INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCACAO, CIENCIA ETECNOLOGIA
PIAUI

Pu

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA DE MATERIAIS

INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE MATERIAIS

DISSERTACAO DE MESTRADO

SINTESE E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E BIOLOGICA DE BIOFILMES
DE POLIESTIRENO/NORBIXINA/HIDROXIAPATITA

JANIEL COSTA DA SILVA

Orientador: Prof. Dr. Vicente Galber Freitas Viana

TERESINA - PI
2021



JANIEL COSTA DA SILVA

SINTESE E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E BIOLOGICA DE BIOFILMES
DE POLIESTIRENO/NORBIXINA/HIDROXIAPATITA

Dissertagdo de mestrado apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Engenharia de Materiais do
Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
do Piaui — IFPI, Campus Teresina Central, como
requisito para obtencdo do titulo de mestre em
Engenharia de Materiais.

Area de concentracdo: Processamento e
caracterizacdo de materiais

Orientador: Prof. Dr. Vicente Galber Freitas Viana

TERESINA — PI
2021



FICHA CATALOGRAFICA
Sistemas de Bibliotecas
Gerada automaticamente com dados fornecidos pelo(a) Autor(a)

S586s

Silva, Janiel Costa da

Sintese e caracterizacéo fisico-quimica e bioldgica de biofilmes
de Poliestireno/Norbixina/Hidroxiapatita / Janiel Costa da Silva. -
2021.

81 f.:il. color.

Dissertacao (Mestrado em Engenharia de Materiais) - Instituto Federal do
Piaui, Campus Teresina Central, 2021.
Orientador : Prof. Dr. Vicente Galber Freitas Viana.

1. Biofilmes. 2. Poliestireno. 3. Norbixina. 4. Hidroxiapatita. 5. Reparacéo
Ossea. l.Titulo.

CDD -620.1




MINISTERIO DA EDUCACAD
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO PIAUI - IFPI
CAMPUS TERESINA CENTRAL / DIRETORIA DE PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE MATERIAIS / PPG-EM
Praga da Liberdade, 1597 - Centro - Teresina - Pl, CEP. 64.000-040

Fone: (86) 3131 - 9468 enderego eletrdnico: http://ppgem.ifpi.edu.br/hom

JANIEL COSTA DA SILVA

SINTESE E CARACTERIZACAO FISICO QUIMICA E BIOLOGICA DE BIOFILMES DE
POLIESTIRENO/NORBIXINA/HIDROXIAPATITA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao em Engenharia de Materiais do Instituto
Federal do Piaui, como parte integrante dos requisitos
para a obtenc¢do do titulo de Mestre em Engenharia de
Materiais.

Aprovadoem: _22 de_OQutubro  de_ 2021

BANCA EXAMINADORA

Assinado no original

Prof. Dr. Vicente Galber Freitas Viana
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui - IFPI
Orientador

Assinado no original
Prof. Dr. Gilvan Moreira da Paz
Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui - IFPI
Avaliador Interno

Assinado no original
Prof. Dr. Charllyton Luis Sena da Costa
Centro Universitario Santo Agostinho — UNIFSA
Avaliador Externo



Janiel
Typewriter
22          Outubro             2021


AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, criador e formador de tudo, alicerce fundamental da minha
vida e a quem tenho fé incontestavel e inabalavel no seu poder e gldria, fonte de toda
bondade, misericordia, compaixao, confianca, determinacéo e perseveranca por ter
concedido na minha vida forca pra superar as provacdes tanto na vida pessoal quanto
na profissional que se levantaram na minha vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Vicente Galber Freitas Viana, pela disponibilidade
para me orientar neste trabalho, confianca, paciéncia, apoio em todos os momentos e
por estar sempre disponivel e disposto para realizar os esclarecimentos, aprofundar
meus conhecimentos e, principalmente, direcionar ideias e sugestdes de trabalhos.

Aos professores Dr. Gilvan Moreira da Paz e Dr. Deuzuita dos Santos Freitas
Viana, pela contribuicdo e ajuda através de informacfes técnicas prestada na
elaboracéo e discusséo de experimentos.

A minha querida esposa, Gesaiane de Andrade Silva, por toda paciéncia,
cumplicidade, dedicacéo, forca e principalmente por acreditar na minha capacidade
de superar todas as provacfes que se levantaram nas nossas vidas durante o
desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus pais, Maria do Rosario Costa da Silva e Raimundo José da Silva
Sobrinho, por me ensinar o significado das palavras honra, carater, honestidade e
perseveranca, e por ter me proporcionado a oportunidade de estudar e por sempre
acreditarem que poderia alcancar todos os meus sonhos nunca desistindo de lutar ao

meu lado.



Os sonhos precisam de persisténcia e coragem para serem realizados.
N&s os regamos com nossos erros, fragilidades e dificuldades. Quando
lutamos por eles, nem sempre as pessoas que nos rodeiam nos apoiam
e nos compreendem. As vezes somos obrigados a tomar atitudes
solitarias, tendo como companheiros apenas nossos proprios sonhos.

Augusto Cury


https://www.pensador.com/autor/augusto_cury/

RESUMO

Os biomateriais poliméricos estdo dentre os materiais mais empregados no ambito
meédico, a eficacia dos biomateriais esta relacionada principalmente a sua capacidade
de interagir com as células do tecido danificado visando a cicatriza¢ao. O poliestireno
(PS) é um polimero termoplastico, transparente, duro e quebradico, porém, nao
biodegradavel. O carotenoide norbixina (NBX) tem demonstrado acao
anticancerigena e hipolipidémica, como também, atividade antioxidante. A
bioceramica hidroxiapatita (HAP) trata-se de uma substéncia bioativa ndo toxica, que
provoca pouca reacao tecidual, apresentando-se como um importante recurso para a
substituicdo 0ssea. Esta pesquisa tem por objetivo analisar as caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas de biofiimes de PS/NBX/HAP sintetizados em diferentes
propor¢cdes para aplicacdo no processo de reparagdo 0ssea. As analises térmicas
revelaram que a incorporacdo de NBX e HAP né&o alteraram a estabilidade térmica
dos biofilmes. As amostras levaram mais tempo para intumescer em solucéo de Fluido
Corporal Simulado do que em agua o que representou uma maior perda de massa no
fluido corporal simulado. Apesar dos biofilmes apresentarem carater hidrofilico, a
incorporacéo de NBX e HAP propiciou uma diminuicao da hidrofilicidade. Com relagéo
ao pH e a condutividade, os biofilmes mostraram — se quimicamente estaveis e baixa
conducao de corrente elétrica o que facilita o processo de proliferacéo celular. O teste
de toxicidade com Artemia salina evidenciou que os biofilmes ndo apresentam
toxicidade, ou seja, podem ser considerados atéxicos.

Palavras — chave: Biofilmes. Poliestireno. Norbixina. Hidroxiapatita. Reparacdo Ossea.



ABSTRACT

Polymeric biomaterials are among the materials most used in the medical field, the
effectiveness of biomaterials is mainly related to their ability to interact with cells in the
damaged tissue, aiming at healing. Polystyrene (PS) is a thermoplastic polymer,
transparent, hard and brittle, but not biodegradable. The carotenoid norbixin (NBX) has
shown anticancer and hypolipidemic action, as well as antioxidant activity.
Hydroxyapatite bioceramic (HAP) is a hon-toxic bioactive substance that causes little
tissue reaction, presenting itself as an important resource for bone replacement. This
research aims to analyze the physical, chemical and biological characteristics of
PS/NBX/HAP biofilms synthesized in different proportions for application in the bone
repair process. Thermal analysis revealed that the incorporation of NBX and HAP did
not alter the thermal stability of biofilms. The samples took longer to swell in the
Simulated Body Fluid solution than in water which represented a greater loss of mass
in the simulated body fluid. Although biofilms have a hydrophilic character, the
incorporation of NBX and HAP provided a decrease in hydrophilicity. Regarding pH
and conductivity, biofilms were shown to be chemically stable and low electrical current
conduction, which facilitates the process of cell proliferation. The toxicity test with
Artemia salina showed that biofilms do not present toxicity, that is, they can be
considered non-toxic.

Keywords: Biofilms. Polystyrene. Norbixin. Hydroxyapatite. Bone Repair.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros registros da utilizacdo de biomateriais datam de 4.000 A.C, em
seu historico, estes materiais, muitas vezes apresentavam insucesso, devido a falta
de conhecimento e pesquisa a respeito dos conceitos relativos aos materiais, a
infeccdo e as reacodes biologicas (GUEDES et al. 2021).

No inicio, o uso de biomateriais era baseado em metodologias de tentativas e
erros, buscando sua propriedade de ser inerte (FALEIROS - SANTOS et al. 2020).
Nos ultimos anos, esse avanco atingiu a area da saude, que se aliou a engenharia de
materiais a partir de pesquisas que buscam desenvolver materiais e utiliza-los no meio
biologico (biomateriais). Com isso, ocorreu uma grande evolugdo das técnicas de
reconstituicdo parcial ou total de érgaos e tecidos (SOUSA et al. 2020).

Em contraste com outros tecidos, o osso € remodelado de forma continua
durante toda a vida da maioria dos vertebrados, inclusive o homem. Quando lesfes
ou defeitos 6sseos ocorrem, nas mais variadas situacdes clinicas, a reconstrucao
tecidual, que devolve integridades funcional e mecanica, constitui-se num passo
necessario para a reabilitacdo do paciente (COSTA, MIGUEL e ROSA, 2005).

A maior parte dessas lesdes, em virtude do seu potencial de regeneracdo
espontanea, repara-se adequadamente pelo emprego de terapias conservadoras ou
técnicas cirargicas convencionais. Entretanto, procedimentos de enxertia e
substituicdo 6ssea sao freqlientemente necessarios, especialmente, em ortopedia e
em intervencbes bucomaxilofaciais, quando da existéncia de defeitos extensos
decorrentes de traumas, procedimentos cirtrgicos e deformidades 6sseas congénitas
(COSTA, MIGUEL e ROSA, 2005)

Por outro lado, Almeida Filho e colaboradores (2007) relatam que a utilizacao
de materiais sintéticos, para substituicdo ou aumento dos tecidos biolégicos, sempre
foi uma grande preocupacdo nas areas meédica e odontologica. Para este fim, sédo
confeccionados diversos dispositivos a partir de metais, ceramicas, polimeros e, mais
recentemente, compositos. Na realidade, de acordo com Almeida Filho e
colaboradores (2007) nem sempre sao novos materiais no sentido estrito da palavra,
sao materiais dos quais se utilizam novas propriedades obtidas mediante diferentes
composic¢des quimicas ou processos de fabricacao.

Os biomateriais sdo materiais naturais ou sintéticos utilizados em aplicacbes

médicas ou em contato com sistemas biolégicos. Os biomateriais a base de



17

hidroxiapatita, junto com materiais poliméricos ou compositos sdo bastante usados
em sistemas de liberacdo controlada de farmacos ou como suporte para tecido celular
(SOUSA et al. 2012),

Além disso, como a matriz mineral éssea é composta por um tipo de fosfato de
calcio, varios fosfatos de calcio tém sido pesquisados para o desenvolvimento de
substitutos 0sseos. Estes materiais apresentam boa habilidade osteoindutiva, ou seja,
induzem a diferenciagdo celular de células em linhagens osteogénicas e em tecido
0sseo neoformado (COSTA et al. 2015).

A hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH)2] € fabricada para uso clinico na forma de
blocos ou granulos, porosa ou densa. Granulos porosos sao estudados por serem
bem tolerados pelo tecido ésseo, facilitarem a infiltracéo e proliferacdo de osteoblastos
nos contornos dos grdos e em suas microporosidades, além de promoverem a
proliferacéo de vasos sanguineos que sao essenciais ao processo reparativo (COSTA
et al. 2015).

Porém, a possibilidade de solubilizacdo dos componentes que irdo fazer parte
da composi¢cao do biomaterial apresenta uma grande importancia. Além disso, Pereira
e colaboradores (2016) relatam que a solubilizacdo polimérica € uma importante area
de estudo no tocante ao manuseamento e observacdo das caracteristicas de um
polimero. Também possui importantes aplicacbes na manipulacdo de farmacos,
ciéncia das membranas, reciclagem plastica e mais recentemente na producéo de
tecidos humanos.

Atualmente, os biomateriais sintéticos sdo uma alternativa comum para limitar
os aloenxertos que levam a um aumento da morbidade. Segundo Terranova e
colaboradores (2016), em estudo anterior, foi demonstrado que o uso de um
biomaterial ndo reabsorvivel com alta rigidez poderia ser utilizado
para auxiliar a osteoconducao. O poliestireno, sigla PS, € um polimero citocompativel
nao biodegradavel e bem conhecido, parece ser uma solucéo interessante para a
geracao de scaffolds de suporte a regeneracao 6ssea em casos de grandes defeitos
0sseos (TERRANOVA et al. 2016).

A incorporagdo da norbixina e dos compostos extraidos do urucum (Bixa
orellana L.) apresentam grande potencial na obtencdo de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, que sao reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes,

antimicrobiana e antitumoral (ALVES et al. 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/biomaterials
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bone-conduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bone-conduction
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/polystyrene
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De acordo com Santos e colaboradores (2002), a norbixina € um carotendide
soltuvel em agua originado da remocéao hidrolitica de um grupo éster metilico da bixina,
o principal carotendide encontrado no material ceroso ao redor das sementes de Bixa
orellana. Além disso, foi possivel caracterizar o potencial antioxidante da norbixina in
vitro, investigando seus efeitos no metabolismo dos lipidios plasmaticos, bem como
na atividade plasmatica da arilesterase / paraoxonase, em condi¢des de alta ingestao
de gordura.

Por isso, segundo Przekora (2019), a engenharia de tecido 0sseo
usa biomateriais implantaveis como suportes para células - tronco e células
osteoprogenitoras para manter temporariamente a fungdo, o0 crescimento e a
organizacédo do tecido 6sseo durante o processo de sua regeneracédo, tornando — se
o foco principal de estudos.

1.1 JUSTIFICATIVA

A bioengenharia tecidual € um campo multidisciplinar que envolve a aplicacdo
de principios e métodos da engenharia e das ciéncias da salude para assistir e acelerar
a regeneracao e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados. Deste modo, essa
ciéncia visa criar e aprimorar novas terapias e/ou desenvolver novos biomateriais que
restaurem, melhorem ou impecam o agravamento da funcéo tecidual comprometida
(OLIVEIRA et al. 2010).

Os biomateriais compreendem uma representativa fragcao dos produtos que sao
utilizados na area da saude, estimados em cerca de 300 mil h4 cerca de 10 anos.
Porém o uso de biomateriais ndo é recente, na década de 50, houve o inicio do uso
de biomateriais de forma mais sistematizada na qual se buscavam os materiais
bioinertes. Com o passar do tempo, passou — se a buscar a bioatividade desses
materiais, e mais recentemente, tem — se focado na regeneracdo de um tecido
funcional, especificado no aspecto bioldgico (PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

Além disso, o intenso crescimento observado no mercado de biomateriais é
atribuido a trés motivos principais: o primeiro motivo é o envelhecimento da populagéo
mundial; o segundo motivo é o aumento do poder aquisitivo e o padrao de vida nos
paises em desenvolvimento e, o0 terceiro motivo que € as melhorias tecnologicas na

abordagem de doencas anteriormente vistas como ndo trataveis. Neste sentido,


https://www-sciencedirect.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/biomaterials
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espera — se apreciavel avanco na area de engenharia tecidual visando as aplicacées
no campo da medicina regenerativa (PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

Portanto, a importancia deste trabalho esta na caracterizacdo de biofilmes de
PS/NBX/HAP, em diferentes composi¢des, para uma possivel aplicacdo no processo
de reparacao 0ssea e dessa forma, estabelecer um suporte para neoformacéo 0ssea,
ou seja, a formacao de uma nova estrutura 6ssea.

Além disso, esse biomaterial ainda deve possuir funcdo imediata apos a
implantacéo e ter habilidade de remodelagéo e integragdo com o organismo, como
também, para que seu uso estabeleca um menor tempo de recuperacao para o tecido
danificado.

E, consequentemente, o desenvolvimento desse estudo possa contribuir para
o desenvolvimento do conhecimento técnico — cientifico fortalecendo de forma
suscinta futuras pesquisas no campo dos biomateriais voltados ao processo de

reparacao ossea.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
v Analisar as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de biofilmes de

PS/NBX/HAP sintetizados em difrentes propor¢cdes aplicavéis a reparacédo 0ssea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar macro e microscopicamente a influéncia da incorporacdo da
hidroxiapatita e norbixina nos biofilmes sintetizados;

v Verificar o comportamento térmico dos biofilmes sintetizados;

v Estabelecer através de teste in vitro o comportamento dos biofilmes em agua e
em solucéo de Fluido Corporal Simulado (SBF);

v Determinar a hidrofilicidade/hidrofobicidade dos biofilmes sintetizados;

v Preliminar a toxicidade dos biofilmes através do teste com Artémia salina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOMATERIAIS

A humanidade, desde épocas muito remotas, vem procurando formas de
substituir tecidos vivos, tanto por questdes de perda ou por doencgas, utilizando como
substitutos substancias sintéticas e/ou naturais, as quais, recentemente, estdo sendo
chamadas de biomateriais (SOUZA et al. 2016). Com isso, a bioengenharia tecidual
visa criar e aprimorar novas terapias e/ou desenvolver novos biomateriais que
restaurem, melhorem ou impecam o agravamento da funcéo tecidual comprometida
(OLIVEIRA et al. 2010).

Segundo Oliveira e colaboradores (2010), a bioengenharia tecidual € um campo
multidisciplinar que envolve a aplicacao de principios e métodos da engenharia e das
ciéncias da saude para assistir e acelerar a regeneracdo e o reparo de tecidos
defeituosos ou danificados. Deste modo, essa ciéncia visa criar e aprimorar novas
terapias e/ou desenvolver novos biomateriais que restaurem, melhorem ou impegam
0 agravamento da funcéo tecidual comprometida

Biomateriais sdo materiais artificiais que possuem caracteristicas biologicas
compativeis. Dentre elas pode — se citar as propriedades osteoblasticas (que esta
relacionado com a proliferacdo celular), osteocondutoras (que esta relacionado a
neoformacédo 0ssea), e 0 plasma rico em plaquetas que, quando é adicionado ao
enxerto, estimula a consolidacdo e a mineralizacdo 6ssea na metade do tempo
convencional (SOUZA et al. 2016).

Segundo Sinhoreti, Vitti e Sobrinho (2013) a evolucao dos biomateriais é
caracterizada por trés diferentes geracdes. A primeira geracao corresponde aos
materiais bioinertes, cujo foco € o de ndo provocar reacdo de corpo estranho no
organismo. J4 a segunda geracao engloba os materiais bioativos e biodegradaveis e
a terceira geracdo 0s materiais responsaveis por estimular respostas celulares em
niveis moleculares (biomimética e engenharia tecidual).

E importante ter em mente que essas geracdes sdo interpretadas de forma
conceitual e ndo cronoldgica, uma vez que cada uma delas representa evolugcdo nas
propriedades dos materiais, ou seja, os biomateriais desenvolvidos atualmente néao
necessariamente pertencem a terceira geracao (SINHORETI, VITTI e SOBRINHO,
2013).
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De acordo com Pereira, Vasconcelos e Orefice (1999), a escolha de um
material para ser usado como biomaterial passa necessariamente pela analise de um
conjunto de requisitos que devem ser encontrados. O efeito do ambiente organico no
material (corrosdo, degradacéo) e o efeito do material no organismo sédo fendmenos
que devem ser estudados com extremo cuidado, pois a eles estd associado a
chamada "biocompatibilidade”. Dentre esses dois Ultimos aspectos, a interacdo dos
tecidos vivos com o biomaterial, associada com o tipo de resposta do organismo a
presenca do material, € o ponto mais desafiador no desenvolvimento de biomateriais.

A aplicacdo de biomateriais sintéticos na regeneracdo do tecido 6sseo é
relevante, pois eles ndo danificam tecidos saudaveis, nhdo aumentam o0s riscos de
contaminacgdes virais e bacterianas, além de serem disponibilizados comercialmente.
Ou seja, uma das propriedades mais importantes a ser levada em consideracao na
selecdo de um biomaterial € a sua composicdo quimica, que afeta diretamente sua
taxa de reabsorcdo, bioatividade, citotoxicidade e biocompatibilidade (ROS-
TARRAGA et al. 2019).

Além disso, de acordo com Silva Junior e Orefice (2001), a introducao de
biomateriais no corpo humano é uma das formas mais usuais de se restaurar ou
substituir partes ou a totalidade de tecidos nao-produtivos, fruto de traumas ou
tumores. Uma série de fatores tem incentivado o desenvolvimento de novos
biomateriais com comportamento superior e para novas aplicagdes.

Dentre os fatores mencionados, pode — se destacar o fraco desempenho dos
materiais utilizados atualmente que séo projetados para executarem suas fun¢des por
um periodo maximo de 10 anos (com o aumento do tempo de vida médio da
populacéo, torna-se necessario o desenvolvimento de biomateriais com propriedades
superiores e capazes de cumprir suas atividades por tempos mais prolongados);
necessidade de se reduzir o numero de cirurgias de revisdo destinadas a substituir
implantes danificados; (no Brasil) necessidade de se atender a uma crescente
demanda interna do produto e de se reduzir o custo dos materiais envolvidos; falta de
doadores para transplantes (SILVA JUNIOR e OREFICE, 2001).

Consequentemente, a sintese de novos biomateriais decorre de um rapido
progresso e realizagdes de pesquisas cientificas na area de engenharia de materiais
e se faz necessario o conhecimento sobre as interacfes entre biomateriais, tecidos

biol6gicos e desempenho em uso clinico (ALVES et al. 2016).
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Com isso, fica evidente que o desenvolvimento de procedimentos cirdrgicos
minimamente invasivos tem se tornado interessantes nos Uultimos anos, pois
possibilitam a insercdo do biomaterial e neoformacgdo tecidual com a maxima
preservacdo da anatomia e com a minima agressao ao organismo (SANTOS et al.
2013).

3.2 REPARACAO OSSEA

O processo de reparo 0sseo ocorre em trés fases: inflamatéria, reparadora e
de remodelacdo. Na fase inflamatoria ocorre a formag¢do de um coagulo sanguineo
envolvendo as superficies 6sseas no local da lesdo, acompanhadas de edema mais
ou menos intenso. Na fase reparadora, tem — se a formacao de um calo fibroso por
fibroblastos produtores de colageno tipo Ill, envolvendo a regido lesionada. E, na fase
de remodelacéo, ocorre a formacgédo de uma nova rede capilar, invadindo a regido do
coagulo juntamente com fibroblastos e osteoblastos, formando um novo tecido 6sseo
imaturo no local por um processo de ossificagdo intramembranosa ou endoconjuntiva
(VIEIRA, 2019).

Na pratica ortopédica freqlientemente encontra-se dificuldade de reparacao de
defeitos 6sseos, quando o rapido crescimento de tecido conjuntivo no interior desses
defeitos impede a formacdo de tecido 6sseo, causando alteracdes anatbmicas e
perturbacdes funcionais e exigindo procedimentos operatorios reconstrutivos, que tém
na enxertia 6ssea seu principal método de tratamento (FIGUEIREDO et al. 2004).

Além das excelentes propriedades mecanicas, 0 0sso revela um potencial Unico
para reparacao. O tecido 6sseo é capaz de reparar fraturas ou defeitos locais por meio
do processo de regeneragdo, com a formacdo de novo tecido com a mesma
organizacao estrutural do tecido anterior, sem a formacéo de cicatriz (AMADEI et al.
2006).

Apo6s uma lesd@o 6ssea, uma sequéncia de eventos dindmicos ocorre com o
objetivo de restaurar a forma e a funcdo do o0sso. Muitos desses mecanismos
bioldgicos celulares ainda ndo foram completamente identificados, porém sabe-se que
0 processo é ativado pela liberacdo de fatores de crescimento e citocinas no local
(AMADEI et al. 20086).

A depender da magnitude da leséo, o tecido 6sseo tem a capacidade de se

regenerar espontaneamente, porém, em perdas 6sseas maiores (defeitos 6sseos
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criticos), a regeneracao ocorre de forma limitada com formacédo de tecido fibroso.
Nestas situacdes, ha necessidade de utilizar enxertos ou substitutos 6sseos. A
utilizacdo dos procedimentos de enxertia € restrita, devido, a limitacdo de éareas
doadoras e a necessidade de procedimento cirargico adicional, aumentando assim a
morbidade do paciente (ALMEIDA et al. 2014).

Diante destas dificuldades, a bioengenharia tecidual O0ssea colige
conhecimentos de diversas areas como a medicina, biologia e engenharia, para o
desenvolvimento de materiais biocompativeis, com caracteristicas semelhantes ao
tecido que se deseja recuperar (ALMEIDA et al. 2014).

A reconstrucao tecidual de lesdes amplas, causadas por traumas, processos
infecciosos, neoplasias ou anomalias de desenvolvimento, representa um desafio em
cirurgias 6sseas. O resultado de tratamentos utilizados mostra-se muitas vezes
imprevisivel, demandando investigacbes continuadas sobre a natureza da
osteogénese e métodos de controla-la e estimula-la (GONCALVES, GUIMARAES e
GARCIA, 1998). A osteogénese necessaria ao reparo de defeitos 6sseos pode ser
influenciada por vérios fatores, como as matrizes 6sseas utilizadas como material de
implante e os farmacos com acdo direta ou indireta no metabolismo 6sseo
(SASSIOTO et al. 2004).

Véarios tipos de biomateriais e suas associacdes experimentais com diversas
substancias vém sendo estudados no processo de reparacdo 0ssea, considerando
que o tecido 6sseo € um dos poucos tecidos de mamiferos capaz de reconstituir a
estrutura lesada em sua forma original com restauracdo da estrutura histologica e
propriedades mecanicas (SASSIOTO et al. 2004).

A cicatrizacao é um dos processos mais estudados atualmente. Pesquisas tém
avaliado a importancia de sua estimulagdo na reabilitacdo funcional e estética do
paciente. Esta pode ocorrer por primeira ou segunda intencdo, com estagios

inflamatorio, fibroblastico e remodelador (SILVA et al. 2007).

3.3 POLIESTIRENO (PS)

Os biomateriais poliméricos estdo dentre os mais empregados no ambito
médico. As principais vantagens dos biomateriais poliméricos incluem a facilidade de
fabricacdo para produzir formas variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), o

processamento secundario, custo razoavel e disponibilidade em encontrar materiais
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com propriedades mecanicas e fisicas desejadas para aplicacdes especificas (PIRES,
BIERHALZ e MORAES, 2015).

Desta forma, sdo promissores em diferentes aplicacbes como, por exemplo, na
regeneracdo e/ou substituicdo dos tecidos, dentre eles, o tecido 6sseo. Em fungéo
das diferentes possibilidades de aplicacdo, formatos e formas de apresentacao, a
utilizacao destes polimeros depende de cada sitio e/ou aplicacéo clinica (SANTOS,
MARINHO e MIGUEL, 2013)

Figura 1 - Representacéo de (A) mondmeros ligados por ligacdes covalentes.
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Fonte: SANTOS, MARINHO e MIGUEL (2013)

Polimeros sdo macromoléculas, naturais ou sintéticas, formadas por
mondmeros, figura 1, unidades menores, ligadas covalentemente entre si (SANTOS,
MARINHO e MIGUEL, 2013). Os polimeros do tipo termoplasticos, sdo capazes de se
fundir e solidificar repetidas vezes. Ja os polimeros termorrigidos séo insollveis e as
ligacbes sao rompidas somente por elevadas quantidades de energia, com
consequente degradacao do polimero (PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

O poliestireno, sigla PS, representado na figura 2, € um polimero termoplastico,
transparente, duro e quebradico, mas lento para biodegradar, obtido a partir da reagao
de polimerizacdo radicalar do estireno, um hidrocarboneto aromatico insaturado
(LIANG et al. 2019).

Figura 2 — Unidade monomérica do poliestireno (PS)
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Fonte: Autor (2021)
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Também pode ser classificado como polimero estirénico ou como polimero
vinilico devido a presenca do radical vinil (CHz = CH —). Sua producao industrial se
iniciou em 1930 na Alemanha pela BASF, por um processo onde primeiramente é
preparado o monémero e em seguida é realizada a polimerizacdo, obtendo — se um
produto organico, hidrofébico, apolar e amorfo, na maioria dos processos (MAUL et
al. 2006).

Com facil obtencdo e baixo custo de producdo, este polimero possui
propriedades mecanicas moderadas, alta rigidez, transparéncia elevada, com uma
temperatura de transicao vitrea em torno de 100°C. Em temperatura ambiente é
sélido, transparente, inodoro, incolor, atoxico e moderadamente inerte, possuindo boa
estabilidade dimensional. Sua degradacdo se d4 em uma temperatura em torno de
300°C (FREDIANI et al. 2014). No entanto, € ndo biodegradavel, inflamével e soltvel
em varios solventes clorados. Tem uma gama de aplicacfes comerciais que variam
desde embalagens simples a engenharia avancada (YUSSIF et al. 2018).

O PS é um plastico flexivel e amplamente utilizado em muitas aplicacdes devido
ao seu baixo custo de producdo e sua alta resisténcia a diversos acidos, bases e
solventes. Além disso, pode ser facilmente modificado para adotar diferentes cores e
intensidades, e varios depdésitos podem ser acomodados dentro do backbone do PS
(ALOTAIBI, EL-HITI, YOUSIF et al. 2019).

Uma das vantagens em utilizar materiais sintéticos é evitar a coleta de outros
materiais autogénicos para enxerto, como 0ssos, musculos e gordura. O tempo total
necessario para a cirurgia € reduzido e também a extensdo da ferida cirargica. Na
clinica, a necessidade de enxertos 6sseos vem crescendo em decorréncia das
cirurgias por traumas, tumores, craniossinostose e cirurgias com finalidades estéticas.
A utilizacdo de materiais sintéticos evita o uso de enxertos com tecidos alogénicos a
partir de um banco de tecidos (MAIA et al. 2012).

Outra vantagem associada aos biomateriais € que séo fabricados sob
condi¢cdes controladas e suas composi¢cfes quimicas sdo bem conhecidas e 0s
materiais estdo disponiveis em qualquer tempo e quantidade, considerando que as
grandes reconstrugdes ou reoperacdes podem limitar o uso de enxertos autogénicos,
evitando a morbidade dos doadores, a deformidade de crescimento, as dores e a
reabsorcédo (MAIA et al. 2012).
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3.4 NORBIXINA (NBX)

Os carotendides possuem mais de 600 variantes estruturais e sdo encontrados
em bactérias, algas, fungos e plantas superiores, em alguns crustaceos e em
plumagem de aves. Os carotendides possuem ligacdes duplas conjugadas em suas
estruturas, atuam como antioxidantes (LIMA et al. 2001).

Os antioxidantes sdo substancias que, em concentracdes inferiores aos
substratos oxidaveis, retardam ou previnem a oxidacdo destes, tornando — 0s
indisponiveis para formacao de espécies oxidantes (GARCIA et al. 2012).

Dentre os corantes naturais, 0 urucum € o mais usado pela indastria brasileira,
representando cerca de 90% dos corantes naturais usados no Brasil e 70% no mundo.
Do total de sementes de urucum produzido no Brasil, cerca de 25% sao utilizados na
preparacdo de extratos lipo e hidrossolluveis e o restante é usado na fabricacdo do
colorifico, totalmente consumido no mercado interno (TOCCHINI e MERCADANTE,
2001).

O fruto urucum é retirado do urucuzeiro, de nome cientifico Bixa orellana L. que
€ uma planta nativa da América Tropical, figura 3. O corante responsavel pela
coloracdo do urucum apresenta-se convencionalmente de duas formas: a bixina

lipossoluvel e a norbixina, que é hidrossolavel (LIMA et al. 2001).

Figura 3 — Urucuzeiro (Bixa orellana L.), fruto urucum e suas sementes

Fonte: https://www.todafruta.com.br/urucum

As diferencas estruturais, ilustradas na figura 4, conferem a bixina
caracteristicas lipossoluveis, devido a presenca do éster metilico na molécula,

enquanto a norbixina apresenta maior hidrossolubilidade em razdo da presenca do
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grupamento carbonila, sitio de interacées com moléculas de agua. Com isso, a bixina
como carotenoide de maior concentracdo nas solucdes colorificas lipossolluveis do
urucum, enquanto a norbixina é predominante nas preparagfes hidrossollveis
(GARCIA et al. 2012).

Figura 4 - Férmula estrutural da Bixina (a) e da Norbixina (b).

Fonte: GARCIA et al. (2012)

No entanto, ndo pode ser negligenciado que estes compostos sofrem
isomerizacao devido a instabilidade das insaturacdes presentes na molécula frente as
condi¢cOes de processamento. Os isdbmeros cis, tanto da bixina quanto da norbixina,
estdo presentes naturalmente na planta, sendo convertidos na forma trans, mais
estavel, quando submetidos a altas temperaturas. As diferencas estruturais entre os
isBmeros cis e trans resultam em particularidades nas caracteristicas fisicas (GARCIA
et al. 2012).

Porém, Silva e colaboradores (2001), relatam que existem uma relacao inversa
entre o risco de céancer e hiperlipidemias e o consumo de alimentos contendo
carotenodides, demonstrando-se acdo anticancerigena e hipolipidémica. Além disso,
os carotendides possuem, também, atividade antioxidante e podem atuar
sinergicamente com outros antioxidantes, proporcionando uma maior protecao contra

especies reativas de oxigénio.
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Também, Santos e colaboradores (2014) relatam que uma das principais
caracteristicas dos carotendides é a sua capacidade de reagir com radicais livres,
principalmente com oxirradicais como o superoxido, radicais hidroperoxila e hidroxila.
Estes radicais podem ser formados em decorréncia de processos fisiolégicos e
patolégicos como a fagocitose ou em decorréncia de influéncias externas, como por
exemplo, a exposicao a radiacdo ultravioleta. A atuacdo como fotoprotetor e como
quimiopreventivo do céncer, além de suas fun¢gBes nutricionais ja estabelecidas,
justificam os diversos estudos sobre o potencial bioldgico destes compostos.

Dessa forma, este biomaterial € biodegradavel, biocompativel e bioreabsorvivel
na fabricacéo de scaffolds devido as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas
e antitumorais, incluindo diversos estudos que objetivaram avaliar suas propriedades

em animais por meio de interagdes bioldgicas (SILVA JUNIOR et al. 2021).

3.5 HIDROXIAPATITA (HAP)

A procura de substitutos dos enxertos O0sseos, capazes de promover a
osteointegracdo, o restabelecimento, a remodelacdo e o reforco das estruturas
0sseas, tem estimulado a pesquisa de materiais sintéticos capazes de substituir os
enxertos 0sseos. Os enxertos 0sseos apresentam eficiéncia mecéanica e biologica,
mas as limitacOes relacionadas a sua utlizagcdo estdo relacionadas com as
complicagbes do local de sua retirada, e com a sua escassez nos pacientes
submetidos a multiplos procedimentos (MOREIRA et al. 2003).

O uso da hidroxiapatita (HAP) tem sido muito pesquisado desde seu surgimento
como biomaterial, em 1970. A HAP é um fosfato de calcio hidratado, principal
componente (cerca de 95%) da fase mineral dos ossos e dentes humanos. O
substantivo hidroxiapatita é formado pela juncdo das palavras “hidroxi” e “apatita”.
“Hidroxi” refere-se ao grupo hidroxila (OH) e “apatita” € uma némina mineral. A palavra
“apatita” vem do grego e significa “decepciono”, por ser confundida com turmalina,
berilo e outras pedras. A HAP € o material presente nos vertebrados, compondo o
esqueleto 6sseo e atuando como reserva de célcio e fosforo (PINTO et al. 2007).

A HAP é fabricada para uso clinico na forma de blocos ou granulos, porosa ou
densa. Granulos porosos séo estudados por serem bem tolerados pelo tecido 6sseo,

facilitarem a infiltragdo e proliferagéo de osteoblastos nos contornos dos graos e em
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suas microporosidades, além de promoverem a proliferacdo de vasos sanguineos que
Sao essenciais ao processo reparativo (COSTA et al. 2015).

Embora a HAP sintética demonstre boa osteocondutividade, sua bioabsorcao
€ baixa e ela permanece no organismo por muito tempo apés a implantacdo, a
hipétese € de que o biomaterial implantado seja absorvido pelos tecidos adjacentes e
estimule, assim, a neoformacéao e reparacao do tecido 6sseo (COSTA et al. 2015).

A formula da hidroxiapatita estequiométrica é Caio(PO4)s(OH)2, com razao
Ca/P igual a 1,67 e é o fosfato de calcio mais estavel e 0 menos soluvel de todos.
Porém composicOes estaveis podem ter esta razdo estendida para aproximadamente
1,5. As possiveis relacbes Ca/P das apatitas, seus nomes e formulas estédo
apresentados na Tabela 1. (COSTA et al. 2009).

Tabela 1 - Tipos, férmula quimica e relacdo Ca/P das apatitas.

Fosfato de célcio Férmula quimica Ca/P
Fosfato tetracalcico (TeCP) CasO(PO4): 2,0
Hidroxiapatita (HA) Caio(PO4)s(OH)2 1,67
Fosfato de céalcio amorfo (ACP) Caz(POa)2xnH0 15
Fosfato tricalcico (a, o’, B, y) (TCP) Caz(P0O.)2 15
Fosfato octacalcico (OCP) CagH2(PO4)s x 5H20 1,33
Mono-hidrigénio fosfato de célcio diidratado
(DCPD) CaHPO4.2H0 1,0
Mono-hidrigénio fosfato de calcio (DCP) CaHPO4 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) CaxP20y 1,0
Pirofosfato de célcio diidratado (CPPD) CazP207x2H,0 1,0
Fosfato heptacalcico (HCP) Caz(Ps016)2 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico (TDHP) CasH2PsO20 0,67
Fosfato monocalcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H2P0O4)2x H20 0,5
Metafosfato de calcio (a, B, y) (CMP) Ca (PO3): 0,5

Fonte: COSTA et al. (2009)

De acordo com Maia e colaboradores (2010), a forma sintética da HAP
apresenta similaridade quimica e cristalografica, entretanto, nao idéntica a

hidroxiapatita de ocorréncia natural. Esse material ceramico é sintetizado na forma
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cristalina em pH baixo e entéo sinterizado entre 700 a 1300°C para formar uma massa
sélida de hidroxiapatita. Este tipo de hidroxiapatita sélida esta disponivel em duas
formas:
12 Forma - Hidroxiapatita porosa

Pode ser produzida sinteticamente ou originada dos esqueletos de corais
marinhos. O esqueleto de carbonato de calcio do coral é convertido quimicamente em
hidroxiapatita e a estrutura porosa original do coral € preservada. A vantagem
significativa da hidroxiapatita porosa, permite o crescimento interno do tecido 6sseo e
é fixada pelo osso circunjacente em algumas semanas. Por causa da dificuldade de
conformacao devido a suscetibilidade de fratura, sua aplicacdo tem sido amplamente
utilizada fora das areas de pressdo como enxerto sobre camada ou espacador em
osteotomia facial, figura 5(a);
22 Forma - Hidroxiapatita densa

E inteiramente sintética, ndo apresenta poros e pode ser fabricada em blocos
ou gréos. E de dificil conformac&o e n&o permite o crescimento interno de tecido.
Entretanto, os granulos apresentam maior adaptabilidade de contorno que os blocos,
mas nao integridade estrutural intrinseca e ndo se torna mecanicamente estavel até
ser envolvida pelo tecido 6steo-fibroso. Os granulos sao dificeis de serem mantidos
dentro do local desejado de implante e ha possibilidade de migracéo para areas nao

pretendidas apds alguns meses ou anos, figura 5(b).

Figura 5 - Imagem (a) Hidroxiapatita porosa e (b) Hidroxiapatita densa utilizadas na

reconstrucao de tecidos 6sseos.

Fonte: MAIA et al. (2010)
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A figura 6 revela o arranjo de uma célula unitaria da HAP. A estrutura porosa
da HAP funciona como suporte passivo a neoformacdo vascular, o que leva a
proliferacdo de fatores indutores da aposicdo Ossea. A superficie porosa parece
fornecer um substrato adicional a proliferacdo do tecido 6sseo. A HAP permite a
juncao, proliferacédo, migracao e expressao fenotipica de células 6sseas, o que resulta

em formacé&o de novo 0sso, em aposicao direta ao biomaterial (VITAL et al. 2006)

Figura 6 - Rede Cristalina da Hidroxiapatita (HAP)

Fonte: COSTA et al., (2009)

A estrutura cristalina da HAP |Ihe confere uma de suas mais importantes
propriedades, a facilidade de substituicbes catidnicas e anidnicas, sendo referida
como capaz de incorporar metade dos elementos da tabela periddica em sua
estrutura. fons Ca?* podem ser substituidos por um grande nimero de cétions
metalicos mono e bivalentes, tais como K*, Na*, Mg?*, Mn?*, Ni%*, Co?*, Cu?*, Zn?*,
Sr?*, Ba%*, Pb?*, Cd?*, Fe?*, e ions trivalentes de elementos terra rara (GUASTALDI &
APARECIDA, 2010).

A diferenca de valéncia causada por qualquer substituicdo requer uma reducao
na carga aniénica para manter o balanco de carga. ions PO43 podem ser substituidos
por ions AsO4%, SO4%, CO3%, SiO4*, VO4* e os ions OH- por ions COs%, F-, CI-. Todas
as substituicdes podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as dimensdes

dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a solubilidade da HAP que, por sua



33

vez, alteram a degradacao e o comportamento in vivo (GUASTALDI e APARECIDA,
2010).

Segundo Moreira e colaboradores (2009), a ceramica de HAP tem sido
estudada por tratar-se de uma substancia bioativa ndo toxica, que provoca pouca
reacao tecidual, apresentando-se como um importante recurso para a substituicao
O0ssea. Além disso, de acordo com Vital e colaboradores (2006), a HAP é esterilizavel
e relativamente n&o absorvivel. E vantajosa por causa de sua composi¢do uniforme,
seguranca (ndo é alergénica ou carcinogénica) e pelo fato de sua microestrutura
(tamanho dos poros) ser completamente controlavel.

A HAP sintética possui propriedades de biocompatibilidade com o osso pelo
fato de possuir a mesma estrutura cristalina, sendo assim considerada como o sélido
inorganico mais importante em biologia (Vital et al. 2006) e osteointegragéo, o que a
torna substituta do osso humano em implantes e proteses, dai o grande interesse em
sua producao (COSTA et al. 2009).

As propriedades biologicas da HAP sintética sdo bem documentadas na
literatura. Ela ja foi utilizada na correcédo de defeitos 6sseos no homem e em varias
espécies animais, com resultados satisfatorios o suficiente para ser indicada como
alternativa para a enxertia 6ssea na rotina clinica (Vital et al. 2006), revestimento de
componentes metalicos para fixacdo ou no revestimento da superficie de metais
(MOREIRA et al. 2003).

No entanto, Santos e colaboradores (2017) relatam que sua baixa tenacidade
a fratura limita sua aplicacdo em locais de carga. Portanto, os fosfatos de célcio por si
s6 ndo podem ser usados em scaffolds de suporte de carga. Com isso, as particulas
de HAP podem modificar a superficie quimica e fisicamente, de modo que amostras
com alto contetdo de HAP tendem a exibir diferenciacao acentuada resultante de alta

rugosidade da superficie e grande quantidade de HAP exposta.
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTEN(;AO DO POLIESTIRENO

Para realizacdo do presente trabalho foi utilizado poliestireno, sigla PS,
produzido por NEWPOP INDUSTRIA QUIMICA LTDA, S&o Paulo — SP, e fornecido
gratuitamente pelo GRUPO SOFERRO LTDA, Teresina - Pl. O PS apresenta aspecto

sélido, com granulos de poliestireno termoplastico com 0,25 mm a 2 mm de diametro.

Tabela 2 - Ficha técnica do PS

Ficha Técnica do PS

Densidade 9 — 16 kg/m?
Granulometria 1,23 - 2,00 mm (> 95% em peso)
Teor de agente expansor > 5,5% em peso (no momento da embalagem)
Teor de umidade residual <0,4%
Teor de monémero residual < 500 ppm ou 0,05%

Fonte: Autor (2021)

4.2 PROCESSO DE EXTRACAO DA NORBIXINA

A norbixina utilizada foi extraida das sementes de urucum (Bixa orellana L.)
adquiridas no comercio local da cidade de Teresina — Pl. A extragcdo da norbixina foi
realizada pelo método utilizado por Silva Junior et al., (2021) com adaptagbes no
laboratorio de fisico-quimica do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
do Piaui — IFPI, campus Teresina central. Inicialmente, 200 g de sementes de urucum
foram previamente selecionadas, limpas e secas, em seguida, foi adicionada solugéo
de hidréxido de potassio a 4% sob aquecimento constante e agitacdo a 70°C por 1
hora para gerar o sal de norbixina. Apos a saponificacdo, foi adicionado H2SOa4
concentrado gota a gota apds a solucdo atingir a temperatura ambiente. Por fim, a
norbixina (precipitado avermelhado) foi obtida por filtracdo a vacuo, seguida por
lavagem com agua destilada e seca em estufa a 60°C por 24h. O processo de

obtencao esta descrito no fluxograma da figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma do processo de preparo da NBX

Sementes de urucum

KOH, a 4%

Saponificagdo Agitagdo
Agquecimento (70°C/Th)

Sal de norbixina | —— | Precipitagio avermelhado
Gotefamento
HESOf“-{rorr.,l

Filtragdo a vdcuo
Estufa (60°C/24h)

Fonte: Autor (2021)

4.3 SINTESE DA HIDROXIAPATITA

O p6 de HAP foi obtido através do processo de precipitacdo quimica a quente
proposto por CAMARGO et al., (2014) utilizando uma suspensdo de hidroxido de
calcio - Ca(OH):2 e acido ortofosfarico - H3PO4, como descrito na equacgéo 1.

Inicialmente, os reagentes foram dissolvidos em agua destilada. A solucéo de
hidroxido de calcio foi colocada em aquecimento com agitacdo magnética. Ao atingir
a temperatura desejada, iniciou — se o0 gotejamento da solucao de acida (1mL/min).
Ao término do gotejamento, manteve — se a temperatura e a agitacdo por 24 horas.
Ao final do tempo estipulado fez — se filtracdo a vacuo, em seguida, o filtrado foi seco
em estufa a 120°C por 24h. Por fim, realiza — se a sinterizac&o do p6, em mufla durante

1 hora, a temperatura de 1100°C como descrito no fluxograma da figura 8.
10 Ca(OH)2(ag) + 6 H3POs(ag) — Ca10(POa4)s(OH)2¢) + 18 H20() (equacéo 1)

Figura 8 - Fluxograma da sintese da HAP pelo método da neutralizacao

Ultrassom
(20 min.)
- | Cay(P04)s(0H) (g | - | Ca;o(P0,)s(0H);(5
Agitagdo Filtragdo a vdcuo
Aquecimento (70°C) Estufa (120°C/24h)
Gotejamento do deido Sinterizagdo (1100°C/1h)
(1 mL/min.)

Fonte: Autor, (2021)
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4.4 SINTESE DOS BIOFILMES
Os biofilmes de PS/NBX/HAP foram preparados pelo processo de evaporacao
de solvente (solution casting). As composi¢des dos biofilmes com a matriz PS e suas

respectivas proporcoes estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3 - Propor¢cdes dos componentes PS, NBX e HAP nos biofilmes

o Proporcao (%)
Biofilmes
PS NBX HAP

100PS 100 - -
90PS/5NBX/5HAP 90 5 5
85PS/5NBX/10HAP 85 5 10
80PS/5NBX/15HAP 80 5 15
75PS/5NBX/20HAP 75 5 20
70PS/5NBX/25HAP 70 5 25

Fonte: Autor (2021)

Na sintese do biofilme 100PS, o PS foi imerso em cloroférmio, a mistura foi
colocada em ultrassom por 20 minutos. A mistura foi colocada sob aquecedor com
agitador magnético a 55°C por 1 hora. Depois disso, a mistura foi filtrada em papel de
filtro quantitativo e, por fim, vertida em placa de Petri coberta com papel aluminio por
um periodo de 24 horas como mostrado no fluxograma da figura 9.

Figura 9 - Fluxograma da sintese do biofilme 100PS

PS[S} Uitrassom Agquecimento (55°C/1k)
(20min) Mistura Agitagdo h Biofilme
" | CHCl; +PS Filracio 100PS
CHCl;(,q) Placa de petri

Evaporacdo por 24h
Fonte: Autor (2021)

Para sintese dos biofilmes PS/NBX/HAP nas diferentes proporgdes, seguiu as
mesmas condi¢des de sintese do biofilme puro 100PS, apenas incorporando a NBX e

a HAP na etapa do ultrassom e depois sob agitacéo e aquecimento a 55°C, colocando
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PS por ultimo para dissolucdo durante o processo de sintese, como mostrado no

fluxograma da figura 10.

Figura 10 - Fluxograma da sintese dos biofilmes PS/NBX/HAP em diferentes

proporc¢oes.
NBX+HAP 0 17pssom
@Q0min) Mistura
" | CHCl; + NBX + HAP
c].l =

iy Adigdo PS

Agitagdo
Agquecimento
(55°C/1h)
Mistura Biofilmes
CHCl, + PS + NBX + HAP PS/NBX/HAP
Filtragdo
Placa de petri
Evaporagdo por 24h

Fonte: Autor (2021)
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5 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES
5.1 MICROSCOPIA OPTICA (MO)

Para este ensaio foi utilizado um Microscopio Optico da marca Hirox de reflex&o
e transmissdo com acessorios 2D e variacdo de 10X, acoplado a uma estacdo de

analise de Imagens (figura 11).

Figura 11 - Aparelho utilizado na analise de microscopia optica

Fonte: Autor (2021)

5.2 FLUORESCENCIA DE RAIOS - X (FRX)

Para esta analise foi utilizado um Espectrdmetro por Fluorescéncia de Raios-
X, modelo Epsilon 3 - XL da Panalytical, utilizando modo omnian, em ambiente de ar
atmosférico e gas nitrogénio (figura 12). Segundo Rodrigues (2008), todos os metais
ou 6xidos ndo detectados em concentracdes iguais ou superiores a 0,1% em massa

devem ser citados.

Figura 12 - Aparelho utilizado na andlise de Florescéncia de Raios - X

Fonte: Autor (2021)
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5.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

Os biofilmes foram submetidos a ensaios de TG em equipamento Shimadzu,
modelo TGA-51. As condi¢Bes 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.mint em porta amostra de platina (figura 13).

Figura 13 - Aparelho utilizado na analise térmica por TG

—————
—
i
toh
e,
TGASTHE=E
i
[~
- E&&8

Fonte: Autor (2021)

5.4 ANALISE POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As andlises dos biofilmes por DSC foram realizados em equipamento da marca
Shimadzu — Modelo DSC 60 PLUS, figura 14, de acordo com as seguintes condi¢des:
faixa de temperatura de ensaio de 25°C a 600°C, taxa de aquecimento de 10°C.min!

em atmosfera de nitrogénio a 50 mL.min1. Foi utilizado porta amostra de aluminio.

Figura 14 - Aparelho utilizado na andlise térmica por DSC

‘ 1 1 !
DSC-60pius

Fonte: Autor (2021)
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5.5 ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA/VISIVEL (UV-VIS)

Os espectros de absor¢cdo molecular no ultravioleta/visivel foram obtidos em
espectrometro de duplo feixe SHIMADZU, modelo UV-2401 PC, figura 15. Foram
preparadas solucdes padrbes de PS, NBX, HAP e das misturas PS/NBX/HAP em
diferentes proporcdes usando cloroféormio como solvente. Para efetuar as analises,
foram colocadas 5 a 10 gotas das solu¢cdes preparadas em cubetas de quartzo de 4
mL de capacidade com preenchimento da capacidade restante com solvente, em
seguida, foram submetidas a analise espectral em faixa de varredura entre 900 a 190

nm.

Figura 15 - Aparelho utilizado na analise de absorcao na regido do Ultravioleta/Visivel

Fonte: Autor (2021)

5.6 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO DOS BIOFILMES IMERSOS EM AGUA E SBF

O ensaio de intumescimento foi realizado em triplicata a temperatura de 25°C
+ 1°C, seguindo procedimento proposto por Ferreira (2019) com adaptagdes. Utilizou
— se amostras iniciais de mesma dimensdo e massas entre 59 a 61 mg,
aproximadamente.

Inicialmente, as amostras definidas dos biofilmes permaneceram incubados,
em 50 mL de agua e SBF, com pH = 7,4 sendo retiradas para pesagem apos 1h, 2h,
3h, 4h, 5h, 24h, 48h, 120h, 144, 168 e 288h. Em seguida, nos intervalos pré
determinados, as amostras eram retiradas e secas com papel de filtro para retirada
do excesso de liquido da superficie seguida de pesagem. Ao término do experimento,

os dados de pesagem foram comparados entre os diferentes periodos.
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Segundo Gabas e Cavalcanti (2003) as caracteristicas das cinéticas de
intumescimento dos biofilmes representantes de todas as proporcbes foram

determinadas a partir do calculo do indice de intumescimento - li), equagao 2.

mj — Mg ~
liwy = — x 100 (equacéao 2)
ms

em que mi é a massa do filme apds periodo de intumescimento e ms representa a

massa do filme seco.

5.7 ENSAIO DE PERDA DE MASSA DOS BIOFILMES QUANDO IMERSOS EM
AGUA E SBF

De acordo com Bispo (2009), a degradacdo pode ser definida como a
deterioracdo das propriedades de um material. As matrizes hibridas, destinadas a
regeneracao tecidual, séo fabricadas com o objetivo de se degradarem na proporcao
que ocorre a regeneracdo do tecido danificado. Esta degradacdo ocorre
preferencialmente por hidrélise. Os sinais mais comuns de que a degradacéo esta
ocorrendo, séo a deterioracdo das propriedades mecéanicas e reducdo da massa do
material.

O ensaio de degradacédo in vitro foi realizado de acordo com a norma ISO
10993-13 (1998), a qual avalia a degradacdo quimica de biomateriais poliméricos,
segundo metodologia proposta por Nozaki e colaboradores (2012) com adaptacdes.
As amostras foram previamente secas em estufa a 37°C + 2°C, durante 24 horas e
resfriadas a temperatura ambiente em dessecador. Cada amostra pesando entre 59
a 61 mg foram imersas individualmente em 50 mL de agua destilada e 50 mL de SBF,
separadamente por 1, 2, 3, 4, 5, 24, 48, 120, 144, 168 e 288 horas.

A solugdo de Fluido Corporal Simulado (SBF) foi preparada segundo
metodologia proposta por Kokubo e Takadama (2006) onde a solucéo foi preparada
utilizando quantidade dos reagentes a fim de reproduzir a concentracdo de ions (mM)
inorganicos presentes no plasma humano. A tabela 4 mostra a concentragéo de ions

de SBF em comparacdo com os encontrados no plasma de sangue humano.
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Tabela 4 - Concentracfes de ions de SBF em comparacdo com os encontrados no

plasma humano.

Concentragdes de lons (mM)

Na* K* MgZ Ca* ClI HCOsy HPOZ SO pH
Plasma 546 50 15 25 1030 27.0 1,0 05 72-74
sanguineo
SBF 1420 50 15 25 1478 42 1,0 0,5 7.4

Fonte: KOKUDO e TAKADAMA, (2006)

Apos a realizacdo do ensaio de degradacao nos periodos pré determinados, as
amostras foram removidas do meio, rapidamente secas com papel de filtro para
retirada da agua superficial, e imediatamente pesadas em balanca analitica. No final,
foram pesadas e a perda de massa em relacdo a massa inicial dos biofilmes foram
avaliados de acordo com a equacgédo 3, onde m; € a massa seca inicial da amostra
antes da degradacdo, mr € a massa seca final apés a degradacdo da amostra e Mperdida
€ a massa perdida no ensaio de degradacao, em porcentagem.

(mi— my) N
M perdida (%0) = ————— X 100 (equacéao 3)
m;

A média das massas perdidas, Mperdida(%), foram calculadas e entdo levantadas

curvas de degradacao dos biofilmes em fungéo da proporcao das amostras.

5.8 ENSAIO DE MOLHABILIDADE E TENSAO SUPERFICIAL DOS BIOFILMES
5.8.1 Angulo de contato e molhabilidade nos biofilmes.

A molhabilidade é uma importante propriedade de superficies e estd associada
a tendéncia de um liquido espalhar-se ou nédo sobre a superficie. Do ponto de vista
macroscopico, a molhabilidade de uma superficie é caracterizada por um parametro
chamado angulo de contato (6), que é uma medida do quanto a agua pode espalhar-
se sobre a superficie (PIMENTEL, 2018).

Segundo Vazirinasab, Jafari e Momen (2018), os termos hidrofilicidade e

hidrofobicidade séo introduzidos para representar a afinidade relativa de goticulas de
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agua em superficies solidas. Em uma superficie hidrofilica, uma goticula de agua
molha a maior superficie possivel, entrando nos poros do material e saturando-o
completamente. Por outro lado, uma gota de &gua é repelida por uma superficie
hidrofébica e, devido a acdo de forcas intermoleculares, assume uma forma quase
esférica (VAZIRINASAB, JAFARI e MOMEN, 2018).

Para realizacdo do ensaio da molhabilidade foi utilizado o método da gota séssil
(PEREIRA et al. 2021). Para a realizacdo da técnica foram utilizados trés liquidos:
agua, formamida e glicerina. As amostras foram postas sobre uma base plana e em
seguida foi gotejado 20 puL de cada um dos liquidos, primeiro foi realizada a analise
com agua em todas as amostras seguida da formamida e glicerina. Esse
procedimento foi acompanhado e registrado em computador pelo programa Windows
Movie Maker software.

Foram captadas e selecionadas imagens em sete tempos (00, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 segundos) para posteriormente analise no programa Surftens verséo 4.7,
onde foram realizadas cinco marcacdes em cada imagem, nos diferentes tempos e

amostras para obtenc&o do angulo de contato, figura 16.

Figura 16 - Obtencao do angulo de contato dos biofilmes no programa Sulfens 4.7

L@_Se!!inss,__ Record
Blulsl #l
contactangleindeg: [1SE23

Vokune: 0.0 w

Temperature: [_
Specimen: |

Irtensaat

50.973
49577

49,185
49226

Fonte: Autor (2021)

De acordo com Luz, Ribeiro e Pandolfelli (2008) o angulo de contato depende
do comportamento da agua na superficie do material, por definicdo tem-se que:

quando 0 > 90°, nado ha o molhamento do sdlido pelo liquido, ou seja, ndo ocorre o
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espalhamento do liquido (superficie hidrofébica) (Fig. 17a); quando 6 < 90° ha o
molhamento e o liquido se espalha espontaneamente (superficie hidrofilica) (Fig. 17b);
quando 06 = 0° o liquido se espalha indefinidamente sobre o sdélido, ou seja, o

molhamento é total (Fig. 17c).

Figura 17 - Representacédo do angulo de contato (a) maior do que 90°, (b) menor do

gue 90° e (c) espalhamento total.

a) b) 0

4
v

Solido ' Solido
Fonte: Autor (2021)
5.8.2 Energia de superficie (Tenséo superficial) nos biofilmes

A energia de superficie é uma caracteristica relevante no estudo dos
biomateriais pois ela esta associada a capacidade de outras substancias
interagirem/aderirem a superficie do material (PEREIRA et al., 2021). Para andlise da
energia de superficie utilizou-se os valores dos angulos de contato encontrados
juntamente com os valores da componente polar e dispersiva dos liquidos
apresentados na tabela 5. A energia de superficie foi calculada utilizando a equacéo
(3) de FOWKES (1963).

[P vi¥ st .
1+ cos@ < ¥i _ WP x L8 + 4¥s (equacio 4)
2 "I}"zd ¥i

Onde: y, y», y4, | e s séo, respectivamente energia superficial, componente polar da

energia de superficie, componente dispersiva da energia de superficie, liquido e
sélido.
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Tabela 5 - Valores energia de superficie, da componente polar e componente

dispersiva da agua, formamida e glicerol.

Tenséo Superficial de Liquidos

Liquidos Yy (mJ/m?) yP (mJ/m?) y¢ (mJ/m?)
Agua 72.8 51 21.8
Glicerol 63.4 26.2 37.2
Formamida 58.2 18.7 39.5

5.9 DETERMINACAO DO pH E DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DOS BIOFILMES
EM AGUA E SOLUCAO DE SBF

As medidas de pH foram realizadas com pHmetro digital portatil modelo pH —
1900 Instrutherm, figura 18, apo6s periodo de 504 horas (21 dias) de imersdo dos
biofilmes em agua e SBF em temperatura de 25°C + 1°C.

Figura 18 - pHmetro utilizado na determina¢édo do pH em agua e SBF

r s

Fonte: Autor, (2021)

A condutividade elétrica foi realizada utilizando condutivimetro modelo mCA
150 da MS TECNOPON instrumentacao, figura 19, apés periodo de 504 horas (21
dias) de imerséo dos biofilmes em 4gua e SBF em temperatura de 25°C + 1,0°C.
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Figura 19 - Condutivimetro usado na medicao da corrente elétrica em agua e solucéo
de SBF

Fonte: Autor, (2021)

A partir dos dados das medidas de pH e da condutividade elétrica em agua e
solucdo SBF foram feitas curvas tanto do pH quanto da condutividade elétrica em

funcao das diferentes composic¢des dos biofilmes confeccionados.

5.10 ENSAIO DE TOXICIDADE COM ARTEMIA SALINA

Para o ensaio de toxicidade utilizou-se a Artemia salina, tipo de crustaceo
marinho, organismo simples, que pode ser utilizado para determinar a letalidade de
algum composto BALICA et. (2020).

Com as amostras preparadas para a realizacéo do teste de toxicidade aguda,
seguindo o método proposto por Meyer e colaboradores (1982), os cistos foram
incubados na 4gua salina em uma camara de incubacéo por 24 a 48h sob iluminacéo
constante (lampadas de 20 watts) a temperatura média de 28°C + 2°C, figura 20.

Os ensaios foram realizados em quintuplicata onde 10 nauplios foram
transferidos para cada tubo de ensaio contendo agua do mar a uma concentracéo de
1000 pg/mL do material a ser testado Meyer et al. (1982) e Sousa et al. (2021) com
adaptacoes.

Para o controle negativo foram usados apenas a mistura salina, e para o
controle positivo uma solucao de dicromato de potassio (K2Cr207) a uma concentracao

de 1000 pg/mL. Apds a incubacdo dos tubos por 24h, contaram-se 0os numeros de
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nauplios (artémias) mortos com auxilio de lupa e registrou a quantidade, a fim de
calcular a toxicidade do material analisado.

Figura 20 - Fluxograma do ensaio de toxicidade com Artémia salina dos biofilmes
90PS/5NBX/5HAP e 70PS/5NBX/25HAP

Cémara de incubagdo por 24h a 48h

—

Adighonell Control tiv Control sitive
s ontrole negativo ntrole positivo
Mﬁbl(l)os en;:;da dicromato de potassio Agua do mar
s K,Cr,0; pH=84.

1000 pg/mL.

Artemia salina, aumentada em 400x

Fonte: Autor (2021)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DOS BIOFILMES DE PS/NBX/HAP EM DIFERENTES PROPORCOES

Os biofilmes de PS/NBX/HAP foram sintetizados a partir da dissolucédo dos
componentes em cloroférmio PA em decorréncia da solubilidade do PS e da NBX
nesse solvente, ocorrendo a formacao dos biofilmes pelo processo de evaporacao de
solvente. A figura 21 mostra algumas caracteristicas, dentre elas, a homogeneidade,
maleabilidade e colorac&o dos biofilmes sintetizados em diferentes propor¢cdes de PS,
NBX e HAP.

Figura 21 - Analise macroscopica dos biofilmes PS/NBX/HAP sintetizados em
diferentes proporcoes

100PS 90PS/SNBX/SHAP 85PS/SNBX/10HAP

80PS/5NBX/15HAP 75PS/5NBX/20HAP 70PS/5SNBX/25HAP

Fonte: Autor (2021)
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Os biofilmes 100PS, 90PS/5NBX/5HAP, 85PS/5NBX/10HAP,
80PS/5NBX/15HAP, 75PS/5NBX/20HAP e 70PS/S5NBX/25HAP  apresentam
superficie lisa, homogénea, ndo apresentando diferencas na maleabilidade e nem no
volume. Os biofilmes que possuem incorporacdo de NBX apresentam mudancas na
coloracdo dos biofilmes sintetizados, porém, nao ocorrendo alteracdo na
maleabilidade das amostras.

Segundo Sousa e colaboradores (2016) ao sintetizar membranas de NBX e
PHB constatou - se que a adi¢do de norbixina ao PHB garantiu uma boa adeséo entre
0S materiais e otimizou o aspecto da membrana. Também, de acordo com Farias e
colaboradores (2020), a adicdo de sais de norbixina em filmes de alginato de sédio
nao influenciou significativamente a capacidade de intumescimento dos filmes, ou
seja, ndo ocorreu o aumento de volume da amostra.

A incorporacdo da HAP provocou a formacdo de uma superficie homogénea,
lisa e sem a presenca de poros. Resultado contrario ao encontrado por Santos (2013)
que produziu membranas a base de polihidroxibutirato e hidroxiapatita pelo método
de prensagem e relatou que o material sintetizado apresenta uma superficie irregular,

com a presenca de poros distribuidos por toda superficie.

6.2 ANALISE DE FLUORESCENCIA DE RAIO — X DO PS, NBX e HAP

A tabela 6 mostra a composi¢éo inorganica presente no PS, onde a analise por

FRX revelou a presenca de, aproximadamente, 13% de componentes inorganico.

Tabela 6 - Composicao da parte inorganica no PS

Componentes Concentracao (%)
Mg 0,369
Si 1,798
P 1,019
Ca 1,565
Zn 1,030
Br 6,885

Fonte: Autor (2021).
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A analise quimica qualitativa por espectrometria de Fluorescéncia de Raios - X,
indica a presenca dos elementos quimicos Mg, Si, P, Ca, Zn e Br. A presenca do Si
na amostra de PS pode nos levar a acreditar em alguma possivel contaminacéo
durante os ensaios ou a algum erro instrumental, ja que o Mg (Z=12), Si(Z=14) e
Fosforo (z = 15) sdo elementos vizinhos na tabela periddica. Este fato pode provocar
sobreposicao de linhas espectrais dos elementos, em funcédo das proximidades das
energias de excitacdo dos elétrons, dificultando a andlise. Este resultado esta de
acordo com o encontrado por FERNANDES (2012).

No caso do carotenoide NBX, a analise dos dados obtidos por FRX revelaram

o percentual dos elementos inorganicos apresentados na tabela 7.

Tabela 7 - Composicdo quimica inorganica da NBX.

Componentes Concentracao (%)
Mg 0,450
Al 3,069
Si 3,392
P 0,462
S 16,457
Cl 0,737
K 67,170
Ti 1,128
Fe 6,837
Sn 0,115

Fonte: Autor (2021)

Deve-se ressaltar que a norbixina € extraida das sementes do urucum que séo
ricas em sais inorganicos e considerar ainda que hidroxido de potassio (KOH) e acido
sulfarico (H2S04) sdo utilizados em etapas do processo de obtencdo da norbixina
justificando os percentuais de 67,170% e 16,457% observados para o potassio (K) e
para o enxofre (S), respectivamente. Este resultado esta de acordo com Santos (2019)

gue observou no processo de producdo da norbixina utilizada em sua pesquisa foi
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utilizado o acido sulfurico (H2SOa4) concentrado e ndo o acido cloridrico (HCl) como
proposto na literatura.

O resultado obtido por FRX para andlise do p6 de HAP gerado na sintese por
neutralizacdo acido-base sao apresentados na tabela 8. A HAP sintetizada apresenta
baixa concentracbes de contaminantes. De acordo com Rodrigues (2008) é
importante salientar que todos os 6xidos detectados em concentracdes iguais ou

superiores a 0,1% em massa devem ser citados.

Tabela 8 — Composi¢éo quimica da bioceramica HAP

Componentes Concentracao (%)
MgO 2,014
Al203 0,117
P20s 37,468
CaO 60,174
SrO 0,137

Fonte: Autor (2021).

A andlise de FRX mostrou que o p6 da HAP sintetizada néo apresenta metais
pesados, ndo pelo menos presente na analise de fluorescéncia, entdo ponto positivo
para o material, pois tais metais sdo denominados perigosos. Este resultado esta de
acordo com o encontrado por Rodrigues (2008).

A andlise confirma também a presenca dos elementos quimicos Ca e P que
estdo em maior quantidade na amostra. A partir dos resultados encontrados foi
possivel determinar a razdo estequiométrica Ca/P da HAP sintetizada pelo método da
neutralizacdo, neste caso foi encontrado uma razao estequiométrica da hidroxiapatita
(Ca/P = 1,61), sendo um dos principais fatores a ser controlado na obtencdo desse
fosfato de célcio.

Segundo Galvao (2017) a diferengca nos valores de Ca e P promove a
decomposicdo do material, na cinética de crescimento de graos e na cristalinidade do
mineral. A hidroxiapatita que possuem uma razdo Ca/P proxima de 1,67, valores

determinados por FRX, séo ditas estequiométricas.
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6.3 MORFOLOGIA SUPERFICIAL DOS BIOFILMES EM DIFERENTES
PROPORCOES

A partir das imagens microscopicas da superficie dos biofilmes feitas com
aumento de 400X, figura 22, foi verificado a morfologia, formacdo de rachaduras,

aglomerados e mudancas na matriz polimérica (PS) e nos biofilmes sintetizados em
diferentes proporc¢des.

Figura 22 - Imagens microscépicas, com aumento de 400X, da superficie dos biofilmes.
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(f) 7TOPS/5NBX/25HAP

Fonte: Autor (2021).
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A microscopia do biofilme 100PS mostrou uma superficie plana e lisa, porém,
com ranhuras, manchas e aglomerados de particulas de impurezas. Nos biofilmes
com incorporagdo de NBX e HAP foi observado aglomerados escuros (NBX) e
vesiculas claras e nitidas (HAP).

A presenca de ranhuras no biofilme 100PS pode estar relacionado ao método
de processamento da amostra que ocorre por evaporacéo de solvente (GUIMARAES
e TANNOUS, 2014). Nos biofilmes sintetizados com a incorporacdo de NBX e HAP
revelaram a presenca de aglomerados escuros, vesiculas claras e nitidas e alteracdo
de cor.

Segundo Silva Junior e colaboradores (2021) a formacédo dos aglomerados
escuros esta associado a presenca da norbixina que ndo sofreu degradacao apés o
processo de esterificacdo e ndo alterou a cor do pigmento de vermelho para amarelo,
e as vesiculas claras e nitidas sao devido a dispersdo com insercdo de HAP por toda

a extensao dos biofilmes.

6.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DAS AMOSTRAS (TG)

A figura 23 mostra os resultados obtidos a partir da analise de TG e DTG tanto
dos componentes PS, NBX e HAP quanto dos biofilmes sintetizados em diferentes
composicoes.

De acordo com a analise das curvas de TG, figura 23(a) e DTG, figura 23(b),
do PS, NBX e da HAP, foi observado que no biofilme 100PS ocorre a presenca de trés
eventos térmicos envolvendo perdas de massa. O primeiro evento ocorre de 40 a
220°C com perda em massa de aproximadamente de 2% que esta relacionada a
perda de agua superficialmente adsorvida no material. O segundo evento ocorre na
faixa de temperatura de 270°C a 420°C apresentando perda de aproximadamente
91% em massa, segundo Botan e colaboradores (2011) e Jesus e colaboradores
(2019), a partir deste ponto o material polimérico e suas cadeias sofreram degradacao.
O terceiro evento ocorre na faixa de temperatura de 430 a 535°C provocando perda
de aproximadamente 5% que esta relacionado ao mondmero estireno que é o principal
componente volatil produzido a partir da degradacgéo térmica do PS sob atmosfera

inerte, resultado este corroborado por Jesus et al. (2019).
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Figura 23 - (a) TG e (b) DTG dos componentes PS, NBx e HAP; (c) TG e (d) DTG dos

biofilmes sintetizados.
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Fonte: Autor (2021).

Com relacao a NBX, a curva termogravimétrica mostra quatro eventos térmicos.
O primeiro evento ocorre de 40 a 160°C o que se observa perda de massa de 3,1%
que é atribuida a evaporacdo de agua adsorvida na superficie do material devido ao
seu carater higroscopico. O segundo evento ocorre de 160 a 340°C apresentando
perda em torno de 21%. O terceiro evento ocorre de 340 a 570°C mostrando perda de
28% em massa. O gquarto evento ocorre de 580 a 690°C apresentando perda de
aproximadamente 6,6%. A partir de 700°C, ainda ha a presenca de aproximadamente
4% em massa restante. Estes resultados estdo de acordo com as observacgoes feitas
por Silva Junior e colaboradores (2021). Porém, com relacdo a HAP, por ser uma das

ceramicas mais estaveis, a TG mostra perda de massa em sua totalidade de
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aproximadamente apenas 1%, resultado este que também €& corroborado por Silva
Janior et al. (2021).

Para as curvas de TG figura 23(c) e DTG figura 23(d) dos biofilmes sintetizados
em diferentes composi¢cdes de PS, NBX e HAP, as curvas mostram que os biofilmes
de composicdes 90PS/SNBX/5HAP, 75PS/5NBX/20HAP e 70PS/5NBX/25HAP
apresentam trés etapas de decomposicdo em massa, apresentando comportamento
térmico semelhante ao biofilme 100PS.

A primeira etapa de decomposi¢ao ocorre no intervalo de 30 a 220°C, o que
esta relacionado a saida de agua adsorvida fisicamente na superficie do biofilme, o
gue ocorre até 100°C e a perda em massa ap0s essa temperatura é explicada pela
perda de agua condensada de grupos hidroxilas (OH") presentes na HAP (SANTOS
et al. 2019). A segunda e terceira etapas de degradacdo dos biofilmes estédo
relacionados a incorporacdo de NBX e HAP levaram a pequena reducdo da
estabilidade térmica dos mesmos, o que foi também observado por Silva Junior et al.
(2021).

Contudo, o biofiilme 85PS/SNBX/10HAP apresenta quatro etapas de
decomposicdo, o0 que esta relacionado a uma maior eliminacéo de tolueno, xileno e
dimetila que ocorre durante a degradacdo da norbixina. E, o biofilme
80PS/5NBX/15HAP apresenta duas etapas de decomposicao, o que esta relacionado
a adicdo de NBX e HAP que possuem uma degradacao perfil ocorrendo em varios
estagios, o que esta de acordo com os resultados encontrados por Silva Junior et al.
(2021).

6.5 ANALISE POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A analise térmica por DSC tem como objetivo mostrar mudancas de fases
através do monitoramento do fluxo de calor em funcdo da temperatura,
independentemente da ocorréncia ou ndo de variacdo de massa da amostra. A figura
24 mostra os resultados obtidos a partir das analises de DSC (a) para os componentes
PS, NBX e HAP, e (b) dos biofilmes com incorporacéo de NBX e HAP em diferentes

composicoes.
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Figura 24 - Analise térmica por DSC (a) componentes PS, NBX, HAP e (b) biofilmes

sintetizados em diferentes proporcoes.
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Fonte: Autor (2021).

Analisando os dados térmicos das curvas de DSC apresentado na figura 24(a),
observa-se que o PS apresenta um unico evento endotérmico que ocorre na
temperatura de 420°C, que estéa relacionado a decomposi¢cdo do mondémero estireno.
Por ser amorfo, o PS ndo apresenta o pico relacionado a fusdo do material o que
também foi observado por Jesus et al., (2019).

Com relacao a NBX, Perotti (2020) relata que a NBX isolada sofre quatro etapas
de decomposicéo sob atmosfera oxidante devido a natureza exotérmica associada a
todas as etapas e nenhum processo de fusdo é observado, entdo, entre cerca de
170°C e até 300°C, a norbixina se decomp®e liberando agua (H20) e diéxido de
carbono (COz).

No caso da HAP, a partir de 200°C a massa diminuiu gradativamente até uma
temperatura de 500°C, provavelmente isso se deve a queima de solventes uma vez
que o fluxo de calor, ainda que pequena mostra ser predominantemente exotérmico.
Entre 550°C e 580°C, a massa diminuiu, mostrando um evento endotérmico
caracteristico o que pode estar associado a perda de agua de hidratacdo. A partir
580°C a massa sofreu pequenas e gradativas diminui¢cdes da qual ndo se observou

alteracdo significativa de massa, fato este corroborado por Santos et al. (2005).
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Na curva de DSC apresentada na figura 24(b), observa-se que os biofilmes
apresentam processos endodérmicos, com comportamento cristalino semelhante ao
do PS. Os constituintes NBX e HAP incorporados pouco interferiram no
comportamento do biofilme associados ao PS, porém, apresenta um significativo
aumento da entalpia envolvida na degradacéo (JESUS et al. 2019). Segundo Oliveira
e colaboradores (2013), a presenca do PS nao provoca diferenciacdo acentuada, pois
0 empacotamento e formacao de cristais séo dificultados pela incorporacdo do PS,
fase amorfa da mistura, principalmente devido ao impedimento estéreo do anel

aromatico do PS.

6.6. ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA/VISIVEL (UV - VIS)

O espectro UV-Vis dos componentes PS, NBX e HAP e dos biofilmes
sintetizados em diferentes propor¢cdes estdo mostrados na figura 25, onde foi
observado as bandas fortes de absorgao entre a regido de comprimento de onda de
260, 270, 470 e 510 nm.

A figura 25(a) mostra o espectro de absorcdo de UV-Vis do PS onde foi possivel
observar uma banda forte entre 240 e 280 nm (maximo de 262 nm), que € atribuida a
presenca de um anel fenil em cada uma de suas unidades de repeticdo (THINH,
BASAVARAJA e KIM, 2012). O espectro de absor¢cdo da NBX exibiu dois niveis
maximos de absorbancia em 473 e 504 nm. Segundo Ridwansyah, Wahyuni e
Alimuddin, (2014) e Anantharaman, (2015) a norbixina tem uma absorbancia
especifica em comprimento de onda maximo de 453 nm e 482 nm em solvente KOH
a 0,5%.

Com relacdo a incorporacdo de HAP, o espectro de absorbancia mostra
absorcdo na regido de 200 - 340nm, com uma banda de intensidade em 269 nm. A
forte absorcédo abaixo de 400 nm esta relacionado com a excitacdo de elétrons que
ocorre facilmente em HAP calcinadas em temperaturas entre 900 e 1150°C
(NISHIKAWA. 2001).

J&, com relagcdo ao espectro de absorcdo Uv-Vis dos biofilmes, figura 25(b),
devido ao acréscimo da HAP acompanhado da respectiva reducdo do PS, ocorre um
aumento na absorcdo nas bandas em 471 e 502 nm, estas, especificas da NBX.
Também, foi observado um aumento da absorcdo na banda em 262 nm, banda

referente ao PS. Contudo, a banda de maior absorcéo relacionada a HAP encontra —
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se sobreposta a banda referente ao PS, o que esta de acordo com Silva Junior et al.
(2021) que relatou que a adicdo de NBX e HAP provoca alteracdes, principalmente na

degradacdo do material, ocorrendo em varios estagios do processo.

Figura 25 - Espectro de absor¢cdo UV-Vis dos componentes PS, NBX, HAP (a) e dos

biofilmes sintetizados em diferentes proporcdes (b).
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Fonte: Autor (2021).

6.7 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO DOS BIOFILMES IMERSOS EM AGUA E SBF

O ensaio de intumescimento foi realizado utilizando - se de agua e SBF como

solventes, para simular e entender como esses materiais reagiriam em contato com
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os fluidos corporais. A figura 26 mostra as curvas levantadas de variacdo de massa,
em porcentagem, para todas as amostras obtidas no ensaio de intumescimento na
agua, figura 26(a) e no SBF, figura 26(b)

Figura 26 - Ensaio de intumescimento dos biofilmes em agua (a) e SBF (b).
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A incorporacao da NBX e HAP em diferentes propor¢cdes nos biofilmes teve o
intuito de visualizar quais destas formulacfes teriam a melhor capacidade de
intumescer. Porém, segundo Guimaraes e colaboradores (2008) para o alcance de tal
capacidade, fez-se necessario o uso de condi¢des que reproduzissem as condi¢cbes
do meio fisiologico, obtendo assim resultados in vitro condizentes com o que ocorre
no organismo.

Comparando as figuras 26 (a) e (b) observa — se que os biofilmes
85PS/5NBX/10HAP, 80PS/SNBX/15HAP e 70PS/5NBX/25HAP apresentam o0s
maiores indices de hidratacdo, porém, nos biofilmes 85PS/5NBX/10HAP e
80PS/5NBX/15HAP houve o aumento no tempo para ocorrer o intumescimento em
SBF. No caso do biofilme 70PS/5NBX/25HAP, ocorreu uma variagdo minima do
tempo transcorrido para que ocorresse 0 intumescimento tanto na agua quanto no
SBF.

Segundo Habitzreuter (2016), Rigo e Habitzreuter (2016) a incorporacdo de
HAP altera o comportamento das amostras em meio aquoso, ou seja, a presenca de
cristais de HAP na rede polimérica diminui o intumescimento, reduzindo a afinidade
por dgua dos polimeros, e também diminui o tempo em que ela resiste ao meio
aquoso.

Também, de acordo com Ruivo (2020), a habilidade de absorcao de agua é um
fator importante para materiais em regeneracgao tecidual, pois permite a absorcao de
fluidos corporeos e a transferéncia de metabolitos e nutrientes e até mesmo migracao
de células responsaveis pela reconstrucao do tecido lesionado.

Entretanto, Santos (2018) relata que elevadas taxas de absorcdo podem trazer
consequéncias indesejaveis, como a reducao da estabilidade estrutural do polimero,
além da acelerada degradacgéo e ataque de microrganismos.

6.8. ENSAIO DE DEGRADACAO DOS BIOFILMES QUANDO IMERSOS EM AGUA
E SBF

A figura 27 ilustra os resultados obtido em fungéo da perda de massa, tanto em
agua quanto em solucdo de SBF. Neste ensaio, observa — se que a perda de massa
foi entre biofilmes contendo NBX e HAP incorporados. Também, nota — se que a
massa dos biofilmes sofrera baixa perda de massa tanto em agua quanto na solucao

de SBF, em relacdo & massa inicial.
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Figura 27 — Ensaio de degradacao dos biofilmes em agua e solucdo de SBF
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Fonte: Autor (2021)

Os biofilmes possuem em suas composi¢cdes o polimero PS, um polimero néo
biodegradavel, onde suas moléculas apresentam anéis aromaticos, que atraem 0s
anéis das outras moléculas, fazendo com que ele fique mais quebradico e menos
flexivel, evidenciado pelos valores proximos da perda de massa do PS tanto em agua
guanto em SBF. Além disso, a incorporacdo da NBX e da HAP nos biofilmes
propiciaram maior degradacdo em SBF que apresentaram as maiores porcentagens
de perda de massa em relacao aos biofilmes imersos em agua, ou seja, os biofilmes
sofreram maior degradacdo em SBF.

Além disso, Guastaldi e Aparecida, (2010) relataram que nos organismos Vivos,
a facilidade de substituicdes cationicas e anidnicas faz com que a HAP atue como
reserva de calcio e fésforo e um sistema regulador de diferentes ions nos liquidos
corporais por meio de sua liberacdo ou armazenamento.

Segundo Sabir, XU e Li, (2009) relataram que a partir da incorporacao de vidro
bioativo nos filmes de poliuretano foi observado ligeiro aumento da degradagéo do
filme em SBF. O tempo de degradacdo de biomateriais pode variar de acordo com a
aplicacao desejada, obtendo-se desde materiais que se degradam rapidamente para
a liberacdo de farmacos, por exemplo, até materiais que demoram um tempo maior

para se degradar, como materiais para reparo de tecidos.
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No entanto, Baltazar (2016) ao realizar estudos com HAP e colageno, relatou
que a presenca de particulas de HAP nas membranas contendo colageno
apresentaram sempre maior perda do que as membranas preparadas sem HAP. Este
comportamento pode ser explicado admitindo que a presenca da HAP altera o
empacotamento do colageno na membrana, conferindo maior porosidade a
membrana e aumentando o grau de exposicdo do colageno ao sobrenadante,

facilitando assim a sua degradacéo.

6.9 ENSAIO DE MOLHABILIDADE E TENSAO SUPERFICIAL DOS BIOFILMES

6.9.1 Angulo de contato e molhabilidade nos biofilmes

Na figura 28 Tem - se a dinamica do teste de molhabilidade dos biofilmes em
dgua onde todos os biofiimes sintetizados apresentaram hidrofilicidade, pois

apresentaram 8 < 90°, conforme classificacado de Luz, Ribeiro e Pandolfelli (2008).

Figura 28 - Dinamica da molhabilidade para os biofilmes durante o tempo de 60s.
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63

Nos resultados obtidos ficou constatado a reducédo da molhabilidade a medida
gue ocorreu 0 aumento da carga da bioceramica (HAP), com excecdo do biofilme
85PS/5NBX/10HAP que apresentou a maior hidrofilicidade dentre aqueles que
possuem NBX e HAP incorporados.

Apesar da hidrofobicidade por parte do PS, a incorporacéo de carga de reforco
permite um molhamento eficiente da matriz polimérica, melhorando a adeséo entre a
carga de reforco (NBX e HAP) e a matriz (PS). Além disso, a interacdo depende da
natureza quimica e da ligagéao fisica entre carga/matriz (BORSOI et al. 2011).

Tanto Sousa e colaboradores (2017) quanto Toledo (2010) observaram uma
tendéncia a diminuicdo da hidrofilicidade das amostras de acordo com o aumento da
carga de HAP. Dessa forma, a adicdo da HAP tornou as membranas menos
hidrofilicas e com isso, pode — se confirmar que os biocompdsitos tem comportamento
receptivel com o meio bioldgico. Além disso, Zheng e colaboradores (2014) relataram
que as superficies hidrofilicas podem aumentar a afinidade com as células

contribuindo para a proliferacéo celular.

6.9.2 Energia de superficie (Tensao superficial) nos biofilmes

Na Figura 29 é mostrada as componentes de tenséo (total, polar e dispersiva)
dos biofilmes com base nos valores dos angulos de contato determinados a partir do
ensaio de molhabilidade. No caso da avaliacdo da tenséo superficial dos biofilmes,
Macedo (2013) relata que a energia de superficie dos biomateriais afeta as interacdes
biolégicas como: a adeséo, a proliferacao e a morfologia celular.

Ao comparar os biofilmes sintetizados foi possivel observar que os biofilmes
90PS/5NBX/5HAP e 70PS/5NBX/25HAP apresentam a componente dispersiva
maiores em relacdo ao biofilme 100PS. Com relacdo a componente polar ocorre sua
diminuicdo a medida que ocorre o aumento da carga da bioceramica (HAP). O
decréscimo da componente total esté relacionado com a incorporacao da HAP que
por sua vez provoca o decréscimo da componente polar o que pode estar relacionado
ao carater hidrofilico da HAP. Isso provavelmente ocorre devido as interagbes dos

grupos polares da HAP com a superficie externa (SIQUEIRA, 2018).
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Figura 29 - Energia de superficie dos biofilmes em agua (componente total, polar e
dispersiva).
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Fonte: Autor (2021)

Nos biofilmes sintetizados, houve a predominancia da componente polar em
relacdo a componente dispersiva. De acordo com Macédo e colaboradores (2010)
essa predominancia da componente polar estd relacionada com a afinidade do
material com a agua, indicando, portanto, a hidrofilicidade do material. Também,
segundo Ponsonnet (2003) essa predominancia da componente polar em relacdo a
componente dispersiva é importante na confeccdo de biomateriais cicatrizantes, pois
a alta polaridade e energia de superficie tém efeito positivo na adeséo e proliferacéo

celular

6.10 MEDICAO DO PH E DA CONDUTIVIDADE ELETRICA DOS BIOFILMES EM
AGUA E SBF

6.10.1 Medidas de pH dos biofilmes imersos em agua e SBF
Na figura 30 estéo ilustradas as medidas de pH que foram obtidos ap0s imersao

dos biofilmes tanto em agua e quanto na solu¢do de SBF por um periodo de 504 horas,

ou seja, 21 dias, em temperatura de 25°C + 1°C.
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Figura 30 - Valores do pH dos biofilmes imersos em agua e SBF
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Os biofilmes imersos em SBF apresentam os maiores valores para o pH em
relacdo a imersdo em agua. Também foi observado que ndo ocorreu variaGdo nos
valores de pH, principalmente, nos imersos em SBF, visto que a solugcédo de SBF € um
sistema tamponado apontando as amostras como estaveis aos testes de
citotoxicidade.

Segundo Oliveira, Andrade e Pandolfelli (2016), a ocorréncia do aumento do
pH dos biofilmes quando em contato com SBF sofreu menor variagdo do pH do meio
devido a solugcdo SBF apresentar entre seus constituintes o tampao tris,
(CH20H)3CNH2. Maiores aumentos de pH foram verificados na presenca de 6xido de
zinco e principalmente da HAP.

Contudo, Oliveira, Andrade e Pandolfelli (2016) mostraram que uma importante
caracteristica que deve ser avaliada na aplicacdo de biomateriais trata-se da interacéo
fisico-quimica da superficie desses materiais em contato com soluces simuladoras
de fluido corporal. A liberacdo de ions OH- é parcialmente tamponada pelo liquido
sobrenadante resultando em aumento moderado do pH. Esse aumento no pH acentua
a supersaturacdo da solucdo SBF com relacdo a apatitas o que promove a

degradacéo das amostras.
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Por outro lado, Pompeu e colaboradores (2013), relataram que menores niveis
de pH alcancados indicam vantagens quanto as aplicacdes em ortopedia. Nestas
aplicacfes, um requisito ideal para reparagdo 0ssea € a de desenvolver um pH neutro
(6,5 - 8,5) durante e depois da aplicacao para evitar efeitos citotoxicos.

Também, Lemos e colaboradores (2012) mostraram que a incorporacdo de
HAP em matriz polimérica de quitosana ndo provocou grande variacdo de pH na
solucdo de SBF, o que apontou as amostras como estaveis aos testes de
citotoxicidade.

6.10.2 Condutividade elétrica dos biofilmes em agua e SBF

Observa-se na figura 31 que os biofilmes imersos em agua e solucdo SBF
apresentam baixa condutividade elétrica. Além disso, has amostras imersas em agua,
figura 31(a), ocorre variacado significativa da condutividade elétrica a medida que foi
ocorrendo o0 aumento da incorporacdo da HAP. No caso das amostras imersas em
SBF, figura 31(b), ndo foi possivel observar a variagéo significativa na condutividade
elétrica pelo fato da solucéo de SBF ser um sistema tamponado.

A figura 31(a) mostra um alto valor de condutividade elétrica apresentada pelo
biofilme de 100PS em agua fato este que € explicado pela presenca de ligacbes C=C
conjugadas. Segundo Franca e Dall’Antonia (2007) essa conjugacao permite que seja
criado um fluxo de elétrons em condi¢des especificas. Os elétrons 1 da dupla ligagao
podem ser facilmente removidos ou adicionados para formar um ion, que, neste caso,
€ polimérico.

Além disso, o valor da condutividade elétrica € menor em agua do que na
solucéo de SBF, figura 31(b), este fato esta relacionado com a presenca dos ions Ca?*
e OH" provenientes dos biofilmes. Segundo Pompeu et al. (2013) os ions de Ca?*
liberados sdo pouco soltveis em fluidos biolégicos resultando na precipitacao de HAP
na solucédo. Dessa forma, o consumo de Ca?* e OH- para formagdo de HAP pode
explicar o fato de a condutividade nédo ter aumentado em SBF como aumentou na
agua.

Por outro lado, de acordo com Pelacani e Vieira (2003) relataram que
condutividade de um material determina sua viabilidade para que este possa ser

aguecido eletricamente. Se a condutividade for muito baixa, provavelmente sera
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impropria, no entanto, a condutividade pode afetar a estrutura da célula e aumentar a

mobilidade ibnica.

Figura 31 - Condutividade elétrica dos biofilmes em (a) agua e; (b) SBF
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6.11 ENSAIO DE TOXICIDADE DOS BIOFILMES COM ARTEMIA SALINA

O ensaio de toxicidade com Artémia salina foi realizado no biofilme de maior
proporcao polimérica/menor propor¢do da ceramica (90PS/5SNBX/5HAP) e no biofilme
de menor propor¢cdo polimérica/maior proporcdo da ceramica (70PS/5SNBX/25HAP),
os nauplios foram expostos por 24h e avaliados o seu potencial de mortalidade de

acordo com a tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Analise da toxicidade do biofilme 90PS/5NBX/5HAP

Amostras 01 02 03 04 05 x CN CP
n 10 10 10 10 10 10 10 10

n_ 0 2 0 0 0 0,4 0 10

n_ (%) 0 20 0 0 0 - 0 100

n = nimero de Nauplios; n_ = mortes; n_(%) = porcentagem; ¥ = média; CN = controle negativo; CP =
controle positivo.

Tabela 10 - Analise da toxicidade do biofiime 70PS/5NBX/25HAP

Amostras 01 02 03 04 05 X CN CP
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n 10 10 10 10 10 10 10 10
_ 0 1 0 0,2 0 10
n_ (%) 0 0 0 10 0 - 0 100

n = nimero de Nauplios; n_ = mortes; n_(%) = porcentagem; ¥ = média; CN = controle negativo; CP =
controle positivo.

Analisando os dados das tabelas 9 e 10 houve a ocorréncia da mortalidade de
20% na solucado contendo o biofilme 90PS/5NBX/5HAP e 10% na solucéo contendo o
biofilme 70PS/5NBX/25HAP, esse valor ndo classifica o material como um material
toxico nessas concentragdes.

De acordo com Meyer e colaboradores (1982), quando a mortalidade desses
nauplios esta abaixo de 50% para uma concentragao de 1000 ug/mL do material a ser
testado, esse material & considerado atoxico.

Dessa forma, a taxa de mortalidade observada pode estar associada ao bromo,
uma substancia que possui certo grau de toxicidade, identificada na analise de FRX
do PS. Segundo Rabelo (2000) ao PS é adicionado retardante de chamas para fins
de seguranca, o que justifica a presenca do elemento quimico bromo, que € um
elemento que apresenta toxicidade.

O teste de toxicidade feito com Artémia salina € um ensaio biolégico bastante
usado para uma avaliacdo preliminar de toxicidade para compostos com atividade
bioldgica (BELICA et al. 2020). As amostras dos biofilmes testados mostraram baixa
toxicidade, com quantidade de nauplios vivos acima de 60% em todas as

concentracdes, para um tempo de observacgao de 24h.
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7 CONCLUSAO

A analise macroscépica revelou que os biofilmes apresentam uma superficie
homogénea, lisa, com mudanca de coloracdo, porém, sem diferencas na
maleabilidade e no volume. No caso da andlise microscopica, os biofilmes
apresentaram aglomerados escuros e granulos brancos, o que evidéncia a
incorporacédo de NBX e HAP.

A partir das andlises térmicas foi observado que o processo de decomposicao
dos biofilmes ocorreu em temperaturas proximas mostrando a estabilidade térmica
mesmo apds o0 aumento da carga de HAP seguida de reducéo do PS.

O ensaio de degradacdo das amostras em agua e solu¢do SBF revelou que a
incorporagao de uma maior carga de HAP permitiu ao biofilme intumescer em menor
tempo, porém, com comportamentos distintos em relacdo a perda de massa, sendo
maior em SBF e menor em agua.

Os biofilmes apresentaram caréter hidrofilico o que favorece a interagdo com o
meio biologico, esta caracteristica abre uma perspectiva de sintese dos biofilmes para

um posterior contato com o corpo humano.



71

Com relacdo a estabilidade quimica, as amostras ndo apresentaram variacao
de pH na solucdo de SBF. Além disso, desenvolveram pH neutro nos dois meios
analisados provocando a baixa variacdo da condutividade elétrica nos dois casos.

O ensaio de toxicidade revelou que as amostras possuindo cargas minima e
maxima da bioceramica HAP nao provocaram a mortalidade de 50% dos nauplios de
Artémia salina.

Contudo, os dados obtidos a partir das andlises in vitro para aplicagdo in vivo
devem ser realizadas com cuidado, pois 0 organismo vivo interage com o biomaterial
de maneira muito mais complexa, envolvendo inUmeros fatores quimicos, fisicos e

bioldgicos.

SUJESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Sintese de biofilmes com maior incorporacédo de carga de bioceramica HAP
com respectiva diminuicdo da carga do plastificante PS;

v Realizacdo dos ensaios de citotoxicidade e genotoxidade dos biofiimes por
meio de testes in vitro;

v Realizacdo de ensaios bioldgicos (toxico, citotdéxico e genotdxico) dos biofilmes

por meio de teste in vivo.
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