UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
CURSO DE BACHARELADO EM QUIMICA

VITOR HIROYUKI NOMURA

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE COMPOSITOS HAP/QUI COM MATRIZ
POLIMERICA EXTRAIDA DE BESOUROS (STRATEGUS ALOEUS)

PROJETO DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

PATO BRANCO
2018




VITOR HIROYUKI NOMURA

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE COMPOSITOS HAP/QUI COM MATRIZ
POLIMERICA EXTRAIDA DE BESOUROS (STRATEGUS ALOEUS)

Projeto de Trabalho de Conclusdo de
Curso apresentado ao Curso de Quimica
da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Pato Branco, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de

Bacharel em Quimica.

Orientador: Prof2. Dr2. Liliam Cristina
Angelo
Coorientadora: Prof?. Dr2. Mariana de

Souza Sikora

PATO BRANCO
2018

TERMO DE APROVAGAO



O trabalho de diplomagéo intitulado SINTESE E CARACTERIZAGCAO DE
COMPOSITOS HAP/QUI COM MATRIZ POLIMERICA EXTRAIDA DE BESOUROS
(STRATEGUS ALOEUS) foi considerado APROVADO de acordo com a ata da
banca examinadora N° 17.2.2018 de 2018.

Fizeram parte da banca os professores.

Liliam Cristina Angelo

Orientador

Rodrigo Brackmann

Membro da Banca

Vidiany Aparecida Queiroz Santos

Membro da Banca



RESUMO

NOMURA, Vitor Hiroyuki. Sintese e caracterizagdo de compositos HAP/QUI com
matriz polimérica extraida de besouros (strategus aloeus). 2018. 46 f. Trabalho de
Concluséo de Curso — Bacharelado em Quimica, Universidade Tecnoldgica Federal

do Parana. Pato Branco, 2018.

Nesse estudo foi sintetizado e analisado caracteristicas fisicas e quimicas do
composito Hidroxiapatita/Quitosana (HAP/QUI). A quitosana utilizada foi obtida por
meio da desacetilagdo da quitina extraida de besouros Broca-de-Raiz (Strategus
aloues). O compdsito foi analisado por técnicas de DRX e IVTF. Além da
caracterizagao foi feito uma teste de capacidade hemolitica do material. Por meio
dessas analises foi possivel comprovar a formagdo do compdsito HAP/QUI. A
HAP/QUI utlizando besouros (HAP/QUI-b) apresentou grande similaridade com um
compésito referéncia (HAP/QUI-a), na qual foi utilizada quitosana comercial na
sintese. Quanto a observacado da capacidade hemolitica do material, a HAP/QUI-b
apresentou um valor igual a 1,61+0,04%; valor baixo quando comparado com a
literatura. Assim, a HAP/QUI-b demostrou ser uma possivel candidata para atuar como

biomaterial.

Palavras-chave: Besouro, Hidroxiapatita, Quitosana.



ABSTRACT

NOMURA, Vitor Hiroyuki. Synthesis and characterization of HAP/CHI composites with
polymer matrix extracted from beetles (Strategus aloeus). 2018. 46 f. Course
Completion Work - Bachelor in Chemistry, Federal Technological University of Parana.
Pato Branco, 2018.

In this study, the physical and chemical characteristics of the Hydroxyapatite/Chitosan
(HAP/QUI) composite were synthesized and analyzed. The chitosan used was
obtained by deacetylation of the chitin extracted from ox beetles (Strategus aloues).
The composite was analyzed by XRD and IVTF techniques. In addition to the
characterization, a hemolytic assay of the material was tested. Through these analyzes
it was possible to prove the formation of the HAP/CHI composite. The HAP/CHI using
beetles (HAP/CHI-b) showed great similarity with a reference composite (HAP/CHI-a),
in which commercial chitosan was used in the synthesis. Regarding the observation of
the hemolytic assay of the material, HAP/CHI-b presented a value equal to
1.611£0.04%; low value when compared with the literature. Thus, HAP/QUI-b has

proved to be a possible candidate for biomaterial.

Keywords: Beetle, Chitosan, Hydroxyapatite.
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1 INTRODUGAO

Com o avango da medicina, a expectativa de vida aumentou drasticamente.
Segundo o IBGE, de 1940 a 2015, a expectativa de vida no Brasil aumentou em 30
anos. Porém, com o aumento da longevidade, também houve uma maior
suscetividade as doengas da idade, como catarata, artrite e osteoporose.

No processo de envelhecimento, os ossos podem sofrer bastante,
principalmente devido a desgaste e deficiéncia de calcio. Isso pode levar a fraturas ou
mesmo a quebra dos ossos. Quando isso ocorre, podem ser necessarias intervencgdes
cirurgicas para reparar os danos, e € quando sao necessarios enxertos, implantes ou
substituicbes dos ossos originais por proteses.

Esses processos sdo complicados e podem gerar rejeicbes. Geralmente, a
rejeicado esta atrelada a presencga de contaminag¢des por microrganismos, sendo um
deles o Staphylococcus aureus. Esses organismos podem gerar complicagdes; tais
como a osteomilite, uma inflamagao 6ssea, que causa sintomas como febre e dores
na regiao afetada.

Por isso, € vital que sejam pesquisados materiais para serem usados nessas
situacdes, e que possuam preferencialmente, alto indice de aceitagao pelo corpo
humano. Dentre esses materiais, as bioceramicas sao as que mais se destacam por
possuirem, grande estabilidade quimica e dureza, tornando-as interessantes
substancias para substituir estruturas 6sseas. Uma caracteristica que vém sendo
buscada na bioceramicas € sua reatividade benéfica com o corpo humano, interagindo
de forma a estimular a regido onde esta presente. Uma dessas cerdmicas é
hidroxiapatita, a mais utilizada em operagdées medicas.

A hidroxiapatita (HAP), € o material que compde a maior parte do osso humano,
cerca de 66% em massa. Sua sintese é relativamente simples e barata, tornando-a
um objeto de estudo ainda mais interessante. Juntamente a HAP, podem ser
incorporadas outras substancias que darao flexibilidade e maleabilidade, formando
um compaosito mais eficiente que somente essa ceramica.

Um material que vem sendo amplamente incorporado € a quitosana (QUI), que
possui semelhanga fisica ao colageno, que é o segundo maior componente do 0sso.

A utilizacido da quitosana vem se mostrando mais interessante que o proprio colageno,
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uma vez que melhora a capacidade de cicatrizacdo do organismo e possui
propriedades antimicrobianas, as quais o colageno nao apresenta.

O compdsito formado por esses dois, hidroxiapatita e quitosana (HAP/QUI),
possui uma mescla das caracteristicas de ambos compostos, sendo de extremo
interesse na substituicdo O6ssea. Logo, a HAP/QUI, como pode ser chamado o
composito, pode possuir caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes ao 0sso
humano. Pois, devido a presenga da HAP, possui dureza e resisténcia a compressao.
Ja a QUI, realiza a fungdo do colageno, dando maleabilidade a estrutura e as
propriedades citadas no paragrafo anterior.

Dos meios de obtencdo da QUI, a mais comum é pela desacetilacdo da quitina
extraida de crustaceos. Porém, pode-se usar outras fontes alternativas provedoras de
quitina, como os besouros Broca-de-Raiz (Strategus aloeus), inseto comum na regiéo
sul do continente americano. Esse besouro é considerado uma espécie invasora e
uma praga agricola no Brasil. Desta forma, ha de se destacar a possiblidade do uso
dessa fonte para a extragdo da quitina, uma vez que, contribui para o
reaproveitamento desta biomassa, que ainda nao possui destinagao de descarte. Por
conseguinte, o trabalho desenvolvido teve como proposito sintetizar e caracterizar
compdésitos de hidroxiapatita utilizando como base polimérica a quitina extraida de

besouros Strategus aloeus.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Produzir compdsitos de hidroxiapatita/quitosana (HAP/QUI) e verificar a
influéncia da adigdo da matriz polimérica extraida de besouros (Strategus aloeus) nas

caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do material para possivel aplicagao como
biomaterial.

2.2 ESPECIFICOS

a. Validar a sintese de compdésitos HAP/QUI, utilizando a quitosana oriunda de
Strategus aloeus como matriz polimérica;

b. Certificar se houve formagdo de hidroxiapatita como fase majoritaria por
difratometria de raios X;

c. ldentificar os grupos funcionais caracteristicos do compésito HAP/QUI por
espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho;

d. Investigar a atividade hemolitica do compadsito sintetizado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIOCERAMICAS

As ceramicas sao compostos micro particulados, constituidos por materiais que
sofreram tratamento térmico de aproximadamente 550 °C e seus principais
representantes sdo oxidos. As bioceramicas sdo uma subgrupo das ceramicas, € a
caracteristica que as diferem do restanteé a capacidade de serem compativeis com
sistemas biolégicos (HENCH, 1991; DOROZHKIN, 2010).

Segundo Kawachi et al. (2000), existem registros do uso de bioceramicas
desde 1894, quando teria sido proposto o uso de gesso (CaS04.1/2 H20) como
substituto de ossos e dessa maneira, surgiu a oportunidade de se usar as ceramicas
para o uso de ceramicas. Infelizmente, o gesso n&o tem resisténcia suficiente para
funcionar como substituto ésseo, mas outras ceramicas vém sendo pesquisadas ao
longo das décadas para tal fim.

Desde entdao, uma gama de materiais, que nao incluiam apenas ceramicas
comegaram a ser pesquisadas para uso medico, como polimeros, metais, ligas e
vidros (KAWACHI et al., 2000). Mas mesmo com tantos materiais uteis, uma das
classes merece destaque, as ceramicas de fosfato de calcio. Na Figura 1 séo
mostrados alguns exemplos de materiais comercialmente disponiveis, produzidos a

base de ceramicas de fosfato de calcio.

Figura 1 - Exemplos de biocerdmicas comerciais a base de ortofosfato de calcio.
Fonte: Dorozhkin (2010).
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Um dos principais motivos da aplicagdo comercial das ceramicas de fosfato de

calcio € que essas apresentam, por diversas vezes, uma seérie de propriedades

desejadas em processos de implantes e proteses, como atoxidade local ou sistémica
e biocompatibilidade, dentre outras (KAWACHI et al., 2000). Na Tabela 1, estédo

descritas algumas formas que esse grupo pode se apresentar.

Tabela 1 - Tipos de fosfato de calcio e suas razoes Ca/P.

Nome da
bioceramica

Formula quimica

Razao

Ca/P

Fosfato
monocalcico
mono-hidratado

Ca(H2P04)2.H20

. .. CaHPO4
Monohidrogénio
fosfato de calcio
Fosfato tricalcio Ca3(POa)2

(a,B,Y)

Hidroxiapatita

deficiente de Catox(HPO#)x(PO4)ex(OH)2-x

calcio
Hidroxiapatita

Fluorapatita

Fosfato
tetracalcio

(0<x<1)
Ca1o(PO4)6(OH)2

Ca10PO4F2
Ca4O(PO4)2

0,5

1,0

1,5

1,5-1,55

1,67

1,67
2,0

Fonte: Adaptada de Gonsalves (2016).

Dentre as formas que o fosfato de calcio pode se apresentar, as apatitas tém

de forma natural no corpo humano (DESAI et al., 2013).

sido mais visadas para aplicagdes médicas, principalmente por ja serem encontradas
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3.2 APATITA BIOLOGICA

A apatita € uma familia de minerais constituida de fosfatos de calcio, dividida
em grupos, sendo suas principais representantes as clorapatitas, fluorapatitas e
hidroxiapatitas. A ultima citada se destaca por realizar papel fundamental na biologia
humana (RODRIGUEZ-FLOREZ et al., 2014).

Presente em todo o esqueleto, hidroxiapatita (HAP) equivale, em massa, a
cerca de 66% do osso humano. Ela é responsavel pela resisténcia a compressao e
dureza desse tecido, cujas propriedades oferecem sustentagéo e protegdo as demais
estruturas do corpo, e € também onde ocorre a produgao de células tronco (BIANCO
et al., 2001; PACUREANU, 2012).

A HAP também possui elevada capacidade de troca ibnica. Essa pode ter
substituicoes tanto catiénica (Mg?*, Sr?*, Fe?*, Pb?*, Na*, K*) como anidnica (COs3?,
F~, HPO4?~, H2POy). Isso faz com que esse mineral participe ativamente nas
interacbes quimicas do corpo humano, ou seja, possui elevada bioatividade
(GINEBRA et al., 2012).

O osso é constituido por cartilagens, tecidos 6sseos, nervosos, adiposos, etc.
Sendo assim, esse possui varias estruturas, canais, regides com composi¢cao e
funcionalidades diferentes. Simplificando, o tecido ésseo pode ser dividido em cortical
e trabecular (Figura 2). O primeiro fica do lado externo do osso e € mais rigido e denso,
correspondendo a 85% da massa esquelética. O segundo, que inclui os 15%
restantes, é recoberto pelo primeiro, ele € poroso e pode ter elasticidade e forca
compressiva 10 vezes menor que o tecido cortical (GONSALVES, 2016). Mas de
forma geral, sua composicao € relativamente simples, podendo ser dividida em
composi¢ao inorganica e organica. A parte inérganica corresponde a hidroxiapatita,
correspondendo a 66% em massa. Ja a parte orgéanica, corresponde aos 34%
restante, dos quais 95% é composta de colageno (PACUREANU, 2012).

Comparada com a hidroxiapatita 6ssea, a sintética ndo é tao diferente, e vem
se mostrando uma o6tima candidata para implantes e enxertos 6sseos, mostrando-se
capaz de prevenir osteomielite (DESAI et al., 2013). Sua sintese € relativamente
simples, e normalmente é necessaria a presenga de algum de seus sais, e pode

ocorrer em solucao acida, basica, e até a seco (SADAT-SHOJAI et al., 2013).
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Figura 2 — Osso cortical e tubecular.
Fonte: Adaptado de National Cancer Institute (20--).

Porém, a hidroxiapatita sozinha, ainda ndo € o melhor material para
substituicdo Ossea, pois possui baixa capacidade de carregamento mecanico (CAl,
2009). Por isso, varias outras substancias vém sendo incorporadas junto a ela,
principalmente compostos organicos que tenham propriedades semelhantes as do

colageno.

3.3 APATITA NA AREA MEDICA

Compdsitos de apatita vém sendo pesquisados e desenvolvidos com o objetivo
de serem aplicados como substitutos de tecido 6sseo ou para recobrir proteses. Esta
ultima aplicagdo, tem sido muito utilizada. Neste processo, uma camada de apatita €
depositada sobre uma prétese como as de titanio, por exemplo (SON et al., 2011). A
apatita, como ja foi dito anteriormente, nao é rejeitada pelo corpo humano e portanto,
a incorporacéao de proteses é facilitada.

Quando voltado para a area médica, encontra-se as mais diversas variedades
de compadsitos com apatita, alguns desses compdsitos sdo associadas com: gelatina
(HAP/GEL), colageno (HAP/COL) e quitosana (HAP/QUI) (CHEN et al., 2006; LIU et
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al., 2009; XIANMIAOQO et al. 2009). Todos os compositos citados ja foram ou estado
sendo pesquisados para utilizacdo como enxerto.

O compésito HAP/COL mostra-se muito semelhante ao tecido encontrado nos
o0ssos (CHOLAS et al., 2016), porém, possui alto custo de obtengcdo. Um composto
que possui propriedades semelhantes ao colageno é a quitosana, que vem tomando
lugar nesse ramo de pesquisa (GONSALVES, 2016).

3.4 QUITOSANA

A quitosana (Figura 3) € um copolimero catiénico linear, constituido por
subunidades de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagcbes o-
glicosidicas (PILLAI et al., 2009). Ela € um polimero biodegradavel, soluvel em agua,
biocompativel e estimuladora de atividade celular, dentre outras potencialidades.
(BARABAS et al., 2013). Uma outra vantagem, ja citada, é sua semelhanca

morfolégica com o colageno.

M H. L
HO o HO o]
0 ]

— Ho MH. OH

OH

Figura 3 — Representagao da estrutura da quitosana.
Fonte: Prépria

A quitosansa (QUI) vem sendo aplicada em diversas areas, mostradas na
Tabela 2. Essa gama de aplicagdo pode ser atribuida principalmente aos seus
grupamentos OH, os quais podem ser substituidos, com o intuito de alterar as

propriedades quimicas e fisicas desse polimero (ANDRADE, 2000).

Tabela 2 - Areas de emprego de quitina e quitosana.
Area Emprego

Biomédica Biomembranas artificiais

Sutura cirurgica
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Agente cicatrizante
Farmacéutica Aditivo de medicamentos
Liberacao controlada de drogas
Controle de colesterol
Lente de contato
Umectante
Cosmética Fungicida
Bactericida
Aditivos alimentares
Industria de Alimentos Nutrigdo animal
Embalagem biodegradavel para
alimentos
Imobilizagdo de enzimas e de células
Biotecnologia Separacao de proteinas
Cromatografia
Agente bactericida
Industria Téxtil e de papel Tratamento de Superficie
Papel para Industria Fotografica Filmes
Fonte: ANDRADE, 2000.

Apesar desse polimero ser produzido naturalmente, o meio mais comum de
sua obtencdo é pela desacetilacdo da quitina (Figura 4). Essa, que por sua vez,
costuma ser extraida de animais marinhos meio marinho, principalmente de camarodes
e outros crustaceos (ROBERTS, 1992). Porém, a quitina também pode ser extraida
de outras fontes, como do exoesqueleto de insetos.

O—/ o=
\ MH
MH
0
© OH

- OH
HO

0 -
-~

O H
MH
HO
OH 0 /s

Figura 4 — Representacao da estrutura da quitina.
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Fonte: Proépria.

Como fonte de quitina para sintese da QUI o besouro Broca-de-Raiz (Strategus
aloeus), € um bom candidato, pois é considerado uma praga agricola, causando
grande prejuizo econdmico, pois costumam se alimentar de palmeiras, como o
Dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.), planta da qual é extraida o 6leo de dendé
(BEDFORD, 1980; JALIGOT et al., 2000; TONET et al., 1999).

A desacetilagdo pode ser realizada por meio de vias acidas ou basicas, porém,
quando utilizadas solugdes acidas ha a possibilidade de rompimento da estrutura do
polimero. Por isso, costuma-se optar pela via basica, utilizando NaOH. Além disso, o
tempo da reacdo, concentragao da solucdo alcalina e temperatura durante a sintese
podem ser modificadas para alterar algumas propriedades do produto, como a
densidade e o préprio grau de desacetilagcdo (ROBERTS, 1992).

Geralmente, a quitina desacetilada € considerada como quitosana quando tem
um grau de desacetilacdo superior a 60%. A quitosana, ao contrario de sua matriz, é
soluvel em &gua, principalmente se essa estiver acidificada. Isso pode facilitar a
incorporacdo de substancias como a hidroxiapatita, podendo gerar compadsitos mais
homogéneos (ROBERTS, 1992).

3.5 COMPOSITOS HIDROXIAPATITA/QUITOSANA (HAP/QUI)

O compdsito HAP/QUI é uma blenda do mineral hidroxiapatita e do biopolimero
quitosana. Essa jung¢ao faz com que se comportem de forma semelhante ao tecido
0sseo. Nesse material, a quitosana atua como suporte para a hidroxiapatita
nanoparticulada, que promove trocas idnicas devido sua alta reatividade e outras
propriedades (GONSALVES, 2016). Nesse sistema, pode-se relacionar a quitosana
realizando a mesma funcgao estrutural que o colageno no osso humano.

A comparacao da capacidade de compressao entre esse material sintético e o
tecido 6sseo humano traz otimismo. Segundo CAI et al. (2009), HAP/QUI em
propor¢des 70/30 (m/m) chegaram a suportar uma compressao de 180 MPa, nao
ficando longe do tecido humano, que pode suportar até 221 MPa (CARTER et al.,
1976).
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E necessario dizer que a aplicagdo médica do compoésito HAP/QUI pode ser
até mais interessante e promissor que a HAP/COL, que possui maior semelhanca
quimica com o osso humano. Afinal, a quitosana tem mostrado uma série de efeitos
benéficos ao organismo, como: atoxicidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e propriedades antimicrobianas (AZEVEDO et al., 2007). Ainda,
esse polimero ja mostrou capacidade de acelerar a cicatrizagdo de queimaduras e
feridas (AOYAGI et al.,, 2007; JAYAKUMAR et al., 2011). Dadas essas benéficas
propriedades, os compdsitos HAP/QUI vém sendo estudados amplamente na area
biomédica (CAl et al., 2009; LARANJEIRA et al., 2009).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 SINTESE DE QUITOSANA A BASE DE QUITINA EXTRAIDA DE BESOUROS
(STRATEGUS ALOEUS)

4.1.1. Purificacdo Da Quitina

Primeiramente, foi necessario a purificacdo da quitina para sintetizar a
quitosana. Para isso foi utilizada a metodologia utilizada por Macedo (2017), onde os
exoesqueletos dos besouros sofreram desmineralizagao, desproteinizagao e por fim,
despigmentagao, nessa sequéncia.

Para a desmineralizacdo (Figura 5), uma determinada quantidade de partes
desse animal foi dispersa numa solucdo aquosa de HCI 1 mol L' de forma que
houvesse 50 mL de solugdo para cada grama de inseto. Essa mistura ficou sob
agitacao constante a 20 °C durante 2 horas. Em seguida, a amostra foi filtrada a vacuo
e lavada diversas vezes com agua destilada até o pH se manter constante. Por fim, a

fragao retida no filtro foi levada a estufa para secagem, a 40 °C durante 24 horas.
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Figura 5 - Desmineralizag¢ao da quitina.
Fonte: Propria.

ApOs a secagem, a amostra foi submetida ao processo de desprotenizagéo
(Figura 6). Nessa etapa, a massa foi dispersa em 50 mL de uma solu¢do aquosa de
NaOH 10%, sob agitagdo constante, e em temperatura de 70 °C, durante 3 horas. Em
seguida, o material sélido foi separado por filtracdo a vacuo e lavado com agua
destilada até atingir a neutralidade. Por fim, o material foi levado a estufa para

secagem, novamente a 40 °C durante 24 horas.

b~ o — & D S

Figura 6 - Desproteinagao da quitina.
Fonte: Propria.

Para a despigmentagéo (Figura 7), a amostra restante dos processos anteriores
foi dispersa em 50 mL de Hipoclorito de sédio (NaClO) 2% sob agitagéo constante por

1 hora, a temperatura ambiente. Apds esta etapa, a solugédo foi filtrada para a
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separagao da quitina (Figura 8), que foi lavada com agua destilada e em seguida,
submetida a secagem a 40 °C, por um periodo de 24 horas.

Y

Figura 7 — Processo de despigmentacgao da quitina. Inicio do processo a esquerda, e, produto
final a direita.
Fonte: Propria.

Figura 8 - Quitina extraida de Strategus aloues.
Fonte: Propria.

4.1.2. Desacetilagdo Da Quitina

A desacetilacdo da quitina foi feita para a obtengédo da quitosana (Figura 9). A
quitina foi adicionada numa solugdo aquosa de NaOH, na concentragao de 500 g L.
Esse foi mantida sob agitagao vigorosa a temperatura de 90 °C por um periodo de 48
horas, com o objetivo de produzir quitosana com grau de desacetilagdo de no minimo,

82%. Esse método foi uma adaptacédo daqueles descritos por Roberts (1992).
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Figura 9 - Quitosana sintetizada a partir de quitina extraida de Strategus aloues.
Fonte: Propria.

4.2 SINTESE DA HIDROXIAPATITA (HAP)

O método escolhido para a obtencdo da HAP foi o método de reacéo e
precipitacdo por via umida conforme descrito por Angelo (2008). Neste método, a
precipitagdo da HAP ocorre devido a reagao entre solugdes de acido fosférico, HsPOs,
1,2 mol L' e hidréxido de calcio, Ca(OH)2, 2,0 mol L' (PA), segundo a equagéo (1)

quimica a seguir:

10 Ca(OH)2 + 6 H3PO4 —  Ca10(POa4)s(OH)2] + 18 H20 (1)

Em comparagdo com outros métodos sugeridos na literatura, este método foi
escolhido em virtude da simplicidade da reagao, do baixo custo dos reagentes, da
facilidade de sua compra e do grau de pureza adequado. O subproduto da reagao é a
agua, nao causando maiores problemas quanto a utilizagdo do produto da reagao
como biomaterial.

Com o objetivo de obter uma HAP estavel e pouco soluvel em meios bioldgicos,
tendo em vista a sua aplicagdo como biomaterial, as propor¢cdes dos reagentes nas

reagdes executadas foram ajustadas para o valor da razado Ca/P igual a 1,67. O meio
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reacional constituiu um sistema com volume final de aproximadamente 300 mL,
adicionando-se quantidades iguais de cada uma das solugdes durante a analise.

No processo de adicdo do acido, a solugao de Ca(OH)2 foi mantida em um
béquer a 50 °C (x 2°C), sob agitagdo constante (£ 250 rpm). Em seguida, foi
adicionada lentamente a solugdo de H3POs4, controlando-se o gotejamento para + 2
gotas/segundo (2 a 5 mL/min) (Figura 10). Durante o procedimento, o pH da solugéo
foi verificado utilizando fita indicadora (papel universal), e foi ajustado, quando

necessario, a valores entre 10-12 com a adigédo de solugdo de NH4OH 40% (v/v).

Figura 10 - Esquema da sintese da hidroxiapatita.
Fonte: Proépria.

Aposs o gotejamento, a agitagdo e o aquecimento permaneceram constantes
por mais 30 minutos para completar a sintese e verificar as possiveis alteracdes no
pH do meio reacional. Quando necessario, o pH foi ajustado como descrito
anteriormente. O conteudo do béquer foi mantido em processo de envelhecimento,
por 24 horas, a temperatura ambiente, para formacao e estabilizacao da fase HAP.

Ao término do periodo de envelhecimento, o pH foi verificado novamente, o
excesso de agua foi retirado, e o produto insoluvel foi lavado com agua destilada até
o pH atingir valores préoximos a neutralidade. O produto presente no béquer foi seco
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completamente em estufa a 110°C por 24 horas, para a retirada da agua. Apos a

secagem, o residuo foi desaglomerado, devido sua dureza, em almofariz de agata.
Para a estabilizacdo da fase HAP, as amostras foram calcinadas em cadinhos

de ceramica, com taxa de aquecimento de 10°C/min até ser atingido 1000 °C em

atmosfera de ar. O periodo de residéncia a 1000 °C foi de 1 hora.

4.3 PREPARAGCAO DOS COMPOSITOS HIDROXIAPATITA/QUITOSANA (HAP/QUI)

Primeiramente, foi preparada uma dispersdo de quitosana 2% (m/v)
dissolvendo-se o polimero em uma solugéo de acido acético, 1% (v/v). A mistura

reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas (Figura 11).

Figura 11 - Quitosana 2%, diluida em meio acido.
Fonte: Prépria.

Para comparar a eficacia da quitosana extraida de besouros, uma amostra de
quitosana comercial da Sigma-Aldrich, com baixo peso molecular e grau de
desacetilacao de 75-85%, foi utilizada como amostra controle (AC).

Os compésitos HAP/QUI foram preparados em uma propor¢ao de 70% de HAP
e 30% de QUI em massa. A HAP formada foi adicionada aos poucos sob o hidrogel
de quitosana, sob agitagcdo constante a temperatura ambiente (Figura 12). Apds o
processo de adi¢do, a mistura permaneceu sob agitagdo constante e em temperatura



de 60 °C, em banho maria, até a evaporagao completa da agua e formagéao de
material sdlido (Figura 13).

Figura 12 - Mistura contento HAP e QUI.
Fonte: Propria.

Figura 13 - Compésito HAP/QUI, apés secagem.
Fonte: Propria.
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O compadsito sintetizado a partir da matriz polimérica extraida dos besouros foi
nomeado (HAP/QUI-b) e o compdsito controle, sintetizado a partir da quitosana
comercial Sigma Aldrich (HAP/QUI-a).

4.4 TESTE DE ATIVIDADE HEMOLITICA

Para observar se os compdsitos formados poderiam ou ndo causar danos ao corpo
humano, foi analisada a capacidade de rompimento da parede celular de glébulos
vermelhos por esses materiais.

Os ensaios de atividade hemolitica foram realizados utilizando metodologia
descrita por Bulmus (2003), com modificagdes. Primeiramente, amostra de sangue
humano foi coletada (aproximadamente 3 mL) em tubos a vacuo contendo EDTA, para
que nao houvesse coagulagao do sangue, e adicionado em um tubo Falcon de 15 mL.

Depois, esse foi centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos a 6 °C (Figura 14). Em

seguida, o plasma do sangue foi retirado utilizando uma micropipeta.

)

Figura 14 - Sangue humano apés centrifugagao.
Fonte: Propria.

ApOs retirar o plasma as células saguineas remanescente no frasco foram
lavadas (Figura 15). Para tal, 10 mL de uma solu¢do de NaCl 150 mM foi incorporada
e a mistura homogeneizada. Essa mistura foi levada a centrifuga por 10 minutos a

2500 rpm e 6°C, e em seguida, o liquido sobrenadante foi retirado e descartado. Esse
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processo de lavagem foi realizado 3 vezes. A lavagem utlizando a solugdo foi
necessaria para que nao houvesse rompimento das membranas celulares das

hemacias por osmose.

-~

Figura 15 - Processo de lavagem das hemacias. Primeira lavagem (a esquerda) e a ultima
lavagem realizada (a direita).
Fonte: Propria.

ApOs as lavagens, restou somente as hemacias no tubo, que corresponderam
a 1,5 mL. As hemacias foram suspensas em 8,5 mL de NaCl 150 mM, formando assim
uma solugéo de hemacias 10% (Figura 16).
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Figura 16 - Solugéo de hemacias 10%.
Fonte: Propria.

Em outro tubo Falcon, foi adicionado 0,7 mL da solugdo de hemacias, 2,8 mL
da solugéo salina e 100 ug de compésito HAP/QUI (Figura 17). A proporgao utilizada
foi a mesma que de Bulmus et al. (2004), ja a quantidaade de amostra, foi a mesma
utilizada numa das amostras de Palanivelu et al. (2014). Essa mistura foi levada a
estufa por 1 hora a 37 °C. Apés o tempo de incubacao, o tubo foi centrifugado a 2000
rpm por 6 minutos (Figura 18). O sobrenadante foi extraido e teve sua absorbancia
medida a 541 nm num espectrofotometro. Esse comprimento de onda é referente a

ligacado Fe-O presente na hemoglobina continda nas hemacias.
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Figura 17 - Solu¢des de hemacias contendo as amostras.
Fonte: Propria.

Figura 18 - Solu¢gdes de hemacias contendo as amostras apés centrifugacao.
Fonte: Propria.

Um tubo contendo somente solugao salina e a solugao de hemacias 10%, foi
utilizado como controle negativo para a capacidade hemolitica. Para o controle
positivo, foi utilizada uma solugao Triton-X 1% substituindo solugéo salina. O Triton-X,
um surfactante, teve o papel de romper as mebranas celulares das hemaceas, o que

acarretou na liberagdo da hemoglobina para asolugao.
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4.5 CARACTERIZACAO

4.5.1 Difratometria de Raios X (DRX)

O material sintetizado foi caracterizado pelo equipamento de Difragdo de raios
X (Rigaku, modelo MiniFlex 600), com intervalo de leitura de 5 a 110° no modo 26,
abertura de fenda de divergéncia 1,625°, fenda de recepg¢ao 0,3° usando passos 0,02°
no modo step scan com varredura de 2 segundos por passo, radiagdao CuKa (A=
1,5406 A), tensdo de 40 kV e corrente de 15 mA. Estas analises foram realizadas na

Central de analises da UTFPR - Pato Branco.

4.5.2 Espectroscopia de absor¢cédo na regido do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

No intuito de confirmar a agregacdo da quitosana a hidroxiapatita, foram
realizadas a analise dos materiais formados num espectrofotdbmetro de absorgéo na
regidao do infravermelho, modelo Spectromer Frontier, da PerkinElmer, na regido de
4000-400 cm™', mediante o uso de pastilhas de KBr (Aldrich), com acumulacgéo de 32
varreduras e resolugdo de 2 cm'. As andlises foram realizadas na Central de analises
da UTFPR - Pato Branco.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

Os difratogramas apresentados na Figura 19 demonstram semelhancga entre a
quitosana sintetizada a partir de quitina extraida de besouros (QUI-b) e a amostra de
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referéncia Sigma Aldrich (QUI-a) no principal pico referente a quitosana, localizado em
19,2°. Além do pico citado, um pico em 9,2°, presente na amostra QUI-a, é referéncia
na identificacdo da quitosana, o qual nao foi verificado difratograma da amostra QUI-
b, o que pode estar relacionado a possiveis impurezas residuais contidas no material
sintetizado (ALVAREZ et al., 2014).

- QUI-a
== QUI-b
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Figura 19 - Difratograma da quitosana comercial (QUI-a) e sintetizada (QUI-b).
Fonte: Proépria.

Quanto a intensidade pronunciada de ruido apresentada por QUI-b, esta foi
similar aos resultados obtidos por ANDRADE et al., (2012), e ALVAREZ et al., (2014).
O primeiro estudo, teve como estudo utilizou quitosana produzida a partir de camarées
e caranguejos e obteve difratogramas apresentando uma quitosana amorfa. Ja no
estudo de ALVAREZ et al., (2014), foram obtidos sinais com cristalinidade variavel pra
quitosana extraida de cinco corpos de frutificacao de espécies distintas de fungos.

Sendo assim, apesar das impurezas impedirem a visualizagdo de um possivel
pico em 9,2°, os resultados obtidos sugerem que a amostra sintetizada QUI-b possui

caracteristicas préoximas a quitosana de referéncia, corroborando a obtencido da
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quitosana a partir da fonte alternativa (Exoesqueleto de besouros Strategus aloeus).

Na Figura 20, estdo apresentados os difratogramas da HAP controle (sem
adicdo de quitosana) e dos compoésitos QUI-a e QUI-b. Primeiramente, a HAP foi
identificada pelos seus picos caracteristicos em 25,9°, 31,6° 32,9° e 33,9° theta
(Figura 21). Para tal, foi utilizada a carta cristalografica 72-1243 da Joint Committee
on Powder Diffraction Standards (JCPDS). A HAP, por sua vez, apresentou picos

relativamente estreitos, caracteristicos de materiais cristalinos (ANGELO, 2008).
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Figura 20 - Difratogramas da amostra controle (HAP) e dos compésitos sintetizados (HAP/QUI-
a e HAP/QUI-b).
Fonte: Prépria
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Figura 21 - Difratograma da amostra controle (HAP) ampliada com os principais picos

indicados.
Fonte: Propria.

Conforme demonstrado na figura 22, pode-se observar que em ambos 0s
compdésitos, a HAP foi a fase majoritaria. Ainda, também é possivel verificar que, para
o composito HAP/QUI-a houve perda de cristalinidade e a presenga de picos pouco
intensos atribuidos a quitosana. Ainda, verifica-se que o pico em 25,9° sofre um
decréscimo de intensidade, o que pode estar relacionado com o processo de sintese
dos compdsitos, uma vez que, o acido acético pode dissolver parcialmente os cristais
de HAP (XIANMIAO, 2009).
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Figura 22 - Difratogramas da amostra controle (HAP) e dos compésitos sintetizados (HAP/QUI-
a e HAP/QUI-b) ampliada no pico de 25,9°.

Tendo em vista que a HAP possui grande capacidade de interagédo e/ou troca
idnica, e, portanto, pode ter sofrido modificagdes estruturais durante a formacao dos
compositos HAP/QUI, calculou-se o tamanho médio de cristalito (Dm) dos materiais
(Tabela 3) empregando-se a equacao de Scherrer (1). O pico utilizado para o calculo
do didmetro médio de cristalito foi o pico em 25,9°. Optou-se por esse, ao invés do

pico 31,9° (mais intenso), pois nele ha uma sobreposi¢céo do pico em 33°.

KA
bm = Bcos@ (2)

Onde:

K = constante de proporcionalidade que depende da forma das particulas, assumida
como sendo esférica (0,9).

A = comprimento de onda da radiagdo CuKa (0,15406 nm).

B = largura total do pico a meia altura.

8 = angulo de difragéo de Bragg.
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Tabela 3 - Tamanho de cristalito médio (Dm) da amostra controle (HAP) e dos compdésitos
(HAP/QUI-a e HAP/QUI-b).

Amostra Dm (nm)
HAP 56,6
HAP/QUI-a 36,9
HAP/QUI-b 43,2

Autoria proépria.

Analisando a Tabela 3, fica evidente que a incorporagao das quitosanas causou
um efeito na HAP, fazendo que essa sofresse uma desestruturacdo, diminuido o
tamanho de seus cristalitos. Essa diminuigdo do Dm condiz com os resultados obtidos
por XIANMIAO et al., (2009). Estes pesquisadores reportaram que compaositos
sintetizados utilizando-se diferentes razées HAP:QUI apresentaram valores de Dm
reduzidos, indicando-que nos compdsitos com maior porcentagem de quitosana, a
cristalinidade do compdésito diminui. Quando houve 100% de HAP, o Dm calculado a
partir do pico 25,9° foi de 39,94 nm, ja quando houve uma razdo HAP:QUI de 6:4 o
Dm decresceu para 29,92 nm. Essa mudanca pode ter relagdo com o meio reacional
da sintese do compdsito. Como a incorporacado da HAP a quitosana ocorreu em meio
acido, dada a dispersao dos ions, esta pode ter favorecido a troca dos mesmos. Assim,
o meio reacional pode ter favorecido liga¢des de hidrogénio entre grupos O—H da HAP
e grupos O-H da QUI, formando assim, um compdsito homogéneo (XIANMIAO et al.,
2009). Logo, o fato da HAP/QUI-b apresentar estrutura relativamente mais cristalina
que a HAP/QUI-a pode indicar que houve uma sintese de quitosana com grau de
desacetilagao inferior a da comercial, pois como mostrado por Macedo (2017), a
quitina se demonstra mais cristalina em comparacgao quitosana. Com isso, pode ser

que HAP/QUIOb apresente quitina em sua estrutura.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

Na figura 23 pode-se observar que a quitosana com base polimérica de

Strategus aloeus apresenta as mesmas bandas que a referéncia comercial. Ainda,
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esses dados s&o muito similares aos obtidos por MACEDO (2017), indicando que o

meétodo utilizado possui reprodutibilidade.

Transmitancia (u.a.)
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Figura 23 — Espectros de IVTF da quitosana comercial (QUI-a) e sintetizada (QUI-b).
Fonte: Propria

A banda forte e larga localizada em 3450 cm' é referente ao estiramento O-H
e —-NH2 da quitosana. As bandas em 2920, 2880, 1430, 1275 e 1245 cm™ séo
atribuidas aos estiramentos C—H numa ligagdo H-C-H (PAWLAK et al., 2003). A
banda em 1730 cm, é associada a uma ligagdo C=0O (PAWLAK et al., 2003). As
bandas em 1650 e 1550 cm™' s&o atribuidas a uma ligagdo C=0 e uma vibragdo N-H
contidas num grupamento amida, respectivamente (PAWLAK et al., 2003). As bandas
em 1415 e 1320 s&o pertencentes a ligagdes O—H e C-H contidos no grupo pinano
da quitosana. Em 1255 cm™' apresenta-se uma ligagdo C—-O. As bandas 1150 e 1040
cm™' séo referentes a ligagdo —~C-O-C—, pertencente as ligagbes glicosidicas na
estrutura da quitosana (PAWLAK et al., 2003).

E importante destacar que as amostras QUI-a e QUI-b apresentaram todas

essas ligacdes em comum, visualizadas pela técnica de IV-TF e portanto, € possivel
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inferir que houve a formacéo de quitosana com base polimérica oriunda de besouros,
€ que essa é semelhante ao produto comercial.

O espectro da amostra controle (HAP), ainda sem a incorporagédo de QUI
(Figura 24), apresenta uma banda estreita localizada em 3573 cm', referente a
deformagao axial do grupamento O—H. Ha bandas de baixa intensidade em 1670 e
em 1454 cm™', pertencentes aos estiramentos C=0 e C-O, associados ao CO3?%,
respectivamente. O decréscimo de intensidade nessas bandas, indica que a HAP
sintetizada possui baixo grau de carbonatacdo, o que era desejavel, uma vez que
carbonatos nao fazem parte da composi¢ao do osso humano. Ainda, a banda em 450
cm-! pode ser atribuida ao CO3%. As bandas em 1090 e 1048 cm™' sdo conferidas a
presenca de POs> na amostra. As ligagbes P=O e P-O também podem ser
confirmadas pelas bandas em 632, 602 e 569 cm~' (REHMAN et al., 1997; XIANMIAO,
2009).
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Figura 24 — Espectro de FTIR da amostra controle (HAP) e dos compésitos sintetizados
(HAP/QUI-a e HAP/QUI-b).
Fonte: Propria.
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Comparando os compdsitos formados com a HAP pode-se observar que as
principais bandas, em 3573 cm™', na regi&o entre 1200 e 1000 cm™' e entre 600 e 500
cm! tiveram claramente uma diminuicéo de intensidade.

Esses resultados sdo condizentes com os espectros FTIR obtidos no trabalho
de Xianmiao et al. (2009), os quais observaram até mesmo o desaparecimento da
banda em 3573 cm™" quando utilizaram uma proporgao de HAP:QUI de 4:6. Também
€ possivel ver uma forte interagao entre o grupamento O—H da HAP e os grupamentos
O-H e N-H da QUI (Figura 21) (XIANMIAO et al., 2009). Além disso, é possivel
averiguar a presenga de bandas condizentes com aquelas presentes na Figura 18,
pertencentes a QUI, como a banda larga entre 3500 e 3100 cm™', pertencente ao
estiramento axial O—H; e as bandas em 1730 e 1550 cm-', associadas a ligagdes C=0.

A formagdo do composito € sugerida também pela visualizagdo de um
decréscimo da banda situada em 1090 e 1048 cm-' (Figura 21), indicando a interagao
entre a quitosana e os ions fosfatos da HAP (XIANMIAO et al., 2009).

Outro indicio de formacao do compdsito esta na presenca de bandas em 1654
cm™' apenas nos compasitos, constatando que ha formagao também de ligagbes de
hidrogénio entre —~NH2 e O—-H, semelhante ao que é encontrado em componentes do
tecido 6sseo (LI et al., 2011).

Ainda, se pode sugerir a ligacéo entre os ions Ca?* da estrutura da HAP com
o grupamento —NH:z da quitosana, formando um composto de coordenagéo, conforme

0 esquema citado por Xianmiao et al. (2009), descrito na Figura 25.

NS

Ca —HAFP — Ca
HO H. N

-

Figura 25 - Interacdo do Ca e HAP com o grupamento —NH; da quitosana.
Fonte: Xianmiao et al. (2009).
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Portanto, os métodos de caracterizagao discutidos até aqui, mostram uma inter-
relagdo corroborando a formacdo do compodsito HAP/QUI. O decréscimo de
intensidade do pico de DRX caracteristico de formagao da fase HAP em 25,9° junto
ao decréscimo das bandas FTIR atribuidas a HAP, confirmam a formacgao e

incorporacao da QUI obtida a partir de besouros a HAP.

5.3 CAPACIDADE HEMOLITICA

Com as absorbancias das amostras lidas a 541 nm (Tabela 4), foi possivel
calcular a capacidade hemolitica das amostras utilizando a equacéo (3), utilizada por
Palanivelu et al. (2014).

Tabela 4 - Absorbancia das amostras a 541 nm.

Amostra Abs
X-Triton 7,350
HAP 0,129
HAP/QUI-a 0,127
HAP/QUI-b 0,118

Autoria propria.
Aplicando os dados da Tabela 3 na equagao (3)

(Aamostra) +100 (2)

0 =
/oH (Atriton)

Onde:
%H = capacidade hemolitica
Aamostra = absorbancia da amostra

Atriton = absorbancia do X-Triton

Obteve-se os resultados dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Capacidade hemolitica da amostra controle (HAP) e dos compésitos HAP/QUI-a e
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HAP/QUI-b.
Amostra %H
HAP ‘ 1,75+0,03
HAP/QUI-a ‘ 1,73+0,02

HAP/QUI-b ‘ 1,61+0,04
Autoria proépria.

A partir dos dados obtidos, € possivel verificar que a capacidade de hemolise
das amostras foram praticamente nulas, quando comparadas com o controle positivo
X-Triton. Quando comparada a capacidade hemolitica da HAP com os resultados
obtidos por PALANIVELU et al. (2014), que trabalharam com a HAP, a desse trabalho
se mostrou mais promissor. No artigo, foram obtido valores de capacidade de
hemolise entre 6 e 18%, muito superiores ao desse trabalho. Como teste indicativo,
entende-se, quanto menor o valor de %H, menor sera a chance de rejeicéo por parte
do corpo humano. Porém, sdo necessarios testes especificos para confirmar
compatibilidade.

Um fatoque pode ter sido crucial para a diferenga obtida por Palanivelu et al.
(2014) é o pH. Pois, esse ja mostrou ser um fator crucial para %H, onde uma mesma
amostra pode ter uma diferenciacao de %H de quase 100% quando o pH muda de 5,8
a 7,4, (BULMUS et al., 2004) de forma que o meio acido pode estimular a hemolise
devido ao desvio hidrofilico que causa no material (BULMUS et al., 2004). No trabalho,
as analises se deram em meio acido, e neste ensaio em meio neutro, podendo explicar
a diferenca de %H obtida.

A admissao de um pH neutro, se deu devido a ser o pH 6timo de funcionamento
para as hemacias e ser o ambiente onde a possibilidade de ocorréncia de hemolise é
diminuida. Ainda, analisando a Tabela 5, os compdsitos foram os que apresentaram
uma capacidade hemolitica menor, e entre os compdsitos HAP/QUI-a e HAP/QUI-b, a
segunda apresentou uma capacidade de hemolise 6,94% menor. Isso pode ser um
indicio que a QUI-b incorporada a HAP pode causar um efeito menos danoso ao corpo
que quando utilizado o compdsito com QUI-a.

No entanto, um numero maior de diferentes analises seria necessario para
afirmarmos a possibilidade de utilizacdo desta fonte alternativa de quitosana como

precursora de um biomaterial.
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6 CONCLUSOES

Os resultados das analises de DRX e FTIR mostraram que a rota de sintese
adotada a partir da utilizagdo da matriz polimérica oriunda de Strategus aloeus foi
eficiente para a incorporagao deste material na estrutura da HAP, com consequente
formacao de compdsitos HAP/QUI.

Pelos difratogramas de raios X foi possivel confirmar a formacéo de HAP como
fase majoritaria, com relativo grau de cristalinidade. O calculo do tamanho médio dos
cristalitos, atrelado ao decréscimo do pico em 25,9° e perda de cristalinidade
observado nos difratogramas dos compésitos HAP/QUI-a e HAP/QUI-b, sugere a
possivel dissolucdo dos cristais de HAP e incorporagcdo da quitosana a fase
majoritaria.

Verificou-se nos espectros FTIR da amostra controle (HAP) e dos compdsitos,
tanto o de referéncia (HAP/QUI-a), quanto o sintetizado a partir do exoesqueleto de
besouros (HAP/QUI-b) bandas caracteristicas pertencentes a HAP e a QUI. Quando
comparadas, observou-se um decréscimo das bandas caracteristicas da HAP,
principalmente aquelas atribuidas as bandas dos grupos hidroxila e fosfato, indicando
a formagao do compdésito, e que a amostra HAP/QUI-b mostrou propriedades similares
a referéncia HAP/QUI-a.

Por fim, as analises de capacidade hemolitica mostraram que o material
sintetizado e estudado apresenta baixa capacidade hemolitica, abaixo de 2%,
inclusive, ainda menor para a amostra HAP/QUI-b (1,61%) resultado qual, prospecta

promissoras aplicagdes medicas.
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