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RESUMO

Um exopolissacarideo produzido pelo microorganismo Zoogloea sp., obtido por
fermentacdo do melago de cana-de-actcar representa um material promissor para usos
biomédicos e farmacéuticos com baixa toxicidade e biocompatibilidade estabelecidas. O
presente trabalho consiste em utilizar o biopolimero da cana-de-agticar no desenvolvimento
de biocomposito para reparo 6sseo com e sem ativagdo por hidroxido de calcio e avaliar a
nucleacio e deposicao de hidroxiapatita no biocompdsito, utilizando solugdo simuladora do
fluido corporeo. O processo de nucleacdo e deposicio de hidroxiapatita (HA) foi
comprovado pela técnica de microscopia eletronica de varredura acoplada a espectroscopia
de energia dispersiva (MEV-EDS). A andlise morfologica dos biocompodsitos com e sem
ativagdo demonstraram a deposi¢do de hidroxiapatita em velocidade e morfologia
diferentes em funcdo da ativacdo prévia do biocompdsito. A microandlise por EDS
comprovou qualitativamente a deposi¢do de hidroxiapatita através da identificagdo dos
elementos quimicos e ions responsaveis pela nucleagdo, demonstrando que o processo de
ativagdo do biocompésito com Ca(OH), acelera a deposi¢do de hidroxiapatita. Os
resultados preliminares indicam a utilizag@o do biocompdsito como implante dsseo e ou em

engenharia de tecidos 6sseos.

Palavras-Chaves: Biocomposito, Biopolimero, Zoogloea sp., Nucleagdo, Hidroxiapatita.



ABSTRACT

Exopolysaccharide produced by a microorganism Zoogloea sp. obtained from fermentation
of molasses sugarcane is a promising material for biomedical and pharmaceutical uses with
low toxicity and biocompatibility established. The present work is comprise the
biopolymer of sugar cane in the development of biocomposite for bone repair with and
without activation by calcium hydroxide and to evaluate the nucleation and deposition of
hydroxyapatite in biocomposite, using the solution simulating body fluid. The process of
hydroxyapatite (HA) nucleation and deposition was demonstrated by the technique of
scanning electron microscopy coupled to energy dispersive spectroscopy (SEM-EDS).
Morphological analysis of biocomposites with and without activation showed the
deposition of hydroxyapatite in different speed and morphology according to the prior
activation of biocomposite. The microanalysis EDS showed qualitatively by the deposition
of hydroxyapatite through the identification of chemical elements and ions responsible for
nucleation, showing that the activation process of biocomposite with Ca (OH), accelerates
the deposition of HA. Preliminary results suggest use of biocomposite as bone implant or

tissue engineered bone.

Keywords: Biocomposite, Biopolymer, Zoogloea sp., Nucleation, Hydroxyapatite



1. INTRODUGCAO

A inquietagdo do homem em restaurar ou substituir partes danificadas do tecido
o0sseo ¢ uma pratica que remonta a antigliidade, como comprovado em varios achados
arqueoldgicos. Apesar desses registros historicos, s6 apos o advento do conhecimento
cientifico e do desenvolvimento de biomateriais ¢ que esse procedimento se tornou uma
pratica confiavel (RATNER, 2004; RESENDE, 2007). Os biomateriais necessitam de
integracdo aos tecidos e apresentam caracteristicas fisicas adequadas a sua fungfo.
Entretanto, alguns materiais artificiais implantados no osso tendem a ser encapsulados com
tecidos fibrosos, que os isolam do contato direto com a matriz éssea. Consequentemente,
eles ndo aderem ao osso devido a auséncia de ligagdo quimica na interface material/tecido
6sseo (KOKUBO, 2004).

A celulose se constitui na mais importante e renovavel matéria organica da terra e
atrai atencdo devido as suas propriedades fisico-quimicas e ¢ utilizada para diversas
aplicagdes (CHEN et al; 2006; GU et al, 2007). A obten¢do de celulose pode ser feita por
diversas fontes, como vegetais, bactérias e algas. Pela facilidade de obtengdo e pela
conservagdo de suas propriedades fisico-quimicas, a celulose tem sido obtida por
fermentagdo de bactérias, sendo denominada de celulose bacteriana (CB) (MATSUMOTO
et al, 2003; FROLLINI et al, 2005). A celulose bacteriana possui uma nanoestrutura fibrilar
unica, que determina propriedades fisicas e mecanicas caracteristicas, que lhe conferem
papel bastante promissor na medicina moderna e nas pesquisas biomédicas (CZAJA et al.,
2007).

Diferentes fontes de carbono podem ser utilizadas para a produgdo de celulose, ¢
pesquisas de novas fontes tém sido desenvolvidas para alternativas de substratos de baixo
custo com reducdo de danos ambientais (GOELZER et al, 2008). O uso de melago de
beterraba, cana-de-agucar e casca de arroz tem sido a fonte utilizada como meios
fermentativos para producdo de celulose e outros biopolimeros (BERWANGER, 2005).

Um exopolissacarideo produzido pelo microorganismo Zoogloea sp. utilizado como
meio fermentativo, o melaco de cana-de-agucar, foi obtido como uma membrana fibrosa
branca translicida. Esse biopolimero “in natura” foi caracterizado utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia, que apresenta o seguinte perfil monossacaridico:

glicose (87,6%), xilose (8,6%), manose (0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose
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(0,4 %), e acido glucurdnico (0,8%). Devido a presenca de residuos (1 — 4)-B-D-
glucopiranosil corroborada pela hidrolise enzimatica com celulase, o biopolimero pode ser
considerado como um exopolissacarideo celulésico (PATERSON-BEEDLE et al., 2000;
CASTRO et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2006, NETO, 2008).

Estudos de citotoxicidade da membrana de biopolimero (MBP) avaliada por meio
de indice de adesdo, produg¢do de dxido nitrico e viabilidade celular de macréfagos
alveolares de ratos, revelaram biocompatibilidade desse material (CASTRO et al, 2004).
Frente a esse estudo, diversos ensaios experimentais em animais tém sido realizados
utilizando a Membrana de Biopolimero como remendo em arterioplastias femorais e
enxerto de membrana de timpanos, miringoplastia (AGUIAR et al, 2007 ¢ DA SILVA,
2006). As membranas continuas e perfuradas foram utilizadas como refor¢o no tratamento
de defeitos criticos da parede abdominal resultando na biointegracéo e resisténcia provas a
biomecéanicas (NETO ET al, 2008, FALCAO et al, 2008).

A partir da Membrana de biopolimero, foi desenvolvido um gel (AGUIAR et al,
2003), que apresenta biocompatibilidade in vitro e in vivo.O referido gel foi aplicado para
confeccdo de valvula vesicouretral com vistas ao tratamento de refluxo vesico-uretral
(RANGEL et al, 2006). Outra linha de aplicagdo do gel consiste no desenvolvimento de
formas farmacéuticas com a incorporagdo de farmacos para diversas aplicagdes. A
metodologia de obtengdo do gel de biopolimero com acido tsnico (AU) foi desenvolvida e
caracterizada por analise térmica e microscopia por for¢a atdmica (AFM), demonstrando
que a adigio do AU melhorou as propriedades térmicas do gel (NERIS, 2007).

Com base nos trabalhos realizados dos trabalhos realizados com o biopolimero em
diversas aplicagdes em animais, o objetivo deste trabalho consiste na avaliagio da
hidroxiapatita utilizando-se a solug¢@o simuladora do fluido corpéreo com vistas ao

desenvolvimento de um biocomposito para fins de reparos dsseos.
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2-REVISAO DA LITERATURA

2.1-Biomateriais

Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicagdes Clinicas
realizada em 1982, os biomateriais sdo definidos como toda substancia (com excecdo de
drogas ou farmacos) ou combinagdo de substincias de origens naturais ou sintéticas, que,
durante um periodo de tempo indeterminado, sdo empregados como um todo ou parte
integrante de um sistema para tratamento, ampliacdo ou substitui¢do de quaisquer tecidos,
orgdos ou fungdes corporais. Assim, ¢ um material nio-toxico, usado como aparelho
médico, caracterizado por interagir com sistemas biologicos (RESENDE, 2007,
WILLIAMS, 1987). Para um material ser enquadrado na categoria de biomateriais, ele deve
apresentar algumas caracteristicas como: ser biocompativel com o organismo vivo de forma
a provocar a minima reagdo adversa ao organismo; além disso, o material deve ser
biofuncional, ou seja, deve ser capaz de exercer a fungdo que lhe € incumbida como se
fosse proprio do organismo (RESENDE, 2007), tendo como principais vantagens em
implantes, préteses ou dispositivos implantaveis, sua disponibilidade, reprodutibilidade e
adaptacdo biomecanica (LEAL 2006).

Os biomateriais utilizados clinicamente induzem diferentes respostas nos tecidos e,

em fungdo do tipo de interface tecido/implante desenvolvida, podem ser classificados em:

Bioinertes
Sdo materiais tolerados pelo organismo e que praticamente nio liberam nenhum tipo de
componente. No entanto, esses materiais tendem a ser envolvidos por uma capsula
fibrosa que o isolam do meio vivo. A espessura da camada fibrosa depende de muitos
fatores, como condig¢des do implante, tecido e carga mecanica existente na interface

(RESENDE, 2007, CASTNER e RATNER, 2002; HENCH e WILSON, 1993).
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Bioativos

S&o materiais que favorecem a ligacdo quimica entre o material implantado e o tecido
osseo (osteointegracdo), sem a presenca de involucros fibrosos. Em fungdo da
similaridade quimica entre tais materiais e a parte mineral 6ssea, os tecidos 6sseos se
ligam a eles, permitindo a osteocondugdo por meio de recobrimento por células dsseas.
Quando o material bioativo ¢ implantado no corpo, uma série de reacdes bioquimicas e
biofisicas ocorre na interface implante/tecido. Essas reagdes eventualmente resultam em
uma ligagdo interfacial de natureza quimica e ndo-fisica (RESENDE, 2007, HENCH e

WILSON, 1993). Os materiais bioativos podem ainda ser classificados em:

Materiais osteoindutores - s3o os que promovem uma resposta intracelular e
extracelular na interface. Como exemplo pode citar as vitroceramicas que pode ligar-se

com tecido macio e também com 0 0Sso.

Materiais osteocondutores - sdo os que promovem uma superficie biocompativel que
favorece o desenvolvimento das células dsseas. Isso ocorre quando um material
promove somente uma resposta extracelular na interface. Como exemplo a
hidroxiapatita sintética ¢ os fosfatos de calcio (RESENDE, 2007; CAO ¢ HENCH,
1996).

Reabsorviveis

Implantes reabsorviveis sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo
apo6s certo periodo de contato com o tecido. Esses materiais sdo muito importantes em
aplicagdes clinicas em funcdo de serem desnecessarias novas intervengdes cirurgicas
para a retirada do material implantado. S3o exemplos desses materiais os fosfatos

tricalcio (RESENDE, 2007, HENCH e WILSON, 1993).

Segundo Shirtliff e Hench (2003), a classificacdo de biomateriais em bioinertes

ocorreu na primeira geracdo de biomateriais, cuja meta principal era conseguir uma
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combinacdo das propriedades que fossem proximas as do tecido que seria substituido, de
forma a provocar a minima reagéo toxica possivel. Ja os materiais reabsorviveis e bioativos
pertencem a segunda geracdo de biomateriais. Desde entdo, varios materiais foram
enquadrados em uma dessas categorias, 0 que promoveu avanco na produgdo de
dispositivos para aplica¢des biomédicas, e consequentemente melhora na qualidade de vida
dos pacientes. Apesar desse avango, observou-se que tais materiais possuiam vida curta e
falhavam em torno de 10-25 anos depois de implantados, o que levava o paciente a outra
intervencdo cirurgica. Ainda assim, eles ndo respondem a uma mudanga fisiologica ou
estimulo bioquimico, ao contrario do tecido vivo. Devido a essas limitagdes, surgiu
recentemente a terceira geracdo de biomateriais, que tem como foco principal melhorar a
capacidade de regeneragdo do tecido pela estimula¢do de genes, os quais iniciam o reparo
do tecido danificado ou doente (RESENDE, 2007).

Biomateriais para reparo Osseo precisam apresentar propriedades mecanicas
similares ao osso e dar suporte a regeneragdo o6ssea. Além disso, devem possibilitar adeso,
proliferacio e diferenciacdo celular (TAKAMORI, 2004, SEAL et al, 2001). A
reconstru¢do dssea ideal depende, principalmente, do nimero e da atividade de células
osteoprogenitoras (TAKAMORI, 2004, OREFFO e TRIFFIT, 1999).

Dentre os materiais sintéticos usados para biorreparagdo do tecido Osseo, as
ceramicas, também conhecidas como bioceramicas, sdo as mais empregadas. As
biocerdmicas apresentam-se sob a forma de pods, revestimentos ou proteses usadas para
reparo, aumento ou substituicio de tecidos doentes ou danificados, como 0ssos,
articulagdes e dentes. Embora muitas composi¢des de cerdmicas tenham sido testadas para
uso médico, poucas sdo usadas clinicamente. Destas, podem-se citar as Al,O3 e ZrO,,
usadas, inicialmente, na substituicdo total de articulacdes dos quadris e fémur; os fosfatos
de calcio, usados como revestimento de ligas metalicas e em formato de granulados ou de
pequenas pegas porosas para reparo dsseo; os vidros e vitroceramicas bioativos, usados
para substitui¢do e reparo de ossiculos do ouvido interno, dentes e vértebras
(DOMINGUES et al, 2006, CAO et al,1996, HENCH et al, 1993).

Titdnio e suas ligas t€m sido muito utilizados para produzir componentes
biomédicos, principalmente na 4drea odontoldgica e ortopédica, pois exibem algumas

propriedades interessantes como resisténcia a tenacidade, biocompatibilidade, resisténcia a
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corrosdio, estabilidade quimica em ambiente fisioldgico e modulo de elasticidade mais
proximo ao do osso, se comparado com o ago inoxidavel ou com a liga de Co-Cr-Mo
(RESENDE, 2007).

Os polimeros sintéticos permitem melhor controle dos riscos biologicos e de suas
propriedades fisico-quimicas, entretanto, a maioria induz resposta imune/inflamatoria apos
sua implantacdo, o que promove o desenvolvimento de compodsito polimero-ceramica
produzido naturalmente por organismos conhecidos, como a celulose e a quitosana, acido
hialurénico e polimeros biodegradaveis, como a e-caprolactona e polimeros do acido latico
e glicolico, por apresentarem propriedades biocompativeis e atoxicas quando comparados
com os produzidos sinteticamente (YANG et al, 2008, TAKAMORI, 2004, WILLIANS,
2000, BEPPU, 1999).

2.2. Hidroxiapatitas

As apatitas biologicas sdo aquelas constituintes de compostos que formam parte do
esmalte e da dentina dos dentes assim como dos ossos humanos e de algumas calcificagdes
patolégicas (céalculos dentais, salivares e renais). Com férmula molecular, Ca;y (PO4)s
(OH),, a hidroxiapatita (HA) ¢ um dos materiais utilizados pelos vertebrados para compor
o esqueleto, devido a sua capacidade de atuar como reserva de calcio e fosforo. Além disso,
a (HA) bioldgica acomoda facilmente uma grande variedade de substitui¢cdes cationicas e
anidnicas em sua estrutura, com a presen¢a de ions diversos, tais como: Ca 2+, Mg2+ Na',
CO* (RESENDE, 2007). Essas apatitas biologicas diferem da HA puro em estequiometria,
composi¢do, cristalinidade e outras propriedades fisicas e mecénicas, e presenga de
composig¢des idnicas em sua estrutura (LEAL, 2006; RESENDE, 2007).

Além de ser considerada a fase mais estdvel em ambiente fisiologico, sendo,
portanto, o componente principal do mineral désseo, a HA possui propriedades de
biocompatibilidade e bioatividade. Dessa forma, ¢ capaz de favorecer o crescimento dsseo
nos locais em que se encontra (osteocondutividade), estabelecer liga¢des de natureza
quimica entre ela e o tecido dsseo (bioatividade), permitindo assim a proliferagdo das

células oOsseas (osteoblastos, fibroblastos e outras), as quais ndo a distinguem da superficie
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ossea, o0 que indica a grande similaridade quimica superficial. Contudo, a baixa resisténcia
mecénica dessas ceramicas tem limitado suas aplica¢cdes como implantes (JARCHO, 1992).
A hidroxiapatita livre de impurezas, para fins de materiais de implantes, ja vem sendo
testada desde 1940 (MENDES FILHO, 2006), podendo ser utilizada nas formas porosa,
solida, ou como material de recobrimento em substrato de titdnio e suas ligas, agos
inoxiddveis e compdsitos. De um modo geral, a hidroxiapatita apresenta as vantagens de ser
bioativa e osteocondutora, possui alta resisténcia a corrosdo ¢ de compressdo e ¢ utilizada
em implantes como pecas solidas e porosas. Como muitas cerdmicas, apresentam como
desvantagem baixa ductilidade e alta densidade relativa (MENDES FILHO, 2008; PARK,
1990).

Em implantes dsseos cuja composi¢ido consiste de outros materiais, um dos pré-
requisitos para um material ligar-se ao osso ¢ a formacdo de uma camada de apatita
biologicamente ativa na interface material/osso, usualmente conhecido como “bone-like
apatite” (KOKUBO et al, 2000). Tal camada de apatita é similar a fase mineralizada do
tecido dsseo, em composicdo e estrutura. Acredita-se que ela atua como sinalizadora de
proteinas e células para iniciar a cascata de eventos que resulta na formagao da estrutura
ossea. Ou seja, os osteoblastos, células o0sseas responsaveis pela produgio do tecido 6sseo,
proliferam preferencialmente e se diferenciam, produzindo apatita e colageno sobre a
camada de apatita formada anteriormente, o que favorece a unido do implante com o 0sso.
Quando isso ocorre, uma ligagdo quimica é formada entre o osso e a camada de apatita,

reduzindo a energia interfacial entre elas (KOKUBO et al, 2003).

2.3. Celulose.

A celulose constitui-se no polissacarideo mais abundante da biosfera, representando
cerca de 1,5 x 10" toneladas da produgdo total anual de biomassa, e ¢ considerada uma
fonte de matéria-prima quase inesgotavel para o aumento da demanda por produtos
ambientalmente corretos e biocompativeis (KLEMM et al, 2005 apud GURGEL, 2007). E
um poliosideo de glicose ndo-ramificado unido de liga¢des f-1,4 (STRYER et al, 2004). A
cadeia, extensa e retilinea, ¢ formada e suas ligagdes glicosidicas do tipo f , com grande

numero de grupos hidroxila, trés por unidade de anidroglucose (AGU), presente na
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conformagdo termodinamicamente preferida *C,;, O comprimento da cadeia de celulose ¢
expresso em numero de constituintes de AGUs (grau de polimerizagdo, GP) e varia com a
origem e o tratamento da matéria-prima. A cadeia de celulose consiste em uma terminagao
de uma unidade de D-glucose com um grupo C4-OH original (terminagdo nio redutora); e
outra terminagdo € finalizada com um grupo C1-OH original, que estd em equilibrio com a

estrutura de aldeidos demonstrados na figura 1 (KLEMM et al, 2005 apud GURGEL 2007).

oM

o]

Q oH OH

HO HO
HO Q
aH o OH
Unidade de amdroglucose, AGL
OH n = valor de GP oM

T&rm nagds nis redutera Celobaae: unidade repelitiva da celulase Termnacks redulsra

Estrutura molecular da celulose (n = GP, grau de polimenzagio)

Figura 1. Estrtura molecular da celulose com suas unidades de anidroglucose
(AGU) (GURGEL, 2007).

A estrutura molecular confere a celulose algumas propriedades: hidrofilicidade,
quiralidade, degradabilidade e ampla variabilidade quimica iniciada pela alta reatividade de
seus grupos hidroxilas (OH). Além disso, sdo excelentes formadoras de fibras, gerando uma
forga ténsil, formando complexos inter ¢ intra-moleculares de pontes de hidrogénio. Essa
conformagdo, além de fornecer parcial cristalinidade e polimorfismo, faz com que esse
polissacarideo seja de baixa ou quase nenhuma solubilidade nos solventes convencionais

(GU et al, 2006, KLEMM et al, 2005 apud GURGEL 2007).

2.3.1. Celulose e seu uso como biomateriais e substituto de 0sso.

Segundo Philipp e colaboradores (1979), e Martson e colaboradores (1998), a
biocompatibilidade da celulose e seus derivados estd bem estabelecida (MULLER et al,
2006). Entretanto, as propriedades fisico-quimicas caracteristicas devido a seu arranjo

molecular, incluindo sua insolubilidade, grau de polimerizacéo e cristalinidade limitam seu
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uso para diversos campos. Sendo assim, os derivados da celulose, como
carboximetilcelulose, acetato de celulose, celulose oxidada e outros derivados de celulose,

constituem o foco de pesquisa em diversas areas, como as farmacéuticas, alimenticias

(FRICAIN et al, 2002) e adjuvantes farmacéuticos e na industria de alimentos

(PETROVICK, 1997).

O desenvolvimento de materiais para diversas fung¢des, como membranas (por
exemplo, dialise, biosensores), géis bioadesivos de celulose, como dispositivos vasculares,
engenharia de tecidos, como dsseo, cartilagem, tecidos cerebrais e tecido conjuntivo, como
sistema de administragdo de medicamentos e como suporte funcional in vitro de células
cardiaca (MULLER et al, 2006).

No entanto, no caso da engenharia de tecidos e proteses dsseas, o vinculo 0sso e
celulose, ndo ¢ completamente observada a osteointegracdo. Para que isso ocorra, faz-se
necessaria uma fosforilagdo quimica da celulose em solucdo de fosfato de Calcio (PAC) e a
nucleacdo de fosfato induzida por cloreto de calcio (CaCl2), presente em solugdo
biomimética, ou solugdo simuladora do fluido corpéreo (SBF) (MULLER et al 2006,
FRICAIN,2002).

Uma propriedade da celulose como scallfold, e engenharia de tecidos dsseos, além
de mecénica e compatibilidade bioldgica, ¢ sua integragdo com o tecido circundante. Uma
estratégia interfacial para a superficie ¢ fixagdo com revestimento de celulose bioativo, a
hidroxiapatita. A camada interfacial, que ¢ formado apds implante de materiais bioativos, ¢
composta por hidroxiapatitas carbonatadas (HCA). Intimeras técnicas foram desenvolvidas
para a formagdo de apatita sobre a celulose. Métodos envolvem a cria¢do de superficie de
grupos funcionais, como o grupo carboxila (COO-), que foram relatados para serem mais
eficazes na nucleacéo de fosfato de calcio devido a sua maior carga negativa (HOFMANN,

et al, 2006,).
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2.4. Celulose bacteriana

Para a obteng¢do da celulose até o presente momento, existem quatro rotas
diferentes. A primeira delas consiste no isolamento industrial de celulose a partir de
plantas, incluindo processos de separagdo para remocdo de lignina e hemiceluloses. A
segunda forma consiste na biossintese de celulose por diferentes tipos de microorganismos,
como Algae (Vallonia), fungi (Saprolegmia, Dictystelium discoideum) ou bactérias
(Acetobacter, Achromater, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Pseudomonas,
Rhizobium, Sarcina, Alcaligenes, Zoogloea). Entretanto, nem todas as espécies citadas sdo
capazes de produzi-las e secreta-las como fibra extracelular. A terceira via consiste em
reacdes enzimaticas utilizando fluor celobiose, e a quarta, em semissintese da glicose pelo
anel de abertura e de polimerizacdo, utilizando derivados benzilados. A figura 2 exibe o

mecanismo de obten¢o de celulose pelos mecanismos expostos (KLEMM et al, 2001).
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Figura 2. Mecanismos de obteng¢do de celulose (KLEMM et al, 2001, KIRSHENBAUM et
al, 1999).

A celulose bacteriana (CB) mais reportada ¢ a produzida pelas bactérias do género

Acetobacter xylinium. Elas produzem um tipo de celulose considerada quimicamente pura
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porque ndo contém residuos de lignina e outras impurezas que normalmente ocorrem na
celulose de origem vegetal (KLEMM et al, 2001). Essa bactéria constroi uma pelicula de
celulose bacteriana, entre o meio de cultura e a superficie gasosa, que tem, em um lado,
uma superficie densa, e uma camada gelatinosa do lado oposto, que estd em contato com o
liquido (PERTILE, 2007). Suas caracteristicas fisico-quimicas, como a alta cristalinidade
(celulose 1), os altos graus de polimerizagdo, hidrofilicidade, tensdo e cristalinidade a
distinguem de outras formas de celulose e variam conforme a origem e o modo do
tratamento quimico de suas membranas (GEORGE et al, 2005).

Na area biomédica, tem despertado um grande interesse em pesquisa, obtendo bons
resultados como produgdo de pele artificial, protese de diafragma acustico, biometeriais
ortopédicos, suporte para culturas celulares (scaffolds) e vasos sanguineos artificiais para
cirurgia (SVENSSON et al, 2005; FRICAIN et al, 2002; KLEMM et al, 2001;
PATTERSON-BEEDLE et al, 1999; YAMANAKA & WATANABE, 1994).

Para interagoes tecido — celulose de origem vegetal, caso semelhante ocorre com a
celulose bacteriana, onde a interacdo é dificultada devido as suas propriedades fisico-
quimicas. Para o desenvolvimento de produtos para reparos dsseos, utilizando a celulose
bacteriana como matéria prima, o procedimento se da através de ativacdo da membrana.
Nesse caso, a ativacdo da CB por adigdo de CaCl, e fosforilagdo realizada por Wan e
colaboradores (2006) demonstrou que esse processo aumenta a expectativa da celulose
bacteriana devido a seu desempenho mecanico e integragdo tecidual Os grupos funcionais
interagem com as hidroxilas terminais do carboidrato, € com isso aumenta o processo de
formacdo e deposicdo de hidroxiapatita. A figura 2 consiste no mecanismo de ativagéo da

CB para a formagdo de hidroxiapatita em solugdo biomimética SBF.
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Figura 3. Mecanismo de ativagdo da celulose bacteriana para formagdo de hidroxiapatita.
(WAN et al, 2006).

2.5 - Zoogloea sp.

A Zoogloea ramigera 115, uma bactéria Gram-negativa, produz um
exopolissacarideo denominado de ‘“zooglan”, demonstrando forte afinidade por ions
metalicos ¢ aminoacidos, sendo utilizada como despoluente de ambientes aquaticos com
alto teor de matéria orgénica. Investigagdes estruturais desse biopolimero estabeleceram

que o zooglan consiste num exopolissacarideo altamente ramificado composto de D-
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glicose, Dgalactose e acido piravico em propor¢cdes de 11:3:1,5 respectivamente
(TROYANO et al., 1996; PATERSON-BEEDLE et al., 2000).

Em 1996, Troyano e colaboradores isolaram uma cepa mutante, a Z. ramigera
115SL. Essa cepa produz exopolissacarideo nfo-vinculado a parede celular, mas sim
liberado no préprio meio de cultura, sendo necessario o isolamento do polissacarideo por
precipitacdo. A composi¢do de mondmeros de aglcares ¢ a mesma, diferindo apenas na
relacdo de glicose: galactose e maior teor de piruvato e acetato por subunidade e duas
ramificacdes residuos, que indicam uma estrutura mais irregular.

Kong e colaboradores. (1998 e 2002) descrevem, em estudos prévios, uma linhagem
bacteriana, identificada como Zoogloea sp. (KCCM10036), isolada do ambiente marinho,
que produziu dois polissacarideos extracelulares distintos: um polissacarideo soluvel em
agua e um polissacarideo fixo a superficie da célula. Ambos os polissacarideos continham
os agucares glicose, galactose e manose como componentes, mas com as relagdes molares
diferentes. Ambos os polissacarideos apresentaram comportamento fluido ndo-Newtoniano,
pseudoplastico, sendo avaliado o comportamento reoldégico das solugdes desses
polissacarideos frente a uma gama extensiva de pH (2-12) e temperatura (20-80°C), como a

compatibilidade com Cloreto de sodio (NaCl).

2.5.1- Biopolimero produzido pela Zoogloea Sp.

Na estacdo experimental da cana-de-agucar, o biopolimero foi obtido por
fermentagdo do melaco da cana-de-agtcar utilizando a bactéria Zoogloea sp., identificada e
isolada no Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco

(FALCAO et al, 2008, NERIS, 2007, Cavalcante et al., 2006, Paterson-beedle et al ,2000).
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Figura 4. Aspecto morfoldégico da membrana de biopolimero produzido por via
microbiologica, através da bactéria Zoogloea sp. em mosto de melago de cana-de-agucar
com diferentes dimensdes (NERIS, 2007)

Como matéria prima foi utilizada o melago de cana-de-agticar padronizado em Brix15%,
pH-5,0 esterilizado em autoclave. As culturas foram incubadas & 30°C por um periodo
maximo de 7 dias resultando, na interface liquido-ar, em membranas geleificadas que foram
lavadas em dgua deionizada, e tratadas com solug@do de hipoclorito a 3%(figura 4) (MELLO
ET AL, 1999, PATTERSON-BEEDLE et al,2000, NERIS,2007).

As biomembranas sintetizadas pela bactéria Zoogloea sp. em mosto de melago de cana-de-
agucar apresentaram aproximadamente 88% de solubilidade em acido trifluoracético, sendo
os principais monossacarideos presentes na fragdo soluvel a glicose (87,6%), xilose (8,6%),
manose (0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4%), e acido glicurénico

(0,8%), representados pela tabela 1 ( PATERSON-BEEDLE et al., 2000).

Tabela 1. Composi¢do de monossacarideos das fragdes soluveis produzidas por hidrdlise
acida com trifluoracético sob condi¢cdes moderadas e fortes, determinadas através de CLAE
(Paterson-Beedle et al., 2000).

MONOSSACARIDEOS TOTAL (p/p)

Fucose 0,01

Arabinose 0,37

Galactose 0,13
Glicose 87,57
Xilose 8,58
Manose 0,82
Ribose 1,68

Acido glicurénico 0,83

Através de método de calorimetria diferencial exploratoria (DSC), a biomembrana
apresentou uma temperatura de fusdo cristalina bem definida (118°C), propriedade que

indica a relativa pureza do material (ARGOLO, 2002). A caracterizagio da membrana por
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micrografia eletronica mostra que a mesma possui superficies rugosas e fibrosas,

compativeis de celulose (CAVALCANTE et al, 2006).

2.5.2- Aplicacbes biomédicas da membrana de biopolimero

Nos ultimos anos, o Grupo de Pesquisa do Biopolimero da cana-de-agticar vem
desenvolvendo varias pesquisas com experimentacdo animal. O primeiro estudo realizado
em animais foi com a avaliagdo da atividade cicatrizante utilizando as biomembranas
(MBP) sem tratamento, em cdes. Foi observado que a membrana formou uma pelicula
estavel nas feridas, provocando uma hipertonicidade no local, diminuindo o risco de
infecgdes por microorganismos e reepiteliza¢do do local lesado (COELHO et al, 2002).

Castro e colaboradores (2004) realizaram estudo sobre a citotoxidade in vitro da
biomembrana, através da bactéria Zoogloea sp., por meio do indice de adesividade de
macrofagos, de morte celular e producdo de 6xido nitrico, que apresentou 87%, 40,0 mMol
e 95,3%, respectivamente frente aos trés ensaios, permitindo a utilizagdo desses materiais
em ensaios in Vivo com seguranga.

A aplicagdo das biomembranas no tratamento de uretroplastia e na doenga de
Peyronie demonstrou que a mesma apresenta reacdo inflamatdria em menor grau e
nenhuma do tipo de corpo estranho (CHAGAS et al, 2006, VILAR et al, 2006). Com
comportamento semelhante em técnica de miringoplastia em chinchilas, a biomembrana
apresentou uma aceleracdo na regeneragdo da membrana timpanica, baixa reacdo do tipo
corpo estranho, sendo um possivel biomaterial para reverter lesdes da membrana timpanica
(SILVA et al, 20006).

Em 2006, Cavalcante e colaboradores (2006) utilizaram a MBP como matriz
reutilizadvel de imobilizacdo de tripsina. A imobilizagdo do tipo MBP-tripsina-BSA
apresentou 99% de atividade inicial, manteve-se apds 54 dias quando conservada a 4°C em
tampdo 0,1M Tris-HCl pH 8,0, mostrando também sua capacidade de reutilizag2o,
tornando viavel a utilizagdo da biomembrana como suporte para imobilizagdo de proteinas.

Aguiar e colaboradores (2007) propuseram o uso da biomembrana como remendo
em arterioplastias femorais. O estudo foi realizado em cées, utilizando a membrana de

biopolimero como enxerto e a membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e),
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como controle positivo. Apds 180 dias, observou-se 100% de sobrevivéncia dos animais,
com auséncia de infecgdes, trombose, processo degenerativo e calcificacdo. Entretanto, no
grupo em que foram utilizados PTFE-e, houve invasio de fibroblastos, devido a presenca
de microporos em sua estrutura. Nos remendos do biopolimero, isso nio foi observado, mas
sim uma aderéncia das novas camadas intima e adventicia do tecido. A conservacdo da
estrutura de ambos os remendos no processo de arterioplastia utilizando os mesmos
materiais foi comprovada por Lins e colaboradores (2007), utilizando a técnica de
velocimetria Doppler e arteriografia. Foi observada auséncia de dilatagdo das artérias e
manutencdo do didmetro das artérias femorais no local do implante de ambos os
biomateriais.

Em 2008, Falcio e colaboradores realizaram estudos comparativos de membranas de
celulose bacteriana produzidas pela zoogloea sp. ¢ membranas de PTFE-e para corrigir
defeitos abdominais com diminui¢do da tensdo durante o processo de reparo. O ensaio foi
realizado em ratos Wistar durante 60 dias com leituras em 14, 28 e 60 dias. Os animais
foram sacrificados e realizada a necropsia com cortes histologicos dos grupos de cada
material corado eosina-hematoxilina (HE) e Tricromo de Masson. Os cortes histoldgicos
com ambos os corantes demonstraram que a celulose bacteriana incorporou-se ao tecido por
encapsulagdo com auséncia de infiltrado ¢ migracdo de fibroblastos. Entretanto, quando
comparados com membranas de PTFE-e, observa-se infiltrada no tecido a presenga de
fibras colagenas.

Apesar da auséncia de infiltrado e uma melhor resposta ao processo cicatricial, ensaios
biomecanicos desenvolvidos pelo mesmo grupo demonstraram que a membrana de PTFE-e
possui maior resisténcia na interface tecido-membrana que a celulose bacteriana. Esse
fendmeno se deve ao processo inflamatdrio invasivo durante a cicatriza¢do do biomaterial

sintético ¢ a diferenca de porosidade entre as biomembranas (NETO et al, 2008).

2.5.3-Gel biopolimero

As propriedades de intumescimento de polissacarideos também podem ser
atribuidas as celuloses bacterianas. A alta hidrofilicidade das biomembranas ¢ explanada
pela presenga de espacgos intersticiais e até mesmo tineis na matriz retentora de agua, onde

seu grau de retencdo pode chegar até 1000% (KLEMM et al, 2001). A partir desse processo
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de hidratagdo das membranas, foi desenvolvido um gel pela quebra da MBP pelo processo
de sonicagdo, como demonstrado na figura 5. Esse produto tem sido estudado para diversas

aplicagdes (NERIS, 2007; LIMA et al, 2004).

Figura 5. Biogel obtido através da membrana de Biopolimero produzido pela zoogloea sp.
(NERIS, 2007; LIMA et al, 2004).

Em estudo experimental em cdes para o tratamento de refluxo vesicouretral, foi
utilizado o gel de biopolimero implantado na bexiga na regido parauretral dos animais
(RANGEL et al, 2006).

Os resultados promissores na aplicagdo em animais com a MBP e o biogel
permitiram o desenvolvimento de uma forma farmacéutica utilizando o biogel como
carreador de drogas. Néris (2007) incorporou o acido usnico ao gel de biopolimero. Sua
caracterizac@o térmica por calorimetria diferencia exploratéria (DSC) na forma de filme,
mostra um pico de fusdo endotérmico maximo de 116,4°C. A analise com acido Uisnico
incorporado obteve o pico de fusdo maximo com 200,6°C. A analise termogravimétrica
(TGA/DTG) do gel na forma de filme, puro e com AU. Os resultados demonstram que a
incorporagdo do acido tisnico néo altera as propriedades térmicas do biopolimero, frente a
sua temperatura de degradag@o, pois se iniciam em periodos diferentes (167°C para o
biopolimero e 204° para o AU). A andlise de sua superficie por microscopia de forca
atomica (AFM) mostra uma superficie lisa, homogénea, compacta, fibrosa e o acido tsnico

bem distribuido, com auséncia de cristais.
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3.0BJETIVOS
3.1-Geral
Desenvolver e caracterizar um biocompdsito para reparos 6sseos de biopolimero obtido por

meio da fermentagdo do melago da cana-de-agucar utilizando o microorganismo zoozgloea

sp.

3.2-Especificos

1. Desenvolver do biocompdsito a partir do biopolimero com e sem ativacdo de Hidroxido
de Calcio;

2. Avaliagdo da nucleacdo e deposi¢do de hidroxiapatita utilizando a solugdo simuladora de
fluido corpdreo;

3.Caracterizar morfologiacamente o processo de nuclecdo e deposicdo de hidroxiapatita no
biocompdsito e microanalise de raio-x por espectroscopia por dispersdo de energia (EDS)

dos elementos presentes na superficie do biocompdsito;
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Resumo

Um exopolissacarideo produzido pelo microorganismo Zoogloea sp. obtido por
fermentagdo do melago de cana—de-agucar foi utilizado como matéria prima para o
desenvolvimento de biocompdsito para reparo 6sseo com ¢ sem ativacido de Ca(OH), . A
nucleagdo de fosfato utilizando a solug¢do simuladora do fluido corpéreo (SBF) foi estudada
durante 28 dias. O processo de nuclea¢do e deposi¢do de hidroxiapatita (HA) foi
comprovado pela técnica de microscopia eletronica de varredura acoplada a espectroscopia
de energia dispersiva (MEV-EDS). A analise morfologica dos biocompodsitos com e sem
ativagdo demonstraram a deposicdo de hidroxiapatitas em velocidades e morfologias
diferentes de acordo com o processo de ativagdo. A microandlise por EDS comprovou
qualitativamente a deposi¢do de hidroxiapatita através da identificagdo dos elementos
quimicos e ions responsaveis pela nucleagdo, demonstrando que o processo de ativacdo dos
biocompdsitos com Ca(OH), acelera a deposicdo de HA. Os resultados preliminares
sugerem uma possivel utilizagdo do biocompdsito como implantes 6sseos e ou em

engenharia de tecidos 6sseos.

Palavras-Chaves: Biocomposito, Biopolimero, Zoogloea sp., Nucleagdo, Hidroxiapatita.
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Abstract

Exopolysaccharide produced by a microorganism Zoogloea sp. sugar cane molasses was
used as material for the development of biocomposite to bone repair with and without
activation of Ca(OH),. The calcium phosphate nucleation was studied using a solution
simulating the body fluid (SBF) for 28 days. The process of nucleation and deposition of
hydroxyapatite (HA) was confirmed by the technique of scanning electron microscopy
coupled to energy dispersive spectroscopy (SEM-EDS). The morphological analysis of
biocomposites with and without activation showed the hydroxyapatite in different times
and morphologies according to the activation process. The EDS microanalysis showed
qualitatively by the deposition of hydroxyapatite through the identification of chemical
elements and ions responsible for nucleation, showing that the activation process of
biocomposites with Ca(OH), accelerates the deposition of HA. Preliminary results suggest

a possible use of biocomposite for as bone implants and bone tissue engineering.

Keywords: Biocomposite, Biopolymer, Zoogloea sp., Nucleation, Hydroxyapatite.
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Introducéo

Biomateriais para reparos dsseos precisam apresentar propriedades mecanicas similares ao
osso ¢ dar suporte a regeneragdo Ossea. Além disso, devem possibilitar a adesio,
proliferacdo e diferenciagéo celular' e ainda a formacdo de camadas de hidroxiapatita nas
superficies desses materiais como substitutos 6sseos quando acoplados a superficies do
corpo vivo que é a condigdo essencial ™. E sabido que 0 0sso é um biocompdsito natural de
hidroxiapatita (HA), dispostos de cristais minerais organicos em uma matriz de colageno™”.
O desenvolvimento de compdsitos poliméricos apatita-organicos é um atrativo de varios
métodos de fabricacdo de biomateriais como substituto 0sseo, ¢ tentativas de utilizar
polimeros naturais como matrizes organicas, como o colageno, seda fibrina e quitosana
foram efetuadas® . Dentre os polimeros naturais utilizados, a celulose bacteriana (CB) tem
sido bastante reportada. Possui composi¢cdo quimica idéntica a da celulose natural; a
celulose bacteriana possui cristalinidade, livre de ligninas, hemiceluloses e impurezas.
Ainda assim, a CB possui muito mais altas propriedades mecénicas, incluindo forca e
resisténcia e alta biocompatibilidade, o que elimina a ocorréncia de infec¢des cruzadas.
Diversos microorganismos sdo capazes de produzir a celulose bacteriana, como, Algae
(Vallonia), fungi (Saprolegmia, Dictystelium discoideum) ou bactérias (Acetobacter,
Achromater, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium,
Sarcina, Alcaligenes, Zoogloea). Entretanto, nem todas as espécies citadas sdo capazes de
produzi-las e secreta-las como fibra extracelular®.

Um exopolissacarideo produzido pelo microorganismo Zoogloea sp. utilizado como meio
fermentativo, o melago de cana-de-acucar, foi obtido como uma membrana fibrosa branca
translucida. Esse biopolimero foi caracterizado utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia, que apresenta o seguinte perfil monossacaridico: glicose (87,6%), xilose (8,6%),
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manose (0,8%), ribose (1,7%), galactose (0,1%), arabinose (0,4 %), ¢ acido glucoronico
(0,8%). Devido a presenga de residuos (I — 4)-B-D-glucopiranosil, corroborada pela
hidrdlise enzimatica com celulase, biopolimero pode ser considerado como um
exopolissacarideo celuldsico’. A biocompatibilidade do biopolimero foi previamente
estabelecida' e utilizada como um filme matriz de imobilizagdo da Tripsina''. Seus estudos
mais amplos sdo na area biomédica, como biomateriais em procedimentos cirurgicos, como
miringoplastia'?, angioplastia de artéria femoral' e corregdes abdominais'*.

Técnicas de avaliagdo de recobrimentos de apatitas in vitro em implantes constituem uma
pratica muito recorrente, devido as dificuldades experimentais e éticas inerentes aos
procedimentos in vivo, varios procedimentos foram propostos para se testar a bioatividade
de materiais sintéticos". Em 1991, Kokubo e colaboradores desenvolveram uma solugio
chamada Simulation Body Fluid, com concentragdes semelhantes ao fluido plasmatico para
formagdo de apatitas na superficie de implantes'®, sendo padronizada em 2005 pelo comité
técnico ISO/TC150", International Organization for Standardization, como uma solugéo
in vitro para a formacgdo de apatita em implantes para reparos 6sseos. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho consiste no desevolvimento de um bicompdsito para reparos 0sseos,
utilizando como matéria prima biomembranas celuldsicas produzidas pelo microorganismo

Zoogloea sp.
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2. Procedimento Experimental

2.1. Materiais

Membranas de biopolimero produzido por Zoogloea sp. foram fornecidas pela Estacdo
Experimental da Cana-de-A¢tcar em Carpina, Universidade Federal Rural de Pernambuco;

Brasil; hidroxido de calcio (Vetec, Brasil).

2.2. Métodos
2.2.1. Obten¢ao de Biocomposito
Biocompositos foram produzidos por moldagem artificial de biomembranas de

biopolimero. Os biocompdsitos obtidos posssuem 1 cm de altura e lmm de diametro.

2.2.2. Obtengdo de Biocompdsito ativado com hidroxido de calcio (Ca(OH),).
Biocompdsitos ativados com hidroxido de calcio na concentragdo de 0,03% foram
produzidos por moldagem artificial de biomembranas de biopolimero. Os biocompodsitos

obtidos posssuem 1 cm de altura ¢ I1mm de didmetro.

2.2.3. Avaliacdo da nucleagfo e precipitagdo de hidroxiapatita na superficie do

biocomposito

Inicialmente uma solugdo SBF convencional foi preparada de acordo com metodologia
descrita na proposicdo da norma internacional ISO (ISO, FDIS 23317, 2005)". Os
reagentes foram adicionados lentamente a dgua deionizada (Mili-Q plus, Millipore USA) na
ordem preconizada, como demonstrado na Tabela 1, sob agitacdo magnética a 37°C . Apds

cada adicdo de reagente, foi aguardada a completa dissolugdo para a proxima adi¢do do
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reagente subseqiiente. O pH da solugéo foi ajustado em 1,4 com HCI (aproximadamente 40
mL), antes de adicionar o CaCl,. O pH final da solugéo foi ajustado para 7,40 por titulagdo
de HCI 0,1M. Terminado o preparo, a solucdo foi submetida a filtragao por pressdo positiva

e armazenada em frasco de polietileno a uma temperatura de 4°C.

Tabela 1. Composicdo, pureza e quantidade de eletrdlitos necessaria para obtengdo de 1
litro de solug¢do SBF. (ISO 23317,2005).

Ordem Reagentes Quantidade (g) Pureza (%)
1° NaCl 8,035 99,5
2° NaHCO; 0,355 99,5
3° KCl1 0,225 99,5
4° K;HPO4.3H,0 0,231 99,0
5° MgCl,.6H,O 0,311 98,0
6° HC11,0 M - -
7° CaCL, 0,292 95,0
8° Na,SO4 0,072 99,0
9° (CH,0OH); CNH, 6,118 99,0
10° HCI1,0M 0-5 -

Cilindros de biocompdsitos foram imersos em frascos de polietileno contendo 6,9 mL da
solugdo SBF (pH 7,4) a 37°C . O volume da solu¢do adequado para imergir os cilindros foi
determinado mediante a seguinte relagdo expressa na equagdo 1 (ISO FCDIS 23317, 2005).
Vs=1S,/10 onde (Equagdo 1)

Vs = Volume SBF (mm?)

Sa = area total da superficie da amostra

As amostras de biocomposito ficaram em contato com a solu¢do SBF durante 28 dias e
foram analisadas por microscopia eletronica de varredura e espectroscopia por energia
dispersiva de raios-X (EDS) apés 1, 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo, apds lavagem com agua

deionizada e secagem a temperatura ambiente.
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Uma solu¢@o de SBF foi utilizada nas mesmas condi¢des como controle (sem amostras) ¢
avaliada macroscopicamente nos mesmos intervalos de tempo para observacdo de uma

possivel precipitagcdo de hidroxido de célcio.

2.2.5 Caracterizacdo morfoldgica e microanalise do biocomposito.

Amostras de biocompdsito foram selecionadas e analisadas antes ¢ apds a imersdo na
solucdo SBF nos seguintes tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias apds a imersdo. A morfologia dos
biocompdsitos foi analisada por microscopia eletrdénica de varredura (MEV), ¢ a
microanalise quimica por MEV associada a espectroscopia de energia dispersiva de raios-X
(EDS), utilizando microscéopio JSM 5900 (JEOL, Japiao), acoplado a espectrofotometro de
energia dispersiva de raios X (sensor Noran Instruments Inc.,EUA, modelo 695A-1SPS e
software Easymicro Voyager digital microanalise, versdo 5.2 Buid 63,1998). As amostras
foram pulverizadas com ouro coloidal (5-10 nm), utilizando corrente de 40 mA durante 25
s. As imagens foram obtidas com voltagem de 20 Kv., distancia focal 10 mm e spot size 40
de acordo com a area de interesse para o estudo.

Areas das micrografias do biocompdsito mostrando a presenca de hidroxiapatita foram
selecionadas para analise quimica de elementos (C, P, O, Na*, K, Ca*, Mg2+ e CI). Os
feixes de elétrons emitidos pelo equipamento na superficie da amostra sdo refletidos sob a
forma de raios-X detectados pelo sensor que identifica e diferencia cada elemento quimico

da composi¢do do biomaterial.
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3. Resultados e discussao

3.1 Analise morfoldgica do biocompédsito em contanto com solugdo SBF.

A Figura 1 mostra o processo de formagao de hidroxiapatita na superficie do biocomposito
sem e com ativagdo com Ca(OH), durante 28 dias de imersdo em solugdo SBF. Na figura
1A, ¢ mostrada a superficie do biocompdsito néo ativado antes da imersdo. Nota-se uma
grande porosidade do material com falhas em toda a sua superficie. Nesse material, devido
a alta porosidade e¢ a falta de ativacdo da membrana, a nucleagdo de fosfato ocorre
lentamente com distribui¢do pouco homogénea e ndo ocorre apenas na superficie, mas sim
no interior de suas fraturas (Figuras lc, e, g) para os tempos de imersdo de 7, 14 e 28 dias,
respectivamente. Nos biocompositos ativados no mesmo periodo de imersio (Figuras 1 d, f,
g), o processo de nucleagdo e deposicdo de hidroxiapatita ocorre de forma mais rapida e
homogénea em aglomerados e formas multivariadas de seus cristalitos.

O hidroxido de calcio constitui-se em uma base forte obtida a partir da calcinagéo
(aquecimento) do carbonato de célcio, até sua transformacdo em 6xido de calcio (cal viva).
Ele apresenta acdo direta e especifica sobre enzimas, em decorréncia de seu elevado pH,
atuando como ativador enzimatico tecidual via fosfatase alcalina, adenosina trifosfatase € a
pirofosfatase, favorecendo o efeito mineralizador'®. O Ca (OH), é utilizado desde a década
de 30 em procedimentos odontologicos de endodontia como forrador cavitario e como
agente de capeamento pulpar'®. Seu uso também tem sido importante como solugdo
ativadora para suportes de culturas celulares compostos de celulose para engenharia de

tecidos Osseos e cartilagem™.
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Figura 1. Micrografias MEV de amostras de biocomposito (a,c,e,g) e do bicomposito
ativado com Ca(OH), (b,d,f,h) durante imersdo em solugdo SBF por 28 dias para avaliagdo
de deposito de hidroxiapatita: (a,b) antes da imersdo; (c,d) 7 dias (e,f) 14 dias e (g,h) 28
dias apos a imersao.
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A biomineraliza¢do envolve a nucleagio inicial ¢ subsequente crescimento de apatitas de
solucdes aquosas. Os grupos funcionais presentes na superficie dos materiais desempenham
papel decisivo em ambos para a nucleacdo ¢ o crescimento de apatitas. Pesquisas tém sido
realizadas para elucidar mecanismos de formagdo de apatitas sobre uma superficie externa e
determinar sua dependéncia substrato®'. As superficies dos substratos devem ser dotadas de
grupos funcionais bioativos com capacidade para estimular a nucleagéo de fosfato de calcio
a fim de induzir a formagdo de apatitas em solu¢cdes SBF. Exemplos desses grupos
funcionais sdo silanol grupo®, titanato de sodio, hidrogel camada » e fosfato grupo **. As
propriedades superficiais dos biomateriais sdo primordiais para a osteogénese, pois, em
alguns casos, € preferida a inibi¢do da formagfo de apatita, como no sangue ou quando um
implante artificial entra em contato com a superficie do 6rgdo. Quando o implante esta

. . . N , . ~ . e 21
associado ao tecido aderido a superficie, a formagdo de apatita se faz necessaria” .

3.2 Microanadlise de raio X por dispersdo de energia (EDS) do biocomposito.

A andlise quimica MEV-EDS do biocomposito sem ativacdo e ativado com hidréxido de
calcio em contanto com solugdo SBF efetuada apos 14 e 28 dias de imersdo (Figura 2)
demonstrou a nucleacéo e deposicdo de hidroxiapatita na superficie do biocomposito com
ou sem tratamento prévio com Ca(OH),, sendo mais intensa no caso do biocomposito
ativado (Fig.2b,d). A emissdo sob a forma de raios-X possui uma energia Unica para cada
elemento quimico, o que permite sua identificacdo e diferenciacdo nas superficies dos

materiais.
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Figura 2. Microanalise utilizando MEV associada a espectroscopia de energia dispersiva da
nucleagdo de hidroxiapatita em biocompdsito sem ativacdo (a-d) e biocompdsito ativado
com Ca(OH), (e-h) durante imersdo em solucdo SBF por 28 dias: (a,b) e (e,f) 14 dias e
(c,d) e (g,h) 28 dias apos a imersdo, respectivamente.
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Na superficie dos biocompdsitos, observou-se nos espectros a presenga de elementos e ions
responsaveis pelo processo de nucleagdo e deposicdo HA. A troca dos ions entre a solugdo
SBF ¢ os grupos terminais do material do biocompésito celuldsico, como as hidroxilas
terminais da celulose. A ativacdo com Ca(OH), durante o desenvolvimento do
biocomposito permitiu a ligagdo deste com suas porgdes terminais, acelerando o processo
de ativagdo.

A ativacdo da celulose bacteriana para ensaios biomiméticos é reportada na literatura. Wan

e colaboradores 2! 2> 26

relatam que o pré-tratamento das biomembranas de celulose
produzidas pela Acetobacter xylinum com cloreto de calcio e &acido fosforico ou
modificagdo quimica da celulose auxilia no processo de nucleag@o de fosfato e formagdo de
apatitas de forma homogénea em sua superficie quando imersos em solugdes.

Além da ativagdo da superficie celuldsica, outros fatores influenciam no processo de
nucleagdo de fosfato de calcio como o formato do compdsito e sua superficie, o que faz
com que, nos compositos sem calcio, o processo de nucleagdo de fosfato e precipitacdo de

hidroxiapatita tenha sido menos homogéneo e mais demorado no periodo de imersdo de 28

dias.

4. Conclusdes

Biocompdsitos foram obtidos a partir de biopolimero produzido por Zoogloea sp. para
utilizagdo como substituto 6sseo. A analise morfoldgica e quimica de biocompdsitos nao
ativados e ativados ¢ com Ca(OH), foi efetuada através da observacdo da nucleagdo e
deposito de hidroxiapatita apos imersdo em solugdo simuladora do fluido corpoéreo (SBF).
Os resultados revelaram que o tratamento do biocomposito com Ca(OH), promove maior

nucleacio de fosfato de calcio e precipitacdo de cristais de hidroxiapatita na superficie das
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do biocompdsito, preenchendo as regides porosas na superficie onde a comprovagdo de sua
composicdo e fase deve ser complementada pelos ensaios de difragdo de raios-X. Esses

resultados permitem a utilizagdo do biocompdsito como substituto 6sseo em implantes.
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5. CONCLUSOES
Com base na metodologia empregada, conclui-se que:

e A partir do biopolimero da cana-de agticar oram obtidos biocompoésitos com e sem
ativacdo com hidroxido de calcio;

e Através da analise micrografica e microanalise de energia dispersiva de raios-X, foi
observado que houve a formagdo de hidroxiapatita em formas multivariadas com
maior expressdo no biocompdsito ativado com Ca(OH), em ambos os

biocompdsitos;
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