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RESUMO

A cada ano pesquisadores vém buscando, cada vez mais, desenvolver ou
aperfeicoar materiais que minimizem problemas de salide e promovam ou auxiliem a
regeneragdo ossea. Os biomateriais permitem desenvolver produtos que atendam
as necessidades do organismo de forma a auxiliar nos processos reconstrutivos e
consequentemente melhorar a qualidade de vida da populagdo. A quitosana, devido
as suas caracteristicas de  biodegradabilidade, biofuncionalidade e
biocompatibilidade, tem despertado interesse dos pesquisadores no intuito de obter
novos materiais e quando aplicada a Biomedicina, se torna um biomaterial que
favorece a incorporacdo de outros materiais como a apatita que esta presente nos
0ssos e a vitamina E que potencializa ¢ compésito pois tem o poder de auxiliar na
regeneracdo de tecidos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver filmes
biodegradaveis de quitosana/fosfato de calcio-apatita com incorporagao de Vitamina
E para ulilizagdo como biomateriais. Nesta pesquisa os compdsitos de
quitosana/apatita (1, 3 e 5%) com e sem vitamina E (proporgédo de 15 mg por filme)
foram preparados e caracterizados por Difragdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia
na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Molhabilidade por
Angulo de Contato, Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva
de Raios X (EDS), Microscopia Optica (MO), Ensaio de Biodegradagio Enzimatica,
Ensaio de Citotoxicidade e Determinagdo da Produgdo de Oxido Nitrico. A técnica
de DRX mostrou que a incorporagdo da vitamina E e da apatita alteraram o perfil
semicristalino da membrana de quitosana tornando-a mais cristalina. Com a técnica
de FTIR foi constatado que a adicdo de vitamina E e de apatita nas membranas de
quitosana nao alteraram os grupos funcionais caracteristicos da quitosana. A analise
de Molhabilidade por Angulo de Contato indica hidrofilicidade dos compésitos. Os
elementos quimicos presentes na quitosana, vitamina E e apatita assim como nos
compdsitos foram detectados pela técnica de EDX. Por meio das técnicas de MO e
MEV, foi possivel observar gue ocorreu a incorporagac da apatita e da vitamina E na
membrana de quitosana e ainda mostrou a presenca de particulas granulares de
tamanhos e formas variadas. Pdde-se concluir com os resultados de DSC que a
apatita ndo alterou estabilidade térmica da quitosana ao contrario da vitamina E que
aumentou a estabilidade do compésito e a mesma, diferente dos outros elementos,
apresentou dois picos endotérmicos. Os ensaios de biodegradagio apontaram que
as membranas sdo biodegradaveis principalmente na presenga da lisozima. O
ensaio de MTT e NO confirmaram a biocompatibilidade, pois os compdsitos
demonstraram pouca ou nenhuma citotoxicidade. Fundamentado pelos dados
obtidos neste trabalho & possivel concluir gue a membrana de quitosana-vitamina E
com 1%, 3% e 5% de apatita apresenta viabilidade para ser utilizado como
biomaterial na regeneragao ossea.

Palavras - chave: Quitosana. Fosfato de Caicio. Vitamina E. Regeneragao.
Biomaterial.



ABSTRACT

Each year researchers have sought increasingly to develop or refine materials that
minimize health problems and promote or assist bone regeneration. The biomaterials
allow developing products that meet the needs of the body in order to aid in
reconstructive procedures and consequently improve the quality of life. Chitosan, due
to its characteristics of biodegradability, biocompatibility and biofunctionality, has
aroused the interest of researchers in order to obtain new materials and when
applied to biomedicine, becomes a biomaterial that encourages the incorporation of
other materials such as apatite which is present in bones and vitamin E which
maximizes the composite because it has the power to assist in tissue regeneration,
promoting the regeneration of bone defects. This study aimed to develop
biodegradable films of chitosan / calcium phosphate apatite-incorporated with
Vitamin E for use as biomaterials. In this study the composites of chitosan / apatite
(1, 3 and 5%) with and without vitamin E (15 mg proportion of film) were prepared
and characterized by X-ray diffraction (XRD), spectroscopy Transform Infrared
Region Fourier spectroscopy (FTIR), Contact Angle Wettability by, Analysis of
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Scanning Electron Microscopy (SEM),
Energy Dispersive Spectroscopy X-ray (EDS), optical microscopy (OM), Assay
Enzymatic Biodegradation , Assay and Cytotoxicity Determination of nitric oxide
production. The technique XRD showed that incorporation of vitamin E and semi-
crystalline apatite alter the profile of chitosan membrane making it more crystalline.
With the FTIR technigue was found that addition of vitamin E and apatite membranes
of chitosan did not alter the functional groups characteristic of chitosan. The analysis
by Contact Angle Wettability indicates hydrophilicity of the composites. The
chemicals present in the chitosan and vitamin E as well as the apatite composites
were detected by the technique of EDX. Through the techniques of OM and SEM, it
was possible to observe that the incorporation of apatite and vitamin E in the
chitosan membrane and also showed the presence of granular particles of varying
sizes and shapes. We conciude with the results of DSC that apatite did not alter the
thermal stability of chitosan unlike that of vitamin E increased the stability of the
composite and the same, unlike other elements, presented two endothermic peaks.
The biodegradation testing showed that the membrane is biodegradable especially in
the presence of lysozyme. The MTT assay and confirmed NO biocompatibility,
because the composites showed little or no cytotoxicity. Fundamentado by data
obtained from this study it can be concluded that the membrane of chitosan-vitamin E
with 1%, 3% and 5% apatite shows viability for use as a biomaterial in bone
regeneration.

Keywords: Chitosan. Calcium of Phosphate. Vitamin E. Regeneration. Biomaterials.
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1 INTRODUGAO

A medicina busca cada vez mais tratar problemas relacionados i regeneragao
Ossea e de tecidos buscando minimizar traumas cirdrgicos e algumas doencas
Osseas. Esses problemas de salide junto & populagéo tém levado pesquisadores, a
procura de materiais que possam substituir de forma apropriada os o0ssos
danificados ou reconstitui-los (KAWACHI, et al.,2000).

O avango da tecnologia dos biomateriais permitiu desenvolver materiais que
atendessem as necessidades do corpo de forma a auxiliar nos processos
reconstrutivos de partes desse corpo, incrementar tratamentos e melhorar a
qualidade de vida dos seres humanos. Um exemplo sdo 6rgaos artificiais utilizados
para aumentar o tempo de vida dos pacientes, principalmente quando o transpiante
de 6rgdo torna-se invidvel (DEE, PULEQ, BIZIOS, 2002 e HENCH, 20086).

A condigdo fundamental para que qualquer material sintético ou natural seja
utilizado como biomaterial € minimizar os processos inflamatérios e ndo proporcionar
reagdes indesejaveis no corpo. Esta propriedade elementar ¢ conhecida como
biocompatibilidade. Um biomaterial deve resistir/suportar solicitacbes quimicas,
térmicas e mecanicas sem substancial detericracdo e também, ndo deve alterar o
meio bioldgico, propriedade esta denominada de biofuncionalidade (PARK, LAKES,
2007).

A partir da necessidade de regeneracgao, reparo e crescimento de tecido em
areas afetadas por lesbes ou doengas surgem os biomateriais. Esses materiais
possibilitam a formagdc de novos tecidos para serem incorporados no sistema
biolégico e utilizados para reparar, repor e induzir crescimentos de tecidos naturais
(RATNER, 2005).

A quitosana € um polissacarideo natural, obtido através da desacetilagio da
quitina, predominantemente encontrada em carapacas de crustaceos, composta de
B-(1->4)-D-glicosamina e B-(1->4)-N-acetil-D-glicosamina (SANTOS et al.,2006;
HEJAZI; AMIJI, 2003;). Devido as suas caracteristicas a quitosana é bastante
utilizada na biomedicina, na industria de cosméticos, na agricultura como fibra téxtil
e no tratamento de agua. Na Biomedicina ela atua como um biomaterial que
favorece a reconstituicdo fisiolégica da pele (BIAGINI, et al., 1992) e auxilia na
reducio do processo inflamatério (HELOU et al., 2008).
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Por sua vez os fosfatos de cdicio sdo materiais ceramicos utilizados como
Biomateriais em reposicdo e regeneragdo Ossea, devido a apresentarem
biocompatibilidade, bioatividade, osteocondutividade e também permitirem a
proliferagdo de ceélulas ésseas, proteinas e coldgeno em suas superficies,
possibilitando desta forma a regeneragio tecidual (APARECIDA, 2007).

A vitamina E, possui propriedade anti-inflamatéria, cicatrizante e regenerante.
Devido a essas caracteristicas ela vem sendo utilizada para regenerar tecidos
lesados do corpo (RINZLER, 2011).

Visando a potencialidade dos biomateriais, esta dissertagdo teve como
objetivo o desenvolvimento de filmes hibridos de quitosana/apatita com adicdo de
vitamina E. Dessa maneira utilizar-se-a4 o compdésitos como meio regenerativo para
0SS0S uma vez que a quitosana atraves de suas caracteristicas permite ser
transformada em filmes biodegradaveis que sdo absorvidos com maior facilidade
pelo organismo, favorecendo a introdu¢do dos fosfatos de caicio {(apatita) para
regeneragéo ossea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver filmes biodegradaveis de quitosanaffosfato de célcio (apatita)
com incorpora¢ao de Vitamina E.

2.2 Objetivos Especificos

o Estabelecer metodologia para confeccdo de filmes hibridos de
quitosana/apatita incorporando vitamina E;

« Comparar as membranas quanto as suas propriedades quimicas,
morfolégicas e térmicas;

+ Realizar e avaliar estudos de biodegradacio in vitro dos filmes;

« Correlacionar esses estudos com as propriedades morfoldgicas e quimicas
dos filmes, investigando a relag¢do destas propriedades com a
biodegradabilidade e propriedades bioldgicas, como citotoxicidade.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos é uma especialidade da engenharia biomédica, que
aplica os principios e métodos de engenharia e ciéncias da vida para a
compreensao fundamental das relagdes estrutura-funcdo em tecidos normais e
patolégicos de mamiferos e o desenvolvimento de substitutos para restaurar, manter
ou methorar a func¢éo tecidual (PALSSON; BHATIA, 2004).

A engenharia de tecidos possui uma caracteristica que é a regeneragédo de
tecidos e orgdos dos préprios pacientes, com boa biocompatibilidade e
biofuncionalidade, sem que ocorram problemas com rejei¢des imunes severas. Para
Isso, os materiais dos dispositivos de engenharia de tecidos devem prover as
necessidades nutricionais e biolégicas para a populacdo especifica das células
envolvidas na formagéo do tecido. O material utilizado em implantes niao pode ser
rejeitado e deve causar uma minima resposta inflamatéria, portanto, biocompativel.
Além disso, deve promover a cura e a regeneracao tecidual; e, quando necessario,
desaparecer depois de servir ao seu designio, significando que o mesmo deve ser
biodegradavel (YOON; FISHER, 2007).

A variedade de respostas celulares a diferentes materiais evidencia a
capacidade das células de discriminar quimicamente o0 suporte e de se adaptar a
ele, e de aderir ou ndo a sua superficie (ANSELME, 2000). A vantagem da
engenharia de tecidos é o ndmero reduzido de operagdes, resultandc num curto
periodo de tempo de recuperagao do paciente (LANGER, 1999).

A Engenharia de Tecidos tem surgido com o potencial de desenvolver a
reposi¢cao tecidual, se tornando uma alternativa para tratar perda ou ma fungéo de
tecidos ou 6rgdos, tendo a vantagem de ndo possuir as limitagbes das terapias
convencionais. Além disso, apresenta um importante suporte para utilizagao de
biomateriais, consistindo em um conjunto de conhecimentos e técnicas utilizadas
para a reconstrugdo de novos érgdos e tecidos e do restabelecimento de suas
funcbes. Trata-se de um campo interdisciplinar que combina conhecimentos e
tecnologia de células, Engenharia de Materiais e adequados fatores bioguimicos
para criar 6rgdos e tecidos artificiais, ou ainda, para regeneragéo de tecidos iesados.
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O material deve fornecer uma estrutura e suporte inicial para a ades3o, proliferagédo
e diferenciagdo celular, além de fornecer um meio para carrear células, fatores de
crescimento e outras biomoléculas (REIS; ROMAN, 2005; GOUGH, 2007).

3.2 REGENERAGAO OSSEA

O tecido 6sseo possui uma alta capacidade de reparagio espontanea quando
lesionado, repondo togo apés um pequeno intervalo de tempo, toda a porgao perdida
(TAGAR, 1997). No entanto, em alguns casos, onde os mesmos ndo tém a
capacidade de se repararem espontaneamente, ha a necessidade de se utilizar
diversas técnicas cirlrgicas, na tentativa de reparagdo da deficiéncia éssea
(RESTREPO, 1998). O tecido 6sseo é uma forma altamente especializada de tecido
conjuntivo, onde a matriz extracelular e mineralizada, composta por 67% de
componentes inorganicos, que tem como principal componente cristais de
hidroxiapatita (Cao(POa4)s(OH)2), que tem a fungéo de rigidez, porém mantem algum
grau de elasticidade, devido aos seus 33% de matriz orgénica, dentre os quais 28%
referem-se ao colageno do tipo | e 5% de proteinas ndo colagénicas, como a
osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas, proteoglicanas e  proteinas
morfogenéticas osseas (BMP’s) (TEM CATE, 1998).

Pode-se encontrar basicamente quatro tipos de células no tecido 6sseo:
osteoprogenitoras; osteoblastos; ostedcitos e osteoclastos. As células
osteoprogenitoras estdo localizadas no peridsteo e no enddsteo (GARTNER; HIATT,
2007). As células osteoblastos sdo células cubdides sobrevinda das células
osteoprogenitoras, e estdo organizadas em uma camada ndo mineralizada de
matriz, que recobre a superficie 6ssea mineralizada (MARX, 1998). Os ostebcitos
sao células Osseas maduras, derivadas dos osteoblastos. Tém como fungéo
principal a manutengdo do tecido 0sseo, pois apresentam prolongamentos
citoplasmaticos unidos por jungdes comunicantes (canalicuios) formando um
complexo necessario @ manutenco e vitalidade da matriz. £ por Gltimo, as células
osteoclastos sao células grandes multinucleadas, formadas pela fusdo de células
mononucleares (JUNQUEIRA, 2005; GARTNER, 2007; MARX, 1998; TEN CATE,
1998).

A formagdo do tecido &sseo ocorre de duas formas: indocondral e

inframembranosa. Na ossificagdo indocondral ocorre um adensamentro de células
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mesenquimais, que diferenciam-se em células cartilaginosas formando um molde de
cartilagem hialina. Na ossificagdo intramembranosa faz-se diretamente dentro de um
tecido mesenquimatoso, ou seja, células progenitoras que diferenciam-se em
osteoblastos, que secretam matriz 6ssea formando uma malha de espiculas e
trabeculas dsseas (JUNQUEIRA, 2005; TEM CATE, 1998). Independente da
ossificagdo pela qual o osso é formado, o tecido resultante é sempre o mesmo,
sendo que histologicamente existem dois tipos de tecidos 6sseos: primario e
secundario, tais tipos possuem a mesma célula apresentando apenas a diferentes
orientacbes das fibrilas do coldgeno (BUSER, 1994). Ao microscopio existem duas
formas de ossos: esponjoso (medular) e cortical (compacta). O esponjoso apresenta
uma matriz organizada em trabéculas, formando assim angulos retos; enquanto que
no cortical, a matriz do colageno esta organizada em forma de lamelas concéntricas
geralmente ao redor de um canal vascular central (MARX, 1998).

A regeneragdo dssea nac € somente um processo bioldgico. Ela também
depende de fatores elétricos, bioquimicos e mecanicos, que sdo de grande
importancia na regeneracao e na manutengdo do osso vivo (PASCHOAL et al.
2003).

3.3 0SS0

O osso desempenha trés fungdes no organismo, designadamente: mecanica,
protetora e metabdlica (CUMMINGS, 2002). O esqueleto é dividido anatomicamente
em dois tipos: 0sso cortical ou compacto e osso trabecular ou esponjoso. O 0sso
cortical equivale & cerca de 85% da massa Ossea e um tergo do volume do
esqueleto. Consiste em uma camada compacta e densa que se localiza na regiao
externa dos o0ssos longos apresentando diversas lamelas intensamente
empacotadas (6steons), na forma de dutos cilindricos, dispostos paralelamente ao
eixo principal nos 0ssos longos, e é envolvido por um tecido conjuntivo denominado
peridsteo rico em coldgeno e células osteoprogenitoras (LIFE, 2002). A Figura 1
ilustra as partes do 0ss0.
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Figura 1 - Estrutura do osso longo com uma ampliagdo do osso cortical
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Fonte: LIFE, 2002.

O osso trabecular equivale a cerca de 15% da massa 6ssea e dois tergos do
volume total do esqueleto. E encontrado principalmente nas epifises dos ossos
longos (Figura 2) e nos ossos chatos, sendo coberta por uma camada unicelular
chamada Endésteo (SIMOES et al., 1995). A estrutura do osso é formada por
hidroxiapatita, colageno, pequena quantidade de proteoglicanos, proteinas né&o-
colagenas e agua. A matriz ssea & constituida de duas partes: a inorganica:
responsavel principalmente pela resisténcia a compressao e rigidez; e a organica,
que fornece resisténcia a tragdo (DOBLARE; GARCIA; GOMEZ, 2004).
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Figura 2 - Osso cortical e Osso trabecular. Arranjo da hidroxiapatita carbonatada e colageno na forma
dos tecidos duros.
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Fonte: VALLET-REGI CONZALEZ- CALBET, 2004.

3.4 BIOMATERIAIS

Entende-se por Biomateriais qualquer material usado na substituicdo de partes
ou fungé@o do corpo humano de forma segura e fisiologicamente aceitavel. Um
biomaterial € um material sintético ou natural usado para substituir parte de um
sistema vivo ou para funcionar em intimo contato com tecido vivo. Tem como
objetivo fundamental melhorar a satde humana, restaurando a funcdo dos tecidos
vivos naturais e 6rgdos do corpo, para isto € importante a compreensdo das
relagbes entre as propriedades, funcbes e estruturas dos materiais bioldgicos
(PARK; LAKES, 2007).

Novos materiais vém sendo desenvolvidos a cada dia e as aplicagbes de
materiais ja existentes surge como opg¢éao viavel e importante para as mais diversas
areas do conhecimento. Na Ciéncia dos Materiais, vem sendo mais evidente a
necessidade de se lidar com materiais que possibilitem a obtengéo de produtos que
atendam as necessidades humanas, com a maxima qualidade e desempenho, ao
menor custo possivel. E importante mencionar que, durante muito tempo, os
biomateriais raramente eram desenvolvidos para substituir ou tratar 6rgdos ou
fungbes do corpo. Grande parte desses materiais era estudada para aplicagbes
tecnolégicas tais como, estruturas, revestimentos e equipamentos, mas a
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aplicabilidade na medicina fez com que esses materiais fossem transformados ou
melhorados para tais fins (DOBRZANSKI, 2008).

A selegdo de biomateriais é baseada principalmente na aplicagdo a que se
destina. Para dispositivos de aplicages em tecidos moles, os materiais se propdoem
a aumentar ou redefinir o tecido, por exemplo: implantes de seios e implantes
faciais. Em aplicagbes ortopédicas e odontolégicas, os materiais sd0 componentes
de implantes estruturais (proteses de juntas e implantes de raiz de dentes) ou séo
usados para reparar defeitos 0sseos (parafusos, placas e pinos inseridos em 0ss0)
(PARK LAKES, 2007).

De forma didatica os biomateriais podem se classificados em trés categorias de
acordo com o comportamento biolégico: Bicinertes: Sa0 materiais que desenvolvem
minima resposta do tecido bioldgico; Bioativos: S3o materiais que estimulam o
crescimento de tecidos a partir de sua superficie e Bioabsorvivéis: S3o materiais que
apés a degradacado séo absorvidos pelo organismo e que neste periodo induzem a
formacao de tecido (PARK; LAKES, 2007).

Os biomateriais reabsorviveis tem como caracteristica mimetizar um tecido
lesado, e eliminar a necessidade de um segundo procedimento cirdrgico para
retirada do implante. Tal fungdo € conseguida quando a taxarazdo de
biodegradacdo do material ocorre em periodo suficiente para a formagao de um
novo tecido. A capacidade de reabsorgao de um biomaterial esta relacionada com a
biocompatibilidade apresentada pelo mesmo (SANTOS; JUNIOR; WADA, 2007).

Para que o biomaterial execute, de forma devida, a sua fung¢ao bioldgica, o
mesmo deve ser utilizado em intimo contato com os tecidos do individuo e possuir
caracteristicas como: biocompatibilidade, previsibilidade, aplicabilidade clinica,
auséncia de riscos transoperatorios e sequelas pos-operatdrias minimas,
estabilidade quimica e biolbgica, resisténcia mecéanica e elastica adequada. Que néo
seja carcinogénico ou pirogénico (SERVICE, 2000; BOSS, 1995).

A biocompatibilidade de um material € a capacidade gue ele possui de
apresentar resposta apropriada quando aplicado, ndoc causando reagées
inflamatérias acentuadas, reagdo de corpo estranho ou mesmo toxicidade. Ela gira
em torno da interagdo celular com o biomaterial. Sendo o material ideal para
executar a fungdo desejada, aquele que € absorvido, sendo substituido por tecido
natural. Deste modo, polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse para a
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comunidade da engenharia biomédica (SANTOS JUNIOR e WADA, 2007). A Tabela
1 ilustra alguns materiais sintéticos e algumas das suas muitas aplicagoes.

Tabela 1- Aplicagdes Quimicas dos Biomateriais

Biomaterial

Vantagens Desvantagens Aplicagées
Paolimeros Elasticidade, facil Baixa resisténcia Suturas,
Polietileno fabricagao, baixa mecanica, artérias,
PTFE densidade. degradagao maxilofacial,
Paoligstar dependente do cimento, tendao
Poliuretano tempa. artificial,
PMMA oftalmologia.
Metais e ligas Alta forga de Baixa Fixagao
Ago inoxidavel tenséo, alta biocompatibilidade, ortopedica,
Ligas de titanio resisténcia ao COITRSA0 em meio implantes
Ligas de Co-Cr desgaste, energia  fisiolégico, perda dentérios.
de deformacgao alta.  de propriedades
mecanicas com
tecidos conectivos
moles, alta
densidade.
Ceramicas e Boa Baixa forga de Ossos, juntas,
vidros biocompatibilidade, tenséao, baixa dentes,
Alumina resisténcia a resisténcia valulas,
Zirconia conosao, inércia mecanica, baixa tenddes, vasos
Carbono quimica, alta elasticidade, alta sanglineos &
Fosfatos de resisténcia a densidadea. artérias
Calcio COMPressan. attificiais.
Porcalana
Vidros bicativos
Compaositos Boa Valvula
Fibra de carbone  biocompatibilidade,  Material de dificil cardiaca
Resina termofixa resisténcia a fabricagao. artificial,

Fitra de carbono
termoplastico

Fosfato de célcio-
colageno

conosao, inércia
quimica, alta forga
de tensao.

implantes de
junta de joelho.

3.5 BIOPOLIMEROS

Fonte: PARK; LAKES 2007.

Os biopolimeros sé@o polimeros ou copolimeros produzidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis (PRADELLA, 2006). Os biopolimeros
geralmente sdo classificados tendo em conta a sua estrutura, a origem, o tipo de

produgcdo bem como de processo, a sua importancia econdémica, aplicacao, etc.

(SMITH, 2005). A Figura 3 ilustra a classificagdo dos biopolimeros em relagdo a sua

origem.
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Figura 3 - Classificagao dos biopolimeros segundo a sua origem
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Fonte: AZEVEDO, (2010).

Dentre suas principais caracteristicas apresentam-se as propriedades fisico-
quimicas, sua versatilidade estrutural, que permite adequa-los a cada aplicagao
especifica, baixo custo de fabricagdo de dispositivos, a diversidade de polimeros
sintéticos e naturais e a relativa facilidade de obtencdo. Além de serem
funcionalmente ativos, ou seja, cumprirem com sucesso suas fungdes dentro do
corpo, os polimeros usados como biomateriais devem ser biocompativeis (RATNER
et al., 2005; JALILI et al., 2009). O biomaterial polimérico € desenvolvido de forma a
suportar fisicamente e mecanicamente as células, no organismo hospedeiro. Sua
funcdo é proporcionar suporte para o crescimento celular e adicionalmente servir
como substituto estrutural do tecido original até a formacao do novo tecido e sua
reabsorgcao completa (BARBANTI, 2005).

3.5.1 - Quitosana

3.5.1.1 Origem

A quitosana é um biopolimero hidrofilico, natural, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel, de grande importancia econdmica e ambiental, obtido a partir da
quitina, material existente principalmente nas carapacas de crustaceos, e que
representa o segundo polissacarideo mais abundante na natureza. E originada a
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partir da reagdo de desacetilagido parcial de quitina, geralmente por tratamento
alcalino (SPIN et al, 2008).

A quitosana possui 0s grupos funcionais: N-acetil, amino, hidroxila primaria e
secundaria. A quitcsana é oblida pela desacetilagio da quitina, mais
especificamente do carbono 2 do segundo mondmero. Para obter tal material, a
quitina deve ser processada em solugdo de hidréxido de sédio a 40% (m/v), durante
um periodo medio de trés horas, a uma temperatura de 1202 C. Dessa maneira, para
a obtencao de 1 kg de quitosana desacetilada a 75%, a partir de cascas de
camarao, sao necessarios cerca de 6,3 kg de HCI para desmineralizacédo, 1,8 kg de
NaOH para desproteinizacio e desacetilagdo, e 1,5t de agua para a ocorréncia total
das reacdes. Diferentes graus de desacetilagcdo da quitosana sdo obtidos com a
variacao do tempo e da concentra¢do do banho de hidréxido de sddio utilizado, além
da temperatura em que a reagao ocorre. De acordo com o grau médio de acetilagéo
(GA), parametro empregado para caracterizar o conteGdo médio de unidades
N-acetil-D-glicosamina de quitina e quitosana, podem-se obter diversas quitosanas
variando-se, assim, suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e
viscosidade. A percentagem de unidades de glicosamina (mondémeros
desacetilados) em uma molécula polimérica de quitosana ou quitina € denominada
Grau de Desacetilagdo (GD). O GD varia com a fonte de quitina e com o método de
processamento. A desacetilagdo feita normaimente no estado sélido promove a
obtengdo de uma estrutura irregular, devido a natureza semicristalina do polimero
inicial (CAMPANA FILHO et al., 2007).

Quimicamente o GD da quitosana tem influéncia sobre algumas de suas
propriedades, tais como, a relagao hidrofilicidade/higrofobicidade, capacidade de
reticulagdo na presenca de determinados agentes de entrecruzamento, solubilidade
e viscosidade de suas solugdes (GONSALVES et ai.,, 2011).

3.5.1.2 Estrutura da Quitosana

A quitosana €& composta de B-(1->4)-D-glicosamina e B-(1-2>4)-N-acetil-D-
glicosamina que significa: B corresponde & estrutura cristalina (as cadeias
pertencentes a diferentes lamelas dispdem-se paralelamente, o que dificuita o
estabelecimento de ligagbes hidrogénio intermoleculares envolvendo cadeias de

lamelas adjacentes e resulta em material menos densamente empacotado); 1 € 4
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sao as posigcoes enumeradas assim, devido aos grupos funcionais presentes nessas
posicoes; D significa dextrogeno termo da isomeria Gptica em que a luz polarizada é
desviada para direita, em um carbono assimétrico (por possuir, quatro elementos
distintos conectados e esse carbono) e quando o feixe incide sobre um dos
enantibmeros, provoca uma alteragdo desvio da luz (BRUCE,2006).

No estado sdlido, a quitosana & um polimero semicristalino. Sua morfologia tem
sido muito investigada, e muitos polimorfismos sdo mencionados na literatura.
Cristais de quitosana sdo obtidos usando-se a desacetilagdo completa da quitina de
baixo peso molecular (CARTIER, 1990). A Figura 4 ilustra o esquema resumido da
desacetilagao da quitina, originando a quitosana.

Figura 4 - Esquema de desacetilagao da quitina, originando a quitosana

: ?H OH
OH CH, I
éHz ; /' - EH CH,
H/L—---O 1 \J _ NaOH P I
1 \ / "-h |
/H N OfNoH H/| - Desacetiagdo HA %o KF o
\"'\!J OH | \'_-_'r ! ¢ { ,/’
™ 3 . H NH ~J\oH H/ -
[N /=0 T + I
e y - NH,
== / S n
O Quitosana

Fonte: Adaptado de STAMFORD, 2006.

A célula unitaria contém duas cadeias antiparalelas de quitosana e nenhuma
molécula de agua (OGAWA, 1991; 1992). Este biopolimero possui trés grupos
reativos funcionais, um grupo amino na posigdo C-2, e duas hidroxilas, uma primaria
e outra secundéaria, nas posicoes C-3 e C-6, respectivamente (FURUSAKI et
al.,1996). A Figura 5 ilustra a estrutura quimica da quitosana.
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Figura 5 - Estrutura quimica da quitosana

PR CH2OH

H
OH

quitosana

Fonte: MAJETI; KUMAR, 2000.

A aplicagdo da quitosana esta associada a sua massa molar; a partir deste
par&metro pode ser atribuido um uso diferente para a quitosana, ainda podendo ser
classificada como baixa massa molecular (<100 kDa), de média massa molecular
(100 a 300 kDa), e de alta massa molecular(>300 kDa) (KIM; RAJAPAKSE, 2005). A
grande quantidade de pontes de hidrogénio intermolecular e intramolecular nas
moléculas de quitosana influenciam na semicristalinidade do polimero (RINAUDO,
20086).

3.5.1.3 Propriedades Fisico-Quimicas e Biol6gicas da Quitosana

A quitosana, que é um polimero natural, vem se destacando como polimero
biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus produtos de degradagédo sdo atéxicos, ndo
imunogénicos e nao carcinogénicos (MUZZARELLI et al., 1997). Também
considerada um polissacarideo com alto teor de nitrogénio sendo insollvel em agua
e em solventes organicos (ABRAN; HIGUERA, 2004).

As propriedades fisicas da quitosana como a cristalinidade, degradagédo e
energia superficial variam de acordo com o grau de desacetilagdo (MAJETI; KUMAR,
2000). Porém, as propriedades da quitosana ndao dependem apenas do seu grau de
desacetilagcdao, mas, também da distribuicdo média dos grupos acetil ao longo da
cadeia principal, além do seu peso molecular (KUBOTA, 1997; RINAUDO, 2006). A
solubilidade é um parametro dificil de ser controlado e esta relacionada diretamente
com a desacetilagdo, a concentragdo iénica, pH, natureza do acido usado para a
protonagao e a distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia, bem como, das
condigbes de extragdo e secagem do polissacarideo. A solubilidade da quitosana é
normalmente investigada dissolvendo-se em solugdo de A&cido acético 1% ou
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0,1 Mol/L (RINAUDO, 20086). Em altos valores de pH os grupos amino da quitosana
sdo desprotonados e seu par de elétrons reage com aideidos, 4cidos, anidridos,
epoxidos que sdo reagentes eletrofilicos (CHAO et al., 2004). A quitosana é um
biopolimero catidnico com alta densidade de carga (uma carga positiva por residuo
glicosamina). Como agente de floculacdo interage com moléculas de carga
negativas e tem propriedade de adsorgdo (CRINI; BADOT, 2008). Como a quitosana
se trata de um polissacarideo, sofre degradagdo quando em solugdo quebrando as
ligagbes do complexo polimérico e os componentes da agua sédo incorporados aos
fragmentos resuitantes (TOMIHATA; IKADA, 1997).

A atividade antimicrobiana esta relacionada a presenga de grupos aminicos
que, uma vez em contato com os fluidos fisiolégicos, se ligam a grupos anidnicos
dos microrganismos, resuitando na aglutina¢ao das céluias microbianas e inibicao
do crescimento (CLEASEN; WHILHELMS; KULICKE, 2006). O mecanismo da
atividade antimicrobiana da quitosana esta intimamente relacionado as propriedades
fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da membrana do microrganismo
(SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). Suas propriedades antimicrobianas atuam na
separacao e recuperagio de microrganismos de suspensodes celulares (HIROUYUKI
et al., 1998).

Dentre as propriedades biolégicas encontradas na quitosana estdo:
biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade, além de ser atéxico e
produzido por fontes naturais e renovaveis. A biodegradabilidade € devido a
metabolizacdo da quitosana por algumas enzimas humanas, como por exemplo, a
lisozima. Essa propriedade condiz com um dos requisitos primarios de um processo
de biodegradacdo, que & ser susceptivel a uma reacao de hidrélise enzimatica
(CAMPANA; SIGNINI, 2001; TRIPLETT et al., 2001; SENEL; MCCLURE, 2004;
BETTINI et al., 2008). A quitosana tem facilidade de formar filmes e membranas,
permitindo aplicagées nas mais diversas areas (BERGER et al., 2004).

3.5.1.4 A Quitosana como Biomaterial

A quitosana é uma substancia que tem a capacidade de formar interacdes
quimicas com materiais hidrofébicos e anidnicos {BIAGINI et al., 1992). Como
biomaterial, é aplicada em lentes de contato, membranas artificiais, cicatrizante,

agente hemostatico, tratamento de lesdes de pele, bactericida e fungicida (DALLAN,
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2005). Devido a sua flexibilidade e resisténcia a tensdo, a quitosana é usada em
curativos como, por exemplo, de queimaduras. Por ser um componente
hipoalergénico auxilia na cicatrizagéo, pois acelera a reposigao celular, recuperando
com maior rapidez tecidos lesados (HIROUYUKI et al., 1998). A atividade da
quitosana sobre as biomoléculas é facilitada pela diferenga de cargas elétricas que
ocorre na superficie das duas estruturas. A quitosana é um polimero que se
comporta como um polieletrdlito, ou seja, apresenta uma alta densidade de carga
(DALLAN, 2005). A quitosana tem apresentado propriedades cicatrizantes e
antimicrobianas, provavelmente atribuido as caracteristicas de seus produtos de
degradacdo enzimatica, os oligbmeros de N-acetil-D-glicosamina, que séao
totalmente absorviveis pelo organismo (DALLAN, 2005; FRAGA et al., 2006). Por
nao ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura guimica
ser similar a da celulose, a quitosana 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., 1897).

3.5.2 Vitamina E

As vitaminas sao um grupo de compostos organicos complexos que sao
essenciais para o funcionamento normal e as reacdes metabdlicas no corpo. As
vitaminas ndo sdo utilizadas como uma fonte de energia ou tecido estruturais
componentes, mas sim como cofatores ou coenzimas em reagdes bioquimicas. As
vitaminas sao divididas em duas categorias com base na sua solubilidade, em
aquelas sol(iveis em solventes de gorduras e as solluveis em agua (U.S, 2006). As
vitaminas soliveis em gordura sdo as vitaminas A, D, E, e K. As vitaminas soluveis
em agua incluem vitamina C, vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina,
vitamina B6, folato, vitamina B12, acido pantoténico e biotina), e talvez de colina
(OTTEN, 2006).

3.5.2.1 Origem da Vitamina E

A vitamina E foi descoberta e caracterizada como uma nutricional solivel em

gordura, em estudos reprodutivos em ratos. Evans e Bishop publicaram
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essas observagGes em 1922. A vitamina E ativa foi isolada a partir de 6leo de
gérmen de trigo em 1936 (KURTZWEIL, 2003). Neste ponto, o grupo de pesquisa de
Evans chamou o composto a-tocoferol (a-T) de os tocos palavras gregas
(nascimento) e ferein (trazer), relativos a sua essencialidade para ratos e para jovem
uso. O sufixo ol indica que o composto é um dalcool (FDA/CFSAN, 1994). Mais fatos
marcaram a historia inicial de vitamina E como: o isolamento de B-, y-tocoferol (SS-,
y-T) a partir de 6leo vegetal em 1937 (CARLSON, 2001), a determinagdo da
estrutura do a-T, em 1938 (OFFICIAL METHODS, 2006; DRISKELL, 2004), a
sintese de a-T em 1938 (EPLER, 1993), o reconhecimento da atividade antioxidante
dos tocoferdis (KANG, 1998), o reconhecimento de que a-T foi o mais eficaz em
tocoferol prevencao da deficiéncia de vitamina E (CARLSON, 2001), o isolamento de
-tocoferol (5-T)a partir de éleo de soja em 1947 (KIMURA, 1990).

3.5.2.2 Obtencgao e Estrutura da Vitamina E

A vitamina E é encontrada em alimentos de origem vegetal e animal (WULF,
et al., 1995; ENGESETH, 1993; MONAHAN, 1990). A Vitamina E natural existe em
oito formas diferentes, quatro tocoferéis (a-, B-, y -,e 8-) e quatro tocotriendis (a-, B -,
y -, e 0-) (LITWACK, 2003). As Figuras 6 e 7 ilustram as estruturas dos Tocoferois e
Tocotriendis respectivamente:

Figura 6 - Estrutura dos Tocoferbis
B
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1 H H s-tncofarol
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Fonte: FANI, 2010
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Figura 7 - Estruturas dos Tocotriendis
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Fonte: FANI, 2010

Alfa-tocoferol é considerada a Unica forma de vitamina que € biologicamente
ativa no corpo humano. Apenas as formas estereoisoméricas 2R-(RRR-, RSR-,
RRS-, e RSS) de a - Tocoferol sdo consideradas formas ativas de vitamina E para o
ser humano. A principal fun¢do da vitamina E é a sua acdo antioxidante. Os radicais
livres s&o produzidos no corpo durante o metabolismo normal e exposicdo a varios
fatores ambientais. A capacidade antioxidante da vitamina E € perdida por oxidagao
com radicais livres, mas a vitamina E pode ser reduzida por outros antioxidantes tais
como a vitamina C, regenerando a antioxidante capacidade de vitamina E. Em carne
crua, a maior parte da vitamina E é sob a forma de a-tocoferol. Durante o
processamento, a vitamina E é perdida muito rapidamente e essa perda é acelerada
por oxigénio, luz, calor, e varios metais, principalmente ferro e cobre, e pela
presenca de radicais livres na gordura que pode iniciar auto-oxidagao (FANI, 2010).

3.5.2.3 Propriedades da Vitamina E

Além da sua atividade antioxidante, a vitamina E tém efeitos anti-aterogénicos
e anti-inflamatéria através da modulagdo de algumas sinalizagbes moleculares
(MASTALOUDIS, 2006). A vitamina E (tocoferol) & conhecida por ser um
antioxidante natural que previne o dano celular ao inibir a peroxidagao lipidica, a
formacgdo de radicais livres e doengas cardiovasculares. Ela inibe a formacdo de
marcadores inflamatérios e reduz danos inflamatérios (JIANG; AMES, 2003).
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Também € parcialmente responsavel pela regeneracdo de todos os tecidos do

corpo, incluindo sangue, pele, ossos, misculos e nervos (RINZLER, 201 1).

3.6 BIOCERAMICAS

O uso de biomateriais para substituir a perda éssea tem sido uma pratica
comum ha decadas (CHOW, 2009). As ceramicas podem ser tanto sintéticas quanto
naturais e possuem muitas vantagens como biomateriais, para utilizacdo em
substituicio ao tecido oOsseo, como: sdo estruturalmente semelhantes ao
componente inorganico do 0sso, sao biocompativeis, osteocondutivas e, nao
possuem proteinas em sua composi¢ao, 0 que proporciona auséncia de resposta
imunolégica (ABUKAWA et al., 2006), diminuindo assim © risco de rejeigdo pelo
organismo (BURG; PORTER; KELLAM, 2000}, além de possuirem um alto tempo de
degradacao in vivo (ABUKAWA et al,, 2006). As cerdmicas empregadas no corpo
humano podem ser subdivididas em trés tipos de biomateriais: inerte, biodegradavel
e bioativo. Os materiais inertes (mais estritamente quase inertes) causam resposta
de tecidos minima ou nula. Materiais ativos estimulam a ligacao de tecido vizinho
como, por exemplo, estimulo de novo crescimento 6sseo. Materiais degradaveis, ou
reabsorviveis, sdo incorporados no tecido vizinho, ou podem até mesmo ser
completamente dissolvidos apos certo periodo de tempo. (BAEHR et. al., 19985). As
bioceramicas tém sido utilizadas na forma densa e porosa (DACULS!, 19390). Apesar
do aumento da porosidade diminuir a resisténcia mecanica do material
isoladamente, a existéncia de poros com dimensbes adequadas favorecem o
crescimento de tecidos através deles, fazendo com que haja um forte
entrelagamento do tecido com o biomaterial (KAWASHI, 2000).

Suas limitagbes estdo relacionadas a sua baixa rigidez estrutural, de forma
que ndo podem ser utilizadas em regides de grande esforgo mecanico, € a sua
natureza porosa, 0 que aumenta o risco de fraturas (WAN; NACAMULI; LONGAKER,
2006). Sao amplamente indicadas na ortopedia e odontologia no reparo de defeitos
dsseos, manutencao do rebordo alveolar e como implantes ortopédicos e dentarios
(LEGEROS, 2002).
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3.6.1 Fosfato de calcio — Apatitas

O termo apatita é de origem grega, apato significa “engano” que devido ao
fato de primordialmente ter sido confundida com uma pedra preciosa, a turmalina. A
apatita € um termo geral para minerais com composigao do tipo M10(Z04)6X2, onde

diferentes elementos podem ocupar os sitios M, Z e X, como ilustra a Tabela 2
(FOQOK, 2005)

Tabela 2 - Elementos que podem ocupar os sitios atdmicos da apatita

Sitios Elementos
M Ca, Mg, Sr, Ba, Cd, Pb
Z PV, As, S, Si, Ge, C (como CO3%)
X F, C, OH, O, Br, C (como CO3?), vacancias

Fonte: Aoki, 1991

Em meio natural as apatitas podem ser encontradas, em meio biolégico &
encontrado em ossos e dentes de vertebrados na forma de fosfato de calcio. Ao
fongo dos anos biocerdmicas de fosfato de calcio vém sendo amplamente utilizadas
em aplicagbes médicas, ortopédicas e odontoldgicas, como recobrimentos ou
materiais densos para a reposigdo e reparacdo do tecido désseo, devido & sua
similaridade quimica e estrutural com a apatita bioldgica, que propicia a interacao
direta com este tecido. Uma maneira conveniente para classificar os fosfatos de
calcio é usando a razdo molar entre os atomos de calcio e fésforo, como indicado na
Tabela 3 (HATNER, 2004).
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Tabela 3 - Relagdo Ca/P das fases de apatita

Ca/P Formula Nome Quimico

1.0 CaHPO4 Mono-hidrogénio fosfato
de calcio (DCP)

1.0 CaHPO4.2H20 Mono-hidrogénio
fosfato de calcio
dihidratado
(DCPD)

1.33 Ca8(HPO4)2(P04)4.5H20 Fosfato de Octacalcico
(OCP)

1.00 Ca2P207 Pirofosfato de calcio
(CPP)

1.5 Ca3(P0O4)2 Fosfato de tricélcio
(0, G,, Ba Y) - (TCP)

1.67 Cal10(PO4)6(0OH)2 Hidroxiapatita

2.0 Ca4 P209 Fosfato de tretracalcio

133 Ca8H2(P0O4)6.5H20 Fosfato octacalcico (OCP)

Fonte: HATNER, 2004

Os fosfatos de calcio apresentam excelente biocompatibilidade e sdo bem
recebido e bem integrados pelo corpo humano quando implantados. A taxa de
solubilidade dos fosfatos de célcio € um parametro importante para seu
comportamento in vivo. A composi¢ao, tamanho do cristal e cristalinidade afetam a
taxa de dissolucdo do material. Mudancas nos parametros de rede estdo
diretamente relacionadas ao tamanho e quantidade do substituinte na rede da
apatita. A diminuicdo desses parametros conduz a uma taxa de dissolugdo maior
uma vez que com a diminuicdo do tamanho do cristalito a area superficial do
material aumenta e com isso um maior contato com os fluidos corpéreos. A
cristalinidade esta diretamente relacionada ao tamanho do cristalito, morfologia e a
distorcdo do cristal. Uma baixa cristalinidade aumenta a solubilidade do material
devido a redugdo do tamanho dos cristalitos e/ou aumento na distor¢do do cristal
(LEGEROS, 2002).

Pode-se dividir os fosfatos de calcio em duas categorias, 0s que séo obtidos
pelo método de precipitagao em solugdo aquosa proximo a temperatura ambiente e
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0S que sao obtidos por sintese térmica ou decomposi¢do (BOHNER, 2000). Logo a
seguir estéo relacionados alguns tipos de apatitas:

3.6.1.1 Hidroxiapatita

O conhecimento da microestrutura da hidroxiapatita (HA) é importante por
varios aspectos. Primeiro porque, é um dos principais componentes do tecido ésseo,
sendo assim o estudo da nucleacdo e crescimento dos cristais sob condigdes
proximas das condigdes do ambiente biol6gico (temperatura de aproximadamente
37 °C, pH 7,4 e concentragdo baixa) da a possibilidade de modelar os processos de
biomineralizagéo e desmineralizagdo, que é a remodelagao éssea. Segundo, como a
HA e um material de implante biocompativel, a determinagao da correlagao entre
morfologia e estrutura das particulas por um lado e as condigfes de crescimento por
outro, permitem definir quais condi¢gdes de temperatura, concentragido e pH seriam
fundamentais para uma sintese direta e racional que gere uma morfologia e
tamanho de particula desejado (SUVORQOVA; BUFFAT, 1999).

A hidroxiapatita [HA, Caio(PO4)s(OH)2), que corresponde o principal
componente inorganico dos tecidos duros, possui uma variedade de aplicagbes em
preenchimento e substituicdo Ossea devido a sua excelente bioatividade e
osteocondutividade (ZENOBIL,1997; LOPES, 1997). A hidroxiapatita é o constituinte
mineral natural encontrado no osso representando de 30 a 70% da massa dos
dentes e ossos (EANES, 1980). A hidroxiapatita ocorre raramente na natureza,
porém sua estrutura € similar a fluorapatita (com o grupo OH- ocupando os sitios do
F-) (LOGAN, 1995). Esses minerais ocorrem como constituintes de varias rochas
igneas e metamdrficas, especialmente em calcarios cristalinos (ELLIOT, 1994). A
principio, todas as apatitas terrestres estavam presentes nas rochas igneas. No
decorrer do tempo geoldgico, a extensa e continua lixiviagdo dessas rochas
priméarias pelas aguas tem sido uma fonte para a formacao de fosfato de calcio
biolégico, na forma de apatita Os esqueletos de algumas espécies marinhas também
sdo fontes deste mineral. Alguns contém carbonato de calcio, porém a maioria
contém fosfato de calcio (MAVROPOULQS, 1999).

Sao dois os tipos de hidroxiapatitas mais consideradas: as sintetizadas em
altas temperaturas e que apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais
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grandes, e as hidroxiapatitas sintetizadas em baixas temperaturas que apresentam
baixa cristalinidade e tamanho de cristais pequenos. A férmula da hidroxiapatita
estequiométrica € Caio{PO4)s(OH),, com razido Ca/P igual a 1,67 e é o fosfato de
calcio mais estavel e o menos solavel de todos (FULMER, 1992). A céluia unitaria
hexagonal da hidroxiapatita contém 10 ions cdlcio localizados em sitios n&o
equivalentes, quatro no sitio |, tetraédricos (Ca1) e seis no sitio Ii, octaédricos (Call)
(EANES, 1980). Os atomos de calcio e fésforo formam um arranjo hexagonal no
plano perpendicular ao eixo cristalino de mais alta simetria (ALMQVIST, 1999).

Sdo muitas as técnicas para a sintese do pé da hidroxiapatita. Um dos
métodos mais utilizado € a técnica de precipitagdo, que envolve reagdes via Umida
entre precursores de calcio e fésforo com controle de temperatura e pH da solugao.
Outro processo para a sintese de hidroxiapatita é o sol-gel, que & um método
quimico, via umida que dispensa alto vacuo e temperaturas elevadas. Como material
de implante a hidroxiapatita pode ser obtida através da desproteiniza¢do do tecido
Osseo, por tratamento hidrotérmico de corais ou ainda pode ser obtida também por
processos sintéticos tais como, precipitagdo de solugdes aquosas ou reacbes no
estado sdlido (PARK, 2007; KAYALI; GOLLER; AKIN, 2011).

A Tabela 4 ilustra as formas das hidroxiapatitas usadas na medicina e na

odontologia.

Tabela 4 - Formas das hidroxiapatitas usada na medicina e odontologia
Usos ' Formas
Matriz ou suporte para crescimento 0sseo Gréos, porosa
Osso artificial Graos, densa, porosa
Cimento ésseo P& com PMMA
Articulagbes artificiais Metal recoberto com Hap
Préteses vasculares Densa
Proteses traqueais Porosa ou densa
Terminais pericutaneos Densa
Sistema de liberagao densa Densa ou pd

Fonte: E'GUES, 2005

O grande interesse pela hidroxiapatita como biomaterial, esta relacionado por
ser a principal fase encontrada no tecido ésseo e sua alta biocompatibilidade
(OGUCHI, 1995).
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3.6.1.2 ACP - Fosfato de calcio amorfo

Os fosfatos de célcio amorfo se ddo quando sdo precipitados a partir de
solugbes aquosas supersaturadas, com pH neutro ou alcalino e uma fase amorfa e
metaestavel forma-se rapidamente nos estagios iniciais da reacdo (KIM, 2005;
ABBONA, 1996).

As fundamentais propriedades apresentadas pelo ACP s&o: possibilidade de
substituicdes catibnicas e anibnicas (apresenta caracteristica semelhante a
hidroxiapatita, porém com menor nimero de possibilidades de substituigoes,
apresentando apenas os ions Mg®* como substituintes do Ca®* e COs* e F como
substituintes do PO4*); habilidade de transformagdo a  outros fosfatos de
calcio (reconhece-se que o ACP ocorra como uma fase metaestavel nos estagios
iniciais da formacdo de fosfatos de calcio a partir de solugdes aquosas
supersaturadas, em pH neutro ou alcalino e, também, durante a mineralizagdo dos
tecidos vivos); maior solubilidade do ACP em comparagdo a HA torna-se uma
caracteristica importante para a sua utilizagdo como biomaterial, pois Ihe confere
maior velocidade de degradagao no meio biol6gico. A velocidade de degradagéo de
um material esta fortemente relacionada a osteocondutividade e desempenha papel
importante na fixagdo inicial de implantes com o tecido 6sseo (GUASTALDI;
APARECIDA, 2010).

3.6.1.3 OCP - Fosfato Octacélcico

Os fosfatos Octacalcico apresentam a férmula Ca8(HPO4)2(P0O4)4.5H20,
embora a quantidade de agua ser variavel.As principais propriedades do OCP séao:
possibilidade de substituigdes catidnicas e anidnicas (a estrutura do OCP permite a
incorporagdo de ions Cd**, Cu®* e F. Obs.: a capacidade de adsor¢do destes ions
pelo OCP é maior que a da HA e menor que do composto CaHPQ4.2H,0; O OCP
adsorve proteinas em sua superficie tao bem quanto a HA; O OCP é uma fase
metaestavel e sua transformagdo em HA é termodinamicamente apropriado, sendo
espontanea e irreversivel (HATNER, 2004; KAYALI; GOLLER; AKIN, 2011).

A utilizacdo de OCP como biomaterial vem crescendo gradativamente, pois
estudos revelam que este composto apresenta as propriedades de proliferagao
celular e osteocondutividade maiores que da HA, devido a sua maior velocidade de
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reabsorcao. A reabsorgdo do OCP estimula a regeneragdo 0ssea logo nos estagios
iniciais de aposicdo Ossea, sendo seguida pela formagdo de novo tecido dsseo.
Dessa forma, o OCP ¢ considerado um substituto dsseo mais adequado que a HA
em aplicagdes onde se requer rapida formagdo dssea (DEKKER, 2005; iIMAIZUMI,
2006).

3.6.1.4 TCP - Fosfato Tricalcico

O fosfato tricalcico — TCP, que contém férmuia Ca3(P0O4), com razdo Ca/P de
1,5, também pode ser denominado de fosfato tricaicico anidro, onde o adjetivo
anidro & utilizado para distinquir este composto dos precipitados hidratados que
possuem razdo Ca/P parecida. Podem ocorrer em 4 formas alotropicas, séao elas a-
TCP, B-TCP,y- TCP e a'-TCP.

As principais propriedades apresentada pelo TCP incluem a possibilidade de
substituicdes catibnicas a forma alotrdpica B-TCP possibilita que até cerca de 15%
dos fons Ca* sejam trocados por Mg sem mudangas significativas em sua
estrutura, originando o composto denominado de B-TCP substituido por magnésio;
As formas alotrdpicas a e B-TCP exibem a mesma habilidade de osteoconducgéo,
porém a fase a-TCP apresenta maior bioatividade, sendo este fato atribuido ao
arranjo estrutural desta fase que possibilita que maior quantidade de ions Ca®* e
PO,* sejam trocados com o meio biolégico; A utilizagdo do TCP juntamente com a
HA tem sido uma alternativa viavel para aumentar a velocidade de reabsorc¢ao da
HA. Nestes casos, a velocidade de dissolugdo da mistura HA/TCP & controlada pela
quantidade de TCP utilizado. Devido ao seu comportamento biodegradavel, o TCP
nas formas alotrépicasae B tem se tornado objeto de interesse na area de
biomateriais, sendo utilizado na ortopedia e odontologia como material de
preenchimento de cavidades e defeitos Osseos e fixagdo de tecidos moles
(KAWACHI et. all, 2000).

3.7 BIOCOMPOSITOS

Os compésitos tém surgido como uma valiosa classe de materiais de
engenharia, pois oferecem muitas condi¢gdes ndo alcangadas por outros materiais ou
podem ser usados porque sdo economicamente mais viaveis do que os materiais
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competidores. Muitos compdsitos sdo materiais bifasicos, isto &, sdo constituidos por
apenas duas fases; sendo uma denominada de matriz que é continua e envolve a
outra fase, chamada de fase dispersa ou de reforgco (AMICO, 2006). A aplicagdo
desses materiais compésitos tem sido facilitada pela introdugdo de novos materiais,
melhorias nos processos de fabricagdo e desenvolvimento de novos métodos
analiticos de teste (CALLISTER, 2002). |

Sdo formados por uma fase continua, chamada matriz, geralmente formada
por um polimero natural e sdo reforgados por fibras de diversas fontes boténicas ou
de fibras de celulose de madeiras duras e coniferas (AVEROUS; BOQUILLON,
2004; MOHANTY et al, 2005; SATYANARAYANA, 2007).

Os biocompoésitos, aqueles formados por fibras naturais e poiimeros
sintetizados por fontes renovaveis que possuem potencial para serem 0s novos
materiais do século XXI (MOHANTY et al, 2005). As propriedades dos compdsitos
dependem de alguns fatores como adesao fibra-matriz, orientagdo da fibra, volume
da fibra, etc. (CORRADINI, 2006; MATTOSO, 1997).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Certificacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais — Certbio, que esta localizado no Bloco CJ3, na
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.

A caracterizagdo bioldgica foi realizada no laboratério de Imunologia Clinica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — SP (UNESP).

4.2 MATERIAIS

+ A guitosana fornecida na forma de pd pela Sigma Aldrich -~ de médio
peso molecular com grau de desacetilagao entre 75- 85%.

» Fosfato de célcio- apatita fornecida pelo grupo Certbio

o Vitamina E DL. Alfa Tocoferol Acetato (pé) - GALENA

o O &cido acético glacial P.A., fornecido pela Vetec.

¢ O hidréxido de sédio P.A., fornecido pela Vetec.

¢ Camudongos machos Swis, procedentes do CEMIB (Centros
Multidisciplinar para Investigagdo Biolégica), 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 n2.08/2009
CEP/FCF/CAr).

o Alisozima fornecida pela Sigma Aldrich.

+ Tioglicolato de sédio (Difco Lab.Ltda).

e MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i)-2,5-difenil-tetrazdlio, Across
Organics).

o LPS (Lipopolissacaridec bacteriano derivado de E. coli, Sigma Aldrich).

« Tampdo Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline System - PBS,
Sigma-Aldrich).



4.3 EQUIPAMENTOS

4.3.1 Difragao de Raios X

Aparelho XRD-7000 Shimadzu, utilizando radiacdo Ko do cobre (1,5418 A),
tensao de 40kV e corrente 30maA.

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

Aparelho Spectrum 400 da Perkin Elmer.
4.3.3 Molhabilidade por Angulo de Contato

Aparetho gonidmetro desenvolvido por técnicos da tUnidade Académica de
Engenharia Mecénica da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG
localizado no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais - Certbio.

4.3.4 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Aparelho DSCQ20 (TA Instruments, EUA). A calibragdo do equipamento foi
feita com metal indio (99,9%) em relagdo a temperatura e entalpia. As curvas foram
analisadas em atmosfera de dinamica de nitrogénio (50mL min™).

4.3.5 Microscopia Otica (MO)

Aparelho Microscépio Optico Hirox de reflexdo e transmissdo com acessorios
2D e variagao de 50X-400X, acoplado a uma estagao de Analise de Imagens.

4.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X (EDS)

Aparelho Microscopio eletrbnico de varredura de bancada Hitachi, modelo TM-
1000, aumento maximo de 10000x, profundidade de foco de 1 mm, resolugio de 30
nm, 15 KV, baixo vacuo e pressaoc variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico,
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mesmo em amaostras nao condutoras.

Aparelho Detector de EDS acoplado ao microscépio eletrénico de bancada
HITACHI, modelo TM 1000.

4.4 METODOS

4.4.1 Preparacdo das Membranas de Quitosana-Vitamina E e Fosfato de Calcio

A solugdo de quitosana com concentragdo 1% m/v foi obtida através da técnica
de evaporégéo do solvente, pela adigdo de 10g de quitosana em p6 em uma solugéo
de 1000 mL de acido acético glacial 1% v/v, sob agita¢do constante em agitador
mecéanico — Nova Etica modelo M 110-VER-4K3 por um periodo de 20h em
temperatura ambiente a uma velocidade de 620 rpm.

Em seguida, a solugdo polimérica foi filtrada a vacuo para remogdo das
impurezas e da parte insoldvel do material.

Apds obtencdo da solugdo de quitosana, seguiu-se para a etapa de adigdo da
apatita dividindo-se a solu¢do de quitcsana em trés partes iguais que receberam
respectivamente 1%, 3% e 5% de concentracao de fosfato de célcio em relagdo a
massa inicial da quitosana. Posteriormente ocorreu a adigdo da vitamina E, sendo
assim foram adicionados 15 mg, em um volume de 30 mL da solugio de quitosana
com e sem apatita (1%, 3% e 5%). Estas adi¢gbes foram realizadas em temperatura
ambiente, sob agitagdo mecanica por 5 minutos para homogeneizagao.

Apos todas as adigoes realizadas foi retirado, um volume equivalente a 30 mL
para preenchimento de cada placa do tipo Petri e acondicionadas em estufa até
evaporag¢ao total do acido e formacao da membrana em temperatura de 50 °C por
um periodo de aproximadamente 42h.

ApGs o0 processo de secagem, as membranas foram neutralizadas com
solucdo de hidréxido de sodio 1 Mol/L por um periodo de 1h. Em seguidas as
membranas foram lavadas com agua destilada para retirada do residuo de hidrdxido
de sddio.

Depois da neutralizacdo, as membranas foram estiradas e secas por 24 h a
temperatura ambiente e, posteriormente, caracterizadas. Foram confeccionadasi10

membranas de cada tipo.
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A Figura 8 ilustra o fluxograma da elaboragdo das membranas desde o seu
processo inicial até a sua caracterizagao.

Figura 8 - Fluxograma da elaboragdo de membranas.
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3% e 5% | E (15mgfflme) = = VitaminaEe
4.5 CARACTERIZACAO

O p6 de fosfato de célcio, vitamina E em pé assim como as membranas de
quitosana pura, quitosana com as diferentes propor¢des de Apatita e Vitamina E
foram caracterizados por Difracdo de Raios-X (DRX); Espectroscopia na Regiao de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Molhabilidade por Angulo de
Contato; Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC); Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV); Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X
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(EDS); Microscopia Optica (MO); Ensaio de Biodegradagdo Enzimatica; Ensaio de
Citotoxicidade e Determinagdo da Produgdo de Oxido Nitrico.

4.5.1 Difragao de Raios X

A Difragdo de raios X (DRX) teve o objetivo de determinar o grau de
cristaiinidade. As andlises de difrag@o de raios X foram conduzidas a temperatura
ambiente. Os filmes foram examinados em um intervalo de 26 enire 10,0 e 70,0

graus a uma velocidade de 2°/min.

4.5.2 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Todas as membranas e o pé foram caracterizados por Espectroscopia na
Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). 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 650 cm™.

4.5.3 Molhabilidade por Angulo de Contato

A tecnica consiste no calculo da tensao superficial da membrana baseada na
andlise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a gota de agua
destilada com tensao superficial conhecida e a superficie sdlida depende da relagao
entre as forgas adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a superficie.

Caso o angulo de contato estatico tenha um valor acima de 902, o liquido tem a
tendéncia a ndo molhar a superficie e a fase é chamada de ndo-molhante. Com um
valor aproximado a 0 o liquido recobre toda a superficie formando um filme fino de
fluido molhante. Quando o valor do angulo for menor ou igual a 90°, a molhabilidade
¢ dita parcial. Logo, quanto menor for o &ngulo, maior serd a molhabilidade
(WISNIEWSKI; ARGUELHO, 2011).

As andlises de angulo de contato foram efetuadas apéds o gotejamento de agua
destilada na superficie das membranas. Foi utilizada uma camara digital para
capturar a imagem, estas imagens foram, posteriormente, remetidas a um
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computador que possui um programa especifico para ser feita a conversdo do
angulo da interface liquido-material em unidade de tensao interfacial. A medida do

angulo de contato, assim obtida, foi utilizada para caracterizar a molhabilidade das
superficies.

4.5.4 Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) avalia a diferenga da
temperatura fornecida a uma substancia sob um material de referéncia. As curvas
foram analisadas em atmosfera de dinamica de nitrogénio (50mL min™) usando
amostras de 2 mg e razdo de aquecimento de 10°Cmin"' para andlise de transigoes
de fase nos compdsitos, quitosana-vitamina E/apatita. Numa variagdo temperatura
de 0°C até 400°C

4.5.5 Microscopia Otica (MO)

Para materiais que sdo opacos a luz visivel, como é o caso dos metais, da
maioria dos ceramicos e polimeros, somente a superficie pode ser observada e deve
ser criteriosamente preparada de maneira que venham a revelar a microestrutura
(FOOK, 2005). A microscopia Otica foi utilizada para avaliagdo da morfologia das
membranas (HOLANDA, 2011). O ensaio foi realizado no aumento de 50x para o p6
da vitamina E e 1750x para as demais amostras.

4.5.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia

Dispersiva de Raios X (EDS)

O microscopio eletronico de varredura é normalmente utilizado para
observagbes de amostras espessas. A razdo principal de sua utilizagdo esta
associada a alta resolugdo e a grande profundidade de foco, o que resulta em
imagens com aparéncia tridimensional (AIMOLI, 2007; PADILHA; AMBROZIO
FILHO, 2004). A microscopia eletrbnica foi utilizada para obter informacao
morfolégica e topogréafica sobre superficies dos sélidos. O ensaio foi realizado no
aumento de 1000x.

O EDS ¢ um aparelho no qual os elementos quimicos presentes numa
amostra podem ser identificados atraves do espectro de raios X emitido pela
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amostra. O didmetro reduzido do feixe permite a determinacdo da COMposi¢ao
mineral em amostras de tamanhos muito reduzidos (< 5 um), permitindo uma andlise
quase que pontual. O ensaio foi realizado no aumento de 1000x (o ensaio foi

realizado no mesmo local onde foram retiradas as micrografias) (PADILHA;
AMBROZIO FILHO, 2004).

4.5.7 Ensaio de Biodegradaciao Enzimatica

Para este teste utilizou-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 (2010) e a ASTM F2103-0t
Stamdard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting
Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engeneered Medical Products
Applications (2007).

O Ensaio de Biodegradagao Enzimatica teve o objetivo de verificar a
degradagdo de um biomaterial em meios biolégicos pois € uma das variaveis de
grande relevancia para sua caracterizagao, ja que tal propriedade esta diretamente
relacionada ao tempo de vida Util dos materiais apés o inicio de sua utilizagao pelo
paciente (DALLAN, 2005).

4.5.8 Avaliacao de Viabilidade Celular dos Macréfagos

O ensaio tem como objetivo de atender a norma ISO 0993 que recomenda
ensaios in vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficarao em
contato com a pele, optou-se pelo teste de avaliagdo da viabilidade celular dos
macréfagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazoi-2-if)-2,5-difenil-tetrazélio. Os
parametros de avaliagdo observados s&@o a porcentagem de morte celular e a 1C50
(concentragdo do produto que inibe 50% do crescimento celular). O MTT & um
ensaio colorimétrico quantitativo, sensivel e de confianga que mensura a viabilidade,
proliferagdo e atividade das células que se baseia na capacidade da enzima
desidrogenase encontradas nas mitocondrias de células vivas converterem 0
substrato amarelo, solivel em agua (MTT) em produto de cor purpura, decorrente da
formacdo de cristais de formazana, que sao insoluveis em agua, que poderao ser

entdo detectado através da leitura da absorbdncia em um espectrofotdbmetro . A
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quantidade do formazana produzido & diretamente proporcional ao numero de

celulas vidveis. Este ensaio foi realizado segundo as normas descritas por
MOSMANN, 1983.

4.5.9 Determinagéo da Produgédo de Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) é encontrado desempenhando a fungio de sinalizador
molecular em muitas partes do organismo, bem como sendo uma importante
molécula citotoxica de resposta imune inata. Sua ag¢do inclui a fungdo hemostatica,
incluindo vasodilatagdao, neurotransmissdo, inibigdo da adesdo e da agregagao
plaquetaria (que representam a defesa do organismo contra agentes infecciosos tais
como bactérias, fungos e parasitas), agindo também como destruidor de células
tumorais. Muitas células imunes sd3o capazes de produzir NO, inclusive os
macréfagos (WEINBERG et al., 1995; KRONCKEO, FEHSEL, KOL-BACHOFEN,
1997; LIMA, 2010} _

O 6xido nitrico € um derivado do amino&cido L-arginina pela atividade
enzimatica de trés dioxigenases, denominadas 6xido nitrico sintetases (ONS). Dois
isdmeros dessa enzima sac expressos na forma constitutiva (CONS) em células
endoteliais, nos neurdnios e musculos esqueléticos. O terceiro isdmero induzido
(IONS) é identificado nas células do sistema imune, a exemplo dos macrofégos
(FLORA; ZILBERSTEIN, 2000).

Uma vez que o Oxido nitrico mantém significativa associagdo com a
destruigdo tecidual mediada pelos processos inflamatérios cronicos, o objetivo deste
estudo foi avaliar, in vitro, a citotoxicidade, mediante a sintese de 6xido nitrico em
filmes hibridos a4 base de quitosana/fosfato de célicio/vitamina E, em cultura de
macréfagos. Este ensaio foi realizado segundo as normas descritas por GREEN,
1982.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 LIGACOES E REACOES QUIMICAS

A quitosana € um biopolimero solivel em meio &cido gragas ao grupo amino
que se comporta como base de Lewis (elementos que possuem pares de elétrons
livres capazes de receberem prétons) recebe H* do 4cido resultando na protonagéo
da quitosana liberando acetato (CH3COQO") no meio (ZILNIK et al., 2007; BRUICE,

2006). As Figuras 9 e 10 descrevem a sequéncia de uma possivel reagdo do
composito.

Figura 9 - Quitosana com &cido acético

Quitosana 5 Quitosana Protonada

' Acido Acético

+CHiC00
+CHCOOH —

Fonte: Préprio autor

Com a adicdo do fosfato de célcio, o grupo amino (-NHz) da quitosana se
transforma em NH;* sendo positivamente carregado, formando um complexo com o
grupo fosfato (PO4*). A dissolugédo da apatita em meio &cido resulta em uma reagéo
que estara em termos de acetato disperso no meio (ANDRADE, 2007; BRUICE,
2006).

A vitamina E (alfa-acetato de tocoferol) incorporada na solugdo de
quitosana/HA realiza uma ligagdo intramolecular com a quitosana na sua regiao de
menor impedimento (OLIVEIRA, 2009). A Figura 10 ilustra a reacdo citada acima.



52

Figura 10 - Quitosana Protonada com adigao de vitamina E e apatita
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5.2 DIFRAGAO DE RAIOS X

O difratograma de raios X (DRX) obtido do p6 da apatita esta representado na

Figura 11.
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Figura 11 - Difratograma do p6 do fosfato de célcio — apatita
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Através dos padroes de DRX foi possivel identificar a presenga das fases
cristalinas de fosfato de calcio (Ca,P-0O7;) numa quantidade de 56%, com simetria
tetragonal e grupo espacial P41 (CALCULATE,1997) e fosfato de calcio
(CagFeH(PQ,)7) numa quantidade de 44%, com simetria romboédrica e grupo
espacial R3C (LAZORYAK; KHASANOV, 1994).

Logo abaixo a Figura 12 ilustra os difratogramas dos filme de quitosana,
quitosana/apatita nas proporgoes de (1%, 3% e 5%) com e sem vitamina E, dos pds

de vitamina E e novamente o da apatita.
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Figura 12 - Difratogramas dos filmes de: (a) Quitosana (Quit) + Apatita (AP) 1%; (b) Quit + AP 3%,; (c)
Quit + Ap 5%; (d) Quit + Ap 1% + Vitamina E (Vit); (e) Quit + Ap 3% + Vit; (f) Quit + Ap 5% Vit (g) Quit
+ Vit; (h)Quit; (i) Vit p6 e (j) AP p6.

a - Quit + AP1%
b - Quit + AP3%
¢ - Quit + AP5%
d - Quit + AP1% + vit
e - Quit + AP3% + vit
f- Quit + AP5% + vit
g - Quit + vit

] h - Quitosana
- j - Apatita
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O difratograma do filme de quitosana apresentou o pico tipico de material
semicristalinos, com base larga em 26 = 20° que corrobora com Lima (2010). A
quitosana tem um perfil semicristalino proveniente das fortes interagdes intra e
intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas entre os grupos
amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na molécula de
quitosana. As fortes interagcdes provem uma certa organizagao a estrutura cristalina
da quitosana (URAGAM; TOKURA, 2006).

O difratograma do pé de apatita ja foi apresentado separadamente na Figura
12, ja a vitamina E apresentou uma banda de difragdo em 26 = 20° indicando um
perfil semicristalino e que seu comportamento cristalino € superior ao da quitosana.
Quando observado os compoésitos de quitosana-vitamina FE/apatita e
quitosana/apatita verificou-se que a incorporagd@o tanto da vitamina E, quanto da
apatita alteram o perfil semicristalino da membrana de quitosana tornando-a mais
cristalina e esse efeito fica mais evidente com o aumento da concentra¢do da apatita
e pela adigdo da vitamina E. Também foi possivel visualizar um perfil de difragcao nos
filmes na faixa 26 entre 25° a 30° que esta sobreposta ao background indicando a

incorporagdo da apatita.
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5.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

A técnica de FTIR foi proposta como uma maneira possivel para avaliar se
ocorreu a interacao enire os grupos funcionais das moléculas que compdem essas
substancias. Neste caso estudaram-se membranas quitosana e o compdsito de
quitosana com apatita com 1%, 3% e 5% com e sem vitamina E.

Analisando o espectro de infravermelho obtido do filme de quitosana verificou-
se que ele esta de acordo com Barbosa, (2011) e Ponciano, (2010), (Tabela 5) pois
0 espectro apresentou todas as absorgOes relativas a quitosana podendo ainda
afirmar que a mesma nao é 100% desacetilada pois possui uma banda caracteristica
da amida (O = C — NHR), como pode ser visualizado na Figura 13.

Figura 13 - Espectros da Quitosana
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Tabela 5 - Bandas de absorcao no FTIR dos filmes de quitosana com GD de 75% — 85%

Niimero de onda (cm ™) Atribuicio
3334 Deformagéo axial de O-H e N-H do grupo NH;
2928 e 2873 Deformacao axial de C-H de grupos CH, e CH3
1652 Deformacéo axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformagéao anguiar N-H do grupo NH (amina)
1423 ¢ 1319 Deformacao angular de O-H e deformagéao angular

de C-H do anel glicosidico

1377 Deformag¢do angular do C-H de CHj3
1150,1062 1020 Deformagao axial do C-O-C da ligagéo éter

Fonte: PONCIANQ, 2010.

Analisando o espectro de infravermelho obtido do pd da Apatita nota-se que
ele apresentou as absor¢bes relativas a apatita, como o grupo caracteristico PO,
como pode ser observado na Figura 14 e na Tabela 6, corroborando os estudos de
Oliveira (2009).

Figura 14 - Espectros do pd da Apatita
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Tabela 6 - Bandas de absorg¢do no FTIR dos filmes pé de Apatita

Regido de Absorgdo (cm™)

Designacgao

128

1100, 1093, 1047

965
918
884
650

616, 581

Estiramento PO,  em HPO,*
Estiramento assimétrico de PO,> ou
Estiramento PO3; em HPO,*
Estiramento simétrico PO,
Estiramento P-OH em HPO4
Estiramento antissimétrico de CO;
Vibragdes OH de hidroxila
Deformacgao

Fonte: FUKUMURA, 20089.

Avaliando os espectros do pd da vitamina E na Figura 15 verifica-se que ele
esta de acordo com Fukumura (2009) (Tabela 7) e corrobora com Martin (2011) e

Prado (2011), pois o espectro apresentou todas as absorgdes relativas a vitamina E.
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Figura 15 - Espectros do P6 da Vitamina E
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Tabela 7- Bandas de absorgdo no FTIR do pé da Vitamina E

Numero de onda (cm™) Atribuicdo
Isopropil Simetria de flexao aparece como
caracteristica do grupo CHz—1100cm”
Fenol /(C-O) Estiramento do grupo 1200cm™'- 1260cm™”
C=C Corresponde a ligagao dupla do anel
aromatico 1450cm™'-1500cm™-1580cm™ e
1600cm’™
(C-H) Estiramento do grupo 2890cm’™
(C=0) Estiramento do grupo 1715cm™-1760cm’™
Alceno Deformagéo angular 850cm™-790cm’™

Fonte: FUKUMURA, 2009.

A Figura 16 ilustra todos os espectros obtidos pelo ensaio de FTIR, séo eles:
filme de quitosana (quit), quitosana/apatita (AP) nas proporgées de (1%, 3% e 5%)
com e sem vitamina E (Vit), dos p6s de vitamina E e do p6 da apatita.

Figura 16 - Espectrogramas dos filmes de (a) Quitosana (Quit) + Apatita (AP) 1%; (b) Quit + AP 3%;
(c) Quit + Ap 5%; (d) Quit + Vitamina E (Vit); (e) Quit + Ap 1% + Vit; (f) Quit + Ap 3% + Vit; (g) Quit +
Ap 5% Vit (h)Quit; (i) Ap po e (j) Vit pé.

= b - Quit+AP3%

¢ - Quit+AP5%

d - Quit+Vit

e - Quit+AP1%+Vit
f - Quit+AP3%+Vit
g - Quit+AP5%+Vit
h - Quitosana - Quit
i - Apatita - AP

j - Vitamina E - Vit
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De acordo com a Figura 16, pode-se afirmar que a adigio da apatita (1%, 3% e
5%) e a vitamina E nas membranas de quitosana nao alteraram os grupos funcionais
caracteristicos da quitosana. Porém, ndo necessariamente, implica que ndo tenha
acontecido uma interagao quimica entre os constituintes dos compédsitos, pois a
andlise de infravermelho é um método de analise de superficie (AIMOLI, 2007) e as
particulas de apatita e vitamina E estdo recobertas pela matriz quitosana. No
entanto, o ensaio de DRX confirmou a interagdo quimica ocorrida entre os
constituintes desta pesquisa.

5.4 MOLHABILIDADE POR ANGULO DE CONTATO

A Figura 17 ilustra o resultado do teste de molhabilidade das membranas de
quitosana (quit), quit com vitamina, quit com apatita nas concentragoes de 1%, 3% e
5% com e sem vitamina E. Foram utilizadas trés amosiras de cada tipo de
membrana e realizado cinco medigbes em cada uma dela. Os resultados expressos
na Figura 17 foram obtidos a partir da média dos angulos de contatos encontrados
nas amostras.

De acordo com os resultados, verifica-se que todas as membranas
apresentaram as medidas de angulo de contato menor que 90° o que indica
hidrofilicidade. Este resultado era desejavel devido as membranas serem

confeccionadas para um posterior contato com o corpc humano.
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Figura 17 - Medida de angulo de contato para os diferentes tipos de membranas.
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Observa-se na Figura 17 que a presencga do fosfato de calcio nas proporgoes
de 1%, 3% e 5% nas membranas de quitosana e quitosana com vitamina alteraram
os valores médios de angulo, ou seja com o aumento do fosfato diminuiu a
molhabilidade, logo verificou-se que na proporgdo de 5% de fosfato de calcio, a
molhabilidade da membrana foi reduzido. Verifica-se também que a membrana de
quitosana com vitamina teve um potencial maior em sua molhabilidade.

5.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Na Figura 18 pode-se observar as curvas DSC de amostras de quitosana,
apatita, vitamina E e de compostos quitosana/apatita (1%, 3% e 5%) com e sem
Vitamina E.



61

Figura 18 — Andlise de DSC para as membranas: (a) Quitosana (Quit); (b) Apatita (Ap); (c) Vitamina E
(Vit) pé; (d) Quit + Vit; (e) Quit + Ap 1%; (f) Quit + Ap 3%; (g) Quit + Ap 5%; (h) Quit + Ap 1% Vit; (i)
Quit + Ap 3% + Vit e (j) Quit + Ap 5% + Vit.
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Na maioria dos casos, observaram-se dois picos, o primeiro, endotérmico, que
€ correspondente a perda de agua residual e o segundo, exotérmico, corresponde a
degradacgdo da amostra, que continua além do limite de temperatura do experirhento
segundo Barbosa (2011).

A curva de DSC Figura 18 (a) correspondentes a membrana de quitosana pura.
Ela apresenta dois picos um endotérmico que aconteceu em torno de 80 2C e outro
exotérmico em torno 300 °C corroborando com Parize (2006).
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O fosfato de célcio Figura 18 (b) ndo apresentou picos, nem mesmo referente a
perda de agua, isto pode ter ocorrido pois a temperatura maxima utilizada neste
ensaio foi de 400°C e segundo Kayali, Goller, Akin (2011) o fosfato de calicio
decompde-se a temperaturas elevadas, bem acima da temperatura que foi realizado
0 ensaio, podendo também ser comprovado devido a sintese do material ter sido
feita a uma temperatura de 900°C.

A vitamina E apresentou 2 picos endotérmico Figura 18 (c) o primeiro,
corresponde a perda de agua residual, cuja area vai depender da secagem da
amostra antes de realizar o ensaio e o0 segundo, corresponde a degradagio da
amosira, que continua além do limite de temperatura do experimento o que
corrobora com Almeida (2008) e Gondim (2009).

No primeiro estagio, € possivel verificar que a membrana de quitosana com
apatita perdeu agua mais faciimente do que os compésitos quitosana-vitamina
E/apatita, caracterizando uma maior resisténcia térmica dos compébsitos quando
acrescida da vitamina E com exce¢ao a Quiosana - Vitamina E e 5% de apatita, isto
pode ter ocorrido devido a as particulas de apatita estarem dispersas nos filmes de
formar heterogénea. Ja as temperaturas de degradagdo de todos os compostos
ficaram muito proximas, em torno de 300°C.

5.6 MICROSCOPIA OTICA (MO)

Na Figura 19 é observada a microscopia- otica das membranas de quitosana
com (1%, 3% e 5%) de apatita com e sem vitamina E, assim como no MEV verifica-
se claramente que ouve a incorporagdo nos filmes de quitosana da apatita e da
vitamina E.
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Figura 19 - Microscopia 6tica as membranas: (a) Quitosana (Quit); (b) Quit + Apatita (Ap) 1%; (c) Quit
+ Ap 3%; (d) Quit + Ap 5%; (e) Vitamina E (Vit) p6; (f) Quit + Vit; (g) Quit + Ap 1% + Vit; (h) Quit + Ap
3% + Vit e(i) Quit + Ap 5% Vit. Aumento de 1750 X.
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Nas micrografias da Figura 19 foi possivel verificar particulas de apatita com
tamanhos e forma variados. Nessa mesma Figura 19 (e) foi visto as particulas do pé
da vitamina, a partir dela ficou evidente nas demais Figuras (f; g; h e i) que ouve a
incorporagdo da vitamina E nos filmes, evidenciado pela formato da vitamina E
encontrado nos filmes. Estes resultados corroboram com o ensaio de DRX.

5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) e ESPECTROSCOPIA
POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X (EDS)

A Figura 20 ilustra a micrografia da membrana quitosana e a Figura 21 ilustra
o EDS da quitosana.
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Figura 20 - Micrografias das Membrana de Quitosana. Imagem com aumento 1000x.
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Figura 21 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana (Quit)
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Ao analisar a morfologia da membrana de quitosana Figura 20 observa-se
uma superficie plana e lisa, visivelmente ndo foram detectados poros,
caracterizando as membranas como densas. Lima (2010) e Fidéles (2010)
analisaram a morfologia de filmes de quitosana e encontraram, também uma
superficie plana e densa. Ao analisar o espectro de EDS, Figura 21, constatou-se a
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presenca dos elementos O e C caracteristicos da quitosana corroborando com
Holanda (2011).

A Figura 22 ilustra a micrografia do pé da apatita e a Figura 23 ilustra o EDS
do p6 da apatita.
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Na Figura 22, observa-se a micrografia referente ao pé da apatita. Com uma
ampliacédo de 1000x foi possivel perceber uma heterogeneidade na estrutura do
fosfato (morfologicamente ha homogeneidade os cristais apresentam formatos
irregulares). Por sua vez, os resultados das micrografias mostram que as particulas
estdo agrupadas na forma de aglomerados estes resultados corroboram os estudos
de Oliveira (2009). Ao analisar o espectro de EDS, Figura 23, constatou-se a
presenc¢a dos elementos O, Ca e P caracteristicos fosfato de calcio corroborando
com KAYALL, E. S; GOLLER, G; AKIN, 1., (2011).

A Figura 24 ilustra as micrografias das membranas de quitosana com 1% (a),
3% (b) e 5% de apatita e a Figura 25 ilustra o EDS das mesmas amostras.

Figura 24 - Micrografias das membranas de quitosana com 1% (a), 3% (b) e 5% (c) de apatita.
Imagem com aumento de 1000X.
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Figura 25 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana com 1% (a), 3% (b) e 5% (c) de
Apatita;
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ol Mass percent (norm.) QUIT+AP5%

A Figura 24 ilustra as micrografias das membranas de quitosana com 1% (a),
3% (b) e 5% de apatita, foi possivel verificar que ouve a incorporagdo da apatita e
gue a mesma ficou dispersa nos filmes de forma irregular. Também foi observada a
presenca de particulas de varios tamanhos e formas com grandes quantidades de
aglomerados, os resultados das microscopias corroboram com os ensaios de DRX e
MO que indicaram a incorporagao da apatita.

A partir do ensaio de EDS que estd representado na Figura 25 foram
encontrados além Carbono e Oxigénio os elementos Caélcio e Fésforo caracteristicos
da apatita segundo Hatner (2004), comprovando que ouve sua incorporagao nos
filmes, corroborando com os ensaios de DRX, MEV, MO e também nota-se que ouve
um aumento do valor de Cdlicio e Fésforo, aumento esse esperado pois as
membranas continham 1%, 3% e 5% de apatita.

A Figura 26 ilustra as micrografias do p6 da vitamina E e a Figura 25 ilustra o
EDS da mesma amostra.
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Figura 26 - Micrografias do p6 da vitamina E. Imagem com aumento 1000x
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Observa-se a micrografia referente ao p6 da vitamina E na Figura 26. Com
uma ampliagdo de 1000x foi possivel notar uma heterogeneidade na estrutura da
vitamina E (morfologicamente ha homogeneidade— os cristais apresentam formatos
irregulares, e tamanhos diferentes). Por sua vez, os resultados das micrografias
mostram que as particulas estdo agrupadas na forma de aglomerados.

Na analise de EDS representada na Figura 27 foram encontrados os
elementos carbono e oxigénio esses elementos sd3o caracteristicos da vitamina E
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segundo Rinzler (2011) faltando apenas o Hidrogénio. Isso ocorreu devido ao
detector de EDS nao detectar o Hidrogénio.

A Figura 28 ilustra as micrografias da quitosana-vitamina E e a Figura 29
ilustra o EDS da mesma amostra.

Figura 28 - Micrografias da ma de quitosana com vitamina E. Imagem com aumento 1000x.
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A Figura 28 ilustra a micrografia da membrana quitosana — vitamina E, ao
analisar o compésito verifica-se que ouve a incorporagédo da vitamina na membrana
de quitosana e que a mesma esta dispersa na membrana corroborando os estudos
de Alexandre (2011). Na andlise de EDS representada na Figura 29 foram
encontrados 0s elementos carbono e oxigénio esses elementos sdo caracteristicos
da vitamina E segundo Rinzler (2011).

A Figura 30 ilustra as micrografias das membranas de quitosana — vitamina E
com 1% (a), 3% (b) e 5% de apatita e a Figura 31 ilustra o EDS das mesmas
amostras.

Figura 30 - Micrografias das membranas de quitosana - vitamina E com 1% (a), 3% (b) e 5% (c) de
apatita. Imagem com aumento 1000x.
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Figura 31 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana - Vitamina E com 1% (a), 3% (b)

e 5% (c) de apatita.
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A Figura 30 ilustra as micrografias das membranas de quitosana-vitamina E
com 1% (a), 3% (b) e 5% de apatita.' Foi possivel verificar que ouve a incorporagao
da vitamina E e da apatita comparando com as Figuras 28 e 24 e que ambas ficaram
dispersas nos filmes de forma irregular. Também foi observada a presenca de
particulas de varios tamanhos e formas, com grandes quantidades de aglomerados,
os resultados das microscopias corroboram como os ensaios de DRX e MO pois
comprovam a insercdo da apatita e da vitamina E na membrana de quitosana
formando assim um compésito.

Na Figura 31 que ilustra o resultado do EDS, nao foi possivel determinar a
ocorréncia da vitamina E no compésito, porém os ensaios de DRX, MEV, MO
comprovam que a vitamina foi incorporada nos filmes de quitosana.

5.8 ENSAIO DE BIODEGRADAGAO ENZIMATICA

Segundo Dallan (2005) a avaliagéo da degradagao de um biomaterial no meio
biolégico é de suma importancia visto que esta caracterizagdo esta diretamente
relacionada ao tempo em que o material sera absorvido pelo organismo apds sua
insercdo ou utilizagdo no corpo. O ensaio teve como objetivo analisar a agao da
solugéo tampdo fosfato (PBS) sem e com lisozima no processo de degradagéo das
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membranas, como também, verificar a influéncia da adigdo da vitamina E. Os

resultados para perda de massa no periodo de um més pode ser verificado na
Tabela 8 a seguir.

Tat_JeIa 8- P_erda de massa percentual das membranas de quitosana (Quit), quitosana-vitamina (Vit),
quitosana-vitamina E /apatita nas proporgdes de (1%, 3% e 5%) e quitosana/apatita nas proporgdes
de (1%, 3% e 5%) submetidos a ensaios de biodegradacio e respectivos

Perda de massa das membranas

Ensaio 1 més de ensaio
PBS Lisozima/PBS
Média (%) D. Padrao Média (%) D. Padrao

Quitosana (Quit) 5,77 0,26 17,14 0,1
Quit+Vitamina (Vit) 7,53 0,44 11,39 1,01
Quit+1% Apatita {Ap) 11,27 0,69 18,69 0,44
Quit+ 3% Ap 10,94 0,15 18,86 0,37
Quit+5% Ap 10,87 0,40 18,49 0,85
Quit+1% Ap + Vit 10,37 0,21 17,75 0,65
Quit+3% Ap + Vit 15,47 1,18 23,25 0,99
Quit+5% Ap + Vit 15,52 1,69 23,27 0,67

Analisando os valores obtidos com a degradagao enzimatica das membranas
expostas em tampdo PBS e lisozima/PBS no periodo de 1 més (Tabela 8),
observou-se que, em todas as amostras, a degradagao foi mais acentuada sob a
acdo da lisozima, o que demonsira a eficiéncia desta enzima na degradacgdo dos
compostos de quitosana e corrobora com Holanda (2011).

A quitosana também é degradada pela lisosima que € uma enzima, essa
degrabilidade depende, dentre outros fatorres, do grau de desacetilacdo da
quitosana, uma vez que a lisozima se liga aos grupamentos N-acetilglicosamina
presentes na estrutura deste polissacarideo (SUH; MATTHEW, 2000). Estes
grupamentos sdo de fundamental importancia no reconhecimento da quitosana
como substrato para a lisozima (KURITA et ai , 2000).

O resultado da quitosana com vitamina E corrabora com o ensaio da
moihabilidade, que mostrou que a vitamina E aumentou a molhabilidade da
membrana de quitosana e portanto a membrana ficou mais biodegradavel porém
quando juntos quitosana, apatita e vitamina E nao ocorre o mesmo comportamento.

Os resultados deste ensaio demonstraram, também, que seja na presenga
apenas do PBS ou com a Lisozima, o efeito biodegradante nas membranas, foi

potencializado pela vitamina E.
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5.9 AVALIAGAO DE VIABILIDADE CELULAR DOS MACROFAGOS

Este ensaio teve por objetivo foi avaliar a viabilidade das células em face do
material produzido para uso em organismos vivos. A Figura 32 ilustra o resultado
deste teste.

Figura 32 - Viabilidade celular dos macréfagos de camundongos Swiss na presenga dos filmes. A —
Quitosana (Quit); B — Quit-Vitamina E (Vit); C — Qui t- Vit/1% Apatita (Ap); D — Quit- Vit /3% Ap; E —
Quit - Vit /5% Ap; LPS—controle positivo; CN—controle negativo
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O controle negativo foi utilizado para comparar as membranas o LPS s6 foi
utilizado na determinagdo de 6xido nitrico. O controle negativo (CN) equivale a 100%
de viabilidade com as células sendo mantidas em meio de cultura (RPMI-16400).

O Lipopolissacarideo bacteriano (LPS) foi obtido da Escherichia coli ativa de
forma policlonal os linfécitos B dos camundongos e os macréfagos, induzindo a
produgdo de citocinas pré-inflamatérias e os produtos toxicos de oxigénio e
nitrogénio (ESTRELA; PECORA, 1997).

As letras A,B,C,D e E correspondem aos resultados apresentando + desvio
padrédo de 10 animais e 5 membranas de cada composi¢do por animal que ao serem
comparados com o valor minimo requerido para o teste de citotoxicidade de 50% de
acordo com Bispo (2009) apresentam-se viaveis para serem adotados como
biomaterial uma vez que a viabilidade de todas as 5 composi¢cbes obtidas
encontraram-se acima de 90%.
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5.10 DETERMINAGAO DA PRODUGAO DE OXIDO NITRICO

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula reguladora que é produzida em sua
grande maioria por macréfagos ativados, tem importancia nos procedimentos de
resposta imune, inflamagéo, metabolismo 6sseo e apoptose. Essa molécula gasosa
pode demonstrar alguns beneficios, como atividade antimicrobiana e modulagdo da
resposta imune. Entretanto, em elevadas concentragdes, pode atuar como agente
citotéxico desencadeando prejuizos aos tecidos adjacentes (KENDAL, MARSHALL,
BARTOLD, 2001).

A produgdo de Oxido nitrico pelos macréfagos a partir da exposigdo as
membranas testadas estao ilustrada na Figura 33 que mostra os valores individuais
de cada membrana.

Figura 33 - Produgao de oxido nitrico por macréfagos de camundongos Swiss na presenga dos

filmes: A —Quitosana (Quit); B —Quit -Vitamina E (Vit); C —Quit -Vit/ 1% Apatita (Ap); D —Quit -Vit /3%
Ap; E- Quit -Vit/5% Ap; LPS— controle positivo; CN— Controle negativo
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O oxido nitrico sendo o principal mediador citotéxico de células imunes ativas
apresenta importantes fungdes nos processos fisiolégico e patolégico dos
organismos vivos. Na determinacao de 6xido nitrico, Figura 26 pelos macréfagos em
contato com as membranas analisadas a produgado foi em torno de 10 pmols/mL.
Todas as amostras apresentaram-se abaixo do controle negativo, o que indica uma
acdo anti-inflamatéria (LIMA, 2010) confirmando, portanto, juntamente com o ensaio
de viabilidade celular a ndo toxicidade das membranas.

A Tabela 9 apresenta os valores obtidos pelo teste de Tukey para as
membranas testadas e respectivas significancias.
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Tabela 9 - de variéncia — A NOVA Teste de Tukey para as membranas confrontadas com o padréo
positivo e negativo e com elas respectivamente

Comparacoes Valores
AvsB 3.058 0.8550 ns P>0.05
AvsC 4936 1.380 ns P>0.05
AvsD 4441 1.242 ns P>0.05
AvsE 6.123 1.712 ns P>0.05
AvsLPS -41.089 11.488 *** P<0.001
AvsCN -6.119 1.711 ns P>0.05
BvsC 1.878 0.5250 ns P>0.05
BvsD 1.383 0.3866 ns P>0.05
BvsE 3.065 0.8571 ns P>0.05
B vs LPS -44.147 12.343 *** P<(.001
B vs CN -9.177 2.566 ns P>0.05
CvsD -0.4953 0.1385 ns P>0.05
CvsE 1.188 0.3320 ns P>0.05
Cvs LPS -46.025 12.868 *** P<(0.001
CvsCN -11.055 3.091 ns P>0.05
DvsE 1.683 0.4705 ns P>0.05
D vs LPS 45.530 12.730 *** P<0.001
DvsCN -10.560 2.953 ns P>0.05
EvsLPS 47213 13.201 *** P<0.001
Evs CN -12,243 3.423 ns P>0.05
LPS vs CN 34970 9.777 *** P<0.001

E essencial que os biomateriais ndo incitem a produgdo exacerbada de 6xido

nitrico (NQ), nem impegam sua sintese por células estimuladas, pois estes eventos

ocasionariam problemas na sua utilizagdo com o passar do tempo (LIMA, 2010). A

Tabela 9 confirmou que ndo ocorreu nenhuma significAncia dos resultados

apresentados na Figura 33 o que confirma a nédo toxicidade das membranas e

corrobora os resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular.

Os testes de citotoxicidade apontaram que os compédsitos quitosana-vitamina

E/apatita, podem ser empregados in vivo sem ocasionar reagbes indesejadas nas

células de origem animal, pois, passado o processo de fabricagdo das membranas
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onde foram utilizados reagentes 4acidos e basicos, o material ndo se mostrou
citotdéxico.

Na presente pesquisa os niveis de produgdo de NO foram extremamente
baixos, classificando o material em estudo como nao-citotdxico, permitindo a sua
aplicagdo experimental in vivo com seguranca.
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6 CONCLUSOES

Apos criteriosa andlise dos dados obtidos neste trabaiho pode-se concluir que
os objetivos foram alcangcados e que o processo descrito na metodologia para a
obtengéo dos compdésitos em forma de filme mostrou-se eficaz.

Os resultados apresentados indicaram que a vitamina E e a apatita foram
incorporadas de forma bem distribuida nas membranas de quitosana. A vitamina E
por sua vez aumentou a estabilidade térmica do compésito.

Todas as membranas desenvolvidas mostraram-se vidveis para serem
utilizadas como biomaterial, pois apresentaram pouca ou nenhuma citotoxicidade o
que confirma a biocompatibilidade das mesmas.

Os compésitos apresentaram biodegradabilidade e hidrofilicidade indicando
assim que as membranas podem ser confeccionadas para um posterior contato com
o0 corpo humano. Este trabalho abre, dessa forma, uma perspectiva de estudo
voltado para produg¢éo de curativos compostos de quitosana - vitamina E e apatita.

Por fim, ap0s todas as caracterizacbes, pode-se ainda, concluir que a
membrana composta de quitosana-vitamina £/ apatita 5% é a methor a ser utilizada
em testes in vivo, devido a maior quantidade de apatita, nela contida, 0 que se
espera que funcione melhor no processo de regeneragdo 6ssea e tambem, devido
ao fato desse compésito, ter-se revelado o mais biodegradavel, espera-se, que com
sua degradacao, a vitamina E e a apatita possam agir, 0 mais rapidamente possivel,
de forma a acelerar os processos de regeneragio e cicatrizagéo dssea.
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