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RESUMO

Em busca de um melhor tratamento ocasionado por ulceragcdes na pele,
o ramo dos biomateriais vem buscando novos materiais com maior eficiéncia
no tratamento das ulceracdes cutaneas. O objetivo deste trabalho foi realizar
um projeto piloto para o desenvolvimento de um biomaterial compoésito de
matriz quitosana com particulas dispersas de biovidro, Bioglass 45S5 ou
Biosilicato, visando a aplicacdo em tratamento de ulceracfes cutaneas. Assim,
pretendeu-se verificar se a concentracdo de solucdo de quitosana, a
concentragcdo de particulas de Bioglass 45S5 e de Biosilicato, ou se o tipo de
particula de biovidro, processada por fuséo, iriam interferir nas propriedades
finais das membranas. Apos a obtencdo de membranas de quitosana (5 e 2,5%
m/v) com adi¢cdes de 10 e 50%(m/m) de Bioglass 45S5 ou 40 e 60% (m/m) de
Biosilicato foram realizadas diferentes caracterizagcbes. A etapa de
caracterizacdo consistiu na analise de composi¢cao quimica por espectroscopia
no infravermelho com refletancia total atenuada (FTIR-ATR), nas analises
morfologicas e estruturais com o estereomicroscopio e 0 microscopio eletrénico
de varredura (MEV), no grau de intumescimento, e na andlise de resisténcia
mecénica por ensaio de tracdo, todos os ensaios foram feitos nos laboratorios
da Universidade Federal do ABC (UFABC). Os resultados mostraram que a
elevada concentracdo de particulas de biovidro na membrana de quitosana
interferiu negativamente na capacidade de absorcdo de agua e também nos
resultados do mdédulo de elasticidade e de resisténcia a tracdo. Isto pode ter
ocorrido devido a formacéo de aglomerados e a baixa ligacdo quimica do vidro
com a quitosana. Ainda, os biovidros testados reagiram mais rapido que o
esperado, formando a hidroxiapatita em sua superficie durante a etapa de
processamento. Baseado nas analises e nos resultados obtidos ficou
evidenciado a necessidade de melhorias nas etapas de processamento do
compésito para que futuramente este material esteja preparado para as

aplicacoes pretendidas.



1. INTRODUGCAO E OBJETIVO

No Brasil ha um numero elevado de pessoas com ulceras, que tém a
sua qualidade de vida interferida devido a este problema'. Os tipos mais
comuns registrados de lesbes ulceradas sdo as venosas, arteriais,
hipertensivas, de pressdes e neurotréficas’. Na busca de curativos que sejam
interativos (i.e., que participam do controle ambiental e favorecendo a
restauracdo dos tecidos) e bioativos® (i.e., que estimulam diretamente as
substancias ou reacdes de cascata da cicatrizacdo), ha op¢do de um novo tipo
de tratamento alternativo baseado em um compdsito com matriz de biopolimero
de quitosana reforcado com particulas de vidros (Bioglass 45S5®) e de

vitroceramicas (Biosilicato®).

A utilizacdo de matrizes biopoliméricas, é de particular interesse, devido
as caracteristicas da membrana de quitosana por ser biodegradavel,
biocompativel, biodisponivel e de terem taxas de liberacdo controlada de

drogas®*.

O Bioglass 45S5® foi o primeiro vidro bioativo do sistema quaternario
(SiO,-Ca0-P,05-Na,0) desenvolvido. E ele reage com o ambiente fisioldgico,
quando implantado degrada-se lentamente e a dissolucdo de seus produtos
tem a capacidade de estimular as células progenitoras dos osteoblastos™®, e

também de interagir com o tecido conjuntivo’*.

A utilizacéo de reforcos de Biosilicato® séo de grande interesse no ramo
dos biomateriais, além do elevado indice de bioatividade (Ip>8), estudos
demonstraram melhores propriedades mecanicas, alto grau de cristalinidade
(préximo de 100%), possui médulo de elasticidade mais préximo ao do 0sso
cortical, na forma particulada ndo exibe arestas cortantes, e na forma

monolitica é mais tenaz e possui melhor usinabilidade’.

O objetivo deste trabalho foi realizar um projeto piloto para o
desenvolvimento de um biomaterial compésito de matriz quitosana com
particulas dispersas de biovidro, Bioglass 45S5® ou Biosilicato®, visando a
aplicacdo em tratamento de ulceracdes cutaneas. Como uma alternativa mais

econdmica e de facil obtencdo aos trabalhos atuais de compdsitos com vidros



sol-gel*®, foram adotados biovidros obtidos por fusdo. Assim, pretendeu-se
verificar se a concentracdo de solugcdo de quitosana, a concentracdo de
particulas de Bioglass 45S5 e de Biosilicato, ou se o tipo de particula de
biovidro, processada por fusdo, iriam interferir nas propriedades finais das

membranas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos bioldgicos

2.1.1. Ulceras

Segundo o Ministério da Saude, Ulceras sao definidas como interrupcdes
na solucdo de continuidade aguda ou crénica do tecido cutdneo-mucoso ou
alteracBes na estrutura anatémica e/ou funcao fisiolégica dos tecidos afetados’.
Os tipos mais comuns registrados de lesBes ulceradas sdo as venosas,

arteriais, hipertensivas, de pressées e neurotréficas®.

2.1.2. Processo de cicatrizagéo
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O processo de cicatrizacdo de Ulceras é composto de trés fases
(inflamacado, proliferacdo, remodelacdo) que tem um dinamismo de

sobreposicao entre elas®* (Figuras 2.1 e 2.2).



Fases da cicatrizacao de feridas
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Figura 2.1: Fases da cicatrizag@o e os componentes de deposi¢cao para a matriz

cicatricial em um determinado periodo de tempo™.
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Figura 2.2: Representacao das trés fases de cicatrizagdo com os numeros de células

relativos em cada etapa'®.

No processo de cicatrizacdo, a fase inflamatoria se inicia imediatamente
apos a lesdo. O endotélio e as plaquetas estimulam a cascata de coagulacéo.

O coagulo é formado por colageno, plaguetas e trombina, que servem de
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reservatorios protéicos para a sintese de toxinas. A resposta inflamatéria se
inicia com a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular promovendo

a migracado de neutréfilos para a ferida™®.

Neutrdfilos séo as primeiras células a chegar a ferida, aderem a parede
do endotélio mediante a ligacdo com as selectinas (receptores de membranas),
produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana e sao

gradativamente substituidos por macréfagos™™.

Macrofagos secretam citocinas e fatores de crescimento, contribuem na
angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular™, fundamentais para a

fase proliferativa.

Na fase proliferativa é formado o tecido de granulacdo. Os fibroblastos e
as células endoteliais sdo as principais células desta fase. Os fibroblastos
encontram-se dispersos no tecido conectivo em todo o0 corpo e secreta matriz
extracelular ndo rigida rica em colageno tipo | e/ou lll, que ajuda a isolar e
reparar o tecido lesado'®. Também produzem células do tecido conjuntivo
denominado fibronectina que ajuda as células do organismo em

desenvolvimento a chegarem ao seu destino™.

Os fibroblastos s&@o estimulados a produzirem colageno tipo | e a
transformarem-se em  miofibroblastos. Os miofibroblastos possuem
caracteristicas semelhantes tanto as dos fibroblastos como as das células
musculares lisas, sua atividade contratil é responsavel pelo fechamento das

feridas e s&o abundantes em areas de cicatrizacéo de lesdes™>*®.

A fase de maturacdo e remodelamento tem como caracteristica mais
importante a deposicdo de coladgeno de maneira organizada. O colageno tipo I
é produzido inicialmente sendo mais fino que o colageno tipo | presente na
pele, e tem orientacdo paralela a pele. Com o tempo, o colageno tipo Il &
reabsorvido por um colageno (tipo 1) mais espesso e com orientacdo mais
organizada ao longo das linhas de tenséo, isto é refletido com um aumento da

forca ténsil da ferida™®.



2.1.3. Colageno tipo |

E o tipo mais comum e esta presente no tecido conjuntivo, 0sso, dentina
e cemento™. Pertence & classe formadora de fibrilas, com estrutura semelhante
a uma corda com pouca ou nenhuma interrupcédo. Apos ser secretada para o
espaco extracelular essas moléculas de coldgeno se retnem em polimeros de
ordem maior, denominado fibrilas de colageno®, que formam os ossos,
dentinas, tenddes, derme, etc'®. Na Tabela 2.1 estdo apresentadas as

caracteristicas dos colagenos tipo | e 111*°,

Tabela 2.1: Caracteristicas dos tipos de colagenos tipos | e I11*°.

Colageno Células sintetizadoras Funcéao Localizacao no
corpo
Tipo | Fibroblasto, osteoblasto, Resiste a tensao Derme, tendéo,
odontoblasto, cementoblasto capsulas de 6rgéaos,
0SS0, dentina,
cemento
Tipo 1l Fibroblasto, célula reticular, Forma o esqueleto | Sistema linfatico,
célula do musculo liso, estrutural do baco, baco, figado,
hepatocito figado, nodos sistema
linfaticos, musculo cardiovascular,
liso, tecido adiposo pulméo, pele

2.2. Curativos

A utilizacdo dos curativos tem a finalidade de estimular o processo de
cicatrizacdo® que tem como principal objetivo a cura da ferida® ou reparacéo
tissular’®. Os tipos de curativos mais utilizados para o tratamento de lesdes
ulceradas sdo os curativos com gaze umedecida em solucdo fisiologica,
hidrocoloides, polimeros, uréia, filme transparente, alginato de calcio, carvao
ativado, sulfadiazina de prata, papaina, acidos graxos essenciais, 6leo mineral,

bota gessada, talas, hidrogel, colagenase, bota de unna e mepitel*2.




Acreditava-se que para tratar as feridas, elas deveriam permanecer
secas, mas com o passar do tempo demonstrou-se que o meio Umido favorece

as condicdes fisioldgicas para a cicatrizacdo™’.

2.2.1. Curativos baseados em polimeros

Os curativos baseados em polimeros promovem um desbridamento
autolitico, isto €, utiliza enzimas do proprio corpo para a destruicdo do tecido
desvitalizado mantendo o meio Uumido e favorecendo a acdo das enzimas no
leito da ferida sobre a necrose, porém é considerado um tratamento lento*®.

O curativo polimérico mais utilizado no tratamento de lesdes ulcerativas
€ composto de poliuretano (Figura 2.3), que tem a capacidade de absorver e
controlar os liquidos produzidos pela ferida e também de manter o meio Umido,
podendo ser encontrado com ions de prata para o controle de infeccdo e

também podendo ser utilizado para recobrir outro meio tépico™.

Figura 2.3: Filme polimérico®.

O filme transparente (Figura 2.4) € constituido por uma membrana de
poliuretano coberta com um adesivo hipoalérgico, possui propriedades de ser
semipermedvel e ndo absorvente!, assim proporcionando o meio Umido e
favorecendo a cicatrizacdo'®. Como se trata de um filme transparente, é
possivel monitorar a ferida, realizando menos trocas de curativos?, porém, nao

é recomendado para feridas que liberam muito liquido (exsudativa)®.



Figura 2.4: Filme transparente aplicado sobre uma tlcera por pressao™’.

2.3. Quitina e Quitosana

A quitina é um polimero natural extraido de exoesqueletos de
crustaceos, insetos, etc’®, e sua presenca também ocorre em nematéides e na
parede celular de fungos e leveduras® ?*. A quitina é um polissacarideo, sendo
0 segundo mais abundante encontrado na natureza, a ocorréncia de quitina s6
perde para a de celulose?® %, A quitina é um polimero linear cujas cadeias s&o
constituidas por unidades N-acetil-D-glicosamina unidas por ligagdes B(1-4)

24,25 19,22

, possuindo uma estrutura altamente cristalina e organizada -, sendo

insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes organicos, e tem uma
baixa reatividade quimica, sendo a insolubilidade da quitina um fator limitante

na sua utilizacdo?®. A estrutura quimica da quitina é representada na Figura
2.5.

CH,OH o NHCOCH;
- H -~
H . 0 ~0
NHCOCH; CH,0H n
QUITINA

Figura 2.5: Estrutura quimica da quitina, onde “n” representa o grau médio de

polimerizacéo®.

A Quitosana é um copolimero linear constituido por unidades N-acetil-
D-glicosamina e D-glicosamina, onde predomina a unidade de repeticdo D-



2022 como demonstrado na Figura 2.6. A quitosana é obtida

19,22,23

glicosamina

principalmente através da desacetilizacdo da quitina em meio alcalino

CH,OH NH.
- O H > ~~
H 0 0 e
NH, : :
2 CH,OH n
QUITOSANA

o

Figura 2.6: Estrutura quimica da quitosana, onde “n” representa o grau médio de

polimerizagao®.

De acordo com o grau de acetilizagdo (GA), parametro empregado para

caracterizar a fracdo molar de unidades de N-acetil-D-glicosamina da

20,22

quitina/quitosana“ <, pode-se modificar diversas propriedades da quitosana,

tais como fisico-quimica, solubilidade, pKa e viscosidade?®’.

A quitosana tem alta hidrofilicidade, devido ao grande numero de

hidroxilas e grupos de amino presentes na rede polimérica'®, permitindo assim,

sua utilizacdo na forma de microparticulas, géis e membranas'®?°

e com
variados tipos de aplicacbes, tais como liberacdo controlada de drogas,

bandagens, géis injetaveis, etc®®.

2.3.1. Aspectos bioldgicos da quitosana

A quitosana possui como principais caracteristicas a biocompatibilidade,

19,22

nao toxicidade e biodegrabilidade A quitosana também apresenta

caracteristicas de ser bacteriostatica e fungostatica, caracteristica que inibe o

2022 Estydos também demonstram em

crescimento de fungos e bactérias
guitosana de maior massa molecular, atividades antimicrobianas contra
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus) e em massas moleculares

menores, entre bactérias gram-negativas (Escherichia coli)®.

7

Estudos demonstram que a quitosana é metabolizada por certas

enzimas humanas, especialmente a lisozima, tornando-a biodegradavel?>#. A

cristalinidade é um parametro que influéncia a hidrélise da quitosana na



lisozima, quanto maior o nivel de cristalinidade da quitosana, menor sera a sua

taxa de degradacdo?®.

A quitosana é considerada um poderoso agente homeostatico possuindo
efeitos coagulantes®®?, devido ao seu maior poder de agregacdo plaquetaria e

aos eritrocitos?%°,

A quitosana tem sido utilizada para a aceleracdo da cicatrizacd0?*?* de
feridas dérmicas e inibicdo da fibroplasia, mostrando uma aptidao biolégica de
estimular a proliferacdo celular e a deposicdo organizada e ordenada,

estimulando assim a formacéo do tecido conjuntivo®=!,

Estudos em animais demonstram um efeito analgésico da quitosana*®%,

que reduzia a dor e protegia a superficie da ferida®*>3,

H& estudos sobre o potencial osteogénico da quitosana?, isto ocorreu
devido a quitosana possuir como unidade monomérica principal, a D-
glicosamina. A glicosamina tem sido avaliada como agente terapéutico desde
1969. A glicosamina esta diretamente ou indiretamente relacionada com o
papel na formacdo de superficies articulares, tendbes, peles, 0ssos,

ligamentos, unhas, etc*>*.

2.3.2. Aplicagdes da quitosana

O desenvolvimento de novas aplicagbes para a quitosana esta
diretamente relacionado ao fato de ser obtida por fontes renovaveis, e
apresentar caracteristicas de ser atoxica, biodegradavel, biocompativel e de ter
interacdo com diversas substancias®. Outro ponto relevante, é o
desenvolvimento de estratégias de producdo de quitosana combinada com

outros materiais, na obtencdo de compésitos™®.

Os principais campos de atuacdo de aplicacdo da quitosana Sao 0s
tratamentos de &gua residuais e efluentes industriais, areas de medicina,
farmacia, biotecnologia, agricultura®. Um destaque é a capacidade da

quitosana para a liberacéo controladas de drogas principalmente de farmacos,
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e também a atividades antiacidas e anti-ulceras, que previne a administracéo

de medicamentos via oral>>°.

A gama de versatilidades de aplicagBes da quitosana esté relacionada
com seus empregos em formatos variados, tais como na forma de implantes,

esponjas, filmes, granulos, xerogéis, micro e nanoparticulas®-°.

2.4. Biovidros e Vitroceramicas bioativas

O primeiro vidro bioativo foi desenvolvido por Hench e este foi
denominado Bioglass 45S5. A sua composi¢do é baseada no sistema SiO,-
Ca0-P,05-Na,O e possui trés formas microestruturais (amorfo, parcialmente
cristalino, e totalmente cristalino®’). O Bioglass 45S5® reage com o ambiente
fisiolégico, quando implantado, o vidro degrada lentamente e a dissolu¢éo de
seus produtos estimulam as células progenitoras dos osteoblastos®®, fendmeno
chamado de osteoinducdo. O Bioglass 45S5® também tem a capacidade de

interagir com o tecido conjuntivo”®.

Entretanto, os vidros bioativos possuem baixa resisténcia a tracdo e
mddulo de elasticidade moderadanente elevado, quando comparado aos 0Ss0s
corticais, 0 que pode significar que nao pode ser implantado individualmente
guando ha necessidade de cargas ciclicas. Portanto, sdo mais utilizados em
torno do tecido hospedeiro, porém, podem ser incorporados em estruturas
compostas, na forma de membranas e scaffolds, para uma melhora em suas
propriedades mecéanicas e em uma aceleracdo para a formagcdo da apatita

ap6s sua implantacao®.

Por sua vez, as vitroceramicas bioativas sdo de grande interesse no
ramo da biomedicina, visto que estes materiais podem ser obtidos em formas
altamente complexas, e possuem microestruturas refinadas com pouco ou
nenhum poro residual que resulta em propriedades mecéanicas melhoradas no
produto final. Porém, requer um bom conhecimento sobre nucleagdo e
mecanismos de crescimento das fases cristalinas®’. Existem variados tipos de
vitroceramicas baseados em composi¢des semelhantes ao do Bioglass 45S5®,

porém elas tém teores muito baixos em oOxidos alcalinos. Alguns exemplos de
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vitroceramicas sao: Ceravital; Cerabone A/W; Ilimaplant-L1; Bioverit;

Biosilicato®.

2.4.1. Mecanismos de bioatividade e efeito da composi¢éo do vidro

Como dito, o Bioglass 45S5® é um vidro do sistema quaternario (Na,O-

Ca0-P,05-Si0Oy) e sua composicdo € mostrada na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Composicéo do Bioglass 45S5 em porcentagem molar e

porcentagem em massa’.

Composicéo SiO, Na,O CaO P,0s5
Mol% 45,13 24,35 26,91 2,60
Massa% 45,00 24,50 24,50 6,00

O teor de silica estd em niveis baixos em comparacdo aos vidros de
janela e os recipientes de vidros. O teor de calcio e sbédio sao altos, isto faz
com que diminua a sua temperatura de fusdo, mas auxilia em sua dissolucao.
Na degradacéo, devido aos altos teores de ions de metais alcalinos e alcalinos
terrosos, o pH na solucdo aumenta. O aumento do pH pode ocasionar a saida
dos ions de célcio e fosforo, que estdo naturalmente presentes na solucao do
fluido corporal. O fésforo e o célcio também sédo liberados no ambiente
fisiolégico pelo vidro. Acompanhado com o aumento do pH, isto induz a
formacdo de hidroxiapatita carbonatada (HCA) na superficie do vidro, que é

guimicamente semelhante a parte inorganica do 0sso.

Para esta avaliacdo, o0s testes in vitro servem para simular o
comportamento das reacfes superficiais que ocorrem in vivo, ou seja, a
formacdo de camada de Hidroxiapatita na superficie do material (isto €,
demonstrar a capacidade do material de ser bioativo). A solucéo utilizada nos
testes in vitro € de fluido corporal simulado (SBF) corrigida, que é acelular,

livres de proteinas e apresenta um pH de 7,4".
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O mecanismo para a dissolucao e ligacdo 0ssea para um vidro bioativo

proposto por Hench € um processo com varios estagios e que tem as seguintes

etapas>®%:

1. Troca ibnica dos cations metélicos alcalinos (Na* e Ca?") com H+ do
fluido corporal.

2. Perda da silica soluvel, deixando ligacdes Si-OH.

Condensacédo e repolimerizacado das ligacdes Si-OH para a criacdo de
uma ligacéo de rica silica.

4. Migracdo dos fons Ca** e PO,*> dos grupos presentes nos vidros e a
partir dos fluidos corporais, forma-se uma camada de fosfato de calcio
amorfo que cresce na superficie da camada rica em silica.

5. Cristalizacdo da camada amorfa por incorporacdo de OH e COs* da

solucéo, para a formacao do HCA.

Apés a formacgéo do HCA cristalino, os passos seguintes foram propostos

por Hench® para ocorrerem:

© © N o

Fracdes biologicas absorvidas em camadas de HCA.
Acado dos macrofagos.

Ligacéo (fixagdo) das células estaminais.
Diferenciacdo das células estaminais.

10.Producéo da matriz

11.Cristalizacdo da matriz.

Um diagrama do sistema SiO,-Na,0-CaO é mostrado Figura 2.7°%. Neste

diagrama, todas as composi¢ées apresentam um teor de 6% em peso dos ions

fosfato. Todas as composi¢cdes encontradas na regidao A possuem ligagdo com

o tecido 6sseo. Vidros que estiverem na regido B apresentam caracteristicas

bioinertes e sua implantacdo resultaria em uma camada fibrosa no tecido

cicatricial. Este é um resultado da rede silica ser muito densa e resistente a

reacdo com o fluido corporal. Vidros na regido C degradam-se rapidamente (<

30 dias) devido ao teor de silica ser muito baixo e o teor de soda ser

demasiadamente elevado que leva a uma rede quebradica. A regido D contém

composicdes tdo baixas de silica, que uma rede vitrea ndo pode ser formada.

Vidros dentro da regido E, aderem fortemente com o tecido conectivo, bem
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como a parte inorganica do osso (tecido 6sseo). A composi¢cdo do Bioglass

45S5® fica entre as regides A e E.

Si0,

A = ligagdo com o tecido 6sseo

B = ndo ocorre ligagdo com os tecidos (baixa reatividade)
C = nao ocorre ligagao com os tecidos (alta reatividade)
D = nao ocorre ligagao com os tecidos (nao forma vidro)
E = composigdo do Bioglass® 45S5

S = ligagdo com o tecido conjuntivo

vitroceramica A/W
(% P,0, variavel)

Na20

6°/o P205

* vidros obtidos pelo processo de fusio e solidificagio

Figura 2.7: Diagrama ternario SiO,—CaO-Na,O mostrando a rela¢édo existente entre

composicao e indice de bioatividade’.

A razéo por trds de a composicao afetar a taxa de dissolucéo nos fluidos
corporais € devido a conectividade das redes de silicato. Uma rede altamente
ligada contendo uma grande proporcdo de ligacdes de oxigénios pontantes
(tetraedros de silica ligados covalentemente uns aos outros através de ligactes
tetraédricas de silica —0O-Si-O) € resistente no fluido corporal. Altas
conectividades sado criadas devido aos altos teores de silica, tal que vidros com
mais de 60% de moles de silica ndo séo bioativos. A conectividade da rede
(Numero de ligacBes de oxigénios pontantes por atomos de silicio) do Bioglass
45S5® é de aproximadamente 2, fazendo com que a estrutura do vidro seja

susceptivel a degradacao”®.

2.4.2. Biosilicato®

Em busca de vitroceramicas com melhores propriedades mecanicas,
elevado indice de bioatividade (I, > 8), e alto grau de cristalinidade (proximo de

100%), uma vitroceramica particulada altamente bioativa foi desenvolvida no
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decorrer do mestrado de Ravagani®®, sendo entdo denominada como

Biosilicato.

O Biosilicato apresenta propriedades distintas em relagdo outros
biovidros, na forma particulada nao exibe arestas cortantes, e na forma
monolitica, € mais tenaz e possui melhor usinabilidade e seu moédulo de

elasticidade esta proxima do osso cortical’. A Tabela 2.3"*

apresenta um
comparativo das propriedades e do indice de bioatividade do Biosilicato® em

relacdo ao Bioglass 45S5® e outras vitroceramicas.

Tabela 2.3: Propriedades mecanicas e indice de bioatividade do
Biosilicato®, do Bioglass 45S5® e de outras vitroceramicas'.

Biocerimicas Binglass® Binglass® Cerabone® Ceravital® Bioverit® HA, Biolox® Biosilicato®
4555 5254.6 AW Forte (monolitico)
Indice de bivatividade (1,) 12,5 10,5 6 5.6 Iy <8 31 0 I,>8
Resisténcia & flexdo (MPa) 40 40 215 100-150 140-180 50-200 46t 120-210
Resisténcia 4 compressio (MPa) ? ? 10ED S0 50 S00-1060 4400
Midulo de elasticidade (GPa) 6l 6l 120 100-160 TO-90 BO-110 380 T-30
Estrutura fase vilrea fase vilrea B-CasSi0, " gpatita flogzopita = apatita a-ALD, IN2C35
" apatita fase vitrea M apatita
fase vitrea fase vitrea
Usinabilidade haixa baixa baixa baixa [ih haixa baixa miédia

7 dado nio enconirado na literatura. Cerabone™ AW vitrocerimica f §-CaSi0y: bera-wollastonita /" compoesigio ndo definida. Ceravital®™: vitrocerdmica £ ™"
composigio nio definida. Biovent® I vitrocerimica / ™ composigio ndo definida. HA | hidroxiapatita sintética £ 2% (Ca) (FO)(OH). Biosilicato™: vitrocer-
imica com cristalinidade prixima a 100%. 1N2C35: silicato de s6dio e cdlcio (1N = sidio; 2C = cilcio; 35 = silicio)

Originalmente, o Biosilicato particulado foi desenvolvido para o
tratamento de hipersensibilidade dentinéria, tendo excelentes resultados nos

testes in vitro e in vivo'.

Novas frentes de pesquisas estao sendo desenvolvidas com o Biosilicato
a partir dos trabalhos realizados por Moura Neto*?, que na oportunidade avaliou
in vitro o seu efeito sobre varios parametros da osteogénese. Em funcédo dos
resultados obtidos em seus trabalhos, observou-se a possibilidade para que o
Biosilicato fosse conformado como matrizes macroporosas para a aplicacao da
engenharia de tecidos (scaffolds). Para que a regeneracdo do tecido ésseo
possa ser bem sucedida, ela deve reunir algumas caracteristicas, como ser
biocompativel, promover adesdo celular, ligagdo com o tecido 0sseo e

estimular osteogénese, atuar como um guia para o crescimento 6sseo, ser
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bioabsorvivel no organismo, possuir taxa de degradacdo controlavel,

apresentar propriedades mecéanicas compativeis com o local implantado.

Em 2009, Crovace, em seu trabalho de mestrado®, desenvolveu
estruturas macroporosas altamente bioativas a partir de sua sinterizagdo na
presenca de diferentes agentes porogénicos. Pelo fato de poder controlar a
composicdo e estrutura do material, incluindo porosidade e morfologia dos
poros ha uma grande vantagem para um bom desempenho na engenharia de

tecidos.

O Biosilicato tem uma gama de aplicacbes ndo s6 na engenharia de
tecidos, mas também em outros ramos dos biomateriais’, e ha ainda muita
pesquisa que podera ser desenvolvida para cada vez mais haver aplicacfes
deste material na area de biomateriais, sendo uma delas o desenvolvimento de

compadsitos com quitosana para aplicacdo em Ulceras cutaneas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para a obtencdo das membranas, foram utilizados como reagentes a
quitosana em po6é (Polymar), vidro bioativo Bioglass 45S5, vidro bioativo
Biosilicato modificado (informacdes sobre sua composicdo e estrutura quimica
estdo em processo de patente), acido acético (CH3COOH - Vetec) e hidréxido
de sédio (NaOH - Vetec).

3.2. Preparo das membranas de quitosana pura

Solugbes de quitosana de 2,5% e 5,0% (m/v) foram preparadas pela
dissolucdo do po do polimero comercial correspondendo a 2,5 g e 5,0 g,
respectivamente, em 100ml de solugdo de acido acético 3%. Dessa forma,
solucdo de &cido acético 3% foi colocada em frasco Schott, sob agitacédo
magnética constante a 400 rpm, e aos poucos o0 pé de quitosana foi

adicionado, permanecendo assim por um periodo de 24 horas, como mostra
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Figura 3.1. Apos este periodo, as solucdes foram filtradas em malha de 42 um
para a retirada das impurezas.

Figura 3.1: Preparo de solugdo de quitosana.

Para a obtencdo das membranas, o filtrado obtido foi vertido em placas
de Petri, sendo mantidos secando em estufa a temperatura de 40 °C por 24h.

3.2.1. Preparo das Membranas de Quitosana com adi¢&o do vidro
Bioglass 45S5

Para a obtencdo das membranas de QUI-Bioglass 45S5 foi utilizada
solugdo com 5% (m/v) de quitosana, preparadas conforme o procedimento
descrito anteriormente. Apés o preparo das solugdes, 0,15 g e 1,5 g de
Bioglass 45S5 em p6 com tamanho médio da particula menor que 42 pm foram
adicionados. Esta quantidade de vidro corresponde a aproximadamente 10% e
50% (m/m) da massa total da membrana, respectivamente. A solugcdo de
quitosana com Bioglass 45S5 foi mantida sob agitacdo magnética constante de
400 rpm por periodo de 24h, sendo mantidos secando em estufa a temperatura
de 40 °C por 24h.
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3.2.2. Preparo das membranas de quitosana com adicdo de
Biosilicato modificado

Para a obtencdo das membranas de QUI-Biosilicato foi utilizada solugéo
com 2,5% (m/v) de quitosana, preparadas conforme o procedimento descrito
anteriormente. Nestas membranas, 0,5 g e 1,0 g de Biosilicato em p6d com
tamanho médio da particula menor que 42 pum foram adicionados. Esta
quantidade de vidro corresponde a aproximadamente 40% e 60% (m/m) da
massa total da membrana, respectivamente. A solucdo de quitosana com
Biosilicato foi mantida sob agitacdo magnética constante de 400 rpm por
periodo de 24h, sendo mantidos secando em estufa a temperatura de 40 °C
por 24h.

As membranas de QUI-Biosilicato obtidas estédo representadas na Figura
3.2.

Figura 3.2: Membranas de QUI-Biosilicato apds etapa de secagem.

3.2.3. Reticulag&o das membranas com hidroxido de soédio

Para aumentar a resisténcia das membranas, foi promovida a sua
reticulacéo (i.e., formacao de ligagbes cruzadas) pela solucdo de hidroxido de
sédio. As membranas compdésito QUI-Bioglass 45S5 e QUI-Biosilicato, ap6s
secagem, foram imersas em solucdo de hidroxido de sodio 1M, para obter a
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reticulacdo. Em seguida, foram lavadas abundantemente com agua destilada
para a neutralizagao das amostras.
3.3. Caracterizacdo das membranas

3.3.1. Grau de intumescimento

O grau de intumescimento das membranas de quitosana e quitosana
incorporadas com particulas de vidro foi avaliado pela a imersdo das mesmas
em agua destilada. Houve a imersdo das amostras por um periodo de 1
semana em agua destilada, em seguida estas amostras foram retiradas e
foram pesadas em uma balanca analitica, marca Shimadzu modelo AUY220,
sempre removendo 0 excesso de agua. Para obter-se uma média, cinco
amostras de cada tipo de membrana foram pesadas.

O grau de intumescimento foi calculado de acordo com a equacgéo 1:

1(%) =2 % 100 (1)

Ms

Onde: | = Grau de intumescimento, Ms = Massa da amostra seca, Mu = massa

da amostra intumescida pela agua.

3.3.2. Analise Morfol6gica das membranas

A observacdo morfologica das membranas foi feita com
estereomicroscépio, marca Physis mod. SZ40. As membranas de QUI-
Biosilicato também foram observadas com microscopio eletrénico de varredura
compacto (MEV), marca JEOL JSM-6010LA, da Central Experimental
Multiusuario da UFABC. Para a analise por MEV, as amostras foram secas em

estufa a 40 °C por 24h e recobertas com ouro.

3.3.3. Caracterizacdao fisico-quimica das membranas

Para analisar a composicdo das membranas foi utilizada a técnica de

espectroscopia no infravermelho com modo de microscopia e reflectancia total
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atenuada (micro ATR-FTIR). A analise micro ATR-FTIR foi feita de acordo com
as normas ASTM F2103-11 e com o equipamento microespectrémetro 610-IR,
marca Varian-Agilent, da Central Experimental Multiusuario da UFABC.

As membranas foram colocadas diretamente sobre o cristal e
pressionadas uniformemente, de modo que todas as membranas recebessem
a mesma pressao. Os espectros foram obtidos no modo absorbéncia na faixa
de 400 cm™ a 4000 cm™, com resolucdo de 1 cm™. Foram feitos varios
espectros de varias regides das membranas, para a obtencdo de dados mais

precisos.

3.3.4. Determinagdo da resisténcia a tracdo e modulo de

elasticidade

Para as amostras de QUI-Biosilicato foram determinados a resisténcia a
tracdo e o mddulo de elasticidade, sendo utilizado Maquina de Ensaios
Universal (marca EMIC modelo DL10000), com taxa de carregamento de 1
mm/min e célula de carga de 5kN, Figura 3.3. As andlises e o0s corpos de
provas para o0 ensaio de resisténcia a tragdo foram feitas de acordo com a
norma ASTM D882-12.

Figura 3.3: Maquina de Ensaios Universal utilizada para determinagdo das

propriedades mecanicas. Detalhe para a célula de carga e amostra durante o ensaio.
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Os corpos-de-prova foram obtidos por uma etapa de estampagem,
obtendo corpos-de-prova como mostra a Figura 3.4. Neste estudo, foram
ensaiadas dez amostras de cada tipo de membrana.

Figura 3.4: Corpos-de-prova utilizados em ensaio de tragéo: (a) quitosana pura, (b)
QUI-Biosilicato 40 %(m/m), (c) QUI-Biosilicato 60 %(m/m).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Membranas de Quitosana e Bioglass 45S5

4.1.1. Grau de intumescimento

A tabela 4.1 apresenta os valores das massas (secas e Umidas) e o grau
de intumescimento (%) das membranas de quitosana 5% (m/v) pura, e das
membranas de quitosana 5% (m/v) com concentracdes de 10 e 50% (m/m) de

particulas de Bioglass 45S5.




Tabela 4.1: medidas das massas e do grau de intumescimento

Membrana de

Membrana de

Membrana de

quitosana 5%(p/v) | quitosana 5%(p/v) com quitosana 5%(p/v)
pura 10 %(m/m) de Bioglass com 50 %(m/m) de
45S5 Bioglass 45S5
Amostra Massa Massa Massa Massa Massa Massa
Umida seca Umida seca Umida seca
(gramas) | (gramas) | (gramas) (gramas) (gramas) | (gramas)
1 0,1414 0,0556 0,0900 0,0366 0,0525 0,0236
2 0,1106 0,0442 0,0590 0,0226 0,0833 0,0361
3 0,0902 0,0350 0,0656 0,0264 0,0786 0,0372
4 0,0550 0,0212 0,0568 0,0215 0,0596 0,0261
5 0,0366 0,0141 0,0445 0,0185 0,0999 0,0455
Média 0,09 0,03 0,06 0,025 0,07 0,034
Desvio padréo +0,04 +0,02 +0,02 +0,007 +0,02 +0,008
grau de 155,03 151,51 121,90

intumescimento

(%)

A Figura 4.1 apresenta

intumescimento (%) em relacdo a porcentagem de particulas de Bioglass 45S5

um comparativo dos valores do grau de

dispersas na membrana de quitosana 5% (m/v).

Grau de Intumescimento (%)

160
155: ]
150—-
145—-
140:
135—-
130:
125:

120

| = Grau de Intumescimento]

T
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T
20

40

Bioglass 45S5 % (m/m)

50

Figura 4.1: Grau de intumescimento (%) das membranas de QUI-Bioglass 45S5.
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As ligacbes covalentes dos grupos aminos (NH) predominam na
quitosana, estas ligacdes geram sitios de alta polaridade, favorecendo assim a
absorcdo das moléculas de 4gua nestes sitios. Essa caracteristica associada
ao grupo acetamido gera um elevado grau de afinidade e retencéo da agua™.
Estudos demonstram que uma maior absor¢cdo de agua estd em quitosanas
reticuladas®. A habilidade de absorcdo e retencdo de agua é um fator
importante para este biomaterial, pois permite a absorcao de fluidos corpéreos
e transferéncia de metabolitos e nutrientes*®. Uma elevada taxa de absorcéo de
agua traz consequéncias indesejaveis como, por exemplo, a reducdo da
estabilidade estrutural do polimero. Ou seja, a presenca constante de umidade
na estrutura da quitosana provoca intumescimento da matriz e
consequentemente a degradacao das fibras e destacamento do filme, além da
aceleracdo da degradacéo por ataque de microrganismos*’. Por este motivo é
necessaria a andlise do grau intumescimento.

A hidrofilicidade da quitosana se da em funcdo dos seus grupos
desacetilados, que associados aos grupos hidroxilas e amino caracterizam uma
forte afinidade por moléculas polares. Esses grupos possuem grande influéncia
sobre o0 montante de agua retida, considerando que o aumento da
concentracdo de quitosana no filme interfere com a 4gua absorvida**.

Analisando a Figura 4.1 nota-se que quanto maior a concentracdo de
particulas de biovidro na membrana de quitosana, menor serda o0 grau de
intumescimento (%) da amostra, demonstrando que as concentracdes de

particulas interferem na absorcéo de liquidos.

4.1.2. Morfologia das membranas

A morfologia das membranas de quitosana 5% (m/v) e das membranas
de quitosana 5% (m/v) com concentracdes de 10 e 50% (m/m) de particulas de

Bioglass 45S5 foi observada com o estereomicroscépio e a superficie destas

membranas sdo mostradas na Figura 4.2.
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(b)

Scale:0.50mm

Figura 4.2: Membranas de quitosana pura 5%(m/v). Aumentos de (a) 2x e (b) 4,5x.

Pela Figura 4.2 nota-se a presenca de impurezas e precipitados nas
membranas de quitosana 5%(m/v), isto pode ter ocorrido devido uma ineficicia
da etapa de filtragem ou de particulas de impurezas menores que 42 um terem
se aglomerado na solucao.

As membranas de quitosana 5% (m/v) com concentracfes de 10% e
50%(m/m) de particulas de Bioglass 45S5 podem ser observadas nas Figuras
4.3 e 4.4, respectivamente.

(@) (b)
Scale:0.50mm Scale:0.50mm

Figura 4.3: Membranas de quitosana com particulas de Bioglass 45S5 10%(m/m). Aumentos de
(a) 2x e (b) 4,5x.

Assim como as membranas de quitosana pura, as membranas com 10%
de Bioglass 45S5 apresentaram impurezas e precipitados em sua superficie.

Ainda, as particulas de vidro ndo estdo bastante nitidas nos aumentos
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observados, sendo a morfologia destas membranas similares as membranas

puras.

(b)

Scale:0.50mm Scale:0.50mm

Figura 4.4: Membranas de quitosana com particulas de Bioglass 45S5 50%(m/m). Aumentos de
(a) 2x e (b) 4,5x.

Observando as imagens da Figura 4.4, é possivel observar que as
particulas de Bioglass 45S5 ficaram bastante aglomeradas na matriz de
quitosana 5%(m/v). Isto mostra que uma matriz de quitosana com
concentracéo de 5% (p/v) ndo permite a boa dispersdo de maiores quantidades
de vidro, tal como a proporcédo de 50% (m/m). Possivelmente, isto ocorre
devido a baixa interacdo das particulas de quitosana e de vidro obtido pelo
processo de fusdo, o qual apresenta poucas ligacbes —OH livres em sua
superficie, necessarias para a unido destas particulas e formacgéo efetiva do
compasito. Além disso, estudos indicam que a presenca de aglomerados reduz
as propriedades mecanicas de um compésito*®, porém nao foram feitos ensaios

mecanicos para estas amostras.

4.1.3. Composicao das membranas — microATR-FTIR

A Tabela 4.2 mostra os valores dos espectros caracteristicos da
quitosana®®. Foi observado que todos os espectros de FTIR das membranas




(com ou sem particulas) exibiam as bandas de absorbancia caracteristicas da

regido do infravermelho da quitosana.

Tabela 4.2: Bandas de absorcdo no FTIR-ATR para membranas de quitosana®.

Numero de onda (cm™) Atribuicéo
3300 Deformacéo axial de O-H e N-H do grupo NH,
2920 e 2880 Deformacao axial de C-H de grupo CH, e CH;
1640 Deformacao axial de C=0 (amida I)
1593 Deformacéo angular N-H do grupo NH,
(amida Il)
1420 e 1323 Deformacéo angular de O-H e deformagéo
angular de C-H do anel glicosidico
1380 Deformacéo angular do C-H e CHj
1150,1074 e 1031 Deformacéao axial do C=0 da ligacéo de éter

A Figura 4.5 mostra os espectros de FTIR medidos do pé de quitosana

comercial utilizada para a obtencéo das membranas.

[—— Quitosana polymar]

3380

-
[s2]
o

-

N

o

-

Absorbancia (u.a.)

— 71T r T T T T r T Tt T T T T T ' 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Numero de onda (cm™)

Figura 4.5: Espectros de absorbancia caracteristicos do po de quitosana. Amostra da pastilha

de quitosana com KBr.
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Na Figura 4.6 sdo mostrados os espectros de FTIR-ATR da membrana

de quitosana pura 5% (m/v).
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Figura 4.6: Espectros FTIR-ATR das membranas de quitosana pura 5% (m/v).

Quando comparados o0s espectros da membrana de quitosana pura
(Figura 4.6) com o p6 de quitosana comercial (Figura 4.5), observa-se que ha
uma pequena variacao nas intensidades nos espectros das bandas nas regides
entre 3600 cm™ e 3000 cm™, e na regido da banda de 1640 cm™. Isto se deve
ao fato de que todas as membranas de quitosana tiveram em algum momento
contato com moléculas de agua, desde para obter plasticidade®, para facilitar a
sua utilizacdo no equipamento, ou até alguma molécula de agua que entrou em
contato com as membranas através do ambiente. E estas moléculas de agua
influenciam no comprimento de onda nestas regides®>'. Outra observacdo é
que houve um aumento na intensidade da banda 2350 cm™, relacionada a
presenca da molécula de C0O,*, o que poderia ter sido ocasionado pela
presenca de CO, da atmosfera absorvida pelas membranas de quitosana. Uma
observacdo importante € que devido a limitacdo do equipamento FTIR-micro
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ATR analisadas com ponta de germanio, as bandas com comprimentos de

ondas menores que 700 cm™ apresentaram ruidos.

Na Figura 4.7 é mostrado o espectro de FTIR-ATR do Bioglass 45s5.
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Figura 4.7: Espectro caracteristico de absorbancia do Bioglass 45S5.
A Figura 4.8 apresenta os espectros FTIR-ATR normalizados do

Bioglass 45S5 e das membranas de quitosana pura e contendo 10 e 50%(m/m)

de biovidro.
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Figura 4.8: Espectros FTIR-ATR do Bioglass 45S5 e das membranas de quitosana 5% (p/v)

pura e com 10 e 50%(m/m) de particulas de Bioglass 45S5.

Primeiramente, pode ser observado que nas membranas de quitosana
contendo 10 e 50%(m/m) de biovidro (Figura 4.8) ndo estdo evidentes os
espectros caracteristicos do bioglass45S5 (figura 4.7).

Para uma melhor observacéo dos espectros, € mostrada uma ampliacao

destes na Figura 4.9.
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Membrana de QUI-Bioglass 45S5 com 50% (m/m)
—— Membrana de QUI-Bioglass 45S5 com 10% (m/m)
—— Membrana de quitosana pura
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Figura 4.9: Ampliag&o dos espectros na regido de 1800 a 400 cm™.

Pela Figura 4.9, é observada a presenca de picos na regido de 1570
cm™ e 872 cm™ nas membranas de quitosana contendo 10 e 50%(m/m) de
particulas de Bioglass 45S5. Entdo, buscou-se na literatura uma resposta para
0 que seriam estes espectros, uma vez que estes ndo eram caracteristicos do
Bioglass 45S5 e nem da quitosana. Uma hipdtese € que estes picos poderiam
corresponder a formacao de hidroxiapatita carbonatada, oriunda das reacdes
de dissolucdo e reprecipitagdo de biovidros imersos em meios aquosos. Na
literatura®®°*°° foi relatado que estas bandas s&o representativas das vibragées
das moléculas de C=0, na qual € atribuida a forma¢éo de carbonatos sobre a
superficie do vidro®. No entanto, deve ser verificada a presenca de um Unico
pico ou de um duplo pico curto dentro da regido de 1570 cm™. Isto porque um
pico individual esta relacionado com a presenca de um ambiente composto de
silica-sé6dio, enquanto um duplo pico pode estar relacionado com a presenca
de silica-calcio®®**. Assim, o mecanismo apresentado esta correlacionado com

o mecanismo de dissolucdo do Bioglass 45S5 imerso em agua, que pode
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ocorrer de duas formas, uma dos ions de Na* que lixiviam para a solugéo, ou
outra dos ions de calcio presentes no Bioglass 45S5 que migram para a sua
superficie. Dai o resultado da diferenca entre os picos dos espectros do
carbonato de sodio (NaCO3) e o pico do espectro do carbonato de calcio
(CaCOs3)**. Ainda, na literatura foi encontrado que o espectro de 872 cm™ é
normalmente observado em amostras de Bioglass 45S5 que reagiram em pH9
e/ou 4gua deionizada, e esta atribuido as vibracées das ligacées CO>**° devido
uma maior formacéo de CaCO3>°.

Estas informacdes nos leva a acreditar que durante a reticulacdo das
membranas com NaOH ja est4 acontecendo a dissolu¢cédo do vidro, etapa que
deveria ocorrer somente quando em contato com os fluidos corpéreos do
paciente, mas que esta sendo antecipada devido a alta bioatividade do
Bioglass 45S5.

Dessa forma, tornou-se interessante adotar para os proximos estudos
um vidro que tivesse uma menor taxa de dissolugédo, sem que houvesse perda

da bioatividade, sendo entédo adotado o Biosilicato.
4.2. Membranas de Quitosana e Biosilicato
4.2.1. Grau de intumescimento
A tabela 4.3 apresenta os valores das massas (secas e Umidas) e o grau
de intumescimento (%) das membranas de quitosana pura 2,5% (m/v), e das

membranas de quitosana 2,5% (m/v) com concentracfes de 40 e 60 %(m/m)

de Biosilicato.
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Tabela 4.3: medidas das massas e do grau de intumescimento

Membrana de Membrana de quitosana | Membrana de quitosana
quitosana 2,5% (m/v) 2,5% (m/v) com 2,5% (m/v) com
pura 40%(m/m) de Biosilicato | 60%(m/m) de Biosilicato
Amostra Massa Massa Massa Massa Massa Massa
Umida seca Umida seca Umida seca
(gramas) (gramas) (gramas) (gramas) (gramas) (gramas)
1 0,0107 0,015 0,0351 0,0138 0,0797 0,0379
2 0,0146 0,0073 0,0157 0,0156 0,0515 0,0263
3 0,0214 0,0052 0,0312 0,0243 0,0355 0,0171
4 0,0171 0,0038 0,0289 0,012 0,0413 0,0224
5 0,0386 0,0076 0,0521 0,0074 0,0167 0,0088
Média 0,02 0,008 0,03 0,015 0,04 0,02
Desvio padrédo +0,01 +0,004 +0,01 +0,006 10,02 +0,01
grau de 163,2391 122,9822 99,7333
intumescimento
(%)

A Figura 4.10 apresenta um comparativo dos valores do grau de

intumescimento (%) em relacdo a porcentagem de Biosilicato na membrana de

quitosana 2,5% (m/v).
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Figura 4.10: Grau de intumescimento (%) em relacdo a concentracdo de particulas na

membrana de quitosana
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Analisando o gréfico da Figura 4.10 é possivel notar que quanto maior a
concentracdo de particulas de Biosilicato na membrana de quitosana, menor
sera o grau de intumescimento (%) da amostra, assim demonstrando que a
concentracdo de particulas interfere na absorcéo de liquidos. Algo observado
na comparacao entre as Figuras 4.1 e 4.10 é que a membrana de quitosana
pura 2,5% absorveu mais agua que a membrana de quitosana pura 5% (m/v) e
era esperado um fenémeno inverso nesta comparacdo. Porém, a presenca de
particulas de biovidro afetou muito mais o grau de instumescimento das

membranas de quitosana 2,5% (m/v).

4.2.2. Morfologia das membranas

A morfologia das membranas de quitosana pura 2,5%(m/v) e das
membranas de quitosana 2,5%(m/v) com 40 e 60%(m/m) de particulas de
Biosilicato foram observadas por estereomicroscopia e do Microscopia
Eletrénica de Varredura.

4.2.2.1. Esteremicroscopia

A superficie da membrana de quitosana pura 2,5% (m/v) observada pelo

esteromicroscopio é mostrada na Figura 4.11.

(a) (b)

Figura 4.11: Membranas de quitosana pura 2,5%(m/v). Aumentos de (a) 2x e (b) 4,5x.
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Analisando as imagens da Figura 4.11, observa-se que a membrana de
quitosana 2,5% (m/v) apresentou 0os mesmos problemas de impurezas e
precipitados da membrana de quitosana 5% (m/v), isto pode estar relacionado
com: 1) uma ma etapa de filtragem; 2) particulas de impurezas menores que
42 um terem passado na etapa de filtragem e se aglomerado na solucéo; 3)
nao ter havido uma boa homogeneizacdo no processo de fabricacdo da
membrana.

As membranas de quitosana com 40 e 60%(m/m) de particulas de
Biosilicato observadas pelo estereomicrocépio podem ser vistas nas Figuras

4.12 e 4.13, respectivamente.

(@) (b)

Scale:0.50mm Scale:0.50mm

Figura 4.12: Membranas de quitosana 2,5%(m/v) com 40 %(m/m) de particulas de Biosilicato.
Aumentos de (a) 2x, (b) 2,5x e (c) 4,5x.
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Scale:0.50mm

Figura 4.13: Membranas de quitosana 2,5%(m/v) com 60 %(m/m) de particulas de Biosilicato.
Aumentos de (a) 2,5x e (b) 4,5x.

Pelas Figuras 4.12 e 4.13, nota-se que as particulas de Biosilicato®

estdo ficando aglomeradas na membrana de quitosana 2,5% (m/v), e que as
membranas de quitosana com 60%(m/m) de particulas de Biosilicato
apresentam aglomerados de grandes propor¢gdes, com aglomeracdes bem
maiores que quando comparados com a quitosana 2,5% (m/v) com 40%(m/m).
Estudos indicam que a presengca de aglomerados reduz as propriedades
mecanicas de um composito®®, e os resultados de ensaio mecanico comprovam
a reducdo nestas propriedades das membranas de quitosana com particulas de
Biosilicato.

4.2.2.2. Microscopia Eletrébnica de Varredura

A superficie da membrana de quitosana pura 2,5% (m/v) observada por

MEV é mostrada na Figura 4.14.
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Figura 4.14: Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de membranas de
quitosana pura 2,5% (m/v). Aumentos: (a) 200x, (b) 500x, (c) 1000x, (d) 2000x (e) 5000x.

Analisando as imagens da Figura 4.14 nota-se que a membrana de
quitosana pura 2,5% (m/v) dispdem-se de uma regiao cristalina com esferulitos
(cristalitos) aleatoriamente orientados, separadas por regides amorfas. Pode

7z

ser notado também, que a proporcdo de esferulitos é maior que a regido




amorfa, assim evidenciando que a quitosana possui elevado indice de
cristalinidade.

As membranas de quitosana 2,5% (m/v) com 40 e 60%(m/m) de
particulas de Biosilicato observadas por MEV sdo apresentadas nas Figuras

4.15 e 4.16, respectivamente.

1% g 9 . - o ¥ j k
e . R 2 X e A
SEI 10kV  WD10mm SS50 x1,000 10pm  — SElI 10kV WD10mm SS50 x2,000 10pm
Nov 11, 2013 Nov 11, 2013

Figura 4.15: Micrografia obtida por Microscopia eletrénica de varredura de membranas de
quitosana 2,5% (m/v) com 40%(m/m) de particulas de Biosilicato. Aumentos: (a) 200x, (b) 500x,
(c) 1000x e (d) 2000x.
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Figura 4.16: Micrografia obtida por Microscopia eletrénica de varredura de membranas de
quitosana 2,5% (m/v) com 60%(m/m) de particulas de Biosilicato. Aumentos: (a) 200x, (b) 500x,
(c) 1000x e (d) 2000x.

Nas figuras 4.15 e 4.16, é observada a presenca de particulas de
Biosilicato com tamanho menor que 50 um, embebidas em uma fina membrana
de quitosana, e ainda, a formacgao de cristais menores que 5 um. Estes cristais
sdo semelhantes aos de hidroxiapatita encontrados em estudos in vitro de
materiais bioativos®®°, e nas Figuras 4.15 (d) e 4.16 (d) é mais facil observar
esta formacdo. Acredita-se que, assim como para as membranas de QUI-
Bioglass 45S5, a formacdo de hidroxiapatita esteja ocorrendo no material
previamente. Porém, para uma melhor identificacdo de sua composicdo, seria
necessaria a analise por Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS), mas

esta ndo estava disponivel para uso.




4.2.3. Composicao das membranas — microATR-FTIR

Na Figura 4.17 sdo mostrados os espectros FTIR-ATR da membrana de
quitosana 2,5% (m/v) contendo 40%(m/m) de Biosilicato modificado, do

Biosilicato modificado e da membrana de quitosana pura.
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Figura 4.17: Espectros de FTIR (a) da membrana de quitosana 2,5% (m/v) contendo

40%(m/m) de Biosilicato modificado (b) da membrana de quitosana pura, do Biosilicato

modificado e da membrana QUI-Biosilicato modificado 40%(m/m).
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A Figura 4.18 € uma ampliacdo da Figura 4.17 para uma melhor

observacédo dos espectros.
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Figura 4.18: Ampliacdo dos espectros na regido de 1800 a 400 cm™.

Analisando as figuras 4.17 e 4.18 observa-se que as membranas de
quitosana 2,5% (p/v) com particulas de Biosilicato modificado 40% (m/m)
apresentam picos nas regifes de 1481, 1411, 1031, 920 e 737 cm™, sendo
estes caracteristicos do Biosilicato modificado. A presenca destes picos na
membrana pode indicar a incorpora¢ado do biovidro pela quitosana. Além disso,
é observado uma banda na regido de ~890 cm™ que esta relacionado com o

estiramento CO e CO3> %8

, isto representaria a formacg&o de hidroxiapatita
carbonatada nas membrana compdsito. Ja uma maior intensidade do espectro
na regido da banda ~1031 cm™ pode também ser atribuida ao estiramento do
PO®°. Ainda, a formacdo de hidroxiapatita também pode ser observada nas

imagens do MEV (Figuras 4.15 e 4.16), o que corrobora estes resultados.
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Na Figura 4.19 sdo mostrados os espectros FTIR-ATR da membrana de

quitosana 2,5% (m/v) contendo 60%(m/m) de Biosilicato modificado, do

Biosilicato modificado e da membrana de quitosana pura.

(a)
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(b)
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Figura 4.19: Espectros de FTIR (a) da membrana de quitosana 2,5% (m/v) contendo
40%(m/m) de Biosilicato modificado (b) da membrana de quitosana pura, do Biosilicato

modificado e da membrana QUI-Biosilicato modificado 60%(m/m).
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A Figura 4.20 é uma ampliacdo da Figura 4.19 para uma melhor

observacédo dos espectros.

—— Membrana de quitosana pura
—— Membrana QUI-Biosilicato modificado 60% (m/m)
— Biosilicato modificado
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Figura 4.20: Ampliac&do dos espectros na regido de 1800 a 400 cm™.

Semelhante as membranas com adi¢cdes de 40% (m/m), podem ser
identificados picos nas regides de 1411, 1031, 920, 737 cm™ nos espectros
apresentados nas Figuras 4.19 e 4.20, indicando possivelmente a incorporacao
do Biosilicato modificado pela quitosana e, consequentemente, formacao do
compdsito. Entretanto, novamente pode ser observada a presenca de cristais
de hidroxiapatita, com bandas caracteristicas em 890 e1031 cm™.

Porém, comparados o0s materiais desenvolvidos com o Biosilicato
modificado, algo notado foi que na membrana de quitosana contendo
40%(m/m) (Figura 4.18) ha um aumento na intensidade na banda 1481 cm™ e
um decréscimo na banda 1411 cm™, j4 na membrana de quitosana contendo
60%(m/m) (figura 4.20) ocorre o fenbmeno inverso. Para este comportamento,

€ possivel supor que a variagdo na pressao exercida pela ponta de germanio
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pode ter influenciado nestas intensidades®’. Outra suposicdo é que as
moléculas de NH, da quitosana podem ter se transformado (através de
reacoes) em NHs , ficando positivamente carregadas e reagindo com o grupo

fosfato (PO,>)*%°.
4.2.4. Modulo de elasticidade e Resisténcia a Tragdo

A Tabela 4.4 apresenta os valores médios do modulo de elasticidade e

resisténcia a tracdo de dez amostras.

Tabela 4.4: valores médios do médulo de elasticidade e da resisténcia a tracéo
das membranas.
Membrana Méd.Elasticidade| Resisténcia a tracdo
(GPa) (MPa)
Quitosana pura 2,5% (p/v) 0,9+0,2 47 + 12
Quitosana + 40%(m/m)
Biosilicato 0,8+£0,2 22+ 4
Quitosana + 60%(m/m)
Biosilicato 0,5+0,1 12+5

Analisando os dados obtidos na tabela 4.4, o comportamento mecéanico
nao ocorreu como O esperado que com 0 aumento da concentracdo de
particulas de vidro (Biosilicato) os valores do médulo de elasticidade
cresceriam, porém ocorreu o fenbmeno inverso, o médulo de elasticidade
decresceu com o0 aumento da concentracdo de particulas. O que pode
influenciar na formacgédo de compadsitos com propriedades mecanicas inferiores
a da matriz € quando o teor de reforco encontra-se abaixo da concentracao
critica ou quando ha formacdo de aglomerados que fragilizam o sistema®.
Neste caso o0 que pode ter ocorrido para a diminuicAo do médulo de
elasticidade das membranas de quitosana 2,5% (m/v) quando acrescentado
particulas de vidro, foi a ma dispersdo da carga e a formacéo de aglomerados
na membrana. Analises micrograficas feitas através do estereomicroscopio
confirmam que houve a formacgéo de aglomerados quando a incorporagédo da

carga na matriz.
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5. CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

Neste trabalho foi desenvolvido um projeto piloto com o intuito de
obtencdo de membranas compdsito de quitosana com biovidro para aplicacdes
em tratamento de Ulceras cutaneas. Para tanto, foram testados dois biovidros
obtidos por processo de fusdo: Bioglass 45S5 e Biosilicato modificado.
Entretanto, foi observado que o aumento da concentracdo de particulas de
biovidro na membrana de quitosana interferiu negativamente na capacidade de
absorcdo de agua e nas propriedades mecanicas. A analise morfoldgica
revelou que houve uma aglomeracdo de particulas de biovidros nas
membranas, e isto influenciou estes resultados. Para a utilizacdo de vidros de
fusdo na obtencdo destes compdsitos seria necessaria uma modificacédo
superficial, de forma a privilegiar ligacdes entre a superficie do vidro e da
quitosana. Por fim, o Bioglass 45S5 e o Biosilicato modificado reagiram mais
rapido que o esperado, formando hidroxiapatita carbonatada na superficie,
possivelmente devido a etapa de reticulacdo com NaOH.

Desta forma, ainda serdo necessarios mais estudos e preparo de novas
membranas de quitosana com biovidros e vitroceramicas, porém, ambos feitos
por processo sol-gel para a obtencdo do material de interesse. Além disso,
devera ser buscado um meio alternativo no processamento das membranas
com as particulas de biovidros e vitrocéramicas para que nhado haja
aglomeracdes de particulas no compdsito e nem a formacao de hidroxiapatita
antecipadamente. Tudo isto para que futuramente este biomaterial esteja apto
para testes in vivo para o tratamento de Ulceras.

Como possiveis trabalhos futuros, sédo sugeridos:

e A substituicdo dos vidros fabricados por fuséo por vidros feitos a
partir de sol-gel, para uma maior interacdo dos vidros com as
membranas de quitosana.

e Solucdes menos concentradas de quitosana e também menores
concentragbes de particulas de vidros na membrana, para uma
maior homogeneizag¢ao da matriz com o reforgo.

e Substituicdo do agente reticulante NaOH por glutaraldeido, para
minimizar o problema da reatividade do vidro na membrana.
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