétrica dos grupos metil (CH3) do grupo 

acetamido (KOLHE; KANNAN, 2003; AMARAL et al., 2005; WANG; WANG, 2007, 
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TORRES et al., 2005). As bandas de absorção na região de 1151 e 896 cm-1 

(estiramento de ligações C-O-C), 1060 e 1025 cm-1 (vibrações de estiramento do 

grupo C-O) são características da estrutura sacarídea da quitosana. A presença do 

pico em 1650 cm-1 (devido ao grupo CH3-C=O denotando a presença do grupo 

acetil) e em 3353 cm-1 (representando a presença do grupo –OH), confirma que a 

quitosana é um produto parcialmente desacetilado (SHANMUGASUNDARAM et 

al., 2005; SIONKOWSKA et al., 2004). A razão entre essas bandas de absorção é 

usada por muitos autores para indicar o grau de desacetilação do biopolímero 

quitosana (BRUGNEROTTO et al., 2001). O grau de desacetilação (GD), que indica 

os grupos amina livres ao longo da cadeia de quitosana, é um parâmetro chave que 

muda a suas propriedades físico-químicas, tais como solubilidade, conformação de 

cadeia e propriedades eletrostáticas (JAYAKUMAR et al., 2010; ARCA et al., 2009).  

Autores também relatam que um alto grau de desacetilação da quitosana, isto 

é, maior número de grupos amina catiônicos, proporciona um ambiente adequado 

para a adesão celular. Investigou-se a viabilidade de fibroblastos nos scaffolds de 

quitosana com diferentes graus de desacetilação. Um aumento significativo no 

número de células foi observado em scaffolds de quitosana com GD acima de 85% 

(ZHANG et al., 2010; CHATELET et al., 2001; AMARAL et al.,  2005). 

O espectro de IV da gelatina (Fig. 5.4) apresenta as bandas de absorção 

típicas da vibração de estiramento da ligação -NH e -OH (H2O) em 3294 cm-1. A 

banda em 3060 cm-1 é característica da ligação -CH. As bandas em 2929 cm-1 

(menor intensidade) e 2873 cm-1 (maior intensidade) são atribuídas às vibrações de 

estiramento do grupo –CH2 (assimétrico) e –CH3 (simétrico), respectivamente. As 

bandas em 1630, 1532 e 1233 cm-1 são características da amida I (-C=O), amida II (-

NH) e amida III (-CN e -NH) similares ao espectro do colágeno (FICAI et al., 2010). A 

região em 1334 cm-1 apresenta uma banda característica ao grupo COO- de 

aminoácidos da estrutura da gelatina. A banda em 1447 cm-1 é atribuída às ligações 

C-N e C-C decorrente do empacotamento do anel pirrolidínico, sugerindo que a 

gelatina tipo A utilizada nesse estudo é caracterizada pela presença da estrutura de 

tripla hélice do tropocolágeno, indicando que processo do tratamento ácido para a 

hidrólise seletiva dos grupos carboxiamidas não a desnaturou totalmente, uma vez 

que apresentaram uma relação de absorbâncias 1233/1447 cm-1 próxima da unidade 

(CHAUDRY et al., 1997). A banda de absorção na região de 1080 cm-1 corresponde 
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a vibrações de estiramento de das ligações glicosídicas (C-O-C). Baseado nessa 

observação estrutural confirma-se que a gelatina, mesmo desnaturada do colágeno, 

manteve considerável número de grupos orgânicos característicos, especialmente 

aminoácidos. 

 

Figura 5.3- Espectros de FTIR e fórmula estrutural da quitosana (GD= 75-85%) 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4- Espectros de FTIR e fórmula estrutural da gelatina 
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Tabela 5.1 – Atribuições das freqüências vibracionais observadas nos espectros de 
FTIR da quitosana e gelatina. 

                              QUITOSANA                                                              GELATINA 

Atribuições                                Frequências 
vibracionais (cm-1) 

 

 

 

 

 

 

  Atribuições Frequências 
vibracionais (cm-1) 

 

OH, N-H 

CH2 

 

3361 

2920 

 
 

 
 

 

OH, N-H 

CH 

 

3294 

3075 

CH3 2872   CH2 2929 

C=O (Amida I)  1650   CH3
 2876 

įζ‐H + vC‐N Amida II) 1567   C=O (Amida I) 1630 

CH2 1418   įζ‐H+vC‐N (Amida II) 1532 

CH 1375   C-N, C-C 1447 

v(C-O-C) 1151   COO- 1335 

v(C-O) 1059   įζ‐H+vC‐N(Amida III) 1233 

v(C-O) 

v(C-O-C) 

1025 

893 

 

 

 

 
 
 

v(C-O-C)          1080 

 

 

5.1.2  Avaliação Visual dos arcabouços Q/G  
 

 

A Figura 5.5 apresenta os arcabouços após processo de liofilização. O 

arcabouço Q mostrou uma estrutura porosa na superfície e um comportamento 

esponjoso. Os arcabouços Q/G mostram uma tendência de tornarem-se incolores e 

apresentaram uma rigidez crescente de acordo com o aumento do teor de gelatina 

na composição. Macroscopicamente os arcabouços revelaram estruturas superficiais 

diferentes. A superfície do arcabouço QG2 apresentou a formação de canais 

multiorientados e distribuídos de forma irregular (Figura 5.5b). Com o aumento da 

proporção de gelatina, 5 e 10%, na composição final foi possível observar 

arcabouços mais densos, com superfícies mais lisas e  homogêneas (Figuras  

5.5c,d).  
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Figura 5.5- Arcabouços Q (a), QG2 (b) QG5 (c) e QG10 (d) dispostos em placa de 
petri após processo de liofilização. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.3 Difração de raios X  
 
 A Figura 5.6 apresenta os difratogramas de raios X dos arcabouços Q/G com 

variados teores de gelatina. Pode-se observar a ausência do pico de difração da 

quitosana (2θ = 20°) ou sua fusão com o pico largo da gelatina, entre 10 e 30º em 

todas as composições. Assim, pode-se concluir a partir das observações por DRX que 

o grau de cristalinidade diminuiu com a adição de gelatina e que os arcabouços Q/G 

tendem a tornarem-se amorfos (THEIN HAN et al., 2009). Esta diminuição na 

cristalinidade pode ser novamente relacionada com a interação existente entre 

quitosana e gelatina, de acordo com dados seguintes de FTIR. 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Figura 5.6 - Difratogramas de raios-X dos arcabouços Q/G 
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5.1.4 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
 

A Figura 5.7 apresenta os espectros de FTIR dos arcabouços QG. Os 

espectros dos polímeros Q e G foram incluídos para identificar possíveis interações 

entre eles nos arcabouços QG. 

O aumento da intensidade dos picos na região 3290 cm-1 e em 800-1200 cm-1 

foi observado em todos os arcabouços quando comparado ao espectro da gelatina 

pura, revelando a presença da quitosana no complexo. Porém, com o aumento do 

teor de gelatina no complexo, as intensidades dos picos citados sofreram uma 

redução, provavelmente devido à forte interação entre Q e G em meio aquoso e 

pontes de hidrogênio intermoleculares na formação do complexo polieletrólito 

(THEIN-HAN et al., 2009; YIN et al., 2005). Os deslocamentos dos principais picos 

observados nos espectros da Figura 5.7 estão apresentados na Tabela 5.2.  

Os grupos –OH, –NH2 e –C=O na gelatina são capazes de formar pontes de 

hidrogênio com os grupos –OH e –NH2 da quitosana (CHEN el al., 2008). 

Adicionalmente, em meio ácido (pH < 6,5), a maioria dos grupos amino da quitosana 

tornam-se protonados, permitindo a formação de interações eletrostáticas 

envolvendo os grupos -NH3
+ da quitosana e os grupos carboxílicos livres –COO- da 

gelatina (FERNANDES et al., 2011; SILVA, ANDRADE, 2009), originando uma rede 

estrutural através de ligações de hidrogênio (THEIN-HAN et al., 2009; LI et al., 

2007). A adição da gelatina a quitosana é importante para prover características 
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biologicamente ativas. A gelatina possui em sua estrutura resíduos de arginina-

glicina-ácido aspártico (Arg-Gly-Asp) ou RGD, também conhecida como "sítio 

universal de reconhecimento celular", que promove a adesão e migração celular, 

além de ser capaz de formar complexos polieletrolíticos (HUANG et al., 2005, 

XIONG et al., 2002).  

 

 

Figura 5.7- Espectros vibracionais de IV dos arcabouços QG: (a) Q, (b) QG2, (c) 

QG5, (d) QG10 e (e) G. 
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Tabela 5.2- Atribuições das frequências vibracionais observadas no espectro de 
FTIR apresentado na Figura 5.7. 

Bandas de Absorção IR (cm
-1

) Quitosana (Q) Gelatina (G) QG2 QG5 QG10 

-OH;-N-H 3361 3294 3289 3292 3292 

-CH - 3075 3081 3072 3071 

-CH2 2920 2929 2925 2926 2925 

-CH3 2872 2876 2876 2876 2876 

-C=O (Amida I) 1650 1630 1634 1633 1630 

įζ‐H + vC‐N (Amida II) 1576 1532 1539 1539 1541 

-C-N;-C-C 1418 1447 1450 1450 1450 

-COO
- 

1315 1335 1337 1337 1336 

δN‐H + vC‐N (Amida III) - 1233 1240 1237 1237 

v(C-O-C) 1151 1161 1153 1153 1155 

v(C-O) 1059 1080 1066 1070 1075 

v(C-O) 1025 1030 1027 1028 1030 

v(C-O-C) 893 876 897 897 896 
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5.1.5 Morfologia dos arcabouços 
 

As morfologias das superfícies e das secções longitudinal e transversal dos 

arcabouços Q e QG foram examinadas por MEV e as micrografias estão 

apresentadas nas Figuras 5.8 e 5.9, respectivamente.  

 

 

Figura 5.8- Micrografias MEV do arcabouço Q: superfície (a), seção longitudinal (b) e 
seção transversal (c). (Imagem maior 80x;Imagem menor 500x) 

 

 

        

    

Para conhecer o efeito da adição da gelatina foi necessário o exame do 

arcabouço constituído apenas por quitosana. Este apresenta uma superfície com 

presença de algumas regiões porosas e na secção longitudinal uma estrutura 

(a) 

(b) (c) 
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altamente porosa e interconectada, formada por macroporos com tamanhos 

variando entre 200 µm - 1 mm. O corte da secção transversal apresenta camadas 

paralelas orientadas longitudinalmente (Fig. 5.8b) com presença de poros esféricos 

no seu interior. A formação dos macroporos nessa faixa de tamanho pode ser 

atribuída ao processo de congelamento da solução. Madihally e Matthew (1999) 

mostraram que o tamanho do poro e a conectividade do arcabouço Q são 

influenciados pela temperatura de congelamento, concentração da solução 

polimérica e distância da parede do molde.  

O efeito da concentração de gelatina na morfologia dos arcabouços QG foi 

investigado utilizando soluções de gelatina 2%, 5% e 10% (g.mL-1), e as micrografias 

MEV da superfície e secções longitudinal e transversal estão apresentadas na 

Figura 5.9. Pode-se observar uma clara modificação na microestrutura dos 

arcabouços, com a adição de gelatina, quando comparado ao arcabouço de Q 

(Figura 5.8). 

Todos os arcabouços apresentaram uma superfície densa, lisa e sem a 

presença de poros. O arcabouço com menor concentração de gelatina (QG2) 

apresentou em sua secção longitudinal uma estrutura porosa irregular, formado por 

macroporos com formatos indefinidos e a seção transversal apresentou canais multi-

orientados. Com o aumento do teor de gelatina para 5%, foi possível observar, nas 

secções longitudinal e transversal do arcabouço QG5 (Fig. 5.9b), macroporos mais 

regulares com formatos mais esféricos. Contudo, o arcabouço com maior 

concentração de gelatina, QG10, apresentou uma estrutura mais densa e irregular, 

com diminuição significativa no tamanho dos poros. 

WU e colaboradores (2010) e CHUNG e colaboradores (2002) relataram em 

seus estudos que a concentração de gelatina influencia o crescimento dos cristais de 

gelo durante o congelamento, etapa inicial da liofilização, alterando a porosidade e 

tamanho de poros. Na solução de gelatina, as moléculas da água são separadas 

pelas macromoléculas da gelatina, bloqueando as moléculas da água de se 

concentrarem e se arranjarem durante a etapa de congelamento. Com o aumento da 

concentração de gelatina durante o processo de congelamento, a viscosidade da 

solução de gelatina sofre um aumento, dificultando ainda mais o processo de 

separação do solvente (água). Esse fato restringe o crescimento dos cristais e, 

consequentemente reduz a porosidade e o tamanho dos poros dos arcabouços. 
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Figura 5.9- Micrografias MEV dos arcabouços compósitos QG2 (a), QG5 (b) e QG10 (c). Superfície 
(I), seção longitudinal (II) e seção transversal (III). 

(a) 

(b) 

(c) 

(I) (II) (III) 

(I) (II) (III) 

(I) (II) (III) 



73 
 

 5.1.6 Caracterização Mecânica dos arcabouços 
 

A caracterização mecânica está entre os mais importantes testes físicos que 

devem ser realizados, especialmente para os materiais implantáveis que irão 

suportar esforços mecânicos em uso clínico, por exemplo, aplicações vasculares e 

ortopédicas (MANO et al., 2005).  

As propriedades mecânicas dos arcabouços compósitos em estudo foram 

caracterizadas por testes de compressão. As análises por compressão geraram 

curvas tensão-deformação típicas de sólidos celulares, tais como, espumas de célula 

aberta de baixa densidade. Essas curvas são caracterizadas por três regiões 

distintas: (1) uma região elástica linear controlada pela flexão das paredes dos 

poros, (2) um longo platô na curva devido ao colapso dos poros (3) uma região 

caracterizada pelo aumento da tensão sem grande incremento na deformação, 

conhecida como região de densificação, onde os poros são completamente 

colapsados, o que provoca um aumento rápido da resistência do material, conforme 

Figura 5.10 (GIBSON, ASHBY, 1997; GIBSON, 2005) 

 

Figura 5.10 – Curva típica de tensão-deformação uniaxial de um sólido elastomérico 
celular em compressão apresentando as regiões elástica linear, platô (colapso) e 
densificação, assim como o módulo elástico linear (E*) e tensão elástica na região 
de colapso (ı*el).  
 
 
 

 
Fonte: Adaptada de GIBSON e ASHBY,1997. 
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A Figura 5.11 apresenta as curvas tensão-deformação dos arcabouços Q e 

Q/G, exemplificando o comportamento ao teste mecânico de compressão. A 

resistência à compressão (ı) calculada em valores de 10% de deformação está 

apresentada na Tabela 5.3. A incorporação da gelatina resultou em um aumento 

significativo na resistência à compressão dos arcabouços nos teores de 5 e 10%, e 

esse aumento foi crescente com o incremento do teor de gelatina. Esse resultado 

corrobora com os resultados encontrados na análise por MEV dos arcabouços Q/G 

(Fig.5.9), onde a composição QG10 revelou uma morfologia menos porosa com 

paredes dos poros mais espessas e consequentemente, com maior capacidade de 

suportar a tensão aplicada, elevadando a resistência à compressão. 

 

Figura 5.11- Curva representativa tensão-deformação dos testes de compressão dos 
arcabouços Q/G. 
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Tabela 5.3- Resistência à compressão (ı10) dos arcabouços. 

Arcabouço σ10 (MPa) 

Q 0,041 ± 0,009 

QG2     0,012 ± 0,002 

QG5 0,071 ± 0,028 

QG10 0,442 ± 0,164 
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5.1.7 Grau de Intumescimento 
 

A Figura 5.12 compara a capacidade de intumescimento dos arcabouços. 

Nota-se que todas as composições apresentaram alta capacidade de absorção e 

habilidade de retenção da solução, uma vez que absorvem mais água do que seus 

próprios pesos, isto é, valores individuais >100%. Observa-se que a adição da 

gelatina na composição do arcabouço QG2 reduz a capacidade de absorção em 

relação ao arcabouço Q.  

 

Figura 5.12- Grau de Intumescimento pelos arcabouços QG. 
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Essa redução pode ser atribuída às interações existentes entre os grupos 

hidrofílicos da gelatina e o grupo amina da quitosana, e/ou a alteração na morfologia 

do arcabouço com a adição da gelatina, tornando-se menos poroso que o arcabouço 

Q. Com o aumento da proporção de gelatina nos arcabouços (QG5 e QG10) o valor 

do grau de intumescimento do arcabouço Q é superado de forma discreta. Esse fato 

pode ser atribuído aos grupos hidrofílicos livres da gelatina, -COOH e -NH2 

presentes nessas composições. No caso da quitosana, a hidrofilicidade se dá como 

função de seus grupos desacetilados que naturalmente associados aos grupos 

hidroxilas e amino caracterizam esta forte afinidade por moléculas polares (ASSIS, 

SILVA, 2003). 

De acordo com Thein-Han e colaboradores (2009), a absorção de água 

facilita a infiltração das células dentro dos arcabouços durante a cultura celular; 
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maximiza a adesão celular; aumenta o tamanho de poro e porosidade total do 

arcabouço incrementando a área superficial interna dos arcabouços; maximiza o 

crescimento celular e favorece o transporte de nutrientes e resíduos metabólicos. No 

entanto, além de promover a adesão celular, a capacidade de absorção de água 

pode reduzir as propriedades mecânicas do arcabouço. 

 

5.2 Caracterização dos arcabouços QG reticulados 
 

5.2.1 Caracterização do agente reticulante procianidina (PA) 
 

A Figura 5.13 apresenta o espectro de FTIR do extrato da semente de uva 

utilizado como agente reticulante. A banda 3313 cm−1 pode ser atribuída aos grupos 

hidroxila (fenólicos e acúcares). As bandas em 2920 cm−1, 2851 cm−1 e 1713 cm−1 

foram atribuídos a vibração de estiramento  dos grupos –CH2 e –CH3 e -CH. As 

bandas em 1609 e 1509 cm-1 estão associados ao estiramento do anel aromático 

C=C-C. A banda a 1446 cm-1 corresponde às vibrações de estiramento C=C do anel 

aromático. As bandas em 1318 cm−1 e 1208 cm−1 foram atribuídos ao estiramento C-

C (C-CHR-C). O pico em 1027 cm-1 corresponde ao estiramento C-O decorrente da 

estrutura do anel pirano derivado dos taninos. As bandas na região entre 670-900 

cm-1 são atribuídos às vibrações de flexão C-H aromáticas. Todas as bandas 

características da procianidina foram identificadas de acordo com Fernández e 

Agosin (2007) e Ping et al (2012). 

Figura 5.13- Espectro de FTIR do extrato da semente de uva e estrutura química da 
procianidina. 
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5.2.2 Análise Visual dos arcabouços QG reticulados 
 

A procianidina (PA) e o glutaraldeído (GTA) foram utilizados como agentes 

reticulantes para os arcabouços QG.  Nesse estudo os arcabouços QG5 e QG10 

foram escolhidos como representantes do grupo e foram reticulados com PA em três 

concentrações diferentes (0,5%, 1% e 5%) e GTA (0,5%), conforme Figura 5.14. 

Podem-se observar alterações na coloração dos arcabouços com a incorporação 

dos agentes reticulantes. O aumento da concentração de PA resultou em 

arcabouços com intensificação do tom castanho. Estudos relatam que a variação da 

concentração de glutaraldeído leva a uma intensificação da cor amarela 

(MONTEIRO Jr., AIROLD, 1999). 

 

Figura 5.14 – Arcabouços QG5 e QG10 reticulados com PA (0,5%-a, 1%-b e 5%-c) e 
GTA (0,5%-d). 

                             QG5                                                             QG10  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Difração de raios X 
 

A Figura 5.15 apresenta os difratogramas de DRX dos arcabouços QG5 e 

QG10 reticulados com PA e GTA. Pode-se observar em todas as composições, 

independente do agente reticulante utilizado, um alargamento da base da região 

cristalina entre 10 e 30º, sugerindo uma tendência de redução da cristalinidade, 
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devido à diminuição dos graus de liberdade com a reação de reticulação (COSTA 

JR, MANSUR, 2008).  

 

 Figura 5.15 – Difratogramas de DRX dos arcabouços QG5 (a) e QG10 (b) 
reticulados com PA em diferentes concentrações (0,5%, 1% e 5%) e GTA (0,5%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
 

A Figura 5.16 apresenta os espectros de IV dos arcabouços QG5 e QG10 

reticulados com PA e GTA. Comparando os espectros dos arcabouços QG e os 

arcabouços reticulados com PA, é possível observar uma diminuição crescente nos 

modos de vibração por estiramento dos grupos funcionais O-H e/ ou N-H em 3290 

cm-1, estiramento C=O da amida I em 1633 cm-1, deformação da ligação C-N da 

amida II em 1539 cm-1, estiramento das ligações C-O em 1076 cm-1, com o aumento 

do teor de PA nos arcabouços. Esse efeito de redução da intensidade das bandas 

características do complexo QG foi mais pronunciado no arcabouço QG10, 

demonstrando a maior efetividade da reticulação com o aumento do teor de gelatina. 

Esse resultado sugere que os grupos hidroxila da PA interagem através de ligações 

do tipo pontes de hidrogênio com os grupos carbonila (–C=O) e amina da gelatina 

(CARVALHO, 2007). 

A reticulação química da quitosana com o GTA ocorre a partir do nitrogênio 

nucleofílico do grupo amino (-NH2) que reage com o carbono do aldeído, o qual 

desloca o oxigênio do aldeído e resulta na perda da molécula de água formando 
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assim a ligação C=N (∼1648 cm-1), base de Schiff (WANG, 2004; ROKHADE, 2007). 

O GTA também reage com os grupos funcionais amino encontrados na gelatina, 

particularmente com os grupos da lisina e hidroxilisina (resíduos de aminoácidos do 

colágeno), formando ligações similares aa das bases de Schiff (KATHURIA et al., 

2009; CARVALHO et al., 2008; CHIELLINI et al., 2001a).  

Nesse estudo não foi possível observar a formação da ligação C=N na região 

1648 cm-1 e essa ausência pode ser atribuída a influência do meio ácido em que a 

reação foi realizada. Em ambiente ácido, o grupo protonado -NH3
+

 
(1548 cm-1) tem 

mais possibilidade de se formar, pois ele reduz significativamente a nucleofilicidade 

do nitrogênio, diminuindo a atividade da reação da base de Schiff (RAO, 2006; 

WANG et al., 2004). Porém, observou-se um aumento da intensidade das bandas 

em 1542 e 1631 cm-1, característico da formação da imina (C-N) durante a reação de 

reticulação com GA (YIN et al., 1999).  

 

Figura 5.16 – Espectros de IV dos arcabouços QG5 (a) e QG10 (b) reticulados com 
PA em diferentes concentrações (0,5%, 1% e 5%) e GTA (0,5%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4 Morfologia dos arcabouços QG reticulados 
 

As micrografias exibidas nas Figuras 5.17 e 5.18 mostraram as modificações 

ocorridas nas morfologias da secção longitudinal e transversal dos arcabouços QG 

reticulados com PA e GTA quando comparadas aos arcabouços QG de controle 

(Fig.5.9). Foram observadas estruturas altamente porosas, com presença de 
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macroporos de tamanhos variados, principalmente nos arcabouços reticulados com 

PA. A morfologia anisotrópica apresentada pelos arcabouços reticulados foi 

caracterizada pela formação de poros tubulares alinhados radialmente. Esse 

comportamento é resultado do crescimento e solidificação dos cristais de gelo na 

direção do gradiente de temperatura, isto é, das extremidades para o centro da 

solução durante a etapa de congelamento. Um aspecto importante, porém pouco 

observado nas micrografias foi a interconectividade entre os poros. 

As micrografias dos arcabouços QG5/PA0,5 e QG5/PA1  (Figura 5.17) 

apresentaram-se semelhantes (secção transversal), com maior número de poros e 

uma distribuição larga de tamanho com diâmetros variando entre 240-640 µm e 220-

590 µm, respectivamente. Os arcabouços QG5/PA5 e QG5/GTA0,5 apresentaram 

um menor número de poros com diâmetros maiores variando entre 355-710 µm e 

390-964 µm, respectivamente. 

Os arcabouços QG10 reticulados (Figura 5.18) apresentaram uma estrutura 

porosa mais irregular quando comparados aos arcabouços QG5. O arcabouço 

QG10/PA0,5 exibiu poros com diâmetro variando entre 490-880 µm. As micrografias 

do arcabouço QG10/PA1 revelou poros com diâmetros acima de 1 mm. O arcabouço 

QG10/PA5 apresentou um número maior de poros e os valores dos diâmetros 

variaram entre 388-742 µm. Uma estrutura mais densa com a presença de um 

menor número de poros (secção transversal) com diâmetro entre 220-450 µm foi 

apresentada pelo arcabouço QG10/GTA0,5.  

O efeito da reticulação no grau de intumescimento dos arcabouços QG5 e 

QG10 estão exibidos na Figura 5.19. Arcabouços com estruturas mais porosas e 

regulares foram reveladas por todas as composições quando comparadas aos não 

reticulados (Figuras 5.9b e 5.9c). Pode-se observar que os arcabouços reticulados 

QG5/PA0,5 e QG5/PA1 apresentaram um aumento do grau de intumescimento que 

pode ser atribuído a maior porosidade comprovada na análise por MEV quanto ao 

menor efeito da reticulação (Figuras 5.17 e 5.18). Os arcabouços reticulados 

QG5/PA5 e QG5/GTA0,5 revelaram forte influência da reticulação sobre o volume de 

líquido absorvido, apresentando reduções no grau de intumescimento de 28,4% e 

33,6%, respectivamente. Os arcabouço QG10/PA5 e QG10/GTA0,5 exibiram 

redução de 23,3% e 56,5%, respectivamente.  
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Figura 5.17 – Micrografias MEV dos arcabouços QG5 reticulados com PA e GTA. 
Secção longitudinal (I) e Secção Transversal (II). 
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Figura 5.18 – Micrografias MEV dos arcabouços QG10 reticulados com PA e GTA. 
Secção longitudinal (I) e Secção Transversal (II).  
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Figura 5.19 – Grau de intumescimento dos arcabouços (b) reticulados com PA GTA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kim e colaboradores (2005) desenvolveram filmes QG reticulados com PA. A 

avaliação do grau de intumescimento mostrou que a capacidade de intumescimento 

dos filmes sofreu forte redução e que a concentração de 0,5% de PA foi a mais 

efetiva. 

Ma e colaboradores (2003) investigaram a bioestabilidade de arcabouços 

colágeno/quitosana utilizando o GTA como agente de reticulação e comprovaram 

sua influência na morfologia e redução do grau de intumescimento do arcabouço. A 

forte influência das ligações cruzadas sobre a capacidade de absorção do fluido 

também foi relatada por Costa Jr e colaboradores (2009) quando desenvolveram 

filmes de blendas de Q/PVA reticulados com diferentes concentrações de GTA. 

 

5.2.5 Propriedades Mecânicas dos arcabouços 
  

 A resistência à compressão (ı10) dos arcabouços QG5 e QG10 com adição 

dos agentes reticulantes PA e GTA foi determinada a partir dos ensaios de 

compressão como demonstrado nas Figuras 5.20 e 5.21. Os resultados, 

apresentados na Tabela 5.4, foram calculados em valores de 10% de deformação, 

uma vez que as curvas apresentaram uma região elástica em valores muito baixos 

de tensão. A adição dos agentes de reticulação reduziram as propriedades 
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mecânicas dos arcabouços quando comparado aos arcabouços QG de controle. 

Essa redução foi mais intensa nos arcabouços QG10. 

 Sabe-se que a reticulação tende a aumentar a resistência mecânica dos 

polímeros. Portanto, para explicar o fenômeno de redução das propriedades 

mecânicas reveladas neste estudo, consideramos a forte influência da modificação 

da morfologia dos arcabouços com a reação de reticulação, com aumento da 

porosidade e do tamanho dos poros. Tem sido reportado que a resistência mecânica 

de um arcabouço poroso depende principalmente do tamanho dos poros, e poros 

menores são necessários para aumentar a resistência biomecânica desses materiais 

(MAO et al., 2003).  

 Como descrito no item referente aos resultados das análises por MEV (Fig. 

5.16 e 5.17), foram observadas modificações na morfologia dos arcabouços 

reticulados, gerando estruturas altamente porosas com presença de macroporos, 

principalmente com a adição do agente PA, justificando o comportamento mecânico 

apresentado nos ensaios de compressão. 

 

 

Figura 5.20- Curva representativa tensão-deformação dos testes de compressão dos 
arcabouços QG5%. (n=5)  
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Figura 5.21- Curva representativa tensão-deformação dos testes de compressão dos 
arcabouços QG10%. (n=5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5.4- Resistência à compressão (ı10) dos arcabouços reticulados. 

           QG5                      ı10 (Mpa)                   QG10               ı10 (Mpa) 

Controle 0,071 ± 0,028 Controle    0,442 ± 0,164 

PA0,5 0,0681 ± 0,0061 PA0,5  0,1306 ± 0,0182 

PA1 0,0395 ± 0,0079 PA1  0,1219 ± 0,0182 

PA5 0,0665 ± 0,0109 PA5  0,0575 ± 0,0193 

GTA0,5 0,0513 ± 0,0067 GTA0,5  0,1271 ± 0,0112 

    

 

5.2.6 Degradação in vitro 
 

Nesse estudo os arcabouços QG10% com e sem reticulação com PA e GTA 

foram escolhidos como representantes do grupo, por apresentar maior teor de 

gelatina, para avaliação da adição dos agentes de reticulação na diminuição da taxa 

de degradação. A Figura 5.22 apresenta o comportamento de degradação dos 

arcabouços em PBS e PBS com concentração de lisozima de 1,5 mg/L. Os 

resultados da degradação dos arcabouços foram muito semelhantes nos dois meios 

estudados. Em 2 dias de exposição nas soluções as amostras do arcabouço QG10 
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sem reticulação foram totalmente desintegradas. O mesmo comportamento foi 

apresentado pelos arcabouços QG10/PA0,5 e QG10/PA1. Os arcabouços 

QG10/PA5 e QG10/GTA0,5 apresentaram uma perda de massa em 2 dias de 

aproximadamente 95% e 90%, respectivamente. A contínua exposição desses 

arcabouços nas soluções durante 7 dias resultou na completa desintegração do 

arcabouço reticulado com QG10/PA5 e na manutenção da taxa de degradação do 

arcabouço reticulado com QG10/GTA0,5. Em 14 dias de exposição todos os 

arcabouços apresentaram completa degradação.  

Uma controlável taxa de biodegradação desempenha um papel crucial na 

regulação da proliferação celular e regeneração tecidual (KASAHARA et al., 2003). 

Nesse sentido, o processo de reticulação conhecido por aumentar a resistência 

mecânica e a estabilidade química também se torna uma alternativa de controle da 

solubilidade e permeabilidade aquosa, além de reduzir o grau de intumescimento 

(MA et al., 2003).   

 

 

Figura 5.22 – Comportamento de degradação dos arcabouços QG10% reticulados. 
(a) PBS e (b) PBS com concentração de lisozima. Média ± D.P (n=3). 

 

 

 

 

 

  

 

 

Os arcabouços QG10% podem ser considerados completamente 

biodegradáveis, e a adição dos agentes reticulantes PA e GTA, nos teores 

estudados, não foi suficiente para reduzir a biodegradabilidade desses arcabouços 

que é, segundo a literatura, provocada pela degradação da quitosana e dissolução 

da gelatina. Além da composição dos arcabouços serem susceptíveis a degradação 

por hidrólise, a alta capacidade de intumescimento demonstrada e a morfologia dos 
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arcabouços, caracterizada por alta porosidade, presença de macroporos e paredes 

finas, aumenta a área de contato com as soluções, potencializando o efeito da 

degradação (MAO et al., 2003). 

A lisozima é a principal enzima responsável pela degradação in vivo da 

quitosana, porém tal degradabilidade é dependente, dentre outros fatores, do grau 

de desacetilação da quitosana (SUH e MATTHEW, 2000). Segundo Dallan (2005), o 

maior valor de degradação das membranas quando expostas à enzima durante 60 

dias, conforme observado em seu estudo, foi de 14,33%. Esse comportamento foi 

confirmado por Tigli et al. (2007), em que arcabouços de quitosana (GD= 5-85%) 

apresentaram uma perda de massa acima de 20% após três semanas de exposição 

à enzima lisozima. Portanto, torna-se evidente que a adição da gelatina (polímero 

hidrofílico) na confecção dos arcabouços QG facilita a degradação e que a taxa de 

degradação pode ser controlada pelo ajuste da razão quitosana:gelatina (ZHUANG 

et al., 2007).  

Yang et al. (2010) desenvolveram hidrogéis híbridos a base de Q e G 

reticuladas por radiação em temperatura ambiente e avaliaram entre outras 

propriedades a degradação in vitro em presença de lisozima e o resultado foi a total 

degradação entre 2 e 5 dias. O tempo de degradação foi menor quando a 

concentração de gelatina foi superior ao de quitosana.  

Uma alternativa sugerida por Jatariu et al. (2011) para aumentar a estabilidade 

de hidrogéis quitosana/gelatina foi realizar uma dupla reticulação (covalente seguida 

pela iônica) utilizando o GTA e o tripolifosfato de sódio (TPP) como agentes de 

reticulação. Os resultados mostraram a efetividade das reticulações com consequente 

aumento do potencial de aplicação biomédica desses hidrogéis. 

 

5.2.7 Avaliação da viabilidade celular dos macrófagos 
 

A Figura 5.23 apresenta o estudo da viabilidade celular de MTT por macrófagos 

cultivados em contato com os arcabouços Q, QG5 e QG5/PA5. O arcabouço Q 

apresentou viabilidade celular acima de 80%. A viabilidade celular do arcabouço QG5% 

foi de 52%, apresentando uma redução de aproximadamente 36% quando comparada 

ao arcabouço Q. Essa redução da viabilidade sofrida com a adição da gelatina pode 

ser atribuída ao aumento do caráter adesivo do arcabouço ocorrendo, dessa forma, 

uma impregnação de células no arcabouço e não a morte celular. A reticulação do 
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arcabouço com PA5% resultou em uma viabilidade celular de aproximadamente 72%. 

O valor mínimo requerido para o teste de biocompatibilidade é de 50% e os valores 

exibidos pelos arcabouços foram superiores a este valor, sendo, portanto, 

considerados viáveis com potencial para aplicação na engenharia de tecidos. 

 Kim et al. (2005) desenvolveram filmes de QG reticulados com PA e 

avaliaram a citotocompatibilidade in vivo desses materiais dentre as caracterizações 

realizadas. O resultado demonstrou que além dos filmes não apresentarem 

toxicidade, proporcionaram um arcabouço favorável para proliferação e 

diferenciação celular. 

 

Figura 5.23- Viabilidade de macrófagos de camundongos Swiss na presença dos 
arcabouços Q, QG5 e QG5/PA5. LPS-Controle positivo e CN – Controle negativo. 
Média ± D.P. (n=8) 
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5.3 Caracterização dos arcabouços QG/HA 
 

5.3.1 Análise Visual dos arcabouços compósitos QG/HA  
 
 

A Figura 5.24 apresenta as imagens dos arcabouços compósitos QG/HA 

liofilizados com variadas proporções de G (2, 5 e 10%) e HA (30, 50 e 70%) na 

composição final. Os arcabouços QG5 e QG10 com teores de HA 30 e 50% 

apresentaram uma estrutura homogênea e densa. No entanto, os arcabouços QG2 e 

todas as composições com teor 70% de HA apresentaram aparente fragilidade. 
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Figura 5.24- Arcabouços compósitos QG2 (a), QG5 (b) e QG10 (c). 

  30HA 50HA 70HA 

   

   

   

 

 

5.3.2 Difração de raios x 
 

Os padrões de DRX dos arcabouços com adição de hidroxiapatita, 

apresentados na Figura 5.25 foram comparados com a ficha padrão da HA (ICDD-

PDF nº. 9-432). Dois grupos de picos de reflexão podem ser usados para avaliar a 

formação de HA: um pico em βθ= β6º (0 0 2) e um outro grupo variando de βθ= 

γ1,8º (β 1 1)  a  βθ= γβ,9º (1 1 β) e γ9.81º (3 1 0) (AHN et al., 2001; CHANG et al. 

2003; KOUMOULIDIS et al., 2003; CIOBANU et al., 2011). 

(a) 

(c) 

(b) 
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Figura 5.25- Difratogramas de raios X dos arcabouços compósitos QG/HA. (a) QG2, 
(b) QG5 e (c) QG10. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em todas as composições os picos característicos da HA foram observados. 

Com o aumento da proporção de HA na composição final, as intensidades desses 

picos aumentaram, e o picos de gelatina e quitosana (βθ   20º) sofreram um 

decréscimo correspondente. Além disso, foi possível observar que os picos de 

reflexão se tornaram mais fortes quando a proporção de gelatina aumentou na 

composição final do arcabouço, QG10 (Figura 5.29c), isso indica que uma maior 

quantidade de HA é formada nas superfícies dos arcabouços. Esse resultado está 

de acordo com Chang et al. (2003) e Sundaram et al. (2008). 
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5.3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
 

A partir dos espectros de FTIR podem-se obter mais informações sobre as 

interações entre as fases HA, e o complexo QG. Os espectros dos arcabouços 

compósitos QG/HA estão apresentados na Figura 5.26. Os espectros apresentaram 

bandas características do complexo QG e os picos de absorção típicos da HA. As 

bandas em 1020 cm-1 e em 960 cm-1 são atribuídas às vibrações de estiramento 

assimétrico v3 e simétrico v1 do grupo fosfato (PO4
3-), respectivamente. A presença 

da banda em 875 cm-1 indica a presença de íons carbonato na apatita (OLIVEIRA et 

al., 2006; ISIKLI et al., 2011). Como a fase mineral do osso humano contém uma 

quantidade importante de carbonato (4 a 8% em peso), a presença do carbonato nos 

compósitos QG/HA é vantajosa, já que aumenta a bioatividade da apatita, o que 

pode contribuir para uma maior osteocondução na implantação (MURUGAN, 

RAMAKRISHNA, 2004). 

Comparando com o espectro do arcabouço QG, as absorções dos grupos -

COOH e -OH tornam-se mais fracas com a adição do teor de 50% de HA. Isso indica 

a existência de fortes interações entre a HA e a rede QG por pontes de hidrogênio. A 

adição do teor de 70% de HA rompe a barreira estequiométrica resultando na 

formação de uma segunda fase, rica em HA, em relação ao compósito. Esse 

comportamento foi mais evidenciado com o aumento do teor de gelatina no 

arcabouço, corroborando com os dados de DRX. 

Os grupos funcionais reativos dos biopolímeros agem como um sítio ativo 

para ligação com HA, através de ligação ou quelação com íons de carga oposta, 

cálcio e fosfato (LI et al., 2007). No caso da quitosana, o seu grupo amino (-NH2) que 

se transforma em NH3
+, sendo positivamente carrregado, forma um complexo com o 

grupo fosfato (PO4
3-) da HA (VERMA et al., 2008). No caso da gelatina, as 

interações ocorrem entre os grupos COO2
-, C=O e NH4

2+ e os grupos Ca2+ e PO4
3- 

da HA (SUNDARAM et al., 2008; PETER et al., 2010). Segundo WANG et al. (2006) 

os íons Ca2+ unem-se com o grupo COO- por meio de interação polar ou 

eletrostática. 
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Figura 5.26- Espectros de FTIR dos arcabouços compósitos QG/HA. (a) QG2, (b) 
QG5 e (c) QG10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.4 Morfologia dos arcabouços QG/HA 
 

As micrografias MEV dos arcabouços compósitos QG/HA estão apresentados 

nas Figuras 5.27-5.29. As micrografias revelam que a precipitação da HA provocou 

uma significativa alteração na morfologia dos arcabouços quando comparada aos 

arcabouços QG de controle (Fig. 5.9). Enquanto a superfície dos arcabouços QG de 

controle foi densa e lisa, a adição da HA resultou em arcabouços com superfície 

rugosa, porosa e com poros interconectados desde a superfície.  

O arcabouço compósito QG5 com 30% de HA na composição apresentou 

poros mais esféricos e regulares, característicos da matriz polimérica. Com o 
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aumento do teor de HA os poros apresentaram uma morfologia lamelar e 

multidirecional. Esse comportamento é típico de arcabouços cerâmicos e é 

consequência da etapa de congelamento, onde os cristais de gelo crescem e 

expelem as partículas cerâmicas (ZHANG et al., 2009; DEVILLE et al., 2006). 

As micrografias do arcabouço compósito QG10/HA revelaram uma arquitetura 

com menor porosidade, paredes mais espessas e diminuição do tamanho dos poros. 

Esse comportamento pode ser atribuído ao maior envolvimento das partículas de HA 

pela matriz polimérica QG, resultando numa estrutura mais homogênea. A tendência 

à formação de poros lamelares foi observada para o teor de 70% de HA. 

A arquitetura de um arcabouço para engenharia de tecidos é tão importante 

quanto à composição química do material do qual é fabricado (WOLFE et al., 2011). 

Arcabouços para osteogênese devem mimetizar a função, estrutura e morfologia do 

osso, com o objetivo de melhorar a integração com os tecidos circundantes (MARKS 

Jr, ODGREN, 2000). A morfologia do osso é resultado da estrutura do osso 

trabecular, que apresenta uma porosidade entre 50-90% e poros com tamanho na 

ordem de 1 mm em diâmetro, com o osso cortical em torno dele (KAPLAN et al., 

1994). Dessa forma, a presença de poros faz-se necessária para a formação de 

tecido ósseo porque permitem a infiltração, migração, proliferação dos osteoblastos 

e células mesenquimais, bem como a vascularização, e assim restaurar as funções 

fisiológicas normais (KUBOKI et al., 1998; TOH et al., 2006; BERRY et al., 2004). 

Apenas a presença de poros no arcabouço com dimensões apropriadas para 

o crescimento tecidual não é suficiente, os poros também necessitam ser abertos e 

interconectados (KIDOAKI et al., 2005). A interconectividade entre os poros, 

demonstrada na Figura 5.30, é a característica principal da porosidade que tem se 

confirmado ao longo de vários estudos, como sendo responsável pela manutenção e 

crescimento do tecido ósseo, pelo transporte de nutrientes e drenagem de líquidos 

intersticiais (RATNER et al., 1996; LIEBSCHNER et al., 2003; YASZEMSKI et al., 

1996). O papel da interconectividade dos poros, a acessibilidade dos poros da 

superfície do arcabouço, a presença de poros isolados e a importância da avaliação 

destas propriedades em três dimensões são considerados essenciais para muitos 

autores (OTSUKI et al., 2006; JONES et al., 2007). 
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(I) (II) (III) 

Figura 5.27- Micrografias MEV dos arcabouços compósitos QG2/HA. HA30% (a) HA50% (b) HA70% (c).  

     Superfície         Seção longitudinal    Seção transversal 

(a) 
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Figura 5.28- Micrografias MEV dos arcabouços compósitos QG5/HA. HA30% (a) HA50% (b) HA70% (c).  

                   Superfície          Secção longitudinal                         Secção transversal  
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Figura 5.29- Micrografias MEV dos arcabouços compósitos QG10/HA. HA30% (a) HA50% (b) HA70% (c).  

                   Superfície          Secção longitudinal                         Secção transversal  
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Figura 5.30 - Micrografias MEV demonstrando a Interconectividade entre os poros. 

  

 

       

A Figura 5.31 apresenta a média do diâmetro dos poros dos arcabouços 

compósitos em função da proporção de HA na composição final. Foi possível 

observar que o aumento da proporção da HA nos arcabouços QG2 e QG5 resultou 

na diminuição do diâmetro dos poros. Entre todas as composições estudadas, o 

arcabouço QG5/30HA destacou-se por apresentar a maior média de diâmetro de 

poro (590 µm). Um comportamento inverso foi observado nos arcabouços QG10/HA, 

onde o aumento da proporção de HA gerou poros maiores e mais alongados (Figura 

5.29).  

A presença de poros maiores que 100 μm demonstrou que os arcabouços 

compósitos HA/biopolímero, em todas as composições estudadas, são materiais em 

potencial para aplicação na regeneração óssea, uma vez que os poros são 
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suficientemente extensos para acomodar células (THOMSON et al., 1998; NARBAT 

et al., 2006). Ao longo dos anos os estudos de crescimento de tecido ósseo em 

materiais porosos com tamanhos de poros variados tem gerado um consenso que o 

valor ótimo para o raio do poro para crescimento do tecido está entre 50-150 µm 

(HULBERT et al., 1972; KARAGEORGIO; KAPLAN, 2005).  

 

Figura 5.31- Média do diâmetro dos poros dos arcabouços compósitos em função da 
proporção de HA. (n = 25) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo KARAGEORGIOU e KAPLAN (2005), o tamanho mínimo necessário 

para o crescimento de células ósseas é de 100 - β00 μm. Poros menores entre 75 - 

100 μm resultam no crescimento de tecido osteóide não mineralizado. Poros 

menores ainda, entre 10 – 75 μm permitem a penetração apenas de tecido fibroso, o 

que ajuda somente na fixação mecânica da peça.  

KLAWITER e HULBERT (1971) e WHANG et al. (1999), demonstraram 

através de experimentos o efeito do tamanho do poro na regeneração de tecidos. Os 

poros de 5 μm permitem a neovascularização, entre 5-15 μm o crescimento de 

fibroblastos, 40-100 μm o crescimento da matriz osteóide e 100-γ50 μm a 

regeneração óssea. Adicionalmente, tamanhos de poros de 100-1000 μm 

determinará as propriedades mecânicas em um nível global.  Finalmente, tamanhos 

variando de 1–10 μm influenciarão na adesão e atividade de células individuais 

(HOLLISTER et al., 2005). 
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5.3.6 Caracterização mecânica dos arcabouços  
 

As composições dos arcabouços estudadas apresentaram comportamento 

tensão-deformação similares, conforme Figura 5.32, e os resultados do ensaio de 

compressão dos arcabouços compósitos QG/HA estão apresentados na Tabela 5.6. 

 

Figura 5.32- Espectros de FTIR dos arcabouços compósitos QG/HA. (a) QG2, (b) 

QG5 e (c) QG10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os arcabouços mostraram uma elasticidade linear em valores baixos de 

tensão, seguido por um platô e finalizando abruptamente por um regime de 

densificação, no qual a tensão sofre um aumento de forma exponencial (OCHSNER 

et al., 2003). Contudo, foi possível observar que o aumento do teor de HA nos 

arcabouços até 50% em massa, resultou em um aumento nas propriedades de 

resistência a compressão. Acima desse teor os arcabouços apresentaram um 
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declínio dessas propriedades. Esse comportamento é atribuído à fragilidade da HA, 

que quando incorporada em altos teores, tende a formar uma segunda fase em 

relação ao compósito, e consequentemente há um aumento da fragilidade (inerente 

às cerâmicas) do arcabouço compósito QG/HA, levando a uma diminuição 

correspondente da resistência a compressão e módulo elástico (TENG et al., 2009).  

Entre os resultados apresentados na Tabela 5.5, o arcabouço QG10/50HA 

destacou-se por apresentar maior resistência à compressão. Em se tratando da 

aplicação para engenharia de tecido ósseo, esses valores ainda se encontram muito 

abaixo do requisitado para áreas de sustentação, uma vez que os valores de 

resistência a compressão do osso trabecular se encontram na faixa de 2-12 MPa 

(HENCH et al., 1993).  

 

 

 

 

A avaliação do desempenho dos arcabouços à compressão faz-se 

necessário, uma vez que estes devem apresentar uma estabilidade estrutural para 

suportar o esforço efetuado durante a cultura in vitro e a implantação in vivo 

(POMPE et al., 2003). Diversos fatores podem contribuir para a resposta mecânica 

dos arcabouços compósitos multicomponentes, tais como, tamanho das partículas 

do componente inorgânico, as propriedades mecânicas inerentes do componente 

orgânico, as interações interfaciais entre os componentes orgânicos e inorgânicos, a 

razão entre o conteúdo orgânico/inorgânico e o caráter da reticulação (CAI et al., 

2009). 

 

Arcabouço 
σ10 (Mpa) 

Controle 30HA 50HA 70HA 

QG2 0,0120 ± 0,0020 0,0647 ± 0,0036 0,0156 ± 0,0027 0,0292 ± 0,0022 

QG5 0,0710 ± 0,0280 0,0678 ± 0,0094 0,1157 ± 0,0256 0,0388 ± 0,0020 

QG10 0,4420 ± 0,1640 0,3575 ± 0,0438 0,7835 ± 0,0610 0,2761 ± 0,0159 

Tabela 5.5 – Resistência à compressão dos arcabouços compósitos QG/HA. 
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5.3.7 Grau de Intumescimento 
 

 A avaliação do grau de intumescimento dos arcabouços compósitos após 24h 

de incubação em PBS está apresentada na Figura 5.33. Os resultados indicaram um 

alto grau de intumescimento e uma capacidade de reter líquido maior que seu peso 

original. No entanto, a incorporação da HA reduziu essa capacidade dos arcabouços 

e essa redução foi crescente com o aumento do teor de HA. Essa redução deve-se 

as interações existentes entre a HA (Ca2+ e PO4
3-) e os grupos hidrofílicos da 

gelatina e o grupo amina da quitosana. Esses resultados foram consonantes com 

diversos autores (PETER et al., 2010; THEIN, MISRA, 2009; NORDTVEIT et al., 

1996). 

 

Figura 5.33- Efeito da incorporação da HA na porcentagem da absorção de água 
pelos arcabouços compósitos QG. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

O intumescimento facilita a infiltração de células nos arcabouços durante a 

cultura de células; aumenta o tamanho dos poros e a porosidade total maximizando 

assim a área de superfície interna dos arcabouços. No entanto, o intumescimento 

dos arcabouços pode tanto promover uma maior adesão celular, como também 

reduzir as propriedades mecânicas (PETER et al., 2010). 
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5.4 Caracterização dos arcabouços QG/HA reticulados 
  

5.4.1 Análise visual dos arcabouços compósitos QG/HA reticulados 
 
 Os arcabouços compósitos selecionados para o estudo da reticulação com PA 

e GA foram QG5/30HA e QG10/30HA. Os arcabouços reticulados apresentaram-se 

rígidos e com porosidade superficial. A adição do agente PA em maior concentração 

resultou em arcabouços com uma tonalidade próxima do castanho e a adição do GA 

resulta em uma tonalidade amarelada, conforme Figura 5.34. 

 

Figura 5.34 – Arcabouços QG/HA reticulados com PA e GA. (a) QG5/30HA e (b) 
QG10/30HA. 
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5.4.2 Difração de raios X 
 

A Figura 5.35 apresenta os difratogramas dos arcabouços QG/HA reticulados 

com PA e GTA. Pode-se observar que a adição dos agentes reticulantes alterou os 

padrões de DRX quando comparados aos arcabouços não-reticulados. Observou-se 

o aumento da intensidade e pequenos deslocamentos dos picos característicos da 

HA.  

PA0,5 PA1 PA5 GA0,5 
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Figura 5.35- Difratogramas dos arcabouços compósitos QG/HA reticulados. (a) 
QG5/30HA e (b) QG10/30HA. 
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5.4.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
  
 A Figura 5.36 apresenta os espectros de FTIR dos arcabouços compósitos 

QG/HA reticulados. Pode-se observar que a ação dos reticulantes PA e GTA foi mais 

efetiva no arcabouço com maior teor de gelatina. Observa-se que a PA atua nas 

cadeias poliméricas e compete com a interação das biocerâmicas, resultando na 

exclusão da HA, fenômeno comprovado pela liberdade de movimento dos grupos 

fosfatos e corrobora com os resultados da análise por DRX. 

Figura 5.36 – Espectros de IV dos arcabouços compósitos QG/HA reticulados. (a) 
QG5/30HA e (b) QG10/30HA. 
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5.4.4 Morfologia dos arcabouços QG/HA reticulados 
 

 As micrografias dos arcabouços compósitos reticulados estão exibidas na 

Figura 5.37. Observaram-se estruturas altamente porosas com uma distribuição 

larga de tamanho de poros e porosidade interconectada em todos os arcabouços. 

Comparando as micrografias dos arcabouços reticulados e sem reticulação, 

observam-se modificações significativas. No caso do arcabouço QG5/30HA, houve 

uma tendência de diminuição do tamanho dos poros e no arcabouço QG10/30HA, 

porosidade mais aberta e interconectada. 

 

 

.            
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Figura 5.37- Micrografias MEV dos arcabouços compósitos QG/HA reticulados. 
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Os resultados da média do diâmetro dos poros dos arcabouços reticulados 

calculados a partir das micrografias por MEV estão apresentados na Figura 5.38. 

 

 

Figura 5.38- Média do diâmetro dos poros dos arcabouços compósitos reticulados. 
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Os valores dos diâmetros dos poros apresentados pelos arcabouços variaram 

de acordo com os teores de gelatina e agente reticulante. Dentre os arcabouços 

QG5/30HA, a maior (269,4 ± 228,3µm) e menor média (145,71± 41,44µm) de 

diâmetro de poro foram apresentadas pelos arcabouços, QG5/30HA/PA0,5 e 

QG5/30HA/PA1, respectivamente. E entre os arcabouços QG10/30HA, o arcabouço 

QG5/30HA/PA0,5 apresentou média de 228,44 ± 87,97µm e o QG10/30HA/PA1 

355,27 ± 161,05. Pode-se concluir que a reticulação dos arcabouços compósitos 

altera o tamanho dos poros, porém os resultados mostraram valores superiores a 

100µm, tamanho esse considerado como suficiente para acomodação das células 

ósseas (SÁLCEDO et al., 2008). 

 

5.4.5 Propriedades Mecânicas 
 

 A Tabela 5.6 apresenta os resultados dos ensaios de compressão dos 

arcabouços compósitos QG/HA reticulados.  
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Os resultados apresentados pelo arcabouço QG5/30HA revelaram que a 

reticulação com PA alterou a propriedade de resistência a compressão quando 

comparado aos valores dos arcabouços controle. No entanto, a reticulação com GTA 

resultou no decréscimo das propriedades estudadas. Analisando os resultados 

exibidos pelos arcabouços QG10/30HA, observou-se uma forte redução das 

propriedades mecânicas quando reticulados com PA, destacando-se os arcabouços 

QG10/30HA/PA0,5 e QG10/30HA/PA1. Porém, a resistência à compressão sofreu 

um aumento para valores próximos dos arcabouços controle nas composições 

QG10/30HA/PA5 e QG10/30HA/GTA0,5. O comportamento mecânico dos 

arcabouços pode ser atribuído à forte influência da morfologia dos arcabouços 

resultante da reação de reticulação comentada anteriormente (Fig.5.34). 

   

Tabela 5.6- Influência da reticulação na resistência à compressão dos arcabouços 
QG5/30HA e QG10/30HA. Média ± D.P. (n=5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.6 Grau de intumescimento 
 
 O comportamento do grau de intumescimento dos arcabouços compósitos 

com a adição dos agentes reticulantes foi investigado e está apresentado na Figura 

5.39.  

A capacidade de intumescimento dos arcabouços compósitos estudados 

sofreu uma redução com a reticulação com PA e GTA. Entre os arcabouços 

QG5/30HA e QG10/30HA, os que sofreram maior redução da capacidade de 

intumescimento foram os reticulados com PA 5% e GTA0,5%. Os arcabouços 

       QG5/30HA            ı10 (Mpa)                   QG5/30HA              ı10 (Mpa) 

Controle 0,0678 ± 0,0094 Controle 0,3575 ± 0,0438 

PA0,5 0,0604 ± 0,0097 PA0,5 0,1941 ± 0,0341 

PA1 0,0500 ± 0,0338 PA1 0,1896 ± 0,0719 

PA5 0,0579 ± 0,0108 PA5 0,3064 ± 0,0519 

GTA0,5 0,0180 ± 0,0026 GTA0,5 0,3752 ± 0,0825 
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QG5/30HA com decréscimos de 32,7% e 35,5%, respectivamente. E entre os 

arcabouços QG10/30HA o grau de intumescimento sofreu decréscimo de 23,6% e 

30,2% em relação aos valores de controle. Portanto, os agentes reticulantes 

utilizados neste estudo potencializaram a diminuição do grau de intumescimento dos 

arcabouços compósitos. 

 

Figura 5.39 – Efeito da reticulação no grau de intumescimento dos arcabouços 

compósitos com PA (0,5%, 1% e 5%) e GTA (0,5%). 
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5.4.7 Degradação in vitro dos arcabouços reticulados 
 

Nesse estudo os arcabouços QG10/30HA com e sem reticulação foram 

escolhidos para avaliação da adição da HA e dos agentes de reticulação na 

degradação dos arcabouços compósitos. A Figura 5.40 apresenta o comportamento 

de degradação dos arcabouços em PBS e PBS com lisozima.  

Inicialmente, pode-se observar que a introdução da HA no arcabouço QG 

resulta na redução substancial da taxa de biodegradação do arcabouço compósito. 

Como relatado anteriormente (Figura 5.22), em apenas 2 dias de exposição nas 

soluções, as amostras do arcabouço QG10 sem reticulação foram totalmente 

desintegradas. Esse comportamento pode ser atribuído a menor hidrofilicidade da 
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HA e a possível interação entre QG e HA, causando uma diminuição da força da 

ligação ponte de hidrogênio entre o meio aquoso e o complexo QG (LI et al., 2012).      

O comportamento dos arcabouços reticulados comprovou uma tendência de 

estabilização a partir do 2º dia de exposição, uma vez que a perda de massa sofreu 

um decréscimo quando comparado aos arcabouços sem reticulação. Essa tendência 

foi mais significativa no meio PBS com lisozima, principalmente para os arcabouços 

reticulados com PA nos teores 1 e 5%. O arcabouço reticulado com PA0,5% 

apresentou maior instabilidade nos meios, chegando a se degradar totalmente em 

14 dias de exposição em PBS. A reticulação com o GTA resultou em arcabouços 

com menor perda de massa entre o 2º e o 7º dia de exposição, contudo no período 

até o 14º dia a taxa de degradação sofre um acréscimo.  

A tendência à estabilização dos arcabouços durante o ensaio de degradação 

foi mais regular no meio PBS com lisozima. A Figura 5.41 demonstra o aspecto 

visual da amostra do arcabouço QG10/30HA/PA5 após 14 dias de ensaio de 

biodegradação no meio PBS/lisozima. 

 

 

Figura 5.40 – Comportamento de degradação dos arcabouços QG10/30HA 

reticulados. (a) PBS e (b) PBS com concentração de lisozima. Média ± D.P (n=3). 
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Figura 5.41- Amostra do arcabouço QG10/30HA/PA5 após 14 dias de ensaio de 

biodegradação no meio PBS/lisozima. 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.8 Estudo de Viabilidade Celular dos arcabouços compósitos 
 

O estudo da viabilidade celular por MTT foi realizado para avaliar o efeito da 

incorporação de HA e da reticulação com PA na citocompatibilidade dos arcabouços 

compósitos quando colocados em contato direto com as células e os resultados 

estão exibidos na Figura 5.42. Nessa etapa foram selecionados como 

representantes do grupo os arcabouços QG10/30HA e QG10/30HA/PA5.  

 

Figura 5.42- Viabilidade de macrófagos de camundongos Swiss na presença dos 

arcabouços.  
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A incorporação da HA na composição do arcabouço provocou um aumento da 

viabilidade acima de 65% em relação ao arcabouço QG10, alcançando uma 

viabilidade celular de 74,2%. O arcabouço QG10/30HA/PA5 exibiu uma viabilidade 

celular de aproximadamente 82%, valor acima da viabilidade celular do controle 

positivo que exibiu um valor de 78,4%.  Os resultados de MTT mostraram que os 

arcabouços compósitos não exerceram nenhum efeito citotóxico nas células, uma 

vez que apresentaram uma viabilidade celular acima de 50% (BISPO, 2009).  Peter 

e colaboradores (2010) reportaram em seu estudo que a resposta biológica das 

células MG-63 nos arcabouços nanocompósitos QG/HA foi superior ao arcabouço 

QG exibindo um aumento do ataque, proliferação e expansão celular (PETER et al., 

2010). 

Estudos prévios têm mostrado que arcabouços compósitos de quitosana/ 

gelatina com HA aumentam a resposta biológica de células osteoblásticas (ZHAO et 

al., 2006). Tang et al. (2008) mostraram que os compósitos hidroxiapatita e 

quitosana apresentam uma boa biocompatibilidade com o tecido duro e uma 

excelente osteocondutividade. Segundo Thein-Han e Misra (2009) a adição de 

nanopartículas de HA em arcabouços de quitosana resultou em um maior ataque 

celular, alta proliferação e uma morfologia melhor distribuída quando comparada 

com os arcabouços apenas de quitosana.    

Li et al. (2009) prepararam filmes de HA/QG via biomineralização dos filmes 

reticulados de QG em uma solução de Ca(NO3)2-Na3PO4 em condições alcalinas e 

todas as composições apresentaram excelente biocompatibilidade. 

Ma et al. (2001) avaliaram a resposta biológica de células osteoblásticas em 

arcabouços compósitos PLLA e PLLA-HA. As células, além de penetrar 

profundamente nos arcabouços PLLA-HA, distribuíram-se uniformemente.  A 

viabilidade e proliferação celular, bem como a expressão de marcadores de 

diferenciação óssea, foram maiores para os arcabouços compósitos quando 

comparado ao PLLA puro. 

Chen et al (2009) desenvolveram um compósito biodegradavel formado por 

gelatina reticulada com procianidinas oligómericas (PCOs) e fosfato tricálcico para 

aplicação como substituto ósseo. Ensaios de degradação in vivo e 

biocompatibilidade foram realizados através de implante subcutâneo em ratos e os 

resultados das análises radiográficas demostraram um maior crescimento de tecido 

ósseo no interior do compósito quando comparado ao osso bovino desproteinizado 
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no mesmo tempo de implantação; e indicaram que a taxa de degradação in vivo foi 

substancialmente atenuada em concentrações de PCO acima de 5,0%. O autor 

afirma que a progressiva substituição do compósito pelo novo tecido é consequencia 

da osteocondução e biodegradação e que a composição estudada apresenta grande 

potencial para melhorar o reparo ósseo.  
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CAPÍTULO 6 

CONCLUSÕES 
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6 CONCLUSÕES 
 

Considerando os objetivos estabelecidos neste trabalho: arcabouços com e 

sem reticulação constituídos por Quitosana/Gelatina e 

Quitosana/Gelatina/Hidroxiapatita para aplicação como biomateriais para potencial 

utilização na engenharia de tecido ósseo. Pode-se concluir que: 

 

- Arcabouços Quitosana/Gelatina  

Os resultados das caracterizações de DRX e FTIR revelaram que o aumento 

do teor de gelatina modificou o grau de interação entre os polímeros, e 

consequentemente, as propriedades foram alteradas, destacando-se os aumentos 

do grau de intumescimento e da resistência à compressão dos arcabouços.  

Como consequência da reticulação química com a procianidina (PA), o grau 

de intumescimento sofreu um decréscimo com o aumento do teor do agente 

reticulante. Do ponto de vista mecânico, a resistência à compressão foi reduzida, 

resultado da modificação morfológica com aumento da porosidade e formação de 

macroporos.  

Quanto ao ensaio de degradação in vitro, os arcabouços mostraram-se 

totalmente biodegradáveis em apenas 2 dias de exposição nos meios estudados.  

Todos os sistemas avaliados se mostraram não tóxicos e biocompatíveis. 

 

- Arcabouços Quitosana/Gelatina/Hidroxiapatita  

Os resultados das caracterizações de DRX e FTIR dos arcabouços 

compósitos indicaram a interação existente entre os componentes polimérico e 

cerâmico. O aumento do teor de HA alterou significativamente as propriedades dos 

arcabouços compósitos, tais como, diminuição do grau de intumescimento e 

aumento da resistência à compressão com a adição de teores de até 50% de HA.  

A ação do agente reticulante (PA) foi significativa nas composições contendo 

o teor de 5%, no que diz respeito, principalmente, a diminuição do grau de 

intumescimento e a manutenção da propriedade mecânica. 

Quanto ao ensaio de degradação in vitro, os arcabouços mostraram uma 

maior estabilidade durante a exposição nos meios estudados.  
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Na avaliação da viabilidade celular todos os sistemas avaliados se mostraram 

não tóxicos e biocompatíveis.  

 Em resumo, os arcabouços QG e QG/HA oferecem de acordo com os 

resultados das propriedades avaliadas uma ampla faixa de escolhas para 

potencialmente serem usados em aplicações biomédicas, tais como, biomaterial, 

veículo de liberação controlada de drogas, e arcabouço para engenharia de tecido 

ósseo e cartilaginoso. Destaca-se também neste trabalho a possibilidade do 

aumento da estabilidade e biocompatibilidade desses arcabouços com a 

procianidina (PA), um agente reticulante natural, em substituição aos agentes 

reticulantes tradicionais. 
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