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ESTUDO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA BlooEGRAD'Ang DE FILMES
DE QUITOSANA '

RESUMO

A érea de ciéncia a qual estar incluida a engenharia de Materiais tém vido a
desenvolver em conjunto com outras areas, importantes avangos no ramo dos
biomateriais. Esses biomateriais sao substancias ou misturas de substancias de
natureza natural ou artificial, que atua nos sistemas biologicos tais como tecidos e
orgaos. Nesta pesquisa foi realizada a degradacao da quitosana em meio fisioldgico
em diferentes temperaturas, submetendo a acédo da enzima lisozima. O objetivo foi
avaliar o efeito da temperatura na biodegradagao de membranas de quitosana com
diferentes niveis de orientagdo molecular. As membranas produzidas nas
concentracbes de 1% e 2% (m/iv), sem e com orientagio preferencial,
demonstraram-se sensiveis a acgdo de lisozima, nos periodos de 30 e 45 dias,

“independentemente das temperaturas estudadas.

Palavras-Chave — Biomateriais, membranas de quitosana, lisozima, temperatura.



STUDY OF EFFECT OF TEMPERATURE ON BIODEGRADATION OF CHITOSAN
FILMS '

ABSTRACT

The area of science which was included the Engineering Materials have been
developed in conjunction with other areas, important advances in the field of
biomaterials. These biomaterials are substances or mixtures of natural or artificial in
nature, which acts in biological systems such as tissues and organs. This research
was performed the degradation of chitosan in physiological medium at different
temperatures, subjecting to the action of the enzyme lysozyme. The objective was to
evaluate the effect of temperature on the biodegradation of chitosan membranes with
different'molecuiar orientation. The membranes produced at concentrations of 1%
and 2% (w/ v}, with and without preferred orientation, were shown to be sensitive to

the action of lysozyme, in periods of 30 and 45 days, regardiess of temperatures.

Key-words — Biomaterials, membranes of chitosan, lysozyme, temperature.
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1 INTRODUGAO

A conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicagdes clinicas de 1982
definiu que biomaterial seria “Toda substancia (com excec¢do de drogés) ou ainda
combinacao de substancias, sendo de origem natural ou sintética, que durante um
periodo de tempo indeterminado é utilizado como um todo ou parte integrante de um
sistema para tratamentos, ampliac&o ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgaos
ou fungdes corporais” (FOOK, 2005). Sendo assim, nesta categoria estéo inseridos
todos os materiais empregados em medicina, odontologia, medicina veterinaria e
farmacologica, além daqueles que entram na forma de implantes em contato direto
com o tecido do corpo (SANTOS, 2008).

Na odontologia atual onde implantes sdo fixados de forma a restabelecer
funcao e estética, temos a auséncia 6ssea como grande fator limitante a fixagao dos
implantes em posicdo adequada (BUSER, 1993). Desta forma, aproveitando os
avangos da engenharia de tecidos, vém-se criando dispositivos que visam a
neoformacao 6ssea de forma segura e confiavel. Neste contexto comecaram a ser
utilizadas membranas poliméricas para a regeneragao 0ssea guiada. Membranas
estas a principio de material ndo biodegradavel (DAHLIN et al., 1988) e depois de
material biodegradavel (LUNDGREN, 1997). Este ultimo com a vantagem de nao
demandar segundo tempo cirdrgico, mas com a desvantagem de alto custo
. operacional (SANDBERG, 1993).

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com membranas para
Regeneracido Ossea Guiada (ROG) onde a quitosana tem tido destaque especial
devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade, biofuncionalidade e
biodegradabilidade. Além disso, também tém o fato da quitosana advir de um
recurso natural renovavel (PARK et al., 2003).

A quitosana também apresenta caracteristicas especiais como atividade
antiturmoral, antibacteriana, antifingica (onde até os produtos de sua degradagao
mantém tais caracteristicas) hemostatica, agdo no combate ao colesteral sanguineo,
auxilia na perca de peso, dentre outras (BAE et al., 2006, JE; KIM, 2006; DALLAN,
2005; TORRES et al., 2005).

Porém, o entendimento total de seus mecanismos de degradacgéo ainda n&o
esta totalmente elucidado e, sendo de fundamental importancia sua compreensao
quando se pretende a utilizag8o na engenharia de tecidos (WELING et al., 2005).
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Todo ato cirtrgico (como o necessario a implantagdo da membrana)
desencadeia uma resposta inflamatéria que eleva a temperatura corpérea local. Este
acréscimo de temperatura pode interferir diretamente no tempo funcional da
membrana polimérica de ROG acarretando o sucesso ou insucesso do tratamento.
Nesta pesquisa sera realizada a degradagdo da quitosana em meio fisioldgico em
temperaturas de 38° e 45°C, submetendo a acdo da enzima lisozima, a fim de
compreender melhor e avaliar as variaveis do processo de biodegradacéo deste

polimero.
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2 _ OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito da temperatura na biodegradacdo de membranas de
quitosana com diferentes niveis de orientagao molecular.

2.2 Especificos

¢« Correlacionar esses estudos com as propriedades quimicas, morfoldgicas e
cristalinas das membranas;

» Investigar a rela¢io da variagao de temperatura com a biodegradabilidade;
e Avaliar o efeito da orientagac molecular na biodegradagéo;

* Relacionar o efeito da concentragao do filme de quitosana na degradacio -
térmica.
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3 REVISAOQ DA LITERATURA

A busca por um aumento da expectativa de vida do homem tem logrado
significantes resultados no Ultimo século, o que tem motivado o desenvolvimento de
tecnologia gue proporcione maior qualidade de vida a estes individuos (HOFFMAN
et al., 1996). '

E foi neste contexto que surgiu a engenharia de tecidos com potencial de
desenvolver a reposicéo tecidual se tornando uma alternativa para tratar perda ou
ma fungao de tecidos ou érgdos, tendo a vantagem de nao possuir as limitagbes das
terapias convencionais. Além disso, apresenta um importante suporie para a
utilizagao de biomateriais, consistindo em um conjunto de conhecimentos e técnicas
utilizadas para a reconé.trugéo de novos 6rgaos e tecidos e do restabelecimento de
suas funcdes (LANZA, LANGER; VACANTI, s.d.).

A engenharia de tecidos pode ser definida como uma combinagac de
principios @ métodos das ciéncias da vida em conjunto com a engenharia, para
elucidar o entendimento fundamental da relacdo estrutura-fungo em tecidos
normais e doentes, com o proposito de desenvolver materiais e métodos para repor
tecidos ou oOrgados doentes ou danificados através da utilizagao de implantes
permanentes ou temporarios (BARBANTI et al., 2005, HONG et al., 2007). Esta &
uma definicdo bastante ampla que pode incorporar tanto dispositivos celulares
quanto acelulares. _ 7

Os biomateriais, muito utilizados na engenharia de tecidos, compreendem
qualquer substancia ou combinacido de substancias de origem natural ou sintética,
idealizada para ser implantada cu incorporada por dade periodo de tempo, com a
finalidade de s'u'bstituir tecido vivo que perdeu funcéo, podendo ou nao servir como
veiculo, matriz, estimulador ou suporte para o crescimento de novo tecido
(WILLIANS, 2008).

Os biomateriais podem ser classificados em sintéticos {ceramicos, metais,
polimeros sintéticos), naturais (colageno, seda, queratina, polissacarideos e tecidos
‘naturais) e compositos (compostos' por mais de um tipo de material) (SILVER,;
DOAILLON, 1989). ,

Os biomateriais também podem ser classificados de acordo com sua
biocompatibilidade, biofuncionalidade e biodegradagao. A biocompatibilidade ocorre
quando um biomaterial é capaz de desenvolver respostas teciduais adequadas ao



15

sistema hospedeiro. Enquanto a biofuncionalidade é referente ac desempenho de
suas propriedades mecanicas, quimicas, Opticas, elétricas, etc. permitindo o
desempenho das fungbes almejadas pelo tempo desejado. E a biodegradagao é
termo conferido ao biomaterial que pode ser degradado por enzimas ou
microrganismos especificos presentes no corpo do hospedeiro ou no meio ambiente
(RATNER et al., 1996).

Um biomaterial pode ser sé biocompativel, biocompativel e biofuncional,
biocompativel e biodegradavel ou biocompativel, biofuncional e biodegradavel.
Quando um material atende a estes trés requisitos diz-se um biomaterial de terceira
geracdo. A escolha de uso de um biomaterial esta atrelada ao seu uso, pois de
acordo com o local e a finalidade desejada ha propriedades consideradas
fundamentais e outras nao desejaveis (MARK; CALVERT, 1994; RATNER et al.,
1996; DALLAN, 2005).

Levando em consideragio a aplicacao dos biomateriais, se faz necessario
conhecer além das caracteristicas inerentes do material também sua interagdo com
o organismo vivo, dai a necessidade da interdisciplinaridade exigida quando se
pesquisa biomateriais. Os biomateriais tém sido empregados como biosensores,
implantes, liberagdo controlada de drogas, lentes intraoculares, substituintes de
orgdos etc. As inovagdes neste campo se encontram em progresso, principalmente
na area dos biomateriais voltados para regeneracéo tecidual (SAN ROMAN e REIS,
2004).

3.1 MATERIAIS BIODEGRADAVEIS E BIOABSORVIVEIS

Os biomateriais no que se refere a biodegradabilidade podem ser
classificados como bioestaveis (ou permanentes) e biodegradaveis (ou temporarios).
Os biomateriais permanentes substituem o tecido lesado por tempo indeterminado
onde deve manter suas caracteristicas mecanicas e fisico-guimicas por longo
periodo. Enquanto que os biomateriais biodegradaveis sao degradados tanto in vitro
guanto em vivo, sendo indicados como dispositivos temporarios (DALLAN, 2005).

A compreensdo da quimica e da cinética permite uma previsao da
estabilidade, visto que para algumas aplicacbes biomédicas a bioestabilidade é
desejada, como no casc de implantes dentarios, proteses articulares, materiais para

“isolamento elétrico intracorporeo. Dependendo da aplicagéo, esta caracteristica
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poderia ser também uma desvantagem, como no caso das membranas para
regeneragdo 0ssea guiada e de liberacdo controlada de farmacos (KHOR e LIM,
2003). _

No caso onde os biomateriais sdo biodegradaveis é considerado o fato de que
os tecidos naturais séo reparados e remodelados de forma continua ajustando-se as
indmeras mudangas que ocorrem no sistema fisioldgico (OREFICE, 20086). Algumas
evidéncias desse fato sdo as hipertrofias de mudsculos muito solicitados, a
remodelacéo dssea das articulagbes frequentemente submetidas a forgas nao
fisioldgicas, hiperplasias gengivais em areas de trauma, dentre outras.

Haja vista que um biomaterial ndo possui esta caracteristica inerente de um
organismo vivo, e que ndo sio capazes de mimetizar as fungbes orgénicas de modo
100% efetive, um biomaterial ideal para muitas finalidades seria aquele que
eventualmente desaparece, sendo substituido por tecido natural. Desta forma, os
polimeros bicdegradaveis sdo de grande interesse para a engenharia biomédica
(GRIGOLON, 2001).

A principio, os biomateriais foram criados para serem inertes ao- organismo,
tendo os estudos voltados para prevencdo e diminuicdo de reacgdes teciduais
organicas. Com o desenvolvimento cientifico, os biopolimeros s&o desenvolvidos
para uma interacdo com os tecidos organicos desencadeando respostas fisioldgicas
desejaveis como crescimento e diferenciagdo celular no sitio de implantagéo
(LANZA; LANGER e VACANTI, s.d.)

3.2 QUITOSANA

A quitosané pode ser definida como um copolimero de 2 — amino — 2 — desoxi
— D - glicopiranose e 2 — acetamida — 2 — desoxi — D — glicopiranose, tendo sua
- composigao variando em fungao do grau residual de acetilagdo (CAMPANA FILHO
~etal., 2007). |

A preparagdo de estruturas de quitosana vale-se da sua natureza
policatiénica, sendo as estruturas mais frequentemente sintetizadas por secagem ou
coagulacdo de solugbes aquosas de quitosana levemente acidificadas.
Posteriormente, ainda & possivel realizar modificagbes ou derivatizagbes especificas
dos grupos funcionais. (SIGNINI, 2002).
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A quitosana pode ser moldada em varias formas (membranas, blocos, tubos e
microesferas) e possui excelente habilidade para formar estruturas porosas (TAN et
al., 2009).

Varias composigbées {ém sido associadas & quitosana para que sejam
produzidas estruturas de quitosana com tamanho de poro e propriedades mecénicas
desejaveis (HSIECH; CHANG; LIN, 2007 e URAGAMI, 1997). '

E solivel em meio acido e insollvel em meio alcalino. Em pH fisiolagico se
comporta como polieletrolito, apresentando alta densidade de carga (uma carga
positiva por unidade de glicosamina) (DALLAN, 2005). Estas caracteristicas s&o
fundamentais visto que soluvel em meic aquoso acido e carregada positivamente a
quitosana tem caracteristicas, ideais para interagir com biomoléculas como
proteinas, polissacarideos anidnicos, acidos nucléicos, acidos graxos entre outras
(CHANDY e SHARMA, 1990).

A quitosana tem propriedades interessantes para aplicagdo na engenharia de
tecidos: biocompatibilidade, biodegradabilidade, aceleramento na recuperagéo de
lesGes, redugdo do nivel do colesterol sanguineo, estimulante do sistema
imunolégico, bacteriostatico, fungiostatico, analgésico além de efeito antitumoral
(BERGER et al., 2004).

3.3 GRAU DE DESACETILACAO (CRISTALINIDADE)

O grau de desacetilacao (GD) € uma das caracteristicas mais importante da
quitosana, pois determina a quantidade de grupos aminicos livres no polissacarideo
influenciando de forma decisiva sua solubilidade (HEJAZI e AMIJI, 2003).

Weling e colaboradores (2005) estudaram o efeito do grau de desacetilagéo
da quitosana na cristalinidade, tragdc e compatibilidade com ceélulas Schawrm
concluindo que, para um mesmo peso molecular, quanto maior o grau de
desacetilacdo maior seria a cristalinidade, a resisténcia & tragdo e afinidade da
guitosana com as celulas em estudo.

O grau de acetilagéo pode ser obtido usando a expressé@o abaixo, segundo
Barros et al. (2003):

| GA = [(Imet/3)luz] x 100
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Onde GA € o grau de acetilagao (%), Imet é a intensidade dé integral do sinal
dos prétons metila dos grupos acetamida, Iz € a intensidade da integral do sinal do
hidrogénio ligado ao carbono 2 do anel glicosidico.

A cristalinidade da quitosana depende do grau de acetilacdo e do processo
pelo qual o polissacarideo foi obtido e influencia nas propriedades de
permeabilidade ao transporte de ions e absorcéo de agua (fundamentais no
processo de degradacio).

Além disso, teremos a cristalinidade da quitosana diretamente relacionada
com propriedades mecanicas € algumas propriedades bioldgicas (como a
degradagao na presenca da enzima lisozima).

A difracdo de raios-X é apropriada para determinar os indices de
cristalinidade da quitosana e este indice pode ser obtido através da equacio:

I.-1,
1(:'.

lcr = x 1.00

Sendo I e la as intensidades dos sinais das regides cristalinas (26 = 20° e
amorfas (26 = 120) respectivamente (ANTONINO, 2007).

Apesar da importancia do grau de desacetilacio e da cristalinidade, autores
enfatizam que a distribuicao média dos grupos acetil ao longo da cadeia principal e
seu peso molecular também sao determinantes no que se refere as propriedades da’
quitosana.

O efeito da sequéncia dos mondmeros e a distribui¢éo de seus grupos sé&o de
importancia inquestionavel no que se refere a degradacao polimérica. Co-polimeros
tém uma maior taxa de degradacdo que homopolimeros. Os grupos secundarios
afetam a conformagéo das cadeias poliméricas afetando suas caracteristicas e sua
degradabilidade (LYU e UNTEREKER, 2009).

Segundo Prasitsilp et al., (2000), que estudaram o comportamento biolégico
dos fibroblastos quando em contato com membrana sintetizadas com quitosana (de
76 a 90% de desacetilagdo), 0 aumento no grau de desacetilagio favorece a adeséo
celular, _
A velocidade de degradagao da quitosana € inversamente proporcional -ao
grau de cristalinidade e ao grau de desacetilagao. |

Maeda e Kimura (2004) avaliaram © efeito do peso molecular da quitosana na
sua atividade antitumoral e observaram que as moléculas de menor pesc molecular

promoveram uma diminui¢ac no crescimento de tumores.
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Kurita (1298) avaliou o efeito do peso molecular na atividade antibacteriana _
da quitosana contra algumas espécies de Strepfococus e constatou que quanto
maior 0 peso molecular, maior a represséo do crescimento desta bactéria.

A atividade antibacteriana da quitosana é apresentada como funcido das
interagtes eletrostaticas entre grupos amino e grupos anidnicos nas paredes
celulares das bactérias provenientes de residucs de acidos carboxilicos e
fosfolipideos (GOY; BRITO e ASSIS, 2008).

O efeito antimicrobiano da quitosana (sobre virus, bactérias e fungos) é
influenciado pelas propriedades da quitosana (origem, pesc molecular, grau de
desacetfilagcdo e modificagtes qUimicas), condicdes ambientais {pH, temperatura,
concentracéo de sal) e as espeécies de microrganismos (JING et al., 2007).

Liu et al. (2001) mostraram que o efeito antibacterianc da quitosana (DDA:
sobe 73 a285%) com o peso molecular, mas apenas se o peso molecular for menor
que 21600Da. Se o peso molecular for acima deste limite este efeito foi revertido. O
efeito antibacteriano da qmtosana aumentou com o crescente grau de desacetilagio
aumenta (LIU et al., 2001; CHUNG et al.,, 2004). A influéncia do pH também foi foco
de muitas investigactes. TSAI e SU (1999) concluiram que em pH acido a atividade

antibacteriana aumentou enquanto que em um pH maior que 7 houve a inibigao do

| efeito antibacteriano. Também concluiram que temperaturas mais elevadas (25 e

37°C) aumentam o efeito bactericida e que altas cbncentragﬁes de sal dificultam o
efeito antibacteriano da quitosana.

Citando exemplos de bactérias sensiveis ao efeito antibacteriano da
‘quitosana teremos estudos que comprovam sua atividade contra E. cofj,
Staphylococcus aurus, Pseudomona's aeruginosa. Salmonelia entérica, B..
sublilis,Listeria monocytogenes e klebsiela pneumoniae onde a quitosana de baixo

peso molecular reduziu a multiplicagdo destes microrganismos, a mobilidade,

atragdo e interacéo iGnica. E o tamanho molecular foi determinante na absorgéo e no
efeito sobre a superficie das membranas dos microrganismos (GOY; BRITO e
ASSIS, 2009). | |

Similarmente, porém em diferente intensidade, a atividade antimicrobiana da’
quitosana melhorou guando o grau de acetilagdo € menor. Neste estudo foram
analisados os fungos: Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus, Fusarium
oxyperum, Céndida albicans (ANDRES et al., 2007}.
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De forma similar a bactérias, a atividade da quitosana contra fungos é
fungiostatica em vez de fungicida. A quitosana é geralmente relatada como sendo
muito eficaz na inibi¢ao da elongagéo do tubo de germinagao dos esporos do germe
e do crescimento radial (ASSIS, 2008).

Jolles & Muzzarelli (1999) inibiram completamente o crescimento do tdxico
Aspergillus flavus em milno e em amendoim apés tratamento com quitosana.
Tambem foi inibido o crescimento de Boifrytis spp quando a berinjela recebeu o
mesmo fratamento. Utilizaram ainda a quitosana no revestimento de frutas e
vegetais para prevengdo de microrganismos patogénicos conseguindo um aumento
na qualidade e no tempo de armazenamento do produto. Concluiram também que a
fonte da quitosana influi diretamente na sua atividade antimicrobiana. Apesar de
poder ser obtida de bacterias, fungos e crustaceos é a partir desses Gltimos que ela
apresenta um maior nimero de mecanismos antimicrobianos (incluindo a inducgéo da
quitosanase, formacgdo de componentes fendlicos e capacidade de bloqueio de
nutrientes, inibindo a multipiicagdo de microrganismos). Solugdes de quitosana
preparados com acido acéfico exibiram contra fungos efeitos mais imediatos em
comparagao com solugbes preparadas com acido lactico.

Zheng e Zhu (2003) pesquisaram a atividade antimicrobiana da quitosana em
diferentes condicbes e obtiveram resultados conflitantes. Quando Staphylococus
aureus foi usado como microrganismo indicador, os resultados mostraram que o
efeito & maior quando a quitosana tem baixo peso molecular. Mostraram também
que o efeito da atividade microbiana sobre o E. coli reduziu com o aumento do peso
molecular da quitosana. De acordo com o pesquisador ha indicagbes que o peso
molecular da quitosana mais apropriada para a atividade antimicrobiana é 1,5 KDa.
Outros experimentos mostraram que na concentragdo de 0,5% estes

oligossacarideos podem inibir o crescimento de E. coli completamente.
3.4 BIODEGRADAC.AO DA QUITOSANA

A degradacdo de um biomaterial em meios biolégicos tem suma relevancia
quando se trata da aplicagao deste em dispositivos médicos e odontolégicos visto
| que inﬂu'encia, dentre oufras coisas, no tempo de vida Gtil apds o inicio de sua
- utilizagao pelo paciente (MARTINE, 1995). Uma membrana, por exemplo, que visa a
manutengao de um espago para a formagao éssea pode perder sua funcéo se antes
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do periodo da formagac do 0sso esta entrar em degradacéo, perdendo propriedades
mecanicas e induzindo a uma resposta inﬂam_atéﬁa. Este periodo de tempo onde um
polimero é capaz de manter suas fungdes e propriedade é denominado tempo
funcional. Por oufro lado o tempo decorrido para um polimero se degradar
completamente & perder sua massa € denominado tempo de desaparecimento. No
decorrer deste tempo de desaparecimento um material pode perder sua
funcionalidade inicial, mas ainda liberar produtos de degradacdo. A depender das
propriedades fisicas, quimicas e taxas de liberagdo, os produtos de degradacao
podem causar efeitos ndo previstos (LYU e UNTEREKER, 2009).

Desta forma, para a adequag&o de um polimero a determinada aplicacéo
torna-se fundamental compreender seu tempo funcional, tempo de
desaparecimento, produtos de degradacgio e taxas de liberacao e para se ter estes
conhecimento & necessario elucidar seus mecanismos de degradagao.

A quitosana, polimero biodegradavel de fonte renovavel, tem como unidade
monomérica principal D-glicosamina (2 — amino — 2 desoxi — D — glicose) a qual
pode ser obtida pela hidrdlise acida da quitina (GRIGOLON, 2001).

Estudos recentes também apontam para um substrato da hidrélise da
quitosana, os quitooligbmeros. Estes apresentam maior solubilidade que a
quitosana, mantendo os efeitos terapéuticos desejaveis de agdo antibacteriana
(CRAVEIRO et al.,1999), antifungica, antitumoral além de ter efeito imunomodulador
(FLEURI et al, 2009). Estes quitooligbmeros por serem moléculas de menor
tamanho ainda apresentam maior facilidade de penetraco nas células (FLEUR! et
al., 2009). O processo de obtencgéo dos quitooligdmeros pode ser ilustrado na Figura
1.
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Biomassa: cascas de camarao, lagosta e krill

\ Extragdo
Quitina ; l
Hld!’é'FsB acida Quifosanas
Hidrolise enzimatica l Hidrdlise acida
v Hidrdlise enzimatica
N-Acetil-Quitocligossacarideos Quitooligossacarideos
Palissacarideos da quitina * Polissacarideos de quitos
4 N - Acetilacio quitosana

Figura 1. Biotransformacoes de quitina e quitosana
Fonte: Fleuri et al., (2009).

Ha quatro principais mecanismos de degradacéo de biopolimeros: hidrélise
quimica, oxida¢ao, hidrdlise enzimatica e degradagdo fisica (por exemplo, a
absorcao de agua pelo polimero, carga mecanica e de desgaste) (LYU e
UNTEREKER, 2009).

A degradacao fisica ocorre principalmente em decorréncia do atrito mecanico
associade com o movimento sob pressdoc e a absorgdo de agua pelo polimero
(hidratagao). Esta uitima pode ocasionar mudangas significativas na temperatura de
transicio vitrea, geometria e propriedades mecanicas de fal forma a alterar o seu
tempo funcional. (LYUe UNTEREKER, 2009).

A quitosana pertence ao grupo dos polimeros hidrogéis, pois possui |
capacidade de absorver desde dezenas até centenas de vezes sua massa seca em
agua, estando suas cadeias (midas por interagbes moleculares efou forgas
secundarias. Na quitosana dentre as diversas interactes destacam-se as pontes de
hidrogénio intermoleculares que Ihe confere estrutura semicristalina (KUR!TA, 2001).
Esta estrutura é importante se considerarmos que tanto as propriedades mecénicas
como a permeabilidade, transporte de ions e degradacéo estéo relacionados com a
cristalinidade dos polimeros. _

A hidratagdo da quitosana ocorre em trés etapas. Primeiramente teremos os
grupos hidrofilicos hidratados,' seguida pela hidratagdo dos grupos hidrofébicos,



23
sendo as aguas da hidratagdo conhecidas como primaria e secundaria,
respectivamente. Apés longo periodo em contato com a agua a estrutura polimérica -
da quitosana incorpora uma maior quantidade de agua que preenche os espagos
existentes entre as cadeias polimericas efou centro dos poros, caso existam
(CLARINVAL e HALLEUX, 2005). _

A quitosana, sendo um polissacarideo, .s-ofre degradacgao quando em solugdo,
sendo neste caso quebradas as liga¢des do complexo polimeérico que se unem aos
fons H" e OH da agua (QU et al., 2000). Nesta degradacéo hidrolitica a reatividade
quimica de ligacdes da quitosana, as taxas de difusdo de reagentes e produtos
(incluindo a agua) os fons do meio de ensaio de degradacdo e interacbes
termodinamicas polimero-agua estao envolvidos.

A reticulacdo de membranas de quitosana com glutaraldeido produz uma
menor afinidade com a dgua aumentando seu carater hidrofébico e diminuido, pois
sua degradacao (TORRES et al,, 2005).

Em um estudc que avalicu a degradagio da quitosana em Tampéo PBS
conclui que, qua.ndo da exposicado das membranas de quitoséna a lisozina e gquando
da exposicdo somente ao tampao PBS, a degradagio das membranas se deu
basicamente a presenga do tamp&o PBS e héo a agdo da enzima. Sendo que as
membranas nao neutralizadas com solugcdo de hidréxido de sddio apresentaram
acentuada instabilidade e alto percentual de degradacdo (MARTINI, 1995;
ROBERTS, 1992). |

A respeito da composicdo do meio fisiolégico de degradagao, Lyu e Untereker
(2009) afirmaram que sais tém solubilidade muito baixa em polimeros com alto peso
molecular. Sendo assim os fons do meio de ensaio nédo afetariam a degradagéo da '
amostra global. Entretanto podem alterar a degradagao da camada superficial.

Em relagdo a hidrélise quimica, outro mecanismo de degradagaoc da
guitosana, esta foi testada pela ' primeira vez por Horowitz et al. {1957) quando a
quitosana foi hidrolizada utilizando-se HCI a 35% a 53°C durante 8 horas de reacao.
Neste experimento pioneiro foram obtidos oligossacarideos com grau de
polimerizacao (GP) de 1 a 5 unidades monoméricas.

Desde entdo a hidrélise &cida tem sido experimentada por diversos
pesquisédores em diversas condigdes para obtengdo de quitooligdmeros. Sendo
testados outros acidos como o fluoridrico (BOSSO et al., 1986), acido fosférico
(HASEGAWA et al, 1993) e HNO, (CAFESSE, et al., 1990).
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Porém a hidrdlise por acido, apesar de ser um método simples e de bom
rendimento, €& de dificil controle além de também ser dificil a remogao dos acidos
residuais. Outra desvantagem da hidrélise quimica é que pode haver uma mudanca
estrutural dos substratos finais esperados, especialmente quando utilizado o HNO;
(PATEL et al., 2006).

A hidrélise enzimatica € a reacao de hidrélise quando a mesma € catalizada
por enzimas. As enzimas funcicnam baixando a ehergia de ativagdo aumentando a
taxa de reagdo mesmo em ambientes onde a rea(;.éo rmesmo em ambientes onde a
reagdo ndo & favorecida. Para uma potencializacdo de sua atividade. Algumas
enzimas (que s&c moléculas protéicas) associam-se a co-fatores que podem ser
fons metalicos (Mg™*, Na*, K' ou Zn™"). As enzimas s8o especificas a cada ambiente
no qual sua atividade é ofimizada. No caso de enzimas que atuam em seres
humanos as condigdes consideradas ideais & sua atividade 6tima sio solucdo
aquosa pH 6-8, for¢a idnica de 0,15 molar, temperatura entre 35 a 40°C. Mudangas
neste ambiente podem inativas as enzimas (OREFICE et al., 2006).

A hidrélise enzimatica &, portanto mais bem controlada que a quimica porém
a necessidade da utilizagdo de enzimas e o custo destas torna este processo muito
dispendioso quando se pensa em escala industrial (ASSIS et al., 2008).

As principais enzimas para degradagao da quitosana séo a quitonase (enzima
especifica para quitocsana), a lisozima (enzima que no organismo humano e em
outros animais é a responsavel pela degradacdo deste polimero) (LYU e
UNTEREKER, 2009).

Existem varios tipos de ensaios que visam mensurar esta biodegradagao que
podem ser: ensaic de enzima teste de respiragdo, Gas (CH4 ou COp) e
experimentacdo de campo, polimeros marcados radioativamente e laboratério de
escala dos ambientes acelerados simulados.

Nos a teremos mais a este ullimo, visto que & de maior relevancia para este
trab_élho. :

- 3.5 LABORATORIO DE ESCALA DOS AMBIENTES ACELERADOS SIMULADOS

O principio deste método consiste em que a biodegradagéo de um material
polimérico & geralmente associada & mudanga nas propriedades fisicas, quimicas e

mecanicas do material, e sdo justamente estas mudangas que tornam o processo de
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biodegradacdo interessante principaimente visando sua aplicagdo. Estas
propriedades s&o passiveis de ser mensuradas em fungdo da duragéo da exposigao
a um meio bidtico, acompanhando-se as consequéncias do processo de
biodegradagao sobre o material (BASTIOLI, 2005).

Os meios bidticos podem ser projetados em laboratéric mimetizando os
naturais com um maximo de controle de varidveis como pH, temperatura,
comunidade microbiana, agitacado mecanica e fornecimento de oxigénio. O controle
destas varidveis melhora a reprodutividade do experimento podendo ainda acelerar
o processo de degradacso. Simulagéo de anﬁbientes bidticos em laboratério também
pode ser usada para a avaliagao dos efeitos em longo prazo ou de dosagem
continua da atividade do ambiente e do melhor sistema de escoamento (BASTIOLI,
2005).

Varias propriedades podem ser acompanhadas durante o processo de
degradagao, portanto, & importante eécolher um que seja relevante para a utilizagao
do material. A perda do peso & um parametro frequentemente seguido porque
demonstra claramente a deéintegragéo de um produto biodegradavel. A tracao
também pode ser monitorada, porem nenhuma significativa mudanca pode ser
observada se o mecanismo de biodegradagdo envolve bioerosdo (clivagem
hidrolitica ou enzimatica na superficie) para estes (GRIGOLON, 2001).

_ Biodegradacdo completa ocorre quando nenhum re_siduo permanece, ¢
mineralizacao total ¢ estabelecida quando o substrato original € totaimente
convertido em sais. No entanto, a mineralizagdo € um processo muito lento, em
condicbes naturais, pofque algun's dos polimeros submetidos & biodegradagao vao
inicialmente ISer transformados em biomassa. Portanto, a mineralizagao de
biodegradagéo completa néo é objetivo mensuravel para avaliar a remocé&o do meio
ambiente, porque alguns polimeros séo-biodegradéveis e outros nao (BASTIOL!,
2005).

Embora a biodegradacéo seja geralmente definida como a degradacgio
| causada pelé atividade biolégica (especialmente acio enzimatica), geralmente
.ocorrem simultaneamente e as vezes é mesmo iniciado por degradacgao abidtica

como fotodegradacao e hidrdlise. .Existem casos em que o exame visual da
superficie com diversas técnicas de microscopia também pode dar informacotes
~sobre 0 processo de biodegradacdo. Da mesma forma, alteragbes quimicas ou
fisicas do polimero podem ser acompanhadés combinando-se técnicas especificas
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tais como infravermelho, ou espectroscopia UV, medidas de ressonancia magnética
nuclear, difratometria de raios-X e calorimetria diferencial de varredura.

A desvantagem destes meétodos que acompanham as propriedades
mecanicas, perda de peso, peso molecular ou qualquer pardmetro que se baseia na
natureza macromoiecular do substrato é que, apesar de sua sensibilidade, estes
apenas podem abordar as fases iniciais do processo de biodegradagéo. Além disso,
estes parametros nao fornecem nenhuma informag&o sobre o grau de mineralizacgao
(ASSIS et al., 2008).

Especialmente em copolimeros a hidrélise de um componente pode causar
significativa perda de peso e propriedades de tracdo parecendo até indicar para uma
elevada biodegradacdo mesmo enguanto seus outros componentes possam persistir
no ambiente (BASTIOLI, 2005).

Varios fatores afetam a biodegradabilidade de um polimero e parece
indubitavel que o ambiente é de muita relevancia no que se refere a biodegradacao,
E neste contexto, compreender o efeito da temperatura na cinética de degradagao é
importante n&o sé para prever o comportamento da degradagao do material, mas
também extremamente Uil para desenvolver um método de ensaio acelerado de
degradacao. Testes de degradagac em altas temperaturas foram relatados. Onde a
degradacao resulta da superposi¢éo tempo-temperatura (BASTIOLI, 2005).

A composigao quimica do polimero &, no entanto cutre aspecto fundamental
visto que a quimica do polimero governa suas propriedades quimicas e fisicas e sua
interacdo com © ambiente biolégico. A acessibilidade do polimero para veiculagéo
hidica de sistemas enzimaticos & de suma importancia no que tange a
~ biodegradagéo, visto que enzimas extracelulares degradam o polimero em produtos
pequenos o suficiente para serem assimilados. Também o estado fisico do material
e a superficie oferecida para o ataque enzimatico. Outro fator ndo menos importante
€ a natureza hidrofilica (molhabilidade) e cristalinidade do polimero. A natureza
semicristalina tende a limitar a acessibilidade e efetivamente limitar a degradacio as
regiée_s amorfas do polimero (LYU e UNTEREKER, 2009).

As propriedades quimicas que sao importantes incluem ligagbes quimicas na
cadeia principal do polimero e os grupos funcionais (sua posigao e atividade
quimica). Ligagdes envolvendo hetero atomos na cadeia principal sado consideradas
suscetiveis a degradagdo enzimatica (com excegdo das poliamidas, poliésteres

aromaticos dentre outros). Ligagbes amida, éster, uréia e uretana contém ligagbes
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hidrolisaveis que podem ser degradados por microrganismos e enzimas hidroliticas.
Dessa forma, a presenga de tais grupos funcionais aumenta a biodegradabilidade do
polimero. Além disso, enzimas proteoliticas agem na hidrélise de ligagbes peptidicas
adjacentes as substituintes em proteinas. Substituintes estes que quando contém
benzil, hidroxila, carboxila, metila é grupos fenila aumenta a biodegradacao
(OREFICE et al., 2006). _ .

A estereoquimica das unidades de monémero na cadeia polimérica também
influencia as taxas de biodegradagdo uma vez que uma propriedade inerente de
muitas enzimas é sua seletividade estereoquimica (FLEURI et al., 2009).

A distribuicao de peso molecular do polimero pode ter um efeito enorme sobre
as taxas de despolimerizagdo. Além disso, interagdes com outros polimeros também
afetam a biodegradagdo. Estes materiais adicionais podem agir como barreiras
impedindo a migragao de microrganismos, enzima, e ou oxigénio para o interior do
polimero.

3.6 MEMBRANAS POLIMERICAS NA REGENERAGAO OSSEA GUIADA

Em regides onde o defeito osseo esta em intimo contato com tecido
conjuntivo, a principal dificuldade para a regeneracido o6ssea (na area de defeito)
consiste no fato de que o tecido conjuntivo fibroso tem formagao mais rapida que a
osteogénese, invadindo a regido da falha 6ssea e preenchendo-a com tecido fibroso
(CAFFESSE et al., 1990).

Dessa Forma, a técnica de regenerag@o dssea guiada tem como principio a
exciusio de células do tecido conjuntivo fibroso do defeito dsseo possibilitando a
criagdo de um espacgo (preenchido pelo coagulo sanguineo) onde sera formada
matriz Ossea. 7

Segundo Hardwick et al (1995) o principio da exclusdo é apenas um dentre
os varios fatores envolvidos no processo de regeneragio ¢ssea. Alem da exclusao
de tecido conjuntivo fibroso deve haver também auséncia de inflamagéo decorrente
de infecgdo bacteriana, estabilidade, criagdo e manutengao de esp'ag:o preenchido
por coagulo sanguineo (SCHENK et al., 1984).
| Para a exclusdo de tecido conjuntivo tém se usado as membranas de
regeneragdo Ossea guiada. A literatura reporta que as caracteristicas ideais para
este fim seriam biocompatibilidade, exclusdo celular, manutencdo de espaco,
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integragé@o nos tecidos e manuseio clinico satisfatério (SCANTLEBURY, 1993). Mais
recentemente Tatakis et al. (1999) incluiram também atividade bidlégica.

A aplicagdo como membranas na regeneracdo Ossea guiada exige
caracteristicas mecéanicas ou estruturais que permitam que a membrana suporte
forgas exercidas pela tensdo dos retathos ou decorrentes da mastigacao, prevenindo
o0 colapso da mesma sbbre o defeito, reduzindo o espaco da ferida.

Por outro lado, a formagdo 6ssea requer dois fatores individuais: amplo
suporte sanguineo e suporte mecénico. Os osteoblastos (células formadoras de
matriz 6ssea) produzem matriz 6ssea apenas nas proximidades dos vasos
sanguineos. Sendo uma caracteristica desejavel as membranas estimularef‘n de
algum modo a angiogénese (SCHMID et al., 1997).

~ Estas membranas ainda devem ter uma facilidade de manuseio podende ser
recortadas para moldar-se ao contorno do tecido 0sseo0 e ndo apresentar
caracteristicas de meméria que as fagam retomar & forma original.

O primeiro estudo em animais, com o objetivo de -avaliar a possibilidade da
regeneracao Ossea guiada foi conduzido por Dahlin et al. (1988). Defeitos ¢sseos do
tipo “lado a lado" com 5 mm de didmetro, no angulo da mandibula de ratos
recobertos com uma membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) tiveram
completo preenchimento 6sseo no lado teste apos 6 semanas. No lado controle
nenhum preenchlmento osseo foi.observado.

Desde antao, r_nuatos estudos foram direcionados a estas membranas e, com
o objetivo de verificar se o principic da ROG poderia ser aplicado também em
animais de maior porte, e possivelmente, com menor atividade osteogénica, e
visando a resolucdo de um problema com importancia clinica, Dahlin et al. (1990)
simularam defeitos 6sseos pe'riapicais em incisivos laterais superiores em macacos.
A anélise histolégica, apos trés meses, mostrou preenchimento ¢sseo quase gue
completo nos defeitos recobertos com membranas de PTEE-e presencga de tecido
conjuntivo fibroso no [ado controle. |

A seguéncia da neoformagao 0ssea em defeltos protegidos por membranas
em caes foi caracterizada por Schenk et al. (1894). Apés quatro meses da exodontia
dos pré-molares inferiores, dois defeitos 6sseos regulares foram criados em cada
lado da mandibula. No grupo controle, houve apenas diminuigdo nas dimensdes do
tamanho do defeito. No grupo. teste, a neoformacgao dssea iniciou-se nas superficies
dsseas expostas, em dire¢ido ao centro de defeito, mas aos 4 meses, ndo estava
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completa. A membrana com reforgo de titanio manteve sua forma, enquanto a
membrana de PTFE-e sem reforgo colapsou parcialmente.

Estes estudos demonstram que apesar de a regeneracio 6ssea guiada ser
uma realidade a escolha do material para sua composigao esta ainda longe de ser o
ideal. Ora por n&o serem reabsorviveis necessitando de um segundo tempo cirdrgico
(causando desconforto ao paciente e uma reabsorcao parcial do 0sso neoformado),
ora por nao serem capazes de, por si 80, manterem caracteristicas de estabilidade
mecanica tendo uma falha prematura do m_ateriai, colapso da membrana ou uma
nao formagéo 0ssea nas regides de colapso devido a inflamagac subsequente a tal
processo (RASMUSSON,1997).

Com a finalidade de melhorar a estabilidade as membranas de PTFE-e para
ROG estas comegaram a ser fabricadas experimentalmente com duas configuragées
diferentes numa mesma membrana, a estrutura do PTFE-e apresentando
porosidade entre 5 e 10mm em sua por¢do mais central, sendo oclusiva a
penetragao de células do tecido conjuntivo. A porcdo mais periférica apresentando
uma micro-estrutura mais aberta, permitindo o crescimento de células do tecido
conjuntivo, garantindo a estabilidade da membrana (SIMION et al, 1930).

Simione et al. (1990), ao tentarem em caes 3 tipos de membranas de PTFE-e
com microestruturas diferentes, observaram que melhores resultados foram obtidos
com membranas gue apresentavam a porgéo periférica com microestrutura aberta
(poros entre 20 a 25mm) e a porgao central totalmente oclusiva. Apesar da resposta
bioldgica mais satisfatéria, a remogao da membrana apds 6 meses foi extremamente
dificil. Por este motivo, os autores sugeriram'que tais caracteristicas sejam aplicadas
apenas a membranas reabsorviveis.

Estes estudos deixam claro que o ideal seria que estas membranas nao
precisassem ser removidas € assim membranas reabsorviveis comecgaram a ser
pesquisadas. As membranas compostas de acido polilatico e poligliclico sao
atualmente as membranas para ROG mais utilizadas na odontologia, sendo alvo de
inGmeras pesquisas.

Membranas reabsorviveis com varias concentragbes de acido polilatico e
poliglicolico foram comparadas a membranas de PTFE-e, em defeitos de tamanho
critico em mandibulas de ratos. Apos periodos de reparacaoc de 1 a 12 semanas, as
barreiras reabsorviveis foram bem toleradas pelos tecidos, e ambos os tipos foram

igualmente eficazes na regeneragéo ossea (SANDBERG et al. 1993). Estes mesmos
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resultados foram encontrados por Piattelli et al. (1996) e Lundgren et al. (1997), ao
avaliarem a regeneracéo 6ssea sob membranas reabsorviveis de acido polilatico e
sob membranas n&o reabsorviveis de PTFE-e, em tibia de coelhos.

Superioridade da membrana ndo reabsorvivel, com maior quantidade de
tecido 6sseo regenerado, foi observada por Huzeler et al. (1997), Mcginnis et al.
(1998), Kohal et al (1999) sendo esta diferenca de neoformagéo dssea atribuida a
uma falta de uniformidade do tempo funcional das membranas reabsorviveis.

- Membranas reabsorviveis também foram empregadas para ROG em
humanos. Em relatos de casos, utilizando membranas reabsorviveis de acido
polilatico e acido polilatico/acido poliglicélico, respectivamente, Lundgren et al.
(1994) e Mayfield et al. (1997) verificaram que ambos os tipos de membranas
promoveram neoformagéo oOssea ao redor de implantes com deiscéncias ou
fenestragtes. Simione et ai. (1996), comparando a regenera¢do 0ssea ao redor de
implantes osseointegrados, em humanos, empregando-se membranas de PTFE-e e
membranas levaram & neoformacdo o6ssea, sendo que as membranas ndo
reabsorviveis proporcionaram maior formagao 6ssea que membranas reabsorviveis.

Relato da superioridade de formacdo Ossea no uso das membranas
reabsarviveis foi relatado e atribuido ao fato de que, superadds 0s tempos iniciais de
pesquisa com as membranas reab_sdrviveis, (onde a espessura de tais membranas-
teve de ser ajustada & demanda de forcas na regido alveolar) estas membranas
mantém sua integridade, estrutura e suas caracteristicas pelo tempo necessario a
neoformacao 6ssea (TATAKIS et al, 1999). |

Nas membranas reabsorviveis (biodegradavéis) tém-se, apés um tempo
inicial, a perda das propriedades mecanicas desejaveis iniciando a despolimerizagéo
de suas cadeias. Se este tempo inicial, até que se perca a estabilidade mecéanica
destas membranas, nédo for suficientemente longo para que haja a neoformagao
Ossea esta tera sua finalidade frustrada. Estudos estio sendo feitos a fim de se
estabelecer uma methor compreensédo do tempo de biodegradacgao destes materiais
de modo a fazer ajustes e melhorar seu desempenho (PARK et al, 2003, BASTIOLI,
2005; LYU e UNTEREKER, 2009). '

Porém, se a biodegradagao ocorrer em tempo favoravel e ainda ser meio de
liberag&o de substéncias ostecindutoras esta biodegradag&o tornaria-se ainda mais
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vantajosa. E e isso gue promete a nova geragdo de membranas para regeneragao
Ossea guiada, onde a quitosana tem tido especial destaque (WELING et al, 2005).

_ Recentemente, pesquisadores tém mosirado interesse em novos materiais
capazes de serem associados a outras substancias que favorecam a formacao
Ossea, especialmente os biopolimeros naturais, em particular a quitosana, que pode
apresentar poiencia! na reparagac de defeitos dsseos, a despeito das limitagdes de
outros biomateriais (PARK et al, 2003; FILHO et al, 2007).

A quitosana & um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina (termo
derivado da palavra grega Khitén, que significa carapaga, casca ou caixa de-
revestimento), e que designa um polissacarideo abundante na natureza, perdendo
apenas para a celulose em quantidade produzida anuaimente (SENEL; McCLURE,
2004). |

A quitosana normalmente é insoluvel em solucdes aquosas, com pH superior
a 7. Entretanto, em acidos, 0s grupos amino livres sdo protonados e a molécula
torna-se altamente soltvel em pH acido {(OKAMATO et al., 1995).

A solubilidade da quitosana estara intimamente relacionada com a quantidadé
de grupos amino protanados (-NH®*') na cadeia polimérica. Quanto maior a
guantidade destes grupos, maior o numere de interagbes eletrostaticas repulsivas
entra as cadeias e também maior a sua solvatacdo em agua (SANTOS et al., 2003).

A dissolugdo da quitosana da origem a géis, que podem ser utilizados
diretamente ou transformados em outros materiais na tentativa de utilizagdo como
biomateriais. A quitosana conjuga as propriedades de adsor¢do, permitindo que seja
utilizada até mesmo em terapias genéticas, no tratamento de reagdes imunoldgicas
ou alérgicas, através da adsorcdo de particulas de origem alimentar (MOFFAT e
COOKSON, 1999).

Biomateriais de guitosana também tém sido considerados como acelerador da
reparagao tecidual, capazes de aumentar a produgdo de matriz extracelular atraves
do aumento de producdo de fatores de crescimento. Também acelerariam a
infiltragdo de linfocitos polimorfo nucleares nas fases iniciais de cicatrizagao tecidual,
aumentando consideravelmente a osteopontina, uma fosfoproteina capaz de
aumentar a ligacao celular na ferida em cicatrizagdo. Quitosana fomenta o
crescimento celular, porque as células aderem fortemente ao polimero e proliferam
mais rapidamente (UENO et al., 1999).
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Polimeros de quitosana s3o constituidos por arranjos paralelos de pontes de
hidrogénio que conferem melhores propriedades mecanicas, com alta resiténcia a
cargas, bem como estabilidade ao enxerto, caracieristica extremamente importante
especialmente nos estagios inicias de formacdo dssea (MUZZARELLI, C. e
MUZZARELLI, R. A, 2002).

Dados iniciais sugerem um periodo de degradacdo dependente do grau de
acetilacdo de quitosana utilizada, fator que também interfere na resisténcia
mecanica do biomaterial avaliado, e a possibilidade de associagdc de outras
substancias a quitosana nas membranas (ZHANG et al., 2007).

Uma das possibilidades mais promissoras dos biomateriais obtidos da
quitosana € sua capacidade em formar estruturas porosas, contendo fatores de
crescimento, como proteinas morfogenéticas Osseas ou fatores de crescimento
vascular em sua composigdio, e que podem ser utilizados como moldes para
crescimento celular, para hosterior implantacao em defeitos extensos (MADIHALLY
e MATHEW, 1999; ZHANG et al., 2006).

Recentemente, hidrogéis de quitosana foram utilizados como carreadores
para proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP-2) e implantados em defeitos ésseos
criticos criados na calvaria de ratos. Proporcio_nando regeneracao t_ecidual ofimizada,
quando compara ao uso dessas proteinas isoladamente (ISSA et al., 2007).

Porém, o grande problema que existe quando se pretende aplicar a quitosana
em regibes com comprometimento sistémico, tais como defeitos dsseos criticos, € o
fato de sua esterilizacdo se tornar necessaria. Métodos comuns para esterilizagao
de produtos médicos e farmacéuticos incluem a eXposigéo ao calor seco, vapor
pressurizado, 6xido de etileno e radiagdo gama. Antes de qualquer um desses
métodos serem considerados como método de escolha para esterilizagdo dos
biomateriais da quitosana, seus efeitos sobre as propriedades do palimero devem
ser mais bem estudados. Isso traz a tona alguns problemas deste biomaterial, que,
quando exposto a temperaturas maiores que 120°C, sofre alteragbes em seu grau
de solubilidade, aparéncia e estrL;tura fis_ica, e quando exposto a radiagdo gama,
sofre fissuras e um decréscimo de viscosidade que e dose-dependente (LIM;, KHOR,
1998) o que provavelmente iré alterar suas propriedades biologicas. Sendo a
degradacé@o deste polimero eni diversas'temperaturas muito relevante para sua
utilizagao.
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Portanto, do ponto de vista da aplicagdo clinica no estagio atual do
desenvolvimento tecnolégico da membrana biodegradével deve-se considerar a
obtengdo de membranas com cinética de degradagdo que inibam ou eliminem a
invaginagéo de tecido conjuntivo durante ¢ periodo de formacgéo 6ssea considerando
as alteragdes de temperatura produzidas pela inflamacéo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

A quitosana (CS) foi adquirida na forma de pé pela Polymar — Fortaleza/CE
com grau de desacetilacdo de 90% e utilizada sem prévia purificagido. O &cido
acetico glacial, fornecido pela Vetec, foi usado como solvente para a quitosana.
Hidroxido de sddio, também fornecido pela Vetec, sera usado para neutralizar o pH
das membranas de quitosana. Para o ensaio de degradacio enzimatica foram
utilizados a enzima lisozima e o tampao fosfato (PBS), obtidos da Sigma Aldrich
Brasil Ltda.

4.2 METODOS
4.2.1 Preparacado da Membrana de Quitosana

A preparacidoc das membranas de quitosana foi conduzida conforme
procedimento realizado pelo Grupo de Biomateriais da UFCG: uma solugdo de
quitosana a 1% e 2% (m/v) foi preparada através de dissolugdo de 1,0 g de
quitosana em 100 mL e 2,0 g de quitosana em pd uma solugdo a 1% (v/v) de acido
acético glacial, sob agitagcao magnética a 45°C por 2h. Em seguida, a solugdo
polimérica foi filtrada a vacuo para remogao de material insolivel. O filtrado foi
vertido em placas de petri com didametros de 143,50 mm e acondicionado em estufa
a 50°C por 20 h para evaporagéo do acido e formagdo do filme. Apds a secagem
dos filmes, os mesmos foram retirados da estufa e 40 mL de uma solugdo de -
hidréxido de sédic a 1 Mol/L. foram adicionados, com © objetive de assegurar a
completa neutralizagdo das membranas. Em seguida, os filmes foram lavados em
agua corrente para retirada da soluggdo de hidréxido de sédio e posteriormente
submersos em um recipiente com agua destilada em quantidade e por um tempo
suficiente para que a néutralizag,éo dos filmes seja atingida. Depois da neutralizacao

dos filmes, os mesmos foram secos por 12h a temperatura ambiente.
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4.2.2 Processo de orientagao molecular das membranas

Finalmente, os filmes sdo preparados para receberem o processo de
orientacdo molecular. Serdo preparados filmes com dois diferentes tipos de
orientacdo em dispositivos desenvolvido pelo Grupo de Biomateriais da UFCG.

As membranas produzidas serao submetidas a degradagdo em duas temperaturas
de 38°e 45°C.

As membranas foram estiradas e orientadas, seguindo metodologia proposta
por Ponciano (2010). Foram utilizados dispositivos de vidro retangulares com duas
dimensdes diferentes: Placa Grande: 98,83 mm x 58,19 mm e Placa Pequena:
100,65 mm x 48,77 mm. Em seguida as membranas foram secas por 24h a
temperatura ambiente.

‘\ /

Figura 2. Esquema do dispositivo utilizado para a orientacdo preferencial das membranas
de quitosana.
Fonte: Ponciano, 2010.

4.2 .3 Caracterizagao

Posteriormente, as membranas obtidas foram caracterizadas pelas seguintes

técnicas:
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4.2.3.1 Difragéo de Raios X

A difragdo de Raios X foi aplicada para comprovar a efetiva orientagéo do
polimero, através da mudanga do perfil organizacional das moléculas. As amostras
foram submetidas a analise por difragdo de raios X (DRX) em um difratdmetro
SHIMADZU (modelo XRD 6000) com varredura angular 5°<20<35° na montagem de
Bragg-Brentano, sistema 06-20, utilizando-se radiagao de Cu (ka1) com varredura no

passo de 0,02 (20), com intervalo de 0,5 segundo para cada amostra.

4.2.3.2 Especlroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho foi aplicada para a identificagéo
dos principais grupos funcionais presentes na quitosana, bem como identificar o
processo de biodegradagédo das membranas, através de mudangas nos espectros.
As amostras foram caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho

com Transformada de Fourier em um espectrdmetro Spectrum 400 PerkinElmer

(UAEMa/CCT/UFCG) e com varredura de 4000 a 400 cm .
4.2.3.3 Ensaio de Biodegradagdo in vitro

O estudo da taxa de biodegradacdo dos fiimes orientados foram realizados
com a exposigdo dos filmes orientados e sem orientagdo em solugdo preparada de
lisozima e PBS, com tempo de exposigdo de 30 e 45 dias, a 38 e 45°C, com
atmosfera controlada. | '

A metodologia foi empregada com base na norma ASTM F1635-04 (Standard
Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer
Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants). Os filmes foram cortados na
dimensdode 1,56x25 cm?, pesadas em balanga analitica e desinfetadas utilizando-
se o etanol 70%. Os filmes foram colocados para biodegradar em uma solugéo de

~ lisozima/PBS com concentragdo de 5g/L. As amostras foram incubadas por um

periodo de 30 e 45 dias em estufa microbioldgica & temperatura de 38, e 45°C.
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4.2.3.4 Perda de Massa

Ao final do experimento, as amostras foram lavadas com agua destilada,
secas em um intervalo de 5 a 8 minutos em estufa a 50°C e pesadas em balanga
analitica. As diferengas percentuais das massas das amostras antes e apés o ensaio
forneceram os resultados referentes a degradacao enzimatica dos filmes.

4.2.3.5 Tenséo Superficial

A energia superficial e o carater hidrofilico/hidrofébico foram avaliados pela
medida da tensdo superficial em equipamento desenvolvido e instalado no
laboratério de caracterizagdo da UAEMa/CCT/UFCG. A medida por angulo de
contato possui um grande potencial de aplicagdo. Ela pode ser mensurada em um
nivel macroscopico para caracterizar a molhabilidade média dos materiais.

4.2.3.6 Microscopia Otica

A microscopia 6tica foi aplicada para uma visualizagdo macroscopica das
superficies das membranas de quitosana, sem orientacdo e com orientagao
preferencial e ndo degradadas. Além disso, para visualizagdo dos efeitos da
biodegradagdao enzimatica na superficie das membranas de quitosana, sem
orientacdo e com orientagao preferencial. As amostras foram caracterizadas em um
Video Microscépio Optico (SHX- 13M) Hirox 05008 (UAEMa/CCT/UFCG).

[UFCG/BIBLIOTECA]
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DIFRACAOQ DE RAIOS X

Para os ensaios de difragao de Raios X, s6 foi possivel submeter a analise as
amostras que nao foram submetidas ao processo de degradagao enzimatica, pois as
mesmas foram degradadas numa condigao que impossibilitou os ensaios.
5.1.1 Membranas de quitosana nao orientadas

Os difratogramas de raios X obtidos das membranas de quitosana sem

orientacdo preferencial, com concentracao de 1% e 2% (m/v) estdo apresentados
nas Figuras 3 e 4, respectivamente.
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Figura 3. Difratograma para membrana de quitosana a 1% sem orientagdo molecular

‘ preferencial. ' '
Observando os resultados de DRX para a amostra processada sem

orientacao preferencial, com concentracdo de 1% (m/v), nota-se um perfil

semicristalino, tipico de materiais poliméricos, bem como, um perfil tipico de
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quitosana (FIDELES, 2010), com intensidade nas regides de 26 = 10° (fase
orientada) e 26 = 20° (fase amorfa). Observa-se ainda que a intensidade relativa a

fase amorfa & maior que a cristalina.

Placa sem orientag@o 2%
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Figura 4. Difratograma para membrana de quitosana a 2% sem orientagdo molecular
preferencial.

Observado o resultado para as amostras sem orientagdo preferencial, com
concentragio de 2% (m\v), observa-se que, quando comparado as amostras
preparadas a 1%, o pico localizado na regido 28 = 10° se apresenta com maior
intensidade, enquanto que o pico localizado na regido 28 = 20° se mostrou menos
intenso. Constata-se em ambos os casos a manutengdo do carater amorfo dos

filmes obtidos.
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5.1.2 Membranas com orientacéo preferencial a 1% -

Placa pequena 1%
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Figura 5. Difratograma para membrana de quitosana a 1% com orientag&o molecular
preferencial {placa pequena).

Analisando os resultados por difrag@o de raios X para a amostra submetida ao
processo de orientagdo molecular preferencial, na placa pequena, pode-se observar
que o processo de orientagdo medificou sutimente o difratograma quando
comparado com a amostra sem orientagao preferencial ocorrendo uma diminuigao

na intensidade na regiao localizada em 20 = 20°.
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Placa grande 1%
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Figura 6. Difratograma para membrana de quitosana a 1% com ofientag:éo molecular
preferencial (placa grande).

Observando os resultados do DRX para a amostra com orientagao
preferencial realizada na placa Y. Observa-se um aumento de intensidade na regiao
de 20 = 10° (fase cristalina). Com isso, pode-se constatar um aumento na
cristalinidade nas duas condi¢gbes, comportamento esse esperado no processo de

crientacao.
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2.1.3 Membranas de quitosana com concentragao 2% (m/v)

{ Placa pequena 2%
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Figura 7. Difratcgrama para membrana de quitosana a 2% com orientacdo molecular
preferencial (placa pequena).

Observando os resultados para a amostra preparada com orientagédo na placa
X, observa-se que o processo de orientagdo molecular aumentou a intensidade n&o

sO na regiao relativa a 26 = 10°, mas também na regido de 26 = 20°.
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Figura 8. Difratograma para membrana de quitosana a 2% com orientagdc molecular
preferencial (placa grande).

Observando os resultados de DRX para a amostra preparada com orientagao
molecular preferencial, nota-se que a intensidade relativa a regido 26 = 10° baixou
um pouco em relagdo a amostra preparada sem orientacdo preferencial e com
orientagdo preferencial (placa X). Contudo, o pico relativo a regido 26 = 20°
aumentou quando com.parado com a amostra sem orientagéo e se manteve com o

mesmo valor encontrado com a amostra preparada na placa X.
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52 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER - FTIR

5.2.1 Membranas de quitosana nao degradadas
Os resultados obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho, para as

amostras com concentragdo 1% (m/v) e 2% (m/v), sem orientagdo preferencial e
com orientagdo preferencial, ndo degradadas, estéo ilustrados, nas Figuras 9 e 10,

respectivamente.
(3]
memb. 1% ND o
064 Y cI)
_So ] \
o o
x PP S0
0,5 4 o PG % o
=] o 1
- =] 'g I }
5 S ® .
0,4 g -3 B i
o © o~ -g E = !
(5] - o o e O : J‘
£ = z ES B! :
g 034 w o < 8 o "
S P t 1 il
2 ; g ¢ i
< 024 / % [ A
v 4 - ' ‘*
' \\ ‘l; 1 'I'q‘:‘I .:'
044 ' I W
sot+—=~" \
o ‘\ ,"
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 9. FTIR para membranas de quitosana nao degradadas, a 1%.
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Observando ambos os espectros de FTIR para os filmes de quitosana, nao
orientados e orientados, sem degradagao enzimatica, nota-se na regido entre 1500 e
2000 cm”, absorcdes tipicas da quitosana, como absorgoes relativas a Amida |,
relativo ao grupamento acetamida, comprovando que a quitosana ndo é 100%
desacetilada, deformagdes relativas a NH, e CH3. Além disso, possuem ainda, na
regido de 1000 cm™, vibragdes da ligagdo C — O — C, que caracterizam o anel
polimérico. Nas regiées entre 3000 e 35000 cm™, apresentam estiramento OH, com
a presenca de um ombro entre 2900 e 3000 cm™, relativo ao estiramento NH,. Essas
absorg¢des sdo formadas devido as pontes de hidrogénio presentes entre as cadeias
poliméricas.

5.2.2 Membranas de quitosana degradadas

5.2.2.1 Concentragéo 1%

Os resultados de infravermelho para as membranas de quitosana, com 1% e
2%, sem orientacdo e com orientagdo preferencial, submetidas a degradagao
enzimatica por 30 e 45 dias e a Temperaturas de 38 e 45°C estao ilustrados nas
Figuras 11 e12, respectivamente.
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Figura 11. FTIR das membranas de quitosana degradadas
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Figura 121. FTIR das membranas de quitosana deg;radadas

Observando os resultados de FTIR para as amostras preparadas com 1% e
2%, submetidas ao processo de biodegradagao enzimatica, a temperaturas de 38° e
45 °C, por 30 e 45 dias, observa-se que houve um comportamento constante ao
longo dos graficos. Observa-se também que ndo houve mudangas significativas nos
perfis de espectros obtidos, mesmo variando o tempo e a temperatura no processo.
Na regido caracteristica das vibragdes C — O — C, localizada na regido de 1000 cm™,
percebe-se que apés o processo de biodegradagdo houve uma diminui¢do na
intensidade das absorbancias, indicando que, provavelmente, ocorreu neste
processo uma despolimerizacdo. As absorgdes referentes a deformacédo NH; e

amida |, localizadas entre 1500 e 1750 cm™' sofreram um aumento na intensidade.
5.3 TENSAO SUPERFICIAL

Foi utilizada a técnica da medida do angulo de contato visando analisar o grau
de hidrofilicidade das membranas. Foram realizados ensaios apenas parta as
membranas com concentracdo de 1% e 2% nao submetidas ao processo de
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biodegradagao enzimatica, devido as amostras submetidas a biodegradagéo se

encontraram quase que 100% deterioradas, impossibilitando assim as analises.
5.3.1 Angulo de contato para membranas com concentragdo 1%

Os resultados das medidas de angulo para as membranas com concentragao
de 1% (m/v), ndo orientadas e orientadas, estao ilustrados na Figura 13.
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Figura 13. Medidas de angulo de contato para membranas nao orientadas e orientadas,
com 1% (m/v).

Observando os resultados das analises de angulo de contato para as
membranas de quitosana de concentracao de 1% (m/v), que estao ilustrados na
Figura 13, pode-se notar que ndo houve diferengas significativas entre as medidas,
mesmo para as medidas das membranas submetidas aos processos de orientagao

preferencial.
5.3.2 Angulo de contato para as membranas com concentragdo 2%

Os resultados das medidas de angulo para as membranas com concentragao

de 2% (m/v), ndo orientadas e orientadas, estao ilustrados na Figura 14.
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Figura 14. Medidas de angulo de contato para membranas ndo orientadas e orientadas,
com 2% (m/v).

Observando os resultados das analises de &angulo de contato para as
membranas de quitosana de concentragéo 2% (m/v), que estao ilustrados na Figura
14, nota-se que a membrana submetida ao processo de orientagado preferencial na
placa grande apresentou valores menores de angulo de contato. Os valores obtidos
para as membranas sem orientagao preferencial e a membrana orientada na placa
peguena nao apresentaram diferencgas significativas.

5.4 BIODEGRADAGAO ENZIMATICA

Os resultados obtidos com os ensaios de biodegradagdo enzimatica
realizados apés os periodos de 30 e 45 dias, sob temperaturas de 38° e 45°C,
respectivamente, foram mensurados nao apenas com ensaios fisico-quimicos, mas
também com relagdo a perda de massa das membranas ao longo do processo de
biodegradagao.

5.4.1 Perdas de Massa para membranas de quitosana a 1% (m/v)

Os resultados para os calculos de perda de massa para as membranas de
quitosana com concentragdo de 1% (m/v), sem orientagdo e com orientagao
preferencial, apés o processo de biodegradacgao, estao ilustrados nas Figuras 15 a
18, respectivamente.
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Figura 15. Porcen?agem de perda de massa das amostras sem griehtagéo preferencial a
temperatura de 38°C.
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Figura 26. Pdfcentagem de perda de massa das amostras sem oriéntagéo prefereﬁcial a
temperatura de 45°C.

Observando os resultados de perda de massa para as membranas de
quitosana com concentragdo de 1% (m/v) e sem orientacdo preferencial, nota-se
que, para as temperaturas de 38°C, o percentual de perda de massa se apresentou
maior nas amostras que ficaram por 45 dias expostas ao meio enzimatico. Este
comportamento era esperado, ja que mais dias em contato com o substrato, maior
seria a agao da enzima. Contudo, ao observar os resultados para as membranas
submetidas ao processo de biodegradacdo a 45°C, as amostras expostas por 45
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dias mantiveram a percentagem de perda de massa praticamente a mesma que a
38°C. Entretanto, as amostras expostas a 30 dias, a percentagem de perda de
massa praticamente dobrou.
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Figura 17. Porcentégem de perda de massa das amostras comone;tagéo breferenciai na
placa pequena a temperatura de 38°C.
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Figura 18. Porcentagem de perda de massa das amostras com orientagdo ;Eféfé};cial na
placa pequena a temperatura de 45°C.

Observando os resultados das perdas de massa para as membranas de
quitosana submetidos ao processo de orientagao preferencial nas placas pequenas,
nota-se que para as duas faixas de temperaturas estudadas, o percentual de perda
de massa foi praticamente o0 mesmo, com as membranas expostas por 30 dias ao

meio enzimatico apresentando um maior percentual.
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5.4.2 Perdas de Massa para membranas de quitosana a 2% (m/v)

Os resultados para os calculos de perda de massa para as membranas de
quitosana com concentragdo de 2% (m/v), sem orientagdo e com orientagéo
preferencial, apés o processo de biodegradacao, estéo ilustrados nas Figuras 19 a

24, respectivamente.
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Figura 19. Porcentagem de pérda de massa das amostras co?n orientagao preferencial na
placa grande a temperatura de 38°C.
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Figura 20. Porcentagem de pefdé de massa das amostras com orientagdo preferencial na
placa grande a temperatura de 45°C.

Os resultados de perda de massa para as membranas orientadas nas placas
grandes apresentaram um efeito contrario ao que ocorreu com as placas pequenas,
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para as duas faixas de temperatura estudadas. O maior percentual de perda de

massa apresentado foi para as amostras expostas ao meio enzimatico por 45 dias.
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Figura 21. Porcentagem de perda de massa das amostras sem crientacdo preferencial a
temperatura de 38°C.
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Figura 22_;_i5”o_;£entagem de perdra de massa das é-r-a-;dstras sém _c;ri_é-nt-égéo p'réferencial a
temperatura de 45°C.

Observando os resultados de perda de massa para as membranas com
concentragdo de 2% (m/v), sem orientagdo preferencial, nota-se que para a
temperatura de 38°C, o percentual de perda de massa para as amostras expostas
por 30 dias ao meio enzimatico, foi maior, enquanto que, para a temperatura de
45°C, as amostras com 45 dias de exposi¢ado apresentaram um maior percentuat de

perda de massa.
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Ja para os resultados das membranas de quitosana orientados nas placas

pequenas, para 38°C, praticamente nao houve diferencas entre os percentuais de

perda de massa. Para 45°C, o percentual de perda de massa para as amostras

expostas por 45 dias foi praticamente o dobro das amostras com 30 dias.
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5.5 MICROSCOPIA OTICA

Os resultados dos ensaios de microscopia 6tica, realizados nas membranas
de quitosana, sem orientagdo preferencial e com orientagdo preferencial, ndo
degradada e degradadas, estao ilustras nas Figuras 25 até a 28, respectivamente.

()

Figura 25. Microscopia 6tica para as membranas de quitosana a 1% nao degradadas (a)
sem orientagdo, (b) orientacdo placa pequena e (c) orientagéo placa grande.
3500 X.
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(c)

Figura 26. Microscopia 6tica para as membranas de quitosana a 2% nao degradadas (a)
sem orientagéo, (b) orientacdo placa pequena e (c) orientacdo placa grande.
3500 X.

A morfologia das membranas, tanto com concentragdo de 1% (m/v) como
para 2 (m/v), antes do processo de biodegradagdo apresenta uma superficie lisa,
sem a presenca aparente de macroporos. Nota-se ainda, a presenga de algumas
impurezas na superficie, provavelmente resquicios do processo de obtengdo das
membranas.
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(d)

()

Figura 27. Microscopia 6tica para as membranas de quitosana a 1% degradadas (a) sem
orientacdo por 30 dias e 38°C, (b) sem orientacdo por 45 dias e 45°C, (c) com
orientagao placa pequena, 45 dias e 45°C e (d) com orientag&o, placa grande, 30

dias e 38°C. 3500 X.
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(c) (d)

Figura 58. Microscopia 6tica para as membranas de quitosana a 2% degradadas (a) sem
orientagdo por 30 dias e 45°C, (b) sem orientacdo por 45 dias e 38°C, (c) com
orientagdo placa pequena, 45 dias e 38°C e (d) com orientaco, placa grande, 45
dias e 45°C. 3500 X.

Para as membranas de quitosana, sem orientacdo e com orientagcao
preferencial, submetidas a biodegradagao enzimatica, a morfologia das membranas
se apresentou quase que idénticas para todas as situagdes estudadas durante a
pesquisa. Observa-se presenca de erosdes nas superficies poliméricas,
comprovando assim as informagdes encontradas nos ensaios de FTIR, uma efetiva

acao da lisozima nos filmes.
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6 CONCLUSAO

Diante dos objetivos expostos e com os resultados obtidos ao longo da
pesquisa, conclui-se que:

e As membranas produzidas nas concentragdes de 1% e 2% (m/v) e,
sem e com orientagao preferencial, foram sensiveis a agéo de lisozima,
nos periodos de 30 e 45 dias, independentemente das temperaturas
estudadas;

e Na temperatura de 38°C ocorreu um maior nivel de biodegradagéo nas
condigbes de membranas com orientagdo preferencial obtidas nas
placas pequenas;

e Na temperatura de 45°C ocorreu, comparativamente com a
temperatura de 38°C, uma menor perda de massa no processo de
biodegradacgao. Este fato, pode estar associado a inativagéo parcial da
enzima;

¢ No perfil da cristalinidade constatou-se uma redugédo do carater amorfo
de 1% para 2% e, um aumento na condi¢gdo cristalina para as
membranas com 2% orientadas preferencialmente obtidas na placa
pequena;

e O aumento da concentragdo dos filmes de quitosana diminui a
biodegradacgao;

e Nas membranas de 1% as tensdes internas decorrentes do processo
de orientagdo molecular mostraram-se uma variavel decisiva na
biodegradacdo. Ao aumentarmos a concentragdo das membranas de
1% para 2% observamos que um melhor empacotamento das cadeias
poliméricas podem antagonizar o efeito da tenséo;

¢ Nos filmes produzidos com 2% de quitosana, uma outra variavel, a
hidrofilicidade, parece determinar a membrana de maior
biodegradacédo. Visto que as membranas mais hidrofilicas s&o as
produzidas com a placa grande (de 1 e 2%),

[ TFCG/BIBLIOTECA
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e Quanto a temperatura dos ensaios: Devido a lisozima ser uma enzima
organica e sua temperatura ideal estar na variagdo de temperatura
corpérea, observamos uma maior biodegradagéo a 38°C;

e A exposi¢ao da superficie da membrana de quitosana nado revestida
pela deposicéo de cristais de PBS aumentou a biodegradagao.



60

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRESS, Y.; GIRAUD, L.; GERENTE, C.; LECLOIREC, P. Environ Techuol, ed.
28, p.1357-1363, 2007.

ANTONINO, N. A. Otimizagdo do processo de obtengdo de quitina e quitosana
de exoesqueleto de camardes oriundos da industria pesqueira paraibana.
Dissertagao de Mestrado, Universidade Federal da Paraiba, Brasil, 2007.

ASSIS, OB.G. Avaliagao por analise de imagem, da acgdo fungistatica de
coberturas de quitosana em magas minimamente processadas. Monografia de
Especializagao, Universidade Federal de Lavras, Brasil, 2008.

BAE, K; JUN, E. J; LEE, S. M.; PAIK, D. |.; KIM, J. B. Effect of water-soluble reduced
chitosan on streptococcus mutans,plague reground and biofilm vitality. Clin Oral
Investig. v. 10, p. 102 — 107, 2006.

BARBANTI, S. H.; ZAVAGLIA, C. A C,; DUEK, E. A. R. Polimeros bicabsorviveis na
engenharia de tecidos. Polimeros: Ciéncia e tecnologia. v.15, n.1, p.13-21, 2005.

BARROS, L. A. Obesidade infantl — Uma alternativa natural contra o excessode
peso. Editorial Benzen, n. 1, Sao Paulo, 2003.

BASTIOLI, Catia. Handbook of Biodegradable Polymers Rapra Technology
Limited, 2005. p. 549. ‘

BERGER, J.; REIST, M,; MAYER, JM.; FELT, O.; GURNY, R.; EURO. J. Pharm.
Biopharm. v. 35, p. 57, 2004

BOSSO, C.; DEFAYE, J.; DOMARD, A.; GADELLE, A. The behavior of chitin towards
anhydrous hydrogen fluoride. Preparation of B-(1-4)-linked 2-acetamido-D-deoxy-D-
glucopyronayl oligosaccharides. Carbohydrate Polymers, v. 156, p. 57-68, 1896.

BUSER, D.; DULA, K.; BELSER, V.; HIRT, H.P.; BERTHOLD, H. Localized ridge
augmentation using guided bone regeneration. I. Surgical procedure in the maxilla.
INT J Periodont Restorative Dent, v.13, n.1, p. 29-45, jan-1993.

CAFFESSE, R. G DOMINGUEZ, L. E.; NASJELETI, C. E.; CASTELLJ, W. A,
MORRISON, E. C.; SMITH, B. A. Furcation defects in dogs treated by guided
regenation (GTR). J Periodonto, v.61,n.1, p45-50, Jan 1990.




61

CAMPANA FILHO, S.; BRITTO, D.; CURTI, E; ABREU, F.. CARDOSO, M.
BATTISTI, M.; SIM, P.; GOY, R.; SIGNINI, R;; LAVALL, R. Extracao, Estrutura e
Propriedades de a e 8 Quitina. Quimica Nova, v.3, n.3, p.644-650, 2007.

CHANDY, T.; SHARMA, C.. Biomater.artif.cell.artif.organs. 1990, 18.1.

CHUNG, Y. P.; SU, Y. P,; CHEN, C. C_; JIA, G. WANG, H.I, WU, JC.G & LIN, J. G.
Relacao entre a ahwdade antlbacterlana da quitosana e caracterlstlcas da superﬂme
da parede celular, Acta Phamacol Sin, v. 25, p. 932-936, 2004.

CLARINVAL, A-M.; HALLEUX, J. Biodegradable Polymers for Industrial
Application. Ed.Ray Smith. Wocdhead Publishing Limited, 2005.

CRAVEIRO, A. A; CRAVEIRO, A. C. e QUEIROZ, D. C. Quitosana — A fibra do
futuro, Padetec, 1999 124p.

DALLAN, P. R. M. In: Sintese e caracterizagdo de membranas de quitosana para
aplicacao na regeneracao da Pele. 2005. 194p. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica) - Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.
Campinas, 2005.

DAHLIN, C.; GOTTLOW, J.; LINDE, A.; NYMAN, S. Healing of maxilary and
mandibular bone defects using a membrane technique. A experimental study in
monkeys. Scand. J Plast Reconstructive Hand Surg. v. 24, n.1, p.13-19, Jan 1990.

DAHLIN, C.; LINDE, A.; GOTTLOW, J.; NYMAN, S. Healing of bone defects by
guided tissue regeneration. Plast Reconstructive Surg, v.81, n.5, p.672-676, May
1988.

FEIT, O,; BURI, P.; GURNY, R. Chitosan: a unique polysaccharide for drug delivery.
Drug Dev Ind Pharm; v. 24: p. 979-93, 1998.

FILHO, A. O. F.; ALMEIDA, L. E; PEREIRA, J. A; LEMOS, A E. Reconstru¢ao de
defeito de continuidade em mandibula com posterior reconstrugédo alveolar. RGO. v.
55, n.3, p. 305-310, jul/set 2007.

FOOK, Marcus V. Desenvolvimento De Técnica De Deposicdo De Hidroxiapatita
Pelo Método Biomimético Na Superficie Polietileno De Ultra-Alto Peso
Molecular Para Aplicagdo Como Biomaterial, 2005. Tese em Quimica,
Departamento de Fisico-Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho (UNESP), Araraquara — SP.




62

FLEURI, L F; SATO, H. H.; GARCIA, J. S; FRANCO, T T
Aminoglucanooligossacarideo {AGQO's) Produzidos Enzimaticamente. Faculdade de
Engenharia Quimica, Unicamp. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia. v. 19, n. 12, p.
111-116, 2009.

GRIGOLON, L. B. Modificagdo da quitina e quitosana por via enzimatica,
2001.86p. Dissertagdo (Mestrado em engenharia quimica) Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica,Campinas, 2001.

GOY, R.C.; BRITO, D. e ASSIS, O.B.G.A. Review of the Antimicrobial Activity of
Chitosau. Embrapa Instrumentacao Agropecuaria, Sao Carlos/SP. 20089.

HARDWICK, R.; HAYES, B.K.; FLYNN,C. Devices for dentoalveolar regeneration na
upto-dat literature review. J Periodontol, v.66,n.6,p.495-505, 1995.

HASEGAWA, M., ISOGAU, A; ONABE, F. Preparation of low molecular weight
chitosan using phosphoric acid. Carbohydrate Polymers, v. 20, p. 279 - 283, 1993.

HEJAZI, R.; AMIJI, M. Chitosan — Based gastrointestinal delivery systems. Jornal of
Controlled Realease, v. 89, p. 161-165, 2003.

HOFFMAN, A. 8.; SCHOEN, F. J.; LEMONS, J. E. Biomaterials Science: An
Introduction to Materials in Medicine. California: Academic Press, 19986.

HONG, H; WEIl, J; CHANGSHENG, L. Development of asymmetric
gradationalchanged porous chitosan membrane for guided periodontal tissue
regeneration. Composites part b, v.38, p.311-316, 2007.

HOROWITZ, S.T., ROSEMAN, S., BLUMENTHAL, H.J. The Preparation of
Glucosamine Oligossacharides. | - Separation. Journal of American Chemistry
Society, v. 79, p. 5046-5049, 1957.

HSIECH, W. C.; CHANG. C. P, LIN, S. M,; Colloid Surf. v. 57, p. 250, 2007.

HURZELER, M. B.; QUINONES,C.R.; HUTMACHER, D.; SCHUPBACH, P. Guided
bone regeneration around dental implants in the atrophic alveolar ridge using a
bioresorbable barriee. An experimental study in the monkey. Clin Oral Implants
Res, v.8, n.4, p.323-331, 1997. :




63

ISSA, J.R; NASCIMENTO, C.; BENTLEY, M.V.; DEL BEL, EA; IYOMASA M.M.;

SEBALD W, et al. Bone repair in rat mandible by rhBMP-2 assciated with two
carriers. Micron.2007

JE, J. Y., KIM, S. K. Antimicrobial action of novel chitin derivative. Biochim Biophys
Acta, v.1760, p. 104 -109, 20086.

JOLLES, P.; MUZZARELLI, R. A. A. Chitin and chitinases. Berlin: Birkhauser, 1999.
340 p.

JING, Y. J; HAO, Y. J; QU, H; SHAN, Y, LI, O. 8.; DU, R. Q. Acta Biologica
Hungarica, 58, p.75-86, 2007.

KURITA, K. Chemistry and application of chitin and chitosan. Polymer degradation
and stability, v. 59, p. 117-120, 1998.

KURITA, K. Controlled functionalization of the polysaccharide chitin. Progress in
Polymer Science, v.26, p. 1921-1971, 2001.

KOHAL, R. J.; TREJO, P. M.; WIRSCHING, C.;HURZELER, M. B.; CAFFESSE, R.
G. Comparison of a biobsrobable and biocinert membranes for guide bone
regeneration aaoun non-submerged implants. An experimental study in the mongrel
dog. Clin oral implants Res, v.10, n.3,p.p226-237, May, 1999.

KHOR,E.; LIM, L. Y. Implantable applications of chitin and chitosan
biomaterials, v.24, p. 2339-2349, 2003.

LANZA R. P; LANGER, R.; VACANTI, J. Principle of Tissue engineering. San'
Diego Academic Press. 2 ed. 995p.

LIM, L. Y.; KHOR, E.; KOO, O. Gamma irradiatin of chitosan. J biomed Mater Res.
1998.

LIU, X. F.; GUAN, Y. L; YANG, D. Z; LI, Z. & YAQ, K. D. A¢ac antibacteriana da
quitosana quirosana e carboximetilados. J. Appl Polym Sci, v. 79, p. 1324-1335,
2001. : S .

LYU, S.P e UNTEREKER, D. Degradability of polymers for Implahtable Biomedical
devices. Internacional Journal of molecular sciences. v.10, p.4033-4065, 2009.




64

LUNDGREN, D.; SENNERBY, L.; FALK, H.; FRIBERG,B.; NYMAN,S. Th use of a
new bioresorbable barrier for guided bone regeneration in connction with implant
istallation. Case reprts.Clin oral Implants Res, v.5,n.3,p.177-184,Set. 1994.

LUNDGREN, A.K,;, SENNERBY, L.; LUNDGREN, D.; TAYLOR, A;; GOTTLOW, J;
NYMAN, S. Bone augmentation at titanium implantes using autologous bone grafts
and a bioresorbable barrier. An experimental study in the rabbit tibia. Clin Oral
Implants Res, v.8, n.2, p.82-89, Apr. 1997.

MADDIHALLY, S. V. e MATTHEW, H. W. Porous chitosan scafolds for tussue
engineeering. Biomaterials; v. 20, p.1133-1142, 1999.

MAEDA, Y., KIMURA, Y. AntitumorEffects of various Low-Molecular-Weight
Chitosans Are Due to IncreasedNatural Killer Activity of Intestinal Intraepithelial
Lymphocytes in Sarcoma 180 — Bearing Mice. Journal of Nutrition, v. 134, p. 945-
950, 2004. :

MARK, J. E.; CALVERT, P. D. Biomimetic hybrid and in situ composites. Materials
Science and Engineering. v.1, n.3, p.59-173, 1994.

MARTINI, F. H. (Ed) fundamentals of anatomy and physiology. New Jersy: A simon
& Schustor Compapary, 3.ed. V. 1144, p-28, 1995.

MAYFIELD, L; NOBREUS, N., ATTSTROM, R. LINDE, A Guided bone
regeneration in dental implants treatment using a bioabsorbable membrane. Clin
Oral Implants Res, v.8,n.1,p.10-17, 1997.

McGINNIS, M.; LARSEN, P.; MILORO, M.; BECK, F.M. Comparison of resorbable
and nonresorbable guided bone regeneration materials: a preliminary study. Int J
Oral Maxxiiofac Implants, v.13, n.1, p.30-35, 1998.

MOFFATT, M. F. e COOKSON, W.O.C. Gene therapy for peanut allergy Nature
Med.1899; v. 5, p. 380-381.

MUZZARELLI, C.; MUZZARELLI, R.A. Natural and artificial chitosan-inorganic
compisites. J Inorg Biochem. v. 92,p. 89-94, 2002.

OKAMOTOQ, Y., SHIBAZAKI, K. MINAMI, S.; MATSHUHASHIA, TANIOKA, S.
- SHIGEMASA, Y. Evaluation of chitin and chitosan on open would healing in gogs. J
Vet Med Sei; p.57-85, 1995.




65

OREFICE, R. L.; PEREIRA, M. M.: MANSUR, H. S. Biomateriais: Fundamentos e
aplicagdes. Rio de Janeiro: Cultura Médica, 2006.

PARK, J. S;; CHOl, S. H.; MOON, |. S.; CHOK, S.; CHAI, J. K;; KIM, C K. Eight-week
histological analysis of the effect of chitosan on surgical created one-wall intrabony
defects in beagle dogs. JClin Periodontal.v. 30, p. 443, 2003.

PATEL, S. S.; PATEL, N. R; PATEL, G. N.; PATEL, R. R. Pharmaceutical
Significance of Chitosan: A review Pharmainfo.net, vol. 4, 2006.

PIATTELLI, A.; SCARANO, A.; RUSSO, P.; MARATASSO,S. Evaluation of guided

bone regeneration in rabbit tibia using bioresorbable and non-resorbable
membranes. Biomaterials, v.17, n.8, p.791-796, 1996,

PRASITSILP, M.; JENWITHISUK, R.; KONGSUWAN, K.; DAMRONGCHAI, N. Cellular
responses to chitosan in vitro. The importance of deacetylation. Journal of Materials
Science: Materiais in Medicine, v. 11, p. 773-778, 2000.

QU, X.; WIRSEN, A. e ALBERTSSON, A-C. Effect of lactic/glycolic acid side chains
on the thermal degradaticn kinetics of chitosan derivatives. Polymer, v.41, p.4841-
4847, 2000.

RASMUSSON, L.; SENNERBY, L.; LUNDGREN, D.; NYMAN, S. Morphological and
dimensional changes after barrier removal in bone formed beyond the skeletal
borders at titanium implants. A kinetic study in the rabbit tibia. Clim Oral Implants
Res, v.8, n., p.103-116, 1997

RATNER, B. D.; HOFFMAN, A. S.; SCHOEN, F. J,LEMONS, J. E. Biomaterials
science: an introduction to materials in medicine. Academic press, San Diego 1996.

ROBERTS, G.AF. Chitin Chemistry. The Macmilliam Press Ltd, London.1992.
350p. ‘

SANDBERG, E; DAHLlN, C.; LINDE, A. Bane regeneration by the osteoprdmotion
technique using bioabsorbabie membranes: an experimental study mn rats. J Oral
“Maxillofac surg, v.51, n.10, p.1106-114, 1993.

" SAN ROMAN J.; REIS R. Biodegradable systems in medica functions: desing,
processing, testing and applications. Editora CRC:Boca Ratén, 2004.




66

SANTOS, J. E.; SOARES , J. P.; DOCKAL, E. R; CAMPANA-FILHO, S. P
CAVALHEIRO, E.T.G. Polimeros: ciéncia e tecnologia; v.13, p. 242, 2003.

SANTOS, L. A Cimento de fosfato de calcio reforgado por fibras. Blucher
Académico, p.31-32, 2008.

SCANTLEBURY, T. V. 1982-1992; A dedade of technology development for guided
tissue regeneration. J Periodontol, v.64, p.1129-1137, 1993.

SCHENK, R. K,; BUSER, D.; HARDWICK, W. R.; DAHLIN, C. HEALLIN. Healing
pattern of bane in membrane-protected defects: a histologic study in the canine
mandibule. In J Oral Maxillofaac Implants, v. 9, n.1p.13-29, 1994.

SNEL, S.: McCLURE, S. J. Potential applications of chitosan in veterinary medicine.
Adv Drug Deliv; v. 56, p.1467-80, 2004.

SIGNINI, R. Estudos das relagbes estruturas, propriedades de quitina e
- quitosana. Tese (Doutorado em Fisico-Quimica) — Instituto de Quimica de Sao
Carlos — USP - Sao Paulo, 2002.

SILVER, F.; DOAILLON, C. Biocompatibility, interations and implantable materials.
New York, VCH, v. 1, p. 1-76, 1989.

SIMON, M.; DAHLIN, C.; BLAIR, K.; SCHENK R.K. Effect of difernt microstrutuctures
of e-PTFE membranes on bone regeneration and soft tissue response: a hitologic
study in canine mandible. Clim Oral Iimplants Res, v.10,n.2, p.73-84, 1999.

SIMON, M.; SCARANO, A.; GIONSO. L.; PIATTELLI, A guided bane regeneration
using resorbable an non-resorbable membranes: a comparative histologic stady in
humans. Int L Oral Maxillafac Implants, v.11,n.6, p. 735-742, 1996.

TAN, H.; WU, J;; LAO, L.; GAQ, C. Acta biomater, v.5, p.328, 2009.

TATAKIS, D.N.; PROMSUDTHI, A.;, WIKESJO, UM.E. Devices for peridontol
regeneration. Periodontol, v.19, p.59-76, 2000.

TORRES, MA; VIEIRA, R. J; BEPPU, M. M., SANTANA, C. C. Produgdo e
caracterizagao de microesferas de quitosana modlf cadas qmmlcamente Polimeros:
Ciéncia e tecnologia. v.15, n.4, p.306-312, 2005.




67

TSAI, G. J. & SU, W. H. Atividade antibacteriana da quitosana de camaréo contra
escherichia coli. J. Food Prot, v.62, p.239-243, 1999.

- UENO,H.; YAMADA, H.; TANAKA, I.; KABA N: MATSUURA, M..OKUMURA M, et al.
Accelerating affects of chitosan for healing at erly phase of experimental open wound
in dogs. Biomaterials; v.20, p.1407-14, 1999.

UENO, H.; MURKAMI, M. OKUMURA, M.; KADOSAWA,T. UEDE, T. FUJINAGA, T.
Chitosan accelerats the production of osteoponton fram polymorphonuclear
leukocytes. Biomaterials; v.20, p.1407-1414, 1999.

URAGAMI, T. Chitosan derivative membranes for separations of alcohol/water
mixtures In Chition and Chitosan. (Ed. Muzzarelli, R. A. A. e Peter, M. G.), Via San
Mrtino, Italy: Atec Edizioni, p. 783, 1997.

WELING, C.; CHENG, M.; AO, Q.; GONG, Y.; ZHAO, N.; ZHANG, X. Physical,
mechanical and degradation properties, and schwann cell affinity of cross-linked
chitosan films. Journal of Biomaterials Science, v. 16, p. 791-807, 2005.

WILLIANS, D. F. On the Mechanisms of Biocompatibility. Biomaterials. Eisevier,
p.2941-2553, 2008.

ZHENG, L. Y. e ZHU, J.F. Study on antimicrobial activity of chitosan with dn"ferent
moiecular weights. Carbohydr. Polym., v.54, n. 4, p.527-530, 2003.

ZHANG, Y.F.; CHENG, X.R.; CHEN, Y.; SHI, B CHEN, XH.; XU, D. Xet al.
Threedimensional nanohydroxyapatite/chitosan scaffolds as potential tissue
engineered periodontal tissue. J Biomater Appl; v.21, p.333-49, 2007.

ZHANG, Y.; CHENG, X, WANG, Y. SHI, B, HUANG, C, et al. Novel
chitosan/collagen scaffold containing transforming growth factor-beta 1 DNA for
periodonto! tissue engineering. Biochem Biophys Res Commun, v.9, p.344-362,
2006.



