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RESUMO

A utilizacdo de céanulas no sistema digestivo de ruminantes é frequentemente
requisitada para estudos experimentais de digestibilidade. As céanulas utilizadas
atualmente sdo fabricadas com polimeros sintéticos que apresentam minima
interacdo com o meio biolégico, baixa biodegradabilidade e problemas de toxicidade
relacionados aos aditivos. Por esta razdo, a substituicdo dos polimeros sintéticos,
por polimeros naturais, biodegradaveis, atéxicos e biocompativeis como a quitosana
podera resultar na obtencdo de um produto, que apresente melhor interacdo com o
tecido animal. A quitosana, aplicada na Biomedicina, € um biomaterial que favorece
a reconstituicao fisiolégica da pele e suas propriedades podem ser melhoradas pela
adicao de carbonato de célcio de origem animal, extraido da casca do ovo de
galinha, em preparacbes de compositos quitosana/carbonato de célcio (CaCOs).
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar
membranas de quitosana e de compoésitos quitosana/(CaCOs) para substituir,
parcialmente, os polimeros sintéticos empregados atualmente em canulas de fistula
ruminal. Membranas de quitosana e compdésito quitosana/(CaCQO3) nas proporcoes
de 1%, 5% e 10%, foram preparadas e caracterizadas por Espectroscopia na Regido
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de raios X (DRX),
Tensao Superficial por medidas do angulo de contato (TS), Andlise de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), Analise Termogravimétrica (TG), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO), Ensaio de Biodegradagao
Enzimatica, Estabilidade em Solucbes Aquosas Acida e Alcalina, Estabilidade em
Meio Ruminal, Avaliagdo da Viabilidade Celular dos Macrofagos (MTT),
Determinacao da Producdo de Oxido Nitrico (NO) e Ensaio Mecanico (ensaio de
tracdo). Na analise de FTIR, TS e ensaio mecanico a presenga de CaCOs nas
proporcbes estudadas nao demonstrou alteragbes significativas, quando
comparadas as caracteristicas da membrana de quitosana isoladamente. A técnica
de DRX mostrou que, quanto maior a quantidade de CaCOg3, maior é a cristalinidade
do compdsito. Quanto a topografia das amostras, a MO e a MEV revelaram que as
particulas de carbonato de calcio formaram aglomerados de tamanhos e formas
variadas, porém bem distribuidas nas membranas. Pdde-se concluir com os
resultados de DSC que o aumento da carga na membrana de quitosana
proporcionou ao compdsito maior estabilidade térmica, discretamente confirmada,
pelo ensaio termogravimétrico (TG). Os ensaios de biodegradacao apontaram que
as membranas sado biodegradaveis. A biocompatibilidade dos compdsitos foi
confirmada com os ensaios de MTT e NO, onde revelaram pouca ou nenhuma
citotoxicidade. Baseado nos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que a
membrana de quitosana com 1%, 5% e 10% de carbonato de calcio extraido da
casca do ovo de galinha apresenta viabilidade para ser aplicado como biomaterial,
uma vez que otimiza a biocompatibilidade e a bioatividade do polimero sintético
usado em canulas e contribui para a reducéo da poluicdo ao meio ambiente.

Palavras - chave: 1. Quitosana. 2. Carbonato de calcio. 3. Biomaterial. 4. Canula. 5.
Casca de ovo.



ABSTRACT

The use of cannulas in the digestive system of ruminants is often required for
experimental studies of digestibility. The cannulas used today are made from
synthetic polymers presenting minimal interaction with the biological environment,
low biodegradability and toxicity problems due to additives. For that reason, the
replacement of synthetic polymers used in the manufacture of these tubes, by a
natural polymer, biodegradable, nontoxic and biocompatible such as chitosan may
result in a product providing better interaction with the animal tissue. In Biomedicine,
Chitosan is applied as biomaterial that favors the reconstitution of the skin and its
physiological properties can be improved by the addition of calcium carbonate
extracted form eggshells, leading to preparations of chitosan / calcium carbonate
composites. Therefore, this paper proposes to develop and characterize chitosan
membranes and chitosan / calcium carbonate composites to replace synthetic
polymers currently used in these cannulas. Composite membranes of chitosan and
chitosan / calcium carbonate with contents of 1%, 5% and 10% were prepared and
characterized by Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, X-ray diffraction
(XRD), surface adhesion by contact angle measurements (TS), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Thermogravimetric Analysis (TG), scanning electron microscopy
(SEM), optical microscopy (OM), Enzymatic biodegradation test, stability against
acidic and alcaline aqueous solutions, Ruminal medium stability, assessment of cell
viability of macrophages (MTT), Determination of the Production of Nitric Oxide (NO)
and mechanical testing (tensile test). Regarding the FTIR and TS results, the
presence of calcium carbonate in the proportions of 1%, 5% and 10% did not change
significantly the characteristics of the chitosan membrane. The XRD technique
showed that the greater the amount of calcium carbonate, the higher was the
crystallinity of the composite. Regarding the topography, by light microscopy and
scanning electron microscopy it was observed that calcium carbonate particles
formed clusters of various sizes and shapes, but were well distributed in the
membranes. Through the DSC can be concluded that the increased load on the
membrane of chitosan gave them a greater thermal stability, which was also slightly
observed by the thermogravimetric analysis (TG). The biodegradation tests showed
that the membranes are biodegradable. The MTT assays and NO confirmed that the
composites are biocompatible with low or without any cytotoxicity. Based on data
obtained in this work can be concluded that the chitosan membrane with 1%, 5% and
10% calcium carbonate derived from the the chicken eggshell can be used as
biomaterial and to improve the biocompatibility of synthetic polymers used in the
cannulas, and this then contributes to the reduction of environmental pollution.

Keywords: Chitosan. Calcium carbonate. Biomaterial. Cannula. Eggshell.
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1 INTRODUCAO

A fistulagdo é uma técnica auxiliar no estudo da digestdo dos alimentos
consumidos pelos animais, principalmente os ruminantes. Simples e muito Util,
atualmente é executada em diversas unidades de pesquisas e de ensino do pais
(ORTOLANI, 2007).

A complexidade da digestdao nos ruminantes apresenta desafios para a
quantificacdo dos processos digestivos. Portanto, o conhecimento da fisiologia
digestiva destes animais é de fundamental importancia. Desse modo, inUmeras
técnicas tém sido desenvolvidas para a determinacdo do fluxo de digestdo nos
diferentes segmentos do trato digestivo, destacando-se as fistulacbes de érgaos
como rumen e abomaso. Nos animais fistulados no rimen, o conteldo ruminal
(alimento) é coletado para estudos de parametros ruminais, enquanto no abomaso,
a coleta € realizada principalmente para determinagédo das digestibilidades parciais
dos nutrientes (LEAO et al., 2005).

As céanulas utilizadas atualmente em fistula ruminal sdo fabricadas com
polimeros sintéticos. No estagio atual, sdo utilizados materiais sintéticos que
apresentam minima interagdo com o meio bioldgico, dificultando a cicatrizagdo do
mesmo. Isto tem causado problemas de extravasamento de conteudo ruminal, que
além do aspecto de higiene pode contribuir para debilitar o animal, e em alguns
casos leva-lo a morte (ORTOLANI, 2007).

Atualmente, os biomateriais sdo concebidos para que haja uma efetiva
interacdo com os tecidos, provocando respostas fisioldgicas como crescimento e/ou
diferenciacdo celular no sitio de implantacdo e ndo apenas para atuar como uma
peca de reposicdo estatica (SANTOS JUNIOR; WADA, 2007). Por esta razdo, a
substituicdo parcial ou total dos polimeros sintéticos, empregados atualmente na
fabricacao das canulas para fistula ruminal, por polimeros naturais e biocompativeis,
podera resultar na obtengdo de canulas que apresentem melhor interacdo com o
tecido animal. No caso de uma substituicao parcial, seria realizada a modificacdo da
superficie do material sintético, tornando-o compativel e bioativo, melhorando a
interagdo com o organismo animal e acelerando o processo de cicatrizacao.

Dentre os polimeros naturais, a quitosana apresenta caracteristicas que
possibilita seu uso para modificagdo de superficie da borda de cénulas fixas,

permitindo assim, ser suturada a pele do animal com sucesso.
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A quitosana € um polissacarideo natural, derivado da desacetilacdo da quitina,
encontrada principalmente em carapacas de crustaceos, composta de residuos de
B-(1>4)-D-glicosamina e [(-(1->4)-N-acetil-D-glicosamina (SANTOS et al.,2006;
HEJAZI; AMIJI, 2003;). Vérios estudos avaliando potenciais aplicacdes da quitosana
como revestimento curativo ou como suporte para crescimento de células e
recuperacao de tecido animal, foram publicados (KHAN; PEH, 2003).

Devido a todas as caracteristicas até entdo conhecidas da quitosana, ela vem
sendo utilizada na biomedicina, industria de cosméticos, agricultura, como fibra téxtil
e no tratamento de agua. Aplicada na Biomedicina ela é um biomaterial que favorece
a reconstituicao fisiolégica da pele (BIAGINI, et al., 1992) e auxilia na reducao do
processo inflamatério de feridas cirargicas infectadas (HELOU et al., 2008).

Na Medicina Veterinaria, a quitosana é aplicada em ataduras, veiculos de
medicamentos, etc. (SENEL; McCLURE, 2004). Entretanto, algumas das suas
propriedades, tais como estabilidade térmica e propriedade de barreira a gases nao
sdo boas o suficiente para que a quitosana seja capaz de competir com polimeros
sintéticos, desta forma a preparacao de membranas de quitosana com carbonato de
calcio extraido da casca de ovo pode ser uma alternativa para o melhoramento
destas propriedades. Segundo Dupoirieux et al. (1995) o p6 da casca de ovo possui
biocompatibilidade, com auséncia de risco de transmissao viral e de salmonelose,
uma vez que pode ser autoclavado, possuindo também significativa estabilidade
térmica.

Material produzido por substancias originadas dos seres vivos (biomassa), tem
sido uma grande fonte de interesse dos pesquisadores nos ultimos anos e seu uso
tém tido grande atengado pela importancia em relacao a fatores ecolégicos, por
serem de fontes renovaveis e também pelo fato de que o descarte de algumas delas
constituir fontes de poluicdo, causando muitos problemas ambientais (KUMAR,
2000). O desenvolvimento de polimeros derivados de biomassa é um dos mais
importantes e urgentes assuntos do ponto de vista da preservagdo ambiental,
considerando-se o fato de que a grande maioria dos polimeros utilizados para fins
comerciais origina-se de mondémeros derivados do petrdleo. A poluicdo ambiental
causada pela producdo e o descarte de polimeros derivados do petroleo tem
levantado um crescente interesse nas industrias quimicas na obtencdo de produtos

que minimizem esse problema (CHATTI et al., 2006).
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Em defesa da manutencdo das condicdes ambientais, varios segmentos da
sociedade tém se manifestado, incluindo profissionais da area de engenharia de
materiais, com a responsabilidade de evitar e prontamente agir para estabelecer as
condi¢cbes mais adequadas e para buscar e propor 0 uso de materiais que sejam

aplicaveis em solucdes dos problemas ambientais (AIROLDI, 2008).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver membranas de quitosana com carbonato de calcio para
revestimento parcial dos polimeros sintéticos empregados atualmente em canulas de

fistula ruminal.

1.1.2 Objetivos Especificos

e produzir membranas de quitosana sem e com carbonato de calcio nas
proporgoes de 1%, 5% e 10%;

e comparar as membranas quanto as suas propriedades quimicas,
morfoldgicas, térmicas e mecénicas;

e avaliar a biodegradabilidade das membranas na presenca da lisozima, em
meio aquoso acido e alcalino e no conteudo ruminal;

e avaliar a biocompatibilidade das membranas in vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fistula Ruminal

A fistula € uma comunicacao feita cirurgicamente entre dois 6rgaos, ou entre
um érgao e o meio. A canula é um tubo de plastico, borracha ou metal, de calibre
variavel, com formas e objetivos diversos, aberto em ambas as extremidades,
destinada a ser introduzida no corpo (FERREIRA, 2000).

Existe uma grande variedade de canulas ruminais, podendo ser preparadas
com material rigido, como metal, plastico ou acrilico ou confeccionadas com material
flexivel, como borracha, silicone ou vinil. O aco inoxidavel pode ser utilizado para
canulas rigidas, mas devido ao seu elevado peso pode causar necrose dentro do
[Gmen intestinal (HARMON; RICHARDS, 1997).

O estbmago dos ruminantes é composto por quatro compartimentos
morfologicamente distintos. Os trés primeiros, rumen, reticulo e omaso,
correspondem a parte aglandular, e o abomaso é o compartimento glandular. O
epitélio que reveste os compartimentos aglandulares é formado por quatro camadas:
basal, espinhosa, granulosa e cornea ou queratinizada, sendo a ultima voltada para
o limen do 6rgao. A camada basal é a parte germinativa do epitélio, onde ocorre a
proliferacdo celular para o crescimento e renovacao do epitélio, expressa por alta
atividade mitética. A lamina prépria € de natureza conjuntiva e altamente
vascularizada (PEREIRA, 1997).

A fistulagdo do rumen e a implantacdo da canula sao realizadas mediante
intervencdo cirurgica, que variam conforme o tipo de céanula utilizada. Esta
implantagdo possibilita avaliar o metabolismo e a fisiologia do pré-estémago
(DUFFIELD et al., 2004)

A colocagédo de canula ruminal é uma tecnologia que serve, além de outras
coisas, para observar os movimentos dos 6rgdos, a producdo de gases, a
velocidade da saida dos alimentos, etc. No entanto, a principal finalidade € o exame
do liquido ruminal para analise da digestao e clinica do animal (ORTOLANI, 2007).

Nos experimentos com plantas toxicas, além de estudar o efeito toxico de
varias plantas, o uso da fistula também tem servido para evitar desperdicios de
material e diminuir o stress do animal, que ocorre com maior freqiiéncia quando o

material € colocado diretamente na boca do mesmo. Além disso, o tempo de
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administracdo é menor e podem ser utilizadas quantidades maiores de plantas,
principalmente daquelas pouco palataveis (ALCALDE et al., 2001).

A obtengéo do liquido ruminal também é possivel através de sondas inseridas
no ramen. Entretanto, a coleta da amostra frequentemente torna-se comprometida
em consequéncia da obstrugcdo da sonda, além de nao permitir a obtencao de
grande quantidade do conteudo fibroso, o que torna a implantacao de fistula ruminal
uma alternativa. Porém, algumas complicacdes podem ocorrer apés a implantacao
de cénulas, tais como peritonite e vazamento de contetdo ruminal (Figura 1) e o
vazamento de grande quantidade de conteudo do rumen pode levar o animal a
desidratacdo e desnutricdo. Além de provocar lesbées na pele, produz odor
desagradavel e favorece o aparecimento de miiases. Sendo assim, a fistulagéo ideal
€ aquela que forma uma vedagdo em torno da canula, impedindo o vazamento no
periodo experimental (MUZZI et al., 2009).

Figura 1 - Bovino Fistulado, apresentando vazamento do conteddo ruminal.

d ) :Ii.:n
Fonte: www.flickr.com/photos/vcuela/268621 008/

A técnica in situ, para avaliagdo da degradagédo ruminal das principais fragdes
que compdem os alimentos, tem sido muito utilizada nas pesquisas relacionadas
com nutricdo de ruminantes. Esta técnica permite um contato intimo do alimento

avaliado com o ambiente ruminal, sendo a melhor forma de simulagdo deste meio,


http://www.flickr.com/photos/vacuela/268621008/
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embora o alimento nado esteja sujeito a todos os eventos digestivos, como
mastigacdo, ruminacdo e passagem ao trato digestivo posterior (VAN SOEST,
1994).

O rumen caracteriza-se por ser um meio anaerdbio, com temperatura entre
38 a 40 °C, ideal para o desenvolvimento dos microrganismos, possuindo ainda, pH
que pode variar de 5,5 a 7,0, sendo que os organismos celuloliticos crescem em pH
6,7 ideal. O pH é regulado pela absorcdo de saliva, a qual possui capacidade
tampao, porém, tanto a composicao quimica da dieta como o manejo alimentar
estao relacionados com o valor do pH ruminal (COALHO, 2004).

Os animais fistulados podem ser mantidos por longos periodos nos ensaios
experimentais, desde que sejam tomados os cuidados rotineiros de limpeza e
higiene do local (SANTRA; KARIM, 2002).

Muzzi et al. (2009), afirma que as canulas de borracha sao funcionais por longo
periodo de tempo, e permite a obtengao de quantidades suficientes de amostra.

A técnica utilizada para realizagdo da fistula no ramen € conhecida por
rumenostomia, que € um procedimento cirdrgico no flanco do ruminante que
estabelece um orificio artificial no ramen. As Figuras 2 e 3 ilustram a colocagao de
canulas que também sao utilizadas para auxiliar no tratamento de afec¢des do trato
digestoério de ruminantes (MIGUEL et al., 2004).

Fonte: STEDILE et al., 2008
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Figura 3 - Rumenostomia com colocagéo de canula flexivel de borracha em ovinos

Fonte: GOMES et. al., 2009

Para Stedile et al. (2008), a rumenostomia para implantagao da céanula flexivel
é de facil realizagao, ajuste anatémico, proporciona boa adaptagdo dos animais e €
efetiva para coleta de material durante a experimentagdo sem grande
comprometimento da qualidade de vida do animal. Segundo Aabd.el-Fattah et al.,
(2007) as canulas obtidas a partir de garrafas de polipropileno (Figura 4) tem baixo
custo, sdo duraveis e disponiveis, ndao causando dor mecanica e mantendo o
ambiente ruminal normal. Podem ser implantadas através de técnica simples, facil,
com consumo minimo de tempo, adequado para coleta de todo o conteudo ruminal,
nao apresentando nenhum efeito adverso na condicdo geral de saude, porém é
aconselhado ser adotado apenas em pequenos ruminantes.
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Figura 4 - Rumenostomia com colocacao de canula fixa de polipropileno em ovinos

Fonte: AABDEL-FATTAH et al., 2007

Antes de iniciar o experimento e consequentemente evitar problemas no
periodo experimental com os animais fistulados, € importante selecionar um namero
maior de animais do que o necessario, em virtude do comprometimento da pesquisa
em funcdo da perda de animais ou queda de canulas. Deve-se dar preferéncia a
animais adultos para evitar perda de canulas devido ao aumento e distensado de
fibras musculares da borda fistular. Porém, recomenda-se utilizar, primeiramente, um
padrdo de canula flexivel menor que pode ser futuramente adaptada ou substituida
com o decorrer do experimento e assim prolongar a vida util dos animais e minimizar
o extravasamento de liquido ruminal e as provaveis complicagdes na digestao e
fermentagdo de alimentos. Existe, ainda, a possibilidade de queda da canula por
distensdo das fibras musculares da borda fistular. Neste ultimo caso, a solucdo seria
a substituicdo por canulas de borracha flexivel com dimensdes maiores, sendo esta
substituicdo praticamente definitiva, em funcdo do porte encontrado na maioria das
ragas ovinas e caprinas que limita o espaco necessario na fossa paralombar
esquerda para fistulagdo com canulas de didmetro ainda maiores. Outro ponto seria
a predisposicdo ao stress fisico e comportamental dos animais com o uso de
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canulas de maior didmetro, volume e peso com maior risco de perda por queda
(GOMES et al., 2009).

Para evitar a perda das canulas com o passar do tempo (principalmente no
periodo pbs-operatdrio), é recomendado 0 manejo em sistemas semi-intensivos com
protecdo de chuva e sol, limpeza diaria e a presenca de solarios amplos que
possibilitem exercicios regulares e a manutencao do estado de saude dos animais.
O contato dos animais fistulados com a vegetacdo (quando soltos no pasto), em
especial da Caatinga pode, eventualmente, resultar na perda das canulas. E
necessario um cuidado semanal constante para realizacao de limpeza das canulas
com agua e sabao e aplicacao de repelente para evitar o aparecimento de miiase.
Este tipo de acompanhamento deve ser realizado durante toda a vida do animal
sendo estes uns dos fatores que contribuem para uma vida util longa do biomaterial,
neste caso, a canula (GOMES et al., 2009).

2.2 Biomaterial

Biomaterial € um material desenvolvido com o propésito de interagir com a
interface de sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer
tecido, 6rgao ou funcao no corpo humano, produzido ou modificado artificialmente.
Deve apresentar caracteristicas e propriedades tais como biocompatibilidade,
biofuncionalidade e ndo deve alterar o meio biolégico nem reagir com o sangue
(desnaturacao de proteinas) (HENCH, 1998).

A definicao de biomaterial pode ser encontrada com diferentes interpretacdes,
tanto no campo das Ciéncias dos Materiais quanto na Medicina Clinica. Conforme a
aplicagéo e as caracteristicas requeridas, pode-se optar por um ou outro tipo de
material, ou pela utilizacdo conjugada de mais de um deles (URAGAMI; TOKURA,
2006; RATNER; BRYANT, 2004).

O desenvolvimento de novos materiais e aplicacbes para materiais ja
existentes surge como opc¢ao viavel e importante para as mais diversas areas do
conhecimento. Na Ciéncia dos Materiais, € cada vez mais evidente a necessidade
de se lidar com materiais que possibilitem a obtengdo de produtos de necessidade
humana, com a maxima qualidade e desempenho, ao menor custo possivel

(DOBRZANSKI, 2006). E importante ressaltar que, durante muito tempo, raramente
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os biomateriais eram desenvolvidos para substituir ou tratar érgaos ou funcdes do
corpo. Na verdade, a maioria desses materiais era estudada para aplicacbes
tecnoldgicas tais como, estruturas, revestimentos e equipamentos, mas a
aplicabilidade na medicina fez com que esses materiais fossem modificados ou
otimizados para tais fins (WILLIAMS, 1999).

Os biomateriais sao utilizados desde as civilizacbes mais antigas. Chineses e
indianos ja usavam ceras, resinas e tecidos para reconstruir partes perdidas ou
defeitos do corpo. Ao longo dos séculos, avancos nos tipos de materiais sintéticos,
técnicas cirurgicas e métodos de esterilizacao vém permitindo o uso de biomateriais
em partes do corpo nao visualizadas até entdo (SCHILLING et al., 2004). De acordo
com a origem, eles sao classificados em sintéticos e naturais. Estes Ultimos podem
ainda ser classificados como autégenos, quando se realiza a retirada de um tecido
para implante no préprio individuo (caso dos enxertos 6sseos); hombgenos, quando
o implante € dado por um o6rgao ou tecido de individuos diferentes, porém
pertencendo a mesma espécie (caso do transplante de figado e de coracdo) e
heter6genos, quando o implante é originario de uma espécie diferente (caso da
utilizacao do pericardio bovino em proteses cardiacas (VESELY, 2003).

Atualmente os biomateriais tém vastas aplicacbes como biosensores,
implantes, liberacdo controlada de drogas, lentes intraoculares, etc. A cada ano sao
desenvolvidos novos biomateriais com o intuito de oferecer outras opcbes de
tratamento para diversas enfermidades. Porém, devido a mudanga no conceito de
desenvolvimento de biomateriais, a maioria dos novos materiais é voltada para
regeneracao tecidual. Eles também devem ser susceptiveis aos processos de
esterilizagdo, sem que o mesmo n&o altere as propriedades fisico-quimicas do
material (SAN ROMAN; REIS, 2004).

Dentre as diversas classes de biomateriais existentes, destaca-se a classe dos
bioreabsorviveis. A capacidade de reabsor¢cdo de um biomaterial esta relacionada
com a biocompatibilidade apresentada pelo mesmo. A biocompatibilidade é a
capacidade do material apresentar resposta apropriada, quando aplicado, néo
causando reacdo inflamatéria crénica, reacdo de corpo estranho ou mesmo
toxicidade. Ela gira em torno da interacdo celular com o biomaterial. Sendo o
material ideal para executar a funcdo desejada, aquele que eventualmente
desaparece (reabsorve), sendo substituido por tecido natural. Deste modo,
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polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse para a comunidade da
engenharia biomédica (SANTOS JUNIOR; WADA, 2007).

A evolucéao atual dos biomateriais depende dos avancos das diversas areas, de
maneira global da biotecnologia e da ciéncia dos materiais. O desenvolvimento
destes envolve também profissionais de diferentes areas da ciéncia, portanto, a
multidisciplinaridade € fundamental neste processo (HENCH, 1998; RATNER et al.,
1996).

Um dos desafios no campo de biomateriais € que todos os dispositivos de
implantes substituem tecidos vivos cujas propriedades fisicas sdo resultado de
milh6es de anos de otimizacao evolutiva, e que tém a capacidade de crescimento,
regeneracdo e reparo. Assim, todos os biomateriais usados para reparo ou
restauracdo do corpo representam um ajuste de caracteristicas e de propriedades.
(OREFICE et al., 2006).

A necessidade de se reduzir o niumero de cirurgias de revisdo, destinadas a
substituir implantes danificados, reducdo dos custos dos materiais envolvidos em
implantes, enxertos e também a dependéncia de doadores para transplantes, que
muitas vezes nao sao compativeis, também tem incentivado o desenvolvimento de
biomateriais com propriedades superiores e capazes de cumprir suas atividades por
um tempo mais prolongado no organismo (SILVA JUNIOR; OREFICE, 2001).

As células e mediadores do sistema imune sao frequentemente notados no
sitio de implantacdo dos biomateriais e, portanto, a interagdo de leucécitos com o
biomaterial é tida como um fator crucial na determinagéo da biocompatibilidade. Em
fungéo desta interacéo, os leucdcitos sado habeis para liberar ou estimular muitos dos
mediadores responsaveis pela intensidade e duracdo da resposta inflamatéria.
Atribui-se ao macréfago a responsabilidade pela degradacao de polimeros “in vivo”,
pois os macréfagos, quando ativados, sofrem alteragcbes morfofuncionais que
potencializam suas fungbes quimiotaticas, fagocitica e secretora, e,
consequentemente, sua capacitacado para varias outras fungdes. A fagocitose é uma
das atividades mais importantes dos macréfagos em um processo inflamatorio, pois
estas células tém grande capacidade de sintetizar e secretar substancias intra e
extracelulares, como enzimas que afetam as proteinas extracelulares, substancias
envolvidas no processo de defesa e fatores reguladores da atividade de outras
células, especialmente as citocinas e fatores de crescimento (RATNER et al.; 1996).
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A selecdo do biomaterial desempenha a funcdo chave no projeto de
desenvolvimento de um produto obtido por engenharia de tecido. Apesar do classico
critério de selecao por um implante seguro, estavel e inerte, tem se verificado que o
mais importante €& a resposta celular. Portanto, € amplamente aceito que o
biomaterial deve interagir com o tecido em reparo, caso contrario, este agiria como
um simples substituto inerte. Sendo assim, o mesmo deve ser mais que
biocompativel, ele deve promover a resposta celular desejada. Consequentemente,
o maior foco dos biomateriais para aplicacdo em engenharia de tecidos esta

baseado no controle da sua interacdo com as células (PANCHENCE; KOHN, 2000).

2.3 Polimeros

Os polimeros sao constituidos de macromoléculas organicas ou inorganicas,
naturais ou sintéticas de alta massa molar, que possuem unidades quimicas ligadas
por covaléncia, repetidas regularmente ao longo da cadeia, denominadas meros.
Séao classificados em homopolimeros ou copolimeros (VISSER et al., 1996).
Quimicamente, eles tém como base o carbono, hidrogénio e outros elementos nao
metalicos (CALLISTER, 2002). E uma das classes de materiais mais versateis e tém
mudado nosso cotidiano por varias décadas com importantes aplicagdes na area
médica, agricultura e engenharia (LANGER et. al., 2003). Eles podem ser
termoplasticos ou termorrigidos, o que depende das caracteristicas moleculares e
estruturais dos mesmos. Os termoplasticos tém cadeias individuais que se agrupam
por forcas relativamente fracas como Van der Waals e dipolo-dipolo, podendo ser
dissolvidos em solvente e modelados para a formagdo de membranas ou outros
materiais. Os termorrigidos, geralmente, sdo constituidos por ligagbes covalentes,
introduzidas entre as cadeiras através de reticulacbes. Uma vez submetido ao
processo de reticulagdo, com formagao de ligacdes covalentes, o polimero ndo pode
ser dissolvido ou moldado nem seus fragmentos reciclados (BATICH; LEAMY,
2003).

Atualmente a maioria dos polimeros é de origem sintética, sua compatibilidade
e degradabilidade sdo mais limitadas do que a dos polimeros naturais, como por
exemplo, a celulose, quitina, quitosana e seus derivados (KUMAR, 2000).
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Os polimeros biocompativeis encontram-se subdivididos em bioinertes,
bioativos, bioabsorviveis e biodegradaveis, sendo estes classificados de tal forma
por serem suscetiveis a decomposicdo, através de atividade vital do sistema
biolégico (HENCH; JONES, 2005; NICHOLSON, 2002).

O uso de compoésitos de polimeros alia suas diferentes propriedades
(mecanicas, térmicas e viscoelasticas) para obter o melhor resultado pretendido nas
diversas aplicacdes (YUEHUEI et al., 1998).

Os biopolimeros apresentam uma série de propriedades e caracteristicas
funcionais préprias que possibilitam uma pluralidade de aplicagcbes. Em sua forma
original ou modificada apresentam boas propriedades mecéanicas para aplicacoes
como fibras, filmes, espessantes, hidrogéis, emulsificantes, carreadores e suporte
para imobilizacdo de drogas e enzimas, dentre outras aplicacdes (ORREGO et al.,
2009; KHOR; LIM, 2003).

2.4 Polimeros Biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis sdo aqueles no qual a degradacao resulta da
acao de microorganismos de ocorréncia natural, tais como bactérias, fungos e algas
(ASTM D 6400-99) e apresentam uma redug¢do da sua massa molar ao entrar em
contado com o ambiente biolégico (OREFICE et al., 2006). Esses polimeros sao
considerados como uma nova classe de um campo de estudo que vém se
destacando devido ao crescimento da importancia desses materiais no mercado
mundial (DUARTE, 2004). Quando utilizados como biomaterial oferecem vantagens,
como a nao necessidade de um segundo procedimento cirdrgico para remogao da
prétese apds ter cumprido a fungéo requerida, e tem a possibilidade de provocar e
guiar regeneracao tecidual via degradacao do material (FAMBRI et al., 2002).

A biodegradabilidade € a capacidade que uma substancia apresenta de ser
decomposta pela acédo de seres vivos. Os microrganismos, principais envolvidos
neste processo, possuem enzimas extracelulares como: depolimerases e hidrolases.
Elas catalisam a quebra do polimero em compostos soluveis em agua, que podem
ser aproveitados como nutrientes pelas células (KHANNA; SRIVASTAVA, 2004).

Os polimeros biodegradaveis tais como colageno, elastina, acido hialurénico,

dextrana, celulose e quitina sdo moléculas de origem bioldgica, estrutura
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macromolecular, sdo sempre biodegradaveis e muito utilizados como matrizes em
liberagdo de farmacos (OREFICE et al., 2006). Dentre estes polimeros, os que tém
despertado maior interesse € a celulose; que provém de varias fontes, e a quitina
que, quando sofre o processo de desacetilacao da origem a quitosana. Do ponto de
vista reacional, a quitosana é muito mais atrativa, por conter um grupo amino,
propiciar a modificacdo quimica da estrutura polimérica original e poder reagir com
varias moléculas, tendo a finalidade de tornar o polimero com maior disponibilidade
de grupos pendentes para exercer outras atividades (TORRES et al., 2006; LIMA et
al., 2006; CRINI, 2005).

Nos ultimos anos, os polimeros biodegradaveis tém sido propostos como
alternativas aos biomateriais atualmente usados em aplicacées biomédicas. Uma
das vantagens destes materiais € seu baixo custo como resultado da disponibilidade
da matéria-prima (DUMITRIU et al., 1996). As suas propriedades podem ser
facilmente alteradas por diferentes métodos fisicos e quimicos, o que permite a
selecao de propriedades importantes tais como capacidade de absorcao de agua,
cinéticas de degradacdo, ou propriedades mecanicas com especificacoes
apropriadas e determinadas aplicacoes (KAPLAN, 1998).

Polimeros biodegradaveis do tipo polissacarideos tém sua origem em plantas,
animais invertebrados, fungos e microrganismos, embora também estejam presentes
em mamiferos, porém, em menor proporcdo. Estes sado constituidos por
carboidratos, em geral, de alto peso molecular. Sdo complexos coloidais que se
hidrolisam em monossacarideos contendo cinco ou seis atomos de carbono.
Considera-se que os polissacarideos sdo polimeros nos quais os monémeros foram
unidos por ligacdes glicosidicas com eliminagdo da agua. Suas cadeias podem
conter cargas ou serem neutras, sendo denominados de polieletrélitos, no primeiro
caso, termo que se refere a polimeros que em solvente polar adequado apresentam
cargas positivas e negativas, como positivas na quitosana e negativas em
carboximetilcelulose, ou cargas positivas e negativas na carboximetilquitosana
(ORREGO et al., 2009; ABREU; CAMPANA FILHO, 2005).

Como base para a composicdo de um novo tecido, os polimeros
biodegradaveis que sdo bioreabsorviveis vém sendo amplamente estudados para
uma melhor compreensdo dos fatores que influenciam sua biodegradacao,
bioreabsor¢cdo e a forma com que interagem com os elementos biologicos. Os

produtos e técnicas ja desenvolvidas servirdo como um dos alicerces desta



29

complexa area de conhecimento, de modo que o tecido formado seja o desejado,
que a funcao original seja restabelecida e que o procedimento seja reprodutivel e de
baixo custo (BARBANTI, 2005).

Segundo Vert et al. (1992), biodegradavel é um termo utilizado para polimeros
e dispositivos solidos que devido a degradacao macromolecular sofrem dispersao
in vivo, mas sem a eliminagcdo dos produtos e subprodutos pelo organismo.
Polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos biol6gicos de forma
que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou outros
subprodutos de degradacao que podem ser removidos do seu local de agcédo, mas
nao necessariamente do organismo. Bioreabsorviveis sdo materiais poliméricos e
dispositivos sélidos que mostram degradacao através da diminuicdo de tamanho e
que sao reabsorvidos in vivo, isto é, materiais que sdo eliminados por rotas
metabdlicas do organismo, dissolvendo-se em fluidos corpéreos sem qualquer
clivagem da cadeia macromolecular ou diminuigdo de massa molecular.
Bioreabsorcdo é um conceito que reflete a eliminagao total do material e dos
subprodutos de degradagdo (compostos de baixa massa molar) sem efeitos
colaterais residuais. Bioabsorvivel sdo materiais poliméricos e dispositivos que
podem se dissolver em fluidos corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia
macromolecular ou diminuicdo de massa molecular, processo que ocorre na lenta
dissolucao de implantes soluveis em fluidos organicos. Um polimero bioabsorvivel
pode ser bioreabsorvivel se suas macromoléculas sdo excretadas.

Os polimeros biodegradaveis tém larga aplicagdo em engenharia de tecidos,
pois os artefatos desenvolvidos com estes polimeros geralmente requerem um
tempo curto de duragdo e nao € necessaria uma cirurgia para sua retirada
(KOHN; LANGER, 1996).

Muitos fatores determinam a resposta inflamatoria e a taxa de degradacao dos
polimeros bioreabsorviveis (ex: quitina e quitosana), entre eles: local de implante,
solicitacdo mecéanica, massa molar, distribuicdo da massa molar, composi¢cao
quimica/esterioisometria, cristalinidade e morfologia; envolvendo o tamanho e
geometria do suporte desenvolvido, porosidade, rugosidade, energia livre e carga da
superficie, pH, presenca de aditivos e outros (MIDDLETON; TIPTON, 2000).
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2.5 Biopolimeros: Quitina e Quitosana

Quitina e quitosana sao polimeros atéxicos, biodegradaveis, biocompativeis e
produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo
exploradas em aplicagcdes industriais e tecnolégicas ha quase setenta anos
(ROBERTS, 1992). Sao formadas pelas moléculas dos acucares glicosamina e
acetilglicosamina. A glicosamina existe como metabdlito natural nos animais
vertebrados e esta presente de forma significativa na matriz extracelular do tecido
conjuntivo, compondo o que denominamos de glicosaminoglicanos e proteoglicanos
(URAGAMI; TOKURA, 2006).

A desacetilacdo da quitina leva a obtencao de quitosana, seu mais importante
derivado, cuja estrutura primaria é idéntica a da quitina a nao ser pelo fato que em
quitosana predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. De fato, a
completa desacetilacdo da quitina raramente é realizada, pois sdo necessarias
muitas reagdes consecutivas, que também favorecem a sua progressiva
despolimerizagdo. Assim, o termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros que
contém ao menos 50-60% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (ABRAM
HIGUERA, 2004; ROBERTS, 1992).

A quitosana, que é um polimero natural, vem se destacando como polimero
biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus produtos de degradacdo sao atoxicos, nao
imunogénicos e ndo carcinogénicos (MUZZARELLI et al., 1997). A quitina é um
polissacarideo encontrado na natureza em grande escala, pois € a segunda
substancia organica mais abundante na biosfera, sendo superada apenas pela
celulose, mas supera esta ultima em termos de taxa de reposigéo, que chega a ser
duas vezes maior que a da celulose. Quitina e celulose possuem caracteristicas
estruturais semelhantes e atuam como involucros protetores e materiais de suporte e
defesa nos organismos em que ocorrem (ABRAN; HIGUERA, 2004).

As estruturas moleculares da quitina e da quitosana estdo apresentadas na
Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica da quitina e da quitosana

3 CH2OH CHI0H
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Fonte: MAJETI e KUMAR, 2000

Quitina e quitosana s&o produzidas comercialmente na india, Japao, Polénia,
Noruega, Australia e China. O interesse comercial nas aplicagées de quitosana e
derivados aumentaram muito nas Ultimas trés décadas, o que pode ser constatado
pelo depdsito de patentes no Japado, Europa, China, Coréia e, principalmente nos
Estados Unidos.

Em 1990 a producédo mundial de quitina e quitosana foi estimada em 10 mil t e
jA se aproximava de 30 mil t em 2004, correspondente ao processamento de
aproximadamente 1.440.000 t de rejeitos ricos em quitina gerados naquele ano, em
nivel mundial, pela industria pesqueira (ABRAM; HIGUERA, 2004).

A quitosana exibe atividade antimicrobiana e devido a sua atoxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade também apresenta grande potencial para
aplicacdes na agricultura, em medicina e odontologia (ABRAN; HIGUERA, 2004;
KHOR; LIM, 2003; ROBERTS, 1992). Ela tem despertado o interesse de
pesquisadores de varias areas, principalmente a médica e a farmacéutica, que tem
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observado na quitosana um biomaterial com grande potencial (ROBERTS, 1992). E
uma substancia que tem a capacidade de formar interacdes quimicas com materiais
hidrofébico e aniénico (BIAGINI et al., 1992), sendo produzida industrialmente pela
primeira vez em 1971, no Japao. Em 1986, o Japao ja possuia quinze industrias
envolvidas na producdo de quitina e quitosana em escala comercial (HIRANO,
1989). Como biomaterial, € aplicada em lentes de contato, membranas artificiais,
tratamento de lesdes de pele, cicatrizante, agente hemostatico, bactericida e
fungicida (DALLAN, 2005).

Essa versatilidade da quitosana permite sua conformagdo em formas téao
variadas quanto sua aplicabilidade como fibras, glébulos, membranas, etc. Por ela
nao ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura quimica
ser similar a da celulose, ela pode ser usada como um novo tipo de fibra dietética.
Entretanto, por conter um par de elétrons livres no nitrogénio tem capacidade de
formar complexos com polimeros e metais (JING et al., 1997).

O uso industrial e em larga escala de quitina ainda sdo muito menos
importantes que os de celulose, mas alguns importantes segmentos do mercado ja
sao ocupados por derivados de quitina. Seus oligdmeros sao totalmente absorviveis
pelo organismo sendo metabolizados por enzimas humanas e por esta razdo é
considerado um material biodegradavel. Outra propriedade que a quitosana possui é
a bioadesividade, isso se deve aos seus grupos (NH. e OH) sofrerem protonacao em
certos valores de pH fisiologico e, interagirem eletrostaticamente com cargas
negativas na mucosa ou superficies celulares (LIMA, 2006).

A quitosana € um polissacarideo e como se sabe, estimula o sistema imune
in vitro e in vivo a favorecer o processo cicatricial e também vém sendo utilizado com
fins terapéuticos em Medicina Veterinaria, pois atua como agente cicatrizante,
antimicrobiano e hemostatico, além de possuir efeito analgésico (SENEL;
McCLURE, 2004). Isso ocorre devido a ativacdo dos macréfagos pelos oligdmeros
de baixa massa molecular, que leva o0 mesmo a liberar interleucina-1 e estimular a
proliferacdo de fibroblastos que influenciara na estrutura do colageno (SANDFORD,
1989). Os polissacarideos apresentam caracteristicas como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, propriedades basicas para serem utilizados como biomateriais.
As aplicacbes destes tém crescido devido ao recente desenvolvimento de novas
técnicas de aperfeicoamento e pesquisas relacionadas a Engenharia de Tecidos,

juntamente com a necessidade de criacdo de materiais que apresentem um controle
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de atividade biolégica e biodegradabilidade especificas para cada aplicacao
requerida (DUMITRIU, 2002).

Dentre a variedade de aplicagdes da quitosana descrita acima, ainda pode ser
maior quando séao incluidos os varios derivados de quitosana obtidos por meio de
reacbes quimicas em que sao inseridos diferentes grupos funcionais as suas

moléculas, conferindo diferentes propriedades e aplicacées (KUMAR, 2000).

2.5.1 Quitina

A quitina representa a mais abundante fonte de nitrogénio encontrada nos
oceanos e o segundo material com contetdo de nitrogénio encontrado no planeta. A
extracdo ndo causa problemas ao ecossistema e ainda tem todas as vantagens dos
polissacarideos, sendo o biopolimero compativel com tecidos animais e baixa
toxidez (CRINI, 2005; KURITA, 2001).

O termo quitina, deriva da palavra grega chiton, significando um revestimento
protetor para invertebrados. As principais matérias primas para producao industrial
de quitina sdo as carapacas de crustaceos originadas do processamento industrial
de frutos do mar (ABRAM; HIGUERA, 2004; ROBERTS, 1992). A quitina constitui a
maior fracdo dos exoesqueletos dos insetos e crustaceos tais como caranguejo,
camarao e lagosta e também da parede celular de alguns fungos (KUMAR et al.,
2004; RATHKE; HUDSON, 1993). As cascas secas de crustaceos possuem 15-20%
de quitina, 25-40% de proteina e 40-55% de carbonato de célcio, além de pigmentos
e lipideos em pequena quantidade. A partir dessa matéria prima, refugo abundante e
relativamente barato da industria de alimentos marinhos, € produzida a a-quitina
(KURITA et al., 1993).

As polimorfas de quitina correspondem a diferentes arranjos no estado sélido,
decorrentes de disposi¢des distintas das cadeias do polimero nas lamelas ou folhas
que constituem os dominios cristalinos como mostra a Figura 6. A a-quitina
corresponde a um empacotamento denso resultante da disposi¢cao antiparalela das
cadeias poliméricas em diferentes lamelas ou folhas, o que favorece a existéncia de
numerosas ligagdes hidrogénio inter e intracadeias da mesma lamela e de lamelas
vizinhas. No caso de [B-quitina as cadeias pertencentes a diferentes lamelas
dispdem-se paralelamente, o que dificulta o estabelecimento de liga¢des hidrogénio



34

intermoleculares envolvendo cadeias de lamelas adjacentes e resulta em material
menos densamente empacotado. Em y-quitina parece ocorrer uma combinacao dos
dois arranjos anteriormente descritos, pois as cadeias de duas lamelas em
disposicao paralela sédo intercaladas por lamela em que as cadeias se dispdem
antiparalelamente. Essa estrutura € a menos estudada e conhecida e sugere-se que
possa ser uma distorcdo das duas estruturas anteriores (CAMPANA FILHO et al,
2007).

Figura 6 - Representacao esquematica das estruturas polimérficas de quitina, sendo
que as setas representam as cadeias poliméricas no sentido do terminal nao-redutor
para o redutor

fetele  TITTTT  HHIMHS

o-utting B-Cnatina w-(Jutina
Fonte: CAMPANA FILHO et al., 2007.

As industrias de processamento de crustaceos geram toneladas de residuos
diariamente no meio ambiente. Estes residuos sdo biodegradaveis, por isso nao
provocam acumulo excessivo na natureza, apesar de causarem grande problema de
ordem social por serem desagradaveis no cheiro e atrairem insetos, podendo
acarretar danos a saude humana. A geracao de residuos da industria de pescado é
um grande desafio para os empresarios do setor que precisam destinar esses
residuos e nédo poluirem o ambiente (ASSIS; STAMFORD, 2008; OLIVEIRA et al.,
2002).

A producéo de quitina, a partir de cascas de crustaceos, obtidas do descarte da
industria pesqueira é interessante se incluirmos a recuperagdo de carotendides. As
cascas contém quantidades consideraveis de astaxantina, um carotendide que nao é
sintetizado e é comercializado com alto valor agregado como um aditivo de
alimentos provindos do mar, especialmente o salmao (KUMAR, 2000).

A quitina foi isolada por Braconnot em 1881, trinta anos antes do isolamento da
celulose, mas a falta de conhecimento bésico sobre suas propriedades, incluindo a

reatividade quimica, limitou severamente suas aplicacdes industriais até o inicio dos
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anos 70 (ROBERTS, 1992). Quitina € um polimero semicristalino e a acessibilidade
aos sitios reativos contidos nos dominios cristalinos é limitada (CAMPANA FILHO et
al., 2007). A cristalinidade das amostras depende de varios fatores, tais como a
natureza do organismo do qual a quitina foi extraida e as condigbes empregadas na
extracao do polimero (SAITO et al., 2000).

A extracao de quitina a partir da biomassa, a exemplo de que acontece com a
extracdo de celulose de fibras vegetais, envolve a execugcdo de tratamentos
quimicos sequenciais destinados a eliminar as substancias que a acompanham. A a-
quitina ocorre na endocuticula associada a pigmentos, carbonatos e proteinas e,
assim, sua extracao a partir de exoesqueletos de crustaceos envolve, geralmente, a
seqUéncia desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo (ABRAM,;
HIGUERA, 2004).

O processamento das cascas de crustaceos envolve basicamente a remocao
da proteina e a solubilizacdo do carbonato de célcio que esta presente nas cascas
em alta concentracdo. A purificagdo com hidroxido de sédio concentrado (50%)
remove a proteina e desacetila a quitina simultaneamente, enquanto o carbonato de
calcio é removido com solugbes de acido cloridrico. O tratamento da quitina com
solucdo aquosa hidréxido de soédio (50%) a temperatura de aproximadamente
120 °C por 1 a 3 horas da origem a quitosana aproximadamente 70 % desacetilada
(KUMAR, 2000; CHIRACHANCHAI et al., 2001).

Independentemente da origem da quitina, comercial ou extraida da biomassa
em laboratério de pesquisa, a ou [ quitina, é importante determinar suas
caracteristicas basicas e sua pureza, principalmente se o objetivo € emprega-la em
aplicacdbes na medicina, area farmacéutica e industria alimenticia
(LAVALL et al., 2004). A quitina é insoluvel em solugdo aquosa e em solventes
organicos devido a sua alta cristalinidade. Entretanto a solubilidade, a reatividade e
0 processamento da quitina aumentam consideravelmente com modificagbes
quimicas (LAPASIN; PRICL, 1995). A a-quitina é a forma mais abundante e é
também considerada a mais estavel, visto que a conversédo da 8 e y-quitina em a-
quitina é irreversivel (ROBERTS, 1992).

A Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
permite distinguir as estruturas polimérficas da quitina, porém as diferencas sao sutis
e a distingdo nao é tdo simples, pois as mesmas bandas caracteristicas ocorrem nos
espectros de a e B quitina (FOCHER et al., 1992).
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2.5.2 Quitosana

2.5.2.1 Propriedades Gerais

A quitosana, como descrito, possui 0s grupos funcionais: N-acetil, amino,
hidroxila primaria e secundaria. Modificagdes quimicas envolvendo esses grupos
tém recebido atencao especial com relacdo a caracteristicas especificas tais como:
biodegradabilidade, biocompatibilidade com tecidos animais e humanos e interacdes
quimicas e fisicas (CHIRACHANCHAI et al., 2001).

A quitosana varia seu comportamento eletrbnico entre positivo e negativo
dependendo do pH da solucdo, alternando portanto, sua afinidade iénica. Sua
solubilidade é explicada pela protonagao do grupo livre das unidades desacetiladas,
caracteristico na quitosana in natura, que passa de NH. a NH3;* conferindo-lhe
propriedades especiais diferenciadas em relagdo as fibras vegetais. A protonacéao
dos grupos amino em solugdes acidas é responsavel pela atracido eletrostatica de
anions. Em altos valores de pH os grupos amino da quitosana sao desprotonados e
seu par de elétrons reage com aldeidos, acidos, anidridos, epodxidos que sao
reagentes eletrofilicos (CHAO et al., 2004).

As propriedades fisicas da quitosana tais como cristalinidade, energia
superficial e degradagao também variam com o grau de desacetilacido da mesma.
Ela destaca-se ainda por ser de baixo custo, renovavel, de grande importancia
econdmica e ambiental (MAJETI; KUMAR, 2000).

O grau de desacetilacdo e o peso molecular da quitosana sdao os parametros
mais importantes a serem estudados, pois sdo caracteristicas de grande importancia
para as propriedades fisico-quimicas da mesma e consequentemente, possui um
maior efeito nas propriedades bioldgicas. Em comparagéo com a quitina, a quitosana
torna-se mais facil de ser trabalhada devido a sua maior solubilidade em &cidos
diluidos, dando assim, uma maior utilizagdo para reagbes quimicas (SANTOS et
al.,2006; KHOR; LIM, 2003; HEJAZI; AMIJI, 2003).

A aplicabilidade da quitosana esta vinculada com sua massa molar, ou seja,
dependendo deste parametro € atribuido um diferente uso para a quitosana, e,
quanto a esse parametro, ainda pode ser classificada como de baixa massa
molecular (>100 kDa), de média massa molecular (100 a 300kDa), e de alta massa
molecular(<300kDa) (KIM; RAJAPAKSE, 2005).
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A massa molar das cadeias poliméricas da quitosana, com grau de
desacetilacdo em torno de 85%, foi determinada utilizando o método de
Cromatografia de Permeacdo em Gel de Alta Eficiéncia (CPGAE) por Vieira (2004).
Os principais fatores que afetam o grau de desacetilacdo sdo tempo de reagéo e
concentracao da solucao de alcali (CAMPANA FILHO; SIGNINI, 2001).

A presengca de numerosas pontes de hidrogénio, intermoleculares e
intramoleculares nas moléculas de quitosana contribuem para o carater
semicristalino do polimero. Além disso, faz com que ela ndo apresente nenhum
ponto de fusdo, sendo solluvel apenas em pH na faixa acida (RINAUDO, 2006).

A razao de glicosamina/N-acetil glicosamina é um fator dependente da origem
da quitosana, bem como do método de preparacao e pode variar desde 30% até
quase 100% (SANTOS et al., 2006; KHOR; LIM, 2003; HEJAZI; AMIJI, 2003;).

A quitosana é mais atrativa por conter um grupo amino livre, o qual é
responsavel pela maioria de suas caracteristicas (AIROLDI, 2008). Este biopolimero
possui trés grupos reativos funcionais, um grupo amino na posicao C-2, e duas
hidroxilas, uma primaria e outra secundaria, nas posicoes C-3 e C-6,
respectivamente (FURUSAKI et al., 1996).

Para tornar a quitosana quimicamente mais inerte ou resistente ao meio,
costuma-se bloquear os seus grupos funcionais, adicionando-se um agente
modificador. A reacdo pode ocorrer de forma homogénea (adicionando o agente
modificador na prépria solu¢do de quitosana) ou heterogénea (adicionando o agente
modificador na quitosana ja moldada) (TORRES, 2006).

A quitosana, por se tratar de um polissacarideo, sofre degradagcdo quando em
solucéo, quebrando as ligagcées do complexo polimérico e 0s componentes da agua
(H e OH) sé&o incorporados aos fragmentos resultantes. Outra via de degradacao da
quitosana no organismo ocorre pela acao da lisozima (TOMIHATA; IKADA, 1997),
que é uma enzima que auxilia o sistema imunoldgico, pois dissolve a parede
mucopolissacaridea das bactérias pela hidrélise das ligagdes B — (1 >4) (BERSCHT
et al., 1995). Esta enzima é encontrada livremente dissolvida em grande parte dos
tecidos, porém sua concentragdo tecidual aumenta numa reagéo inflamatoria, pois
esta é sintetizada pelos macrofagos, que secretam os lisossomos, auxiliando na
remocao de restos celulares e bacterianos do local da infeccao (MARTINI, 1995).

Devido a sua flexibilidade e resisténcia a tensdo, a quitosana € usada em

curativos como, por exemplo, de queimaduras. Por ser um componente
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hipoalergénico auxilia na cicatrizagédo, pois acelera a reposi¢ao celular, recuperando
com maior rapidez tecidos lesados. Apresenta propriedades antimicrobianas, atua na
separacao e recuperacao de microrganismos de suspensodes celulares, por meio de
forcas eletrostaticas que ocorrem entre as moléculas da superficie celular, de carater
negativo e as particulas de quitosana (HIROUYUKI et al., 1998).

Devido ao divulgado efeito anticolesterolémico da quitosana, sua aplicagdo em
produtos dietéticos teve um aumento explosivo nos ultimos anos em todo o mundo,
porém a U.S. Food and Drug Admistration (FDA) nao reconhece a relagcéao
estrutura/funcionalidade divulgada pelos fabricantes de alguns produtos que contém
quitosana (CAMPANA FILHO et al., 2007).

2.5.2.2 Grau de Desacetilacao

A desacetilacdo da quitina pode ser realizada por processos quimicos ou
enzimaticos, porém esses ultimos nao sdo empregados em escala industrial, devido
aos custos elevados de extracdo das desacetilases bem como sua baixa
produtividade. Quando o processo € quimico, pode ser promovida por meio de
reacao alcalina com hidroxido de sbédio ou potassio a quente por um periodo
superior a 1 hora, para obtencdo de diferentes tipos de quitosana, sendo que a
temperatura, o tempo de exposi¢cdo da quitina ao éalcali e a concentragdo deste
influencia no grau de desacetilagcado (MATHUR; NARANG, 1990).

As quitosanas comerciais possuem, geralmente, grau de desacetilacdo
variando de 70 a 95%, com massa molecular na faixa de 104 a 106 g.mol”
(REGE et al., 2003).

A fim de definir o grau de desacetilagdo da quitosana muitos métodos analiticos
tém sido propostos, como titulometria com ninhidrina (hidrato de tricetoidrindeno),
espectroscopia na regidao do infravermelho e ressonancia magnética nuclear
(MELLO et al., 2006).

A maioria dos trabalhos publicados sobre a determinacdo do grau de
desacetilacdo da quitosana utiliza a técnica de espectroscopia de infravermelho,
cujos dados sao ajustados em equacgdes relacionadas as bandas associadas aos
grupos carbonila (C=0) do N-acetil e hidroxila (OH) presentes na quitina e quitosana.

Geralmente as equacdes propostas utilizam os valores de absorbancia das bandas
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em 1655 e 3450 cm’', associadas a carbonila e hidroxila, respectivamente. A
primeira banda varia conforme o grau de desacetilacdo da quitina, diminuindo da
quitina para quitosana, portanto, nao sofre alteracao (MELLO et al., 2006).

No caso de desacetilacdo da quitina, normalmente em meio basico, se produz
a quitosana com o grupo amino livre, como mostra a Equagao 1, podendo reagir com
varias moléculas com a finalidade de tornar o biopolimero com maior disponibilidade
de grupos pendentes, para exercer outras atividades e sdo ainda amplamente
empregadas tanto nas formas de pd, esferas ou filmes (CRINI, 2005; KURITA,
2001).

GC=100 - {(A1555/A345o) x 100/1 ,33} (1)

O fator 1,33 corresponde a constante que representa a razao (A+ess/Asas0) para
quitinas completamente acetiladas. E assumido valor igual a zero para quitosanas
completamente desacetiladas (KHAN et al., 2002).

Os valores obtidos em absorbancia relativos a estes dois comprimentos de
onda sao utilizados para o calculo do grau de desacetilacdo da amostra segundo

equacao proposta por Domszy e Roberts (1985) apresentada acima.

2.5.2.3 Membranas de Quitosana

Ha algum tempo, membranas de quitosana tém sido submetidas a avaliagéo
pratica, sobretudo em decorréncia de suas caracteristicas fisico-quimicas, que
resultam em propriedades como facil formagéo de géis (ASSIS; SILVA, 2003).

As membranas utilizadas para procedimentos regenerativos devem apresentar
biocompatibilidade, exclusdo celular, manutencdo de espaco, integracdo nos
tecidos, manuseio clinico satisfatério e também atividade biolégica (TATAKIS et al.
1999). A membrana também deve permitir ou facilitar a integragdo dos tecidos, o que
resulta na estabilizacdo da ferida (HARDWICK et al., 1995). A biocompatibilidade
destas membranas vai depender também de fatores inerentes ao organismo, como a
espécie, a heranga genética e o local de implantacdo ou acdo (SCHELLINI et al.,
1999).
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A técnica mais simples para a preparacdo das membranas de quitosana é
através da evaporacdo de solvente em uma solugdo de quitosana que produz
membranas resistentes e transparentes, com elevada capacidade de absorver agua
e lenta degradacao enzimatica pela lisozima, presente em tecidos e fluidos corporais
de mamiferos (SCHELLINI et al., 1999).

As membranas de quitosana tém permeabilidade molecular seletiva, sendo
afetada por sua espessura, grau de desacetilacdo, massa molar e grau de
molhabilidade (CHEN et al., 2002). Devido as aplicacbes e caracteristicas da
quitosana dependerem fundamentalmente do grau de desacetilacédo, é exigido um
rigido controle das condi¢des reacionais, as quais Sao essenciais para 0 processo
em escala industrial, considerando a necessidade de obtencdo de um polimero de
cadeia longa, com grau de desacetilagdo na faixa desejada (DALLAN, 2005).

Quando utilizada em ferimentos, a quitosana, sendo um material altamente
hidrofilico em fungao do alto numero de grupos amino (NH) e hidroxilas (OH) em sua
estrutura, que por serem polares, favorece a migracdo de moléculas de agua ao
redor do mesmo. Essa absorcdo de agua induz o intumescimento da membrana,
isso ocorre devido a separacao das cadeias que permite a respiragao no local da
ferida (ASSIS; SILVA, 2003).

A quitosana é umectante e adere melhor a ferida que o acido hialurénico
(SANDFORD, 1989), sua propriedade cicatrizante favorece a reconstituicao
fisiolégica da pele (BIAGINI et al., 1992). O papel da quitosana na aceleragao da
cicatrizagdo de lesdes é devido a propriedade imunomoduladora tanto em ativar
quase que exclusivamente o macroéfago, como também na biodegradabilidade desse
polimero no organismo (OLSEN et al., 1989).

Os efeitos benéficos do meio umido no ferimento incluem a prevencdo de
desidratacdo do tecido e morte celular, angiogénese acelerada, desbridamento
autolitico, pois ele retém as enzimas e agua que ajudam na fibrindlise, e reducéo da
dor, atribuida a protecdo que o meio umido fornece as terminagdes nervosas do
ressecamento e exposi¢cdo. Tais coberturas mantém as células viaveis e permitem
que elas liberem fatores de crescimento estimulando sua proliferacdo (FIELD;
KERSTEIN, 1994).

Peliculas densas de quitosana tém sido recentemente testadas como “pele”
temporaria e material apropriado para reestruturacao de cartilagens, em aplicacdes
topicas para regeneracao e cicatrizagdo de injurias animais (NETTLES, 2001). O
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processo cicatricial envolve uma complexa sequéncia de eventos celulares e
bioquimicos caracterizados pela homeostase, inflamacao, formacao de tecido de
granulacao, reepitelizacdo e remodelacdo da matriz extracelular (PARK; BARBUL,
2004).

A reparacao do tecido epitelial € dependente da idade, da nutricdo e do uso de
medicacoes. Este processo se divide em inflamacgao, proliferacdo e remodelamento
para construcao da matriz celular. Qualquer interferéncia nesse processo pode levar
a formacao de cicatrizes de ma qualidade, sendo assim, a regeneracdo envolve a
restituicdo dos componentes teciduais idénticos aqueles removidos ou destruidos
(GLINARDELLO et al., 2009). Ao contrario, a cicatrizacdo € uma resposta
fibroproliferativa que "remenda" em vez de restaurar um tecido (LOPES, 2008).

Acredita-se que a eficacia da quitosana na cicatrizacdo possa ser atribuida a
estimulagao de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) que auxiliam no processo de reparacao
tecidual, melhorando, aparentemente, a qualidade das feridas (UENO et al., 2001).

Compostos com 5% de quitosana mostraram-se eficazes no tratamento de
feridas cirirgicas em bovinos, favorecendo o processo cicatricial € auxiliando na
reducao do processo inflamatério (HELOU et al., 2008).

A quitosana e seus derivados tém sido utilizados com sucesso como agentes
de revestimento para lipossomas com didmetros na ordem de nandmetros criando
um sistema hibrido denominado de quitossoma. Lipossomas com carga de
superficie negativa sdo capazes de adsorver fortemente a quitosana soluvel por
incubagao, mudando significativamente as propriedades de superficie da particula e
a estabilidade da suspensao (MERTINS et al., 2006).

Diferentes polimeros vém sendo usados como promotores da penetragdo
através de pele e mucosas. Sais de quitosana e trimetilquitosana sao capazes de
aumentar a permeabilidade paracelular do epitélio de mucosas como a mucosa
intestinal, nasal e bucal por abertura das tight junctions, desta forma, aumentando a
absorcéo paracelular de farmacos macromoleculares e hidrofilicos. Nos ultimos anos
provou-se que as tight junctions também ocorrem na camada granular da epiderme
sendo possivel, portanto, que a quitosana também promova penetracédo percutanea
pelo mesmo mecanismo (VALENTA; AUNER, 2004).

Segundo Assis et al., (2007) a quitosana resultou em um material transparente,
flexivel e com consideravel resposta de biocompatibilidade e exerce uma influéncia

benéfica nas diversas etapas da recuperacado de injurias cutaneas de ratos. Na
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comparacdo com produto farmacéutico convencional (colédio associado a
antibiético), a quitosana apresentou resultados similares, o que reforca seu potencial
de aplicacdo médica, além de ser consideravelmente mais barato que o similar
comercial.

Okamoto et al. (2003) mostraram que a quitina e a quitosana também reduzem
o tempo de coagulacdo sanguinea de forma dose-dependente, sendo a quitosana
mais eficaz que a quitina, sob a mesma concentracdo de 0,1 mg/mL, embora a
quitina tenha maior capacidade em agregar plaguetas que a quitosana. A quitosana
apresenta capacidade de ativar quase que exclusivamente o macréfago. Isto explica
nao somente seu papel na aceleracdo da cicatrizacao de lesées, mas também a
biodegradabilidade do mesmo no organismo. Os macrofagos, ativados pelos
oligbmeros de quitina e quitosana de baixa massa molecular, liberam interleucina-1,
que estimula a proliferagcdo de fibroblastos e influencia a estrutura do colageno.
Liberam, também, N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa a quitosana a monémeros
de N-acetilglicosamina e glicosamina, unidades de agucares necessarias a
biossintese do acido hialurénico e outros componentes da matriz extracelular pelos
fibroblastos. Promovem também a migracao de neutréfilos, facilitando a resolucao da
resposta inflamatéria (MUZZARELLI, 1992).

A resposta inflamatéria € uma reacao imunoldgica as bactérias cujo papel é
oferecer moléculas e células aos sitios de inflamagao para ajudar os macréfagos na
defesa do organismo, proporcionar barreira fisica para prevenir a propagacao da
infeccao e promover reparo dos tecidos danificados (JANEWAY et al., 2002).

A inflamagdo é classificada como aguda e crbnica, sendo a aguda
caracterizada como uma resposta que dura de minutos a dias, relativamente
uniforme, como aumento de fluidos nos tecidos, proteinas plasméaticas e neutrdfilos,
onde participam ainda linfécitos, plaquetas, células endoteliais e outras células. A
inflamagé&o crénica se caracteriza como uma resposta de duracdo longa, dela
participa macrofagos, linfocitos, fibroblastos e células endoteliais vasculares
(ROSENBERG; GALLIN, 1999).

Para Deuel e Kawahara (1991) na cura normal de uma ferida observa-se a
migracao direta e sequencial de neutréfilos, mondcitos e fibroblastos (de zero a sete
dias), a ativacdo de macréfagos e fibroblastos, nova matriz extracelular e
proliferacdo de fibroblastos (entre 14 e 21 dias) e a remodelagédo (de duas semanas



43

a um ano), e destacaram ainda que as plaquetas sao importantes no ferimento de
fatores quimiotaticos para leucécitos e macrofagos.

A N-acetilglicosamina é o maior componente do epitélio e sua presenca é
essencial na reparacao tecidual das feridas. Quitina e quitosana sao facilmente
despolimerizadas pela lisozima, presente naturalmente no fluido da lesdo, e
funcionam como fontes de liberagdo retardada de monémeros N-acetilglicosamina
no processo de cicatrizacdo. Além disso, feridas tratadas com quitosana mostraram
menor grau de fibroplasia, favorecendo a reepitelizacdo com formacédo de cicatriz
lisa (HELOU et al., 2008).

2.6 Lisozima

A lisozima € uma enzima encontrada nas lagrimas, na secre¢ao nasal, na
saliva, na mucosa intestinal (mucos intestinais), na pele, nos leucécitos, nos
granulos lisossomais dos fagocitos, na clara do ovo, no soro e no leite.
E produzida principalmente pela célula monécito-macréfago e, parcialmente, pelos
granuldcitos, onde permanece na bagagem enzimatica destas células até ser
secretada nos variados liquidos organicos (soro, lagrima, saliva, mucos) (TIZARD,
2002).

Foi descoberta por Alexander Fleming em 1922 durante a realizagdo de
pesquisas com o intuito de descobrir novos antibidticos. Durante anos ele manipulou
uma série de substancias com objetivo de inibir o crescimento de culturas de
bactérias; acidentalmente, durante uma gripe, percebeu que a contaminagdo do seu
proprio muco tinha funcionado no combate as bactérias. A lisozima é responsavel
pela quebra ou clivagem hidrolitica de polissacarideos complexos presentes na
parede celular de algumas familias de bactérias. E uma proteina globular,
compactamente enrolada e que tem a maioria de seus grupos R hidrofobicos
voltados para o interior da macromolécula, protegidos da dgua, e a maioria dos seus
grupos hidrofilicos voltados para a superficie de contato com o exterior. Sua
estrutura primaria € formada por uma cadeia peptidica de 129 aminoacidos. Sua
estrutura tridimensional globular de 26 x 45 A é bem menor comparativamente ao
tamanho da proteina BSA (QASBA; KUMAR, 1997).
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Sua estrutura terciaria possui proximo de 40 % dos seus 129 residuos de
aminodcidos e estdo em segmentos na forma de a-hélice e delimitam uma longa
fenda em um dos lados da molécula. Esta fenda é o sitio catalitico da enzima
(DUARTE et al., 1999).

As enzimas sao biocatalizadores de origem protéica que apresentam a
capacidade de reagir com substratos, formando complexos ou formando compostos
através de ligagdes do tipo covalente, idnicas, entre outras. A especificidade de
ligagdo da enzima a um substrato € quem caracteriza sua atividade biologica
particular. Além de apresentarem alta especificidade pelo substrato, as enzimas
apresentam atividade maxima quando em condicdes de temperatura, pH e
estequiometria ideais para cada enzima (MARZZOCO; TORRES, 2007).

As enzimas apresentam um leque de possibilidades de aplicagbes quimicas,
biotecnoldgicas, biomédicas e farmacéuticas. A capacidade de ligacdo e
especificidade enzimatica ao substrato determina suas possiveis aplicacoes
industriais e biotecnoldgicas. Atualmente, sdo utilizadas em diferentes processos
como biossensores em bioengenharia, clinicamente em agentes terapéuticos, em
modernos kits de diagndésticos e como catalisadores em reacdes quimicas e
bioquimicas (ALTUN; CETINUS, 2007).

A lisozima dissolve certas bactérias por clivagem hidrolitica do componente
poliosidico de suas paredes. A funcao da parede nas bactérias € a de lhes conferir
apoio mecéanico. Uma célula bacteriana sem a parede geralmente se rompe devido a
alta pressdao osmética dentro da célula. O alvo da lisozima é a porgao glicidica das
paredes. O poliosideo da parede é constituido de dois tipos de oses: a N-
acetilglicosamina e o N-acetilmuramato, ambos sdo derivados da glicosamina, nos
quais a amina € acetilada. O poliosideo da parede é um polimero de radicais
alternados de N-acetilglicosamina e o N-acetiimuramato, reunidos por ligagbes £
(1->4)-glicosidicas. A lisozima é uma glicosidase que hidrolisa a ligacédo glicosidica
entre C-1 do N-acetilmuramato e o C-4 do N-acetilglicosamina. A lisozima obtida da
clara do ovo de galinha, altamente estavel, € interligada por quatro pontes dissulfeto
(TIZARD, 2002).

O pH ideal para a atividade lisozimica, embora seja um pouco baixo (pH de 3 a
6), é facilmente obtido nos locais inflamatérios, bem como dentro dos fagossomos. A

lisozima também é uma opsonina potente, liberada por macréfagos, facilitando a
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fagocitose na auséncia de anticorpos especificos e sob condicbes nas quais a sua

atividade enzimatica possa ser ineficaz (TIZARD, 2002).

2.7 Macroéfagos

Os macrofagos sao células gigantes que derivam da medula 6ssea, a partir da
célula precursora de macréfago e neutréfilo, a CFU-GM (unidade formadora de
colénia de granulécito e macrofago), que dara origem ao monoblasto o qual se
diferenciara a pré-mondécito. Ao se dividirem, os pré-mondcitos dao origem aos
monaocitos, que se dirigem para a corrente sanguinea e ai permanecem por varias
horas, na forma de mondcitos circulantes (LEE et al.,1996). Uma vez na circulacao,
0 mondcito migra para diferentes tecidos e cavidades do organismo, diferenciando-
se em macréfago, de acordo com o tecido e sua funcdo (TACKE; RANDOLPH,
2006). A migracao envolve aderéncia ao endotélio, transmigracao entre as células
endoteliais e, subsequentemente, passagem através de estruturas subendoteliais,
processo este dependente de moléculas de adesdo. Nestes tecidos e cavidades, o
macrofago permanece como célula residente, com pequena atividade funcional. A
baixa capacidade de espraiamento, fagocitose e de secrecao basal de determinados
produtos, tais como, espécies reativas de oxigénio, lisozima e proteinases neutras e
acidas, confere a esta célula fraca capacidade microbicida e fungicida (TAKEMURA,;
WERB, 1984).

Durante o processo inflamatorio, ocorre aumento do numero de mondcitos
circulantes e da sua producdo na medula 6ssea, assim como reduc¢ao do tempo de
permanéncia dos mesmos na circulacdo, uma vez que ha migracédo destas células
para o foco da lesdo (GRABHER et al., 2007). No sitio inflamatério, o macrofago
passa por um processo de ativagdo, tornando-se apto a desempenhar funcgdes
complexas como quimiotaxia, fagocitose, processamento e apresentacao de
antigenos, lise de parasitas intracelulares e capacidade de morte tumoral. Esta
ativacao envolve dois estagios distintos: um em que os macréfagos inflamatorios
apresentam elevada capacidade secretéria, de espraiamento e de fagocitose; e
outro estagio em que macroéfagos ativados apresentam baixa atividade secretéria,
porém com marcada capacidade de produgédo de metabdlitos reativos de oxigénio e
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de 6xido nitrico, importantes para sua funcdo microbicida e tumoricida (JORENS et
al., 1995).

A citotoxicidade do 6xido nitrico resulta da sua agéo direta ou da sua reacao
com outros compostos liberados durante o processo inflamatério. A base bioquimica
para a acao direta do éxido nitrico consiste na sua reagdo com metais presentes nas
enzimas, principalmente o ferro. Desta forma, enzimas cruciais para o ciclo de
Krebs, para a cadeia transportadora de elétrons, para a sintese de DNA e para o
mecanismo de proliferagdo celular sdo inativadas. A acao citotoxica indireta do 6xido
nitrico consiste, principalmente, da sua reacao com os intermediarios reativos do
oxigénio, como a reagdo entre o 6xido nitrico e o anion superéxido que resulta na
formacdo de peroxinitrito, um poderoso oxidante de proteinas. Ha indicios de a
producdo de Oxido nitrico seja 0 mecanismo antimicrobiano mais acentuado de
macréfagos (BECKMAN; KOPPENOL, 1996).

Os macréfagos podem ser descritos como formas evolutivas dos mondcitos
circulantes que sairam do sangue e fixaram residéncia nos tecidos. Seu papel
relaciona-se a destruicdo dos fatores etioldégicos da inflamacado ou complementar a
funcdo dos neutrofilos na resposta aguda através da producdo de citocinas.
Entretanto, sua agao principal fica evidente nas inflamagdes cronicas atuando como
células apresentadoras de antigeno (APCs) aos linfécitos T na imunidade especifica.
Uma vez ativados, os macréfagos liberam uma variedade de citocinas que possuem
fungbes importantes na imunidade inata € ao mesmo tempo na preparagdo do
cenario para que a resposta imune adaptativa se desenvolva (TERUI et al., 2000).

O processo de migracdo leucocitaria pode ser dividido em quatro etapas
distintas: marginagéo, processo onde os leucocitos assumem posigcao periférica em
relacdo as células endoteliais e é influenciado pela modificacdo das condi¢des
hemodinamicas; captura e rolamento, onde ocorre adesao transitéria de leucdécitos
ao endotélio; adesdo, firme unido ao endotélio e; diapedese, onde ocorre a
passagem de leucocitos entre as células endoteliais em dire¢do ao tecido
inflamado/lesionado (MULLER, 2003).

Durante o processo inflamatério ocorre influxo de células, acumulo de
mediadores inflamatérios, como as citocinas, e aumento na deposicdo da matriz
extracelular. Citocinas regulam tanto a iniciacdo quanto a manutengao ou resolugao
da resposta imune inflamatéria, além disso, elas direcionam o tipo de resposta imune

e 0s mecanismos efetores que medeiam a resisténcia a patégenos. Entretanto,
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algumas citocinas quando produzidas em excesso, podem induzir alteracbes em
decorréncia da liberacdo demasiada de substancias téxicas, incluindo proteases e
espécies reativas de oxigénio (HOMEY et al., 2006).

Os mondécitos recrutados para o local lesado transformam-se em macréfagos
fagociticos, populacdo de células predominantes na fase mais tardia da infeccao.
Macréfagos sdo considerados a mais importante célula reguladora na reacgao
inflamatéria; eles fagocitam, digerem e matam organismos patogénicos, além de
destruir neutrofilos remanescentes (LI et al., 2007).

A fagocitose inicia-se com 0 espraiamento, caracterizado pela alteracdo da
forma e redistribuicdo das organelas citoplamaticas. As alteragdes na forma da
célula aumentam a area de contato da membrana plasmatica do fagécito com o
substrato. Durante a aderéncia, ocorre a ativagdo de receptores de membrana para
moléculas de adesao, ocasionando rearranjo do citoesqueleto celular. O fagossomo
formado rapidamente se desenvolve em organelas microbicidas. Ap6s migracéo do
macréfago para o sitio de infec¢ao, ocorre o reconhecimento do substrato e entéo se
inicia um processo denominado fagocitose. A ligacdo aos receptores de membrana
desencadeia a polimerizacao de filamentos de actina com consequente formacéao do
fagossoma. Sua formacgéao é seguida por eventos de fusdao que levam a formacao do
fagolisossoma (AMER; SWANSON, 2002).

O macrofago € uma célula muito importante no processo de epitelizacao, pois
com a ativacdo de macréfagos na regido lesada e a producdo de fatores de
crescimento especificos, a matriz extracelular comega a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e mais elastico (GUIDUGLI-NETO, 1992).

2.8 Epitelizacao

A epitelizacao é a regeneragao da epiderme a volta da superficie da ferida. O
exame dos bordos da ferida pode revelar se a ferida € aguda ou crbnica e pode
fornecer pistas para a sua etiologia (BARANOSKI; AYELLO, 2004).

A pele, representada na Figura 7, € o maior 6rgdo do corpo humano,
correspondendo a aproximadamente 16 % do peso total corporal podendo
representar nos adultos de 1,2 a 2,3 m? da superficie externa. E composta por duas
camadas principais, sendo elas: a epiderme, de origem ectodérmica, e a derme, de
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origem mesodérmica. Ha ainda a hipoderme ou tecido subcutaneo, um tecido
conjuntivo frouxo que contém um preenchimento de células adiposas, e o paniculo
adiposo, que atua como ligante da pele aos tecidos subjacentes (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

Figura 7. Representacado esquematica da pele.
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Fonte: SAMPAIO e RIVITTI, 2001.

A epiderme consiste em cinco camadas, onde a camada cérnea € a mais
superficial e € uma camada fina de células escamosas mortas, comprimidas, que
contém queratina, uma proteina fibrosa que da a cor a pele e sao facilmente
removidas durante o banho. A camada lucida é uma linha agrupada de células
translucidas, que ndo sao observaveis em pele fina, mas encontram-se apenas na
planta das méos e dos pés. A camada granulosa contém duas a cinco camadas de
células de Langerhans. A camada espinhosa contém oito a dez camadas de células
de Langerhans. A camada mais interna € camada basal, esta da oportunidade as
novas células de renovarem a célula mais externa, a qual tem falta de vasos
sanguineos e esta constantemente a ser substituida. A derme ou cério esta ligada a
epiderme pela camada basal, que é composta por grupos de fibras de colageno que
apéiam a epiderme. A derme divide-se em duas camadas: a camada papilar é
composta por coldgeno e fibras reticulares, seu padréo distinto e Unico permite a
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impressado digital de cada individuo e contém capilares para receptores de
manutencao cutanea e sinais de dor; a camada reticular € composta por feixes de
colageno que unem a pele ao tecido subcutdaneo. Podem encontrar-se nesta camada
glandulas sebaceas (que segregam o sebo, uma substancia rica em 6leo que
lubrifica a pele), foliculos pilosos, nervos e vasos sanguineos (PHIPPS et al., 2003).

Dentre suas diversas fungdes, a pele atua como uma eficiente barreira fisica,
secretando substancias microbicidas contra agentes agressores, ela reage aos
estimulos antigénicos disparando o processo inflamatério e uma potente resposta de
células T (LARREGINA; FALO, 2001).

A capacidade auto-regenerativa do tecido é um fendmeno universal nos
organismos vivos. Clark (1993) dividiu o reparo em trés fases: (1) inflamacao, (2)
formacdo de tecido de granulacdo com deposicdo de matriz extracelular e (3)
remodelagcdo. Segundo ele, estas ndo sdo mutuamente excludentes, mas
sobrepostas no tempo. O reparo completo de tecidos resulta de alternancias
sucessivas de reagdes anabdlicas e catabdlicas que tém os leucdcitos como um de
seus mais importantes protagonistas.

Macréfagos comecam a se acumular localmente entre o segundo e o quinto dia
apos a lesao, sendo suas funcdes primarias auxiliar os neutréfilos na fagocitose de
microorganismos, debris teciduais e remover neutréfilos senis. No entanto, a sua
participacdao mais relevante na inflamacao e reparo tissular é a producao e liberacao
local de diversos fatores de crescimento e citocinas, cruciais na maturacdo da
reacao inflamatéria e na iniciacdo do processo de cura da ferida. Os mondcitos, ao
transmigrarem pelas fenestracées entre as células endoteliais, sdo ativados
assumindo fenotipo de macréfagos derivados de monécitos. Uma vez fora do leito
capilar, estas células sdo também conduzidas ao local da les&o orientada por um
gradiente de mediadores quimicos com agao quimioatraente (ASSOIAN et al., 1983).

O reparo tissular € um processo complexo, que envolve a interagdo entre
células estromais e circulatérias que séo ativadas por uma pléiade de mediadores de
natureza quimica diversificada, fragmentos de células e matriz extracelular,
microorganismos e por alteragdes fisico-quimicas no microambiente da les&o e das
areas a ela circunjacentes (BALBINO et al., 2005).

Considerando a pele como um 6rgao extremamente susceptivel a infecgdes de
etiologias diversas, a producéo de 6xido nitrico (NO) parece ser um elemento chave
particularmente no controle in situ de patdgenos intracelulares (BOGDAN, 2001).
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Além da resposta inespecifica da defesa do hospedeiro, a sintese de NO na pele é
responsavel por um papel chave na modulagdo da resposta a estimulos externos
tais como calor, raios ultravioletas, resposta a infecgcdo através de citocinas e
cicatrizagcdo, bem como no desenvolvimento de certas condicdes patoldgicas
(CALS-GRIERSON; ORMEROD, 2004).

O NO é uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada no ar
atmosférico em pequenas quantidades, altamente téxica devido a presenga de
radical livre (elétron extra), altamente reativa e difusivel. Esta molécula é sintetizada
pela enzima NOs (6xido nitrico sintase) em dois passos de oxidagcdao do aminoacido
L-arginina produzindo em partes iguais Lcitrulina e NO (MIRANDA et al., 2000).

Com a lesao tecidual, ha liberacéo local de histamina, serotonina e bradicinina
que causam vasodilatacdo e aumento de fluxo sanguineo no local e,
consequentemente, sinais inflamatérios como calor e rubor (TAZIMA et al., 2008).

A resposta inflamatéria, que perdura cerca de trés dias, e na qual ocorre a
migracao sequencial das células para a ferida é facilitada por mediadores
bioguimicos que aumentam a permeabilidade vascular, favorecendo a exsudagao
plasmatica e a passagem de elementos celulares para a area da ferida (TAZIMA et
al., 2008).

Os primeiros elementos celulares a alcancgar o local da ferida sao os neutréfilos
como observado na Figura 8, e os monécitos, com a funcao de desbridar as
superficies da ferida e fagocitar as particulas antigénicas e corpos estranhos. O pico
de atividade dos polimorfonucleares ocorre nas primeiras 24-48 horas apos o
trauma, seguindo-se de um maior aporte de macréfagos durante os dois a trés dias
seguintes. O macrofago, também ativa os elementos celulares das fases
subsequentes da cicatrizagdo tais como fibroblastos e células endoteliais (TAZIMA et
al., 2008).
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Figura 8- Evolucdo do numero relativo de células sangiineas e fibroblastos nas
fases sequienciais do processo de cicatrizagao
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Fonte: TAZIMA et al., 2008.

Nas primeiras 24 a 36 horas apos a lesao, fatores de crescimento epidérmicos
estimulam a proliferacao de células do epitélio. Na pele os ceratindcitos sdo capazes
de sintetizar diversas citocinas que estimulam a cicatrizacdo das feridas cutaneas.
As células epiteliais migram, a partir das bordas, sobre a area cruenta, da ferida e
dos foliculos pilosos proximos, induzindo a contracao e a neoepitelizagéo da ferida
e, assim, reduzindo a sua superficie. Os ceratindcitos, localizados na camada basal
da epiderme residual ou na profundidade de apéndices dérmicos, revestidos de
epitélio, migram para recobrir a ferida. As células epiteliais movem-se, aos saltos e
desordenadamente, até as bordas, aproximando-as. A epitelizacdo envolve uma
sequéncia de alteracbes nos ceratindcitos da ferida: separagdo, migracao,
proliferacdo, diferenciacao e estratificagdo. A matriz extracelular, também conhecida
como substancia fundamental, substitui rapidamente o coagulo depositado-se no
leito da ferida logo apds o trauma. A principal fungdo da matriz é a restauracao da
continuidade do tecido lesado, funcionando como um arcaboug¢o para a migracao
celular (TAZIMA et al., 2008).
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O calcio também é importante no processo de epitelizacdo, pois, quando
circulante na corrente sanguinea ajuda a transportar os nutrientes através das
membranas celulares e também participa na produg¢ao de horménios e enzimas que
regulam a digestdo e o metabolismo, sendo necessario para cicatrizacao de feridas
e para contragdo muscular (MAGNONI; CUKIER, 2004).

2.9 Calcio

O calcio & um nutriente importante pelo papel que desempenha em diversos
mecanismos intra e extracelulares. A nivel intracelular constitui um importante
segundo mensageiro e um co-fator para proteinas e enzimas regulando processos
celulares essencial como neurotransmissdo, mobilidade, secrecao hormonal ou
proliferacdo celular. A nivel extracelular funciona como co-fator na adesdo de
moléculas, fatores de coagulacdo e outras proteinas regulam a excitabilidade
neuronal e € uma parte essencial da fase mineral do osso (BROWN, 2000). Eo
elemento mais abundante no organismo humano. Como também é o principal
elemento da casca do ovo, o que se justifica uma abordagem acerca das
propriedades quimicas e funcionais deste elemento, importdncia nutritiva,
biodisponibilidade, valorizacdo da casa de ovo como fonte de carbonato de calcio,
podendo, também ser uma alternativa para preencher defeitos ésseos (AGRIPINO,
2009).

O célcio apresenta—se ligado a proteina em 45 a 50%, sendo que 80% liga-se a
albumina e 20% a globulina. Outros 45 a 50% circulam em forma iénica e 8% estao
complexados ao citrato, fosfato e sulfato. O célcio ibnico é fisiologicamente ativo e,
conforme as necessidades organicas, passa para as células dos tecidos excitaveis e
ao tecido 6sseo. O organismo preserva o célcio plasmatico, assim, cerca de 90% €
reabsorvido nos tubulos proximais, nas alcas de Henle e na porgéo inicial dos
tubulos distais. Quando baixa, esta reabsorcdao € grande, de modo que quase
nenhum calcio é perdido na urina (GUYTON; HALL, 1997).

A excrecado diaria de calcio é principalmente urinaria (150-250 mg) e fecal
(100-150 mg) havendo menores perdas pelo suor (15 mg), bile, suco pancreatico e
saliva (menor que 1%) (MAGNONI; CUKIER, 2004).
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O calcio € o mineral mais abundante no corpo humano, encontrando-se na
composicao do esqueleto adulto em cerca de 99%. Além de ter um papel estrutural
em vegetais e animais, desempenha um papel essencial em numerosos processos
bioquimicos e fisiolégicos como na fotossintese, fosforilagdo oxidativa, coagulacéao
sanguinea, contracdo muscular, divisdo celular, transmissao de impulsos nervosos,
atividade enzimatica, funcdo da membrana celular e na secrecao hormonal, tendo
como caracteristica principal a mineralizagdo de ossos e dentes. E o mineral mais
ativo, sendo essencial para uma série de fungbes metabdlicas, principalmente no
desenvolvimento da ave (FENNEMA, 2000).

O suprimento adequado de calcio esta diretamente relacionado a formagéao do
0sso, principalmente durante a infancia e adolescéncia, sendo um dos fatores que
auxiliam a maximizagdo da massa 0ssea, contribuindo para a prevengao de riscos
de desenvolvimento de osteoporose e de fraturas na vida adulta e terceira idade
(WAITZBERG, 2000). Se as quantidades fornecidas pela dieta forem inadequadas, o
calcio serd mobilizado dos 0ssos para a corrente sanguinea, reduzindo assim, seu
conteddo nos o0ssos e aumentando a fragilidade deles (CASHMANN, 2002).

Uma alimentacao deficiente em célcio compromete a formacao do tecido 6sseo
e induz a perda da densidade 6ssea, levando a osteoporose. Essa enfermidade nao
esta restrita aos idosos, mas € também comum entre adolescentes com amenorréia,
e representa um grave problema de saude publica quer pela incapacidade fisica dos
pacientes quer pelo tratamento prolongado das fraturas decorrentes da doenca
(GURR, 1999).

Estd bem documentado na literatura o fato de que a dieta de populagcbes de
diferentes paises € deficiente em calcio, fornecendo quantidades de célcio que em
geral ndo ultrapassam 50 % das quotas recomendadas de ingestao do mineral. Isso
ocorre porque o consumo de leite e produtos derivados (principais fontes alimentares
de calcio) nao €, na maioria das vezes, suficiente para atingir o aporte adequado de
calcio, especialmente no caso de adolescentes e idosos (LERNER et al., 2000;
GURR, 1999).

Diversos estudos mostram que a otimizacdo da massa déssea ocorre na
infancia e adolescéncia. No adulto a massa 6ssea permanece constante, porém a
partir dos 40 anos de idade, em ambos 0s sexos, ha uma perda progressiva de 0,5%
a 1% ao ano, e esta perda é aumentada em mulheres apds menopausa
(BRYANT et al., 1999). Admite-se, que menos de 25% da populacdo adulta
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apresente consumo adequado de célcio. A maioria das mulheres recebe menos de
500 mg de célcio através da dieta, quantidade esta abaixo das recomendacoes
nutricionais de 1-1,5 g para mulheres na pré e pds-menopausa (FERNANDES,
1998).

As atuais recomendacodes dietéticas para calcio sdo de 210 mg para bebés de
0-6 meses e 270 mg para bebés de 7-12 meses, 500 mg para criangas de 1 a 3
anos, 800 mg para criancas de 4 a 8 anos, 1300 mg para adolescentes de 9 a 18
anos, 1000 mg para adultos com idade de 19 a 50 anos e 1200 mg para adultos com
idade de 51 anos ou mais. De acordo com a Academia Nacional de Ciéncias (NAS)
o nivel maximo toleravel devera ser de 2.500 mg de calcio por dia (DAWSON-
HUGHES et al., 1990).

O calcio que se encontra em forma ligada nos alimentos e sua
biodisponibilidade é baixa dependendo da composi¢cdo do alimento ou da comida.
Por isso, a deficiéncia deste mineral é o resultado da combinacdo de uma
biodisponibilidade pobre e uma ingestao insuficiente. A deficiéncia do calcio pode
levar a osteopenia e osteoporose e aumenta o risco de fraturas, especialmente nos
0Ss0s mais porosos. Também sua deficiéncia pode causar: agitagcdo, unhas
quebradicas, propensao a carie, depressao, hipertensao, insoénia, irritabilidade, entre
outras. No entanto, o excesso pode ocasionar as conhecidas “pedras” nos rins, que
sdo na verdade pequenos aglomerados de substancia conhecida como oxalato de
calcio. Este tipo de formagcédo € mais comum em decorréncia da ingestdo de célcio
de origem mineral (presente no solo e consequentemente na agua de determinadas
regides) e também em alguns suplementos alimentares, ja que este tipo de calcio
nao é muito bem absorvido pelo organismo (FENNEMA, 2000).

Adultos com mais de 70 anos de idade tendem a diminuir a atividade fisica, a
ingestdo alimentar e a exposicdo a luz solar e nestes casos para se obter a
quantidade de calcio ideal € necessaria a utilizacdo de suplementos, em doses nao
maiores que 500 mg, tomados com as refei¢des (carbonato de calcio ou fosfato), ou
com o estbmago vazio (citrato de calcio) (ATKINSON; WARD, 2001).

A absorgcédo do célcio dos alimentos estd determinada pela concentracdo de
célcio do alimento e a presencga de inibidores ou potenciadores da absorcao de
célcio. Os principais inibidores da dieta na absor¢cdo do calcio sdo os oxalatos e
fitatos, sendo o oxalato o mais potente dos dois (WEAVER; PLAWECKI, 1994).
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O consumo de uma quantidade adequada de calcio ou alimentos lacteos ricos
em calcio tem demonstrado reduzir os riscos de osteoporose (DAWSON-HUGHES
et al., 1990).

O célcio esta presente na casca de ovo na forma de carbonato de calcio e na
propor¢ao de cerca de 40% do produto em p4. Além do aspecto econdmico, o célcio
da casca de ovo apresenta vantagens nutricionais, pois ndao esta associado a
elevadas quantidades de proteina e so6dio (como acontece, por exemplo, nos
queijos), que podem induzir a um aumento da excrecao renal de calcio
(WEINSIER e KRUMDIECK, 2000).

Todo o calcio intra e extracelular provém da dieta e o crescente
reconhecimento da importancia desta como fonte Unica para a miriade de fungdes
biolégicas que desempenha, levou a que o denominassem “super estrela dos
nutrientes” (BRODY, 1998).

2.10 Carbonato de Calcio

O carbonato de calcio (CaCO3) é um mineral vastamente encontrado na
natureza em conchas marinhas, casca de ovos e, no corpo humano. E o quinto
mineral em abundéancia e possui uma estrutura molecular tetraédrica. Tem aparéncia
de um pé branco, com densidade de 2,83 g/cm?®, ponto de fusdo de 850°C, sendo
insoluvel em agua. Pode ser obtido pelo resultado da reag&o do 6xido de célcio com
diéxido de carbono (Equagéao 2) e é encontrado em trés formas cristalinas: calcita
(mais estavel), vaterita (menos estavel) e aragonita (LAKSHMINARAYANAN et al.,
2006; SARIKAYA et al., 2003).

CaO + CO, = CaCOs3 (2)

O estudo com carbonato de calcio retirado de organismos vivos é de grande
interesse na area de biologia estrutural, medicina, ciéncia do estado sélido e
tecnologia de materiais. Como aplicagbes, a longo prazo, pode-se destacar a
confeccao de proteses, filtros, compreensdo da formagéao de dentes, 0sso, calculos
renais, sintese controlada de insumos de eletrénica e catalise, matérias primas para
engenharia e mineracdo marinha (MANN; PERRY, 1991).
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O carbonato de calcio retirado da casca do ovo é um cristal que ocorre
naturalmente na forma de calcita (cristais hexagonais), apresentando baixa
solubilidade em agua (NEVES, 1998). E um dos materiais mais absorventes que
existem na natureza. Apresenta baixa biodisponibilidade, porém quando
transformado em citrato de calcio, pode ser utilizado em dietas como um suplemento
que apresenta maior absor¢cdo (MURAKAMI, 2006). Tais caracteristicas sugerem
que este material possa ser utilizado para o desenvolvimento de novos produtos
(OLIVEIRA et al., 2009), além de ter a vantagem de nao conter elementos téxicos
(MURAKAMI, 2006).

Nos materiais originarios de sistemas vivos, como 0sso e conchas, que
consistem em macromoléculas organicas (colageno e quitina), impregnados de
cristais inorganicos (fosfato e carbonato de calcio, respectivamente), o controle da
formacao de cristais com orientagao preferencial é bastante comum, assim como a
composicao e morfologia dos mesmos € diferente das encontradas em precipitados
de origem nao biologica. Tal especificidade é explicada pela presenca das
macromoléculas, que, ao nivel molecular, controlam a nucleacdo, o habito e o
ordenamento dos cristais. Além disso, estas macromoléculas exercem importante
influéncia nas propriedades biomecéanicas nestes materiais (FALINI et al., 1996).

Em sistemas vivos, a escolha dos elementos constituintes é regida por quatro
fatores: abundancia, eficiéncia, conveniéncia e aumento da eficiéncia/especificidade
evolutiva. Levando em consideragédo todos esses fatores, os compostos de célcio
sdo os mais adequados para fungdes estruturais e de protegcdo, com boas
propriedades de resisténcias a impacto, flexao e leveza; além de serem sintetizados
a presséo e temperatura ambiente (WEINER; ADDADI, 1997).

Dentre os compostos de célcio encontrados em seres vivos, este estudo se
limitara apenas ao carbonato de calcio. Segundo Freire e Holanda (2007), o
carbonato da casca de ovo de galinha € uma matéria prima alternativa de baixo
custo, para fabricagdo de revestimento ceramico poroso. Um dos maiores problemas
no processamento da casca de ovo é separar completamente o carbonato da
membrana de forma econémica e ambientalmente correta (HSIEH, 2005).

Segundo Cordeiro, et al., (2008) o carbonato de célcio, extraido da casca do
ovo, apresenta indicativo que o mesmo funciona como material osteoindutor. Esta
caracteristica pode permitir que o carbonato de calcio possa ser utilizado como

enxerto 6sseo.
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Alguns minerais entram na formagédo dos 0ssos e da casca do ovo, outros séo
necessarios aos processos metabdlicos, hormonais e enzimaticos. Os minerais
também sao importantes na manutencao do balanco acido-basico (pH) do sangue,
na pressdao osmética e balanco da agua corporal, na excitagdo dos nervos e
musculos no transporte de nutrientes através de membranas e na regulacdo da
permeabilidade das membranas de varios tecidos, além de fazerem parte da
composi¢ao de varias enzimas (McDOWELL, 1999).

O tecido ésseo estda constantemente sendo reformulado por células
especializadas, de acordo com as necessidades do organismo e também de
estresses mecanicos sobre os 0ssos. Mas em algumas situacdes pode ocorrer um
equilibrio negativo de calcio, e a retirada pode exceder os depésitos (WILLIAMS,
1997).

Para Neves (2003), o p6 da casca de ovo, quando preparado de forma
adequada, constitui uma fonte de calcio de alto valor nutritivo € que pode contribuir
de forma significativa para o aporte diario de calcio, sobretudo das populacdes de

baixa renda.

2.11 Casca de Ovo

A casca de ovo é uma rica fonte de sais minerais servindo como base para
desenvolvimento de produtos na industria cosmética, suplementos alimentares,
bioceramicas, fertilizantes, implantes O0sseos e dentadrios e como agentes
anti-tartaro em cremes dentais (MURAKAMI, 2006), composta por varias camadas
porosas, sendo permeavel a agua e aos gases, 0 que permite a respiracao do
embrido. A porcao ceramica tem a fungé@o de proteger o conteudo do ovo e garantir
0 calcio necessario a formagdo do esqueleto do feto. Sua camada calcaria é
composta por uma rede de fibras protéicas, entre as quais se inserem cristais de
carbono de célcio (96% do peso da casca), carbonato de magnésio (1%) e fosfato
de célcio (1%) (NEVES, 1998).

A industria alimenticia brasileira anualmente consome enormes quantidades de
ovos galinaceos para producdo de massas, paes, doces, maionese, entre outros.
Esta atividade, no entanto, € acompanhada pela geracdao de grande quantidade de
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residuo na forma de casca de ovo. Sdo gerados no Brasil cerca de 172.000
toneladas de casca de ovo por ano (NOVELLI et al., 2005).

Em geral a maioria do residuo de casca de ovo gerado no Brasil tem sido
descartado no meio ambiente. Embora o residuo de casca de ovo nao seja
considerado perigoso, ele nao pode ser simplesmente descartado em aterros
sanitarios e lixdes. Isto se deve ao fato de atrair ratos e vermes causando problema
ambiental e de saude publica (FREIRE; HOLANDA, 2007).

Dupoirieux, et al., (1995) transformaram a casca de ovo em particulas e
testaram a sua resposta no tecido muscular e no osso mandibular de rato. Para o
experimento |, introduziram 50 mg de p6 da casca de ovo no musculo da coxa
direita; para o experimento Il, foram criados defeitos de 0,5 mm nos dois lados do
ramo da mandibula (lado direito experimental), onde foram introduzidos + 200 mg de
pd da casca de ovo. Os animais foram sacrificados oito semanas depois do ato
cirdrgico e as pecas processadas e coradas por hematoxilina—eosina. Os resultados
do experimento | mostraram que, histologicamente, as particulas da casca de ovo
estavam envolvidas por uma fina camada fibrosa, com pouca ou nenhuma reacao
inflamatéria dentro do musculo, registrando-se ocasional presenca de células
gigantes e desprovidas de formacao de osso. No experimento Il, mostrou particulas
da casca de ovo rodeadas por finas camadas de tecido conjuntivo, livre de formacgao
ou inducao de 0sso ou cartilagem; no grupo controle, os orificios foram preenchidos
por tecido conjuntivo fibroso.

A quitosana, derivada da quitina, e o carbonato de célcio, derivado da casca do
ovo, sao considerados materiais em abundancia na natureza e apresentam
propriedades como biocompatibilidade e biodegrabilidade que atribui aos mesmos,
grandes potenciais para uso como biomaterial, podendo ressaltar, ainda, seu baixo
custo (LAKSHMINARAYANAN et al., 2006; SARIKAYA et al.,, 2003; MAJETI;
KUMAR, 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A quitosana (CS) foi adquirida na forma de p6 pela Polymar — Fortaleza/CE
com grau de desacetilagdo de 90% e utilizada sem purificagao.

O carbonato de calcio foi extraido da casca de ovo de galinha (Gallus gallus
domesticus).

O acido acético glacial P.A., fornecido pela Vetec, foi usado para extracao do
carbonato de calcio da casca do ovo e como solvente para a quitosana.

O hidréxido de sédio P.A., também fornecido pela Vetec, foi usado para
neutralizar o pH das membranas.

Camudongos machos Swis, procedentes do CEMIB (Centros Multidisciplinar
para Investigacao Bioldgica), UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas), Sdo
Paulo. Todos os procedimentos que utilizaram células vivas foram conduzidos
conforme normas do SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratdrios) e que obtiveram parecer do Comité de Etica local (parecer n208/2009
CEP/FCF/CA).

A lisozima e o tampéao PBS foram adquiridos do fornecedor Sigma Aldrich.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo das Membranas de Quitosana

A preparagdo das membranas de quitosana foi conduzida de acordo com a
técnica de evaporagédo de solvente. Uma solu¢do de quitosana foi preparada pela
dissolugcdo de 1g de quitosana em 100 mL de uma solugcédo a 1% (v/v) de acido
acético glacial sob agitacdo magnética a 45 °C por 2 h. Em seguida, a solucdo
polimérica foi filtrada a vacuo para remover o material insoluvel. O filtrado foi vertido
em placas de petri com diametros de 115 mm e acondicionado em estufa a 50 °C
por 24 h para evaporagao do acido e formagdo da membrana. Apds a secagem das

membranas, as mesmas foram retiradas da estufa e, em seguida, foi adicionado
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50 mL de solugéo de hidroxido de s6dio 1 Mol/L sobre a membrana permanecendo
por 2 h a fim de assegurar a completa neutralizacdo. Em seguida, as membranas
foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso da solucao de hidroxido
de sbédio e posteriormente submersas em recipiente contendo agua destilada na
proporcao de 500 mL de agua destilada para cada membrana por 1 h. Apds esse
periodo, as membranas foram novamente submersas em agua destilada por mais
meia hora para que a neutralizacdo das membranas fosse atingida. Depois da
neutralizacdo, as membranas foram secas por 24 h a temperatura ambiente e

caracterizadas.

3.2.2 Preparacdo das Membranas com Carbonato de Calcio

Para obtencdo das membranas com carbonato de célcio, o procedimento de
preparacao foi realizado em duas etapas:

1? Etapa: Extracao do carbonato de célcio da casca do ovo

Cascas de ovos de galinhas foram coletadas em ambiente doméstico, lavadas,
secadas ao sol e colocadas dentro de um recipiente com solugdo a 2% de acido
acético glacial (v/v) por 72 h. ApGs esse periodo, o sedimentado de carbonato de
calcio foi separado da solugcdo de acido acético. Apds a retirada do acido, foi
colocada agua destilada sobre o carbonato de célcio para lavagem e retirada do
excesso de acido acético. Este procedimento foi repetido trés vezes. Depois da
ultima lavagem, o carbonato de célcio foi colocado para secar por 24 ha 110 °C. Em
seguida, o po foi triturado em almofariz e passado em peneira malha 325 (abertura
da malha 45 microns) para ser usado neste experimento.

22 Etapa: Preparacdo das Membranas de Quitosana com Carbonato de Calcio

A solugédo de quitosana foi preparada pela dissolucdo de 1g de quitosana em
100 mL de 4&cido acético glacial 1% (v/v) sob agitacdo magnética a
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aproximadamente 45°C por 2 h. Obtida a solugdo polimérica, foram preparadas
dispersdes de carbonato de calcio, colocando-as na solugdo de quitosana sob
temperatura ambiente e agitacdo magnética por 2 h. Passado este tempo, as
dispersdes, nas proporcoes de 1%, 5% e 10% de carbonato de calcio em solucdo de
quitosana foram vertidas em placas de petri, com 115 mm de diametro e
acondicionadas em estufa, a 50°C, por 24 h para obtengcdo das membranas. As
membranas passaram pelo mesmo método de neutralizagdo descrito para as
membranas de quitosana. Todas as membranas foram secas por 2 h, a 50°C antes
de serem caracterizadas. A sequéncia operacional de elaboracao das membranas é
observada na Figura 9.

Figura 9 - Sequéncia operacional de elaboragdo das membranas.

Quitosanaem po Cascade ovo
Acido acético Acido acético
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3.3 Caracterizacao

O p6 de carbonato de calcio foi caracterizado por Difragcdo de raios-X (DRX),
Espectroscopia na Regidao de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Analise Termogravimétrica
(TG).

As membranas de quitosana pura e com diferentes proporcdes de carbonato
de calcio foram caracterizados por Difragdo de raios-X (DRX), Espectroscopia na
Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Tensdo Superficial
por medidas do angulo de contato (TS), Analise de Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC), Andlise Termogravimétrica (TG), Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO), Ensaio de Biodegradacdo Enzimatica,
Estabilidade em Solugées Aquosas Acida e Alcalina, Estabilidade em Meio Ruminal,
Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macréfagos, Determinacdo da Producédo de
Oxido Nitrico e Ensaio Mecanico (ensaio de tracio).

Com excecdo da Avaliacido da Viabilidade Celular dos Macrofagos e
Determinagdo da Producdo de Oxido Nitrico, que foi realizada no Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular, do Departamento de Analises Clinicas da UNESP,
Araraquara, as demais analises foram realizadas no Laboratério de Referéncia em
Desenvolvimento e Avaliacdo de Biomateriais da Regiao Nordeste do Brasil.

3.3.1 Difracao de raios X (DRX)

As analises de difracdo de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente
em aparelho XRD-6000 Shimadzu, utilizando radiacdo Ko do cobre (1,5418 A),
tenséo de 40 kV e corrente 30 mA. O po extraido da casca do ovo e as membranas
de quitosana e de quitosana com carbonato de calcio foram examinados em um

intervalo de 26 entre 5,0 e 70,0 graus a uma velocidade de 1°/min.
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3.3.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As andlises utilizando a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) do p6 de carbonato de calcio e das membranas
foram realizadas em temperatura ambiente e o equipamento utilizado foi um
Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica FTIR foi usada para identificar as bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas matérias primas utilizadas nesta
pesquisa, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 400 cm™.

Esta técnica tem grande valor para a analise organica qualitativa e compreende
a faixa do espectro eletromagnético que vai do limite superior da faixa de
microondas até o comecgo da regido visivel, com comprimento de onda entre 14000
cm’ e 20 cm™, porém considera que as ligacdes quimicas das substancias possuem
frequéncias de vibragdes especificas, as quais correspondem a niveis vibracionais
da molécula (FOOK, 2005, LOPES; FASCIO, 2004).

Considerando que a frequéncia da radiacao infravermelha e que, quando
radiacao infravermelha incide em uma substancia, a radiacdo de mesma frequéncia
que as frequéncias vibracionais das ligacoes sdo absorvidas, é possivel deduzir as
frequéncias de vibracdo de uma molécula, observando as frequéncias que sao

seletivamente removidas de vibracao infravermelho.

3.3.3 Tensao Superficial por Medidas do Angulo de Contato

A técnica consiste no célculo da tensdo superficial da membrana baseada na
analise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a gota de &agua
destilada com tensdo superficial conhecida e a superficie sélida depende da relacao
entre as forgas adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a superficie.

Na realizacdo desta andlise foi utilizado um goniémetro desenvolvido por
técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecanica da Universidade Federal
de Campina Grande - UFCG e encontra-se instalado no Laboratério de
Caracterizagdo de Materiais da Unidade Académica de Ciéncias e Engenharia de
Materiais, da mesma Universidade.
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3.3.4 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC foi empregada para examinar possiveis interacbes entre a
matriz polimérica e a carga (carbonato de calcio) e observar o comportamento e a
estabilidade térmica de cada amostra. A analise foi realizada em um equipamento
DSCQ20 (TA Instruments, EUA). As curvas foram analisadas em atmosfera de
dinamica de nitrogénio (50mL min") usando amostras de 2 mg e razdo de
aquecimento de 5°C min"'. As amostras foram pesadas com precisdo (+0,1mg) e
prensadas em panelas de aluminio. A calibracao do equipamento foi feita com metal
indio (99,9%) em relacdao a temperatura e entalpia. As curvas de DSC foram
registradas de 0 a 400°C.

3.3.5 Analise Termogravimétrica (TG)

A andlise termogravimétrica (TG) foi realizada em um aparelho modelo SDT
Q600, (TA Instruments, EUA), com uma quantidade de material de
aproximadamente 5,0 mg. O carbonato de célcio, as membranas de quitosana e de
quitosana com carbonato de calcio foram aquecidos a uma razdo de aquecimento de
10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50mL min™. As curvas de TG

foram registradas de 35 a 900°C.

3.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para realizagdo das analises de microscopia eletrénica de varredura foram
retirados fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? de cada membrana. Foi utilizado
microscépio eletrénico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi,
com aumento de 10000x, profundidade de foco de 1 mm, resolugdo de 30 nm, 15
KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico, mesmo

em amostras ndo condutoras.
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3.3.7 Microscopia Otica (MO)

Para avaliagdo morfologica e distribuicdo das particulas de carbonato de
calcio na membrana foi utilizado um microscopio 6tico Leica DMLM com aumento de
400x.

3.3.8 Ensaio de Biodegradacao Enzimatica

Para este ensaio empregou-se como base as normas ASTM F1635-04
Standard teste Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable
Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-
01 Stamdard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting
Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engeneered Medical Products
Applications (2007). As membranas secas foram cortadas na dimensao de 2,0 cm?,
pesadas em balanca analitica e esterilizadas com alcool a 70%. Em seguida as
membranas foram isoladas em placas de Petri. As amostras foram divididas em dois
grupos para avaliacao da biodegradacao. O primeiro grupo contendo uma solugao
de lisozima/Phosphate Buffered Saline — PBS com concentragdo de 1mg/mL, o
segundo apenas com a solucao de PBS para controle.

Foram utilizadas cinco amostras da membrana de quitosana e cinco amostras
de cada membrana composta de quitosana/carbonato, tanto para a solugdo de
lisozima como para o tampao PBS, em dois lotes, resultando em 40 amostras. As
membranas foram incubadas em estufa microbiol6gica, a temperatura de 37 °C,
sendo retiradas da estufa apds 30 dias, seguindo um procedimento de lavagem em
agua destilada, secagem por 48 horas em estufa a 50 °C e pesagem em balanga
analitica. As diferengas percentuais das massas das amostras antes e apds o ensaio
forneceram os resultados referentes a degradacao das membranas, observados a
partir da média de ensaios repetidos em cinco amostras.
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3.3.9 Estabilidade em Solucdes Aquosas Acida e Alcalina

Neste ensaio foram considerados quatro grupos de membranas: G1-
membranas de quitosana; G2—-membranas compostas de quitosana mais 1% de
carbonato de célcio; G3-membranas compostas de quitosana mais 5% de carbonato
de calcio e o G4-membranas compostas de quitosana mais 10% de carbonato de
calcio. Cada grupo constou de seis membranas, sendo trés imersas em solucéo de
hidréxido de s6dio com o pH ajustado entre 8 e 9 e trés imersas em solucao de acido
acético com pH entre 5,5°C - 6,5°C em temperatura de 38°C — 40°C. As membranas
foram imersas por sete dias. Antes do ensaio, as membranas foram secas em estufa
a temperatura de 50°C por 48 h, em seguida pesadas cinco vezes até a estabilidade
do valor em balancga digital e apds os sete dias as mesmas foram lavadas em agua
destiladas e novamente secadas em estufa a 50 °C por 48 h, as mesmas foram
novamente pesadas. As diferengas percentuais das massas das amostras antes e
apos o ensaio forneceram os resultados referentes a degradacao das membranas.
Foram feitas cinco medidas e retirada a média. As membranas foram observadas
diariamente para observacdo de possiveis alteracdes das mesmas dentro das

solugdes.

3.3.10 Estabilidade em Meio Ruminal

Para este ensaio foram formados grupos de membranas de acordo com o
ensaio anterior. As membranas foram colocadas em sacos de papel filtro,
identificadas e colocadas dentro de recipiente contendo suco ruminal obtido de ovino
logo apo6s ser abatido. Este ensaio teve a finalidade de observar a possivel
degradacao das membranas quando em contato com o alimento do rumem no
periodo de sete dias. A coleta do suco ruminal foi obtida em um matadouro de
caprinos e ovinos na cidade de Campina Grande — PB. O procedimento para
observagédo da degradacdo das membranas foi semelhante ao realizado no ensaio
anterior, onde todas as membranas foram pesadas antes e apds serem submetidas
ao referido ensaio.

A avaliacdo da degradacédo dos alimentos, diretamente no rumen de ovinos
fistulados, utilizando sacos de material sintético, foi proposta por Quin et al. (1938) e
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posteriormente, inUmeros pesquisadores tém melhorado e adaptado esta técnica,
tornando-a bastante utilizada, devido a sua rapidez, facilidade de execucéao, baixos
custos e precisdo (OLIVEIRA et al., 2003)

3.3.11 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macréfagos

Com o objetivo de atender a norma ISO 0993 que recomenda ensaios in vitro
de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficardo em contato com a
pele, escolheu-se o teste de avaliacao da viabilidade celular dos macréfagos por
MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio]. De uma forma geral,
neste teste realizam-se ensaios quantitativos para avaliar a interrupg¢ao da atividade
mitocondrial pela quantificagdo da formagao de cristais de formazana, a partir da
reducao do tetrazélio MTT. Ou seja, avalia-se a viabilidade celular partindo do
principio que as células viaveis, uma vez em contato com o MTT, metabolizam o
tetrazdlio de metiltiazol na mitocondria, utilizando enzimas ativas, havendo um
acumulo de cristais de tetrazélio ou formazana, que pode ser detectado pela leitura
da absorbancia em 540 nm, com filtro de referéncia em 620 nm.

Para a concretizacao desta etapa, fez-se necessario a obtencdo das células
do exsudato peritoneal que foi realizada a partir do procedimento descrito a seguir.

Para obtencdo das células do exsudato peritoneal foram utilizados 5
camundongos Swiss, previamente estimulados pela inoculagao intraperitoneal de 3,0
mL de tioglicolato de sédio (Difco Lab. LTDA) a 3,0 %, trés dias antes da coleta de
células. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados por inalagdo em camara
de CO.. Os macrofaos do exsudato peritoneal foram coletados para preparo da
suspensao celular. O numero de células foi determinado pela contagem em camara
hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) em uma diluicdo 1:100 do Liquido
de Lazarus. As células foram ajustadas a concentragdo de 5. 10° células em meio
RPMI-1640-C.

Em uma placa estéril de 96 pocos de fundo plano (Corning, Inc.) foram
distribuidos 100 pL por pogos das suspensdes de células do exsudato peritoneal de
camundongos, em seguida foi adicionado um disco, confeccionado a partir das
membranas de quitosana e quitosana/carbonato de célcio, com diferentes
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concentragbes. Foram utilizados 5 discos de cada composicdo de membrana para
cada animal.

Em outras cavidades da referida placa, com as mesmas condi¢cdes anteriores,
foram adicionadas 100 pL de LPS (lipopolissacarideo bacteriano derivado de E. coli,
adquirido da Sigma Aldrich a uma concentracao de 10 pL, ou apenas meio de
cultura (controle negativo). As placas foram incubadas por 24 h, a 37 °C, em estufa
contendo tensdo constante de 5 % de CO. (Forma Scientific, EUA). Apds esse
periodo, sobre a cultura celular foram adicionados 100 uL de uma solucédo de MTT
(Across Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais
3 horas, nas mesmas condicoes anteriores. Apds esta incubacao, os sobrenadantes
foram descartados, sendo retirados inclusive as membranas de quitosana e
quitosana/carbonato de célcio em diferentes preparacdes e as células aderentes
tratadas com 100 pL de isopropanol (Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de
formazana formados. A leitura da densidade Otica foi determinada em
espectrofotometro (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki,
Finland) em UV/isivel a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm
(MOSMANN, 1983). A Vviabilidade celular foi calculada em porcentagem,

considerando-se o controle negativo como 100 % de viabilidade.

3.3.12 Determinacao da Producéo de Oxido Nitrico

O éxido nitrico foi quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de cultura e
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituido de 0,1
% de N-1-naftil-etilenodiamina, 1 % de sulfanilamida em solucéo de acido fosforico a
2,5 %, utilizando NaNO, como padrao (GREEN et al, 1982).

As células obtidas do exsudado peritoneal foram ajustadas a concentracao de
5x10° células/mL, em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de
tecidos, de 96 pocos. A cada poco foram adicionados 100 pL dessa suspensao
celular e as placas foram incubadas a 37°C, por 60 min, em estufa contendo tensao
constante de 5 % de CO; (Thermo electron Hepa Class 100). Aos macréfagos que
ficaram aderidos a placa foi adicionado volume igual ao inicial de RPMI-1640-C,
divididos em dois volumes iguais de 50 pL, sendo que entre eles, foi adicionado um
disco, confeccionado a partir de membranas de quitosana e quitosana/carbonato de
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calcio, em trés composicoes diferentes ou ainda 100 pL de LPS (lipopolissacarideos)
a 10 pyg/mL, como controle positivo, ou somente de RPMI-1640-C, como controle
negativo. Estas placas foram novamente incubadas a 37 °C, em estufa com tensao
constante de 5 % de CO, (Thermo Electron Hepa Class 100), por 24 horas. Entao,
aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes das culturas de macréfagos foram
transferidas para uma placa de cultura de células, nao estéril, contendo 96 pogos de
fundo plano e acrescidas de igual volume de reagente de Griess. Ap6s 10 minutos
de incubacdo, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia foi
determinada com filtro de 540 nm em espectrofotdmetro. As concentragbes de NO
liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas, a partir de
uma curva padrdo, previamente estabelecida, e os valores foram expressos em
pmols de nitrito.

A andlise estatistica foi realizada utilizando um método de analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste t-Student na versao de comparacées mdultiplas de
Tukey-Kramer para avaliar a diferenca significativa entre pares. Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Foi utilizado o programa
GraphPad InStat 3.00 (GraphPad software, San Diego, Califérnia, Estados Unidos).

3.3.13 Ensaio Mecanico de Tracao

Para o ensaio de tracdo foram utilizadas 5 amostras de cada condicdo de
preparacdo de membranas e as médias de todas as amostras para maior
representatividade dos dados obtidos. Os ensaios de tragdo foram realizados de
acordo com a norma ASTM D882-91 (ASTM, 1991) e teve o objetivo de avaliar o
efeito das particulas de carbonato de célcio na resisténcia a tragdo das membranas

de quitosana.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difracao de raios X (DRX)

O pé de carbonato de calcio e todas as membranas foram caracterizados por
difracao de raios X com a finalidade de observar a influéncia do carbonato de calcio
na cristalinidade e consequentemente nas propriedades das membranas.

Os difratogramas da membrana de quitosana, do carbonato de célcio e dos
compositos quitosana/carbonato de calcio (1%, 5% e 10%) estdo apresentados na
Figura 10.

Figura 10 — Difratograma de raios X do carbonato de célcio, extraido da casca do
ovo, da quitosana e compdsitos com 1%, 5% e 10% de carbonato de calcio
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O difratograma da membrana de quitosana apresentou picos tipicos de material
semicristalinos, com base larga em torno de 26 = 10° e 26 = 20° e corrobora com
Luo et al., (2011), Aimoli, (2007), Fidéles, (2010) e Lima (2010). A quitosana possui
um perfil semicristalino devido as fortes interacdes intra e intermolecular,

caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas entre os grupos amina, alcool,
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amida e outros grupos funcionais presentes na molécula de quitosana. Essas fortes
interacbes fornecem certa organizacdo a estrutura cristalina da quitosana
(URAGAMI; TOKURA, 2006).

De acordo com o reportado por Ogawa et al., (1992) os picos em torno de 10° e
20° estao relacionados ao cristal (1) e ao cristal (2), respectivamente. As células
unitarias dos cristais (1) e (2) apresentam os seguintes parametros: a = 7,76, b
=10,91, ¢ = 10,30 A° e B = 90° e a = 44, b =10,0, c = 10,30 A° e B = 90°,
respectivamente.

O difratograma do pdé de carbonato de calcio mostra somente picos
caracteristicos do carbonato de calcio na forma de calcita e corrobora com
difratograma realizado por Freire e Holanda (2007), pois os cristais de calcita exibem
morfologia romboédrica, tipica para esta forma cristalina, orientadas
predominantemente na direcao cristalografica <104> como mostra o pico intenso em
20=29,4° na Figura 11.

Figura 11 — Difratograma de raios X da amostra de residuo da casca do ovo
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Fonte: FREIRE; HOLANDA, 2007,
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Ja os difratogramas dos compostos quitosana/carbonato de célcio mostram
que, quanto maior a quantidade de carbonato de célcio na membrana maior a
cristalinidade do compdsito, confirmado através do estreitamento e intensificacao
dos picos dos compésitos e ainda, com o aparecimento de um pequeno pico em 30°
nos compositos como observado na Figura 9. Esses resultados indicam que ocorreu
interacao fisica entre os constituintes da membrana, formando um compésito.

A adicao de carbonato de calcio pode influenciar em propriedade, como tempo
de degradacado das membranas, ja que, quanto maior a cristalinidade do material,
maior dificuldade tera para a 4gua entrar nesses sitios, pois segundo Dallan, (2005),
o solvente de uma determinada solucdo € suficiente para degradacdo de
membranas de quitosana.

Na difragcéo de raios X, as particulas de carbonato de calcio obtido da casca de
ovo apresentaram aspectos de cristalinidade semelhantes a do carbonato de célcio
de origem industrial, porém, para Murakami et al., (2007), as particulas obtidas da
casca do ovo apresentam tamanho maior, e isso pode estar relacionado a maior

estabilidade térmica.

4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de demonstrar os espectros
(bandas caracteristicas dos grupos funcionais) obtidos do pd de carbonato de caélcio,
extraido da casca do ovo, das membranas de quitosana (CS) e dos compositos
quitosana/carbonato de calcio. De acordo com a Figura 12, pode-se afirmar que a
adicao de carbonato de calcio nas proporc¢oes de 1%, 5% e 10% nas membranas de
quitosana nao alteraram os grupos funcionais caracteristicos da quitosana,
indicando que ndo houve modificagdo na superficie das mesmas. Este fato néo,
necessariamente, implica que n&o tenha ocorrido interagdo quimica entre os
constituintes do compdsito, pois a analise de infravermelho € um método de analise
de superficie (AIMOLI, 2007) e as particulas de carbonato de calcio estdo recobertas
pela matriz quitosana. No entanto, a interagdo quimica ocorrida entre os

constituintes desta pesquisa foi confirmada pelo ensaio de DRX.
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Figura 12 - FTIR: Membrana de quitosana (a), Membranas de quitosana com 1% (b),
5% (c) e 10% (d) de carbonato de calcio e o pé de carbonato de calcio (e)
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A banda em torno de 3379 cm™” é referente ao estiramento axial de OH,
sobreposta & banda de estiramento N-H. A banda em 2893 cm™ é atribuida ao
estiramento assimétrico do grupo C-H. A banda em 1652 cm™ esta associada a
deformacdo axial C=O da amida primaria. A banda em 1587 cm' é referente a
deformagao vibracional do grupo amina protonado (NHs+). A banda em 1375 cm’
pode ser atribuida a deformacéo axial -CN de grupos amino. A banda intensa em
1050 cm™" est4 associada ao estiramento C-O-C dos anéis piranosidicos.

O espectro caracteristico da quitosana estd de acordo com Fidéles, (2010),
Ponciano, (2010) (Tabela 1) e Lima, (2010), pois apresentam todas as absorgdes
relativas a quitosana e ainda de acordo com o espectro resultado da membrana de
quitosana, pode-se afirmar que a mesma nao € 100% desacetilada, pois encontra-se
na regido de 1658cm™, uma banda caracteristica da amida | (O=C-NHR).
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Tabela 1. Bandas de absor¢ao no FTIR dos pds das quitosanas com GD de 90%

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3334 Deformacéao axial de O-H e N-H do grupo NHz
2928 e 2873 Deformacéao axial de C-H de grupos CHz e CHs
1652 Deformacéao axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformacéao angular N-H do grupo NH, (amina)
1423 e 1319 Deformacéao angular de O-H e deformacgao angular

de C-H do anel glicosidico
1377 Deformacéao angular do C-H de CHs
1150,1062 1020 Deformacéao axial do C-O-C da ligacao éter

Fonte: Ponciano, 2010.

As bandas observadas no espectro do carbonato de calcio estdo de acordo
com Bessler e Rodrigues, (2008) como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Vibragdes fundamentais do anion carbonato observadas nos espectros no
infravermelho de calcita (valores em cm™)

Denominacao das vibracoes Calcita
Deformacao angular fora do plano y(CO3) 876
Estiramento anti-simétrico v,s(CO) 1420
Deformagao angular no plano 84(OCO) 712

Fonte: Bessler; Rodrigues, 2008.

4.3 Tensio Superficial por Medidas do Angulo de Contato

Com o desenvolvimento de novas técnicas de modificagcdo de superficies,
ampliou-se o uso de materiais para os mais diversos setores industriais,
principalmente no setor biomédico, pois é grande a contribuicdo que essas técnicas
trazem na modificacdo de propriedades superficiais como molhabilidade,
biocompatibilidade, ades&o celular, diferenciacdo celular, etc. Todas essas
propriedades fisico-quimicas estdo sempre relacionadas com medidas de angulo de

contato. Desse modo, medidas de angulo de contato tém sido amplamente usadas
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para monitorar propriedades superficiais, tais como, tensdo superficial critica,
componentes dispersivas e polares da energia superficial livre, interacdes acido-
base na superficie, cristalinidade superficial, orientacdo superficial dos grupos
funcionais, rugosidade superficial, contaminacao superficial e molhabilidade (BEAKE
et. al., 1998).

Por meio de medidas de angulo de contato (6) entre o substrato e agua pode-
se avaliar a hidrofilicidade da superficie antes e apds a deposicao das membranas.

Na Figura 13 observa-se os resultados das medidas de angulo de contato para
as membranas de quitosana pura e com carbonato de calcio.

Figura 13 — Medidas de angulo de contato para as membranas de quitosana pura e
com carbonato de célcio. Desvio Padréo 0,4
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As analises de angulo de contato foram efetuadas com o gotejamento de agua
deionizada na superficie da membrana, com posterior andlise das medidas dos
angulos formados pela bolha de dgua na membrana, com software préprio do Grupo
de Biomateriais.

Observa-se na Figura 13 que a presenga de carbonato de célcio nas
proporcées de 1%, 5% e 10% nas membranas de quitosana nao alteraram
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significativamente os valores médios (63° a 65,5°) de angulo de contato, ou seja,
nao influenciou na molhabilidade da membrana, o que corrobora com o resultado

observado no ensaio de FTIR.

4.4 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Na Figura 14 pode-se observar as curvas DSC de amostras de quitosana e de
compostos quitosana/carbonato de calcio sob atmosfera de N, na faixa de
temperatura entre 0 e 400°C. Em todos os casos, observaram-se dois picos, 0
primeiro, endotérmico, correspondente ao processo de desidratacdo (perda de agua
residual), cuja area vai depender da secagem da amostra antes de realizar o ensaio
e 0 segundo, exotérmico, corresponde ao processo de decomposicdo (degradacao
propriamente dita), que continua além do limite de temperatura do experimento.

O carbonato de célcio apresentou apenas a primeira curva, referente a perda
de agua, sem processo de fusdo, pois a temperatura maxima utilizada neste ensaio
foi de 400°C e segundo Kibbe et al., (2000), o carbonato de célcio decompde-se
normalmente a temperaturas superiores a 600°C,

No primeiro estagio, € possivel verificar que a membrana sem carbonato de
calcio perdeu agua mais facilmente do que os compdsitos quitosana/carbonato de
calcio, caracterizando uma maior resisténcia térmica dos compositos. Ja as
temperaturas de degradacao de todas as membranas ficaram muito proximas, em
torno de 300°C. Podemos inferir com isso que a inclusdo de carbonato de calcio nas

membranas de quitosana influenciou na resisténcia térmica das mesmas.



77

Figura 14 — Analise de DSC para as membranas: (a) carbonato de calcio; (b)
quitosana; (c) quitosana + 1% de carbonato de calcio, (d) quitosana + 5% de

carbonato de calcio e (e) quitosana + 10% de carbonato de caélcio.
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As curvas de DSC correspondentes a membrana de quitosana pura, ao
carbonato de calcio e aos compostos quitosana/carbonato de calcio apresentam
fortes indicativos que ha um deslocamento do pico endotérmico indicando que
quanto maior a quantidade de carbonato de calcio maior foi a temperatura para
retirar toda &gua livre do material, pois o deslocamento aconteceu em torno de 80 °C
para membrana de quitosana sem carbonato de célcio para aproximadamente 110°C
nas membranas de quitosana com 10% de carbonato de calcio. Esse resultado
sugere que a membrana com 10% de carbonato de célcio em sua composi¢cao
apresenta maior capacidade de retencao de agua e maior estabilidade térmica.

Na curva do carbonato de célcio observa-se um pico endotérmico com inicio
em torno de 60 °C, que pode ser um indicativo da perda de agua livre. Acredita-se
que esta perda esteja iniciando em menor temperatura, pelo fato das particulas
estarem livres (sem quitosana), e nenhum impedimento para saida da agua dos
poros. O mesmo ndo ocorre quando as particulas estdo envoltas por quitosana,

como no caso dos compdsitos quitosana/carbonato de calcio.



80

4.5 Analise Termogravimétrica (TG)

Na Figura 15 observa-se as curvas termogravimétricas dinamicas referentes a
membrana de quitosana, ao pé de carbonato de calcio e aos compdsitos
quitosana/carbonato de calcio com diferentes proporgoes.

Figura 15 — Analise de TG e respectiva derivada para as membranas: carbonato de
célcio (a); quitosana (b); quitosana + 1% de carbonato de célcio (c), quitosana + 5%
de carbonato de célcio (d) e quitosana + 10% de carbonato de calcio (e).
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A decomposicao térmica das preparacdes apresentou trés etapas de perda de
massa (%) e os valores de cada uma destas etapas estdo melhor evidenciados na

Tabela 3.

Tabela 3. Dados termogravimétricos dindmicos da membrana de quitosana, do po
de carbonato de célcio e dos compdésitos quitosana/carbonato de calcio com
diferentes proporgoes.

Etapas de Decomposigido

1 2 3
Amostras Ti | Tf(°C)| Perda | Ti(°C) | Tf(°C) | Perda | Ti(°C) | Tf(°C) | Perda
(°C) de de de

massa massa massa

(%) (%) (%)

Carbonato de célcio - - - 25501 32523 5,502 66762 70623 48,04
Quitosana(C8) 6315 7914 16,30 17437 198,07 4,737 27083 32394 5496
CS+1% CaCO;, 4739 8382 16,77 . - - 26730 32155 51,39
CS+5% CaCoO; 4942 86,07 12,30 - - - 26911 32008 4511
CS+10% CaCO; 5124 110,09 7,10 . - - 26536 32131 4719

NOTA: Ti (Temperatura inicial); Tf (Temperatura final).

Segundo Pereira et al., (2009) as curvas de TG para casca ovo de galinha
sugere uma decomposicdo em trés etapas, em uma primeira etapa, ocorre a

remocado de agua com perda de massa em torno de 1,03% entre 25 e 226 °C. A
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seguir, observa-se a decomposicao da matéria organica, com perda de 3,77 % em
um intervalo de temperatura de 226-574 °C. Em uma terceira etapa ocorre a perda
de massa de 42,17% entre 574 e 769 °C, que estaria relacionada a liberacao de
CO2 proveniente da decomposicao do CaCOs;. A 800 °C, a amostra apresenta um
residuo de 53,03%, referente a 6xido de célcio.

Para Alcantara, (2007) e Murakami et al., (2007), o carbonato de calcio de
origem industrial se decompde a cerca de 30°C a menos do que o obtido da casca
de ovo e essa decomposicao também esta relacionada com a taxa de aquecimento
usada neste processo como observado na Figura 16. A analise térmica do carbonato
de calcio industrial indicou sua decomposicao a temperaturas entre 601°C e 770°C,
ao passo que o composto extraido da casca de ovo sofreu 0 mesmo processo entre
636°C e 795°C. Estes resultados sugere que o carbonato de calcio da casca do ovo
seja mais resistente ao calor e, por isso, mais estavel em relacdo ao composto
industrial.

Figura 16 - Curvas de TGA do carbonato de calcio industrial obtidos em diferentes
taxas de aquecimento sob atmosfera de nitrogénio dinamico
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Fonte: MURAKAMI et al., 2007

Os dados referentes a perda de massa da quitosana ocorre em trés etapas e
estdo de acordo com Lima (2010), onde na primeira etapa, a perda de massa ocorre
em torno de 10% e é atribuida a adsor¢ao de agua, que é evaporada a temperaturas
relativamente baixas (abaixo de 100°C). Isto pode significar que a agua esteja
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fisicamente adsorvida ou ligada fracamente a pontes de hidrogénio nas cadeias de
quitosana. Ja os préximos 10% de perda de massa, sao atribuidos a perda de agua
fortemente ligada a estrutura. O principal estagio de degradacdo é atribuido a
despolimerizagdo da cadeia da quitosana, a decomposicao do anel de piranose
através da desidratagédo, a desaminagéo e finalmente as reagées de rompimento do
anel.

No caso dos compdsitos quitosana/carbonato de calcio, observa-se que o0s
resultados obtidos presentes na Figura 15, revelaram que, quanto maior o
percentual de carbonato de célcio no compdsito, menor foi a perda de massa,
principalmente no terceiro estagio, que €& o estagio da despolimerizagdo da

quitosana.

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 17 apresenta microfotografias do material estudado. Assim como na

microscopia Otica pode-se observar a distribuicdo e forma das particulas de

carbonato de calcio nas membranas.

Figura 17 - Micrografias das membranas de quitosana com 1% (a), 5% (b) e 10% (c)
de carbonato de célcio. Imagem com aumento 1000x.

UAEMa-0780 x1.0k 100 um

CS 1% CaCO3 verso

2010/09/29 11:26 L D49
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UAEMa-0773 2010/09/28 1020 L D49 x1.0k  100um
CS 5% CaCO3 verso

UAEMa-0770 2010/09/29 0954 L D38 x10k 100um
CS 10% CaCO3 verso

Também foi observada a presencga de particulas de varios tamanhos e formas
com grandes quantidades de aglomerados de carbonato de calcio. Pela forma das
particulas pode-se afirmar que tratam-se de cristais de calcita que foram
confirmados pelos resultados da analise por difracdo de raios X, segundo os quais
foram identificados picos caracteristicos do carbonato de célcio, na forma de calcita

e corrobora com Neves (1998).
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Souto (2008) afirma que a distribuicdo granulométrica do carbonato de calcio
precipitado (CCP) €& uniforme e isto possibilita o melhoramento de algumas
propriedades fisicas do material, como molhabilidade, devido ao seu alto poder de
absorcao e consequentemente, estabilidade térmica.

Acredita-se que a presenca de grande quantidade de aglomerados, seja o
responsavel pela diminuicdo da resisténcia mecanica do compdsito, ocorrida no
ensaio de tracdo neste estudo, pois segundo Garay, (2010) a particula de carga esta
atuando como um concentrador de tensdo na matriz do compdsito e também,
provavelmente, diminuindo a dissipagao de energia na interface matriz/ CaCOs.

4.7 Microscopia Otica (MO)

Na Figura 18 é observada a microscopia ética das membranas de quitosana
com carbonato de calcio, assim como no MEV, sdo observadas particulas de
carbonato de calcio com tamanhos e forma variados. Acredita-se que isto tenha
ocorrido devido a formagdes de aglomerados. Observa-se também que o niumero de
particulas de carbonato de calcio nas membranas aumenta de acordo com o
aumento de carbonato de calcio na solucao de quitosana.

Figura 18 — Microscopia 6tica das membranas de quitosana com 1% (a), 5% (b) e
10%(c) de carbonato de calcio. x400.

(@) (b) (c)

A presenca de particulas de carbonato de célcio vai atribuir as membranas

maior estabilidade térmica, como visto nos ensaios termogravimétricos. Além de
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atuar como fonte de calcio para o organismo e até mesmo potencializar o efeito

cicatrizante da quitosana e acelerar o processo de epitelizagao.

4.8 Ensaio de Biodegradacao Enzimatica

Este ensaio teve como objetivo observar a acdo da solucao tampao fosfato
(PBS) sem e com lisozima no processo de degradacdao das membranas, como
também, verificar a influéncia do carbonato de célcio neste processo. Para avaliacao
deste ensaio, foi considerada a perda de massa das amostras degradadas como

observada na Tabela 4.

Tabela 4. Perda de massa percentual das membranas de quitosana (CS) e
quitosana/carbonato de célcio submetidos a ensaios de biodegradagéo e respectivos
desvios padrao. 90%GD

Perda de massa das membranas

Ensaio 1 més de ensaio
PBS (pH=6,89) Lisozima/PBS (pH=6,85)
Média (%) D. Padrao Média (%) D. Padrao
CS (quitosana) 14,2 0,7 12,0 0,5
CS+1% CaCOs 15,1 0,7 12,2 0,5
CS+5% CaCOs 16,0 0,0 12,4 0,3
CS+10% CaCOs 15,5 0,6 13,2 0,3

Neste trabalho, a degradacdo das membranas ocorreu basicamente devido a
presenca do tampao PBS e ndo devido a agao da lisozima, e também por influéncia
do pH das solugdes, pois em todas as situa¢des, houve uma maior perda de massa
das membranas que ficaram por um més em PBS, quando comparado com as
membranas que ficaram em solucdo de PBS + Lisozima. Isto pode ter ocorrido
devido ao comportamento eletrostatico da quitosana e da lisozima que sao
diferenciados de acordo com o pH do meio.

A quitosana é policatibnica em pH abaixo de 6,5, ponto iso-eletrostatico em pH
6,5 e é polianibnica pH acima desse valor. J& a lisozima é policatibnica em pH
abaixo do seu ponto iso-eletrostatico pH 11 e polianiénica acima desse valor de pH
(ZENG; RUCKENSTEIN, 1998; COLFEN et al., 1998).
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A lisozima € a principal enzima responsavel pela degradacdo in vivo da
quitosana através da hidrélise dos residuos acetilados, embora outras enzimas
proteoliticas tenham mostrado um baixo nivel de atividade de degradacao sobre a
molécula. A velocidade de degradacao da quitosana é inversamente proporcional ao
grau de cristalinidade e ao grau de desacetilacdo (PONCIANO, 2010). Esta enzima
esta presente em tecidos, 6rgaos e fluidos corporais de mamiferos, inclusive no
fluido lacrimal com teores acima de 1%. Algumas propriedades biolégicas tais como,
atividades antimicrobianas e cicatrizantes, tém sido atribuidas aos fragmentos
(oligossacarideos) resultantes da degradacao enzimatica da quitosana (BERGER et
al., 2004).

Para Dallan, (2005) os valores de degradacdo das membranas quando da
exposicdo a enzima lisozima pelo periodo de um més e quando da exposicao
somente ao tampao PBS, notou-se que, na maioria das composicoes, a degradacao
das membranas ocorreu basicamente devido a presenca do tampao PBS e nao a
acdo da lisozima. O mesmo nao ocorreu com membranas contendo quitina.
Contudo, apo6s dois meses de exposicdo a lisozima, houve um aumento da
degradacao das membranas, sendo que, diferentemente do contato por um més, na
maioria dos ensaios foi observada uma diferenca estatisticamente significativa entre
a degradacao quando da presenca e da auséncia da enzima na solucdo. Apesar
deste fato, o maior valor de degradacado observado foi de 14,33%, valor este
pequeno considerando-se o longo tempo de exposi¢cdo dos materiais a enzima.

Sabe-se que a quitosana é considerada um polimero degradavel pela lisozima,
porém, tal degradabilidade € dependente, dentre outros fatores, do grau de
desacetilacdo da quitosana, ja que a lisozima se liga aos grupamentos N-
acetilglucosamina presentes na estrutura deste polissacarideo (SUH; MATTHEW,
2000). O que justifica os resultados obtidos por Dallan, 2005 e Ponciano, 2010.

Segundo Tomihata e Ikada (1997), quitosanas com grau de desacetilagdo de
até 69% apresentam consideravel degradacao enzimatica mesmo em periodos
curtos de exposicao a lisozima, enquanto que as de grau de desacetilagao superior
a 69% sao dificilmente degradadas. Além disso, as caracteristicas morfolégicas dos
materiais também interferem na degradacdo enzimatica dos mesmos. De acordo
com Mi et al., (2001), membranas porosas sdao mais facilmente degradadas do que
as densas.
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4.9 Estabilidade em Solucdes Aquosas Acida e Alcalina

Este ensaio teve como objetivo simular possiveis variacées de pH, que pode
ocorrer no rumem, pois estas variacoes sdo dependentes do tipo de alimento que é
ingerido pelo animal.

Como observado na Tabela 5, as membranas tiveram uma maior perda de
massa em meio levemente acido do que em meio basico, o que corrobora com
varios autores que falam que a quitosana é solUvel em meio acido. No entanto,
também ocorreu perda de massa em meio basico, que naturalmente pode ter

ocorrido devido pela presenca do solvente (agua) utilizado na solugéo.

Tabela 5. Perda de massa percentual das membranas de quitosana (CS) e
quitosana/carbonato de célcio submetidos a ensaios de perda de massa em meio
acido e basico e respectivos desvios padrao. 90%GD

Perda de massa das membranas

Ensaio 7 dias de ensaio
ACIDO (pH=6,3) BASICO (pH=8,2)
Média (%) D. Padrao Média (%) D. Padrao
CS (quitosana) 7,85 0,6 3,85 0,6
CS+1% CaCOg3 3,60 0,7 1,95 0,4
CS+5% CaCO3 4,25 0,5 1,25 0,2
CS+10% CaCOs 1,15 0,1 2,4 0,6

Quando comparada, a perda de massa dos compositos quitosana/carbonato de
célcio e a membrana de quitosana pura pode-se observar diminuicdo da perda de
massa dos compdsitos, principalmente em meio levemente acido. Isto pode,
evidentemente, ter ocorrido devido a presenca da carga na membrana, mas
também, devido a quitosana ser polianiénica em pH acima de 6,5. No entanto,
ocorreu aumento da perda de massa do compdsito com 5% de carbonato de célcio
quando comparado com o compdsito com 1% em meio &cido. Isto pode ter ocorrido
devido a variacdo de espessura das membranas. Nas membranas com 10% de
carbonato de calcio em meio levemente acido ocorreu uma significativa diminuicao

nesta perda, o que pode esta relacionado com a possivel elevacdao do pH para
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valores superiores a 6,5, fazendo com que o comportamento fosse semelhante ao

observado na perda de massa das membranas imersas em meio alcalino.

4.10 Estabilidade em Meio Ruminal

A fistulagdo ruminal tornou possivel a andlise do conteudo do rumen em
laboratério, ao permitir a coleta do material para estudos de digestibilidade in vitro,
bem como a analise in vivo de pequenas amostras através da degradabilidade
in situ. Esta Ultima baseia-se na inoculacdo de alimentos em sacos de nailon
diretamente no rimen, e apresenta grande vantagem, uma vez que 0 processo da
degradacao ocorre em condigdes reais no ambiente ruminal, além de permitir a
analise concomitante de diferentes alimentos em um mesmo animal, ou dentro do
conteudo ruminal fresco, mantido em tempo e temperatura adequada para que nao
haja alteracdes da fauna e flora ruminal (BERCHIELLI et al., 2005).

Este ensaio foi realizado para observar o efeito do contelido ruminal sobre as
membranas de quitosana e no compdésito quitosana/carbonato de calcio. Ja que no
meio ruminal estdo presentes bactérias celuloliticas, que degradam celulose e que
possivelmente, poderiam degradar a quitosana, ja que esta tem estrutura quimica
similar a da celulose. Porém, o que se pode ver na Tabela 6, foi ganho de massa e

n&do perda, como se esperava.

Tabela 6. Perda de massa percentual das membranas de quitosana (CS) e
quitosana/carbonato de calcio submetidos a ensaios de perda de massa em meio
ruminal e respectivos desvios padrdo. 90%GD.

Perda de massa das membranas

Ensaio 7 dias de ensaio

Meio Ruminal

Média (%) D. Padrao
CS (quitosana) +8,43 0,5
CS+1% CaCOs3 +7,75 0,6
CS+5% CaCOs3 +5,70 0,9
CS+10% CaCO; +6,92 1,0
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Este fato ndo tira a possibilidade de que nédo tenha ocorrido uma pequena
perda de massa da quitosana, ja que a degradacao da quitosana pode ocorrer pelo
proprio solvente utilizado na solugdo. No entanto, o ganho de massa ocorreu pela
aderéncia de fibras vegetais presentes no contetdo ruminal nas membranas como
pode ser visto na Figura 19.

Além de que, como pode ser observado na Figura 20, também ocorreu
alteracdo na cor da membrana, devido a presenca de pigmentos vegetais que se
ligaram a mesma.

Figura 19. Membrana de quitosana com presenca de fibras vegetais aderidas a
mesma apds ser submetida ao ensaio de biodegradacao em conteddo ruminal.X200.

Figura 19. Membrana de quitosana umedecida com &gua antes e apds ser
submetida a biodegradagao com o contetdo ruminal.

NOTA: a-sem contato com meio ruminal; b-com contato com meio ruminal
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4.11 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Macréfagos

Este teste teve o objetivo de avaliar a viabilidade das células perante o material
produzido para uso em organismos Vivos.
Todas as membranas testadas apresentaram viabilidade celular acima de 80 %

como observado na Figura 21.

Figura 21. Viabilidade de macro6fagos de camundongos Swis na presenca das
membranas. A - quitosana 90%, B - quitosana com 1% CaCOQg3, C - quitosana com
5% CaCOs, D - quitosana com 10% CaCOgs, LPS — controle positivo, CN — controle
negativo
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As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100 % de viabilidade e estdo representadas na ultima coluna
(CN=controle negativo). Os resultados foram expressos como média + desvio
padrédo de 5 animais e 5 membranas de cada composi¢cao por animal.

Os resultados observados na Figura 21 mostram que todas as membranas
analisadas neste experimento apresentaram-se viaveis para serem utilizadas como
biomaterial, pois todos os valores obtidos estdo acima de 80% e foram confirmados

pelo ensaio de determinacédo da producédo de éxido nitrico e estdo de acordo com
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Lima, 2010. Para Bispo, 2009, o valor minimo requerido para o teste de
biocompatibilidade é de 50%.

4.12 Determinacéao da Producéo de Oxido Nitrico

A producdo de Oxido nitrico pelos macréfagos a partir da exposicao as
membranas testadas situou-se de 20 umols/mL que s&o considerados valores

positivos. A Figura 22 ilustra a producao de 6xido nitrico.

Figura 22. Producdo de Oxido nitrico por macréfagos de camundongos Swiss na
presenga das membranas: A=quitosana GD 90%; B=quitosana+1% Carbonato de
Célcio; C=quitosana+5% Carbonato de Célcio; D=quitosana+10% Carbonato de
Célcio; LPS=Controle positivo e CN=Controle negativo. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrao de 5 animais.
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Neste trabalho, como pode ser observado na Figura 21, as membranas de
quitosana pura e quitosana com 1% carbonato de calcio apresentaram valores
abaixo do grupo controle, o que é indicativo de uma agédo antiinflamatéria (LIMA,
2010), no entanto, as membranas com 5% e 10% de carbonato de célcio

apresentaram valores acima do grupo controle, porém com nenhuma significancia
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como observado na Tabela 5, confirmando a ndo toxicidade das membranas e
corroborando com os resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular.

Segundo Brito et al., (2009), a inclusdo de membranas de quitosana no
subcutaneo de ratos apresenta pouca reacao inflamatéria, com formacao de fibrose
(pseudocapsula) ao redor. As caracteristicas observadas permitem considerar que
esse tipo de material € do tipo nao integrado e que pode ter lugar como implante a
ser utilizado em reparacao tecidual.

A Tabela 7 apresenta os valores obtidos pelo testes de Tukey para as

membranas testadas e respectivas significancias.

Tabela 7. Analise de Variancia — ANOVA Teste de Tukey para as membranas
confrontadas com o padrao positivo e negativo

Comparacoes Valores

AvsB 0.6309 0.2517 ns P>0.05
AvsC -8.165 3.257 ns P>0.05
AvsD -4.115 1.641 ns P>0.05
A vs LPS -94.807 37.816 *** P<0.001
A vs CN -2.333 0.9307 ns P>0.05
BvsC -8.796 3.508 ns P>0.05
BvsD -4.746 1.893 ns P>0.05
B vs LPS -95.438 38.068 *** P<(0.001
B vs CN -2.964 1.182 ns P>0.05
CvsD 4.050 1.615 ns P>0.05
C vs LPS -86.642 34.559 *** P<0.001
CvsCN 5.831 2.326 ns P>0.05
D vs LPS -90.692 36.175 *** P<0.001
D vs CN 1.781 0.7105 ns P>0.05

LPS vs CN 92.474 36.885 *** P<0.001

Os testes de citotoxicidade mostram que a quitosana, na forma de membranas
pode ser aplicada sem causar reacées adversas em tecidos celulares, ou seja,
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mesmo apds o processo de fabricacdo das membranas, o material ndo se mostra
citotdéxico. Tal confirmacao é importante, pois garante que o substrato pode passar
pelo processo de moldagem sem que os tratamentos acido e basico, ao qual é
submetida, alterem sua biocompatibilidade.

As funcées do NO até hoje descobertas sao complexas e antagénicas,
podendo ser benéfica ou potencialmente téxica conforme a concentracdo ou
depuracao tecidual (BOGDAN, 2001). Dentre as principais funcées do NO, pode-se
citar a manutencdo da homeostase tecidual, incluindo vasodilatacao,
neurotransmissao e inibicado da agregacao e adesao plaquetarias (KENDALL et al.,
2001). O NO também atua na resposta de defesa contra fungos, bactérias,
protozoarios, bem como células tumorais. Essa molécula pode causar dano ao DNA
e morte celular via apoptose, induzindo fragmentacdo do DNA (MONCADA,;
ERUSALIMSKY, 2002).

A sintese do NO resulta da oxidagédo de um dos dois nitrogénios guanidino da
L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reagdo é catalisada pela enzima
NO-sintase (NOS). As isoformas da NOS sao agrupadas em duas categorias, a NOS
constitutiva (c-NOS), dependente de ions calcio (Ca++) e de calmodulina, que esta
envolvida na sinalizacdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por
macrofagos e outras células ativadas por citocinas. O NO resultante da ativacao da i-
NOS possui acdo citotdxica e citostatica, promovendo a destruicdo de
microrganismos, parasitas e células tumorais. O NO derivado das células endoteliais
€ atualmente considerado essencial para a homeostase vascular e tem sido o alvo
para a prevencdo de doencas cardiovasculares. O NO é o principal mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas e constitui a mais importante molécula
reguladora do sistema imune. Tem um papel como mensageiro/modulador em
diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente toxico.

A citotoxidade do NO resulta da sua acéo direta ou da sua reagdo com outros
compostos liberados durante o processo inflamatorio. (DUSSE et al., 20083;
MONCADA; ERUSALIMSKY, 2002).
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4.13 Ensaio Mecanico de Tracao

Este ensaio teve por objetivo observar o efeito da inclusao de particulas de
carbonato de calcio nas propriedades mecéanicas (modulo de elasticidade, tensao
maxima e alongamento de ruptura) nas membranas de quitosana e como pode ser
observado na Tabela 8, o aumento da quantidade de carbonato de calcio nao alterou
de forma significativa o modulo de elasticidade, porém ocorreu uma pequena

diminuicdo nas propriedades referentes a tensdo maxima e alongamento de ruptura.

Tabela 8. Resultados dos testes de Tracdo para membranas de quitosana sem e
com carbonato de calcio nas propor¢des de 1%, 5% e 10% de carbonato de calcio
(ensaios com 5 replicatas).

Ensaio Moédulo de Tensao maxima  Alongamento de
elasticidade 5(MPa) ruptura
E(MPa) %

CS 1444,69 + 292 64,83+ 7 14,10+ 8
CS1%CaCO, 1405,32 + 293 49,73+ 2 10,80+ 4
CS5%CaC0, 1115,99+ 435 49,42+ 20 9,07+ 3

C510%CaCO, 1536,18+ 65 55,70+ 4 10,72+ 5

A inclusao de particula de carga atua como um concentrador de tensao na
matriz do composito (GARAY, 2010). Contudo, essa diminuicdo nao foi suficiente
para afirmar que a inclusdo de carbonato de calcio nas propor¢des trabalhadas
nesta pesquisa impossibilita a utilizagdo destas membranas para o fim a que se

objetiva neste estudo.
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5 CONCLUSOES

A técnica de DRX mostrou que quanto maior a quantidade de carbonato de
calcio nas membranas de quitosana maior € a cristalinidade do compaésito e que o pé
da casca do ovo apresenta carbonato de célcio na forma de calcita.

A técnica de espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) mostrou que o carbonato de célcio nas proporcées de 1%, 5% e 10% nao
alteraram, significativamente, os grupos funcionais caracteristicos da quitosana.

Na microscopia 6tica e na microscopia eletrénica de varredura foi observado
que as particulas de carbonato de célcio formaram aglomerados de tamanhos e
formas variadas, porém bem distribuidas nas membranas.

Com o DSC pode-se concluir que 0 aumento da carga de carbonato de calcio
na membrana de quitosana atribuiu a mesma, maior estabilidade térmica, o que
também foi, discretamente, observado pelo ensaio termogravimétrico (TG).

No ensaio de Tensao Superficial observou-se que o carbonato de célcio nas
proporcées de 1%, 5% e 10% nas membranas de quitosana nao influenciou
significativamente os valores de angulo de contato, ou seja, ndo modificou a
molhabilidade da membrana.

Os ensaios de biodegradacdo mostraram que as membranas sao
biodegradaveis.

Os ensaios de MTT e NO revelaram que os compdsitos sao biocompativeis e
no ensaio mecanico ocorreu uma pequena diminuicao nas propriedades de tragao
dos compdsitos.

Baseado nos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que a membrana
de quitosana com 1%, 5% e 10% de carbonato de calcio extraido da casca do ovo
de galinha melhora a compatibilidade do polimero sintético usado na regido da
canula que fica em contato com a pele do animal.

Este trabalho abriu uma perspectiva de estudo voltado para producdo de
curativos compostos de quitosana/carbonato de calcio que possa ser utilizado na
Medicina Veterinaria, devido ser composto de substancias biocompativeis,
biodegradaveis, de baixo custo, significativa absorcdo de exudado e também
contribuir para a diminui¢cdo da poluicdo do meio ambiente.
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GLOSSARIO

ABOMASO: (também chamado de coagulador e coalheira) € a quarta camara do
estbmago dos ruminantes, onde ocorre a digestdo. E um saco alongado, com
estrutura e funcées comparaveis as do estbmago de nao-ruminantes.

ALCAS DE HENLE: é uma parte do rim, € o segmento do néfron que vem apés o
tubulo contorcido proximal.

AMENORREIA: auséncia de regras, fora da gravidez, e numa mulher em idade de
ter menstruacoes.

ANABOLISMO: ¢é a parte do metabolismo que se refere a sintese de substancias
em um organismo, ou seja, a partir de moléculas mais simples, sdo criadas
moléculas mais complexas

ANAEROBIO: organismos ou certos tecidos que vivem na auséncia do ar, do
oxigénio, portanto, extraem a energia necessaria a sua vida de substancias
organicas que eles mesmos decompdem.

BRADICININA: é uma hormona polipéptidea do grupo das Cininas com actividade
fisioldgica natural no ser humano.

CATABOLISMO: é a parte do metabolismo que se refere a assimilacdo ou
processamento da matéria organica adquirida pelos seres vivos para fins de
obtencé&o de energia.

CANULAS: tubo aberto nas extremidades, de forma variavel, usado em cirurgia, e
por vezes adaptado a instrumentos como seringas, irrigadores, etc.

CERATINOCITOS: sdo células diferenciadas do tecido epitelial (pele) e
invaginagcdes da epiderme para a derme (como os cabelos e unhas) responsaveis
pela sintese da queratina.

CITOCINAS: sao proteinas que modulam a fungcao de outras células ou da prépria
célula que as geraram. Sao produzidas por diversas células, mas principalmente por
linfécitos e macrofagos ativados, sendo importantes para o controle da resposta
imune.

COLAGENO: ¢ uma classe bastante abundante de proteinas formadas por
aminod&cidos no organismo humano. Ele tem a fungdo de manter as células unidas e
€ o principal componente protéico de érgaos como a pele, cartilagens e 0ssos.

DESBRIDAR: ato de remover da ferida o tecido desvitalizado e/ou material estranho
ao organismo.

DIAPEDESE: é caracterizada pela passagem dos leucécitos através da parede dos
capilares sanguineos, vénulas e até arteriolas, penetrando através das jungdes entre
as células endoteliais.
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DIGESTAO: é o conjunto das transformacdes, mecanicas e quimicas, que 0s
alimentos organicos sofrem ao longo de um sistema digestivo, para se converterem
em compostos menores hidrossoluveis e absorviveis.

DUODENO: E a primeira parte do intestino delgado. Localizado entre o estdmago e
o ileo. Depois que os alimentos se combinam com o 4cido estomacal, eles descem
para o duodeno, onde se misturam com a bile da vesicula biliar, e com os sucos
digestivos do péancreas.

EOSINA: é um conjunto de compostos quimicos que sao corantes utilizados para
analises histolégicas em microscopio éptico.

ETIOLOGIA: é um conjunto de critérios necessarios para provar, de maneira
conclusiva, que um certo micrébio é o causador de uma doenca especifica.

FAGOCITAR: ato de Ingerir ou englobar particulas ou células.

FIBROBLASTOS: sao células presentes na segunda camada da pele, a derme, e
sao responsaveis pela producado de colageno e da substancia que envolve estas
fibras (matriz extracelular), fundamentais para qualidade da pele. Os fibroblastos
sintetizam as proteinas coldgeno e elastina, além das glicosaminoglicanas e
glicoproteinas multiadesivas que fardo parte da matriz extracelular. Essas células
estdo também envolvidas na producéo de fatores de crescimento, que controlam o
crescimento e a diferenciagao celular.

FISTULA: canal ou tubo que conecta um érgdo ou tubo natural a uma outra
superficie, quer externa ou interna.

HEMATOXILINA: E um produto natural que ao ser oxidado resulta numa substancia
de cor azul-purpura escura denominada hemateina.

HISTAMINA: é amina biogénica envolvida em processos bioquimicos de respostas
imunolégicas, bem assim como a desempenhar funcdo reguladora fisiologica
intestinal, alem de atuar como neurotransmissor. Encontrada também no organismo
humano, € produto da descarboxilacdo da histidina, aminoacido presente nos
mastocitos e basofilos.

INTERLEUCINA-1: é uma interleucina cuja fungao principal € aumentar a produgao
de defensinas pelo epitélio. E um fator soluvel produzido por mondcitos, macrofagos,
que ativa os linfécitos t e potencializa suas respostas aos antigenos.

LEUCOCITOS: também conhecidos por glébulos brancos, so células produzidas na
medula déssea e presentes no sangue, linfa, érgdos linféides e varios tecidos
conjuntivos.

LIPOSSOMA: sdo pequenas vesiculas esféricas formadas por bicamadas
concéntricas de fosfolipidios que se organizam espontaneamente em meio aquoso.
Tais particulas sdo consideradas uma excelente forma de sistema de liberacao
controlada de medicamentos ou substéancias biologicamente ativas devido a sua
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flexibilidade estrutural seja no tamanho, composicao e fluidez da bicamada lipidica,
como na sua capacidade de incorporar uma variedade de compostos tanto
hidrofilicos como hidrofébicos.

MACROFAGOS: sio células que derivam da migracdo dos mondcitos sangiiineos
para o tecido. Sdo células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos em
lisossomos, que fagocitam elementos estranhos ao corpo.

MIIASE: ¢ uma doenca produzida pela infestacdo de larvas de moscas em pele ou
outros tecidos de animais.

NECROSE: Morte de um tecido ou de um érgdo, quando ainda fazendo parte do
organismo Vivo.

NITRITO: sdo composi¢des quimicas liberadas por alguns tipos de bactérias, sal ou
éster do acido nitroso (HNO,) ou anion dele derivado.

OSTEOINDUCAO: é a propriedade das substancias de induzir células
indiferenciadas a diferenciarem-se em células osteoprogenitoras e estas em
osteoblastos com posterior formagéao de novo tecido 6sseo.

OSTEOPENIA: diminuicao da densidade dos 0ssos, por reducdo do numero de
osteoblastos.

QUIMIOTAXIA: nome dado ao processo de locomocao de células em direcao a um
gradiente quimico. A quimiotaxia pode ser negativa (fazendo as células irem em
sentido oposto de uma substancia) ou positiva (fazendo estas células irem em
sentido a favor de uma certa susbtancia).

RUMEN: é o primeiro compartimento do estdbmago dos ruminantes. Em conjunto
com o reticulo forma uma vasta cadmara de fermentacao que alberga um complexo
ecossistema microbiano capaz de degradar paredes celulares vegetais, constituidas
principalmente por celulose e hemicelulose.

RUMENOSTOMIA: é um procedimento cirargico no flanco do ruminante que
estabelece um orificio artificial no ramen.

RUMINANTES: subordem de mamiferos caracterizados pela presenca de um
estbmago complexo, com trés ou quatro camaras, adaptado a ruminagéo.

SEROTONINA: é um neurotransmissor, isto €&, uma molécula envolvida na
comunicacao entre neurbnios.

TUBULOS DISTAIS:, ao penetrar na regido do cértex renal, a parte espessa da alga
de Henle.

TUBULOS PROXIMAIS: é uma parte do rim e trata-se de uma estrutura tubular
retorcida.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sal
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%89ster
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nitroso
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Celulose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemicelulose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADferos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Est%C3%B4mago
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neurotransmissor
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neur%C3%B4nio

118

UMECTANTE: Substancia que promove a retencdo de umidade, ou seja,
hidrofilicas.
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