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RESUMO

A Hidroxiapatita &€ um dos materiais biocompativeis mais conhecidos,
favorecendo o crescimento dsseo. Contudo, sua resisténcia mecanica é
limitada. A fim de minimizar este problema, uma solugado é potencializar sua
acdo com o biopolimero quitosana, indicado para aplicagdes como biomaterial.
No presente trabalho obteve-se biocompdsitos - hidroxiapatita/quitosana - para
a aplicagao como biomaterial. Para a obtengdo dos biocompdsitos, granulos de
hidroxiapatita foram adicionados sob agitagdo constante em uma solucao de
quitosana, em quantidades necessarias para a obtengdo de um produto com
uma razao 70:30 (HA/CS). Em seguida a pasta formada foi filtrada e prensada
para obtengédo do biocomposito rigido. A analise de microscopia eletronica de
varredura (MEV) do biocompésito HA/CS, indicou que houve uma boa
dispersdo das particulas de HA na quitosana com a presenga de pequenos
poros na superficie da amostra. Os resultados de DRX demonstraram gue nao
houve alteragao significativa do perfil da hidroxiapatita (HA) com a incorporagao
da quitosana. Observou-se na analise por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) bandas caracteristicas da hidroxiapatita,
como também bandas que caracterizam uma interagao entre a quitosana e a
hidroxiapatita. De acordo com a analise de absor¢do de agua os biocompodsitos
HA/CS apresentaram uma absorgao de agua de aproximadamente 48,365%. A
biocompatibilidade dos biocompésitos HA/CS foi confirmada com o ensaio de
MTT, onde revelou a nado toxicidade dos mesmos. Os biocompoésitos
apresentaram valores de resisténcia mecanicas menores do que os reportados
em literatura para aplicagdo em osso cortical, a resisténcia mecénica obtida
nas diversas condigdes de processamento permitem seu uso para substituicdo
de osso esponjoso. De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir
que os biocompdsitos obtidos apresentaram, do ponto de vista morfolégico,
caracteristicas densas, nao apresentaram toxicidade, mantiveram suas
carateristicas cristalograficas, demonstraram interagéo entre os compostos e
apresentaram propriedades mecanicas gque se enguadram entre os valores
reportados para 0sso cortical @ esponjoso, no qual permite uma aplicagao para
substituicdo de 0sso esponjoso.

Palavras-chave: Biocompésito, hidroxiapatita, quitosana.



ABSTRACT

The hydroxyapatite is one of the most biocompatible materials known by
encouraging bone growth. However, the main drawback it is the poor
mechanical strength. A method to overcome this problem is the addition of the
biopolymer chitosan, suitable for applications as biomaterials. In this study was
obtained a hydroxyapatite — chitosan biocomposites for application as a
biomaterial. To obtain the biocompdsitos, hydroxyapatite granules were added
under constant stirring in a solution of chitosan in quantities necessary to obtain
a product with a ratio 70:30 (HA/CS). Then the paste formed was filtered and
pressed to obtain the biocomposite disk. The analysis of scanning electron
microscopy (SEM) of the biocomposite HA/CS, indicated that there was a good
dispersion of particles of HA chitosan in the presence of small pores on the
surface of the sample. XRD results showed no significant change in the profile
of hydroxyapatite (HA) with the incorporation of chitosan. It was observed in the
analysis by Infrared Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR) bands
characteristic  of hydroxyapatite, as  well as bands that characterize the
interaction between chitosan and hydroxyapatite. According with the analysis of
water absorption the biocomposites HA/CS showed water absorption of
approximately 48.365%. The biocompatibility of biocomposites HA/CS was
confirmed with the MTT assay, wheredid not reveal atoxicity of same.
The biocomposites presented mechanical strength values lower than
those reported  in literature for use incortical bone, the mechanical
strength obtained at different processing conditions allow its use in spongy
bone replacement. According with results, we can concluded that the obtained
had biocomposites, the morphological point of view, features dense showed
no toxicity, they maintained their crystallographic features demonstrated
interactions between the compounds and had mechanical properties which
fall between the values reported for compact and spongy bone, which allows
an application to replacement of spongy bone.

Key-words: Biocomposite, hydroxyapatite, chitosan.




PUBLICAGOES

LEAL, R. C. A., NASCIMENTO, LV.S.R., FOOK, M.V.L., FURTADO, G.T.F.S.
Obtengéo e Caracterizagdo de Biomcompésito Quitosana/Hidroxiapatita para
Aplicagdo como Biomaterial In: 55 Congresso Brasileiro de Ceramica, 2011,
Porto de Galinhas.

LEAL, R. C. A, FOOK, A. C. B .M., NASCIMENTO, L.V.S.R., FOOK, M.V.L.
Synthesis and Characterization of Chitosan Biocomposites/Hydroxyapatite
obtained by Reaction of Precipitation In: EIGHTH INTERNATIONAL LATIN-
AMERICAN CONFERENCE ON POWDER TECNOLOGY, 2011,
FLORIANOPOLIS - SC.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacéo dos dois componentes da macroestrutura dssea. ... 21
Figura 2: Rede cristalina da hidroxiapatita. ..............cccccooiiiiiiiii 28

Figura 3. Representagdo das estruturas primarias idealizadas de quitina e

quitosana, onde n € o grau de polimernizacdo. ... 32
Figura 4: Fluxograma da Metodologia do Trabalho.....................oonn. 38
Figura 5. Esquema de uma gota sobre uma superficie durante medidas de
angulo de contato € o equilibrio termodinadmico entre as trés fases. ............... 43
Figura 6: Corpos de Prova para ensaio de Flexdo - ASTM C1181. ................. 45
Figura 7. Corpos de Prova para ensaio de Compressao - ASTM F451-08. ..... 46
Figura 8. MEV do biocompésito HAJ/CS. ... e, 47
Figura 9: MEV da amostra calcinada a 900°C. .........cccoiiiiiiceieeeee e 47
Figura 10: EDX do biocomposito HA/CS. ..., 48
Figura 11: Difratograma de rajos-X do pé de HA comparado com o padraoc de
PEIEIBNCIA. L iietes e 48
Figura 12: Analise quantitativa dos picos do espectrograma de Raios X......... 49
Figura 13: Difratograma de DRX: HA, CS, HA/CS. ... 49
Figura 14: Espectro vibracional de IV da HA, CSe HA/CS. ... 50
Figura 15: Grafico de Tensao Superficial. ... 51

Figura 16: Porcentagem da absor¢éo de agua pelos biocompgsitos HA/CS. .. 52
Figura 17: Viabilidade de macréfagos de camundongos Swis na presenga dos
biocompésitos. HA-CS, LPS - controle positivo, CN — controle negativo. ... 53
Figura 18: Grafico Tens&o x deformagéo. ..., 54
Figura 19: Gréafico Tensdo x Deformagéo. ..., 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Propriedades mecanicas dos tecidos 0SSe0s ...............cccccviiiineenn. 22
Tabela 2: Propriedades Desejadas de Bioceramicas Implantaveis.................. 26
Tabela 3: Elementos Quimicos da HA usada como implante. ..............cccc....... 29
Tabela 4: Polimeros naturais utilizados na engenharia do tecido 6sseo.......... 31

Tabela 5: Principais propriedades da quitosana e aplicagdes biomedicas. ..... 33
Tabela 6: Valores obtidos nos ensaios de flex80. ... 99

Tabela 7: Valores obtidos nos ensaios de Compressao. .........ccocvvvevieeeieeenenn. 56



ASTM
ABNT
CPC
CS
DRX
FTIR
Fourier
GIcNAc
HA
MEV
TCP

LISTA DE SIGLAS

American Society fortesting and Materials
Associagao Brasileira de Normas Técnicas
Cimento de Fosfato de Calcio

Quitosana

Difragao de Raios X

Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de

Acetil Glucosamina

Hidroxiapatita

Microscopia Eletrénica de varredura
Fosfato Tricalcico



SUMARIO

1 INTRODUGAD ...ttt s s s e ns s na s asavasese s nasnees 15
2 OBJETIVOS.......ccccimmierimineresisanienssisisnsnesesnsnssesassisissmenensssssss s semensssensssaseens 19
2.1 Objetivo Geral.....ccivivivnininmemieieimiinisisseissmsenismm s o 19
2.2 Objetivos ESpecifiCos ....cucvcvieiiiicniniccsccs s cnssssnanesrsss s snnnnsssssnsns 19
3 REVISAO DA LITERATURA ...ccimrriemrerereerinseeesneses s stssessssessesernssesasssnsasssesens 20
3.1 TECIHO O8S00. . cucueimrereierre s st e se st st et s 20
3.2 Propriedades Mecanicas do OSS0.....ciiiiiiiiiinicinimrerm e 21
b i = 110 Ty 1 T= 1= - 1 23
3.4 BiOCEIAMICAS .. cveieeieeece e ieeee e ceeereresstiers e ne e b sbbe e e se s e e senabebea e sanes 25
3.4.1 Hidroxiapatita .......cccooricicnmmieinniciciincneenent et s s s 27
3.5 Biopolimeros Polimeros Naturais. .........cc.ocv e ivcicinniccinceciniiisniininianns 30
B BT B 1711 o -7 T - 31
3.6 Biocompodsito Ceramica — Biopolimero ..., 34
4 MATERIAIS E METODOS ...cocuurecuencurmcncnsenie e ereessmsesessis s sssbsssssssssassssasses 37
4.1 Local da PesqUISa...ccccccieimimiinicnnnininicnisisisisssmsmesnsnansnsesssisesimiinm essanes 37
. By P 1 = T 37
4.3 Preparagéo do P de Fosfato de Calcio.........ccciveviervrenivnnncenrencnne 37
4.4 Preparagio da Solugao de Quitosana 2g/100mL .......ccceveevivvnniseninaannans 38
4.5 Preparacao dos Biocompositos de Hidroxiapatita/Quitosana.............. 38
4.6 Caracterizagao dos Materiais.......ccccevvvrvmnninneimieneimieeeeeaee, 40
4.6.1 Microscopia Eletrénica de Varredura..............cceneeennicniccssiin 41
4.6.2 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDXj).................. 41
4.6.2 Difrac@o de Raios X....c.ccoveioimieminiinnsinesss e s sassssssnnisssaesesnne 42
4.6.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
FOUOE (FTIR) v crrsninrisicstssssssissnsmsssissmsssmsanienssnsnssns sasestasasasasessassassnssasssssns 42
4.6.4 Molhabilidade por Angulo de CONtato.......umervmmciincriesnecsessneisiasess 42
4.6.5 Absor¢do de agua (SWelling) .......c..ocoeviniiniinininiennsneenes 43
4.6.6 Avaliagdo da Viabilidade Celular dos Macrofagos.............cccamecininin 44
4.6.7 ENS@io de FIBXE0 ....uuiicivriisiissenieniircnsininsnssssssssstasstisststassssss sesessssansnsnns 44

4.6.8 Ensaio de COMPresSa0......ccciummiiieimmisisiiime e sissssessnnnnssssssenans 45



5 RESULTADOS E DISCUSSAD......ccoeeimernneninneinresesesnscresisssessssssnsesssssssesesses 47
5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por

Energia Dispersiva de raios X (EDX)......ccccovrimiiininnnininiinninmeniosmsnsiones 47
5.2 Analise por Difracao de Raios X....cuiverrrcnccrinanensnenmeenninne 48
5.3 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
[T LT (S 11 3 R 50
5.4 Tensdo Superficial ..o 51
5.5 Absorcao de agua (Swelling) ......cccovvivimiminnmns e, 52
5.6 Avaliagdo da viabilidade celular dos Macréfagos..........cininianiniinan, 52
5.7 Ensaio de FIeXA0.....cccciriiemric et e e 54
5.8 Ensaio de COMPresSa0..........c.ommmivinnuirisinmniensiresasessssss s sssssssssnenes 55
6 CONCLUSOES ...cvoierrirrurrreniceeesereemsereeseneesstsssssasmsssssenersssraorossassassssssssens 58

REFERENGCIAS .ovveeeeeeeeeeeosessesssessesasssesstsssssntssssssrensrasesasesssessmessesararassssssarsasses 60



15

1 INTRODUGAO

Por séculos, quando tecidos ou 6rgéos tornavam-se danificados, a Unica
alternativa de médicos e especialistas era a excisdo da parte afetada, com
limitagdes, estéticas e funcionais 0 que conduzia a somente uma ilusdria
melhora na qualidade de vida. Contudo, a expectativa de vida, decorrente
destas intervengdes, raramente ultrapassava a faixa etaria da progressiva
diminui¢cdo da qualidade dos tecidos, e dessa forma a necessidade de substituir
as partes danificadas era pequena. Durante o dltimo século a situagdo mudou
acentuadamente (APARECIDA, 20086).

A magnitude desses problemas tem levado pesquisadores a procura por
materiais que possam substituir de forma apropriada os ossos danificados. O
desenvolvimento de biomateriais mostra-se, fundamentalmente, importante
uma vez que representa um aumento na expectativa de vida, na salde
sistémica e no bem estar da populagao. Entretanto, o biomimetismo dsseo é
complexo, uma vez que os 0ssos apresentam estrutura hierarquica dindmica e
variada, classificando-se em duas macroestruturas: osso cortical denso e
compacto e, osso trabecular que € uma teia de macroporos abertos (osso
trabecular: poroso e esponjoso). Possui uma fragdo em escala nanométrica
que consiste de uma matriz de fibras de colageno que promove resisténcia a
tracdo e tenacidade, algumas outras proteinas (~5%), e nanocristais de
hidroxiapatita (RIBEIRO, 2009).

As cerémicas de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque entre
as denominadas bioceramicas por ndo apresentarem toxicidade local ou
sistémica (biocompatibilidade), auséncia de respostas a corpo estranho ou
inflamag¢des e por apresentarem propriedades de osteocondugao (BILLOTTE,
2000; FINISIE, JOSUE, FAVERE et al., 2001; SANTOS, FLORENTINO, SAEKI
et al., 2005).

As cerdmicas de fosfato de calcio incluem uma variedade de ceramicas,
tais como a hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico (TCP), fosfato tetracalcico
(TTCP), Fosfato Monocaicico (MCP)(MIAO, HU, LIU et al., 2004). As ceramicas
de fosfato de calcio incluem uma variedade de apatitas, que dependem da
razao Ca/P.
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Devido & grande similaridade quimica da hidroxiapatita com a fase
mineral dos tecidos 6sseos, a HA é um dos materiais mais biocompatveis
conhecidos, favorecendo o crescimento éssec para os locais em que ela se
encontra (osteocondutor), estabelecendo ligagdes de natureza quimica com o
tecido 6sseo, permitindo a proliferagéo de fibroblastos, osteoblastos e outras
células ésseas, sendo que as celulas ndo distinguem entre a hidroxiapatita e a
superficie éssea (BILLOTTE, 2000; FINISIE, JOSUE, FAVERE et al., 2001:
SANTOS, FLORENTINO, SAEK! et al., 2005; RIBEIRQ, 2009).

A hidroxiapatita t&m sido largamente utilizada em aplicagbes em locais
que requeiram baixas ou nenhuma sustentagdo. Em cirurgia ortopédica, a
mesma ¢é utilizada para preenchimento de defeitos d¢sseos em consequéncia de
perdas ¢Osseas. Em odontologia, as ceramicas de fosfato de calcio séo
utilizadas na reconstrugdo maxilar. Recobrimentos densos ou porosos de
ceramicas de fosfato de calcio sao frequentemente aplicados em materiais para
fixacdo bioldégica ou osseointegragdo de implantes de quadril e implantes
dentarios (MIAO, HU, LIU et al., 2004).

Os biomateriais raramente apresentam todas as caracteristicas
fundamentais para serem considerados substitutos ¢sseos ideais,
caracteristicas como a biocompatibilidade, propriedades osteocindutivas e
osteocondutivas (bioatividade) e a similaridade biomecénica com o osso. Estas
caracteristicas sao raramente encontradas em um Unico material, € por isto os
materiais compositos estdo se adequando as aplicagbes clinicas. A produgao
de compositos de matriz polimérica dotados de uma fase bioativa € uma forma
de se minimizar as desigualdades mecénicas entre materiais bioativos e
tecidos vivos (SOUZA, FORTULAN, ANTUNES et al., 2006).

Existem algumas desvantagens especificas que ainda limitam o uso da
HA cerdmica para substituicao de tecidos duros, tais como sua natureza fragil,
a realidade conflitante entre porosidade e resisténcia mecéanica e o problema
de migracéo das particulas (ANGELO, 2008).

Devido o 0sso ser um tecido que requer algum grau de tens&o mecénica
para manter sua vitalidade, a seguranga a longo prazo de um implante

permanente de HA & questionavel. A fim de minimizar, ou até mesmo superar
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estes problemas, uma solugdo seria misturé-la a um ligante adequado. Nesse
sentido, tém sido empregados varios biopolimeros, tais como colageno, cola de
fibrila, gelatina, quitosana e o alginato (SIVAKUMAR, RAQ, 2002).

Polimeros biodegradaveis e ceramicas bicativas s&o combinadas numa
grande variedade de materiais compdsitos para serem usados na substituicio
e regeneragao do tecido ésseo (ZIOCUPOS, BARBENEL, FISHER, 1992:
REZWAN, CHEN, BLAKER et al., 2008).

A quitosana ¢& particularmente indicada para aplicagbes como
biomaterial, devido a sua compatibilidade com organismos vivos. Além disso, é
muito interessante economicamente por ser derivada do segundo biomaterial
mais abundante na natureza, a quitina. Suas aplicagbes na area de
biomateriais sdo: sistema de liberagdo controlada de farmacos, pele artificial,
manufatura de lentes de contato, engenharia de tecidos, membranas artificiais,
periodontais, ortopedicas, entre outras (CANELLA e GARCIA, 2001; ASSIS e
SILVA, 2003).

Dentre as  caracteristicas como  biocompatibilidade e a
biodegradabilidade, foram encontradas diversas aplicagbes para quitosana,
dentre elas na drea médica aonde vem sendo empregada como bioadesivo,
osseoindutor (LEE, NAM, IM et al, 2002), agente cicatrizador, agente
microbiano e material de bandagem (SENEL e McCLURE, 2004), inibigéo de
células tumorais, efeito antifungico, atividade antidcida e antiulcera, agao
hemostatica e hipocolesterolémica (DAMIAN, BEIRAO, FRANCISCO et al,
2005).

A quitosana € um polimero que pode oferecer grandes vantagens
quando utilizado com fosfatos de calcio, por suas propriedades elastomericas
(CHOW, 2008). No entanto, apesar de toda a sua potencialidade a obtengéo de
um biocomposito organico-mineral contendo quitosana e hidroxiapatita com
caracteristicas bioativas torna-se muito importante para o auxilio em operagées
de enxertia, em especial as que envolvem Regeneragao Tecidual Guiada-RTG
(FRAGA, MARTINS, RIGO et al., 2008).

A combinagac hidroxiapatita-quitosana (HA/CS) pode ser utilizada para

preparar compostos com atividade biolégica controlada (Biodegradabilidade). A
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Hidroxiapatita pode atuar como um agente modificador reticular (devido a
presenga de calcio e fésforo) (FELICIO-FERNANDES e LARANJEIRA, 2000).
Torna-se de relevante importancia o desenvolvimento de biocompésitos
para reconstituicdo do tecido dsseo, que possa atender a crescente demanda
desses materiais nas aplicagdes bioldgicas das diversas areas da satde.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolvimento e caracterizagédo de biocompdsitos hidroxiapatita/biopolimero,
para reparagao e regeneragao 6ssea.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer condigbes de processamento das fases do biocompésito;
Determinar condi¢gdes de cura do biocompésito;

Relacionar morfologia e propriedades mecéanicas do biocompésito;
Avaliar o potencial citotéxico;

Avaliar as propriedades mecénicas dos biocompésitos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Tecido Osseo

Para a compreensdc do mecanismo de remodelagdo Ossea é
imprescindivel o conhecimento da fisiologia dssea, que por sua vez, estd
fundamentada na composicdo bioguimica e molecular do tecido &sseo, bem
como em suas propriedades fisico-quimicas (MORAES JUNIOR, 2002).

O osso humano é um material compdsito constituido de fase organica e
inorgénica. A fase organica é composta principalmente de uma proteina
denominada colageno tipo |. A parte inorgéanica do osso, que constitui cerca de
60% de seu peso seco, &€ composta principalmente por calcio e fésforo,
juntamente com outros componentes, incluindo bicarbonato, citrato, magnésio,
sédio e potassio. O calcio e o fésforo existem basicamente sob a forma de
cristais de hidroxiapatita Ca1o(PO4)s(OH)2, mas o fosfato tricalcico também esta
presente na forma amorfa (SINHA, INGLE, MUNIM et al., 2001; MURUGAN e
RAMAHRISHNA, 2005). No entanto o osso também & composto por tecido
vivo, cerca de 15% da matriz organica contem: Ostedcitos (células achatadas
na superficie do osso chamadas de celulas de revestimento);, Osteoclastos
(células de reabsorgdo que dissolvem 0s minerais e digerem a matriz dssea),
Osteoblastos (células progenitoras de osso que produzem matriz éssea)
(DOROZHKIN, 2007).

Os ossos variam na forma, tamanho e posigdo topografica, havendo
varias maneiras de classifica-los. A mais comum €& aquela que divide o
esqueleto em osso cortical e 0sso trabecular (VEDI, BELL, LOVERIDGE et al.,
2003; BARROS, ABAD, KISS et al, 2008). De maneira geral,
aproximadamente 80% do esqueleto consiste em osso compacto e 20% em
osso esponjoso (Figura 1) (TORTORA e GRABOWSKI, 2002). Entre 75-95%
do volume do osso esponjosc € constituido por poros interconectados e é
preenchido com medula éssea. O 0sso espanjosc possui uma porosidade
considerada alta, de 30 a 90%, sendo capaz de suportar tensdes e pressdes
antes de fraturar quando submetido a um trauma (RODRIGUES, 2003).
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A Figura 1 apresenta os dois componentes macroestruturais integrados

em hierarquias macroestruturais distintas: osso cortical e osso esponjoso.

Figura 1: Representagédo dos dois componentes da macroestrutura éssea.

¥ o 4

1) Osso cortical: forma 80% do esqueleto, denso e duro, parte externa e o corpo de 0Ssos longos.
2) Osso trabecular: forma os outros 20%, rede 3D de trabéculas, vértebras e diéfise de ossos longos.
FONTE: (HOLLINGER, BUCK, e BRUDER, 1999).

O tecido ésseo compacto consiste em ésteons com poucos espagos
entre seus componentes rigidos. O tecido 6sseo compacto se localiza sobre o
tecido ésseo esponjoso, nas epifises, e constitui a maior parte do tecido 6sseo
da diafise. Funcionalmente, o tecido 6sseo compacto protege, sustenta e
resiste as forgas de tensdo. Ao contrario do tecido 6sseo compacto, o tecido
esponjoso ndo contém dsteons. Ele consiste em trabéculas envolvendo muitos
espagos preenchidos por medula ¢ssea vermelha. Funcionalmente, as
trabéculas do tecido 6sseo esponjoso oferecem resisténcia ao longo das linhas
de tensdo, sustentam e protegem a medula 6ssea vermelha e tornam o 0sso
mais leve, facilitando o movimento (TORTORA e GRABOWSKI, 2002).

3.2 Propriedades Mecénicas do Osso

O osso nédo é totalmente flexivel e nem propriamente quebradigo, € uma
combinagdo de ambos, com a parte mineral sendo mais rigida e a parte
orgdnica mais flexivel. Visto que o osso demonstra caracteristicas

subordinadas ao tempo (mudangas nas propriedades mecéanicas com indices
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alterados e duragdo das aplicagdes de carga), € considerado um material
viscoelastico. As propriedades mecénicas dos o©0ssos dependem
fundamentalmente da idade do osso. Estudos com o fémur de 3, 5, e 35 anos
mostraram que o modulo de elasticidade foi respectivamente de 7.0, 12.8 e
16.7 GPa. Geralmente apds a maturagdo do osso, a resisténcia a tragdo e 0
modulo de elasticidade do osso cortical femoral diminui aproximadamente 2% a
cada década (KARAGEORGIOU e KAPLAN, 2005).

O tecido ésseo frequentemente é submetido a diversos tipos de
solicitagbes mecénicas, que sao as forcas que atuam sobre ele. O osso
raramente & sobrecarregado de uma Unica maneira, devido a sua estrutura
geomeétrica ser irregular. As forcas que atuam sobre um o0sso podem ser de
compressdo, de tragdo, de flexdo, de torgdo e de cisalhamento, e a
combinagéo dessas forcas pode ocasionar diversos tipos de fratura quando a
carga ao qual o osso é submetido supera a sua resisténcia (RODRIGUES,
2003).

As propriedades mecéanicas do tecido 6sseo podem ser observadas na
Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades mecéanicas dos tecidos 0sseos

Osso Osso Cartilagem

Propriedade Cortical Trabecular articular Tendao
-r IIIIIIIII -!
Resistenciaa ! ! X )
compressio (MPa) ! 100 -230 : 2-12
I
Resisténcia 3 Flexdo T 1
(MPa) 1 50-150 : 10-20 10 - 40 80 - 120
1
Deformagio até a T -
fratura 1-3 5-7 15 - 50% 10%
Modulo de
elasticidade (GPa) 7-30 05-0,05 0,001 - 00,1 1
Tenacidade a fratura 2_12 ) . }

(MPam")

Fonte: (HENCH;, WILSON apud RAMALHO, 2006),
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3.3 Biomateriais

Por séculos, guando tecidos tornavam-se doentes ou danificados, os
medicos tinham poucos recursos e, portanto a remogao da parte afetada era a
Unica alternativa, com obvias limitagdes. A remocdo de juntas, vértebras,
dentes ou 6rgdos conduziam a uma insignificante melhora na qualidade de
vida. Contudo, a expectativa de vida humana raramente excedia a diminuigéo
progressiva na qualidade dos tecidos, logo a necessidade de substituir as
partes danificadas era pequena. Durante o ultimo século a situagdo mudou
acentuadamente. A descoberta de anti-sépticos, penicilina e outros antibisticos,
tratamento quimico da agua fornecida, melhora na higiene, e vacinacdo
contribuiram para o aumento da expectativa de vida do homem em palses
desenvolvidos, podendo atualmente alcangar uma faixa de mais de oitenta
anos (HENCH, 1998a).

Por definigdo, biomaterial € qualquer substancia ou combinagdo de
substancias, naturais ou nao, que n&o sejam drogas ou farmacos, utilizadas em
aplicagdes biomedicas e que interagem com sistemas bioldgicos, que tratam,
aumentam ou substituem quaisquer tecidos, érgaos ou fungdes do corpo (GIL e
FERREIRA, 2006).

A esceclha de um material para ser utilizado como biocmaterial depende
da analise de uma série de requisitos que devem ser encontrados, como, a
biocompatibilidade (efeito do ambiente organico no material e efeito do material
no organismo), a biodegradabilidade (fendmeno em que o© material é
degradado ou solubilizado em fluidos tissulares, desaparecendo do sitio de
implantagdo), e a velocidade de degradagdo do material, que s&o
caracteristicas desafiadoras para o desenvolvimento e fundamentais para a
escotha de um biomaterial (PEREIRA, VASCONCELQOS e OREFICE, 1999,
TABATA, 2009).

Embora os biomateriais tenham propiciado um enorme impacto em
todas as areas da saude e na melhoria da qualidade de vida das pessoas,
existe ainda uma grande necessidade de aprimorar 0 desenvolvimento de

novos biomateriais a partir de bases poliméricas, ceramicas e/ou metalicas, em



24

todas suas fases desde a caracterizagao das propriedades fisico-quimicas até
os testes clinicos (PATARRO, 2005).

As propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e tempo de
degradacgéo, conferem ao biomaterial uma interagdo benéfica com o organismo
onde ¢é implantado, desde que: O material ndo desencadeie resposta
inflamatéria sustentada ou téxica na sua implantagédo in vivo; O tempo de
degradagao do material permita a ocorréncia do processo de regeneragéo ou
cura do sitio comprometido; O material apresente propriedades mecanicas
adequadas a aplicagao para que seja indicado e que qualquer variagdo das
propriedades mecanicas decorrente da sua degradacao in vivo seja compativel
com o processo de regeneracgao ou restabelecimento do sitio de implantagéo;
Sua degradagdo ndo gere produtos téxicos e que sejam faciimente
metabolizados e liberados do corpo (CAO e WANG, 2009).

Observando-se a evolugdo dos biomateriais, os conceitos de
biocompatibilidade e biodegradabilidade fazem parte de uma segunda geragéo
de biomateriais. Na primeira geragdo, foram desenvolvidos os materiais
bioinertes, cujo foco para seu desenvolvimento era o de nao provocar reagao
de corpo estranho no organismo (HENCH, 1980). Ja a terceira geragéo, inclui
os materiais capazes de estimular respostas celulares especificas no nivel
molecular (HENCH e POLAK, 2002). Essas trés geragdes s&o interpretadas de
forma conceitual e ndo cronolégica, visto que cada uma delas representa uma
evolugdo nas propriedades dos materiais envolvidos, de acordo com as
necessidades e exigéncias que surgiam (NAVARRO, MICHIARDI, CASTANO
et al., 2008).

Os biomateriais sdo aplicados em dispositivo médico com intengao de
interagir com sistemas bioldgicos. Eles sdo usados em Odontologia e em
Medicina, sendo que, na ortopedia, varios tipos s&o utilizados para
preenchimento e estabilizagdo éssea (REYES, 2000).

Em geral, os biomateriais ndo devem estimular resposta inflamatéria no
hospedeiro devendo se assemelhar quimicamente ao mesmo. As
caracteristicas mais importantes associadas a um material que devera

substituir um tecido ésseo sido a porosidade e a capacidade do material

| URCA/BIBIINTECAIRC
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implantado de promover ions para o ambiente vizinho. Estas caracteristicas
s&o especialmente encontradas em um tipo especial de biomaterial: as
bioceramicas (IKEGAMI, 2007).

Um grande desafio dos pesquisadores € a obtengao de biomateriais que
substituam temporariamente o tecido alterado até que o mesmo se regenere. O
material ideal para esta fungdo deve ser biodegradave! e deve estimular o
crescimento do tecido, assim como possuir uma cinética de degradagio de
suas propriedades mecanicas compativeis com a cinética do reparo tecidual.
Desse modo, ¢ implante sera progressivamente substituido pelo novo tecido
(PEREIRA, VASCONCELQOS e OREFICE, 1999).

3.4 Bioceramicas

O uso das ceramicas com propriedades especificas para aplicagdes
médicas vem expandindo desde 1970, As aplicagdes iniciais foram
concentradas em superficies ceramicas lisas que geravam uma pequena
reagdo com tecidos hospedeiros. Estas, assim chamadas cerdmicas bioinertes
desfrutaram do sucesso clinico, particularmente na Europa. Pode-se dizer que,
com o uso de ceramicas bicinertes, iniciou-se uma revolugdo na industria
ceramica (SANTOS, 2002a).

Nas Ultimas duas décadas, os avangos notaveis no campo dos
biomateriais conduziram ao desenvolvimento dos biovidros e bioceramicas de
varias composigdes para o reparo 6sseo e aplicagbes de proteses (SINHA,
INGLE, MUNIM et al., 2001).

Bioceramicas de fosfato de calcio vem recebendo atengao especial
como material de preenchimento dsseo por comportar-se semelhantemente
aos constituintes minerais dos ossos (FELICIO-FERNANDES e LARANJEIRA,
2000). Esses materiais tém mostrado nenhuma toxicidade local ou sistémica,
nenhuma resposta de corpo estranho ou inflamagao, além de aparente
habilidade em se inserir aos tecidos do hospedeiro (KAWACHI, BERTRAN,
REIS et al., 2000).
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Para que as ceramicas possam ser consideradas como bioceramicas
devem apresentar ou exceder as propriedades listadas na Tabela 2

(BILLOTTE, 2000).

Tabela 2: Propriedades Desejadas de Bioceramicas Implantaveis.

Deve ser ndo-téxica

Deve ser ndo-carcindgena
Deve ser ndo-alérgica
Deve ser nao-inflamatdria

Deve ser biocompativel

O O b WN -

Deve ser hiofuncional durante sua permanéncia no hospedeiro
Fonte: BILLOTTE, 2000.

Sao0 denominadas bioceramicas a classe das ceramicas usadas para o
reparo e reconstrucao de partes doentes ou danificadas do sistema esquelético
do corpc humano, que €& composto de tecidos duros e moles
(THAMARAISELVI e RAJESWARI, 2004). Elas também s&o usadas para
substituir partes do sistema cardiovascular, especialmente valvulas cardiacas.
Qutras aplicagbes clinicas compreendem reparo cranial, implantes
otolaringolégicos, reconstrugcdo maxilofacial, implantes dentarios e ligamentos e
tenddes artificiais (SANTOS, 2002a).

Sao materiais biocompativeis mono ou policristalinos, que apresentam
fortes ligacdes guimicas entre os atomos constituintes, que se traduzem em
elevada dureza, elevada temperatura de fusdo, com fraca resisténcia a forgas
de tragdo, mas moderada resisténcia a forgas de compressao e boa resisténcia
a desgaste. Estes materiais podem ser de ocorréncia natural ou sintética e
estdo entre os mais promissores biomateriais para scaffolds de tecidos duros.
Entre as bioceramicas mais utilizadas destacamos a hidroxiapatita e o coral
(RUHE, KROESE-DEUTMAN, WOLKE et a!., 2004).
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3.4.1 Hidroxiapatita

Nas ultimas duas décadas as ceramicas de hidroxiapatita
[Ca1o(PO4)s(OH)2] tdm sido extensamente estudadas como alternativa aos
enxertos para reparar tecido dsseo danificado, por fraturas ou perdas dsseas.
Esta alternativa tem sido analisada pelo fato da hidroxiapatita ser um fosfato de
calcio que tem ocorréncia natural como constituinte mineral do osso,
representando até 70% da massa dos ossos e dentes, conduzindo a boas
propriedades de biocompatibilidade e ostecintegragdo da HA sintética. A sua
elevada cristalinidade assegura uma taxa de degradagao lenta, garantindo que
este ira manter a sua forma geometrica durante a regeneragéo do tecido ésseo.
Este fato & relevante em aplicagdes de longo prazo. No entanto a HA sintética
s6 pode ser obtida por tratamentos térmicos onde a sua cristalizagdo acontece
com temperaturas acima de 600-700°C, originando cristais de HA artificial mais
ou menos soliveis comparados com 0s obtidos em HA biolégica (BOHNER,
2000).

Devem ser considerados dois tipos de hidroxiapatita: as sintetizadas em
altas temperaturas e que apresentam boa cristalinidade e cristais grandes, € as
hidroxiapatitas sintetizadas em baixas temperaturas que apresentam baixa
cristalinidade e cristais pequenos. A hidroxiapatita precipitada por via Gmida
possui caracteristicas similares as do tecido 6sseo e dentario, diferente da
hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas (ARAUJO, 2006).

A Figura 2 apresenta a rede cristalina da hidroxiapatita.
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Figura 2: Rede cristalina da hidroxiapatita.

As propriedades da hidroxiapatita sdo fortemente dependentes do
método de preparagdo. Valores da razdo Ca/P e algumas substituicdes
influenciam, dentre outros fatores, a estabilidade do material. Hidroxiapatitas
estequiométricas, ou seja, com razao Ca/P igual a 1,667, apresentam boa
cristalinidade e séo estaveis ate 1200°C (ELLIOTT, 1994). A solubilidade das
apatitas € um fator importante para seu comportamento in vivo. Fatores como
morfologia, composi¢cdo, tamanho de cristal e cristalinidade, afetam a
dissolugdo do material (BOHNER, 2000).

A principal diferenga entre a hidroxiapatita sintetizada e o mineral do
0sso0 & a sua alta cristalinidade, a estequiometria e a auséncia de carbonato.
Isto resulta em uma taxa de biodegradagdao muito menor em comparagcao com
o mineral 6sseo nanocristalino (TADIC, BECKMANN, SCHWARZ et al., 2004).
A formula geral para a apatita biolégica & dada por: (Ca, M) (PO4, CO3,
Y)s(OH, F, Cl)2, onde M representa alguns cations tais como Mg?*, Na*, Zn**,
Pb?* e Y alguns anions tais como HPO,*, VO,* (TADIC, PETERS e EPLLE,
2002; ELLIOTT, 1994).

Essa similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos 6sseos e a
sua biocompatibilidade tornou a hidroxiapatita um dos materiais mais
conhecidos, favorecendo o crescimento ésseo para os locais em que ela se
encontra (osteocondutor), estabelecendo ligagdes entre a hidroxiapatita e o
tecido 6sseo (bioativo), permitindo a proliferacao de fibroblastos, osteoblastos e
outras células oOsseas, sendo que as células ndo distinguem entre a
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hidroxiapatita e a superficie 6ssea, 0 que indica a grande similaridade quimica
superficial (SANTOS L. , 2002b; VOLKMER, 2008).

A hidroxiapatita pode apresentar-se em diferentes formas, porosidade,
tamanho de cristal, cristalinidade, defeitos cristalinos, entre outros, o que
interfere a solubilidade e capacidade de absor¢ao do material pelo organismo.
Assim, € possivel obter-se hidroxiapatita desde praticamente nao absorvivel
até totalmente absorvivel em meio fisicldgico em funcdo dos diferentes
metodos e condi¢cdes de obtengao (MOREIRA, 2009).

As propriedades mecénicas da hidroxiapatita, como de gualquer material
ceramico, s&o fortemente influenciadas pela presenca de defeitos ou
porosidades. Com isso, sua aplicagao é fortemente influenciada por esses
fatores. Para aplicagdo como biomateriais porosos, séo introduzidos poros
(com didametro maior que 100um) na matriz ceramica visando possibilitar o
crescimento de tecido dsseo (VOLKMER, 2006). Portanto, biomateriais a base
de hidroxiapatita ndo podem ser utilizados em aplicagdes que requeiram
sustentagao, devido as suas baixas propriedades mecéanicas (GALEA,
BOHNER, LEMAITRE et al., 2008).

Para considerar o material obtido através dos diversos métodos de
sintese como hidroxiapatita para implante cirdrgico, deve-se considerar as
exigéncias quimicas preconizadas na norma ASTM F 1185/03, principalmente
no que se refere a composigdo minima, que deve ser de 95% de hidroxiapatita
apresentando apenas tragos de alguns elementos. A Tabela 3 apresenta a
concentragdo limite de elementos tragos que podem estar presentes no
biomaterial.

Tabela 3: Elementos Quimicos da HA usada como implante.

Elementos ppm, maximo
As 3
Cd 5
Hg 5
Pb 30
Total de metais pesados 50

Fonte: ASTM F 1185/03
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Uma das principais restricdes ac uso de bioceramicas é a incerteza no
tempo de vida Gt quando submetidas aos estados de tensao, lento
crescimento de trincas e a fadiga critica resultante da maioria das aplicagdes
clinicas. Duas maneiras de contornar estas limitagdées sdo o uso de ceramica
bicativa como revestimento de estruturas rigidas e como fase biologicamente
ativa em compositos, quando associada a metais, polimeros e outras
ceramicas. Como exemplo, as propriedades mecanicas de ceramicas de
hidroxiapatita podem ser melhoradas, aproximando-se do desempenho de
ossos humanoes, quando utilizadas em um compdsito hidroxiapatita reforgado
por colageno em fibras. Um dos requisitos para estas aplicacdes € que a fase
hidroxiapatita contenha microporos para circulagdo sanguinea (TANAKA,
HIRATA e YOSHINAKA, 2003).

Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém mostrado que a
hidroxiapatita comega a ser reabsorvida gradualmente apds 4 ou 5 anos de
implante. A reabsor¢do & uma caracteristica desejada para um biomaterial em
alguns tipos de implantes, nos quais ¢ processo de degradagdo € concomitante
com a reposi¢do do osso em formagao (KAWACHI, BERTRAN, REIS et al,
2000).

3.5 Biopolimeros Polimeros Naturais

Dentre as diversas classes existentes no campo dos biomateriais, uma
classe promissora vem despertando grande interesse cientifico e tecnoldgico
nos Gltimos anos. S&0 os materiais poliméricos, cujas aplicagbes nas areas
médicas e biotecnoldgicas tem apresentado um crescimento significativo.
Inserido na vasta area dos materiais poliméricos, estdo os biopolimeros de
origem natural que podem ser biodegradavel ou nado (GRIGOLON, 2001,
KHOR e LIM, 2003).

Os polimeros naturais, como alginato, colagenio, e quitosano promovem
um maior crescimento celular, pois apresentam uma estrutura semelhante a
matriz extracelular do tecido a regenerar. No entanto a sua taxa de
regeneragéo nédo & controlavel dificultando a sua utilizagao (FONTES, 2010).
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As principais vantagens desses materiais s&o: induzirem baixas
respostas imunologicas adversas, grande aptiddo para ser quimicamente
modificada e, sobretudo no caso do amido e da quitosana, a facilidade com que
podem ser encontrados na natureza (SALGADO, COUTINHO, e REIS, 2004).

A Tabela 4 apresenta detalhes sobre a origem e as principais

caracteristicas de alguns dos polimeros anteriormente mencionados.

Tabela 4: Polimeros naturais utilizados na engenharia do tecido ésseo.

Material Origem Caracteristicas
Colageno Natural Baixa resposta imunolégica
Bom substrato para adesao das células.

Quitosana Natural Promove osteocondugao e regeneragéo
do tecido
Amido Natural Bom substrato para adesao das células

Biocompativel e ndao-téxico

Acido Hialurénico  Natural Baixa resposta imunolégica
Scaffolds com baixas propriedades
mecanicas

Poli(hidroxibutirato) Natural Osteocondutivo, embora de natureza

fragil

Fonte: Adaptado SALGADQ, 2004.
3.5.1 Quitosana

A quitosana foi descrita pela primeira vez em 1859, porém somente em
1894 o nome quitosana surgiu devido as caracteristicas semelhantes entre ela
e a quitina. Na epoca a quitcsana foi caracterizada apenas como polimero
insollivel em agua e como um excelente ligante (ANTONINQ, 2007).

A quitosana € um aminopolissacarideo derivado do processo de
desacetilacdo da quitina, o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza depois da celulose. E usualmente obtida do descarte de

processamento de alimentos provenientes do mar, principalmente das cascas
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de caranguejos, camardes e lagostas (GUINESE, ESTEVES e CAVALHEIRO,
2007; JAYAKUMAR, PRABAHARAN, NAIR et al., 2010). Sua presenga ocorre
também em nematdides e na parede celular de fungos e leveduras (HSIEH,
CHANG e LIN, 2007).

O que diferencia a quitina da quitosana é a porcentagem de unidades
GlcNAc (grupos acetilados) em suas cadeias. De forma geral, quando o
contelido médio de unidades GIcNAc € menor gque 40% consideramos ©
polimero como quitosana, e quando a porcentagem € maior que 50%
denominamos ¢ polimero como quitina (PAVINATTO, 2008). A Figura 3 ilustra
uma representagdo das estruturas idealizadas de quitina e quitosana.

Figura 3: Representagio das estruturas primarias idealizadas de quitina e
quitosana, onde n & o grau de polimerizagéo.
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Avaliando o grau de desacetilagdo e sua relagdo com algumas
propriedades biologicas da quitosana, pode-se comprovar que o grau de
desacetilagdo da quitosana influencia a ades&o e o crescimento celular em
filmes confeccionados com este material (CHATELET, DAMOUR e DOMARD,
2001).

Biomateriais baseados em quitosana constituem uma classe emergente
com aplicacdo em varios campos biomédicos, tais como, regeneragao tecidual,

particularmente para cartilagem; dispositivos de liberagao controlada de
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farmacos e sistemas de imobilizacdo de células em gel (LARANJEIRA e
FAVERE, 2009).

A quitosana pertence a uma extensa classe de materiais que tem
recebido grande interesse para aplicagdes médicas e farmacéuticas listados na
Tabela 5.

Tabela 5: Principais propriedades da quitosana e aplicagdes biomédicas.

APLICACOES PROPRIEDADES
Suturas Biocompativel
Implantes Dentarios Biodegradavel
Pele Artificial Renovavel
Reconstrugdo Ossea Formacao de Filme
Lentes de Contato Nao téxico
Liberagado Controlada de Farmaco Hidrolisavel por Lisozima
Encapsulamento Antimicrobiano

Fonte: Rinaudo, 2006.

A quitosana é insollvel em agua, acidos concentrados, alcalis, alcool e
acetona, sendo completamente solivel em solugdes de acidos organicos
quando o pH da solugédo € menor do que seis. Alguns acidos inorganicos e
diluidos, tais como o nitrico, perclérico ou fosférico, podem ser utilizados no
preparo de solugdes de quitosana, entretanto, a solugdo deve ser mantida sob
agitagdo e aquecimento durante um longo periodo para que ocorra a completa
dissolugédo do polissacarideo (DALLAN, 2005).

Todas as propriedades fisico-quimicas apresentadas pela quitosana
(solubilidade, viscosidade, comportamento polietrolitico e outros) dependem do
grau de acetilagao, da distribuigdo de cargas ao longo da cadeia e da massa
molar do polimero, que séo propriedades que podem ser controladas durante a
reacdo de desacetilagdo. As propriedades de retengdo de agua e a
biodegradabilidade da quitosana podem ser controladas também por ligagbes
cruzadas entre suas cadeias (OLIVEIRA R. , 2004).
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A quitosana € Dbiocompativel e bioabsorvivel, possuinde ainda
propriedades osteocondutoras (PARK, LEE, PARK et al., 2000). Estudos
recentes demonstraram a sua ndo-toxicidade in vivo, sendo biodegradado pela
lisozima, uma enzima presente em tecidos, orgdos e fluidos corporais de
mamiferos, inclusive no fluido lacrimal (MI, TAN, LIANG et al., 2002).

3.6 Biocompdsito Ceramica — Biopolimero

Alguns pesquisadores acreditam que, para alcangar as propriedades
similares as do 0sso é essencial mimetizar nao somente a composi¢cdo, como
também sua estrutura (ANGELQ, 2008).

Devido as limitagbes proprias de cada um dos biomateriais, tém sido
investigada a combinagdo de materiais de diferentes caracteristicas na
constru¢ao de compdsitos. Esta combinagio tem como objetivo de melhorar as
propriedades mecanicas, taxas de degradacdo e absorgdo, os indices de
biocompatibilidade e biocdegradabilidade. Por exemplo, a combinagdo de
fosfatos de calcio com polimeros combina boas propriedades mecaénicas com
boa biocompatibilidade dos compésitos (GUNATILLAKE e ADHIKARI, 2003).
Algumas destas vantagens vém sendo aproveitadas na produgdo de um
compésito biodegradavel. Sendo este um material constituide de matéria-prima
natural, tem recebido grande aten¢édo na area biomédica, onde sao utilizados
para substituir partes do organismo ou atuar como uma fungao especifica para
serem depois absorvidos pelo organismo. Esta nova aplicagdo despertou
interesse no desenvolvimento de biccompositos que apresentem a
caracteristica de biocompatibilidade (NASCIMENTO, 2009).

ROETHER, BOCCACCINI, HENCH et al. (2002), afirmam que a
biodegradabilidade e bioatividade, quando combinadas, otimizam o uso de
tecidos sintéticos de suporte. Os compésitos que apresentam estas
propriedades permitem a criagao de suportes bioreabsorviveis e bioativos, com
adaptacdo fisica e com propriedades mecanicas satisfatérias. Alem de
poderem ser aplicados em situagdes em que a taxa de reabsorgao do polimero
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(que promove suporte para o crescimento de células) seja compensada pela
formacgdo de novos tecidos.

De acordo com (HENCH, 1998b), as propriedades mecéanicas de
compdsitos baseados em hidroxiapatita s&o as mais similares com as do tecido
6sseo natural e, de acordo com IGNJATOVIC e USKOKOVIC (2004), a
estrutura do compdésito HA:polimero € a que mais se assemelha a estrutura do
tecido 0sseo natural, sendo que a matriz continua do polimero com particulas
dos cristais de hidroxiapatita finamente distribuidos seria similar ao
componente colageno.

Os compositos, de um modo geral, tém atraido a aten¢do de muitos
pesquisadores devido a possibilidade de se combinar as vantagens de
diferentes materiais, onde os mesmos apresentam caracteristicas essenciais a
um biomaterial (SENA, 2004).

Nos ultimos anos, varios autores recomendam a utilizacdo de HA
particulada com uma série de materiais, como elastina, guitosana, colageno,
entre outros, facilitando o manuseio e a adaptagdo adequada do material na
medida em que minimiza ¢ desalojamento das particulas (MOREIRA, 2009).

Os compésitos contendo fosfatos de calcio e biopolimeros naturais sdo
muito utilizados para a engenharia e reparo do tecido 6sseo (DANILCHENKO,
KALINKEVICH, POGORELOV et al, 2009, YAMAGUCHI, TOKUCHI,
FUKUZAKI et al., 2001). A combinagao entre polimeros e agentes de reforgo
especificos permite a produgcdo de materiais com grande bioatividade e
comportamento mecanico comparavel ao de tecidos vives. Os polimeros
reforcados com HA tém uma aplicagao clinica em potencial, incluindo seu uso
como cimento dsseo, como polimero reforgado com biocerdmicas para ¢ uso
de recobrimento de préteses e implantes dentarios como também para o
preenchimento de defeitos 6sseos seguidos pela remogéo de tumores. Apesar
das diversas aplicagbes existem poucas informacgbdes a respeito de sua
biocompatibilidade (MOURSI, WINNARD, WINNARD et al., 2002).

A presenga do polimero pode ser importante, j4 que a sua
biodegradabilidade, faz com que inumeros espagos sejam criados a medida

que ele vai sendo absorvido pelo organismo, permitindo assim que na area
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enxertada ocorra a formacgéao de varios condutos que poderdo ser colonizados
por células formando uma rede nutridora na regido de crescimento 6sseo.
Desta maneira facilita-se a penetragdo das células osteoprogenitoras no local,
induzindo o crescimento de um novo tecido dsseo (ALMEIDA, 2003).

A unido da quitosana com mineral cria um compdsito com forga e
flexibilidade do polimero e resisténcia e dureza do mineral. Nos tltimos anos, a
comunidade cientifica adotou esses parametros para a criacdo de diversos
compositos baseados no sistema de ligagao entre uma matriz polimérica e uma
fase mineral com o intuito de substituicdo ossea. As vantagens desses
compédsitos provem a melhora da capacidade osteogénica dos derivados do
célcio e da caracteristica da ligagao da matriz polimérica (AMARAL, 20086).

Os compositos sao desenvolvidos a partir da jungdo de materiais
cerAmicos com os materiais poliméricos, tais como compdsitos de
coral/quitosana (ZHANG, WANG, SHI et al., 2007a), HA/CS (ZHANG, CHENG,
CHEN et al, 2007b; CHESNUTT, VIANGO, YUAN et al, 2009), nano-
HA/colageno (CUNNIFFE, DICKSON, PARTAP, et al.,, 2010), B-TCP/quitosana
(LIAO, CHEN, LI et al., 2010) e HA/PLA (YANAGIDA, OKADA, MASUDA et al.,
2009). Estes compositos tem demonstrado melhores propriedades bioldgicas e
mecanicas quando comparados com os arcabougos fabricados apenas com
ceramica ou polimeros isoladamente (ZHANG, CHENG, CHEN et al., 2007b;
CHESNUTT, VIANO, YUAN et al., 2009; YANAGIDA, OKADA, MASUDA et al.,
2009; CUNNIFFE, DICKSON, PARTAP, et al., 2010; LIAO, CHEN, LI et al.,
2010). Os compositos de HA/quitosana apresentaram maior rugosidade e area,
maior flexibilidade, maior proliferagdo de osteoblastos in vitro (CHESNUTT,
VIANQ, YUAN et al., 2009).

A combinagdo HA/CS pode ser utilizada para preparar compostos com
atividade biolégica controlada (Biodegradabilidade). A Hidroxiapatita pode atuar
como um agente modificador reticular {devido & presenga de célcio e fosforo)
(FELICIO-FERNANDES e LARANJEIRA, 2000).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da Pesquisa

A parte da pesquisa relativa a obtencéo e caracterizagéo fisico-quimica
dos biocompositos, foi desenvolvida no Laboratério CERTBIO (Laboratério de
Desenvolvimento e Avaliagdo de Biomateriais), localizada na Universidade
Federal de Campina Grande — UFCG. O ensaio de viabilidade celular foi
realizado no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, do Departamento
de Andlises Clinicas da UNESP, Araraquara. O ensaio de flexao, foi realizado
no laboratério de reciclagem da UFCG e ¢ ensaio de compressdo no
laboratério LaMMEA, do departamento de Engenharia Mecanica da UFCG.

4.2 Materiails

Para a obtencao dos biocompositos, foram utilizadas béquer de 500 mL,
agitador magnético, funil de buchner, kitasato, bomba de vacuo e estufa de
secagem de materiais. Quitosana na forma de po, com grau de desacetilagao
95% e alto peso molecular adquirida da empresa Polymar Induistria, Comércio,
Importacdo e Exportagdo Ltda. Acido Acético P.A., Hidréxido de Sédio P.A.,
Acido Fosférico P.A. e Hidroxido de Calcio P.A. foram todos adquiridos da
empresa Vetec Quimica Fina Ltda. Tampao fosfato Salino obtido pela Sigma
Aldrich. A agua destilada foi obtida no Laboratério de Materiais, da Unidade
Académica de Engenharia de Materiais/UFCG.

4.3 Preparacgdo do Pé de Fosfato de Calcio

O fosfato de calcio foi obtido utilizando o método de precipitagéo por via
umida que envolve uma reagdo de neutralizacao entre as solugdes de acido
fosforico (H3PO4) e hidroxido de calcio [Ca(OH)2]. As quantidades das solugdes
sdo estequiometricamente determinadas de acordo com o valor da relagéo
atbmica entre os atomos de calcio e fosforo da hidroxiapatita pura, Ca/P=1.67,
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de acordo com a reagdo previamente reportado e adaptado pelo grupo de
Biomateriais (FOOK, 2008).
10Ca(O0H)a(suspy + 6H3P04(aq) = Ca1o(PO4)¢(0H), L +18H,0

O pdé de Ca(OH); foi adicionado a agua deionizada e vigorosamente
agitado e aquecido até atingir a temperatura de 80°C. Nesta solugéo foi
adicionada lentamente a solugdo HiPO4; sob agitagdo constante. Apds a
completa mistura dos dois reagentes elevou-se a temperatura para 100°C e
manteve-se a agitagdo até atingir a viscosidade de uma pasta. A pasta
cerdmica obtida foi seca a 100°C por 24 horas e em seguida o produto foi
desaglomerado, passado em peneira 170 mesh para obtengdo do pé e tratado
termicamente com uma taxa de aquecimento de 20°C por minuto e mantido a
1100°C por 2 horas.

4.4 Preparacgao da Solugao de Quitosana 2g/100mL

A solugdo de quitosana foi preparada através da dissolugéo do polimero
em uma solugéo de acido acético (1%v/v), para uma concentragao final da
solugdo polimerica 0,02g9/mL, sob agitagdo magnética por 24 horas para
garantir a dissolugéo e toda a quitosana. Apds esse periodo, a solugdo final foi
filtrada a vacuo para a remogéo de residuos.

4.5 Preparagdo dos Biocompdésitos de Hidroxiapatita/Quitosana

O fluxograma contido na Figura 4 apresenta a metodologia e descreve
as etapas e sequéncia de desenvolvimento da pesquisa.
Figura 4: Fluxograma da Metodologia do Trabalho.
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Os biocompasitos foram obtidos a partir de trés etapas:

39

12 etapa: Consiste na sintese e caracteriza¢ado da Hidroxiapatita, como

citado no item 4.2, Apds a obtengao da Hidroxiapatita a mesma foi peneirada

em malha #325 (45um).

22 etapa; Consistiu na obtencéo da solugéo polimérica, como citado no

item 4.3.

3% etapa: Esta etapa consistiu na obtengdo dos biocompositos.

Primeiramente, a solugdao de quitosana foi neutralizada (pH=7,0), através da

adicdo de uma solugao de hidréxido de sédio (NaOH) 1M. Em seguida grénulos

de Hidroxiapatita foram adicionados a esta solugdo, sob agitagdo constante

durante 30 minutos em temperatura ambiente e submetido ao processo de
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filtragdo a vacuo para remogdo da agua, oriunda da reagdo entre o acido
acético (solugdo de quitosana) e o hidroxido de sédio. A massa retida foi
colocada em molde sob presséo de 2,5 toneladas (= 8,4 MPa) por 30 minutos,
em seguida desmoldada e colocada na estufa a 50°C por 20 horas.

Obtiveram compésitos de diversas proporgdes 50:50, 40:60 e 30:70 e
objetivando-se um compésito com a menor proporcdo possivel
polimero/bioceramica, entretanto sem perder as caracteristicas mecanicas e a
plasticidade, decidiu-se padronizar os compésitos na proporgido de 30:70
(CS/HA).

Os biocompésitos preparados com a razdo 50:50 apresentaram
dificuldade na etapa de prensagem, devido a grande quantidade de &gua retida
nos intersticios das cadeias poliméricas do polimero. Os biocompdsitos
preparados com a razéo 40:60 apresentaram trincas apds a etapa de secagem,
0 que pode ser um indicio de retragdo devido a retengdo de agua entre as
cadeias, por estes motivos citados os biocompésitos foram preparados na
razao 30:70, pois os mesmos apresentaram melhores propriedades de cura e
processamento.

A razdo da escolha dessa composicdo deve-se a tentativa de
biomimetizar a composigédo do tecido 6sseo que é descrita como um
nanocomposito consistindo de 30% em massa de colageno reforgado por uma
fase mineral nanométrica finamente dispersa (70% em massa) de cristais
apatiticos (CaP) (LEEUWENBURGH, ANA e JANSEN, 2010).

4.6 Caracterizacdao dos Materiais

As analises das amostras foram realizadas apés o tratamento térmico
utiizando-se as tecnicas: Microscopia Eletrdbnica de Varredura (MEV),
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX), Difragdo de raios X
(DRX), Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Analise de Molhabilidade por Angulo de Contato, Absorgao de
Agua, Avaliagdo da Viabilidade Celular, Ensaio de Flexdo e Ensaio de

Compressao.
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4.6.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

O microscopio eletronico de varredura (MEV) é um equipamento capaz
de produzir imagens de alta ampliagdo (até 300.000 X) e resolugcdo. A
microscopia eletronica fornece informagdo morfoidgica e topografica sobre
superficies de solidos, necesséria para se entender o comportamento de
superficies.

Os biocompositos HA/CS foram caracterizados morfologicamente por
microscopia eletronica de varredura utilizando um microscopio eletrénico de
bancada, modelo SUPERSCAN SSX-550 SHIMADZU (UAEMa/CCT/UFCG).
As analises foram realizadas no laboratério de Caracterizagio de Materiais da
UFCG.

4.6.2 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDX)

O EDX € um acessério essencial no estudo de caracterizagdo
microscopica de materiais, no qual os elementos quimicos presentes numa
amostra podem ser identificados através do espectro de raios-X emitido pela
amostra. Um detector instalade na cdmara de vacuo do MEV mede a energia
associada a esse elétron. Como os eletrons de um determinado atomo
possuem energias distintas, € possivel, no ponto de incidéncia do feixe,
determinar quais elementos quimicos estdo presentes naquela amostra. O
didmetro reduzido do feixe permite a determinagéo da composigio atdmica em
amostras de tamanhos muito reduzidos (<5 um), permitindo uma anaélise quase
que pontual.

Neste trabalho a analise quimica foi realizada no equipamento fabricado
pela SHIMADZU. O detector estd acoplado ao MEV SHIMADZU SSX-550
SUPERSCAN, instalado no Laboratdrio de Caracterizagdo de Materiais da
UFCG.
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4.6.2 Difragdo de Raios X

As tecnicas de difragéo de raios X sdo muito utilizadas na caracterizagéo
de materiais cristalinos, tais como metais, compostos intermetalicos,
ceramicas, minerais, polimeros, plasticos ou outros compostos orgénicos ou
inorganicos. As teécnicas de difragdo podem ser usadas para identificar as fases
presentes nas amostras de materiais inicialmente nao-refinados a produtos
acabados e fornecer informag¢des sobre ¢ estado fisico das amostras, tais
como o tamanho de grao, textura e perfeigao cristalina. Muitas das técnicas de
difragdo de raios X sdo rapidas e nado destrutivas; alguns instrumentos sao
portateis e podem ser transportados com as amostras (APARECIDA, 2006).

Neste trabalho utilizou-se um difratdbmetro SHIMADZU (modelo XRD
6000) com varredura angular entre 5° e 70° na montagem de Bragg-Brentano,
sistema 6-2 0, utilizando-se radiagéo de Cu (ka1) com varredura no passo de
0,02 (28).

4.6.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR em modo de absorbancia foi utilizada para
caracterizar 0s materiais de partida e a interagao entre a fase inorganica (HA) e
a fase organica (quitosana).

A caracterizagao por espectroscopia na regiao do infravermelho com
Transformada de Fourier foi realizada em um espectrémetro modelo Spectrum
400 FT Mid-IR PerkinElmer com varredura de 4000 a 400 cm’. Para a
obtencao do espectro de infravermelho do biocompdsito, foi preparada uma

pastilha de KBr, pois este sal apresenta transparéncia no IV a partir de 400 cm”
1
4.6.4 Molhabilidade por Angulo de Contato

A energia superficial e o carater hidrofilico/hidrofébico foram avaliados

pela medida da tenséo superficial em equipamento desenvolvido e instalado no
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laboratério de caracterizagdo da UAEMa/CCT/UFCG. A imagem foi capturada
por uma camara digital e remetida a um microcomputador que através de um
software fez a conversao do &ngulo da interface liquido-material em unidade de
tensao interfacial e essa medida do &ngulo de contato foi utilizada para
caracterizar a molhabilidade das superficies.

O angulo © se forma entre o plano tangente da gota (Y.y energia de
superficie na interface liquido-vapor) e o plano contendo a superficie onde o
liquido se encontra depositado (Ys.- energia de superficie na interface sélido-

liquido), conforme esquematizado Figura 5.

Figura 5: Esquema de uma gota sobre uma superficie durante medidas de
angulo de contato e o equilibrio termodinamico entre as trés fases.

Gota de liquido
Yuv / Superficie do

material
Ysv g :

VSL

Fonte: MEIGA, 2010.

4.6.5 Absorgéo de agua (Swelling)

O teste de absor¢do de agua ou de swelling, neste trabalho, foi aplicado
para verificar o grau de absorgao de agua pelas amostras.

A capacidade de um material absorver agua para dentro de sua
estrutura € uma caracteristica importante para o desenvolvimento de um
biocomposito adequado para regeneracdo de tecidos (OLIVEIRA,
RODRIGUES, SILVA et al., 20086).

A absor¢do de agua foi determinada pela equagéo:

mf—mi

1% = x100

i

Onde: 1% é ¢ grau de intumescimento em porcentagem, m; € a massa

final em gramas e m; € a massa inicial em gramas (RODAS, 2004).
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4.6.6 Avaliagcdo da Viabilidade Celular dos Macrofagos

A analise de citotoxicidade dos compdsitos € importante para a futura
aplicag&o destes materiais em cultura de células, ou até mesmo, dentro do
organismao.

O teste de citotoxicidade in vitro deve ser um dos ensaios iniciais para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer biomaterial. Algumas vantagens do
teste de citotoxicidade incluem a rapidez, a sensibilidade (capacidade de
distinguir entre materiais toxicos e nao tbéxicos) e o baixo custo (TANGERINO,
20086).

O ensaio de citotoxicidade dos biocompésitos HA/CS foi realizado pelo
teste de avaliagdo da viabilidade celular dos macréfagos por MTT [brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difenil-tetrazélio] de acordo com a I1ISO 10993,

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

Para obtengdo das células do exsudato peritoneal foram utilizados 5
camundongos Swiss, previamente estimulados pela inoculagédo intraperitoneal
de 3,0 mL de tioglicolato de sédio (Difco Lab. LTDA) a 3,0 %, trés dias antes da
coleta de células. Apds esse periodo, os animais foram eutanasiados por
inalagdc em camara de CQ;. Os macréfagos do exsudato peritoneal foram
coletados para preparo da suspensdo celular. O ndmero de células foi
determinado pela contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco,
Germany) em uma diluigdo 1:100 do Liquido de Lazarus. As células foram
ajustadas a concentragdo de 5. 10° células em meio RPM!-1640-C.

4.8.7 Ensaio de Flexao

O ensaio de flexdo permite avaliar a contribuigdo de algum defeito na
propagagao critica de uma trinca e é realizado em corpos-de-prova em forma
de barra com se¢ao retangular chanfrado ou arredondado, conforme a norma
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ASTM C1161-08. As barras obtidas para o ensaio de flexao estao ilustradas na
Figura 6.

Figura 6: Corpos de Prova para ensaio de Flex&o - ASTM C1161.

Para o ensaio de flexdo foram confeccionadas 08 barras densas. Os
corpos de prova foram previamente submetidos a uma analise visual direta,
com o intuito de verificar a sua integridade e acabamento superficial apos sua
extragio dos moldes. Como critério de excluséo foram descartados os corpos
de prova que apresentaram defeitos visiveis como quebras, bolhas ou falta de
preenchimento do molde.

As amostras foram submetidas ao ensaio de flexdo em trés pontos,
utilizando-se um equipamento AS-50kN, utilizando uma velocidade de carga de

0,5mm/min. O ensaio foi realizado no Laboratério de Reciciagem - UFCG.

4.6.8 Ensaio de Compressédo

O ensaio de compressdo tem como objetivo adquirir a carga maxima
suportada pelos biocompésitos.

Visto que ndo ha uma norma especifica para o ensaio de compressao
em compositos polimero/ceramica, optou-se pelo ensaio de compressao de
cimento acrilico ASTM F451-08.
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Os cilindros obtidos para o ensaio de compressio estdo ilustrados na
Figura 7.

Figura 7: Corpos de Prova para ensaio de Compressé&o - ASTM F451-08.

Para o ensaio de compressao foram confeccionados 08 cilindros densos.
Os corpos de prova foram previamente submetidos a uma analise visual direta,
com o intuito de verificar a sua integridade e acabamento superficial apés sua
extragdo dos moldes. Como critério de exclusado foram descartados os corpos
de prova que apresentaram defeitos visiveis como quebras, bolhas ou falta de
preenchimento do molde.

As amostras foram submetidas ao ensaio de compresséo, utilizando-se
uma INSTRON 5582, com uma velocidade de carga de 1,3 mm/min € uma
célula de carga de 5kN. O ensaio foi realizado no Laboratério do Departamento
de Mecanica - LaMMEA (UFCG).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de raios X (EDX)

As imagens das analises de microscopia eletrénica de varredura do
biocompédsito HA/quitosana e da amostra calcinada a 900°C estdo
apresentadas nas Figuras 8 e 9.

Figura 8: MEV do biocompésito Figura 9: MEV da amostra calcinada a
HA/CS 900°C

Observa-se na Figura 8 que houve uma boa disperséo das particulas de

HA na quitosana com a presenga de pequenos poros na superficie da amostra.

Para avaliar, como o material se comportaria apés a degradagéo da
quitosana, o material foi calcinado a 900°C, por 2 horas. Na Figura 9, verificou-
se que apods o tratamento térmico a 900°C a quitosana foi eliminada deixando
espacos vazios na estrutura, resultando em um material poroso.

A Figura 10 apresenta o grafico de EDX do biocompésito HA/CS.
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Figura 10: EDX do biocompésito HA/CS.
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Analisando a Figura 10, podemos observar que a relacdo Ca/P
determinada pela andlise de EDX apresentou um pequeno desvio de
estequiometria atribuido a provavel incorporagdo de grupos carbonato nas
células unitarias dos fosfatos de calcio.

5.2 Analise por Difragdao de Raios X

A Figura 11 apresenta o difratograma de raios-X do p6é6 de HA
comparado com o padrao de referéncia, identificando a fase cristalina da HA.

Figura 11: Difratograma de raios-X do pé de HA comparado com o padrao de
referéncia.
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Analisando a Figura 11, pode-se observar que os picos da
Hidroxiapatita, sobrepde os picos referentes ao padrao 01-074-0565.

Figura 12: Analise quantitativa dos picos do espectrograma de Raios X.

Analisando as Figuras 11 e 12, pode-se perceber que 97% dos picos
dos espectrogramas de Raios X, correspondem ac espectrograma de Raios X
da hidroxiapatita, apresentando apenas 3% de impurezas na forma de Oxido
de Calcio e de acordo com a ASTM 1185/03, no que se refere a composigio
minima, deve ser de 95% de Hidroxiapatita (NATTA e PASSERINI, 1929;
TOMITA, KAWANO, SHIRAKI et al., 1996).

A Figura 13 apresenta o DRX da quitosana (CS), hidroxiapatita (HA) e
do biocompdsito (HA/CS).

Figura 13: Difratograma de DRX: HA, CS, HA/CS.
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A analise do DRX, Figura 13, demonstra que a presenga da quitosana

ndo ocasionou mudangas significativas na fase da hidroxiapatita, pois todos os
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picos correspondem a esta fase. Observa-se apenas um pequeno desvio do
perfil da hidroxiapatita, referente ao pico da quitosana.

5.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 14 apresenta o espectro de FTIR dos biocompésitos
desenvolvidos. As bandas na regido de 478, 562 e 1100 cm™' corresponde as
vibragdes de estiramentos e flexdes dos grupos PO.* (FINISIE, JOSUE,
FAVERE et al., 2001; MANJUBALA, et al., 2006; FOOK, 2008). As bandas em
torno de 3400 e 3590 cm™ s&o atribuidas ao estiramento dos grupos hidroxila,
OH, caracteristicos da HA. As bandas entre 1550 — 1700 cm™ sdo atribuidas a
um possivel sobreposi¢cdo do grupo OH™ da hidroxiapatita e dos grupos da
amida | e amida Il da quitosana (JIANG, LI, WANG et al., 2008). As bandas em
torno de 880 e 1457 cm™ sdo atribuidas a incorporagdo de grupos COs*
proveniente do ar, visto que as amostras foram produzidas em atmosfera
aberta e em solugdo aquosa. As bandas na regido 2000 cm™' pode ser atribuido
ao CO; absorvido do meio ambiente.

Figura 14: Espectro vibracional de IV da HA, CS e HA/CS.
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De acordo com o espectro apresentado na Figura 10, pode-se confirmar
que a quitosana nac é 100% desacetilada, confirmado através da banda
encontrada na regido de 1646 cm™, caracteristica de uma amida | {O=C-NHR).
A ampliagdo da banda em 1050 cm™ reflete a presenca de polimero e sua

interag@o com os grupos fosfato (MANJUBALA, SCHELER, BOSSERT et al,,
2008).

5.4 Tensdo Superficial

As analises de &ngulo de contato foram efetuadas com o gotejamento de
agua destilada na superficie do biocompdsito, com posterior analise das
medidas dos angulos formados pela bolha de agua no biocompdsito, com
software préprio do Grupo de Biomateriais.

A Figura 15 apresenta o grafico das analises de angulo de contato.

Figura 15: Grafico de Tensao Superficial.
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Analisando a Figura 15 podemos perceber que as amostras
apresentaram valores meédios de 58,887, Estes resultados indicam que a
amostra € parcialmente hidrofilica.
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5.5 Absorcdo de agua (Swelling)

A Figura 16 apresenta a capacidade de absor¢do de &gua dos
biocompdsitos. O ensaio de intumescimento tem por objetivo a avaliacéo da
capacidade do material de absorver agua, &lcool, solugdes ou outros tipos de
solventes. Este ensaio foi realizado com tampao fosfato salina (PBS) pH 7,4,
solugdo simuladora de fluido bioldgico (RODAS, 2004).

Figura 16: Porcentagem da absorgéo de agua pelos biocompésitos HA/CS.
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Os biocompésitos HA/CS apresentaram uma absor¢ao de agua de
aproximadamente 48,365%. A absor¢do de agua de um compdsito pode
interferir em suas propriedades sensoriais, no entanto, nao percebeu-se

nenhuma alteragao significativa nos biocompdésitos apds este ensaio.

5.6 Avaliagido da viabilidade celular dos Macroéfagos

Este teste teve o objetivo de avaliar a viabilidade das celulas perante o
material produzido para uso em organismos vivos.
Os biocompdsitos testados apresentaram viabilidade celular acima de 70

% como observado na Figura 17.
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Figura 17: Viabilidade de macréfagos de camundongos Swis na presenca dos
biocompositos. HA-CS, 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 observados na Figura 17 mostram gue os biocompdsitos
analisados neste experimento apresentaram-se viaveis para serem utilizados
como biomaterial, pois os valores obtidos estdo acima de 70%. Para Bispo
(2009), o valer minimo requerido para o teste de biocompatibilidade é de 50%.

Os testes de citotoxicidade mostraram que os biocompdésitos de
hidroxiapatita/quitosana, podem ser aplicados sem causar rea¢des adversas
em tecidos celulares, ou seja, mesmo apés o processo de fabricagdo dos
biocompdsitos, o material ndo se mostra citotoxico. Tal confirmagao é
importante, pois garante que o substrato pode passar pelo processo de
moldagem sem que o0s tratamentos acido e basico, ao qual é submetido,
alterem sua biocompatibilidade.

De acordo com CAREY, XU, SIMON et al, (2005), fosfatos de célcio nao
sdo téxicos devido acs seus componentes individuais e seus produtos de
reagdo. (YUASA, MIKAMOTO, ISHIKAWA et al., 2004), afirmaram que muitos
compdésitos de fosfato de calcio mostraram adesdo e proliferagao celular. O
mesmo pode ser dito para os compésitos HA/CS porque a quitosana e seus
derivados sao biopolimeros naturais e ndo téxicos (MUZZARELLI, BIAGINI,
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PUGNALONI et al, 1989; (LI, NAN, SHI et al.,, 2011)). CHEN, NAN, YIN et ai.,
(2010) em seus estudos afirmaram que compésitos HA/CS apresentaram boa
compatibilidade. Os compdsitos HA/CS ndo apresentam citotoxicidade e
comprovam crescimento e proliferagdo dos osteoblastos (DI MARTINO,
SITTINGER, RISBUD, 2005; ZHANG, VENUGOPAL, EL-TURKI, 2008:
XIANMIAO, YUBAO, YI, 2009; KONG, GAO E CAQ et al., 2005; YUAN, CHEN,
LU, 2008, MANJUBALA, SCHELER, BOSSERT et al., 2006).

5.7 Ensaio de Flexao

A Figura 18 ilustra os resultados do ensaio de flexdo dos biocompositos
HA/CS.
Figura 18: Grafico Tens&o x deformagéo.
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A Tabela 6 apresenta os valores obtidos no ensaio de flexao.
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Tabela 6: Valores obtidos nos ensaios de flexao.

Amostra Tensao Maxima (MPa)
HA/CS 37,8503
HA/CS 47,4009
HA/CS 46,3188
HA/CS 41,9902
HA/CS 37,7622
HA/CS 56,3476
HA/CS 47,3254
HA/CS 42,2418
Média 44 6547

Desvio Padrao 6,1049

Analisando a Figura 19 e a Tabela 6, podemos perceber gque os
biocompdsitos apresentaram um valor médio para resisténcia a flexao de 44,65
MPa, aproximando-se do valor minimo obtido em osso cortical © qual deve
apresentar valores na faixa de 50 — 150 MPa (HENCH, WILSON, apud,
RAMALHO, 2006). No entanto, se compararmos com o osso trabecular, que
apresenta valores na faixa de 10 - 20 MPa, podemos dizer que os
biocompodsitos obtido apresentaram valores acima dos desejaveis para

aplicagdo como substituinte para osso trabecular.

5.8 Ensaio de Compressao

A Figura 19 ilustra os resultados do ensaio de compressdo dos

biocompésitos HA/CS.
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Figura 19: Gréafico Tensdo x Deformacao.

70 =

s w n
(=] o (=]
1 | 1 A

Tenséo (MPa)
8
1

20 -

10 <

Deformagao (%)

A Tabela 7 mostra os resultados dos ensaios mecanicos de compressdo em
todas as 08 amostras dos biocompésitos.

Tabela 7: Valores obtidos nos ensaios de compresséo.

Amostra Tens&o Maxima (Mpa)
HA/CS 47,49589
HA/CS 51,33118
HA/CS 49,14216
HA/CS 64,52275
HA/CS 51,86507
HA/CS 41,43438
HA/CS 63,23772
HA/CS 56,75664
Media 51,59813

Desvio Padrao 6,548339

De acordo com os dados obtidos na Figura 20 e na Tabela 7, observa-se

gue os biocompdsitos densos apresentaram resisténcia a compressdo media
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em torno de 51,59 MPa, menor que valores de resisténcia média encontrada no
0sso humano compacto citada por (YANG, LEONG, DU et al., 2001) entre 130
a 180MPa e, maior que o0 0ssO esponjoso com valores de resisténcia a
compressao entre 4 a 12 MPa.

O tecido 6sseo, segunda a literatura apresenta valores de resisténcia a
compressdao como segue: REILLY e BURSTEIN (1975) encontraram 105 Mpa
em teste longitudinal e 131 Mpa em compressdo e 131 Mpa em compressao
transversal. Acredita-se que o método de manufatura pode ser ajustado para
conseguir valores superiores de resisténcia a compressao, por exemplo, com o
aumento da carga na prensagem isostatica ou com o aumento da fase

polimérica.

UFCG/BIBLIOTECA/BC |
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6 CONCLUSOES

o Desenvolveu-se uma efetiva, técnica de manufatura de biccompésitos
rigidos de HA/CS, baseada na prensagem isostatica da massa obtida
através da adigdo de pés de HA na solugdo de quitosana;

+ Na analise de difragdo de raios X (DRX) observou-se que nio houve
alteragao significativa do perfil da cristalinidade HA com a incorporacdo
da quitosana;

e A analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) do biocompdsito
HA/CS, indicou que houve uma boa dispersao das particulas de HA na
quitosana com a presenga de pequenos poros na superficie da amostra.
Na imagem do biocompdsito calcinado, verificou-se que apoés o
tratamento térmico a 900°C a quitosana foi eliminada deixando espacgos
vazios na estrutura, resultando em um material poroso;

e (Observou-se na analise por espectroscopia nc infravermetho com
transformada de Fourier (FTIR) bandas caracteristicas da hidroxiapatita,
como também bandas que caracterizam uma interagdo entre a
quitosana e a hidroxiapatita, como a banda em torno de 1050cm

e Os testes de citotoxicidade mostraram que o0s biocompositos de
hidroxiapatita/quitosana, podem ser aplicados sem causar reagdes
adversas em tecidos celulares, ou seja, o0 processo de obtengdo e
moldagem né&o interferiu no potencial citotéxico do material;

¢ Os valores de resisténcia mecéanicas estiveram entre os valores
reportados em literatura de osso cortical € 0sso esponjoso. A resisténcia
mecanica obtida nas diversas condigbes de processamento permite seu
uso para substituicio de osso esponjoso;

* Ao combinar as propriedades de ambos compostos, a ceramica bioativa
e o polimero reabsorvivel, um biocomposito com estas propriedades
pode ser considerado um produto promissor para utilizagdo na
reparagao dssea.

» O meétodo de manufatura pode ser ajustado para conseguir valores
superiores de resisténcia a compressao e flexdo, como por exemplo, o

aumento na prensagem isostatica.



59

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que os
biocompositos obtidos apresentaram, do ponto de vista morfolégico,
caracteristicas densas, ndo apresentaram toxicidade, mantiveram suas
carateristicas cristalograficas, demonstraram interagdo entre os
compostos e apresentaram propriedades mecanicas que se enquadram
entre os valores reportados para osso cortical e esponjoso, no qual
permite uma aplicagao para substituicdo de 0osso esponjoso.
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