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RESUMO

Biomateriais sdo substancias de origem natural ou sintética capazes de interagir
com o sistema biologico. A eficiéncia desses biomateriais depende de suas
propriedades fisico-quimicas, morfolégicas, mecéanicas e da capacidade de adesao
com as células do tecido que visa a cicatrizagdo. Estes biomateriais podem ser
incorporados a bioceramicos como a HAp, favorecendo a neoformagdo Ossea, e
ainda a compostos naturais como a bixina um carotenoide encontrado no pericarpo
das sementes de urucum. Objetivou-se preparar e caracterizar membrana de
PHB/Bixina/HAp, para possiveis aplicagdes na reparacao ossea. As membranas de
PHB/Bixina/HAp foram sintetizadas pelo método de evaporagdo de solvente
(solution casting) e caracterizadas quanto a morfologia, caracteristicas fisico-
quimicas e propriedades biolégicas. Foram obtidas membranas de PHB, Bixina e
HAp com caracteristicas homogénea, ndo porosa e estruturas semicristalinas com a
morfologia revelando superficies irregulares, com presenga de aglomerados,
caracteristica favoraveis para a aplicagado como biomaterial por favorecer o processo
de adesdo e proliferagdo celular. A analise quimica mostrou que a membrana
P50/B30/H20 apresentou melhor propor¢édo Ca/P (1,40) e que a membrana
P70/B15/H15 apresentou menor indice de cristalinidade, em comparacao as demais
proporgdes, o que sugere melhor interagdo com a matriz. As propriedades biologicas
indicam que as proporcdes P70/B15/H15 e P60/B20/H20 sao mais adequadas para
aplicagdes que requeiram estabilidade do biomaterial enquanto a proporgao
P50/B20/H30 apresentaram melhores aplicagbes como possivel dispensador de
farmacos visto a degradacdo quando em contato com fluidos fisiologicos. Foi
observado que as membranas apresentaram comportamento bacteriostatico o que
dificulta a formagao de microrganismos. O teste de toxicidade com Artemia salina
nao é indicado para esse biomaterial pela necessidade de exposi¢cao das lavas e do
extrato a luz e consequente degradagao do material.

Palavras-chave: Membranas. Controle Microbiolégico. Bixina. Hidroxiapatita.
Reparacgao Ossea.



ABSTRACT

Biomaterials are substances of natural or synthetic origin capable of interacting with
the biological system. The efficiency of these biomaterials depends on their physical-
chemical, morphological, and mechanical properties and the ability of adhesion with
tissue cells for healing. These biomaterials can be incorporated into bioceramics
such as HAp, favoring bone neoformation, and also to natural compounds such as
bixin, a carotenoid found in the pericarp of urucum seeds. The objective was to
prepare and characterize PHB / Bixin / HAp membrane for possible applications in
bone repair. The PHB / Bixin / HAp membranes were synthesized by the solvent
casting method and characterized as morphology, physicochemical characteristics
and biological properties. PHB, Bixin and HAp membranes were obtained with
homogeneous, nonporous and semicrystalline structures with morphology revealing
irregular surfaces, with the presence of clusters, favorable characteristics for the
application as biomaterial to favor the process of cell adhesion and proliferation. The
chemical analysis showed that the P50 / B30 / H20 membrane presented a better Ca
/ P ratio (1.40) and that the P70 / B15 / H15 membrane had a lower crystallinity
index, compared to the other proportions, suggesting a better interaction with the
matrix. Biological properties indicate that the proportions P70 / B15 / H15 and P60 /
B20 / H20 are more suitable for applications requiring biomaterial stability while the
P50 / B20 / H30 ratio presented better applications as a possible drug dispenser
since degradation when in contact with physiological fluids. It was observed that the
membranes presented bacteriostatic behavior which hinders the formation of
microorganisms. The toxicity test with Artemia salina is not indicated for this
biomaterial due to the need to expose the lavas and extract to light and consequent
degradation of the material.

Keywords: Membranes. Microbiological control. Bixina. Hydroxyapatite. Bone
Repair.
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1 INTRODUGAO

Biomateriais sdo substancias de origem natural ou sintética destinados a
interagir com o sistema biologico. Esses materiais tém aplicagdes na area médica,
odontoldgica, engenharia de tecidos e farmacos, devido a biocompatibilidade e a
capacidade de dissolugao no interior do organismo. As propriedades fisico-quimicas,
morfolégicas, quimicas e mecanicas interferem na capacidade de interagdo do
biomaterial com um tecido de origem bioldgica. Estas propriedades podem melhorar
0 processo de regeneragdo (SILVA et al., 2005a; DALAPICULA; CONZ, 2008;
GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Quando aplicados no tecido 6sseo, os biomateriais podem atuar na
substituicdo e/ou estimulacdo de tecidos que perderam fungdes devido a perda da
continuidade &ssea, proporcionando a condugdo de osteoblastos ou de células
precursoras de osteoclastos para local da lesdao e de fatores regulatérios que
promovam o recrutamento destas células para o osso. Estes fatores regulatérios
estdo presentes em tecidos hematopoiéticos, como na medula 6ssea. Além disso,
precisam proporcionar uma estrutura adequada, que servira de suporte para a
neoformacado o6ssea (AMADEI et al., 2006; GUASTALDI; APARECIDA, 2010;
SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013; MATURANA et al., 2014).

Os implantes biodegradaveis sdo uma ferramenta capaz de participar do
processo dinamico de cicatrizacdo dssea, contribuindo na diminuicdo do peso do
material suporte, degradagcao do material apés um determinado periodo e dispensa
de cirurgias secundarias para sua remogdo (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

Neste trabalho, utilizou-se como biomaterial o polihidroxibutirato (PHB), um
polimero natural com caracteristica de termoplastico biodegradavel, produzido por
bactérias a partir de fontes de carbono renovaveis, como a cana-de-agucar. Este
polimero tem sido usado no processamento de fios de sutura, proteses dsseas e
capsulas que liberam farmacos gradualmente na corrente sanguinea, por ser
biocompativel e facilmente absorvido pelo sistema biolégico. Além disso, esse
polimero apresenta propriedades importantes como a cicatrizagao tecidual e
reparagao ossea (AVELLA; MARTUSCELLI; RAIMO, 2000; BOHMERT et al., 2002).

O PHB, pode ainda, ser utilizado para a produgao de membranas biologicas
(REIS et al., 2012; SAKAMOTO, 2013) associado a HAp (ESPOSITO et al., 2010) e

outros materiais naturais como a bixina (ALMEIDA et al., 2016).
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A bixina um carotenoide encontrado no pericarpo das sementes de urucum.
(COSTA; CHAVES, 2005) apresentando acédo antioxidante, antimicrobiana,
antitumoral e capacidade de reagir contra radicais livres. (YUSA-MARCO et al.,
2008; ZHANG; ZHONG, 2013; MUTHUKUMAR et al., 2014; SANTOS et al., 2014).
Ja a HAp, um bioceramico de fosfato de caélcio, constituinte mineral natural
encontrado no osso, aproximadamente 30 a 70% da massa dos o0ssos e dentes e,
pode ser aderida ao tecido 6sseo como uma estrutura para neoformacao dOssea
sendo utilizada como enxertos sintéticos em grandes defeitos 6sseos (CONZ;
GRANJEIRO; SOARES, 2005; CHANDRASHEKAR; SAXENA, 2009; COSTA et al.,
2009).

1.1 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas houve um crescimento significativo no uso dos
biomateriais, gracas as evolugbes nas areas da Engenharia e da Saude. Este
avanco surge devido aumento de lesbes graves causadas por acidentes, aumento
da expectativa de vida e consequentemente doencas relacionadas a velhice que
requerem utilizacdo de biomateriais visando a cura e regeneracdo dos tecidos
bioldgicos, além da produgao de tecidos artificiais com alta
biocompatibilidade (CORRER-SOBRINHO, 2000).

Para que novos biomateriais possam ser aplicados com sucesso, ha a
necessidade de estudos das suas propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e
mecanicas, assim como da sua resposta ao interagir com os tecidos
bioldgicos colaborando de forma efetiva para regeneragao do tecido lesionado com
altos indices de biocompatibilidade.

Atrelado a isso, os implantes biodegradaveis se apresentam como uma
ferramenta capaz de participar do processo dinamico de cicatrizagao O&ssea,
contribuindo na diminuindo o peso do material suporte, degradagdo do material apds
um determinado periodo e dispensa de cirurgias secundarias para sua
remocdo (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

Portanto, a importancia deste trabalho esta na obtencéo e investigagédo das
propriedades de um  biomaterial composto de PHB/Bixina/HAp, para  possivel
uso na reparagao do tecido Osseo. e assim proporcionar um suporte para
neoformacado Ossea e subsidios para que seu uso possibilite menor tempo de

recuperacao do tecido lesionado. Com base nisso, esse estudo possui carater
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inédito e pode contribuir de forma satisfatoria para o conhecimento técnico-cientifico,
além de fortalecer futuras pesquisas longitudinais no campo dos biomateriais

atrelados a reparagao ossea.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
e Preparar e caracterizar membrana de PHB/Bixina/HAp, para aplicagdes na

reparagao ossea.

2.2 ESPECIFICOS
e Caracterizar as propriedades morfologicas, fisico-quimicas e mecanicas da
membrana de PHB/Bixina/HAp;
e Avaliar o crescimento microbiolégico na membrana de PHB/Bixina/HAp;
e Estudar a toxicidade aguda da membrana de PHB/Bixina/HAp utilizando o

teste de letalidade para larvas de Artemia salina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOMATERIAIS

Os biomateriais compreendem uma gama de produtos utilizados na area da
saude sendo definidos como qualquer substancia ou combinagao de substancias de
fontes naturais ou sintéticas, que podem substituir ou reparar tecidos sendo capazes
de interagir com os sistemas bioldogicos como os dispositivos biomédicos, os
curativos, os materiais implantaveis, os érgéos artificiais e os dispositivos para a
liberacdo de medicamentos (WRIGHT, 1989; OLIVEIRA et al., 2010; PIRES et al.,
2015).

Esses materiais diferem-se por apresentarem propriedades mecanicas,
fisico-quimicas e bioldgicas viaveis a sua utilizagdo nos sistemas bioldgicos. Para a
escolha de um biomaterial devem-se levar em conta algumas propriedades como
biocompatibilidade (compatibilidade do material com organismo), biodegradabilidade
(fendbmeno em que o material é degradado ou solubilizado em fluidos tissulares,
desaparecendo do sitio de implantagdo), bem como a velocidade de degradacéo do
material (TABATA, 2009; OLIVEIRA et al., 2010; RODRIGUES, 2013a).

Quando em meios bioldgicos precisam evitar a formagao de trombos como
resultado do contato entre o sangue e o biomaterial, ndo induzir resposta
imunoldgica adversa, possuir carater atéxico, nao carcinogénico e nao perturbar o
fluxo sanguineo, e ainda ndo produzir resposta inflamatéria aguda ou crénica que

impeca a diferenciagao prépria dos tecidos adjacentes (CARVALHO et al., 2010).

3.2 POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB)

O PHB é um homopolimero composto por unidades monoméricas de quatro
atomos de carbono, originado de fontes naturais e sintetizado por uma grande
variedade de microrganismos como as Alcaligenes eutrophus, Azotobactervinelandii,
Escherichia coli, Pseudomonasputida, Ralstoniaeutropha. Esse polimero pertence a
familia dos Polihidroxialcanoatos (PHA) (SILVA et al., 2007).

Este polimero comporta-se como um termoplastico totalmente biodegradavel
que ao interagir com sistemas biolégicos ndo gera respostas inflamatoérias severas,
sendo biocompativel com uma grande variedade de células animais. Contudo,
poliésteres alifaticos, como o PHB, apresentam fracas interagdes célula-matriz,

apesar de sua biocompatibilidade degradando-se in vivo ao acido 3-hidroxibutirico,
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um metabolito comum em todos os seres vivos (HASIRCI et al., 2003; KUNZE et al.,
2006; COUTINHO et al., 2007; GREDES et al., 2015).

Por estas propriedades, o PHB tem sido estudado em diversos dispositivos
biomédicos como implantes, membranas, placas, granulos e materiais para
engenharia de tecidos, para o desenvolvimento ativo de novas formas
farmacolégicas por meio do encapsulamento de farmacos (BONARTSEV et al.,
2006).

Esposito et al. (2010) estudaram a influéncia de blendas de poli (p-
dioxanona (PPD)/ Polihidroxibutirato (PHB) na adesao celular e crescimento de
fibrocondrdcitos isolados de meniscos de joelhos de coelhos albinos, observando
que os fibrocondrécitos podem responder a alteragdes no substrato, modificando o
perfil fenotipico, além de, ndo apresentarem citotoxicidade e permitirem a adeséo e
proliferacdo dos fibrocondrocitos.

Gredes et al. (2015) investigaram a reparagédo 6ssea apos o preenchimento
de defeitos 6sseos, induzidos em cranios artificiais, com remendos de PHB néo
modificados, a fim de determinar a medida que esses remendos s&o capazes de
afetar a regeneragdo Ossea, observando que apds oito semanas de insergao a
regeneracgao 6ssea foi incrementada em 50% dos animais tratados, enquanto que
todas as cavidades tratadas com PHB mostraram formacédo éssea e incorporagao
dos remendos no osso 12 semanas apOs a cirurgia, além de apresentar
angiogénese, biocompatibilidade e um carater osteocondutivo.

Sousa et al. (2016) estudou os efeitos genotdxicos de membranas de PHB /
norbixina / etilenoglicol por meio do teste do micronucleo e ensaio cometa em 15
animais da raga Rattusnorvegicus demonstrando que o biomaterial ndo apresenta

efeitos genotdxicos.

3.3 URUCUM (BixaOrellanal.)

A planta urucum, BixaorellanalL, pertence a familia das Bixaceas de seu fruto
€ extraido um corante natural mais utilizado no mundo. Desse material pode-se
obter extratos hidrossoluveis ou lipossoluveis, por essa razao, o urucum € um dos
principais produtos naturais para alimentos, além de aplicagbes farmacolodgicas,
cosméticas e tecnoldgicas (SCOTTER, 1995; OZAKI; DUARTE, 2006; PARIMALAN
et al., 2007; ZARRINGHALAMI; SAHARI; HAMIDI-ESFEHANI, 2009)
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As sementes podem ser numerosas por fruto apresentando aspectos
angulares, com 3 a 4 mm de comprimento, cobertos com uma substancia resinosa
de coloragao vermelho alaranjada, a qual torna-se seca, dura e de coloragc&o escura
com o amadurecimento (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.) (GARCIA et
al., 2012).

Figura 2.1-Fotos de urucum (BixaOrellana L): A) arvore com cachos (frutos maduros); B)

fruto aberto com sementes exposta.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.1 Bixina

A bixina (metil hidrogénio 9'- cis - 6,6’- diapocaroteno - 6,6’- dioato), um
carotenoide com configuragao cis,1,8 (RIOS; MERCADANTE, 2004) encontrada no
pericarpo das sementes de urucum. Possui uma cadeia isoprénica de 24 carbonos,
contendo um acido carboxilico e um éster metilico nas extremidades (Erro! Fonte
de referéncia ndo encontrada.) (COSTA; CHAVES, 2005).

Figura 2.2 — Férmula estrutural da Bixina evidenciando um &acido carboxilico e um éster

metilico nas extremidades

Ester
metilico
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Fonte: Adaptado de Rodrigues (2013c)

A conformacdo estrutural da bixina confere caracteristicas lipossoluveis,
devido a presenca do éster metilico na molécula (LIMA et al., 2001). A bixina
apresenta tonalidade variando entre o amarelo e o vermelho. A vantagem desse
pigmento em relagdo aos corantes sintéticos do tipo azo (grupo funcional ) utilizados
na industria alimenticia é a sua estabilidade em alimentos processados na presenca
de agentes redutores (dioxido de enxofre, acidos ascérbicos, citricos e alguns
flavorizantes) e oxidantes (cloro e hipoclorito) (COSTA; CHAVES, 2005). Os
carotenoides originados do urucum podem sofrer degradagdo quando expostos a
luz, submetidos a elevadas temperaturas ou na presenca de diéxido de enxofre
(SATYANARAYANA; PRABHAKARA RAO; RAO, 2003).

Quanto a solubilidade, a bixina é soluvel em solventes organicos (RIOS;
MERCADANTE, 2004) e apresenta solubilidade relativamente baixa em etanol
anidro em comparagao com outros solventes organicos (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.) (LOSS et al., 2016).

Tabela 2.1-Valores de solubilidade da bixina em diferentes solventes a 25°C

Solvente Solubilidade (mg mL"")
Cloroférmio 3,75
Acetona 1,50
Diclorometano 1,10
Acetato de etila 0,89
Eter etilico 0,37
Etanol anidro 0,18

*

n-hexano

*

Eter de petréleo
Fonte: Adaptado de Suo et al. (2005); Silva(2014); Loss et al. (2016)
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Com relacao a suas propriedades fisicas apresenta ponto de fusao 198°C;
maxima absorbancia em cloroféormio 503nm, 469,5nm, 439nm. O extrato possui boa
estabilidade em relacdo & oxidacdo, variagdo de pH e ataque microbiolégico. E
moderadamente estavel em relagdo a luz. A bixina € muito estavel a temperaturas
abaixo de 100°C, moderadamente estavel entre 100-125°C e instavel acima de
125°C (SILVA, 2014). Contudo, em temperaturas elevadas (> 120°C), as reacbes de
degradagdo levam a formagdo de varios produtos, incluindo um composto de
carbono-17 conhecido como pigmento amarelo.

Existem alguns relatos a respeito da atividade biolégica da bixina
apresentando agao antioxidante, antimicrobiana e antitumoral. Outra caracteristica
desse composto ativo é a capacidade de reagir contra radicais livres (YUSA-MARCO
et al., 2008; ZHANG; ZHONG, 2013; MUTHUKUMAR et al., 2014; SANTOS et al.,
2014). Na literatura, estao relatados diversos estudos sobre os efeitos genotdxicos,
teratogénicos ou mutagénicos desses materiais, que objetivam avaliar as
propriedades de interagcbes com meio biolégico em animais.

Dunham e Allard(1960) observaram principios farmacologicamente ativos nas
raizes de Bixaorellana. O extrato aquoso apresentou efeito na atividade motora
espontanea em camundongos e inibiu o volume da secregcdo gastrica, sem
influenciar a produgcdo de acidos. Parece possuir também propriedades
antiespasmadicas e hipotensivas.

Lima, Oliveira e Nagem (2003) avaliaram a agao terapéutica da quercetina,
bixina e norbixina em coelhos hiperlipidémicos mostraram que os teores de
colesterol foram menores para os animais tratados com bixina.

Rodrigues (2003) relaciona efeitos antioxidantes dos carotenoides ricos em
duplas ligagbes conjugadas, como a bixina. Kohlmeier e Hastings(1995) relataram
que varios estudos epidemiolégicos evidenciaram que a ingestao de [-caroteno
promove um efeito preventivo na incidéncia da doenga cardiovascular.

Pinzon-Garcia et al. (2016) em estudo realizado demonstrou uma eficiente
cicatrizagdo de feridas cutdneas utilizando nanofibras de policaprolactona (PCL)
carregadas com Bixina em camundongos diabéticos onde os ensaios de proliferagéo
celular e o estudo in vivo indicam que o biomaterial carregado com bixina diminui o
tempo de fechamento da ferida em comparagdo com as nanofibras de PCL virgens.

Pinzéon-Garcia et al. (2018) investigaram os efeitos da administracdo oral de

Bixina e Bixina com B-ciclodextrina em camundongos obesos observando melhoras
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nos parametros metabdlicos avaliados evidenciando, assim, os efeitos
hipoglicémicos, hipolipemiantes e hepatoprotetores do composto de bixina.

Xue et al. (2018) e Zhang et al. (2018) demonstraram que a administracao de
bixina apresenta efeitos na diminuigdo da inflamagdo na lesdo pulmonar aguda
induzida por ventilagdo, bem como nos danos causados na pele pela exposigao aos

raios UV.

3.4 HIDROXIAPATITA (HAp)

A HAp é um dos tipos de fosfatos de calcio. Estes sdo compostos ceramicos
formados por diferentes razdes Ca/P (Tabela 3.2), sendo bastante utilizados como
biomateriais para aplicagdes de reposicéo e regeneragdo do tecido 6sseo, devido
excelente biocompatibilidade, bioatividade, osteocondugdo e nao produzirem
reagdes toxicas e alérgicas (DALAPICULA; CONZ, 2008; GOMES et al., 2012;
OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012; COSTA et al., 2015).

Tabela 2.2 - Fosfatos de calcio, formulas quimicas e razées Ca/P

Fosfato de calcio Foérmula quimica CalP
Fosfato tetracalcio (TeCP) Ca,(PO,), 2,0
Hidroxiapatita (HAp) Cayo(PO,),(OH), 1,67
Fosfato de calcio amorfo (ACP) Caz(PO,),.nH,0 1,5
Fosfato tricalcio (a, a’, B, y) (TCP) Cas(PO,), 1,5
Fosfato octacalcico (OCP) CagH,(PO,),. 5H,0 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de célcio di-hidratado (DCPC) CaH,P0O,.5H,0 1,0
Mono-hidrogénio fosfato de calcio (DCP) CaHPO, 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) Ca,P,0, 1,0
Pirofosfato de calcio di-hidratado (CPPD) Ca,P,0,.2H,0 1,0
Fosfato heptacalcario (HCP) Ca;(Ps046), 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracélcico (TDHP) Ca,H,Pz0,, 0,67
Fosfato monocalcicomono-hidratado (MCPM) Ca(H,P0,),Hy, 0,5
Metafosfatos de caélcio (a, B, y) (CMP) Ca(P0s), 0,5

Fonte: Adaptada de Costa et al.(2009); Guastaldi; Aparecida (2010); Gomes et al. (2012)

A HAp esta presente em ossos e dentes de todos os vertebrados,
representando 5% do peso total de um individuo adulto. Apresenta grande afinidade
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por proteinas devido a capacidade de adsorcdo de proteinas em sua superficie.
Matrizes sintéticas HAp vém sendo estudadas devido sua potencialidade para
aplicagées como biomaterial para implantes (LINDEN et al., 1996; PURICELLI, 2002;
PINHEIRO et al., 2008; ALMEIDA et al., 2011), sistemas para liberagdo de drogas
(SCOTCHFORD et al., 1998), fontes radioativas para braquiterapia e engenharia de
tecidos (NATH et al., 1997; LACERDA; LAMEIRAS; SILVA, 2006), suporte para agao
prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores ésseos (COSTA
et al., 2009) e adicionada creme dental como método adicional a escovagéo diaria
em casos de lesées iniciais de cérie radicular (GIACOMO et al., 2014).

Na sua estrutura quimica, a HAp, € constituida de trés elementos, calcio (Ca),
fosforo (P) e oxigénio (O) (CAVALCANTE; LAGE; FABRIS, 2008) que se encontra
organizada em uma estrutura cristalina hexagonal (a1=a2=a3#c e a=B=90° e y
=120°) (TERRA et al., 2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010), com uma célula
unitaria formada por 10 ions de calcio (Figura 3.3) (TERRA et al., 2009).

Figura 2.3- Estrutura cristalina da HAp

Fonte: Adaptado de Lacerda; Lameiras; Silva (2009).

A estrutura cristalina da HAp permite substituicdes catidnicas e anibnicas, o
que possibilita incorporar metade dos elementos da tabela periddica em sua
estrutura, onde os lons Ca?* podem ser substituidos por um grande numero de

cations metalicos mono (especialmente Na*), divalentes e ions trivalentes de



22

elementos terra rara (metais de transicdo denominados lantanideo) (REY et al.,
2007; GUASTALDI; APARECIDA, 2010). No entanto, tais possibilidades parecem ter
uma influéncia menor sobre as apatitas depositadas nos tecido biologico devido as
baixas quantidades desses ions ativadores (REY et al., 2007).

Todas as substituicbes podem ocasionar uma desorganizagao estrutural da
HAp, ocasionando alteracbes em suas propriedades fisico-quimicas e inibindo suas
funcbes normais. Essas variagdes podem ocorrer na cristalinidade, parametros de
rede, dimensdes do cristal, textura superficial, estabilidade do material e sua
solubilidade (fatores que alteram a degradagdo e o comportamento in vivo ).
Contudo, nos organismos vivos, as substituicbes catidnicas e anidnicas fazem com
que a HAp atue como reserva de Ca e P em sistema regulador de diferentes ions
nos liquidos corporais, por meio de sua liberagdo ou armazenamento, isto
demonstra aumentar a sobreposi¢do de osso em implantes ortopédicos (REY et al.,
2007; TERRA et al., 2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Em implantes, a HAp comeca a ser reabsorvida gradualmente apos 4 a 5
anos (KAWACHI et al., 2000; RODRIGUES, 2013a), facilita a adaptagéo ao contorno
dos defeitos 6sseos, € quimicamente estavel, ndo tem restricdo quanto a quantidade
a ser utilizada e ndo esta sujeita a rejeicdo imunoldgica (OKAZAKI et al., 2000;
PINHEIRO et al., 2008).

Apesar das relevantes respostas bioldgicas proporcionadas pela HAp suas
propriedades mecanicas inerentes determinam e limitam as suas aplicacbes. Na
tabela 3.3, observa-se uma comparacao entre as propriedades mecanicas da HAp
sintetizada (> 99,2%) e o tecido dsseo.

Tabela 2.3 - Propriedades mecanicas da HAp sintetizada e tecido 6sseo

HAp
Propriedade cgrstis:al es:::jzso Sintetizada
(>99,2%)
Densidade (g/cm?3) 1,6-2,1 - 3,16
Dureza de Vickers (HV) - - 600
Resisténcia & compressao (Mpa) 100-230 2—12 500-1.000
Resisténcia a flexao (Mpa) 50-150 - 115-200
Modulo de Young (GPa) 7-30 0,05-0,5 80-110
Tenacidade a fratura  KIC
(MPa.m3) 2-12 ) 1.0

Fonte: Adaptado de Oréfice; Pereira; Mansur (2012).
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De forma geral, devido a sua rigidez (elevado modulo de elasticidade) a HAp
pode ser utilizada como substituto dos tecidos duros. Entretanto, seu médulo de
elasticidade € maior que o do tecido 6sseo, o que compromete a distribuicido de
esforcos entre o implante e o tecido-hospedeiro, impedindo este tecido de sofrer um
carregamento normal e apropriado. Além disso, a baixa tenacidade da HAp tem
limitado seu uso a aplicacbes em que a solicitagdo mecanica nao é muito elevada ou
é essencialmente de compressdo (OREFICE; PEREIRA; MANSUR, 2012).

A literatura mostra que diversos estudos experimentais que foram
desenvolvidos para avaliar a resposta da HAp na reparagao do tecido ésseo.

Cullum et al. (1988), utilizaram hidroxiapatita natural em alvéolo dentario de
caes e observaram, com uma e duas semanas de pds-operatério, proliferacdo de
tecido conjuntivo imaturo e altamente celular, preenchendo todo o defeito, e, nas
margens do osso original, atividades, osteoclastica e osteoblastica, incipientes na
fase inicial do processo de reparagdo. Nao foi observada reagdao do tipo corpo
estranho ou resposta inflamatéria. Com quatro, oito e 20 semanas, o tecido
conjuntivo tornou-se denso e menos celular, estimulando a formag&o de osteoide.
Com 30 semanas, todo o tecido conjuntivo foi substituido por tecido 6sseo bem
delimitado entre o 0sso e a hidroxiapatita.

Franco (2000), utilizando hidroxiapatita sintética pura, associada a colageno e
lipossomo, em defeito provocado experimentalmente na tibia de caes, constatou
hemorragia abundante durante a cirurgia em todos os animais que receberam
hidroxiapatita, exceto naquela associada ao colageno.

Ma et al. (2018) desenvolveram nanoparticulas de HAp e incoporaram-as a
filmes de poliacido lactico (PLA) pelo método de evaporagdo do solvente. Os
experimentos de reparo osseo in vivo, em um modelo de defeito da mandibula de
rato, provam que a o filme de HAp / PLA apresentam amplas aplicagdes como um
biomaterial para o reparo 6sseo devido a osteoindugdo, biocompatibilidade, baixo

custo e sua capacidade de producao em massa.

3.5 FORMACAO E REPARACAO OSSEA

O osso é um tecido dindmico remodelado continuamente ao longo da vida
(VALSAMIS et al., 2006). E constituido de um tipo especializado de tecido conjuntivo
com propriedades mecanicas (oferecendo suporte para insercdo de musculos),

propriedades protetoras para orgaos vitais (coragao, cérebro, medula 6ssea, etc.),
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funcdo metabdlica, propriedades elasticas, resisténcia (DUPLOMB et al., 2006;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), além de importante papel na homeostase mineral
e armazenamento dos elementos hematopoiéticos (COTRAN et al., 2010).

Este tecido € caracterizado como um tecido multifuncional, metabolicamente
muito ativo, constituido de uma populagdo heterogénea de células, em diferentes
estagios de diferenciacéo, que, por meio de uma sequéncia coordenada de eventos,
regula a mobilizacdo e a deposigdo mineral durante a vida do individuo (DUPLOMB
et al., 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O tecido 6sseo € composto de linhagens de osteoblastos e osteoclastos com
funcdes especificas (DUPLOMB et al., 2006). Os osteoclastos sédo células gigantes
especializadas na reabsorgdo 6ssea (MIKAN V; OLIVEROS A, 2007). A formagéao
de osteoclastos €& controlada pelo hormdnio paratireoide (PTH) que possui
receptores de membrana que respondem a atividade do caélcio ionizado(BLAIR;
ZAIDI; SCHLESINGER, 2002). Deste modo, quando Ca?* declina, o PTH ¢é
secretado e formam osteoclastos, que dissolvem o mineral ésseo, restaurando assim
a atividade do calcio (BLAIR; ZAIDI; SCHLESINGER, 2002).

Por outro lado, os osteoblastos sdo células funcionais fundamentais para a
formacéo e renovacgao continua do 0sso, sendo responsaveis pelo desenvolvimento
0sseo e regulagao da atividade dos osteoclastos (SONG et al., 2017). Representam
4-6% das células residentes totais no osso, sendo capazes de liberar fatores de
regulacao de longo alcance (CAPULLI; PAONE; RUCCI, 2014).

Os osteoblastos apresentam formato cubico e recobrem as superficies
Osseas ativas, produzindo 0sso novo por sintese e montagem da matriz extracelular
(ROEDER; MATTHEWS; KALAJZIC, 2016). Possui a capacidade de produzir varias
proteinas, tais como osteocalcina, fosfatase alcalina e uma grande quantidade de
colageno de tipo | (SAINT-PASTOU TERRIER; GASQUE, 2017) .

Na figura 3.4 pode ser observado células 6sseas enfatizando a participagao
dos horménios, citocinas, fatores de crescimento e moléculas transmissoras de
sinais que sao os fatores-chave na formagao e maturacdo dssea, pois permitem a
comunicacao entre os osteoblastos e osteoclastos. A reabsor¢ao e formagao 6ssea
na remodelagem sao processos conjugados, controlados por fatores sistémicos e
citocinas locais, algumas destas depositadas na matriz 6ssea, adaptado de Cotran
et al. (2010).
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Figura 2.4- Fluxograma que ilustra o desenvolvimento de osteoblastos e osteoclastos

provenientes de células da medula 6ssea
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Fonte: Cotran et al. (2010).

A matriz mineral 6ssea representa a principal reserva de ions minerais,
especialmente calcio e fosfato (DUPLOMB et al., 2006). A matriz extracelular do
0Ss0, que é rica em colageno tipo |, € conhecida como ostedide quando ainda nao
mineralizada. E o acimulo de fosfato de calcio na forma de HAp que assegurara a
mineralizagao do osso recém-criado (SAINT-PASTOU TERRIER; GASQUE, 2017).

O tecido 6sseo, quando lesado, € capaz de regenerar-se (KATCHBURIAN;
ARANA, 2004) formando o 0sso novo, idéntico ao tecido nao lesionado (DUPLOMB
et al., 2006). A regeneragao Ossea € um termo aplicado ao processo biolégico em
que estrutura e a fungcdo do tecido lesado ou perdido sdo completamente
restaurados (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O reparo da fratura € um processo complexo que exige o recrutamento, a
diferenciacdo e a atividade de diferentes tipos de células que produzem e
remodelam de forma coordenada a matriz 6ssea para restabelecer a anatomia e a
funcdo do osso lesionado. Durante a cicatrizagdo de fraturas, varias moléculas
contribuem para uma cascata de eventos de sinalizagdo celular e um dos principais
mecanismos de sinalizacdo que desencadeia a diferenciagao dos osteoblastos é por
meio da adenosina (BRADASCHIA-CORREA et al., 2017).

O processo de reparo em si € composto por quatro fases (figura 3.5) que se
sobrepéem. Inicialmente ha uma fase de resposta inflamatoria imediata que leva ao

recrutamento de células-tronco mesenquimais e subsequente diferenciacdo em
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condrécitos que produzem cartilagens e osteoblastos, que formam o osso. Depois é
produzida uma matriz cartilaginosa, que mineraliza, e ocorre uma transicdo para
0ss0, com iniciativa da reabsorgédo da cartilagem mineralizada. A formag&o do osso
primario é seguida por remodelagdo, em que o calo ésseo inicial € modificado por
formacao e reabsorgéo 6ssea secundaria para restaurar a estrutura anatdbmica que
suporta cargas mecanicas (GERSTENFELD et al., 2003, 2006)

Figura 2.5- Etapas reparagéo 6ssea

A Formagdo do | Formagdo do | fomagiodo Remodelagao
calo mole

hematoma calo duro 0ssed

Calo externo
,Calo dsseo

/

Hematoma

J

Calo interno V/

Novos vasos

Periosteo :
sanguineos

Fonte: Adaptado de Carano; Filvaroff (2003).

3.6 APLICACAO DE BIOMATERIAIS PARA REPARACAO OSSEA

O crescimento e progresso das investigagbes acerca dos biomateriais
deram-se de acordo com os avancos nos conhecimentos adquiridos relacionados ao
microambiente do local das les6es. Consequentemente, as alteracdes nos requisitos
e caracteristicas pretendidas para um determinado material, conduziram a criagao
de trés geragdes de biomateriais, conforme a figura 3.7 (HENCH; POLAK, 2002).

A primeira geragao é composta por materiais bioinertes, a segunda engloba
materiais bioativos e biodegradaveis e a terceira, projetada para impulsionar
respostas celulares especificas ao nivel molecular, por conciliar a bioatividade e
biodegradabilidade da gerac&o anterior (HENCH; POLAK, 2002).
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Figura 2.6- Evolugao cronoldgica do desenvolvimento dos biomateriais utilizados na
reparagao e regeneracao 6ssea
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Fonte: Adaptado de Murugan; Ramakrishna (2005).

Os biomateriais utilizados na reconstrugao e/ou substituicdo 6éssea devem
seguir alguns mecanismos biolégicos como: osteogénese, osteocondugdo e
osteoindugdo (CHAN et al., 2009; JARDIM et al., 2009; POLO-CORRALES;
LATORRE-ESTEVES; RAMIREZ-VICK, 2014).

A osteoindugéao trata-se de uma caracteristica indispensavel a regeneragao
do tecido désseo, pois estimula os fatores de crescimento exdgenos, o que causa a
diferenciacao das células que iniciam o seu processo de formacao. A osteoconducéao
fornece uma matriz de suporte e facilta a adesdo das células Osseas e a
osteogénese € o processo que induz a geragao efetiva de tecido por parte das
células o6sseas (CHAN et al, 2009; POLO-CORRALES; LATORRE-ESTEVES;
RAMIREZ-VICK, 2014).

Ademais, devem proporcionar a migragdo de osteoblastos ou de células
precursoras de osteoblastos para o local lesado e de fatores regulatérios que
promovam esse o0 recrutamento das células que auxiliam na reparagdo Ossea,
assim. Além disso, precisam proporcionar uma estrutura adequada, que servira de
apoio para a neoformacao 6éssea (MATURANA et al., 2014).

Dentre os biomateriais, as membranas compostas de extratos naturais sdo

muito empregadas para estimular a regeneragdo em defeitos ésseos com o intuito

0



28

de separar o tecido mole do tecido 6sseo, produzindo uma barreira que impedira a
migragcédo de células do tecido epitelial e conjuntivo; proporcionando as células de
formacgao de osso um espaco isolado destinado a regeneragao 6ssea (CARVALHO
et al., 2010; PIRES, 2010; REIS et al., 2012; RAKHMATIA et al., 2013; COSTA et al.,
2015, 2016; SOUSA et al., 2016). As membranas devem se manter estaveis, para
nao interferir na osseointegracao, e recobertas para que nao se transforme em um
foco de infeccédo (MACEDO et al., 2003).

Investigando os efeitos das membranas para regeneracao 0ssea, Dimitriou
et al.,, (2012) relatam que estas devem promover regeneragdo Ossea de forma
previsivel, sem a presenca de efeitos colaterais. Além do mais, devem ser de facil
manipulacao e custo acessivel.

As membranas biolégicas utilizadas na reparagdo Ossea podem ser
reabsorviveis e n&o absorviveis. As membranas ndo absorviveis mantém sua
integridade estrutural e podem permanecer por muito tempo sobre o tecido ésseo.
Sua estabilidade dimensional e desenho permitem um completo controle de sua
aplicacdo e minimizagdo das variagbes de efeito. Contudo, requer um segundo
procedimento cirurgico para serem removidas (COSTA et al., 2016).

Ja as membranas absorviveis eliminam a necessidade de um segundo
procedimento cirurgico, para remogao apresentando como beneficios a promogéo da
cura da ferida por meio da fixacdo do coagulo, estabilizagdo da ferida e homeostase
(OH et al., 2003; STAVROPOULQOS et al., 2004; CURY et al., 2005). Segundo
Faverani et al., (2014) as membrana de colageno, um exemplo e membranas
absorviveis, além das propriedades ja citadas, também promovem o aumento
primario da cicatrizagcado da ferida por meio de sua habilidade quimiotatica de atrair
fibroblastos.

A literatura mostra que diversos estudos experimentais tém sido
desenvolvidos para avaliar a resposta de membranas na reparagao do tecido 6sseo.

Silva et al., (2011) avaliaram o processo de reparo 6sseo em defeitos
cirargicos experimentais realizados na parede alveolar do seio maxilar,
comunicando-se com a cavidade sinusal utilizando membranas de colageno e fascia
temporal, em quatro macacos pregos, observando que o uso de membranas de
colageno trouxe beneficios ao processo de reparo 6sseo.

Pértile (2007) avaliou a adesao, proliferacao e viabilidade de fibroblastos de

camundongo, linhagem L929, em suporte biopolimérico. Dois tipos de celulose
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bacteriana foram utilizados: uma produzida em laboratério e outra comercial
(BIONEXT®). Foram observadas diferengas morfoldgicas significativas nas células.
Os fibroblastos permaneceram com morfologia arredondada. A celulose bacteriana

permitiu a adesao, crescimento, proliferagao e viabilidade das células.



30

4 METODOLOGIA

4.1 EXTRACAO DA BIXINA

A matéria-prima denominada bixina (Figura 0.1) foi extraida de sementes do
urucum (Bixaorellana L.) adquirida no municipio de Agricolandia — Pl (Latitude: 05°
47' 56" S e Longitude: 42° 40' 08" W), conforme procedimento adaptado do método
descrito por

. Aproximadamente 200 g de sementes de urucum, previamente limpas de
residuos de folhas e cascas, foram adicionadas em extrator Soxhlet com 1000 mL
de hexano (CeH14) sob agitagdo constante, por 24 horas. Apds este periodo o
hexano foi removido e em seguida, adicionou-o cloroférmio (CHCI3) a 70°C durante
24 horas. Depois, o precipitado foi filtrado e seco em estufa a 60°C por 24 horas, ver
Figura 0.2.

Figura 0.1- Bixina em po

..p.‘,c' .

)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 0.2- Fluxograma da sintese da Bixina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 SINTESE DA HAp

O po6 de HAp foi obtido por precipitacdo quimica utilizando hidréxido de
célcio (Ca(OH)2) e fosfato de aménio (dibasico) ((NH4)2HPO4), como descrito na
equacao 4.1. Inicialmente, os reagentes foram dissolvidos em agua deionizada e
misturados. A mistura permaneceu sob agitagdo constante em temperatura
ambiente. Em seguida, o precipitado foi lavado com agua destilada. Apos essa
etapa, a suspensao foi seca em estufa a 100 °C por 24h, como descrito no

fluxograma da Figura 0.3.
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O pd6 obtido foi analisado em DRX em aparelho XRD-6000 Shimadzu,
utilizando-se radiacdo Ka do cobre, tenséo de 40kV, corrente de 30mA, varredura

entre 10 a 90° e velocidade de varredura de 2°/min para comparagao dos picos

obtidos com os caracteristicos da HAp.
6 H,N,0,P+10Ca(OH ), +H,0—>Ca,,(PO,),(OH )+12NH, +19 H,0 (Eq.4.1)

Figura 0.3 - Fluxograma da sintese da HAp
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 OBTENCAO DO POLIHIDROXIBUTIRATO - PHB

Para o processamento das membranas foi utilizado o PHB, fornecido pela
empresa PHB Industrial S/A (Serrana, SP — Brasil) na forma de pé sem tratamento
prévio. Este polimero foi preparado a partir da fermentacao da sacarose da cana de

agucar por bactérias Alcaligenes eutrophus. Na Tabela 0.1, apresentam

propriedades do PHB.
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Tabela 0.1- Propriedades do PHB BIOCYCLE 1000.

Valor Método *
Propriedades fisicas
Densidade 1,20 g/lcm?® D792
indice de Fluidez 6,5 g/10min D1238 (190 °C, 2,16 Kg)
Propriedades mecanicas
Resisténcia a tragao 32 MPa D638
Alongamento na ruptura 4,0% D638
Modulo de Flexao 2.200 Mpa D790
Resisténcia ao Impacto 28 J/m D256
Izod com entalhe
Propriedades térmicas
Tgmpgratura de fusado 170 = 175 °C D3418
cristalina
Temperatura de Distor¢ao 117 °C D648 (0,45 MPa)
ao calor - HDT 65 °C D648 (1,8 MPa)
Temperatura de 135 °C D1525

amolecimento Vicat

) Segundo a American Society for Testing and Materials (ASTM)

Fonte: Dados do Fabricante (PHB Industrial S/A).

44 PROCESSAMENTO DAS MEMBRANAS

As membranas de PHB/Bixina/HAp foram preparadas pelo processo de

evaporagao de solvente (solution casting). As composi¢gbes das membranas com a

matriz PHB e suas respectivas concentracdes estao descritas na Tabela 0.2.

Tabela 0.2— Composi¢do das membranas: PHB, Bixina e HAp

Composicao (%)
Membrana
PHB Bixina HAp

P100 100 - -
P50/H50 50 - 50

P50/B50 50 50 -
P70/B15/H15 70 15 15
P60/B20/H20 60 20 20
P50/B30/H20 50 30 20

Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, o PHB foi imerso em cloroférmio por 2 h para inchamento. Em

seguida, a mistura permaneceu em aquecimento a 55 °C sob agitagdo constante por
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igual periodo. No P100, contendo somente PHB, apds temperatura ambiente, a
mistura permaneceu por 10 minutos em ultrassom e filtrado em papel filtro
quantitativo faixa preta. Em seguida, vertida na placa de Petri por um periodo de 24
horas e coberta com papel aluminio (Figura 0.4).

Figura 0.4 - Fluxograma da preparacao da propor¢ao P100.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a confecgao do P50/H50 (PHB/HAp) seguiu as mesmas condi¢des de
preparagao de P100 apenas adicionou a HAp antes da etapa do Ultrassom, Figura
0.5.

Figura 0.5 - Fluxograma da preparac¢ao da propor¢cao P50/H50.
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Apoés dissolucdo completa do PHB a 55 °C foram preparadas as membranas
P70/B15/H15, P60/B20/H20 e P50/B30/H20. Nesta etapa, foi adicionada ao PHB

bixina e HAp, seguindo o mesmo processo acima descrito (Figura 0.6).

Figura 0.6-Fluxograma da preparacao das demais propor¢des de membranas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.5.1Microscopia Otica (MO)

A caracterizacdo da Microscopia Otica das membranas seguiu o
procedimento interno do laboratério. O equipamento utilizado nesse ensaio foi um
Microscépio Optico da marca Hirox de reflexdo e transmissdo com acessorios 2D e
variagdo de 10X, acoplado a uma estagao de Analise de Imagens.

4.5.2 Microscopia eletronica de varredura - MEV

As analises morfoloégicas da superficie do PHB, bixina, HAp e das
propor¢cdes de membrana foram medidas pela técnica de microscopia eletronica de
varredura (MEV), no microscépio modelo SSX-550 Superscan SHIMADZU®. Para a
realizagdo das analises as amostras foram secas em estufa a temperatura de 60 °C

por 24 horas e em seguida transferidas para um dessecador, onde foram mantidas
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até a analise. As amostras foram recobertas com ouro em metalizador, modelo SC-
701 da Sanyu Electron por ndo possuirem natureza condutora. O equipamento foi

operado em 15 kV. O material do filamento utilizado foi de tungsténio.

4.5.3 Fluorescéncia de raios-X - FRX

A composicao quimica das amostras foi determinada por fluorescéncia de
raios-X por energia dispersiva (FRX). Os elementos presentes em cada amostra
foram determinados qualitativamente e quantitativamente. Para este tipo de analise
utilizou-se um Espectrémetro por Fluorescéncia de Raios-X, modelo Epsilon 30 da

Panalytical. O método utilizado foi o semi quantitativo, em uma atmosfera de vacuo.

4.5.4 Difracao de raio-X - DRX

Os difratogramas das amostras foram registrados em um difratdmetro da
Shimadzu® modelo XRD-6000, com um detector de radiagado PIXcel/3D. A fonte de
radiagcdo de CuKa = 0,154nm, operando com uma voltagem de 40 kV e com uma
corrente de 30 mA. A velocidade adotada de varredura foi de 0,014°/min para

valores de 26 entre 10° e 90° a uma taxa de 2°/min.

4.5.5 Espectroscopia de infravermelho - FTIR

Esta técnica foi utilizada para detectar as altera¢des ocorridas nas amostras.
Os espectros de absorcido para as amostras foram realizadas em um espectrémetro
da marca Shimadzu, modelo IRA Ftinity-1, com varredura de 400 a 4000 cm,

utilizando pastilhas de KBr.

4.5.6 Analise termogravimétrica - TGA

As amostras em estudo foram submetidas a ensaios de TGA em
equipamento da marca Shimadzu, modelo TGA-51. As condicdes da analise foram:
faixa de temperatura de ensaio de 25 °C a 1000 °C, taxa de aquecimento 10 °C. min-
' e atmosfera de nitrogénio a 50 mL.min"! em porta amostra de platina.

4.5.7 Calorimetria exploratéria diferencial - DSC
As analises foram realizadas em equipamento da marca Shimadzu — Modelo

DSC 60 PLUS de acordo com as seguintes condi¢des: faixa de temperatura de
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ensaio de 25 °C a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 °C.min"' e atmosfera de

nitrogénio a 50 ml.min"'. Foi utilizado porta amostra de aluminio.

4.5.8 Capacidade de Absor¢ao das Membranas

Os ensaios de capacidade de absorgao foram realizados adotando como
referéncia a norma ISO 62:2008 e estudos realizados por Lima et al., (2007);
Bouchonneau et al., (2010); Almeida et al., (2013) que medem a quantidade de agua
absorvida em matrizes poliméricas.

As amostras foram confeccionadas em placas de petri6Ox15mm e
previamente secas em estufa a (50 £ 2) °C durante 24 h e resfriadas a temperatura
ambiente no dessecador, foram submetidos a imersdo em agua deionizada, solugéo
fisiologica (0,9%) e saliva artificial determinando-se o total de solugdo absorvida até
a saturagcao da amostra nos tempos pré-determinados 1h, 6h, 8h, 24h, 48h, 7dias,
14 dias, 21 dias, 28 dias e 35 dias.

ApOs passagem inicial, as amostras foram imersas em 300 mL de agua
deionizada a temperatura ambiente (28 £ 2) °C. Nos tempos pré-determinados, as
membranas foram retiradas da agua, o excesso de agua superficial sera removido
com papel filtro e a massa determinada.

Em seguida, foram realizados os ensaios de absor¢do das membranas por
imersdo em 300 mL de solucgéo fisiologica de cloreto de sddio a 0,9% seguindo os
mesmos parametros acima mencionados. As pesagens foram feitas apés o término
de tempo de imersédo de cada amostra até que a diferenga de massa (em relagdo a
pesagem anterior) fosse menor que 1%.

Uma terceira analise foi realizada, com os parametros acima citados,
objetivando avaliar a absorgao e a degradagao em 300 mL de saliva artificial (pH=5)
simulando meio biolégico.

Para cada ensaio calculou-se a percentagem em massa segundo a equagao
4.2. Onde: m1 € a massa da amostra, em miligramas (mg), apds secagem e antes
da imersédo, mz € a massa da amostra, em miligramas (mg), apos imersao € Amassa €

a percentagem de absorgao para cada amostra.

A (%):M x100 Eq.4.2

1
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4.5.9 Ensaios de toxicidade aguda

Os ensaios de toxicidade com Artemia salina foi adaptado conforme método
de Meyer et al. (1982). Preparou-se uma solugao salina (sal grosso e agua mineral)
a 30 g/L e para ajustar o pH entre (8,0 — 9,0) adicionou-se gota a gota de uma
solucdo de NaOH a 0,1 mol/L.

Parte da solugao foi utilizada para eclosdo dos ovos e a outra metade para
futuras diluigdes. Os ovos foram imersos na solugao salina para eclodir por 48 horas,
sob aeragao e iluminagédo constante (lampada de 5 watts) a temperatura média de
28°C, ver Figura 0.7.

Figura 0.7— Fluxograma do ensaio de toxidade aguda evidenciado Ovos de Artemia salina

em solucgdo salina para ecloséo

Solugéo salina
30gL-1

L aé“;tfdg%e”"e - 0.1 mol L-1 de NaOH

Ecloséo dos Ovos : _
Demais solucoes
por 48h
Aeragdo e
lluminagao Controle Negativo
constante (5 watts)

10 larvas por tubo
de ensaio contendo
solugdo salina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apods a eclosao dos ovos, transferiu-se 10 larvas para cada tubo de ensaio
contendo solugéo salina, os crustaceos que migraram para o lado da incidéncia da
luz foram escolhidos por apresentar maior resisténcia. Os ensaios foram realizados
em triplicata e os animais mortos e vivos apos 24 horas foram contados com auxilio
de uma Lupa de Bancada Articulavel com Lente Bifocal de 5D e 20D - Yaxun®
modelo139. As membranas por serem insoluveis em agua, foram trituradas e
preparados extratos dissolvidos em etanol, SF 0,9% e CHCIs, conforme fluxograma
da Figura 0.8.
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Figura 0.8- Fluxograma de preparacao dos extratos da membrana.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, comparado ao aumento
da concentragédo do extrato da membrana foram ajustados e utilizados para estimar
a concentracdo de extrato correspondente a matar 50% das Artemia salina, valor
representativo da DLso. Para o controle negativo foi realizado teste somente com
agua salina e para o controle positivo foi utilizado dicromato de potassio (K2Cr207) a
10 mg/L.

4.5.10 Esterilizagao das membranas de PHB/Bixina/HAp

Para esterilizagdo, as amostras foram expostas a luz ultravioleta (UV)
durante 30 minutos em camera de fluxo laminar vertical — Pa50 ECO. Os materiais
utilizados para corte e manipulagdo das membranas foram higienizados com alcool a

70% e em seguida expostas a luz ultravioleta (UV) durante 30 minutos.

4.5.11 Controle microbiolégico

Os testes de controle microbiolégico foram realizados no Laboratério de
Central de Saude Publica Dr. Costa Alvarenga, setor de Microbiologia (LACEN-PI)
com cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicansATCC 10231.

As amostras foram cortadas em forma de discos e colocadas em placas de

Petri de 90 x 15 mm contendo Miieller Hinton inoculadas com 2 mL de inoculo
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contendo 1,5 x 108 células/mL Apds a inoculacéao foi retirado o excesso com auxilio
de pipeta. As placas permaneceram entreabertas em camera de fluxo laminar até
apresentarem superficie seca. Posteriormente, trés discos de amostras foram
distribuidos na superficie da placa que foram incubadas a 37°C por 24 h.

ApoOs este periodo havendo a formagdo de halo de inibicdo, os seus
didmetros serdo mensurados com o auxilio de um paquimetro. A fim de garantir a

qualidade dos ensaios, os testes foram realizados em triplicata.

4.5.12 Dados estatisticos

A analise estatistica dos dados foi realizada de forma quantitativa e
descritiva, utilizando One-Way ANOVA e o teste t de Student por meio dos
programas Origin (Versao 8.0), SPSS Estatistica® (Versado 20.0) e Microsoft Excel®
(Versédo 2016). Os testes foram realizados a um nivel de significancia de 5%. Os

resultados foram expressos como médias e desvio padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DAS MEMBRANAS

As membranas de PHB/Bixina/HAp foram processadas em Cloroféormio PA
(Dindmica®) devido a solubilidade da bixina e PHB neste solvente e de sua
facilidade de evaporacdo em temperatura ambiente o que proporciona a formagéao
de membranas pelo método de evaporagdo solvente. Na Figura 5.1, podem ser
observadas as propor¢des de membranas com as seguintes caracteristicas:
homogeneidade, continuidade, maleabilidade e coloragdo avermelhada. A propor¢ao
P60/B20/H20(Figura 5.1-B) apresentou maior rigidez em comparagao as demais

proporgdes.

Figura 5.1- Membranas de PHB/Bixina/HAp nas propor¢des: A) P50/H50; B) P50/B50; C)
P70/B15/H15; D) P60/B20/H20 e E) P50/B30/H20
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para estabelecer um pardmetro comparativo, foram confeccionadas
membrana de PHB (P100) e membrana de PHB/HAp (P50/H50). Na Figura 5.1-A,
observa-se que a membrana de PHB Puro apresenta superficie homogénea, n&o
porosa, com coloragao levemente esbranquicada. Ao adicionar HAp (Figura 5.1-B)
observa-se que a membrana passa a apresentar superficie heterogénea, rugosa,
descontinua corroborando com os achados de Sousa et al. (2017).

Resultados semelhantes foram observados por Santos (2013) que produziu
membranas de PHB e HAp, por meio do método de prensagem, observado que as
membranas apresentavam superficie irregular com presenga de particulas nao

fundidas e poros distribuidos em toda superficie.

5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Segundo Wan et al. (2005) a morfologia do biomaterial tem impacto na sua
adesdo ao tecido e a presenca e tamanho dos poros pode ter uma influéncia no
crescimento celular e subsequente proliferagao.

A Figura 5.2 evidencia as micrografias 6pticas das diferentes proporgdes de
membrana. Em relagéo a superficie das membranas evidenciadas na Figura 5.2 - C,
D, E e F, verifica-se a presenga de aglomerados de bixina com tamanhos variados e
que se intensificam a medida que a sua propor¢cdo aumenta na composicdo da
membrana. Na Figura 5.2-A, observa-se superficie homogénea e regular. Ja na
Figura 5.2-B ressaltar aglomerados com aspectos mais regulares podendo ser

associada a presenca de HAp na composi¢gao da membrana.
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Figura 5.2—Microscopia éptica com aumento de 10X das membranas de PHB/Bixina/HAp:
A) P100; B)P50/H50; C) P50/B50; D) P70/B15/H15; E) P60/B20/H20 e F) P50/B30/H20.

-

P
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na analise da morfologia do PHB em p6 por MEV é possivel observar estrutura
homogénea e irregular que se estendem em todas as diregoes (
Figura 5.3-A). Em contrapartida, a micrografia da superficie da bixina apresenta
aglomerados sob os cristais de bixina que, provavelmente, podem ser impurezas,
Figura 5.3-B. A imagem da HAp pura apresenta particulas em formatos laminares,

irregulares e homogéneos corroborando com o estudo de Oliveira et al. (2009),
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Figura 5.3-C.

Figura 5.3 - Micrografia das amostras: (A) PHB puro, (B) Bixina e (C) HAp

T R z Iy
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150V 40  x1000 18 SE 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na

Figura 5.4 podem-se observar as micrografias da superficie de controle P100 e das
membranas P70/B15/H15; P60/B20/H20 e P50/B30/H20, respectivamente. Verifica-se
que P70/B15/H15 apresenta superficie com textura homogénea comparado ao
controle (P100), provavelmente, deve ter ocorrido o encapsulamento da bixina na

matriz polimérica, como mostra a

Figura 5.4-B. Estes resultados corroboram com Loss et al. (2016).
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Por outro lado, as membranas com maiores porcentagens de HAp
(P60/B20/H20 e P50/B30/H20) apresentaram maiores aglomerados, devido maior

agregacao de cristais de HAp na matriz polimérica de PHB.

Figura 5.4- Micrografias das membranas de PHB/Bixina/HAp: A) P100; B)P70/B15/H15; C)
P60/B20/H20 e D) P50/B30/H20.

-
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em uma magnificéncia de 2000X da propor¢ao P50/B30/H20 é possivel
observar a presenga de aglomerados de HAp na superficie (indicado por seta), ver
figura 5.5. A presencga dos aglomerados na superficie da membrana, segundo Wan
et al. (2005) e Yuan et al. (2015), podem favorecer o processo de adesao,
proliferacdo e diferenciacao de tipos celulares como fibroblastos e osteoblastos,
induzindo as células a produzirem componentes da matriz extracelular, facilitando a

cicatrizagdo. Para Anselme (2000), esses aglomerados podem favorecer a presenca
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ligacbes fisico-quimicas, por meio de forgas ibnicas e forgas de Van der Walls,

aderindo o biomaterial ao tecido.
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Figura 5.5- Micrografia da membrana P50/B30/H20 com magnificéncia de 2000x

evidenciando os aglomerados de HAp em sua superficie.

AccY Probe Mag
15.0 kV 40 x2000
Cd

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

5.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O método cromatografico utilizado para esta analise foi comprovado, pois
nao ha picos de interferéncia significativos, corroborando com o estudo de Silva,
(2007) que objetivou purificar, identificar e quantificar pigmentos de urucum
extraidos com diferentes metodologias, utilizando-se técnicas de analise
espectroscopicas e cromatograficas.

Neste trabalho, observa-se a presenca de picos minoritarios nos
cromatogramas com tempos de retengdo proximos aos da bixina, indicando que

esses produtos poderiam ser isbmeros geométricos da bixina (19,792 min) (
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Figura 5.6-A). Entretanto, destacou-se a verificagdo da presencga de bixina (



Figura 5.6-B).
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5.3.2 - Analise por Espectrofotometria UV/Visivel

Os valores dos picos observados no espectro da bixina podem variar de
acordo com o solvente utilizado para sua diluicdo (RAHMALIA et al., 2014). Por
apresentar uma estrutura molecular com 25 atomos de carbono e grupos terminais
acido e metil éster apresenta maior afinidade com solventes polares (RAHMALIA;
FABRE; MOULOUNGUI, 2015). De acordo com Levy e Rivadeneira(2000), a bixina
diluida em cloroférmio apresenta picos da cis-bixina na regido de 471 nm e 503 nm.

Deste modo, o p6 de bixina foi diluido em cloroférmio, de acordo com
metodologia utilizada por Tocchini; Mercadante(TOCCHINI; MERCADANTE, 2001).
Os picos de absorgao encontrados neste trabalho foram semelhantes aos descritos
na literatura (LEVY LW; RIVADENEIRA DM, 2000; SILVA, 2007).

Segundo Silva (2007), os carotenoides nao apresentam absor¢ao nos
comprimentos de onda da regidao correspondente a ultravioleta. Para Rahmalia et al.
(2015), as duplas ligagdes conjugadas presentes na estrutura da bixina constituem o
grupo cromoforo absorvedor de luz, resultando na forte banda de absorgé&o acima de

400 nm, como observado nesta analise de UV-Vis (Figura 5.7).

Figura 5.7-Espectro UV-vis da Bixina diluida em CHCI3 (P.A).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.3 - Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X - FRX

Pela analise elementar realizada no FRX, observa-se que os principais constituintes
da bixina sao: Potassio, cloro, enxofre. A presenca de cloro (25,468%) pode ser
associada ao solvente utilizado durante a extragao, ver

Tabela 5.1.

Os metais potassio (67,526%), magnésio (1,867%), compdem a parte
mineraldgica, como observado por Silva et al. (2016). Esses dados séo relevantes,
pois, ainda sdo escassos o0s estudos que definem um percentual para os

constituintes da bixina.

Tabela 5.1 - Composi¢cao Quimica da bixina pela Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-

X - FRX
Componente %
Potassio (K) 67,526
Cloro (Cl) 25,468
Enxofre (S) 2,029
Fésforo (P) 1,973
Magnésio (Mg) 1,867
Prata (Ag) 0,517
Ferro (Fe) 0,464
Manganés (Mn) 0,156

Fonte: Elaborado pelo autor.

A composig¢do das membranas € apresentada na Tabela 5.2. Os valores de
calcio obtidos nas membranas P70/B15/H15 (48,44%), P60/B20/H20 (64,67%) e
P50/B30/H20 (52,76%), respectivamente, apresentaram valores proximos citados na
literatura por Galdino et al. (2014). A P50/B30/H20 apresentou melhor razdo Ca/P
(1,40) comparado com a P70/B15/H15 (1,22) e P60/B20/H20 (2,66). A presenca de
Ca é um fator aceitavel na reparagdo Ossea, devido sua importancia no plasma
sanguineo e nos 0ssos. Resultados obtidos por CROCI et al., (2003) e RATH et al.,
(2000), ressaltaram também a sua importancia para resisténcia 6ssea.

Os valores obtidos para o fosforo nas P70/B15/H15 (39,61%) P60/B20/H20
(24,27%) e P50/B30/H20 (37,58%), destaca-se a membrana (P50/B30/H20), pela
razao Ca/P (1,40), quando combinado com o Ca na forma de HAp. Outro fator que
pode ser observado neste estudo é a presenca de Mg a P70/B15/H15 (1,46%) e

P50/B30/H20 (2,42%), pois este metal aumenta resisténcia plaquetaria pelo controle
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da agregacao das plaquetas por um mecanismo competitivo antagonista do calcio,

como citado por Ramirez (2017).

Tabela 5.2- Composicdo Quimica das membranas de PHB/Bixina/HAp em trés diferentes
proporcoes
Percentual na Amostra

Componente P70/B15/H15 P60/B20/H20 P50/B30/H20
Calcio (Ca) 48,44% 64,67% 52,76%
Fosforo (P) 39,61% 24,27% 37,58%
Cloro (Cl) 0,32% 2,83% 0,28%
Aluminio (Al) 2,72% - -
Silicio (Si) 2,72% 6,67% 2,01%
Enxofre (S) 3,20% - 3,59%
Magnésio (Mg) 1,46% - 2,42%
Potassio (K) 1,40% 1,00% 1,29%
Vanadio (V) 0,02% 0,11% -
Fluor (F) - 0,37% -
Titanio (Ti) 0,03% 0,07% 0,02%
Ferro (Fe) 0,06% - 0,06%
Estréncio (Sr) 0,01% - 0,01%

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.4 - Difragao de Raio-X -DRX
A bixina foi submetida a analise de difracdo de raios-X para verificar a
cristalinidade do material representada na Figura 5.8-A. No difratograma da bixina
observa-se a presengca de picos em 20 = 17,947°, 19,891°, 25,011° e 30,657°,
caracteristicos de material semicristalino. Estes resultados também foram
encontrados por Lima et al., (2006).
Na Figura 5.8-A, sdo apresentados os valores obtidos do difratograma da
HAp. Observou-se picos caracteristicos em 28 iguais 30,25°, 33,74°, 37,40°, 39,81°,
46,67°, 49,30°, 51,47°, 54,97°, 58,30°, 62,76° e 76,19°. Os indices de cristalinidade
foram comparados a ficha cristalografica ICDD 00-001-1008, e mostraram que este
material é cristalino. Corroborando com os resultados de Aquino (2015), que em seu

trabalho encontrou picos cristalinos similares aos encontrados por este autor.
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Figura 5.8 - Espectro de difracido de raios X (DRX) da Bixina e HAp
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As analises dos indices de cristalinidade das propor¢ées de membrana e
das proporgdes controle sdo apresentadas na Figura 5.9Figura 2.1. Sousa et al.
(2016), observou que a limitagdo do crescimento de cristais, o resfriamento rapido e
o menor tempo de conformagao do material, provavelmente, podem interferir no grau
de cristalinidade das membranas. Ainda, também foi observado por DUARTE et al.
(2004); CONZ; GRANJEIRO; SOARES (2005) que a cristalinidade altera o
desempenho do biomaterial in vivo, entdo, quanto menor o indice de cristalinidade,
melhor a reabsorgao e as propriedades mecanicas pelo organismo.

Observa-se ainda que, os picos em P100 (29,28°), P70/B15/H15 (29,46°),
P60/B20/H20 (29,70°) e P50/B30/H20 (29,58°), corroboram aos encontrados por De
Sa et al. (2016), que em seu estudo encontrou pico em 26 igual a 29,57°, que sugere
a incorporacado dos constituintes da matriz. Vale ressaltar que, a P70/B15/H15

apresenta picos com menor intensidade comparada com a P50/B30/H20.
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Figura 5.9- Espectro de difracdo das membranas de PHB/Bixina/HAp com duas filtragens

3w - P100

. W P50/H50

S 2 5 + g P50/B50
g A 2 2 g o
(7)) 9 2D N g :;—

@ M P70/B15/H15
< A & s 3

M P60/B20/H20

P50/B30/H20

T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
20(graus)

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 CARACTERIZACAO TERMOGRAVIMETRICA

5.4.1 - Andlise Termogravimétrica - TG
Na anadlise da curva de TG para a bixina, em atmosfera de nitrogénio, Figura
5.10, verificou-se a presenga de eventos térmicos de perda de massa. O primeiro
evento com perda de massa de 2,35 % € associado a umidade presente, em que a
temperatura variou de 20-120 °C. Depois, ocorre uma perda na faixa de 120-200°C,
correspondente a 9,02%. Observa-se que, a partir de 200-400°C ocorre uma perda
significativa de 38,41%. Segundo Montenegro et al. (MONTENEGRO et al., 2004)
por meio do aquecendo o isObmero cis-bixina é convertido em isbmero trans
ocorrendo esta isomerizacao entre 200-240°C.
A degradacgao da bixina é mais intensa em torno de 200° C, como pode ser

observado na Figura 5.10, resultado também encontrado Silva et al.(2005) indicando
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que o grau de degradagao esta relacionado com o aumento da temperatura. Desta

forma, acredita-se que degradagao térmica ocorra mais significativamente por volta
de 200°C.

TGA
%

Figura 5.10 - Termogravimetria da amostra de bixina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.2 -Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC

Verificando a curva de DSC para a bixina, em atmosfera de nitrogénio,

(figura 5.8), pode-se observar a presenga de eventos térmicos de natureza

endotérmica e exotérmica. O termograma da bixina mostra pico endotérmico na faixa

de a 142,59 a 196,52 °C que é atribuido a fusdo da bixina, como observado na curva

de TG, Figura 5.11. Corroborando com estudo de Satyanarayana et al.(2003)

encontrou picos endotérmico similares aos encontrado neste estudo. Os eventos
térmicos que ocorre 348,03 a 384,54 °C e 450,45 a 505,37 °C pode ser atribuido a

degradacéao da bixina.



S7

Figura 5.11 -Curvas DSC para amostra de Bixina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 - CARACTERIZAGCAO DAS PROPRIEDADES BIOLOGICAS

5.5.1 — Capacidade de absorg¢ao

A capacidade de absorgao foi avaliada em agua deionizada, SF 0,9% e Saliva
artificial de modo a simular as suas condicbes de aplicagdo. Utilizou-se agua
deionizada e SF 0,9% (Fresenius®) os quais seriam potencialmente empregados
para a hidratacdo das membranas antes de seu uso in vivo; e saliva artificial a qual
simula um ambiente mais complexo com concentragado de sais préxima a do corpo
humano.

Em geral, as membranas produzidas neste trabalho apresentaram
maior capacidade de absorgdo em agua, seguido por saliva artificial e SF 0,9%,
Figura 5.12, Figura 5.13 e Figura 5.14, respectivamente. Segundo Thein-Han;

Kitiyanant; Misra (2008), essa habilidade de absor¢cédo de agua é um fator importante
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para materiais implantaveis, pois ela permite a absorcao de fluidos corpdreos e a
transferéncia de nutrientes e metabdlitos.

Observou-se que as membranas apresentaram maior capacidade de
absor¢cdo e maior degradacdo dos corpos de prova em meio a agua deionizada,
especialmente da proporcado P50/B20/H30, ver Figura 5.13. Segundo Fernandes
(2009) a elevada taxa de absorgéo de agua traz consequéncias indesejaveis como a
reducdo da estabilidade estrutural do polimero, ou seja, a presenga constante de
umidade provoca o intumescimento da matriz acelerando a degradagao por ataque
de microrganismos.

Ressalta-se ainda, que nos ensaios com agua deionizada, SF 0,9% e Saliva
artificial a medida que se aumenta a concentracdo de HAp nas membranas ocorre
uma maior perca de massa. Na propor¢ao P50/B20/H30 ocorre percas de -100%, -
24,20% e -13,68%, respectivamente. Segundo estudo de Shishatskaya; Khlusov;
Volova (2006) esta variagéo € devido ao carater hidrofilico da HAp em relagao ao
PHB.

O comportamento das membranas € passivel a uma margem de erro devido
as condicdes adversas do ambiente em que foi realizado o ensaio, como a propria

umidade do ar.



Figura 5.12- Absorgéo de saliva nas proporgdes A) PHB 100, PHB/HAp 20% e
PHB/Bix 20% e B)P70/B15/H15, P60/B20/H20 e P50/B20/H30.
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Figura 5.13 - Absorcao de agua deionizada nas propor¢des A) PHB 100, PHB/HAp
20% e PHB/Bix 20% e B)P70/B15/H15, P60/B20/H20 e P50/B20/H30.
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Figura 5.14- Absorcéo de SF 0,9% nas proporgdes A) PHB 100, PHB/HAp 20% e

PHB/Bix 20% e B)P70/B15/H15, P60/B20/H20 e P50/B20/H30.

0,06

40.00%
0.05 20.00%
0,04 0,00%
0.03 ’ -6,18% .7,84% -20,00%

-40,00%
0,02

-60,00%

0 -100,00%
Seca 2H 4H

48H 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

PHB 100 MEDIA mmmm PHB/HAp 20% MEDIA
mmm PHB/Bix 20% e PHB 100 (% ABSORCAQ)
e PHB/HAP 20% (% ABSORCAO) e PHB/Bix 20% (% ABSORCAO)
0,05 50,00%
10,86% S0.00
0,04 / 804% 885% 080% 9,63% 6,17% .
0,00% : o -1,34% 241% ggo, [ 10.00%
0,08 a0
o \ 3,48% B 0
0,00% "0 019 5 anoy S 10,00%
;085 " ogoy 0Th ggy, 222%220% -6,91%
-30,00%
0,02 -50,00%
-400.00% -70,00%
0,01 ‘,
0 -110,00%
Seca 2H 4H 6H 24H 48H 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias
P70/B15/H15 MEDIA = PG0/B20/H20 MEDIA
mm P50/B20/H30 e P70/B15/H 15 (% ABSORCAOQ)
= P60/B20/H20 (% ABSORCAO) e P50/B20/H30 (% ABSORCAO)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A
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5.5.2 - Toxicidade Aguda com Artemia Salina

Nesse estudo, a contagem dos animais mortos e vivos foi realizada apés
24h (Tabela 5.3) em diferentes concentragcdes do extrato das membranas, os valores
encontrados se mostraram distantes do esperado, ndo havendo linearidade, ou seja,
nao se pode afirmar que a medida que se aumenta a concentragao da substancia

testada, aumenta o nUmero de Artemias mortas.

Tabela 5.3- Média e porcentagem da quantidade de Artemias salinas mortas

Concentragao de

2H % de
~ membrana Média de .
Proporgao . Artemias Valorde P
testada (mg kg- Artemias mortas
. mortas
1) (unidades)

CN 0 1£1,73 100 0,0121

CP 10 1040,00 100 *

0,300 10+0,00 100 *

0,200 10+0,00 100 *
P70/B15/H15 0.150 4,33+1,53 43,3 0,1663

0,075 100,00 100 *

0,300 10£0,00 100 *

0,200 100,00 100 *

P60/B207/H20 0,150 10£0,00 100 *
0,075 8+1,00 80 0,052

0,300 10£0,00 100 *

0,200 10+0,00 100 *

Po0/B30/H20 0,150 1040,00 100 *

0,075 1040,00 100 *

Fonte: Elaborado pelo autor

Na tentativa de obter éxito no teste, os procedimentos foram realizados duas
vezes, sendo a primeira com extrato da membrana sem previa filtragem e o segundo
apo6s filtragem do extrato. Na primeira tentativa observou-se que as Artemias
apresentavam ao centro da sua estrutura coloragdo avermelhada, fato sugestivo da
ingestado das particulas de membranas, acontecimento ndo observado no segundo
ensaio.

Com os ensaios observou-se que na proporcdo P70/B15/H15, somente na
concentragdo 0,075% houve menos mortes, nas concentragdes 0.300 mg kg™, 0,2
mg kg e 0,15 mg kg todas as Artemias morreram. Ja na proporgdo P60/B20/H20
apenas a concentragdo 0,15 mg kg' apresentaram menos mortes e nas
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concentragdes 0,3 mg kg™, 0,2 mg kg' e 0,075 mg kg-! todas as Artemias morreram.
Na proporcdo P50/B30/H20 todas as Artemias morreram. No CP, todas as Artemias
veio a obito, algo esperado, pois o dicromato de potassio € uma substancia toxica de
referéncia.

Estudos com extratos do urucum nao apresentaram efeitos toxicos € nem
danos celulares nos animais testados (PAUMGARTTEN et al., 2002; AGNER et al.,
2004). Assim como, os demais componentes da membrana, PHB e HAp, que
apresentam vasta literatura sobre seus efeitos de Citocompatibilidade (ESPOSITO et
al., 2010).

Paumgartten et al. (2002) analisaram extratos do urucum desidratado com
28% de Bixina em ratas prenhas administrados por via oral até 500mg.kg~' de massa
corporal ao dia, entre 0 6° e 15° dia de gravidez, ndo apresentaram efeitos adversos
nas ratas ou fetos, fato que sugere que o urucum nao apresenta toxicidade ou
embriotoxicidade nestas condicoes.

Uma explicacdo provavel para o grande numero de mortes é a oxidagao
lipidica (rancidez oxidativa) uma das principais alteragdes que ocorrem em
carotenoides e que origina radicais livres, que podem ser gerados durante o
metabolismo normal das células ou resultantes da agcdo de iniciadores, como a luz
neste caso, e que apresenta como importante catalizador o cloreto de Sodio (NaCl)
podendo resultar em substancias téxicas, como a acroleina malonaldeido (MDA) e
os oxidos de colesterol (GARCIA et al., 2012).

5.5.3 - Teste antimicrobiano

No teste de difusdo de discos ndo houve formagdo de halo de inibigcdo nas
proporcdes de membrana analisadas, caracterizando que, neste teste, ambas as
proporcdbes nao apresentam atividade bactericida, mas mostraram atividades
bacteriostaticas. Uma explicagdo provavel seria o baixo percentual de Bixina na
membrana, sendo este insuficiente para conferir atividade antimicrobiana ao
material. Outra explicagao seria um possivel encapsulamento da Bixina na matriz de
PHB, evitando a migragcdo da mesma no meio e, consequentemente, interferindo em
sua capacidade inibitoria ao crescimento microbiano.

Ressalta-se que os testes foram realizados para analisar se as proporgdes
de membrana apresentavam patdgenos que, em condigdes favoraveis, pudessem se

replicar ou aderir a membrana causando alguma manifestagéo clinica ao utiliza-las
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como biomateriais. Segundo Moraes et al. (2013), a adesdo bacteriana aos
biomateriais € um processo de alta complexidade com importante preocupagao
clinica devido a sua evidente influéncia sobre a morbimortalidade dos pacientes que
fazem uso.

Moraes et al. (2013) evidencia ainda que a adesao bacteriana pode ser
influenciada por varios fatores do microambiente como temperatura, concentragao
de microrganismos, tempo de exposicao, condi¢cdes teciduais, proteinas teciduais e
plasmaticas, caracteristicas das bactérias e dos materiais, pH e antimicrobianos

Nesta analise, os resultados evidenciam uma atividade bacteriostatica nas
cepas de Staphylococusaureus (Figura 5.15) que s&o 0s microrganismos
responsaveis por 60 a 70% das infeccbes associadas a biomateriais devido a sua
capacidade de aderir e formar uma espessa matriz extracelular com multiplas
camadas sobre a superficie de polimeros (CAMPOCCIA; MONTANARO; ARCIOLA,
2006; ARIZA; EUBA; MURILLO, 2008; MORAES et al., 2013).

Figura 5.15- Ensaio da atividade antimicrobiana com Staphylococcus aureus (CGP)A) apds
preparacao dos meios de cultura; B) placas apos 24 h de incubacgao a 37°C

Fonte: Elaborado pelo autor.

Atividade semelhante foi observada nas cepas de Pseudomonas aeruginosa
(Figura 5.16), frequéncia relacionada a doengcas em pacientes com
comprometimento imunolégico, acompanhado de procedimentos invasivos,
queimaduras e feridas operatérias (MATA; ABEGG, 2007). Segundo Santos Filho et
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al. (2002), cepas de P. aeruginosa tornaram-se capazes de produzir potentes
betalactamases, enzimas que destroem antibidticos, incluindo os carbapenémicos,

convertendo-se em grande ameacga aos pacientes hospitalizados.

Figura 5.16 - Ensaio da atividade antimicrobiana com Pseudomonas aeruginosa A) apos
preparagao dos meios de cultura; B) placas apds 24 h de incubagéo a 37°C

Fonte: Elaborado pelo autor.

Biomateriais utilizados na cavidade bucal podem ser frequentemente,
associados a infecgdes por candida albicans (ROZALSKA et al., 1995). Os
resultados evidenciam uma atividade bacteriostatica nas cepas candida albicans
(Figura 5.17) o que pode favorecer o uso do Biomaterial na ROG da clinica

odontoldgica.
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Figura 5.17- Ensaio da atividade antimicrobiana com Candida albicans A) apds preparagao
dos meios de cultura; B) placas apos 24 h de incubacgdo a 37°C

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em estudo realizado por Mota; Oliveira; Souto (2018) a Escherichia coli (BGN)
foi considerado um micro-organismo com perfil de multirresisténcia bastante
significativo sendo identificadas e responsavel por infecgdes no ambiente hospitalar.
Neste estudo, a analise microbiolégica apresentou efeito bacteriostatico para a
cepas de E. coli o que favorece seu uso como biomaterial.

Figura 5.18 - Ensaio da atividade antimicrobiana com Escherichia coli (BGN) A) apds
preparagao dos meios de cultura; B) placas apds 24 h de incubacgao a 37°C

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
e Foram obtidas membranas de PHB, Bixina e HAp com caracteristicas

homogénea, ndo porosa e estruturas semicristalinas.

e PbOde-se perceber que ao adicionar HAp e bixina as membranas
apresentaram maior espessura em comparagao com a membrana controle
P100.

e Quanto a morfologia as andlises por MO e MEV mostraram que as
membranas apresentam superficies irregulares, com presenga de
aglomerados, caracteristica favoraveis para a aplicagdo como biomaterial por
favorecer o processo de adesao e proliferacao celular.

e As anadlises de fluorescéncia por raios-X mostraram que a membrana
P50/B30/H20 apresentou melhor propor¢cédo Ca/P. E os resultados obtidos por
difracdo por raios-X indicaram que a bixina € um material semicristalino e a
HAp é um material cristalino. J&4 a propor¢cdo de membrana P70/B15/H15
apresentou menor indice de cristalinidade, em comparacdo as demais
proporgdes, o que sugere melhor interagdo com a matriz e maior possibilidade
de uso como biomaterial, visto que quanto menor a cristalinidade menor sera

o tempo de degradac&o do biomaterial in vivo.

e As anadlises termogravimétricas para a bixina indicaram que o material é
hidrofébico, aproximadamente 15% de umidade. E os resultados obtidos por

DSC mostraram que a fusao da bixina ocorre préximo a 200 °C.

e A capacidade de absorcdo e perda de massa das membranas em diferentes
solucdes aquosas indica que as proporcoes P70/B15/H15 e P60/B20/H20 sao
mais adequadas para aplicacbes que requeiram estabilidade do biomaterial,
como fraturas extensas, enquanto a propor¢cao P50/B20/H30 seria mais
adequada para aplicagdes como possivel dispensador de farmacos visto a

degradacgao quando em contato com fluidos fisiolégicos.
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Foi observado que as membranas apresentaram comportamento

bacteriostatico o que dificulta a formagao de microrganismos.

O teste de toxicidade com Artemia salina ndo € indicado para esse
biomaterial pela necessidade de exposicdo das lavas e do extrato a luz e

consequente degradacao do material.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar a avaliagdo do potencial toxico, citotoxico e genotdoxico das
membranas obtidas por meio de testes in vivo.

Caracterizar por intermédio de ensaios mecanicos as membranas em estudo;

Realizar a complementacao da caracterizagao fisico-quimica da membrana.

Realizar prospeccédo tecnoldgica acerca de publicagdes que abordem os tipos

de membranas com extratos vegetais desenvolvidas nesta pesquisa;

Avaliar o potencial de Membrana na Consolidagdo de Fraturas em Ratas com

Osteoporose Induzida.
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