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Resumo:

O objetivo do trabalho foi produzir esferas de quitosana-hidroxiapatita in situ (CS-HA) com diferentes conteudos de HA e
avaliar suas propriedades e comportamento in vitro. Foram obtidas esferas de CS contendo diferentes quantidades de HA de
baixa cristalinidade (20, 50 ¢ 70 % m/m). A HA foi gerada in situ no interior das esferas de CS. Para isso foi precipitado
CaHPO4 numa dissolu¢do de CS e a suspensdo resultante foi conformada na forma de esferas mediante gotejamento em
dissolucdo de Na5P3010 (TPP) com pH 8-9. As esferas precipitadas foram mantidas sob agitagdo constante na solu¢do de TPP
e, posteriormente liofilizada. A caracterizagdo foi realizada mediante microscopia otica (MO), difracdo de raios X (DRX),
analises termogravimétrica (TG), e microscopia eletronica de varredura (MEV). A partir dos resultados verificou-se que a
metodologia foi aplicada foi eficaz na produgio das esferas e se conseguiu gerar uma fase inorganica precursora de HA.
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Abstract:

The objective was to produce spheres of chitosan-hydroxyapatite in situ (CS-HA) HA with different contents and evaluate their
properties and behavior in vitro. CS levels were obtained containing different amounts of HA low crystallinity (20, 50 and 70%
w / w). The HA was generated in situ within the CS spheres. To this precipitate was dissolved in CS CaHPO4 and the resulting
suspension was shaped in the form of spheres by dripping in dissolution Na5P3010 (TPP) at pH 8-9. The precipitated spheres
were kept under constant stirring solution of the TPP and then lyophilized. The characterization was carried out by optical
microscopy (OM), X-ray diffraction (XRD), thermal gravimetric analysis (TG) and scanning electron microscopy (SEM).
From the results it was verified that the methodology was applied it was effective in producing the spheres and be able to
generate a phase inorganic HA precursor.

Keywords: Chitosan; hydroxyapatite; chitosan spheres.

1. Introducéo

Inserido na vasta area dos biopolimeros, a quitosana ¢ um
material, com caracteristicas tecnologicas e econdmicas
relevantes, possuindo propriedades bioldgicas adequadas
como: biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade,
além de ser atoxico e produzido por fontes naturais e
renovaveis. A biodegradabilidade é devido & metabolizagdo da
quitosana por algumas enzimas humanas, como por exemplo,
a lisozima. Essa propriedade condiz com um dos requisitos
priméarios de um processo de biodegradagdo, que ¢ ser
susceptivel a uma reacdo de hidrélise enzimatica [1-4].

A quitosana foi descoberta em 1859 por Rouget, quando
do contato da quitina com uma solucdo de hidréxido de
potassio em ebuli¢do [5]. Ela € um polissacarideo formado por
uma cadeia linear, composto por unidades repetitivas do tipo
B (1—4) 2-amino-2-deoxi-D-glucosamina e¢ B (1—4) 2-
acetamido-2-deoxi-D-glucosamina, sendo encontrada na
natureza em pequenas quantidades em muitos tipos de fungos,
compde-se de dois tipos de estruturas unidades distribuidas
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aleatoriamente (distribuigdo Bernoulli) ao longo da cadeia: N-
acetil-D-glucosamina (A) e Dglucosamine (D), ligadas entre
si por ligagdes B do tipo glicosidicas (1 — 4) . Na sua forma
semicristalina, CS ¢é normalmente insoltivel em solugdes
aquosas neutras, mas soliivel em solugdes acidas diluidas (pH
<6,0), onde os ions H' livres no sistema se ligam ao grupo
amino (- NH,) deixando os protonados, dimuindo as liga¢des
inter e intramoleculares. Deste modo, o conhecimento preciso
do teor de grupos (-NH,) € um fator de muita importancia e
que podera condicionar a utilizagdo da quitosana nas suas
diferentes aplicagdes [5-7].

As aplicagdes dadas aos biomateriais obtidos a partir da
quitosana tém evoluido muito nas ultimas trés décadas, e vao
desde o simples uso como excipientes para a inddstria
farmacéutica até avangadas aplicacdes na area de engenharia
tecidual, podendo ser permeados por células, atuando como
moldes para a formagdo de estruturas bioldgicas complexas.
Testes clinicos foram realizados a fim de verificar que
biomateriais baseados em quitosana ndo demonstram qualquer
inflamagdo ou reagdo alérgica seguida de implantagdo,
inje¢do, aplicagdo topica ou ingestido no corpo humano [7,8].
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A hidroxiapatita ¢ uma bioceramica, pertencente a classe
dos fosfatos de calcios e apresenta semelhanga com os
constituintes minerais dos ossos e dentes humanos [9]. Possui
vantagens como a sua  composi¢do  uniforme,
biocompatibilidade, seguranga (ndo é toxica, nem alergénica
ou carcinogénica) e pelo fato de sua microestrutura (tamanho
dos poros) ser completamente controlavel [10]. Atualmente as
aplicagdes da HA focam-se principalmente em situagdes em
que ha a necessidade de um aumento d6sseo (reconstrugdes
maxilo-faciais ou aplicagdes dentarias). Nestas situacdes a HA
atua como suporte, promovendo o rapido preenchimento das
cavidades com um novo osso fazendo parte da estrutura dssea
originada e reduzindo consideravelmente os tempos de
recuperagdo quando comparados a situagdes nas quais ndo é
usada como preenchimento 6sseo. Sao utilizadas também no
preenchimento de defeitos 6sseos resultantes da remogao de
vastas areas de osso (remog¢do de cancros dOsseos e defeitos
decorrentes de traumas ou acidentes). No tratamento de
tumores Osseos, a hidroxiapatita vem sendo utilizada como
suporte de acdo prolongada associada a farmacos
anticancerigenos. Essa unido permite que o tratamento da
doenga seja realizado com a liberagao gradual dos farmacos in
situ. Sob este aspecto essa técnica ¢ atrativa, pois combina o
tratamento do tumor com a substitui¢do do osso doente [11]

A incorporagdo de fosfato de calcio numa matriz
polimérica tem contribuido para a obtengao de compositos
que combinam a flexibilidade dos polimeros com a
resisténcia, a dureza e a bioatividade da fase inorganica. Tais
caracteristicas garantem uma maior estabilidade ao material
quando em contato com o plasma humano, além de
desenvolver uma maior interacdo com o tecido osseo [12].
Polimeros biodegradaveis e ceramicas bioativas sdo
combinados numa grande variedade de materiais compositos
para serem usados na substituicdo e regeneragdo do tecido
osseo [13,14]

No caso do presente trabalho que t€ém como matéria
principal a quitosana ¢ necessario combina-la a outro material,
tendo em vista que a quitosana ¢ flexivel, mas ndo possui
caracteristica mecanica capaz de suportar as cargas de forma
semelhante ao osso natural, sendo assim, a adigdo de materiais
cerdmicos melhora sua capacidade de contribuir no reparo de
defeitos 0sseos. Neste sentido, os materiais de fosfato de
cadlcio sdo osteocondutores, alguns osteoindutores, e
mimetizam a por¢ao inorganica do osso natural, justificando a
associagdo da quitosana e hidroxiapatita no sentido de
proporcionar caracteristicas estruturais e funcionais mais
proximas do tecido dsseo. Diante disso, este trabalho tem
como objetivo produzir esferas de quitosana combinadas com
chidroxiapatita gerada in situ, em diferentes concentragdes,
por meio do método da geleificacdo ionotrdpica.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Avaliagdo

e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO,
localizado na Universidade Federal de Campina Grande —
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UFCG. Foram utilizadas as seguintes matérias-primas:
Quitosana em pd que possui grau de desacetilagdo entre 75-
85 %, adquirida pela Sigma Aldrich®; Acido acético glacial
P.A. Vetec®; Hidroxido de Sodio P.A.; Tripolifosfato de
Sédio — TPP; Tampao Fosfato Salino - PBS P.A.; Acetato de
Calcio; Fosfato de Sodio e Gelatina todos Sigma Aldrich®.

2.2 Métodos

2.2.10btencdo das esferas de quitosana-hidroxiapatita
(CS/HA).

A quitosana em p6 foi dissolvida em uma solugdo de
acido acético (1% v/v), empregando uma relagdo entre a
massa de quitosana e o volume de solugdo a ser utilizado (2%
m/v).

Seguidamente foram precipitadas diferentes quantidades
de hidrogénio fosfato de calcio (CaHPO,) na solugdo de
quitosana, segundo a equagdo 1[15] .

Eq (1):

Ca(CH;CO0),,, + NaH,PO,, —

CaHPO,.2H,0 , + HOCOCH,,, + NaOCOCH

3(aq) 3(aq)

Para que ocorresse a transformagdo do CaHPO, em HA
foi adicionado um volume de solu¢do de acetato de calcio
(Ca(C,H;C00),) (25% m/v) em uma solugdo de 100 mL de
quitosana (2% m/v) e em seguida foi adicionado, aos poucos,
uma solucdo de dihidrogénio fosfato de sodio (NaH,PO,)
(25% m/v). Estas solugdes foram mantidas sob agitacdo
mecanica constante por um periodo de 24 horas.

Os volumes empregados das solugdes de acetato de
célcio e de dihidrogénio fosfato de sddio sdo mostrados na
Tabela 1, e foram calculados segundo as Eqs. 1 e 2 para a
obtengdo de 3 diferentes compdsitos de hidroxiapatita: 20, 50
e 70 % m/v, e os compositos resultantes foram denominados
CS-HA20%, CS-HA50%, CS-HA70%, respectivamente.

Tabela 1. Volumes empregados das solugdes de

quitosana
Conteudo de Vol. CS Vol. Ca Vol.
HA (2% m/v) (C2H3COO)2 NaH2P04
(% m/m) (25% m/v) (25% m/v)
20 100 ml 3,0 ml 2,3 ml
50 100 ml 12,0 ml 9,0 ml
70 100 ml 28,0 ml 21,3 ml

Em seguida foram formadas as esferas de CS-HA
segundo o seguinte procedimento:

e asolugdo de CS resultante contendo o precipitado de
CaHPO, foi gotejada através de uma agulha hipodérmica (21-
G) numa solugdo contendo 200 ml de tripolifosfato de sédio
(NasP30y,), TPP, (5%m/v) com pH 8-9 (ajustado com
solugdo de NaOH 5% m/v). O fluxo do gotejamento foi
controlado para 1 mL/min com auxilio da bomba de infusdo.

e as esferas formadas foram mantidas na solugdo de
TPP (5% m/v) por mais 72 horas a temperatura ambiente sob
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agitacdo constante, para completar a reticulagdo da quitosana
e converter o CaHPO, em HA segundo a equacdo 2 [15].
Eq 2:

9CaHPO, -2H,0 ,, +6NaOH —
Ca,HPO, (PO,),0H + 3Na:HPO, + 23H,0

As esferas obtidas foram separadas por filtragao e lavadas
com uma solug@o de PBS (pH 7,4) para ser retirado o excesso
de TPP e NaOH e seguidamente liofilizadas.

2.2.2 Caracterizagdes

Para a avaliagdo da morfologia das esferas foi realizado
um ensaio de Microscopia Otica (MO) em um Microscopio
Optico Hirox de reflexdo e transmissio com acessorios 2D e
variagdo de 20x-100x, acoplado a um estagdo de Analise de
Imagens. A identificac@o da fase e cristalinidade dos materiais
obtidos em po foi verificada por um DRX em difratbmetro
XRD-7000 Shimadzu (CERTBIO/UFCQG), utilizando radiagdo
Ka do cobre (1,5418 A), com varredura angular de
2°<26<60°, tensdo 40 kV e corrente 30mA. As curvas TG
foram obtidas por meio de uma termobalanga Perkin Elmer®,
modelo Pyris 1 TGA (CERTBIO/UFCG), em atmosfera de ar
sintético, com fluxo de 20 mL/min”', com uma faixa de
temperatura de 25 a 900°C sob a razdo de aquecimento de
10°C/min-1. Foram utilizadas amostras com massa de 5,00
+0,05 mg, acondicionadas em cadinho de alumina. A
morfologia das esferas e a analise quantitativa da composi¢do
quimica da amostra foram analisadas a partir do equipamento
MEV, PRO X Phenon, com aumento de até 40000 x,
profundidade de foco de 1 mm, resolugdo de 30 nm, e tensdo
de 15 kV, baixo vacuo e pressdo variada (1 a 270Pa). As
imagens foram realizadas utilizando aumentos de 150x, 250x
e 420x.

3. Resultados e Discussao
3.1 Microscopia Otica

A morfologia das esferas CS-HA, apresentadas na Figura
1, 2 e 3 foi observada no microscopio otico. Todas as esferas
apresentam superficie rugosa, e esta rugosidade diminui
conforme ocorre o aumento de percentual de HA, isto pode
ser observado nas Figuras 1 (b), 2 (b) e 3 (b). As composigdes
CS-HA20% e CS-HAS50% apresentam particulas com forma
esférica e superficie rugosa, com didmetro médio de 1,9 mm e
2,2 mm, respectivamente. Ja as particulas de CS-HA70%
apresentaram formas mais irregulares e superficie mais lisa,
com diametro médio de 2,3 mm, quando comparadas com as
outras composi¢des. Esse aumento médio de didmetro se da
devido ao processo de liofilizagdo, onde a agua presente na
quitosana ¢é evaporada, logo, quanto menor o teor de quitosana
na esfera, menos agua sera liberada, menos contragdo ocorrera
e maior serd o tamanho da particula.

(b)

Figura 1. MO das esferas CS-HA 20%

(b)

Figura 2. MO das esferas de CS-HA 50%
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3.2 Difracédo de Raio X

Nos difratogramas de raios X das esferas de CS-HA com
CS-HA20% e CS-HAS50% s6 foi possivel identificar picos de
difracdo caracteristicos da quitosana, ja na composi¢do CS-
HA70% foram observados picos correspondentes a outras
fases cristalinas além daqueles da CS. Na Figura 4 sdo
mostrados os difratogramas correspondentes as esferas de CS-
HA20% e CS-HA70%. O parametro principal que determina
as propriedades da quitosana, além da massa molecular e grau
de desacetilagdo é a cristalinidade do polimero [16]. De
acordo com [17] a quitosana pode apresentar trés morfismos
diferentes: ndo-cristalina, cristalina hidratada e cristalina
anidra, que podem ser identificados por difragdo de raios X. A
forma hidratada de quitosana revela um pico agudo no angulo
20 =10,4° e um pico fraco em 20 = 20-22°. A forma anidro, ¢
caracterizada por um pico principal agudo em 20 = 15° ¢ um
adicional no angulo 26 = 20°e, a forma amorfa possui apenas
um pico agudo em 20 = 20°. [17]

(b)

Figura 3: das esferas de CS-HA 70%

No difratograma para a composi¢cdo CS-HA20%, pode-se
observar uma banda larga e assimétrica, com picos
sobrepostos em 20 = 20.321°,21.307° 23.920° que
corresponde aos principais picos de difragdo da CS como
relatado na JCPDS arquivo N°. 039-1894. A sobreposic¢do dos
picos caracteristicos que se fundem em uma banda larga é
caracteristica da baixa cristalinidade da CS.

Para a composicdo CS-HA70%, observaram-se picos
caracteristicos da monetita (DCP) CaHPO, em 260 =26.426,
26.586 ¢ 30.188 (JCPDS 09-0080) entre outros, ¢ do fosfato
octacalcico (OCP) CagH2(PO4)s*5H,0, conforme JCPDS 026-
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1056, 26 = 26.002, 31.554, 31.703, entre outros. A auséncia
dos picos de difragio da HA evidenciou que a hidrolise do
CaHPO,.2H,0 segundo a Eq. 2 ndo ocorreu, ao menos em
grau apreciavel. Por outro lado, a presenga da fase de OCP
indica que a transformagdo que aconteceu foi a indicada pela
Eq. 3.

Eq.3:

8CaHPO,.2H,0,, +2NaOH,,, —

Ca,H, (PO, ),.5H,0 + 2NaH,PO, +13H,0

——CS-HA20%

1400 - ——CS-HA70%

1200

10004

800

600

INTENSIDADE

400

200

10 20 30 40 50 60 70
2 THETA

Figura 4. Difratograma de Raio X das Esferas de
Quitosana/Hidroxiapatita, CS-HA (20,70%)

Resultados semelhantes ja foram descritos para a
hidrélise de monolitos de CaHPO,.,H,O [18], quando o pH do
meio de hidrolise foi baixo demais para conseguir a
transformagdo em HA segundo a Eq. 2. Além disso, a
transformag¢do do DCPD segundo a Eq. 3 nao foi total. Parte
dele foi desidratado originando CaHPO,.

3.3 Andlise Termogravimétrica

A Figura 5 (a) ilustra os resultados TG para a quitosana
pura CS- pura e as esferas de CS-HA de composigdes: CS-
HA20%, CS-HA50%, CS-HA70%. Para melhor visualizagdo
dos eventos térmicos, foi analisada também a curva derivada
termogravimétrica DTG (b).

A partir da andlise dos termogramas, observa-se que a
primeira etapa de perda de massa que ocorreu entre 70° e
90°C nas amostras ¢ caracteristica a perda de agua e também
de matéria volatil, pois a quitosana apresenta ao longo de sua
cadeia grupos amino (-NH2) na posi¢do C-2, grupos hidroxila
primarios (-OH) na posicdo C-3 e grupos hidroxila
secundarios na posi¢do C-6. Esses grupos permitem liga¢des
secundarias com a agua através de liga¢des de hidrogénio, o
que torna esse polissacarideo fortemente hidrofilico [19].
Subsequente, o segundo intervalo de perda que ocorre entre
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260° e 320°C ¢ caracterizado por um processo complexo em
que ocorre a desidratag@o dos anéis sacarideos, decomposicdo
e despolimerizacdo das unidades acetiladas e desacetiladas da
quitosana. Ja a terceira perda esta relacionada decomposi¢do
térmica da quitosana. [20,21].

As decomposicdes térmicas dos compdsitos das esferas
estdo evidenciadas na Tabela 2

A partir dos termogramas obtidos, Figura 5, foi
observado que através da variacdo da composicao das
amostras, as curvas térmicas diferenciais termogravimétricas,
foram deslocadas a diferentes temperaturas, de modo que
tanto as curvas de decomposi¢do maxima de temperatura
como a DTG mostraram temperaturas diferentes para cada
perda (Tabela 2) o que ¢ indicativo da existéncia de integragao
entre a quitosana e a fase inorganica presente do composito,
gerando assim uma ordenagdo na cadeia polimérica e
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CS -HA 50%

—— CS -HA 70%
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estabilizacdo do composto. Estes fatores podem explicar por
que, na Tabela 2, pode-se observar que a medida que o
contetido de quitosana aumentou os compdsitos tornaram-se
mais estavel termicamente e a decomposi¢do de quitosana foi
deslocada para temperaturas mais elevadas. Observa-se
também que, ndo houve perda de massa ap6s 620°C,
indicando, assim, que todas as macromoléculas organicas
foram decompostas abaixo desta temperatura [22].

Subseqiientemente  observa-se que ndo  houve
proporcionalidade dos residuos (componente inorganicos do
composto) dos compostos CS-HAS50% e CS-HA70%, com o
aumento do contetdo de HA (Tabela 2), esperava-se que estes
residuos fossem de 50 e 70% respectivamente. Para o
composito CS-HA20% o residuo obtido condiz com a
porcentagem de HA incorporada.

—— CS Pura

—— CS -HA 20%
CS -HA 50%

—— CS -HA 70%

100
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(b)

Figura 5. Curvas TG (a) para CS Pura, CS-HA 20%, CS-HA 50%, CS-HA 70%, (b) DTG

Tabela 2. Eventos térmicos para as esferas de quitosana pura e quisotana/hidroxiapatita (CS-HA20%. CS-HA50%, CS-

HA70%)
Amostras Etapas de Decomposicao
1* Etapa 2% Etapa 3% Etapa 3% Etapa Residuos
Perda (%) T(°C) Perda (%) Perda (%) Perda (%) Perda (%)

CS 7,0 75 31,2 e e e e
CS-HA20% 11,0 74 40,0 28,0 28,0 605 28,0
CS-HA50% 12,0 90 33,2 21,0 21,0 590 21,0
CS-HA70% 17,5 85 15,0 23,0 23,0 345 23,0

3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia de raios X por Energia Dispersiva (EDS)

As micrografias MEV dé 4rea central das esferas CS-HA
com aumento de 250X e 420X estdo apresentados nas Figuras
4 (a) e (b), Figuras 5 (a) e (b), Figuras 6(a) e (b) para as
respectivas concentragdes: CS-HA20%, CS-HAS50% e CS-
HA70%.

As micrografias revelam uma arquitetura rugosa a medida
que se tem o aumento da concentragdo de hidroxiapatita no
composito de 20% para 50%, Figuras 4 e 5 (b), ja para as

esferas de composicdo CS-HA70%, Figura 6 (b), observa-se
um comportamento denso com superficie irregular. Este
comportamento ¢ tipico de compostos cerdmicos e ¢
consequéncia da etapa de congelamento, onde os cristais de
gelo crescem e solidificam na dire¢do do gradiente de
temperatura, isto é, das extremidades para o centro [23].

A morfologia da regido central e analise quimica foram
analisadas das esferas foram analisadas por MEV acoplado
com EDS e estdo apresentados na Figura 7 (a) para CS-
HA20%, (b) para CS-HA50% e (c) para CS-HA70%.
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ta) {2}

Figura 4. MEV das esferas CS-HA20%, (a) 250X (b) 420X

{a) o)

Figura 5. MEV das esferas CS-HA50%, (a) 250X (b) 420X

{a) b}

Figura 6. MEV das esferas CS-HA70%, (a) 250X (b) 420X

A partir dos resultados da espectroscopia dispersiva de
raios X apresentados na Figura 7 (a), (b) e (c) foi obervada a
presenca dos elementos, Ca, P, N, proprios dos fosfatos de
célcio, além, do elemento Na que ¢é caracteristico da
reticulagdo com TPP e ajuste de pH com o NaOH. Os pontos
opacos evidenciam a formagdo de um fosfato nas esferas de
quitosana, como pode se observar a partir da composi¢do
ressalta na regido 1 e, com boa dispersdo entre a fase CS- HA,
Figura 7 (b).
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Figura 7: MEV- EDS (a) para CS-HA20%, (b) para CS-
HA50% e (c) para CS-HA70%.

4. Conclusoes

Considerando os objetivos estabelecidos deste trabalho:
Obtengdo de esferas de composito quitosana-hidroxiapatita
por meio gelificagdo ionotrépica e geragdo in situ de
hidroxiapatita e otimiza¢do da propor¢do de hidroxiapatita nas
esferas. Pode-se concluir que:

. a metodologia aplicada foi eficaz na produgdo de
esferas;
. consegui-se gerar uma fase inorganica, precursora da

HA;
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. para completa transformacdo da fase inorganica em
HA, faz-se necessario, variar alguns pardmetros: aumento do
tempo de reticulacdo, variagdo no pH e otimizagdo do
contetido de fosfato durante a hidrosile.
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