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RESUMO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A cada ano pesquisadores vem buscando, cada vez mais, desenvolver ou 

aperfeigoar materiais que minimizem problemas de saude e promovam ou auxiliem a 

regeneragao 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 populagao. A quitosana, devido 

as suas caracteristicas de biodegradabilidade, biofuncionalidade e 

biocompatibilidade, tern despertado interesse dos pesquisadores no intuito de obter 

novos materiais e quando aplicada a Biomedicina, se torna um biomaterial que 

favorece a incorporagao de outros materiais como a apatita que esta presente nos 

ossos e a vitamina E que potencializa o composito pois tern o poder de auxiliar na 

regeneragao de tecidos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver filmes 

biodegradaveis de quitosana/fosfato de calcio-apatita com incorporagao de Vitamina 

E para utilizagao como biomateriais. Nesta pesquisa os compositos de 

quitosana/apatita (1, 3 e 5%) com e sem vitamina E (proporgao de 15 mg por filme) 

foram preparados e caracterizados por Difragao de Raios-X (DRX), Espectroscopia 

na Regiao de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Molhabilidade por 

Angulo de Contato, Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), 

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva 

de Raios X (EDS), Microscopia Optica (MO), Ensaio de Biodegradagao Enzimatica, 

Ensaio de Citotoxicidade e Determinagao da Produgao de 6xido Nftrico. A tecnica 

de DRX mostrou que a incorporagao da vitamina E e da apatita alteraram o perfil 

semicristalino da membrana de quitosana tornando-a mais cristalina. Com a tecnica 

de FTIR foi constatado que a adigao 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 compositos. Os 

elementos qufmicos presentes na quitosana, vitamina E e apatita assim como nos 

compositos foram detectados pela tecnica de EDX. Por meio das tecnicas de MO e 

MEV, foi possivel observar que ocorreu a incorporagao da apatita e da vitamina E na 

membrana de quitosana e ainda mostrou a presenga de particulas granulares de 

tamanhos e formas variadas. P6de-se concluir com os resultados de DSC que a 

apatita nao alterou estabilidade termica da quitosana ao contrario da vitamina E que 

aumentou a estabilidade do composito e a mesma, diferente dos outros elementos, 

apresentou dois picos endotermicos. Os ensaios de biodegradagao apontaram que 

as membranas sao biodegradaveis principalmente na presenga da lisozima. O 

ensaio de MTT e NO confirmaram a biocompatibilidade, pois os compositos 

demonstraram pouca ou nenhuma citotoxicidade. Fundamentado pelos dados 

obtidos neste trabalho e possivel concluir que 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 Calcio. Vitamina E. Regeneragao. 

Biomaterial. 



ABSTRACT zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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 technique 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 conclude 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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A medicina busca cada vez mais tratar problemas relacionados a regeneragao 

ossea e de tecidos buscando minimizar traumas cirurgicos e algumas doengas 

osseas. Esses problemas de saude junto a populagao tern levado pesquisadores, a 

procura de materiais que possam substituir de forma apropriada os ossos 

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 sao orgaos artificials utilizados 

para aumentar o tempo de vida dos pacientes, principalmente quando o transplante 

de orgao torna-se inviavel (DEE, PULEO, BIZIOS, 2002 e HENCH, 2006). 

A condigao fundamental para que qualquer material sintetico ou natural seja 

utilizado como biomaterial e minimizar os processos inflamatorios e nao proporcionar 

reagoes indesejaveis no corpo. Esta propriedade elementar e conhecida como 

biocompatibilidade. Um biomaterial deve resistir/suportar solicitagoes quimicas, 

termicas e mecanicas sem substancial deterioragao e tambem, nao deve alterar o 

meio biologico, propriedade esta denominada de biofuncionalidade (PARK, LAKES, 

2007). 

A partir da necessidade de regeneragao, reparo e crescimento de tecido em 

areas afetadas por lesoes ou doengas surgem os biomateriais. Esses materiais 

possibilitam a formagao de novos tecidos para serem incorporados no sistema 

biol6gico e utilizados para reparar, repor e induzir crescimentos de tecidos naturais 

(RATNER, 2005). 

A quitosana e um polissacarideo natural, obtido atraves da desacetilagao da 

quitina, predominantemente encontrada em carapagas de crustaceos, composta de 

p-(1-»4)-D-glicosamina e p-(1 -»4)-N-acetil-D-glicosamina (SANTOS et al.,2006; 

HEJAZI; AMIJI, 2003;). Devido as suas caracteristicas a quitosana e bastante 

utilizada na biomedicina, na industria de cosmeticos, na agricultura como fibra textil 

e no tratamento de agua. Na Biomedicina ela atua como um biomaterial que 

favorece a reconstituigao fisiologica da pele (BIAGINI, et al., 1992) e auxilia na 

redugao do processo inflamatorio (HELOU et al., 2008). 
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Por sua vez os fosfatos de caJcio sao materiais ceramicos utilizados como 

Biomateriais em reposigao e regeneragao ossea, devido a apresentarem 

biocompatibilidade, bioatividade, osteocondutividade e tambem permitirem a 

proliferagao de celulas 6sseas, proteinas e colageno em suas superficies, 

possibilitando desta forma a regeneragao tecidual (APARECIDA, 2007). 

A vitamina E, possui propriedade anti-inflamat6ria, 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 dissertagao teve como 

objetivo o desenvolvimento de filmes hibridos de quitosana/apatita com adigao de 

vitamina E. Dessa maneira utilizar-se-a o compositos como meio regenerativo para 

ossos uma vez que a quitosana atraves de suas caracteristicas permite ser 

transformada em filmes biodegradaveis que sao absorvidos com maior facilidade 

pelo organismo, favorecendo a introdugao dos fosfatos de calcio (apatita) para 

regeneragao ossea. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver filmes biodegradaveis de quitosana/fosfato de calcio (apatita) 

com incorporagao de Vitamina E. 

2.2 Objetivos Especificos 

• Estabelecer metodologia para confecgao de filmes hibridos de 

quitosana/apatita incorporando vitamina E; 

• Comparar as membranas quanto as suas propriedades quimicas, 

morfologicas e termicas; 

• Realizar e avaliar estudos de biodegradagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro dos filmes; 

• Correlacionar esses estudos com as propriedades morfologicas e quimicas 

dos filmes, investigando a relagao destas propriedades com a 

biodegradabilidade e propriedades biolbgicas, como citotoxicidade. 
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3.1 ENGENHARIA DE TECIDOS 

A engenharia de tecidos e uma especialidade da engenharia biomedica, que 

aplica os principios e metodos de engenharia e ciencias da vida para a 

compreensao fundamental das relagoes estrutura-fungao em tecidos normais e 

patologicos de mamiferos e o desenvolvimento de substitutos para restaurar, manter 

ou melhorar a fungao tecidual (PALSSON; BHATIA, 2004). 

A engenharia de tecidos possui uma caracteristica que e a regeneragao de 

tecidos e orgaos dos proprios pacientes, com boa biocompatibilidade e 

biofuncionalidade, sem que ocorram problemas com rejeigoes imunes severas. Para 

isso, os materiais dos dispositivos de engenharia de tecidos devem prover as 

necessidades nutricionais e biologicas para a populagao especifica das celulas 

envolvidas na formagao do tecido. O material utilizado em implantes nao pode ser 

rejeitado e deve causar uma minima resposta inflamatoria, portanto, biocompatfvel. 

Alem disso, deve promover a cura e a regeneragao 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 celulas de discriminar quimicamente o suporte e de se adaptar a 

ele, e de aderir ou nao a sua superficie (ANSELME, 2000). A vantagem da 

engenharia de tecidos e o numero reduzido de operagoes, resultando num curto 

perfodo de tempo de recuperagao do paciente (LANGER, 1999). 

A Engenharia de Tecidos tern surgido com o potencial de desenvolver a 

reposigao tecidual, se tornando uma alternativa para tratar perda ou ma fungao de 

tecidos ou orgaos, tendo a vantagem de nao possuir as limitagoes das terapias 

convencionais. Alem disso, apresenta um importante suporte para utilizagao de 

biomateriais, consistindo em um conjunto de conhecimentos e tecnicas utilizadas 

para a reconstrugao de novos orgaos e tecidos e do restabelecimento de suas 

fungoes. Trata-se de um campo interdisciplinar que combina conhecimentos e 

tecnologia de celulas, Engenharia de Materiais e adequados fatores bioqufmicos 

para criar orgaos e tecidos artificials, ou ainda, para regeneragao de tecidos lesados. 



21 

O material deve fornecer uma estrutura e suporte inicial para a adesao, proliferagao 

e diferenciagao celular, alem de fornecer um meio para carrear celulas, fatores de 

crescimento e outras biomoleculas (REIS; ROMAN, 2005; GOUGH, 2007). 

3.2 REGENERAQAO 6SSEA 

O tecido osseo possui uma alta capacidade de reparagao espontanea quando 

lesionado, repondo logo apos um pequeno intervalo de tempo, toda a porgao perdida 

(TAGAR, 1997). No entanto, em alguns casos, onde os mesmos nao tern a 

capacidade de se repararem espontaneamente, ha a necessidade de se utilizar 

diversas tecnicas cirurgicas, na tentativa de reparagao da deficiencia ossea 

(RESTREPO, 1998). O tecido osseo e uma forma altamente especializada de tecido 

conjuntivo, onde a matriz extracelular e mineralizada, composta por 67% de 

componentes inorganicos, que tern como principal componente cristais de 

hidroxiapatita (Cai 0(POzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA4 )6(OH) 2), que tern a fungao de rigidez, porem mantem algum 

grau de elasticidade, devido aos seus 33% de matriz organica, dentre os quais 28% 

referem-se ao colageno do tipo I e 5% de protefnas nao colagenicas, como a 

osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas, proteoglicanas e proteinas 

morfogeneticas osseas (BMP's) (TEM CATE, 1998). 

Pode-se encontrar basicamente quatro tipos de celulas no tecido 6sseo: 

osteoprogenitoras; osteoblastos; osteocitos e osteoclastos. As celulas 

osteoprogenitoras estao localizadas no periosteo e no endosteo (GARTNER; HIATT, 

2007). As celulas osteoblastos sao celulas cuboides sobrevinda das celulas 

osteoprogenitoras, e estao organizadas em uma camada nao mineralizada de 

matriz, que recobre a superffcie ossea mineralizada (MARX, 1998). Os osteocitos 

sao celulas osseas maduras, derivadas dos osteoblastos. Tern como fungao 

principal a manutengao do tecido osseo, pois apresentam prolongamentos 

citoplasmaticos unidos por jungoes comunicantes (canaliculos) formando um 

complexo necessario a manutengao e vitalidade da matriz. E por ultimo, as celulas 

osteoclastos sao celulas grandes multinucleadas, formadas pela fusao de celulas 

mononucleares (JUNQUEIRA, 2005; GARTNER, 2007; MARX, 1998; TEN CATE, 

1998). 

A formagao do tecido osseo ocorre de duas formas: indocondral e 

intramembranosa. Na ossificagao indocondral ocorre um adensamentro de celulas 
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mesenquimais, que diferenciam-se em celulas cartilaginosas formando um molde de 

cartilagem hialina. Na ossificagao intramembranosa faz-se diretamente dentro de um 

tecido mesenquimatoso, ou seja, celulas progenitoras que diferenciam-se em 

osteoblastos, que secretam matriz 6ssea formando uma malha de espiculas e 

trabeculas osseas (JUNQUEIRA, 2005; TEM CATE, 1998). Independente da 

ossificagao pela qual o osso e formado, o tecido resultante e sempre o mesmo, 

sendo que histologicamente existem dois tipos de tecidos osseos: primario e 

secundario, tais tipos possuem a mesma celula apresentando apenas a diferentes 

orientagoes das fibrilas do colageno (BUSER, 1994). Ao microscopio existem duas 

formas de ossos: esponjoso (medular) e cortical (compacta). O esponjoso apresenta 

uma matriz organizada em trabeculas, formando assim angulos retos; enquanto que 

no cortical, a matriz do colageno esta organizada em forma de lamelas concentricas 

geralmente ao redor de um canal vascular central (MARX, 1998). 

A regeneragao ossea nao e somente um processo biologico. Ela tambem 

depende de fatores eletricos, bioquimicos e mecanicos, que sao de grande 

importancia na regeneragao e na manutengao do osso vivo (PASCHOAL et al. 

2003). 

3.3 OSSO 

O osso desempenha tres fungoes no organismo, designadamente: mecanica, 

protetora e metabolica (CUMMINGS, 2002). O esqueleto e dividido anatomicamente 

em dois tipos: osso cortical ou compacto e osso trabecular ou esponjoso. O osso 

cortical equivale a cerca de 85% da massa 6ssea e um tergo do volume do 

esqueleto. Consiste em uma camada compacta e densa que se localiza na regiao 

externa dos ossos longos apresentando diversas lamelas intensamente 

empacotadas (osteons), na forma de dutos cilindricos, dispostos paralelamente ao 

eixo principal nos ossos longos, e e envolvido por um tecido conjuntivo denominado 

periosteo rico em colageno e celulas osteoprogenitoras (LIFE, 2002). A Figura 1 

ilustra as partes do osso. 
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Figura 1 - Estrutura do osso iongo com uma ampliacao do osso cortical zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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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 Endosteo (SIMOES et al., 1995). A estrutura do osso e formada por 

hidroxiapatita, colageno, pequena quantidade de proteoglicanos, proteinas nao-

colcigenas e agua. A matriz ossea e constituida de duas partes: a inorganica: 

responsavel principalmente pela resistencia a compressao e rigidez; e a organica, 

que fornece resistencia a tragao (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. 

Fonte: VALLET-REGI CONZALEZ- CALBET, 2004. 

3.4 BIOMATERIAIS 

Entende-se por Biomateriais qualquer material usado na substituigao de partes 

ou fungao do corpo humano de forma segura e fisiologicamente aceitavel. Um 

biomaterial e um material sintetico ou natural usado para substituir parte de um 

sistema vivo ou para funcionar em intimo contato com tecido vivo. Tern como 

objetivo fundamental melhorar a saude humana, restaurando a fungao dos tecidos 

vivos naturais e orgaos do corpo, para isto e importante a compreensao das 

relagoes entre as propriedades, fungoes e estruturas dos materiais biol6gicos 

(PARK; LAKES, 2007). 

Novos materiais vem sendo desenvolvidos a cada dia e as aplicagoes de 

materiais ja existentes surge como opgao vi£vel e importante para as mais diversas 

areas do conhecimento. Na Ciencia dos Materiais, vem sendo mais evidente a 

necessidade de se lidar com materiais que possibilitem a obtengao 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 6rgaos ou 

fungoes do corpo. Grande parte desses materiais era estudada para aplicagoes 

tecnologicas 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, 2006). 

A selegao de biomateriais e baseada principalmente na aplicagao a que se 

destina. Para dispositivos de aplicagoes em tecidos moles, os materiais se propoem 

a aumentar ou redefinir o tecido, por exemplo: implantes de seios e implantes 

faciais. Em aplicagoes ortopedicas e odontologicas, os materiais sao componentes 

de implantes estruturais (proteses de juntas e implantes de raiz de dentes) ou sao 

usados para reparar defeitos 6sseos (parafusos, placas e pinos inseridos em osso) 

(PARK LAKES, 2007). 

De forma didatica os biomateriais podem se classificados em tres categorias de 

acordo com o comportamento biol6gico: Bioinertes: Sao materiais que desenvolvem 

minima resposta do tecido biologico; Bioativos: Sao materiais que estimulam o 

crescimento de tecidos a partir de sua superficie e Bioabsorviveis: Sao materiais que 

apos a degradagao sao absorvidos pelo organismo e que neste periodo induzem a 

formagao de tecido (PARK; LAKES, 2007). 

Os biomateriais reabsorviveis tern como caracteristica mimetizar um tecido 

lesado, e eliminar a necessidade de um segundo procedimento cirurgico para 

retirada do implante. Tal fungao e conseguida quando a taxa/razao de 

biodegradagao do material ocorre em perfodo suficiente para a formagao de um 

novo tecido. A capacidade de reabsorgao de um biomaterial estci relacionada com a 

biocompatibilidade apresentada pelo mesmo (SANTOS; JUNIOR; WADA, 2007). 

Para que o biomaterial execute, de forma devida, a sua fungao biologica, o 

mesmo deve ser utilizado em intimo contato com os tecidos do individuo e possuir 

caracteristicas como: biocompatibilidade, previsibilidade, aplicabilidade clinica, 

ausencia de riscos transoperatorios e sequelas p6s-operat6rias minimas, 

estabilidade quimica e biologica, resistencia mecanica e elastica adequada. Que nao 

seja carcinogenico ou pirogenico (SERVICE, 2000; BOSS, 1995). 

A biocompatibilidade de um material e a capacidade que ele possui de 

apresentar resposta apropriada quando aplicado, nao causando reagoes 

inflamatorias acentuadas, reagao de corpo estranho ou mesmo toxicidade. Ela gira 

em torno da interagao celular com o biomaterial. Sendo o material ideal para 

executar a fungao desejada, aquele que e absorvido, sendo substituido por tecido 

natural. Deste modo, polimeros biodegradaveis sao de grande interesse para a 
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comunidade da engenharia biomedica (SANTOS JUNIOR e WADA, 2007). A Tabela 

1 ilustra alguns materiais sinteticos e algumas das suas muitas aplicagoes. 

Tabela 1- Aplicagoes Quimicas dos Biomateriais 

{ immater ia l zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAVantagens Desvantaqens Aplicacoes 

Polimeros Elasticidade, facil Baixa resistencia Sutuias, 
Polietileno fabticagao. baixa mecariica, arterias. 
PTFE densidade. degradacao maxilofacial. 
Poliestet dependent* do cimento. tendao 
Poliuretano tempo. artificial, 
PMMA oftalmologia. 

MetaiszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e ligas Alta forga de Baixa Fixagao 
Ago inoxidavel tensao. alta biocompatibilidade. ortopedica. 
Ligas de titanio resistencia ao coirosao em meio implantes 
Ligas de Co-Cr desgaste. energia fisiologico, perda dentarios. 

de defoTmacao alta. de propriedades 
mecanicas com 

tecidos conectivos 
moles, alta 
densidade. 

Ceramicas e Boa Baixa forca de Ossos, juntas, 

vidros biocompatibilidade. tensao bako dentes, 
Alumina resistencia a resistencia vah/ulas. 

Zirconia conosao. inercia mecanica, baixa tendoes, vasos 
Carbono quimica, alta elasticidade. alta sangufneos e 

Fosfatos de resistencia a densidade. arterias 

Calcio cornpressao. aitificiais. 
Porcelana 

Vidros bioativos 

Compositos Boa Valvula 

Fibia de carbono biocompatibilidade, Material de dificil cardiaca 
Resina teimofixa resistencia a f^b ricagao. artificial, 
Fibta de carbono corrosao. inercia implantes de 

termoplastico quimica, alta forca junta de joelho. 
Fosfato de calcio- de tensao. 

colageno 

Fonte: PARK; LAKES 2007. 

3.5 BIOPOLJMEROS 

Os biopolimeros sao polimeros ou copolimeros produzidos a partir de 

materias-primas de fontes renovaveis (PRADELLA, 2006). Os biopolimeros 

geralmente sao classificados tendo em conta a sua estrutura, a origem, o tipo de 

produgao bem como de processo, a sua importancia economica, aplicagao, etc. 

(SMITH, 2005). A Figura 3 ilustra a classificagao dos biopolimeros em relagao a sua 

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

Dentre suas principais caracteristicas apresentam-se as propriedades ffsico-

quimicas, sua versatilidade estrutural, que permite adequa-los a cada aplicagao 

especifica, baixo custo de fabricagao de dispositivos, a diversidade de polimeros 

sinteticos e naturais e a relativa facilidade de obtengao. Alem de serem 

funcionalmente ativos, ou seja, cumprirem com sucesso suas fungoes dentro do 

corpo, os polimeros usados como biomateriais devem ser biocompativeis (RATNER 

et al., 2005; JALILI et al., 2009). O biomaterial polimerico e desenvolvido de forma a 

suportar fisicamente e mecanicamente as celulas, no organismo hospedeiro. Sua 

fungao e proporcionar suporte para o crescimento celular e adicionalmente servir 

como substituto estrutural do tecido original ate a formagao do novo tecido e sua 

reabsorgao completa (BARBANTI, 2005). 

3.5.1 - Quitosana 

3.5.1.1 Origem 

A quitosana e um biopolimero hidrofilico, natural, de baixo custo, renovavel e 

biodegradavel, de grande importancia economica e ambiental, obtido a partir da 

quitina, material existente principalmente nas carapagas de crustaceos, e que 

representa o segundo polissacarideo mais abundante na natureza. E originada a 
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partir da reagao de desacetilagao parcial de quitina, geralmente por tratamento 

alcalino (SPIN et al, 2008). 

A quitosana possui os grupos funcionais: N-acetil, amino, hidroxila primaria e 

secundaria. A quitosana e obtida pela desacetilagao da quitina, mais 

especificamente do carbono 2 do segundo monomero. Para obter tal material, a 

quitina deve ser processada em solugao de hidroxido de sodio a 40% (m/v), durante 

um perfodo medio de tres horas, a uma temperatura de 120Q C. Dessa maneira, para 

a obtengao de 1 kg de quitosana desacetilada a 75%, a partir de cascas de 

camarao, sao necessarios cerca de 6,3 kg de HCI para desmineralizagao, 1,8 kg de 

NaOH para desproteinizagao e desacetilagao, e 1,51 de agua para a ocorrencia total 

das reagoes. Diferentes graus de desacetilagao da quitosana sao obtidos com a 

variagao do tempo e da concentragao do banho de hidroxido de sodio utilizado, alem 

da temperatura em que a reagao ocorre. De acordo com o grau medio de acetilagao 

(GA), parametro empregado para caracterizar o conteudo medio de unidades 

A/-acetil-D-glicosamina de quitina e quitosana, podem-se obter diversas quitosanas 

variando-se, assim, suas propriedades fisico-qufmicas, como solubilidade, pKa e 

viscosidade. A percentagem de unidades de glicosamina (monomeros 

desacetilados) em uma molecula polimerica de quitosana ou quitina e denominada 

Grau de Desacetilagao (GD). O GD varia com a fonte de quitina e com o metodo de 

processamento. A desacetilagao feita normalmente no estado solido promove a 

obtengao de uma estrutura irregular, devido a natureza semicristalina do polfmero 

inicial (CAMPANA FILHO et al., 2007). 

Quimicamente o GD da quitosana tern influencia sobre algumas de suas 

propriedades, tais como, a relagao hidrofilicidade/hidrofobicidade, capacidade de 

reticulagao na presenga de determinados agentes de entrecruzamento, solubilidade 

e viscosidade de suas solugoes (GONSALVES et al., 2011). 

3.5.1.2 Estrutura da Quitosana 

A quitosana e composta de (3-(1 ->4)-D-glicosamina e p-(1->4)-N-acetil-D-

glicosamina que significa: p corresponde a estrutura cristalina (as cadeias 

pertencentes a diferentes lamelas dispoem-se paralelamente, o que dificulta o 

estabelecimento de ligagoes hidrogenio intermoleculares envolvendo cadeias de 

lamelas adjacentes e resulta em material menos densamente empacotado); 1 e 4 
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sao as posigoes enumeradas assim, devido aos grupos funcionais presentes nessas 

posigoes; D significa dextrogeno termo da isomeria optica em que a luz polarizada e 

desviada para direita, em um carbono assimetrico (por possuir, quatro elementos 

distintos conectados e esse carbono) e quando o feixe incide sobre um dos 

enantiomeros, provoca uma alteragao desvio da luz (BRUCE,2006). 

No estado solido, a quitosana e um polimero semicristalino. Sua morfologia tern 

sido muito investigada, e muitos polimorfismos sao mencionados na literatura. 

Cristais de quitosana sao obtidos usando-se a desacetilagao 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 

Quitina Quitosana 

Fonte: Adaptado de STAMFORD, 2006. 

A celula unitaria contem duas cadeias antiparalelas de quitosana e nenhuma 

molecula de agua (OGAWA, 1991; 1992). Este biopolimero possui tres grupos 

reativos funcionais, um grupo amino na posigao C-2, e duas hidroxilas, uma primaria 

e outra secundaria, nas posigoes 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 

Fonte: MAJETI; KUMAR, 2000. 

A aplicagao da quitosana esta associada a sua massa molar; a partir deste 

parametro pode ser atribuido um uso diferente para a quitosana, ainda podendo ser 

classificada como baixa massa molecular (<100 kDa), de media massa molecular 

(100 a 300 kDa), e de alta massa molecular(>300 kDa) (KIM; RAJAPAKSE, 2005). A 

grande quantidade de pontes de hidrogenio intermolecular e intramolecular nas 

moleculas de quitosana influenciam na semicristalinidade do polimero (RINAUDO, 

2006). 

3.5.1.3 Propriedades Fisico-Qui micas e Biologicas da Quitosana 

A quitosana, que e um polimero natural, vem se destacando como polimero 

biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus produtos de degradagao sao atoxicos, nao 

imunogenicos e nao carcinogenicos (MUZZARELLI et al., 1997). Tambem 

considerada um polissacarideo com alto teor de nitrogenio sendo insoluvel em agua 

e em solventes organicos (ABRAN; HIGUERA, 2004). 

As propriedades fisicas da quitosana como a cristalinidade, degradagao e 

energia superficial variam de acordo com o grau de desacetilagao (MAJETI; KUMAR, 

2000). Porem, as propriedades da quitosana nao dependem apenas do seu grau de 

desacetilagao, mas, tambem da distribuigao media dos grupos acetil ao longo da 

cadeia principal, alem do seu peso molecular (KUBOTA, 1997; RINAUDO, 2006). A 

solubilidade e um parametro dificil de ser controlado e esta relacionada diretamente 

com a desacetilagao, a concentragao ionica, pH, natureza do acido usado para a 

protonagao e a distribuigao dos grupos acetil ao longo da cadeia, bem como, das 

condigoes de extragao e secagem do polissacarideo. A solubilidade da quitosana e 

normalmente investigada dissolvendo-se em solugao de acido acetico 1 % ou 
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0,1 Mol/L (RINAUDO, 2006). Em altos valores de pH os grupos amino da quitosana 

sao desprotonados e seu par de eletrons reage com aldeidos, acidos, anidridos, 

epoxidos que sao reagentes eletrofilicos (CHAO et al., 2004). A quitosana e um 

biopolimero cationico com alta densidade de carga (uma carga positiva por residuo 

glicosamina). Como agente de floculagao interage com moleculas de carga 

negativas e tern propriedade de adsorgao (CRINI; BADOT, 2008). Como a quitosana 

se trata de um polissacarideo, sofre degradagao quando em solugao quebrando as 

ligagoes do complexo polimerico e os componentes da agua sao incorporados aos 

fragmentos resultantes (TOMIHATA; IKADA, 1997). 

A atividade antimicrobiana esta relacionada a presenga de grupos aminicos 

que, uma vez em contato com os fluidos fisiol6gicos, se ligam a grupos anionicos 

dos microrganismos, resultando na aglutinagao das celulas microbianas e inibigao 

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 

separagao e recuperagao de microrganismos de suspensoes celulares (HIROUYUKI 

et al., 1998). 

Dentre as propriedades biologicas encontradas na quitosana estao: 

biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade, alem de ser atoxico e 

produzido por fontes naturais e renovaveis. A biodegradabilidade e devido a 

metabolizagao da quitosana por algumas enzimas humanas, como por exemplo, a 

lisozima. Essa propriedade condiz com um dos requisitos primarios de um processo 

de biodegradagao, que e ser susceptivel a uma reagao de hidrolise enzimatica 

(CAMPANA; SIGNINI, 2001; TRIPLETT et al., 2001; SENEL; MCCLURE, 2004; 

BETTINI et al., 2008). A quitosana tern facilidade de formar filmes e membranas, 

permitindo aplicagoes nas mais diversas areas (BERGER et al., 2004). 

3.5.1.4 A Quitosana como Biomaterial 

A quitosana e uma substantia que tern a capacidade de formar interagoes 

quimicas com materiais hidrofobicos e anionicos (BIAGINI et al., 1992). Como 

biomaterial, e aplicada em lentes de contato, membranas artificiais, cicatrizante, 

agente hemostatico, tratamento de lesoes de pele, bactericida e fungicida (DALLAN, 
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2005). Devido a sua flexibilidade e resistencia a tensao, a quitosana e usada em 

curativos como, por exemplo, de queimaduras. Por ser urn componente 

hipoalergenico auxilia na cicatrizagao, pois acelera a reposigao celular, recuperando 

com maior rapidez tecidos lesados (HIROUYUKI et al., 1998). A atividade da 

quitosana sobre as biomoleculas e facilitada pela diferenga de cargas eletricas que 

ocorre na superffcie das duas estruturas. A quitosana e urn polfmero que se 

comporta como urn polieletrolito, ou seja, apresenta uma alta densidade de carga 

(DALLAN, 2005). A quitosana tern apresentado propriedades cicatrizantes e 

antimicrobianas, provavelmente atribufdo as caracteristicas de seus produtos de 

degradagao enzimatica, os oligomeros de N-acetil-D-glicosamina, que sao 

totalmente absorvfveis pelo organismo (DALLAN, 2005; FRAGA et al., 2006). Por 

nao ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura quimica 

ser similar a da celulose, a quitosana pode ser usada como urn novo tipo de fibra 

dietetica. Entretanto, por conter urn par de eletrons livres no nitrogenio tern 

capacidade de formar complexos com polimeros e metais (JING et al., 1997). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.5.2 Vitamina E 

As vitaminas sao urn grupo de compostos organicos complexos que sao 

essenciais para o funcionamento normal e as reagoes metabolicas no corpo. As 

vitaminas nao sao utilizadas como uma fonte de energia ou tecido estruturais 

componentes, mas sim como cofatores ou coenzimas em reagoes bioquimicas. As 

vitaminas sao divididas em duas categorias com base na sua solubilidade, em 

aquelas soluveis em solventes de gorduras e as soluveis em agua (U.S, 2006). As 

vitaminas soluveis em gordura sao 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 pantotenico 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 soluvel em 

gordura, em estudos reprodutivos em ratos. Evans e Bishop publicaram 
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essas observagoes em 1922. A vitamina E ativa foi isolada a partir de oleo de 

germen 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 e urn alcool (FDA/CFSAN, 1994). Mais fatos 

marcaram a historia inicial de vitamina E como: o isolamento de I3-, y-tocoferol (SS-, 

Y-T) a partir de oleo vegetal em 1937 (CARLSON, 2001), a determinagao 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 tocoferols (KANG, 1998), o reconhecimento de que a-T foi o mais eficaz em 

tocoferol prevengao da deficiencia de vitamina E (CARLSON, 2001), o isolamento de 

5-tocoferol (5-T)a partir de oleo de soja em 1947 (KIMURA, 1990). 

3.5.2.2 Obtengao e Estrutura da Vitamina E 

A vitamina E e 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 tocoferols (a-, p-, y -,e 5-) e quatro tocotrienois (a-, p -, 

Y -, e 6-) (LITWACK, 2003). As Figuras 6 e 7 ilustram as estruturas dos Tocoferols e 

Tocotrienois respectivamente: 

Figura 6 - Estrutura dos Tocoferols 

HO. 

3 
R R' 1 H H o-tocoferol 

2 H CH, ^-tocoferol 
3 CH3 H tocoferol 
4 CH, CH c-tocoferol 

Fonte: FANI, 2010 
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1 H H Mbcotrienol 
2 H CH, p-Tocotrienol 
3 CH3 H * >-Tc»cotri6-nol 
4 CH3 CH, a-Tocc-trienol 

Fonte: FAN I, 2010 

Alfa-tocoferol e considerada a unica forma de vitamina que e biologicamente 

ativa no corpo humano. Apenas as formas estereoisomericas 2R-(RRR-, RSR-, 

RRS-, e RSS) de a - Tocoferol sao consideradas formas ativas de vitamina E para o 

ser humano. A principal fungao da vitamina E e a sua agao antioxidante. Os radicals 

livres sao produzidos no corpo durante o metabolismo normal e exposigao a varios 

fatores ambientais. A capacidade antioxidante da vitamina E e perdida por oxidagao 

com radicals livres, mas a vitamina E pode ser reduzida por outros antioxidantes tais 

como a vitamina C, regenerando a antioxidante capacidade de vitamina E. Em came 

crua, a maior parte da vitamina E e sob a forma de a-tocoferol. Durante o 

processamento, a vitamina E e perdida muito rapidamente e essa perda e acelerada 

por oxigenio, luz, calor, e varios metais, principalmente ferro e cobre, e pela 

presenga de radicais livres na gordura que pode iniciar auto-oxidagao (FANI, 2010). 

3.5.2.3 Propriedades da Vitamina E 

Alem da sua atividade antioxidante, a vitamina E tern efeitos anti-aterogenicos 

e anti-inflamatoria atraves da modulagao de algumas sinalizagoes moleculares 

(MASTALOUDIS, 2006). A vitamina E (tocoferol) e conhecida por ser urn 

antioxidante natural que previne o dano celular ao inibir a peroxidagao lipidica, a 

formagao de radicais livres e doengas cardiovasculares. Ela inibe a formagao de 

marcadores inflamatorios e reduz danos inflamatorios (JIANG; AMES, 2003). 
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Tambem e parcialmente responsavel pela regeneragao de todos os tecidos do 

corpo, incluindo sangue, pele, ossos, musculos e nervos (RINZLER, 2011). 

3.6 BIOCERAMICAS 

O uso de biomateriais para substituir a perda ossea tern sido uma pratica 

comum ha decadas (CHOW, 2009). As ceramicas podem ser tanto sinteticas quanto 

naturais e possuem muitas vantagens como biomateriais, para utilizagao em 

substituigao ao tecido osseo, como: sao estruturalmente semelhantes ao 

componente inorganico do osso, sao biocompativeis, osteocondutivas e, nao 

possuem proteinas em sua composigao, o que proporciona ausencia de resposta 

imunologica (ABUKAWA et al., 2006), diminuindo assim o risco de rejeigao pelo 

organismo (BURG; PORTER; KELLAM, 2000), alem de possuirem urn alto tempo de 

degradagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo (ABUKAWA et al., 2006). As ceramicas empregadas no corpo 

humano podem ser subdivididas em tres tipos de biomateriais: inerte, biodegradavel 

e bioativo. Os materials inertes (mais estritamente quase inertes) causam resposta 

de tecidos minima ou nula. Materials ativos estimulam a ligagao de tecido vizinho 

como, por exemplo, estimulo de novo crescimento osseo. Materials degradaveis, ou 

reabsorviveis, sao incorporados no tecido vizinho, ou podem ate mesmo ser 

completamente dissolvidos apos certo periodo de tempo. (BAEHR et. al., 1995). As 

bioceramicas tern sido utilizadas na forma densa e porosa (DACULSI, 1990). Apesar 

do aumento da porosidade diminuir a resistencia mecanica do material 

isoladamente, a existencia de poros com dimensoes adequadas favorecem o 

crescimento de tecidos atraves deles, fazendo com que haja urn forte 

entrelagamento do tecido com o biomaterial (KAWASHI, 2000). 

Suas limitagoes estao relacionadas a sua baixa rigidez estrutural, de forma 

que nao podem ser utilizadas em regioes de grande esforgo mecanico, e a sua 

natureza porosa, o que aumenta o risco de fraturas (WAN; NACAMULI; LONGAKER, 

2006). Sao amplamente indicadas na ortopedia e odontologia no reparo de defeitos 

osseos, manutengao do rebordo alveolar e como implantes ortopedicos e dentarios 

(LEGEROS, 2002). 
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O termo apatita e de origem grega, apato significa "engano" que devido ao 

fato de primordialmente ter sido confundida com uma pedra preciosa, a turmalina. A 

apatita e urn termo geral para minerais com composigao do tipo M10(ZO4)6X2, onde 

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

(FOOK, 2005) 

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

Sitios Elementos 
M Ca, Mg, Sr, Ba, Cd, Pb 

Z P,V, As, S, Si, Ge, C (como C0 3

2 " ) 
X F, C, OH, 0 , Br, C (como C0 3

2~), vacancias 
Fonte: Aoki, 1991 

Em meio natural as apatitas podem ser encontradas, em meio biologico e 

encontrado em ossos e dentes de vertebrados na forma de fosfato de calcio. Ao 

longo dos anos bioceramicas de fosfato de calcio vem sendo amplamente utilizadas 

em aplicagoes medicas, ortopedicas e odontologicas, como recobrimentos ou 

materials densos para a reposigao e reparagao do tecido osseo, devido a sua 

similaridade quimica e estrutural com a apatita biologica, que propicia a interagao 

direta com este tecido. Uma maneira conveniente para classificar os fosfatos de 

calcio e usando a razao molar entre os atomos de calcio e fosforo, como indicado na 

Tabela 3 (HATNER, 2004). 
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Tabela 3 - Relacao Ca/P das fases de apatita 

Ca/P Formula Nome Quimico 

1.0 CaHP04 Mono-hidrogenio fosfato 

de calcio (DCP) 

1.0 CaHPO4.2H20 Mono-hidrogenio 

fosfato de calcio 

dihidratado 

(DCPD) 

1.33 Ca8(HP04)2(P04)4.5H20 Fosfato de Octacalcico 

(OCP) 

1.00 Ca2P207 Pirofosfato de calcio 

(CPP) 

1.5 Ca3(P04)2 Fosfato de tricalcio 

(a, a',zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P .zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAY ) - (TCP) 

1.67 Ca10(PO4)6(OH)2 Hidroxiapatita 

2.0 Ca4 P209 Fosfato de tretracalcio 

1.33 Ca8H2(P04)6.5H20 Fosfato octacalcico (OCP) 

Fonte: HATNER, 2004 

Os fosfatos de calcio apresentam excelente biocompatibilidade e sao bem 

recebido e bem integrados pelo corpo humano quando implantados. A taxa de 

solubilidade dos fosfatos de calcio e urn parametro importante para seu 

comportamentozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo. A composigao, tamanho do cristal e cristalinidade afetam a 

taxa de dissolugao do material. Mudangas nos parametros de rede estao 

diretamente relacionadas ao tamanho e quantidade do substituinte na rede da 

apatita. A diminuigao desses parametros conduz a uma taxa de dissolugao maior 

uma vez que com a diminuigao do tamanho do cristalito a area superficial do 

material aumenta e com isso urn maior contato com os fluidos corporeos. A 

cristalinidade esta diretamente relacionada ao tamanho do cristalito, morfologia e a 

distorgao do cristal. Uma baixa cristalinidade aumenta a solubilidade do material 

devido a redugao do tamanho dos cristalitos e/ou aumento na distorgao do cristal 

(LEGEROS, 2002). 

Pode-se dividir os fosfatos de calcio em duas categorias, os que sao obtidos 

pelo metodo de precipitagao em solugao aquosa proximo a temperatura ambiente e 



OS que sao obtidos por sintese termica ou decomposigao (BOHNER, 2000). Logo a 

seguir estao relacionados alguns tipos de apatitas: 

3.6.1.1 Hidroxiapatita 

O conhecimento da microestrutura da hidroxiapatita (HA) e importante por 

varios aspectos. Primeiro porque, e um dos principais componentes do tecido osseo, 

sendo assim o estudo da nucleagao e crescimento dos cristais sob condigoes 

proximas das condigoes do ambiente biologico (temperatura de aproximadamente 

37 9 C, pH 7,4 e concentragao baixa) da a possibilidade de modelar os processos de 

biomineralizagao e desmineralizagao, que e a remodelagao ossea. Segundo, como a 

HA e um material de implante biocompativel, a determinagao da correlagao entre 

morfologia e estrutura das partfculas por um lado e as condigoes de crescimento por 

outro, permitem definir quais condigoes de temperatura, concentragao e pH seriam 

fundamentals para uma sfntese direta e racional que gere uma morfologia e 

tamanho de particula desejado (SUVOROVA; BUFFAT, 1999). 

A hidroxiapatita [HA, Caio(P0zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA4)6(OH) 2], que corresponde o principal 

componente inorganico dos tecidos duros, possui uma variedade de aplicagoes em 

preenchimento e substituigao ossea devido a sua excelente bioatividade e 

osteocondutividade (ZENOBIL,1997; LOPES, 1997). A hidroxiapatita e 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, 

porem sua estrutura e similar a fluorapatita (com o grupo OH- ocupando os sitios do 

F-) (LOGAN, 1995). Esses minerals ocorrem como constituintes de varias rochas 

fgneas e metamorficas, especialmente em calcarios cristalinos (ELLIOT, 1994). A 

principio, todas as apatitas terrestres estavam presentes nas rochas igneas. No 

decorrer do tempo geologico, a extensa e continua lixiviagao dessas rochas 

primarias pelas aguas tern sido uma fonte para a formagao de fosfato de calcio 

biologico, na forma de apatita Os esqueletos de algumas especies marinhas tambem 

sao fontes deste mineral. Alguns contem carbonato de calcio, porem a maioria 

contem fosfato de calcio (MAVROPOULOS, 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 f6rmula da hidroxiapatita 

estequiometrica e Cai 0 (PO 4 ) 6 (OH) 2 , com razao Ca/P igual a 1,67 e e o fosfato de 

calcio mais estavel e o menos soluvel de todos (FULMER, 1992). A celula unitaria 

hexagonal da hidroxiapatita contem 10 ions calcio localizados em sitios nao 

equivalentes, quatro no sitio I, tetraedricos (Ca1) e seis no sitio II, octaedricos (Call) 

(EANES, 1980). Os atomos de calcio e fosforo formam um arranjo hexagonal no 

piano perpendicular ao eixo cristalino de mais alta simetria (ALMQVIST, 1999). 

Sao muitas as tecnicas para a sintese do po da hidroxiapatita. Um dos 

metodos mais utilizado e a tecnica de precipitagao, que envolve reagoes via umida 

entre precursores de calcio e fosforo com controle de temperatura e pH da solugao. 

Outro processo para a sintese de hidroxiapatita e o sol-gel, que e um metodo 

quimico, via umida que dispensa alto vacuo e temperaturas elevadas. Como material 

de implante a hidroxiapatita pode ser obtida atraves da desproteinizagao do tecido 

osseo, por tratamento hidrotermico de corais ou ainda pode ser obtida tambem por 

processos sinteticos tais como, precipitagao de solugoes aquosas ou reagoes no 

estado solido (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 osseo Graos, porosa 

Osso artificial Graos, densa, porosa 

Cimento osseo P6 com PMMA 

Articulagoes artificiais Metal recoberto com Hap 

Proteses vasculares Densa 

Proteses traqueais Porosa ou densa 

Terminals pericutaneos Densa 

Sistema de liberagao densa Densa ou po 
Fonte: E'GUES, 2005 

O grande interesse pela hidroxiapatita como biomaterial, esta relacionado por 

ser a principal fase encontrada no tecido osseo e sua alta biocompatibilidade 

(OGUCHI, 1995). 
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3.6.1.2 ACP - Fosfato de calcio amorfo 

Os fosfatos de calcio amorfo se dao quando sao precipitados a partir de 

solugoes aquosas supersaturadas, com pH neutro ou alcalino e uma fase amorfa e 

metaestavel forma-se rapidamente nos estagios iniciais da reacao (KIM, 2005; 

ABBONA, 1996). 

As fundamentals propriedades apresentadas pelo ACP sao: possibilidade de 

substituigoes cationicas e anionicas (apresenta caracteristica semelhante a 

hidroxiapatita, porem com menor numero de possibilidades de substituigoes, 

apresentando apenas os fons Mg 2 + como subst i tu tes do C a 2 + e C 0 3

2 " e F c o m o 

substituintes do P0 4

3 " ) ; habilidade de transformagao a outros fosfatos de 

calcio (reconhece-se que o ACP ocorra como uma fase metaestavel nos estagios 

iniciais da formagao de fosfatos de calcio a partir de solugoes aquosas 

supersaturadas, em pH neutro ou alcalino e, tamb6m, durante a mineralizagao dos 

tecidos vivos); maior solubilidade do ACP em comparagao a HA torna-se uma 

caracteristica importante para a sua utilizagao como biomaterial, pois Ihe confere 

maior velocidade de degradagao no meio biologico. A velocidade de degradagao de 

um material esta fortemente relacionada a osteocondutividade e desempenha papel 

importante na fixagao inicial de implantes com o tecido osseo (GUASTALDI; 

APARECIDA, 2010) . 

3.6.1.3 OCP - Fosfato Octacalcico 

Os fosfatos Octacalcico apresentam a formula Ca8(HP04)2(P04)4.5H20, 

embora a quantidade de agua ser variavel.As principals propriedades do OCP sao: 

possibilidade de substituigoes cationicas e anionicas (a estrutura do OCP permite a 

incorporagao de ions C d 2 + , C u 2 + e F. Obs.: a capacidade de adsorgao destes ions 

pelo OCP e maior que a da HA e menor que do composto CaHP0 4 . 2H 2 0 ; O OCP 

adsorve proteinas em sua supem'cie tao bem quanto a HA; O OCP e uma fase 

metaestavel e sua transformagao em HA e termodinamicamente apropriado, sendo 

espontanea e irreversivel (HATNER, 2004; KAYALI; GOLLER; AKIN, 2011). 

A utilizagao 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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reabsorgao. A reabsorgao do OCP estimula a regeneragao ossea logo nos estagios 

iniciais de aposigao ossea, sendo seguida pela formagao de novo tecido osseo. 

Dessa forma, o OCP e considerado um substituto osseo mais adequado que a HA 

em aplicagoes onde se requer rapida formagao ossea (DEKKER, 2005; IMAIZUMI, 

2006). 

3.6.1.4 TCP - Fosfato Tricalcico 

O fosfato tricalcico - TCP, que contem formula Ca3(P04) 2 com razao Ca/P de 

1,5, tambem pode ser denominado de fosfato tricalcico anidro, onde o adjetivo 

anidro e utilizado para distinguir este composto dos precipitados hidratados que 

possuem razao Ca/P parecida. Podem ocorrer em 4 formas alotropicas, sao elas a-

TCP, p- TCP,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Y - TCP e a'-TCP. 

As principals propriedades apresentada pelo TCP incluem a possibilidade de 

substituigoes cationicas a forma alotropica p-TCP possibilita que ate cerca de 15% 

dos ions Ca 2 + se jam trocados por Mg 2 + sem mudangas significativas em sua 

estrutura, originando o composto denominado de p-TCP substituido por magnesio; 

As formas alotropicas a e p-TCP exibem a mesma habilidade de osteocondugao, 

porem a fase a-TCP apresenta maior bioatividade, sendo este fato atribuido ao 

arranjo estrutural desta fase que possibilita que maior quantidade de ions C a 2 + e 

P O 4 3 " sejam trocados com 0  meio biologico; A utilizagao do TCP juntamente com a 

HA tern sido uma alternativa viavel para aumentar a velocidade de reabsorgao da 

HA. Nestes casos, a velocidade de dissolugao da mistura HAyTCP 6 controlada pela 

quantidade de TCP utilizado. Devido ao seu comportamento biodegradavel, 0  TCP 

nas formas alotropicas a e p tern 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 fixagao de tecidos moles 

(KAWACHI et . a l l , 2000) . 

3.7 BIOCOMP6SITOS 

Os composites tern surgido como uma valiosa classe de materials de 

engenharia, pois oferecem muitas condigoes nao alcangadas por outros materials ou 

podem ser usados porque sao economicamente mais viaveis do que os materials 
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competidores. Muitos compositos sao materials bifasicos, isto e, sao constituidos por 

apenas duas fases; sendo uma denominada de matriz que e continua e envolve a 

outra fase, chamada de fase dispersa ou de reforgo (AMICO, 2006). A aplicagao 

desses materials compositos tern sido facilitada pela introdugao de novos materials, 

melhorias nos processos de fabricagao e desenvolvimento de novos melodos 

analiticos de teste (CALLISTER, 2002). 

Sao formados por uma fase continua, chamada matriz, geralmente formada 

por um polimero natural e sao reforgados por fibras de diversas fontes botanicas ou 

de fibras de celulose de madeiras duras e coniferas (AVEROUS; BOQUILLON, 

2004; MOHANTY et al, 2005; SATYANARAYANA, 2007). 

Os biocompositos, aqueles formados por fibras naturais e polimeros 

sintetizados por fontes renovaveis que possuem potencial para serem os novos 

materials do seculo XXI (MOHANTYzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2005). As propriedades dos compositos 

dependem de alguns fatores como adesao fibra-matriz, orientagao da fibra, volume 

dafibra, etc. (CORRADINI, 2006; MATTOSO, 1997). 
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4.1 LOCAL DA PESQUISA 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Certificagao e 

Desenvolvimento de Biomateriais - Certbio, que esta localizado no Bloco CJ3, na 

Universidade Federal de Campina Grande - UFCG. 

A caracterizagao biologica foi realizada no laboratorio de Imunologia Clinica 

da Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Araraquara - SP (UNESP). 

4.2 MATERIAIS 

• A quitosana fornecida na forma de po pela Sigma Aldrich - de m6dio 

peso molecular com grau de desacetilagao entre 75- 85%. 

• Fosfato de calcio- apatita fornecida pelo grupo Certbio 

• Vitamina E DL. Alfa Tocoferol Acetato (p6) - GALENA 

• O acido ac&ico glacial P.A., fornecido pela Vetec. 

• O hidr6xido de sodio P.A., fornecido pela Vetec. 

• Camudongos machos Sw/s, procedentes do CEMIB (Centros 

Multidisciplinar para Investigagao Biol6gica), UNICAMP (Universidade 

Estadual de Campinas), Sao Paulo. Todos os procedimentos que 

utilizaram celulas vivas foram conduzidos conforme normas do SBCAL 

(Sociedade Brasileira de Ciencia em Animais de Laboratories) e que 

obtiveram parecer do Comite de Etica local (parecer nQ.08/2009 

CEP/FCF/CAr). 

• A lisozima fornecida pela Sigma Aldrich. 

• Tioglicolato de sodio (Difco Lab.Ltda). 

• MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio, Across 

Organics). 

• LPS (Lipopolissacarideo bacteriano derivado dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA E. coli, Sigma Aldrich). 

• Tampao Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline System - PBS, 

Sigma-Aldrich). 
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4.3 EQUIPAMENTOS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.1 Difracao de Raios X 

Aparelho XRD-7000 Shimadzu, utilizando radiagao Ka do cobre (1,5418 A), 

tensao de 40kV e corrente 30mA. 

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 

Aparelho goniometro desenvolvido por tecnicos da Unidade Academica de 

Engenharia Mecanica da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG 

localizado no Laboratorio de Avaliagao e Desenvolvimento de Biomateriais - Certbio. 

4.3.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) 

Aparelho DSCQ20 (TA Instruments, EUA). A calibragao do equipamento foi 

feita com metal fndio (99,9%) em relagao a temperatura e entalpia. As curvas foram 

analisadas em atmosfera de dinamica de nitrogenio (50mL min"1). 

4.3.5 Microscopia Otica (MO) 

Aparelho Microscopio Optico Hirox de reflexao e transmissao com acessorios 

2D e variagao de 50X-400X, acoplado a uma estagao de Analise de Imagens. 

4.3.6 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia 

Dispersiva de Raios X (EDS) 

Aparelho Microsc6pio eletronico de varredura de bancada Hitachi, modelo TM-

1000, aumento maximo de 10000x, profundidade de foco de 1 mm, resolugao de 30 

nm, 15 KV, baixo v&cuo e pressao variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico, 
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mesmo em amostras nao condutoras. 

Aparelho Detector de EDS acoplado ao microscopio eletronico de bancada 

HITACHI, modelo TM 1000. 

4.4 METODOS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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

A solugao de quitosana com concentragao 1 % m/v foi obtida atraves da tecnica 

de evaporagao do solvente, pela adigao de 10g de quitosana em p6 em uma solugao 

de 1000 mL de &cido acetico glacial 1 % v/v, sob agitagao constante em agitador 

mecanico - Nova Etica modelo M 110-VER-4K3 por um perfodo de 20h em 

temperatura ambiente a uma velocidade de 620 rpm. 

Em seguida, a solugao polime>ica foi filtrada a vacuo para remogao das 

impurezas e da parte insoluvel do material. 

Apos obtengao da solugao de quitosana, seguiu-se para a etapa de adigao da 

apatita dividindo-se a solugao de quitosana em tres partes iguais que receberam 

respectivamente 1%, 3% e 5% de concentragao de fosfato de calcio em relagao a 

massa inicial da quitosana. Posteriormente ocorreu a adigao da vitamina E, sendo 

assim foram adicionados 15 mg, em um volume de 30 mL da solugao de quitosana 

com e sem apatita ( 1 % , 3% e 5%). Estas adigoes foram realizadas em temperatura 

ambiente, sob agitagao 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 ate 

evaporagao total do acido e formagao da membrana em temperatura de 50 °C por 

um periodo de aproximadamente 42h. 

Apos o processo de secagem, as membranas foram neutralizadas com 

solugao de hidroxido de sodio 1 Mol/L por um periodo de 1h. Em seguidas as 

membranas foram lavadas com agua destilada para retirada do resfduo de hidroxido 

de sodio. 

Depois da neutralizagao, as membranas foram estiradas e secas por 24 h a 

temperatura ambiente e, posteriormente, caracterizadas. Foram confeccionadaslO 

membranas de cada tipo. 
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A Figura 8 ilustra o fluxograma da elaboragao das membranas desde o seu 

processo initial ate a sua caracterizagao. 

Figura 8 - Fluxograma da elaboragao de membranas. 

Quitosana (PO) Lavagem (agua 
destilada) 
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(50°C/24h) Caracterizagoes 

Adigao Apatita 1 % . 
3% e 5 % 

Adigao de Vitamina 
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Adigao de 
Vitamina E e 
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4.5 CARACTERIZAQAO 

O po de fosfato de calcio, vitamina E em po assim como as membranas de 

quitosana pura, quitosana com as diferentes proporgoes de Apatita e Vitamina E 

foram caracterizados por Difracao de Raios-X (DRX); Espectroscopia na Regiao de 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR); Molhabilidade por Angulo de 

Contato; Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC); Microscopia 

Eletronica de Varredura (MEV); Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X 
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(EDS); Microscopia Optica (MO); Ensaio de Biodegradagao Enzimatica; Ensaio de 

Citotoxicidade e Determinagao da Produgao de Oxido Nitrico. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.5.1 Difragao de Raios X 

A Difragao de raios X (DRX) teve o objetivo de determinar o grau de 

cristalinidade. As analises de difragao de raios X foram conduzidas a temperatura 

ambiente. Os filmes foram examinados em um intervalo de 29 entre 10,0 e 70,0 

graus a uma velocidade de 27min. 

4.5.2 Espectroscopia na Regiao de infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

Todas as membranas e o po foram caracterizados por Espectroscopia na 

Regiao de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). A tecnica FTIR foi 

usada para identificar as bandas caracterfsticas dos grupos funcionais, presentes 

nas materias-primas utilizadas nesta pesquisa utilizando a faixa de varredura de 

4000 a 650 cm" 1. 

4.5.3 Molhabilidade por Angulo de Contato 

A tecnica consiste no calculo da tensao superficial da membrana baseada na 

analise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a gota de agua 

destilada com tensao superficial conhecida e a superficie solida 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 90 s , o liquido tern a 

tendencia a nao molhar a superficie e a fase e chamada de nao-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 90Q, a molhabilidade 

e dita partial. Logo, quanto menor for o angulo, maior sera a molhabilidade 

(WISNIEWSKI; ARGUELHO, 2011). 

As analises de angulo de contato foram efetuadas ap6s 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 conversao 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. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.5.4 Exploratoria Diferencial (DSC) 

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) avalia a diferenga da 

temperatura fornecida a uma substantia sob um material de referenda. As curvas 

foram analisadas em atmosfera de din^mica de nitrogenio (50mL min"1) usando 

amostras de 2 mg e razao de aquecimento de 10°Cmin"1 para analise de transigoes 

de fase nos compositos, quitosana-vitamina E/apatita. Numa variagao temperatura 

deO°Cate 400 °C 

4.5.5 Microscopia Otica (MO) 

Para materials que sao opacos a luz visivel, como e 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 avaliagao da morfologia das 

membranas (HOLANDA, 2011). O ensaio foi realizado no aumento de 50x para o po 

da vitamina E e 1750x para as demais amostras. 

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

Dispersiva de Raios X (EDS) 

O microscopio eletronico de varredura e normalmente utilizado para 

observagoes de amostras espessas. A razao principal de sua utilizagao esta 

associada a alta resolugao e a grande profundidade de foco, o que resulta em 

imagens com aparencia tridimensional (AIMOLI, 2007; PADILHA; AMBROZIO 

FILHO, 2004). A microscopia eletronica foi utilizada para obter informagao 

morfologica e topograTica sobre superficies dos solidos. O ensaio foi realizado no 

aumento de 1000x. 

O EDS 6 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 diametro reduzido do feixe permite a determinagao da composigao 

mineral em amostras de tamanhos muito reduzidos (< 5 um), permitindo uma analise 

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). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.5.7 Ensaio de Biodegradacao Enzimatica 

Para este teste utilizou-se como base as normas ASTM F1635-04zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Standard 

teste Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer 

Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2010) e a ASTM F2103-01 

Stamdard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting 

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

Applications (2007). 

O Ensaio de Biodegradagao Enzimatica teve o objetivo de verificar a 

degradagao de um biomaterial em meios biol6gicos pois e uma das variaveis de 

grande relevancia para sua caracterizagao, ja que tal propriedade esta diretamente 

relacionada ao tempo de vida util dos materials ap6s o initio de sua utilizagao pelo 

paciente (DALLAN, 2005). 

4.5.8 Avaliagao de Viabilidade Celular dos Macrofagos 

O ensaio tern como objetivo de atender a norma ISO 0993 que recomenda 

ensaios in vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materials que ficarao em 

contato com a pele, optou-se pelo teste de avaliagao da viabilidade celular dos 

macrofagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio. Os 

parametros de avaliagao observados sao a porcentagem de morte celular e a IC50 

(concentragao do produto que inibe 50% do crescimento celular). O MTT e um 

ensaio colorimetrico quantitative sensivel e de confianga que mensura a viabilidade, 

proliferagao e atividade das celulas que se baseia na capacidade da enzima 

desidrogenase encontradas nas mitocondrias de celulas vivas converterem o 

substrato amarelo, soluvel em agua (MTT) em produto de cor purpura, decorrente da 

formagao de cristais de formazana, que sao insoluveis em agua, que poderao ser 

entao detectado atraves da leitura da absorbancia em um espectrofotometro . A 
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quantidade do formazana produzido e diretamente proporcional ao numero de 

celulas viaveis. Este ensaio foi realizado segundo as normas descritas por 

MOSMANN, 1983. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.5.9 Determinagao da Produgao de Oxido Nitrico 

O 6xido nitrico (NO) e encontrado desempenhando a fungao de sinalizador 

molecular em muitas partes do organismo, bem como sendo uma importante 

molecula citotbxica de resposta imune inata. Sua agao inclui a fungao hemostatica, 

incluindo vasodilatagao, neurotransmissao, inibigao da adesao e da agregagao 

plaquetaria (que representam a defesa do organismo contra agentes infecciosos tais 

como bacterias, fungos e parasitas), agindo tambem como destruidor de celulas 

tumorals. Muitas celulas imunes sao capazes de produzir NO, inclusive os 

macrofagos (WEINBERGzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 1995; KRONCKEO, FEHSEL, KOL-BACHOFEN, 

1997; LIMA, 2010) 

O 6xido nitrico e um derivado do aminoacido L-arginina pela atividade 

enzimatica de tres dioxigenases, denominadas 6xido nitrico sintetases (ONS). Dois 

isomeros dessa enzima sao expressos na forma constitutiva (cONS) em celulas 

endoteliais, nos neuronios e musculos esqueleticos. O terceiro isomero induzido 

(iONS) e identificado nas celulas do sistema imune, a exemplo dos macrofagos 

(FLORA; ZILBERSTEIN, 2000). 

Uma vez que o 6xido nitrico mant§m significativa associagao com a 

destruigao tecidual mediada pelos processos inflamatorios cronicos, o objetivo deste 

estudo foi avaliar, in vitro, a citotoxicidade, mediante a sintese de oxido nitrico em 

filmes hibridos a base de quitosana/fosfato de calcio/vitamina E, em cultura de 

macrofagos. Este ensaio foi realizado segundo as normas descritas por GREEN, 

1982. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.1 LIGAQOES E REAQOES QUIMICAS 

A quitosana e um biopolimero soluvel em meio acido gragas ao grupo amino 

que se comporta como base de Lewis (elementos que possuem pares de eletrons 

livres capazes de receberem prbtons) recebe H + do £cido resultando na protonagao 

da quitosana liberando acetato (CH 3 COO) no meio (ZILNIKzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2007; BRUICE, 

2006). As Figuras 9 e 10 descrevem a sequencia de uma possivel reagao do 

composite. 

Figura 9 - Quitosana com acido acetico 

Quitosana 

Acido Acetico 

+ CH3C0(>H+^ 

Quitosana Protonada 

h nh; M 

+ CH3C00 

Fonte: Proprio autor 

Com a adigao do fosfato de calcio, o grupo amino (-NH2) da quitosana se 

transforma em N H 3

+ sendo positivamente carregado, formando um complexo com o 

grupo fosfato ( P 0 4

3 ) . A dissolugao da apatita em meio acido resulta em uma reagao 

que estara em termos de acetato disperso no meio (ANDRADE, 2007; BRUICE, 

2006). 

A vitamina E (alfa-acetato de tocoferol) incorporada na solugao de 

quitosana/HA realiza uma ligagao intramolecular com a quitosana na sua regiao de 

menor impedimento (OLIVEIRA, 2009). A Figura 10 ilustra a reagao citada acima. 



52 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 10 - Quitosana Protonada com adigao de vitamina E e apatita zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fonte: Proprio autor 

5.2 DIFRAQAO DE RAIOS X 

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

Figura 11. 
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Figura 11 - Difratograma do po do fosfato de calcio - apatita 

Atraves dos padroes de DRX foi possfvel identificar a presenga das fases 

cristalinas de fosfato de calcio (Ca2P207) numa quantidade de 56%, com simetria 

tetragonal e grupo espacial P41 (CALCULATE, 1997) e fosfato de calcio 

(Ca 9FeH(P0 4)7) numa quantidade de 44%, com simetria romboedrica 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 pos 

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 po e (j) AP po. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

a -Qu i t + A P 1 % 
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O difratograma do filme de quitosana apresentou o pico tipico de material 

semicristalinos, com base larga em 20 = 20° que corrobora com Lima (2010). A 

quitosana tern um perfil semicristalino proveniente das fortes interagoes intra e 

intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogenio formadas entre os grupos 

amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na molecula de 

quitosana. As fortes interagoes provem uma certa organizagao a estrutura cristalina 

da quitosana (URAGAM; TOKURA, 2006). 

O difratograma do po de apatita ja foi apresentado separadamente na Figura 

12, ja a vitamina E apresentou uma banda de difragao em 20 = 20° indicando um 

perfil semicristalino e que seu comportamento cristalino e superior ao da quitosana. 

Quando observado os compositos de quitosana-vitamina E/apatita e 

quitosana/apatita verificou-se que a incorporagao 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 concentragao da apatita 

e pela adigao da vitamina E. Tambem foi possivel visualizar um perfil de difragao nos 

filmes na faixa 20 entre 25° a 30° que esta sobreposta ao background indicando a 

incorporagao da apatita. 
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5.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA 

DE FOURIER (FTIR) 

A tecnica de FTIR foi proposta como uma maneira possfvel para avaliar se 

ocorreu a interagao entre os grupos funcionais das moleculas que compoem essas 

substantias. Neste caso estudaram-se membranas quitosana e o composite 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 

o espectro apresentou todas as absorgoes relativas a quitosana podendo ainda 

afirmar que a mesma nao e 100% desacetilada pois possui uma banda caracteristica 

da amida (O = C - NHR), como pode ser visualizado na Figura 13. 

Figura 13 - Espectros da Quitosana 

QUITOSANA V * r a 5 ° r C " ° * C zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

• 1 > 1 • 1 • 1 • 1 • 1 • 1 • 1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 

cm"1 
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Tabela 5 - Bandas de absorgao no FTIR dos filmes de quitosana com GD de 75% - 85% 

Numero de onda (cnT ) Atr ibuigao 

3334 Deformagao axial de O-H e N-H do grupo NH 2 

2928 e 2873 Deformagao axial de C-H de grupos CH 2 e CH 3 

1652 Deformagao axial de RHN-C= O (amida) 

1586 Deformagao angular N-H do grupo NH 2 (amina) 

1423 e 1319 Deformagao angular de O-H e deformagao angular 

de C-H do anel glicosidico 

1377 Deformagao angular do C-H de C H 3 

1150,1062 e1020 Deformagao axial do C-O-C da ligagao eter 

Fonte: PONCIANO, 2010. 

Analisando o espectro de infravermelho obtido do po da Apatita nota-se que 

ele apresentou as absorgoes relativas a apatita, como o grupo caracteristico P 0 4 

como pode ser observado na Figura 14 e na Tabela 6, corroborando os estudos de 

Oliveira (2009). 

Figura 14 - Espectros do po da Apatita zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 6 - Bandas de absorgao no FTIR dos filmes po de Apatita 

Regiao de Absorgao (cm 1 ) Designagao 

128 Estiramento P 0 4 " em HP0 4 * " 

1100, 1093, 1047 Estiramento assimetrico de P0 4

3 ~ ou 

Estiramento P 0 3 emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA H P O 4 2 " 

965 Estiramento simetrico P O 4  

918 Estiramento P-OH em H P O 4  

884 Estiramento antissimetrico de C 0 3 

650 Vibragoes OH de hidroxila 

616, 581 Deformagao 

Fonte: FUKUMURA, 2009. 

Avaliando os espectros do po 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 0  espectro apresentou todas as absorgoes relativas a vitamina E. 

Figura 15 - Espectros do P6 da Vitamina E zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

> 1 > 1 • 1 > 1 • 1 • 1 • 1 • 1 
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Tabela 7- Bandas de absorgao no FTIR do po da Vitamina E zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Numero de onda (cm"1) Atribuicao 

Isopropil Simetria de flexao aparece como 

caracteristica do grupo CH 3—1100cm" 1 

Fenol /(C-O) Estiramento do grupo 1200cm"1- 1260cm"1 

C = C Corresponde a ligagao dupla do anel 

aromatico 1450cm"1-1500cm"1 -1580cm"1 e 

1600cm"1 

( C - H ) Estiramento do grupo 2890cm"1 

(C-O) Estiramento do grupo 1715cm"1-1760cm"1 

Alceno Deformagao angular 850cm"1-790cm"1 

Fonte: FUKUMURA, 2009. 

A Figura 16 ilustra todos os espectros obtidos pelo ensaio de FTIR, sao eles: 

filme de quitosana (quit), quitosana/apatita (AP) nas proporgoes de ( 1 % , 3% e 5%) 

com e sem vitamina E (Vit), dos pos de vitamina E e do po 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 po. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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cm' 1 



59 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

De acordo com a Figura 16, pode-se afirmar que a adigao da apatita ( 1 % , 3% e 

5%) e a vitamina E nas membranas de quitosana nao alteraram os grupos funcionais 

caracteristicos da quitosana. Porem, nao necessariamente, implica que nao tenha 

acontecido uma interagao quimica entre os constituintes dos compositos, pois a 

analise de infravermelho e um metodo de analise de superficie (AIMOLI, 2007) e as 

particulas de apatita e vitamina E estao recobertas pela matriz quitosana. No 

entanto, o ensaio de DRX confirmou a interagao 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 tres amostras de cada tipo de 

membrana e realizado cinco medigoes em cada uma dela. Os resultados expressos 

na Figura 17 foram obtidos a partir da media 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 corpo humano. 
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Figura 17 - Medida de angulo de contato para os diferentes tipos de membranas. 

Observa-se na Figura 17 que a presenga do fosfato de calcio nas proporgoes 

de 1%, 3% e 5% nas membranas de quitosana e quitosana com vitamina alteraram 

os valores medios de angulo, ou seja com o aumento do fosfato diminuiu a 

molhabilidade, logo verificou-se que na proporgao de 5% de fosfato de calcio, a 

molhabilidade da membrana foi reduzido. Verifica-se tambem 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. 



Figura 18 - Analise de DSC para as membranas: (a) Quitosana (Quit); (b) Apatita (Ap); (c) Vitamina E 
(Vit) po; (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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Temperatura (*CJ 
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Na maioria dos casos, observaram-se dois picos, o primeiro, endotermico, que 

e correspondente a perda de agua residual e o segundo, exotermico, corresponde a 

degradagao da amostra, que continua alem do limite de temperatura do experimento 

segundo Barbosa (2011). 

A curva de DSC Figura 18 (a) correspondentes a membrana de quitosana pura. 

Ela apresenta dois picos um endotermico que aconteceu em torno de 80 QC e outro 

exotermico em torno 300 °C corroborando com Parize (2006). 
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O fosfato de calcio Figura 18 (b) nao apresentou picos, nem mesmo referente a 

perda de agua, isto pode ter ocorrido pois a temperatura maxima utilizada neste 

ensaio foi de 400QC e segundo Kayali, Goller, Akin (2011) o fosfato de calcio 

decompoe-se a temperaturas elevadas, bem acima da temperatura que foi realizado 

o ensaio, podendo tambem ser comprovado devido a sintese do material ter sido 

feita a uma temperatura de 900^0. 

A vitamina E apresentou 2 picos endotermico 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 o segundo, corresponde a degradagao da 

amostra, que continua alem do limite de temperatura do experimento o que 

corrobora com Almeida (2008) e Gondim (2009). 

No primeiro estagio, e possivel verificar que a membrana de quitosana com 

apatita perdeu agua mais facilmente do que os compositos quitosana-vitamina 

E/apatita, caracterizando uma maior resistencia termica dos compositos quando 

acrescida da vitamina E com excegao a Quiosana - Vitamina E e 5% de apatita, isto 

pode ter ocorrido devido a as particulas de apatita estarem dispersas nos filmes de 

formar heterogenea. Ja as temperaturas de degradagao de todos os compostos 

ficaram muito proximas, em torno de 300°C. 

5.6 MICROSCOPIA OTICA (MO) 

Na Figura 19 e 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 incorporagao nos filmes de quitosana da apatita e da 

vitamina E. 
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Figura 19 - Microscopia otica as membranas: (a) Quitosana (Quit); (b) Quit + Apatita (Ap) 1%; (c) Quit 
+ Ap 3%; (d) Quit + Ap 5%; (e) Vitamina E (Vit) po; (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 po 

da vitamina, a partir dela ficou evidente nas demais Figuras (f; g; h e i) que ouve a 

incorporagao 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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CERTBIO0093 2012/10/15 14:12 D13.5 x1,0k 100 um 

Figura 21 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana (Quit) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Mass percent (norm.) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAQ u i t o s a n a lOOOx 

Ao analisar a morfologia da membrana de quitosana Figura 20 observa-se 

uma superficie plana e lisa, visivelmente nao foram detectados poros, 

caracterizando as membranas como densas. Lima (2010) e Fideles (2010) 

analisaram a morfologia de filmes de quitosana e encontraram, tambem uma 

superficie plana e densa. Ao analisar o espectro de EDS, Figura 21 , constatou-se a 
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presenga dos elementos O e C caracteristicos da quitosana corroborando com 

Holanda (2011). 

A Figura 22 ilustra a micrografia do po da apatita e a Figura 23 ilustra o EDS 

do po da apatita. 

Figura 22 - Micrografias do Po da Apatita. Imagem com aumento 1000x 

CERTBIO_1532 

AP 

2012/07/17 14:51 D2,7 x1,0k 100 um 

Figura 23 - EDS e Percentual de Massa da Apatita zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Mass percent (norm,) AP 1000zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAK 
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Na Figura 22, observa-se a micrografia referente ao po da apatita. Com uma 

ampliacao 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 

estao agrupadas na forma de aglomerados estes resultados corroboram os estudos 

de Oliveira (2009). Ao analisar o espectro de EDS, Figura 23, constatou-se a 

presenga dos elementos O, Ca e P caracteristicos fosfato de calcio corroborando 

com KAYALI, E. S; GOLLER, G; AKIN, I., (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. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CERTB»° _i* t*  7CH2C7/ 13 1018 

QyiT'AP 5"*  
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Mass percent (norm.) 
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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 incorporagao da apatita e 

que a mesma ficou dispersa nos filmes de forma irregular. Tambem foi observada a 

presenga 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 esta representado na Figura 25 foram 

encontrados alem Carbono e Oxigenio os elementos Calcio e F6sforo caracteristicos 

da apatita segundo Hatner (2004), comprovando que ouve sua incorporagao nos 

filmes, corroborando com os ensaios de DRX, MEV, MO e tambem nota-se que ouve 

um aumento do valor de Calcio e Fosforo, aumento esse esperado pois as 

membranas continham 1 %, 3% e 5% de apatita. 

A Figura 26 ilustra as micrografias do po da vitamina E e a Figura 25 ilustra o 

EDS da mesma amostra. 
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Figura 26 - Micrografias do po da vitamina E. Imagem com aumento 1000x 

CERTBIO_1480 

VITE 

2012/07/16 15.59 D2.9 x1,0k 100 um 

Figura 27 - EDS e Percentual de Massa do Po da vitamina E 

Observa-se a micrografia referente ao po da vitamina E na Figura 26. Com 

uma ampliagao 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 estao agrupadas na forma de aglomerados. 

Na analise de EDS representada na Figura 27 foram encontrados os 

elementos carbono e oxigenio esses elementos sao caracteristicos da vitamina E 
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segundo Rinzler (2011) faltando apenas o Hidrogenio. Isso ocorreu devido ao 

detector de EDS nao detectar o Hidrogenio. 

A Figura 28 ilustra as micrografias da quitosana-vitamina E e a Figura 29 

ilustra o EDS da mesma amostra. 

CERTBIO_1535 2012/07/17 15:01 D2.8 xl.Ok 100 um 

QUIT+VIT 

itiFraimracAiBCi 
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A Figura 28 ilustra a micrografia da membrana quitosana - vitamina E, ao 

analisar o composite verifica-se que ouve a incorporagao da vitamina na membrana 

de quitosana e que a mesma esta dispersa na membrana corroborando os estudos 

de Alexandre (2011). Na analise de EDS representada na Figura 29 foram 

encontrados os elementos carbono e oxigenio esses elementos sao 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 comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1% (a), 3% (b) e 5% (c) de 
apatita. Imagem com aumento 1000x. 

CE«TBO_U55 201207/13 1121 D36 i10kzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 10 0  wr, CERTBK>_1«» 2012*7/13 113 5 

Qijrr«AP i *»vrr QUIT» AP 3%»VTT 

CERTWO_U51 2012AJ7O3 1043 02.1 MjN 100 um 

OUIT»AP 5%'VJT 
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S?8/zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Vri EDS,fzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA P e r c e n t u a l d e M a s s a d a membrana de Quitosana - Vitamina E com 1% (a), 3% 
s ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA /ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (c) oe apatita. (b) 

Mass percent (norm.) 

100 

BO 

60 H 

4 0 : 

20 : 

0 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

QUIT+AP 1 % + V I T 



81 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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. Tambem foi observada a presenga de 

partfculas 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 insergao da apatita e da vitamina E na membrana de quitosana 

formando assim um composito. 

Na Figura 31 que ilustra o resultado do EDS, nao foi possivel determinar a 

ocorrencia da vitamina E no composito, porem os ensaios de DRX, MEV, MO 

comprovam que a vitamina foi incorporada nos filmes de quitosana. 

5.8 ENSAIO DE BIODEGRADAQAO ENZIMATICA 

Segundo Dalian (2005) a avaliagao da degradagao de um biomaterial no meio 

biologico e de suma importancia visto que esta caracterizagao esta diretamente 

relacionada ao tempo em que o material sera absorvido pelo organismo apos sua 

insergao ou utilizagao no corpo. O ensaio teve como objetivo analisar a agao da 

solugao tampao fosfato (PBS) sem e com lisozima no processo de degradagao das 
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membranas, como tambem, verificar a influencia da adigao da vitamina E. Os 

resultados para perda de massa no periodo de um m§s pode ser verificado na 

Tabela 8 a seguir. 

Tabela 8 - Perda de massa percentual das membranas de quitosana (Quit), quitosana-vitamina (Vit), 
quitosana-vitamina E /apatita nas proporcoes de (1%, 3% e 5%) e quitosana/apatita nas proporgoes 

de (1%, 3% e 5%) submetidos a ensaios de biodegradagao e respectivos 

Perda de massa das membranas 

Ensaio 1 mes de ensaio 

PBS Lisozima/PBS 

Media (%) D. Padrao Media (%) 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 +Vi t 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 tampao PBS e lisozima/PBS no periodo de 1 mes (Tabela 8), 

observou-se que, em todas as amostras, a degradagao foi mais acentuada sob a 

agao da lisozima, o que demonstra a eficiencia desta enzima na degradagao dos 

compostos de quitosana e corrobora com Holanda (2011). 

A quitosana tambem e degradada pela lisosima que e uma enzima, essa 

degrabilidade depende, dentre outros fatorres, do grau de desacetilagao da 

quitosana, uma vez que a lisozima se liga aos grupamentos N-acetilglicosamina 

presentes na estrutura deste polissacarideo (SUH; MATTHEW, 2000). Estes 

grupamentos sao de fundamental importancia no reconhecimento da quitosana 

como substrato para a lisozima (KURITA et a l , 2000). 

O resultado da quitosana com vitamina E corrabora com o ensaio da 

molhabilidade, que mostrou que a vitamina E aumentou a molhabilidade da 

membrana de quitosana e portanto a membrana ficou mais biodegradavel porem 

quando juntos quitosana, apatita e vitamina E nao ocorre o mesmo comportamento. 

Os resultados deste ensaio demonstraram, tambem, 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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Este ensaio teve por objetivo foi avaliar a viabilidade das celulas em face do 

material produzido para uso em organismos vivos. A Figura 32 ilustra o resultado 

deste teste. 

Figura 32 - Viabilidade celular dos macr6fagos 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 

O controle negativo foi utilizado para comparar as membranas o LPS so foi 

utilizado na determinagao de oxido nitrico. O controle negativo (CN) equivale a 100% 

de viabilidade com as celulas sendo mantidas em meio de cultura (RPMI-16400). 

O Lipopolissacarfdeo bacteriano (LPS) foi obtido da Escherichia coli ativa de 

forma policlonal os linfocitos B dos camundongos e os macrofagos, induzindo a 

produgao de citocinas pr6-inflamatorias e os produtos tbxicos de oxigenio e 

nitrogenio (ESTRELA; PECORA, 1997). 

As letras A,B,C,D e E correspondem aos resultados apresentando + desvio 

padrao de 10 animais e 5 membranas de cada composigao 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 composigoes obtidas 

encontraram-se acima de 90%. 
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0 oxido nitrico (NO) e uma molecula reguladora que e produzida em sua 

grande maioria por macrofagos ativados, tern importancia nos procedimentos de 

resposta imune, inflamagao, metabolismo osseo e apoptose. Essa molecula gasosa 

pode demonstrar alguns beneficios, como atividade antimicrobiana e modulagao da 

resposta imune. Entretanto, em elevadas concentragoes, pode atuar como agente 

citotoxico desencadeando prejuizos aos tecidos adjacentes (KENDAL, MARSHALL, 

BARTOLD, 2001). 

A produgao de oxido nitrico pelos macrofagos a partir da exposigao as 

membranas testadas estao ilustrada na Figura 33 que mostra os valores individuals 

de cada membrana. 

Figura 33 - Produgao de oxido nitrico por macrofagos de camundongos Swiss na presenga dos 
filmes: A -Quitosana (Quit); B -Quit -Vitamina E (Vit); C -Quit - V i t / 1 % Apatita (Ap); D -Quit -Vit /3% 
Ap; E- Quit -Vit/5% Ap; LPS- controle positivo; CN- Controle negativo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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O oxido nitrico sendo o principal mediador citotoxico de celulas imunes ativas 

apresenta importantes fungoes nos processos fisiologico e patologico dos 

organismos vivos. Na determinagao de oxido nitrico, Figura 26 pelos macr6fagos em 

contato com as membranas analisadas a produgao foi em torno de 10 umols/mL. 

Todas as amostras apresentaram-se abaixo do controle negativo, o que indica uma 

agao anti-inflamat6ria (LIMA, 2010) confirmando, portanto, juntamente com o ensaio 

de viabilidade celular a nao 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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TabelazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 9 - de variancia - A NOVA Teste de Tukey para as membranas confrontadas com o padrao 
positivo e negativo e com elas respectivamente 

Comparators Valores 

A v s B 3.058 0.8550 ns P>0.05 

A v s C 4.936 1.380 ns P>0.05 

A v s D 4.441 1.242 ns P>0.05 

A v s E 6.123 1.712 ns P>0.05 

A v s L P S -41.089 11.488 ***P<0.001 

Avs CN -6.119 1.711 ns P>0.05 

B v sC 1.878 0.5250 ns P>0.05 

B vsD 1.383 0.3866 ns P>0.05 

B v s E 3.065 0.8571 ns P>0.05 

B vs LPS -44.147 12.343 *** P<0.001 

B vsCN -9.177 2.566 ns P>0.05 

C vsD -0.4953 0.1385 ns P>0.05 

C v s E 1.188 0.3320 ns P>0.05 

C vs LPS -46.025 12.868 *** P<0.001 

C v s C N -11.055 3.091 ns P>0.05 

D v s E 1.683 0.4705 ns P>0.05 

D vs LPS -45.530 12.730 *** P<0.001 

Dvs CN -10.560 2.953 ns P>0.05 

EvsLPS -47.213 13.201 *** P<0.001 

EvsCN -12.243 3.423 ns P>0.05 

LPS vs CN 34.970 9.777 *** P<0.001 

E essenclal que os biomateriais nao incitem a produgao exacerbada de oxido 

nitrico (NO), nem impegam sua sintese por celulas estimuladas, pois estes eventos 

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

Tabela 9 confirmou que nao ocorreu nenhuma significancia dos resultados 

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

corrobora os resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular. 

Os testes de citotoxicidade apontaram que os compositos quitosana-vitamina 

E/apatita, podem ser empregadoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo sem ocasionar reagoes indesejadas nas 

celulas de origem animal, pois, passado o processo de fabricagao das membranas 
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onde foram utilizados reagentes acidos e basicos, o material nao se mostrou 

citotoxico. 

Na presente pesquisa os niveis de produgao de NO foram extremamente 

baixos, classificando o material em estudo como nao-citotoxico, permitindo a sua 

aplicagao experimentalzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo com seguranga. 
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6 CONCLUSOES zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Apos criteriosa analise dos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que 

os objetivos foram alcangados e que o processo descrito na metodologia para a 

obtengao dos compositos 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 termica do composito. 

Todas as membranas desenvolvidas mostraram-se viaveis para serem 

utilizadas como biomaterial, pois apresentaram pouca ou nenhuma citotoxicidade o 

que confirma a biocompatibilidade das mesmas. 

Os compositos apresentaram biodegradabilidade e hidrofilicidade indicando 

assim que as membranas podem ser confeccionadas para um posterior contato com 

o corpo humano. Este trabalho abre, dessa forma, uma perspectiva de estudo 

voltado para produgao de curativos compostos de quitosana - vitamina E e apatita. 

Por fim, apos todas as caracterizagoes, pode-se ainda, concluir que a 

membrana composta de quitosana-vitamina E/ apatita 5% 6 a melhor a ser utilizada 

em testes in vivo, devido a maior quantidade de apatita, nela contida, o que se 

espera que funcione melhor no processo de regeneragao ossea e tambem, devido 

ao fato desse composito, ter-se revelado o mais biodegradavel, espera-se, que com 

sua degradagao, a vitamina E e a apatita possam agir, o mais rapidamente possivel, 

de forma a acelerar os processos de regeneragao e cicatrizagao ossea. 
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