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Resumo

PEREGRINO, Gabrielly dos Santos. Producéo e caraat@io de arcaboucos de quitosana e
quitosana com fosfato tri-calcico do tipo beta papéicacdes biomédicas. Rio de Janeiro,
2012. Trabalho de conclusdo de curso (Bacharelado Quimica com Atribuicoes
Tecnoldgicas — Instituto de Quimica, Universidadddtal do Rio de Janeiro, 2012.

O conhecimento do comportamento da degradacaocddarcos porosos é extremamente
importante quando se trata de biomateriais. Nestbalho, prepararam-se arcaboucos
tridimensionais de quitosana e quitosona/fosfatoalcico do tipo betaptTCP) pelo método
freeze dryingA caracterizacéo fisico-quimica dos arcabouc¢oseflizada por espectroscopia
no infravermelho, difracdo de raios-X e microscoelatronica de varredura.O estudo de
biodegradacaadn vitro utilizando phosphate buffer salin@’BS) e lisozima (1,5mg/mL) foi
feito por até vinte e oito dias. Avaliaram-se dsira, perda de massa e morfologia dos poros
dos materiais. Também mediu-se o valor do pH dac&ol sobrenadante apds cada tempo de
avaliacdo da degradacdo. A acdo do agente retayuladolisofosfato de sodio também foi
avaliada. Os arcabougos de quitosana sem reti@ptasentaram-se mais frageis ao final das
quatro semanas frente aos que foram reticuladosmadeeira que os poros daqueles
praticamente sumiram. Para o material de quitoBan@P, ambas as formas, reticulados e
sem reticular, se mantiveram equivalentes nas c¢oeslidescritas anteriormente. O pH de
todos os arcabougos envolvidos manteve-se acim@Sjee tal garantiu que os materiais

permanecessem insollUveis durante todos os virnte dias.

Palavras-Chave: quitosana, fosfato de calcio, fogfacalcico do tipo beta, biodegradacéo,

reticulacéo
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Capitulo 1 — Introducgéo
Tendo em vista 0 aumento da expectativa de vidpogalacdo devido aos avangos

tecnologicos e a melhoria da qualidade de vidaséa@ecessario estudar materiais e métodos
que proporcionem isso. Ademais, 0 esqueleto de duftcando é imutavel e se renova
constantemente, da ordem de 10% ao ano, 0 que @ssdeio para conservacdo de
propriedades mecéanicas dos 0ssos e da cicatrizagdioccaso de fratura. Entretanto, ha
situacdes em que ndo € possivel realizar a rengmel@ssea como, por exemplo, cancer
0sseo, algumas patologias genéticas, entre olitnos£asos assim, justifica-se a utilizacdo de
biomateriais ceramicos, em particular os fosfasalcio.

As ceramicas de fosfato de calcio tém merecido rlud@ destaque entre as
biocerdamicas devido as suas propriedades favor@esss a substituicdo 6ssea, tais como:
composicao quimica proxima a do osso humano, astelotividade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, em alguns casos (HENCH, 1988 vantagens podem ser explicadas
pela natureza quimica desses materiais; por sevemaflos basicamente por ions calcio e
fosfato, participam ativamente do equilibrio i6nientre o fluido biolégico e a ceramica
(KAWACHI, 2000).

Dentre os fosfatos de calcio, as ceramicas a abeddbxiapatita (Ca(POy)s(OH),),

HA, ou de fosfato tri-calcico do tipp (Ca(PQy), -B), B-TCP, sdo as mais empregadas em
aplicacdes clinicas, como enxertos 0sseos, recgastrcraniomaxilofacial e em arcaboucgos
para engenharia de tecidos. Possuem estabilidadensional minima, além de permitir
degradabilidade em fluidos.

A producéo e a caracterizagdo dos materiais s@xtdema importancia a fim de se
conhecerem 0s parametros que permitem predizemfiabitidade do material, além de
extrapolar a sequéncia de estuidlitro e in vivo, inerente ao processo de estudos, a qual
pertinente ao conhecimento da futura aplicacaoaodterial.

A avaliacdo da degradacdo de fosfatos de calciona forma de se predizer o
comportamento celular antes mesmo que o matenal testadoin vitro na presenca de
células. A presenca de ions calcio no meio inflizerec viabilidade, diferenciacédo e
proliferacdo celular (SCHUMACHER et al., 2010). 8enassim, o conhecimento da
solubilidade dessas ceramicas, em diferentes n@og auxiliar a escolha de materiais para
uma determinada aplicagéo.

A gquitosana é um polissacarideo linear derivadaekacetilacdo parcial da quitina,

que é comumente encontrada em carapacas de cosstawminhos, insetos e paredes
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celulares de fungos; tem sido bastante utilizadaaplicacbes biomédicas por causa da sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, estrutuoaopa; e por ser propicia ao crescimento
celular, osteoconducédo e natureza bactericida. Atagem de um implante polimérico
degradavel é que elimina a necessidade de umadsegunrgia e acelera o crescimento do
novo 0sso. Ainda é preciso que se realizem estgdos relagdo a baixas porosidade
interconectada para adesdo celular e resisténczmea de compdsitos de quitosana
(VENKATESAN et al, 2011).

O comportamento de arcaboucos porosos duranteradd®do € importante. A taxa
de degradacao afeta o crescimento celular e astespo hospedeiro (SHE al, 2008), uma
vez que tais arcaboucos, os quais sao implantamlosrpo, devem manter suas propriedades
mecanicas e integridade estrutural até que a cglidaabriga tal material se adapte ao meio e
excrete quantidade suficiente de matriz extracelydar exemplo $HE et al., 2008 Por
outro lado, é desejavel que o arcabouco seja tetabndegradado e absorvido pelo
organismo apos realizar a sua fungcdo. Acreditatse ajtaxa de degradac#o vivo seja
similar ou um pouco menor que a taxa de formagédual SHE et al., 2008

O objetivo deste trabalho foi produzir e caractriarcaboucos de quitosana e
quitosana com fosfato tri-calcico do tipo befaTCP), além de estudar a degradacdo dos

mesmos em meio estatico.
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Capitulo 2 — Revisao da literatura
2.1Biomateriais

O ser humano, ao longo de sua histéria, tem budcadevidade e maiores padrdes
de qualidade de vida. Sendo assim, ha necessidadeetbs alternativos para reparo e
substituicdo de tecidos vivos lesionados por featw traumas (PEREIRA, 1994;
DOMINGUES, 2006). Com esse intuito, buscam-se naasesintéticos que acelerem a
reparacao 0ssea (BORGES, 20D@QMINGUES, 2006).

Os biomateriais podem ser definidos como quaisguéstancias, ou combinacao
destas, de origem sintética ou natural. Eles podemutilizados durante um periodo de
tempo, completa ou parcialmente como parte de starsa que trate, aumente ou substitua
qualquer tecido, 6rgéo ou funcéo corporal (WILLIANS87).

Os materiais utilizados para tais fins podem setaisie polimeros, compdsitos,
ceramicas e vidros (BERTRAN, 2000), ou a combinad@anateriais distintos, gerando um
material compadsito (RESENDE, 2010).

2.2 Quitina e Quitosana
A quitina (Figura 2-1), poli f~(1,4)-N-acetil-D-glicosamina, € um polissacarideo

natural de grande importancia que foi identificpeta primeira vez por Bracconot, em 1884.
E o segundo polissacarideo mais abundante na materdica apenas atras da celulose,
podendo ser encontrado em animais marinhos, insetokingos e, sobretudo, em

exoesqgueletos de crustaceos e nas paredes celigaategins fungos (ANTONINO, 2007).

CH20H CH,OH

H H
H H
OH H OH
i H

H NHCOCH 3 H NHCOCH3

n

Figura 2-1 - Estutura da quitina. Adaptada de Kumar (2000)

As principais fontes de quitina sdo as carapacasdguejos e cascas de camarao,
0S quais sdo obtidos de descartes da industriau@iesq Os exoesqueletos de crustaceos
podem apresentar de 15-20% de quitina, 25-40% oieipas e 40-55% de carbonatos de
calcio (MATHUR e NARANG, 1990).
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Industrialmente, a separacao da quitina de outagponentes da carapaca envolve
um processo quimico com etapas de desmineralizmd@sproteinizacdo das carapacas com
solucdes diluidas de HCI e NaOH, seguida de desadlo com KMn@e acido oxalico, por
exemplo (AZEVEDO, 2007). A quitina é um materiabdegradavel, ndo toxico, insoluvel
em agua e em muitos solventes organicos.

Por meio de estudos de difracdo de raios-X, é pelssibservar que a fase cristalina da
quitina é ordenada, e ela ocorre em 3 diferentesd®, denominadas 3 ey. Estas diferem

entre si no arranjo de suas cadeias, conforme a Ryar.

I Il |

a-Quitina B-Quitina 7 -Quitina
Figura 2-2 - Estruturas polimorficas da quitina (ANTONINO,®0)

Conforme Antonino (2007), as trés estruturas padfiives estdo possivelmente
relacionadas a diferentes funcdes no organismamrdda € encontrada onde € necessaria
uma extrema dureza (resisténcia), como em cutialgasrtropodes e, frequentemente, €
associada a proteinas ou materiais inorganicosambms. As forma$ ey sdo encontradas
onde s&o necessérias flexibilidade e dureza, madiferentes graus. A forma dominante,
quitina, € mais estavel que as fornfasy; entretanto, estas podem ser convertidas a farma
por tratamentos adequados.

A utilizacdo de polimeros naturais em diversascapbes tem sido sobremaneira
importante para o avan¢o da ciéncia. Recentemargaitina e a quitosana vém sendo mais
frequentemente utilizadas, por se tratarem de ma@guotencialmente Uteis para diversos
fins. Fez-se uma busca por trabalhos cientificas wufilizassem a quitosana, entre 1993 e
2011, na base de dadiksevier O resultado, em porcentagem, estd mostrado neiaFiy3.

E notavel que, nos Ultimos anos, o interesse [s& @mterial € crescente, e isso é justificado
pelas diversas areas de aplicacdo da quitosana, ququnocexemplo: na agricultura — em
pesquisas por mecanismos defensivos e adubo par@apl-, no tratamento de agua e nas

industrias alimenticia, biomédica, farmacéuticagnética (AZEVEDO, 2007).
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W 1993-1997
W 1598-2002

2003-2007
W 2008-2011

. /
Figura 2-3 - Levantamento de trabalhos cientificos que atihzn quitosana (base de da#tsevie). Adaptado
de RESENDE (2010).

A quitosana (Figura 2-4), por sua vez, € um copaiémda quitina, e ambos séo
constituidos por unidades N-acetil-D-glicosamin@-glicosamina em proporcdes variaveis,
sendo este ultimo o predominante na quitosana (8/l2006). Essas unidades sao ligadas
por ligacdes glicosidicas do tifel,4.

Uma parcial desacetilacdo da quitina leva a formalgiquitosana, mas esta também
pode estar presente naturalmente em alguns fungdgnpentes ao génerlucor e
ZygomicetegSILVA, 2006). A quitosana possui muitas proprigeta biologicas especificas,
como biocompatibilidade, biodegradabilidade e v@ddde (CHEN, 2010).

Figura 2-4 - Estutura da quitosana. Adaptada de Giteal. (2010)

A producao industrial de quitosana ocorre pela agacdo alcalina da quitina.
Durante essa reacdo, 0s grupamentos acetoamidddCQONH;) sd&o rompidos e
transformados, em graus variados, em grupos amiNél;) (ANTONINO, 2007). A
desacetilacdo da quitina raramente é completa,vemague, quando a reacao atinge cerca de

60%, a quitosana é obtida. Contrariamente ao qupossa pensar, 0 prolongamento da
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reacdo, que gera produtos mais desacetilados, tapits&oca severa degradacao das cadeias
poliméricas (MATHUR, 1990).

E valido ressaltar que os principais fatores qetaai a eficiéncia da desacetilagdo e
as caracteristicas da quitosana sdo a temperatteen@ de reacdo, a concentracdo do
solvente basico utilizado e sua razdo com a quadgide quitina, o tamanho das particulas de
quitina, a atmosfera da reacdo e a presenca ddeaggque evitem a despolimerizacéo
(MATHUR, 1990; ROBERTS, 1992).

Na literatura, consta uma grande variedade deagbles biomédicas para a quitosana,
dado que é um material biocompativel e biodegrdqeta acdo da lisozima, enzima presente
nos fluidos corpéreos dos humanos (KUMAR, 2000)Tabela 2-1 apresenta as principais

propriedades da quitosana em relacédo a sua ufibzz@mo material biomédico.

Tabela 2-1- Principais propriedades da quitosana em relagiseu uso em aplicag6es biomédicas. Adaptado de
RINAUDO (2006).

Aplicagbes Biomédicas Potenciais Principais Caracisticas
Suturas Biocompativel

Pele artificial Biodegradavel
Reconstrucdo éssea Renovéavel

Lentes de contato para cérnea Forma filme

Carreador para liberacédo controlada de farmacos Agente hidratante

humanos e animais

Material para encapsulamento N&o-toxico

Hidrolisado pela lisozima

Cicatrizante

Eficiente contra bactérias, virus e fungos

A reacdo de degradacdo da quitosana pela lisozardasvia hidrolise dos grupos
acetilados residuais e a taxa de degradacdo dirmdmio aumento do grau de acetilacdo e
cristanilidade do polimero (MARTINO, 2005; RESEN¥D10).

2.3 Fosfatos de Calcio
Os fosfatos de calcio (CaP) sdo a familia de bioo&ras mais utilizada por seu

grande uso em aplicacbes bioldgicas, ja que ss&s fguimicas estdo presentes em alguns

tecidos como, por exemplo, nos 0ssos e dentes.
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2.3.1 Importancia dos Fosfatos de Calcio como Biomateriai

Os principais materiais utilizados como biomaterjaara repor e regenerar o tecido
0sseo sdo os fosfatos de calcio. Dentre suas aiscicaracteristicas, destacam-se:
composicao quimica, degradabilidade e atividadeswjeerficie, que os tornam bastante
préximos a fase mineral 6ssea (SANTOS, 2008).

Devido a essa semelhanca, nos ultimos 20 anoslrexkdpatita (HA) era o material
preferencialmente escolhido por ndo possuir toamed local e sistémica, respostas
inflamatorias e aparente habilidade em se ligaeaimo hospedeiro, segundo Kawaehial.
(2000, apud GUASTALDI, A.C. e APARECIDA, A.H., 2010). Apesar stio, a HA possui
baixo indice de bioatividade e baixa taxa de degp@o, fatores que limitavam seu uso. Por
esse motivo, aumentou-se 0 interesse em outroatdestle célcio para utilizagdo como

biomaterial.

2.3.2 Classificacao dos Fosfatos de Calcio
Os fosfatos de calcio sao classificados de acoodo & razdo molar Ca/P, que pode

variar entre 0,5 a 2,0, conforme Tabela 2-2.

Tabela 2-2- Raz&o Ca/P dos fosfatos de célcio. AdaptadoldieHBANAN (2008)

Fosfato de Calcio Férmula Quimica Ca/P

fosfato monocalcico hidratado (MCPM) Ca(H.POy)2.H,O 0,5

fosfato monocélcico anidro (MCPA) Ca(HPOy), 0,5

fosfato bicalcico bihidratado (DCPD, bruxita) CaHPQ.2H;0 1,0

fosfato bicalcico anidro (DCPA, monetita) CaHPQ 1,0

fosfato octacalcico (OCP) &P O,)2(PQy)4.5H,0 1,33

fosfatoa-tri-célcico @-TCP) a-Ca(POy)2 1,5

fosfato tri-calcico do tip@ (B-TCP) B-Ca(PQy): 1,5
fosfato de célcio amorfo (ACP) &R Oy)y.NHO 12-2.2
hidroxiapatita deficiente em CaoHPO)x(POy)sx(OH),x | 1,5—-1,67

calcio (CDHA) (0<x<1)
hidroxiapatita (HA) Ca(PQy)e(OH), 1,67
fosfato tetracalcico (TeCP) @R0Oy)0 2,0
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2.3.3 Fosfato Tri-Célcico do tipo g (B-TCP)

Dentre os fosfatos de célcio, a HA epelTCP vém ganhando cada vez mais
notoriedade devido a marcante resposta bioloégiGrdmente fisioldgico. Esses materiais sao
utilizados em é&reas de aumento, substituicdo eraepaseo, além de na odontologia
(LEGEROS, 1993).

Ha forte semelhanca quimica entre HA e a fase milimada do osso humano, e por
isso HA sintética possui grande afinidade com tecidgidos hospedeiros. Ja estudos em
TCP apontam que o material é reabsorvinelivo conforme o novo crescimento 0sseo vai
substituindo o material implantado (KIVRAK, N. e FAA.C., 1998). Todavia, em alguns
casos, a taxa de biodegradacaoBdbCP € muito rapida e o material se degrada ardes d
completa substituicdo. Nesses casos, € preferiviglr aam material constituido de uma
mistura de fosfatos de calcio, a fim de diminusaetaxa de degradacao (KIVRAK, N., TAS,
A.C., 1998).

De acordo com Legeros (199apud TONKOVIC, M., SIKIRIC, M., BABIC-
IVAN CIC, V., 2000), é possivel obterpsTCP a partir de reacdes de estado solido a 800-
1000°C ou por sinterizacdo de apatita deficienteéltio (razdo Ca/P= 1,65).

2.4Reticulacao
Com o objetivo de melhorar as propriedades mecamiocariar a taxa de degradacao

desse polissacarideo, podem-se utilizar reticuidariistes tém peso molecular muito menor
que o da cadeia principal entre duas ligacdes daszaonsecutivas e, normalmente,
apresentam, no minimo, dois grupos funcionaisvesitque permitam a formacédo de ponte
entre cadeias poliméricas (COSTA Jr. e MANSUR, 20@8es permitem a formacdo de
ligagBes cruzadas com a cadeia polimérica princfpabrecendo a obtencéo de redes, além
de bloguearem os grupos amino com um agente banalc{COSTA Jr. e MANSUR, 2008).

A quitosana pode ser reticulada, por varios ageqiémicos, incluindo o glutaraldeido, o
formaldeido, o acido sulftrico, acidos carboxiliamsagentes fisicos, como a genipina, o
tripolifosfato de sddio e o alginato.

As ligacbes cruzadas influenciam a resisténcia, aga tde degradacdo e a
biocompatibilidade dos biomateriais. A finalidade gromover ligacdes cruzadas, inter e/ou
intra-molecular, nas cadeias poliméricas, se demnecipalmente, ao aumento da rigidez da
matriz polimérica e, consequentemente, a uma mnelimas propriedades mecéanica do
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material. Por outro lado, o polimero perde a suidlz e, portanto, a sua capacidade de ser
moldavel (RESENDE, 2010).

A imersdo de arcaboucos de quitosana, em uma sollgéripolifosfato de soédio
(NasPs;01g), induz a uma reticulagdo iGnica entre os iorolifosfato e os grupos amino
protonados da quitosana, como consta na Figurad2-&iculagdo da quitosana previne que 0
polimero seja dissolvido em meio acido e introdumpgs fosfatos, 0os quais possuem sitios
basicos que poderdo interagir com ion®He ions metalicos em solugdo aquosa (LAMS
al., 2006).
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Figura 2-5 - Esquema da reticulagao fisica da quitosana pplalifosfato de sodio. Adaptada de LAEal.
(2006)

2.5Esterilizacao
Qualquer material que seja implantado ou entre enmtato com 0 COrpo precisa,

necessariamente, ser esterilizado. Apds passaregterilizacdo, o material pode sofrer
mudancas negativas em suas caracteristicas fismas@nicas e/ou biologicas; por isso, é
preciso escolher cuidadosamente o método a sezadtl

Alguns métodos de esterilizacdo, segundo Marrecal. (2004), que podem ser
utilizados sdo: autoclavagem, radiacdo gama, Odelcetileno, ultravioleta e imersdo em
solucéo de alcool a 70%, 75%, ou 80%. Ainda dedacoom o mesmo autor, no periodo de
1988 a 2003, a utilizacdo de solucdo alcodlicaemaar como método de esterilizacdo mais
utilizado.

A Tabela 2-3 apresenta as vantagens e desvantatgenalguns métodos de

esterilizacéo.

19



Tabela 2-3 -Vantagens e desvantagens de diferentes formasetéizscdo (MARRECCet al, 2004)

Método Vantagens Desvantagens

N | Pode alterar algumas
Pode ser utilizado em baixas L
' propriedades mecanicas | e
o _ temperaturas, possui alta ] . ]
Oxido de etileno (EtO) . fisicas, e inflamavell,
penetragdo e pode ger _ )
- ) | explosivo e produz residugs
utilizado em varios materiais

U7

tOXicos.

E o mais simples e eficienteQuebra ligagcbes quimica

L

o método de esterilizacdo, |@iminui a forca de tenséao |e
Radiagdo gama . ] . -
gue nao gera residupsao pode ser utilizado em

toxicos. alguns polimeros.

Nao é esterilizante e sim
. . E de facil implantagdo pdesinfetante, ndo age nps
Solugéo alcodlica o _
utilizagéo. poros internos, mals

superficialmente.

Em estudo realizado com membranas de quitosareirauese que a cor das mesmas
foi muito afetada devido a radiacbes gama, e issie ger devido a formacéo de insaturacfes

ou complexos coloridos que poderiam causar deteydar (MARRECGet al, 2004).

2.6 Grau de desacetilacdo
Na estrutura da quitosana, sempre havera unidadeemericas de acetilamida

provenientes da quitina. Por este motivo, de acamm Khor e Lim (2003), quando a
quantidade de grupos acetilados for menor que ®¥¥remos tratando da quitosana; do
contrério, da quitina.

Algumas pesquisas mostram a influéncia do grauedaaktilacdo (GD) em teste
vitro com células. Tighet al. (2007) avaliaram a influéncia do grau de desacgiilanas
propriedades bioldgicas de arcaboucos de quitosBxeaacordo com Howlingt al. (2001)
as quitosanas de alto GD foram mais eficientes odutacéo da mitogénese dos fibroblastos
humanos. Chateledt al. (2001) observaram que, de uma forma geral, um aienmoemtinuo
da adesdo e da proliferagcdo celular € observada paaumento do GD, tanto para

queratindcitos, quanto para fibroblastos. Este @astapento foi associado ao fato de que,
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mesmo que em pH neutro, ainda existem sitios dati®nnas cadeias da quitosana,
permitindo interacdes eletrostaticas com as canggstivas da superficie das membranas
celulares. Arcaboucos de quitosana com GD mais alboesentam uma taxa de crescimento
celular superior aos arcaboucos com GD menoremdeira geral, quando o GD aumenta, a

densidade de cargas na superficie aumenta.

2.7Biodegradacgao
A degradacdo da quitosana depende de vérios fatme® o tamanho da cadeia, o

grau de desacetilacdo, a presenca ou ndo de aptieud se ha outros materiais presentes
(WEI et al., 2011). A utilizacdo de enzimas também pode afet@xa de degradacdo, mas
seu uso possibilita compara¢des mais realistiaasocque ocorre no organismo humano.

Para a quitosana, em especifico, uma das enzimaspoge ser utilizada, nesse
processo, € a lisozima, que é muito presente n@of do corpo humano (Wt al.,2011;
VERHEUL et al.,2009).

De acordo com Weet al(2011), a biodegradabilidade de materiais que @ssu
guitosana depende do comportamento do ambient gpaixa aumenta quando se diminui 0
pH ou aumenta a temperatura, por exemplo.

Os testes de biodegradagaovitro podem ser feitos utilizando-se meios estatico ou
dindmico; neste ultimo, ha presenca de uma taXidi®. Agrawalet al(2000) observaram
que a presenca de um fluido passando diminuiu @ daxdegradacao significativamente, o
que vai contra o esperado. Outro ponto ressaltadelps € que quando o material estudado
era posto em um biorreator, sob condi¢cdes de flebeocontinuava integro por mais tempo e
mantinha suas propriedades mecanicas por um pemadw, se comparado a utilizacdo sob
condicao estatica.
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Capitulo 3 - Material e método

3.1Fosfato tri-calcico
O fosfato tri-calcico (TCP) foi obtido da Merck-Datad-Germany (Ref.

1.0213.9026).

3.1.1 Obtencéo dop-TCP
Para obter ¢-TCP utilizado neste trabalho, triturou-se o poT@#® em gral de agata

e, em seguida, peneirou-se em peneira de 125um.

O material foi tratado termicamente para que ossgea mudanca para a fagedo
TCP. A seguinte rampa de aquecimento foi utilizddahoras para atingir a temperatura de
550°C, 2 horas em 53Q, 6 horas até atingir 11%D, 2 horas em 118G e o restante até
chegar a temperatura ambiente.

3.1.2 Caracterizagéo dop-TCP
O B-TCP foi analisado por difracdo de raios-X (DRX) espectrometria de

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

3.2Quitosana
A quitosana utilizada neste trabalho foi obtida 8HGMA (lote 01207CH e

viscosidade 200 cps) e ndo continha especificagantq ao seu grau de desacetilacdo (GD).
Neste projeto, ndo se determinou o GD, pois o mdsteodo material j& havia sido
determinado por Resende (2010), pertencente ao enleforatorio. O método escolhido por

ela foi o da titulagdo potenciométrica e obteverG&dio de 70%.

3.2.1 Caracterizagdo da quitosana
Realizaram-se analises deste material por difrdgd@ios-X (DRX) e espectrometria

de infravermelho com transformada de Fourier (FTf®Jo modo de refletancia total
atenuada (ATR).

3.3Producéao e caracterizacao dos arcaboucos

3.3.1 Arcabouco de Quitosana Monocamada
O arcabouco de quitosana foi obtido dissolvendgu#®sana em acido acético 1%, de
forma a obter uma solucdo de quitosana a 2% emamdsd solugdo foi agitada

constantemente durante 24 horas.
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O material obtido foi acomodado em moldes cilimBjcde teflon, com didmetro de
aproximadamente 10mm, congelados por 24 horas eaterprmente, liofilizados

(equipamento L101 da Liobras) por 48 horas. Estedoée conhecido como freeze drying

3.3.2 Composito de Quitosanaf-TCP Monocamada
A proporcao utilizada foi de 1:1 de QuitosarfaT.CP de acordo com estudos prévios

de Resende (2010).

O compdsito de quitosana cdiaTCP foi obtido dissolvendo-se quitosana em acido
acético 1%, de forma a obter uma solucdo de gquitnsa2% em massa. Essa solugéo foi
agitada constantemente durante 24 horas. Passadotesspo, dispersou-se, sob agitacéo
magnética, 0,125g dg@TCP, a mesma massa utilizada de quitosana. Comabdade de
eliminar bolhas, deixou-se a solucdo no ultrassonbpminutos.

O material obtido foi acomodado em moldes cilimabjcde teflon, com diametro de
aproximadamente 10mm, congelados por 24 horas eterpormente, liofilizados
(equipamento L101 da Liobras) por 48 horas.

3.3.3 Neutralizacéo
Apbés liofilizagdo do material, todos os arcaboufgram neutralizados com solugéo

de NaOH 0,025 mol/L até estabilizacdo do pH e, eguisla, eles foram imersos em agua

ultrapura, substituindo-a até pH 7.

3.3.4 Reticulacao
ApoOs neutralizacdo, os arcaboucos foram reticul@dos tripolifosfato de sédio 1%

(TPNa 1%) (NgO,0Ps), durante 3 horas a temperatura de 37°C. Essadicéas foram
estabelecidas por Resende (2010), com base emamejaoihento de experimento do tipo 23.
As amostras foram acomodadas em placas de poce,senonergiu cada arcabouco
em 2mL da solucdo reticulante nas condicbes dascatima. Apds o tempo estipulado,
trocou-se a solucao de reticulante por agua ultegmom a finalidade de remover o excesso
do reticulante até que o pH fosse aproximadamente 7
Apés a lavagem, o material foi congelado por 2&as@& submetido a liofilizagédo pelo

mesmo tempo.

3.3.5 Esterilizagao
Os materiais utilizados neste trabalho foram d&tagios com raios gama com dose de

radiacdo total de 25kGy. A unidade de medida atilizé o quilogray (kGy).
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3.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Cada amostra foi fraturada utilizando-se uma lardmépo Gilette® e foram cobertas

por ouro. A investigagcdo morfolégica dos arcaboygmsiuzidos antes e apos a reticulacdo
foi realizada por MEV (JEOL — JSM 6460, acopladsestema de analise espectroscopica de
energia dispersiva (EDS)).

3.3.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada d&ourier (FTIR)
Os arcaboucos de quitosana foram analisados pé&t (&pectrum 100, PerkinElmer)

no modo de refletancia total atenuada (ATR). O®&sps foram obtidos com resolucao de
550 cm' e 32 varreduras (scan).

Para os arcaboucos de quitosana gentCP, fez-se pastilha do material com KBr, em
que 1mg da amostra foi triturado e misturado a IP8@m KBr. Os espectros foram obtidos

com resolucdo de 400 ¢he 32 varreduras (scan).

3.3.8 Difracao de raios-X (DRX)
Um difratbmetro Miniflex Rigaku foi utilizado com abjetivo de caracterizar as fases

presentes, utilizando radiacdo de GuK D variando de 3 a 70° costep widthde 0,05 e

count timeigual a 1.

3.3.9 Grau de Intumescimento
Avaliou-se o grau de intumescimento dos arcabodeoguitosana e quitosana apos

reticulacdo imergindo-os em solugéo de PBS (solgsefina tamponada em fosfato). O teste
foi feito em triplicata, utilizando-se 15 amosteastotal.

Primeiramente, cada amostra foi pesada e, aposnggos de 5, 10, 30, 60 e 70
minutos, foram retiradas e colocadas sobre papéltae para que o excesso de PBS fosse
removido. Os arcaboucos foram novamente pesadetomados para a solucdo até que
atingisse o tempo seguinte.

O grau de intumescimento foi avaliado em porcemmagke massa das amostras

umidas e foi calculado como segue:

, , massa inicial-massa final i
Grau de intumescimento (23} = — = 100 (1)
massa inicial

3.3.10 Biodegracéoin vitro dos arcabougos
O teste de degradacgao dos arcaboucos de quitoggntogana comp-TCP, antes e

apos serem reticulados, foi feito com solucdo dé& RBntendo lisozima, de forma que
houvesse concentracdo de lisozima igual 1,5mg/nsler@3aios foram realizados em estufa a
37°C durante os tempos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28diaisrealizado em triplicata.
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A degradacédo foi avaliada visualmente e por peslandssa. Apos cada tempo, as
amostras foram retiradas das solugfes, lavadas&gua ultrapura, congeladas por 24h,
liofilizadas pelo mesmo tempo e finalmente pesaflasim sendo, as amostras foram pesadas

antes e apos a degradacao. A perda de massadaliackl como segue:

massa inicial-massa final
Perda de massa (%) = — = 100 (2)
massa inicial

Os pH dos sobrenadantes foram medidos ao fim da t¢achpo do teste de

degradacéo.
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Capitulo 4 — Resultados e discussao
Conseguiu-se preparar 0os arcaboucos tridimensigoai€ontinham uma razéao 1:1 de

quitosana : fosfato tri-célcico do tifip além do material formado apenas por quitosamna, pa

fins de comparacéo.

4.1 Caracterizacdo das matérias-primas

4.1.1 Quitosana
O padréo de difracéo de raios X da quitosana pedeiso na figura 4-1.
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Figura 4-1 —Difratograma d®RX da quitosana em pé

A quitosana é um polimero semicristalino, quandéa es estado solido — apresenta
um pico definido e um halo amorfo quando submedidmalise de DRX — e sua morfologia
tem sido amplamente estudada. A literatura mena@cgdsténcia de diversos polimorfismos.
De acordo com Ogawa (1991), a difracdo de raiosestra a existéncia de célula unitaria
ortorrombica contendo duas cadeias de quitosai@agalelas sem molécula de agua.

O difratograma da quitosana evidencia um pico de iatensidade em 19,8° que
caracteriza a presenca de uma fase cristalina eaompka faixa abaixo dos picos menores em

7

que predomina a forma amorfa do material. O picoapmoximadamente 10° é relativo a
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presenca de cristais anidros e, caso houvesse pwwoem 15°, indicaria a presenca de
cristais hidratados (OGAWA, 1991).

A técnica FTIR-ATR foi utilizada para identificgrpr meio das bandas caracteristicas,

0S grupamentos quimicos tipicos da quitosana. €caspé mostrado na figura 4-2.
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Figura 4-2 - Espectro de FTIR da quitosana em pé

De acordo com Costa Jr. (2008), a quitosana podar éxandas nas regides de
comprimentos de onda que estdo resumidas na Téliela

O espectro de FTIR apresenta uma pico em 3336que estd associado ao

estiramento N-H, & ligacdo de hidrogénio e ao as#nto O-H. O estiramento C-H
assimétrico pode ser visto em 2871tnja em 1424c é associado ao estiramento angular
do grupo CH do tipo tesoura. A banda na regigdo de 164bm@fere-se ao modo vibracional

da amida primaria C=0. Em 1571¢mode ser visto o estiramento N-H primario. Os pico

em 1316c¢rt, 1261cm' e 1376 crit correspondem, respectivamente, as vibracdes de

dobramento das ligagbes C-N primaria, secundatexcgaria. Nota-se também uma banda

referente ao estiramento antissimétrico do C-O-C1di5 cni correspondente a ligacdo
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glicosidicaB (1-4), ou seja, a estrutura sacaridea. O estirandantigacdo C-O ciclica foi
visto em 1067cie 899cnit.

Tabela 4-1- Regides caracteristicas de comprimentos de onsi@aerelacdo com grupos quimicos para a
quitosana. Adaptado de Costa Jr. (2008)

Bandas (cnm') Grupo quimico
3570 — 3200 .
3450 vOH ligadovNH,
2955 —2845 o
2922 vC-H (assimétrico)
2878 vC-H (simétrico)
1900 — 1500 o
1658 Amida I: vC=0
1650 — 1550
1658 — 1630 ON-H ()
1570 — 1515
1560 ON-H (1)
1465
1423 00OH e CH (tesoura)
1340 — 1250 L
1379 OC-N (terciéaria)
1321 vC-N (priméario)
1260 vC-N (secundario)
1154 e 896 vCOC (glicose3-1-4)
1160 . A
1154 Hidrogénio ligado
1300 — 1000 vC-O (ciclico)
897 vC-O (ciclico)
1640 - 1690 vC=NO (fraca) (Base Schiff

4.1.2 Fosfato tri-calcico do tipop (B-TCP)
A Figura 4-3 mostra o padréo de difracdo de raids-p6 dg3-TCP. De acordo com a

ficha JCPDS 9-0169 para este material puro, ospig&s mais intensos, identificados pelos
angulos B de 31,0°, 34,5° 27,9° sao correspondentes a®$l(0210), (220) e (214),
respectivamente. Nao foi observada a presenca ttesofosfatos de calcio como, por

exemploa-TCP.
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Figura 4-3 - Difratograma de DRX df-TCP em p6

O FTIR foi utilizado para determinar as bandas caracterizam a faggdo TCP no
material estudado. O espectro de FTIR pode sev wiatFigura 4-4; através dele, pode-se
notar a presenca de bandas caracteristicas emmi1184¢00cnt, 1079cnt e 1011 crit
relativas ao estiramento 3 do grupament@®P@45cm’ e 971crt referentes ao grupo TCP.

Outras bandas como 603¢n590cm' e 569cmt sdo os estiramentos 4 do grupamentg'PO

Transmitancia (%)
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Figura 4-4 - Espectro de FTIR d&TCP em pé
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Tabela 4-2- Freqliéncias de vibracdo ativa em infravermelh® fdsfatos de célcio (Slosarczyk et al., 2005;
Stoch et al., 2000; Marques, 2003; Markovic et201Q4).

Bandas (cnm) Grupo quimico
3568-3574, 3550, 3536 OH4j
3500 HO
2400-3200 PO-H
1635-1640 HO
1534-1548, 1455 COZ (v sitio A
1515 Cod AB

1350-1540, 1498-1500, 1470-1471, 1465-1467, co¥ sitio B
1449- 1460, 1414-1430, 1417-1419, 1410-1412,

1321
1143-1145 HPO, ()
1138, 1126, 1108, 1105, 1075 HPO{ (OCP)

1090-1100, 1096, 1088-1092, 1085, 1077-1081, pgf- (va)
1052-1065, 1064, 1057-1061, 1048-1053, 1034-
1046, 1041-1045, 1032-1034, 1036, 999-1004,

1095, 960-1200

1038, 1022, 1025, 920 PO (OCP)
1020 HPO," (HA deficiente em
Ca)
950-1000, 980-982, 959-966 POJ (v
878-883 COZ (v,) sitio A
872-877, 870 co? (v,) sitio B
866-870 Vibragso P-OH enflP0;”
629-635, 342 OH
629-633, 614-615, 600-608, 590-592, 580-581, pgf' (va)
573-574, 568
540-550, 520-535 1—11:'0;3'
467-472, 446-450, 431-433 PO (yy)

945 e 972 TCP
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4.2 Neutralizacao
Os arcabougos, apés preparados e liofilizados,mforeeutralizados com NaOH

0,025mol/L até que o pH se mantivesse constanteetdpa € necesséria, pois, antes disso, 0
arcabouco é um sal de quitosana, formado pelaagé@erdos ions acetatos (originarios do
acido acetico) com os ions NHda quitosana, conforme reacéo (1) a seguir (RESEND
2010):

R-------- NH;" CH;COO — R------ NH; + H,O + CHCOO (1)
Acetato de quitosana Qaana

4.3 Caracterizacao do arcabouco de quitosona monocamada
As micrografias dos arcaboucos de quitosana s@s@amiadas na Figura 4-5.

Figura 4-5 - Micrografias de MEV da secéo transversal doslemegos de quitosana sem reticular e: sem
esterilizar (a), esterilizado (b).

Na micrografia apresentada na Figura 4-5a, notayeedas possiveis formas de poros
encontradas em arcaboucos de quitosana, em coggor@m o observado por Francis e
Matthew (2000). Os poros apresentam estruturascoriectadas e de diferentes tamanhos.
Apds o material passar por esterilizacdo (Figuby}-ndo se nota alteracdo significativa,
levando-se em consideracdo que o material foi dortaom Gilette® e que o material é
naturalmente heterogéneo.

4.3.1 Efeito da reticulacao
Os espectros de FTIR dos arcaboucos sem e comnlagfio (1% TPNa/3h/37°C)

podem ser vistos na Figura 4-6. Percebe-se queoné@oeu mudanca significativa no
espectro. Liret al. (2007) relataram o aparecimento, apds a reticalagin TPNa 5%, da
banda de absorcdo caracteristica em 1200@ferente & presenca do grupo R-O-P-O, que
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ratifica a reticulagdo da quitosana. Outro aspect® pode ser ressaltado é

€ a definicdo das

bandas ao redor de 1372&nAs mudancas sutis que foram observadas s&o, yelovente,

decorrentes da baixa concentracdo do reticulaniigadb, como observado por Resende

(2010).

Transmitancia (%)

arcabouco reticulado de quitosana
arcabouco de guitosana sem reticular

1372

1200 —=

3600

T
3000 2400

1800

N mero de onda (cm™)
Figura 4-6 - Espectros de FTIR dos arcaboucos de quitosanaeteular e reticulado (1% TPNa).

1200

Ainda para avaliar a agdo do agente reticulantéezoease o DRX (Figura 4-7), por
meio do qual € possivel notar alteracdo na formpidm caracteristico da quitosana: tornou-

se mais estreito apos a reticulacdo, e isso paddes#do ao aumento da cristalinidade do

polimero.
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Figura 4-7 - Difratograma de DRX para 0s arcaboucos de quisbsam reticular e reticulado (1% TPNa)
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Para analisar a influéncia do reticulante na ast@udos poros dos arcaboucos,
realizou-se MEV e o resultado pode ser visto narkaig-8.

A presenca do reticulante ndo afetou a existérecjgotdos no material, mas observa-se
que gerou o aparecimento de interconexfes dos nseddo se nota a presenca de material

precipitado, que indicaria a presenga de algum TiRINaado em excesso.

Figura 4-8 - Micrografias de MEV da sec¢éo transversal doshamgeos de quitosana sem reticular (a) e
reticulado (1% TPNa m/v) (b).

4.3.2 Intumescimento
A figura 4-9 mostra a taxa de inchamento dos amgi®de quitosana, com e sem a

acdo do agente reticulante, apos imersdo em PB$kEony. Os valores apresentados sdo as
médias dos valores obtidos.

A entrada de agua nos arcaboucos acontece muitianagnte, e pode-se ver que,
apos 5 minutos de imersédo, a taxa de intumescinagimge niveis acima de 400 e 600% para
0 material sem reticular e reticulado, respectiva@melsso acontece, pois a quitosana €&
altamente hidrofilica, possuindo grupamentos hitlox amino. Estes grupos conferem alta
afinidade por outras moléculas polares. Consideran desvio padrdo, ambos arcaboucos
convergiram ao mesmo equilibrio, apés 30 minutos.

Notou-se que a taxa de absorcdo € maior para abaargos que foram reticulados;
talvez, o agente reticulante também absorva agua,wez que o TPNa possui 2 atomos de

hidrogénio disponiveis, que sédo capazes de reditizado hidrogénio.
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Figura 4-9 - Taxa de intumescimento dos arcaboucos de quaasam e sem reticulacédo.

4.3.3 Biodegradacéaoin vitro
Os arcaboucos contendo quitosana com e sem reécufaram imersos em solucao

de PBS com lisozima para avaliar seu perfil deatdmgao por quatro semanas em um sistema
estatico, ou seja, sem acdo de um fluxo de meres@@tado pode ser avaliado na Figura 4-10

em relacdo a porcentagem inicial de massa.

115

—0O— quitosana sem reticular
110 —0O— quitosana reticulada

ul
N P
00 / \\

75 4

% remanescente média de massa

70

T T T T T T
0 7 14 21 28

Tempo (dias)

Figura 4-10 -Porcentagem de massa remanescente em funcéo doderdegradacdo em um sistema estatico
para arcaboucos de quitosana antes e apds sditealagio.
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Apesar de nem sempre permeabilidade e porosidéalemsrelacionadas, Agrawet
al. (2000) perceberam uma diminuigéo e posterior aum@aiporosidade dos arcabougos sob
degradacédo; o decréscimo ocorreu em duas semanas gra seguida, aumentar. Uma
possivel explicacdo viria do fato de as cadeiasoutdres precisarem realinhar-se, ja que a
estrutura poderia estar “amarrada”, apos a evapordg solvente, ocupando altos estados
energéticos no espaco tridimensional (AGRAW@&tLal, 2000). Apdés a segunda semana, a
porosidade viria a aumentar devido a degradac@odamle massa (AGRAWA&t al, 2000).

O que pode ser avaliado da Figura 4-10 é a diniouia massa em uma semana para
posterior aumento e subsequente perda de massd#tiadeaduas semanas. Resultados
semelhantes foram encontrados por Huetngl. (2005) em meio de PBS contendo lisozima.
Este perfil pode ser visto para ambos materiaipessa situacdo, ndo houve diferenca
significativa no material antes ou apos sofrercudticdo. Este resultado ndo condiz com o
avaliado por Resende (2010), que nao esterilizonaterial, e isso pode ter resultado na
diferenca, visto que os raios gama alteram a es&ragio polimero.

As micrografias de MEV, para alguns tempos reabzadoodem ser vistas na
Figura 4-11. Em um dia, ambos arcaboucos contendosgana ndo apresentam degradacao
do material, podendo-se notar uma abertura mampdms da quitosana sem reticular.

As amostras resistiram aos 28 dias sob influénoiaPBS e lisozima, embora o
material sem reticular tenha se apresentado memos, fao final do mencionado tempo, o

que é corroborado pela micrografia referente aonmes
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Figura 4-11 - Micrografias de MEV dos arcaboucos apés testdegeadacao

36




4.4 Caracterizacédo do compésito quitosona #-TCP
As micrografias dos arcaboucos de quitosana com JddPapresentadas na Figura

4-12.

Figura 4-12 - Micrografias de MEV da sec¢é&o transversal dostesmegos de quitosanap+TCP sem reticular e:
sem esterilizar (a), esterilizado (b).

Os poros apresentam estruturas interconectadas melhsmtes. Apods sofrer
esterilizacdo (Figura 4-12b), percebe-se um desardento nessa estrutura, mas
provavelmente é devido ao corte do material.

Na Figura 4-13, esta representada uma microgr&fidBV para o arcabougo sem
reticular com uma magnitude de 300 vezes. E pdssideervar a presenca de particulag-de

TCP sobre o material, oriundas da aglomeracédo dupaddo da producédo do compdésito.

Figura 4-13- Micrografia de MEV da secéo transversal dos araabs de quitosanap+TCP sem reticular,
mostrando a distribuicdo de particuladeCP.
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4.4.1 Efeito da reticulacao

Os espectros de FTIR dos compdésitos com e senulegtdm (1% TPNa/3h/37°C)
podem ser vistos na Figura 4-14. E possivel obs@ivnaa algumas mudancas no espectro,
como intensificacédo e definicdo de algumas banplds a material ser reticulado.

Comparando-se o espectro do arcabouco quitosgr@CGP com o de quitosanafe
TCP, pode-se observar bandas de ambos materigiss@na €8-TCP) presentes no material.
No compésito, surgem duas novas bandas a 55@ctil15crit, correspondente ao modo
vibracional do P-O (RESENDE, 2010). Essas obsepsm@ugerem que a quitosana nao
apenas serve como matriz para as particulag-oeP, mas também funciona como uma
espécie de cola para as particulas na sua estrligaado-as ao compdsito. A quitosana
apresenta uma alta afinidade ppl®CP, o que promove uma distribuicdo homogéneaedess
altimo, quando em solucdo de quitosana (RESENDBQROapesar de a micrografia da

Figura 4-13 sugerir particulas aglomeradas.

A reticulacdo nao alterou significativamente a farmbos difratogramas de DRX
(dados ndo mostrados).
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Figura 4-14 - Espectros de FTIR dos arcaboucos de quitos@a@GP sem reticular e reticulado (1% TPNa).

Micrografias referentes ao material reticulado poder visualizadas na Figura 4-15,

de onde podemos observar uma boa dispersa@-ToOP e, por conseguinte, a matriz
polimérica o suportou.
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Figura 4-15 - Micrografia de MEV da secao transversal dos avagbs de quitosana ~TCP reticulados e:
sem esterilizar (a), esterilizado (b), mostrandistribuicdo homogénea de particulaBdeCP.

4.4.2 Biodegradagéoin vitro
Os compésitos de quitosana c@ATCP foram avaliados da mesma maneira que o

anterior, sob condicdo estatica, em meio contenB8 Bom lisozima. A Figura 4-16
apresenta a porcentagem média da massa dos cawspapits a biodegradacdo. Alguns
tempos do material sem reticular ndo foram reatigathas pode-se observar que resistiu aos
28 dias, apesar de ndo apresentar mais a apaigidez r Observou-se que, até sete dias, 0s
arcaboucos de quitosana apresentaram o0 mesmo. pipfiis esse tempo, o material
apresentou continua degradacédo, apresentandoahddimuatro semanas uma perda massica
de aproximadamente 16%.

105
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95 o

—O— Quitosana + bTCP sem reticular
—[O— Quitosana +bTCP reticulados

90 - \D
\
85 — \

80 +

% remanescente média de massa
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0 7 14 21 28

Tempo (dias)

Figura 4-16 - Porcentagem de massa remanescente em funcamplo de degradacdo em um sistema estatico
para arcabougos de quitosana BWCP antes e apods sofrer reticulacéo.
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Nas micrografias de MEV (Figura 4-17), ambos sd&uoparaveis nos tempos iniciais,
ficando a diferenca por conta do tempo final, e qucompdsito que néo foi reticulado
mostra ter sofrido maior influéncia da biodegradaga fato de o material reticulado ter
mantido bem sua estrutura de poros até quatro ssnuEndegradacéo € relevante, quando se

pensa em utiliza-lo para crescimento celular.
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Figura 4-17 - Micrografias de MEV dos compdsitos apos testdaefradacgdo
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4.5Variagéo de pH
A Figura 4-18 mostra a variacdo de pH na solu¢ca®Bi® com lisozima durante os

tempos de degradacdo vitro. A diminuicdo do pH para tempos até trés semgrase ser
devido ao acido acético presente nos arcaboucos.

E sabido que o pH é capaz de alterar a carga mpsqulades da quitosana. Em um
pH menor que 6,0, as aminas estdo protonadasegadas positivamente, e a quitosana € um
polietrélito catibnico soluvel em agua (SHEal, 2008). Para pH maior que 6,5, as aminas
perdem seus protons, o polimero perde sua carg&oens insoluvel. A mesma autora afirma
que o0 pkK da quitosana € préximo da neutralidade, e a tf@aasolavel-insoltvel ocorre na
faixa de pH 6 — 6,5, que atende aos propositosagisacdes bioldgicas. Na Figura 4-18,
nota-se que, em ambos casos, 0 pH sempre foi al@eB, 0 que garante que os arcaboucos
permaneceram insollveis.

Outro ponto que pode ser ressaltado de acordo casuttado apresentado na Figura
4-18 (b) € que, como o pH diminuiu com o passatetopo, uma parte dos produtos de
degradacédo acidos pode ter sido neutralizado [(p&IGP alcalino, presente nos arcaboucos.
Apos trés semanas de incubacao, observa-se umoleganento no referido valor, o que pode
ser justificado por alguma ruptura dos arcabouposguanto visualmente as solucdes se
apresentavam turvas, especialmente ao final dasogsemanas — embora o material ndo se
tenha desintegrado totalmente. Tais resultado®looram com os obtidos por Yamyg al.
(2008).

42



784 (a)

] O Arcabougo de quitosana sem reticular
O  Arcabougo de quitosana reticulada

7,6

pH
-

7,0 H
6,8

T T T T T T T T T

0 7 14 21 28

Tempo (dias)
8,0+ - -
(b) O Arcabougo de quitosana + bTCP sem reticular
J O Arcabouco de quitosana + bTCP reticulado

7,8
7,6
744 ©

pH

1 ¢
7,2 %J

7,0 H

T T T T T T T T T
0 7 14 21 28

Tempo (dias)

Figura 4-18- Variacdo do pH na solugédo de degradacéo de acord® tempo: (a) arcabougos de quitosana,
(b) arcaboucos de quitosan@-fCP
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Capitulo 5 - Conclusao

O comportamento dos arcaboucgos de quitosana esgndoconf3-TCP, ambos sob
influéncia ou ndo de reticulante, foi avaliado eomdicdo de degradacédo estaticavitro
utilizando-se meio de PBS com lisozima (1,5mg/mL378C por 28 dias. Os resultados
mostraram que:

- A perda de massa obedeceu ao mesmo perfil pawa tws materiais estudados, nao
sendo superior a 17% ao final de 28 dias;

- O arcabouco de quitosana sem reticular foi meesistente a degradacdo em meio
de PBS com lisozima que o que foi reticulado, conévisto na aparéncia dos poros das
micrografias de MEV;

- O arcabouco de quitosana c@dTCP manteve sua estrutura porosa praticamente
imutavel independente da reticulacdo, sugerindoagfesfato tri-calcico atua aumentando a
resisténcia mecanica e degradacao do compaosito;

- A variacdo do pH do meio, apds os testes de dagé®, se manteve como 0
esperado: abaixo de 7,4, mas nao inferior a 6,3pmea que isso garantia a insolubilidade

dos arcaboucos.
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