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RESUMO 

BIOMATERIAIS DERIVADOS DE QUITOSANA E HIDROXIAPATITA 

COM POTENCIAL PARA PREENCHIMENTO ÓSSEO. 

Neste trabalho, foram preparados diferentes hidrogéis constituídos à base de quitosana 

(CN) de alta massa molar e hidroxiapatita (HA), esta última obtida por mineralização in 

situ, todos com razão fase orgânica/inorgânica próxima de 60:40, em massa, similar à 

média do tecido ósseo. Nas preparações utilizou-se também a razão Ca/P=1,67, 

semelhante à da hidroxiapatita biológica. Para alguns hidrogéis adicionou-se uma 

quantidade de Si (como precursor solúvel de SiO2) próxima à encontrada nos ossos. 

Após a secagem dos hidrogéis, os materiais resultantes foram caracterizados por 

espectroscopia infravermelho, ressonância magnética nuclear de 31P, difração de raios 

X, termogravimetria, microscopias óptica e eletrônica de varredura. Foram efetuadas 

análises elementares de Ca e Si (por espectroscopia de absorção atômica) e de P (por 

espectrocolorimetria). A bioatividade dos hidrogéis foi avaliada pela imersão em solução 

denominada fluído corpóreo simulado (SBF), monitorando-se a formação de 

hidroxiapatita. Testes in vitro de viabilidade celular utilizando-se os seguintes 

procedimentos: redução do MTT; adesão e proliferação celular pela incorporação de 

cristal violeta; avaliação da expressão e dos níveis de fosforilação de proteínas por 

immunoblotting e diferenciação celular pela dosagem de fosfatase alcalina foram 

efetuados com os hidrogéis para a avaliação do seu potencial como biomaterial. Os 

resultados permitiram avaliar citotoxicidade, adesão e proliferação de células, 

expressão das proteínas cdk4/cdk6/ciclinaD1/ciclinaD3 e atividade enzimática. O teste 

de bioatividade em SBF mostrou que os hidrogéis são bioativos devido à nucleação de 

HA. Os hidrogéis CNHA (formado por CN e HA) e CNHAO (formado por CN, HA e Q8
8-) 

não apresentaram toxicidade celular in vitro, mostrando resultados bastante 

significativos de adesão e proliferação de células pré-osteoblastos. Estes hidrogéis 

demonstraram também características favoráveis para o seu emprego como 

biomaterial, sugerindo potencial para o uso como scaffolds em engenharia de tecido 

ósseo.
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ABSTRACT 

BIOMATERIALS DERIVED FROM CHITOSAN AND HYDROXYAPATITE 

WITH POTENTIAL FOR BONE INGROWTH 

In this study, different hydrogels based on high molecular mass chitosan (CN) and 

hydroxyapatite (HA) were prepared, this last component obtained by the in situ 

mineralization, all with an organic/inorganic ratio of 60:40 (w/w), similar to the average 

composition of the bone tissue. These hydrogels were prepared with the Ca/P ratio = 

1.67, similar to the biological hydroxyapatite. For some hydrogels an amount of Si (as 

SiO2 soluble precursor), close to that found in the bones, was added. Dry hydrogels 

were characterized by infrared spectrum, 31P nuclear magnetic resonance, X-ray 

diffraction, thermogravimetry, optical and scanning electron microscopies. The amount 

of Ca and Si incorporated in the materials was determined by atomic absorption 

spectroscopy, while the P content was determined by spectrocolorimetry. The bioactivity 

of the hydrogels was evaluated by immersion in a simulated body fluid (SBF), monitoring 

the hydroxyapatite formation. The assessment of the hydrogel potential as a biomaterial 

was performed with in vitro tests of cell viability, carried out by the following procedures: 

MTT reduction; cell adhesion and proliferation, by the incorporation of violet crystal; 

evaluating the expression and phosphorylation levels of proteins, by immunoblotting; 

and cell differentiation, by measuring the level of alkaline phosphatase. The results 

allowed evaluating the cytotoxicity, adhesion and proliferation of cells, expression of 

cdk4/cdk6/ciclinaD1/ciclinaD3 proteins and the enzymatic activity. The test of bioactivity 

in SBF showed that the hydrogels are bioactive due to the nucleation of HA, uniformly 

dispersed on their surface. The CNHA (composed by CN e HA) e CNHAO (composed 

by CN, HA e Q8
8-) hydrogels showed no in vitro cellular toxicity, with very significant 

results of adhesion and proliferation of pre-osteoblast cells. This characteristic was more 

evident in the rough surface of the hydrogels. These hydrogels also showed favorable 

characteristics for their use as a biomaterial, due to the easy handling and 

fractionation/molding, as well as by its nature, topography and morphology, similar to the 

bone tissue, suggesting potential as scaffolds in the bone tissue engineering. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Biomateriais  

O desenvolvimento de biomateriais mostra-se fundamentalmente importante para 

uma melhoria da qualidade de vida das pessoas, representado por um aumento na 

expectativa de vida, na saúde em geral e no bem estar da população. Dessa forma, 

observa-se nos últimos anos um enorme esforço no intuito de se produzir novos 

sistemas compostos que possam ser classificados como biomateriais. 

Biomaterial, por definição clássica, é a parte de um sistema que trata, aumenta 

ou substitui qualquer tecido, órgão ou função do corpo [1]. Por outro lado também se 

define biomateriais como materiais sintéticos ou naturais, sólidos ou líquidos, utilizados 

em dispositivos médicos ou em contato com sistemas biológicos [2].  

O critério para a escolha de um biomaterial para uma determinada aplicação 

pode a ser feito de acordo com a similaridade química ou física que o material 

apresenta em comparação com o tecido a ser substituído [3]. Para isso há a 

necessidade do entendimento e do domínio, não apenas da preparação do biomaterial, 

mas também das respostas celulares que ele origina. Logo, um biomaterial tem como 

função principal, por exemplo, não só o preenchimento de um espaço vazio originado 

pela perda do tecido, como também promover resposta celular local adequada [3]. 

Para que um biomaterial seja adequado, ele não deve causar danos locais ou 

sistêmicos (tóxicos, carcinogênicos ou radioativos) e deve ser biocompatível. A 

biocompatibilidade é um fator de suma importância para o sucesso do uso de um 

biomaterial [3,4].  

A chave para o entendimento da biocompatibilidade é a determinação dos 

mecanismos químicos, bioquímicos, fisiológicos, físicos e outros que envolvem as 

interações do biomaterial com os tecidos do corpo humano.  
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Existe um conjunto de características importantes dos biomateriais que influem 

nas respostas dos organismos a sua presença e que devem ser consideradas na sua 

seleção para implante [5]: 

 Micro- (ou nano)-estrutura e morfologia; 

 Cristalinidade; 

 Constante elástica; 

 Presença de água, balanço hidrofóbico-hidrofílico; 

 Macro-, micro- e nano-porosidade; 

 Composição química, gradientes químicos e mobilidade molecular da 

superfície; 

 Topografia de superfície; 

 Energia superficial; 

 Propriedade elétrica; 

 Resistência à corrosão; 

 Toxicidade; 

 Degradação. 

Os biomateriais são, geralmente, classificados em função de sua origem, da 

reação tecidual que geram ao organismo ou de sua natureza química. Com relação a 

sua origem, os biomateriais podem ser autógenos, alógenos, xenógenos e aloplásticos.  

Os materiais autógenos (provenientes do próprio organismo) têm como principal 

vantagem a possibilidade da manutenção da viabilidade celular, que depende da rápida 

revascularização do enxerto [6]. As desvantagens são as dificuldades de se obter em 

quantidade suficiente para o preenchimento total do defeito, possibilidades de danos ao 

local doador, inconveniência do ato cirúrgico, necessidade de anestesia geral, maior 

risco de infecção, hematomas e maior custo [7].  
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Os alógenos (provenientes de outros indivíduos da mesma espécie) possuem a 

vantagem de poderem ser obtido a partir de cadáveres e de serem processados e 

armazenados em bancos, como por exemplo, os ossos [6]. Suas desvantagens são 

infecções virais, bacterianas ou ainda fúngicas, as quais podem ser transmitidas [8,9].  

Os xenógenos (provenientes de indivíduos de outras espécies) são muito 

empregados devido à vantagem de se obter facilmente, como por exemplo, osso bovino 

[6]. Entretanto, possuem desvantagens similares às apresentadas pelos alógenos [10].  

Os aloplásticos compreendem biomateriais exclusivamente sintéticos e 

biocompatíveis encontrados comercialmente, como as biocerâmicas, fosfato tricálcio 

(TCP), hidroxiapatita, alguns materiais poliméricos, ligas de titânio etc. [6]. 

Em relação à reação tecidual, os biomateriais podem ser classificados em 

bioinerte, bioativo e bioabsorvível/biodegradável. 

 Bioinertes são materiais que são tolerados pelo organismo e que praticamente 

não liberam nenhum tipo de componente ou não provocam reação alguma com os 

tecidos vizinhos. Entretanto, esse termo é completamente inadequado, pois os tecidos 

usualmente apresentam uma resposta frente a todos os biomateriais, por menor que 

essa possa ser [9-12].  

Bioativos são aqueles que favorecem a interação no local de implante. No caso 

de biomaterial bioativo na substituição do tecido ósseo, este deve favorecer a 

osteointegração, sem a presença de invólucros fibrosos.  Em função da similaridade 

química entre tais materiais e a parte mineral óssea, os tecidos ósseos se ligam a eles, 

permitindo a osteocondução por meio de seu recobrimento por células ósseas. Quando 

o material bioativo é implantado no corpo, uma série de reações bioquímicas e 

biofísicas ocorre na interface implante/tecido. Essas reações eventualmente resultam 

em uma ligação interfacial de natureza química, e não física [3,11]. Os materiais 

bioativos podem ainda ser classificados em: osteoindutores e osteocondutores. Os 

osteoindutores promovem uma resposta intracelular e extracelular na interface 

biomaterial-tecido [13]. Os materiais osteocondutores promovem a formação de uma 

superfície biocompatível no local do implante, a qual favorece o desenvolvimento de 
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células ósseas, devido à resposta extracelular adequada na interface. A hidroxiapatita 

sintética é um exemplo de biomaterial desta classe [13].   

Reabsorvíveis/biodegradáveis são aqueles materiais que podem ser degradados 

por um processo de remoção mediada por atividade celular, diretamente por fagocitose, 

ou indiretamente por ação enzimática e/ou por dissolução por difusão iônica contínua 

do biomaterial quando colocado em meios biológicos [14,15].  

Além das classificações fundamentadas no comportamento, um biomaterial pode 

ser classificado pela sua natureza química em naturais ou sintéticos. 

Entre os naturais encontra-se o colágeno puro ou em misturas com outros 

compostos, ossos retirados do mesmo indivíduo ou de outra fonte animal como o osso 

bovino.  

Os sintéticos podem ser metálicos, cerâmicos, poliméricos, compósitos e 

nanocompósitos. Metais como titânio, nióbio, tântalo e vanádio são considerados 

biomateriais e têm sido utilizados puros ou em ligas na recuperação das funções do 

esqueleto. As ligas dentais geralmente constituídas de mercúrio, prata e estanho, 

possuem elevada condutividade térmica, além de alta tenacidade, dureza, elasticidade, 

ductilidade, resistência à abrasão, à fratura e à fadiga e têm sido usadas para a 

reconstituição de dentes [16].   

Uma das primeiras cerâmicas utilizadas em próteses ortopédicas foi a alfa 

alumina, que apresenta boa biocompatibilidade e alta resistência mecânica [17]. A 

utilização de fosfato de cálcio para reparo ósseo foi descrita pela primeira vez por Albee 

e colaborador em 1920 [18], porém, somente após cinqüenta anos foram intensificados 

os estudos de cerâmicas à base de apatitas em aplicações médicas e dentárias. Os 

fosfatos de cálcio utilizados nestes estudos foram preparados a partir do mineral 

fluorapatita, Ca10(PO4)6F2 [19,20]. Da década de 1970 até hoje, novos métodos de 

preparação de cerâmicas de fosfatos de cálcio, a partir de reagentes químicos 

comerciais, vêm sendo descritos [21-25]. 

Atualmente a hidroxiapatita (HA) ocupa posição de destaque entre os 

biomateriais, apresentando boa biocompatibilidade e alta resistência à compressão. A 
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hidroxiapatita vem sendo utilizada em reparos de ossos, juntas, dentes etc., 

apresentando como desvantagens o baixo limite de resistência mecânica, baixo módulo 

de elasticidade e alta densidade, quando comparada aos polímeros.  

Por sua vez, os biomateriais poliméricos têm encontrado varias aplicações 

biomédicas tais como: na confecção de próteses maxilofaciais, na construção de 

coração artificial e de válvulas cardíacas, de membranas de dialisadores e de 

oxigenadores, assim como suturas, dispositivos de administração de drogas, lentes de 

contato, cateteres, veias, entre outras aplicações. Entre os polímeros usados destacam-

se: resina epoxídica, poliéster (Dacron), polietileno de alta densidade, polipropileno, 

politetrafluoretileno (Teflon), poliacetal (Delrin), poliuretanas, siliconas, poliamida 

(Nylon), policarbonato, poli(álcool vinílico) e poli(cloreto de vinila). Estes materiais 

poliméricos apresentam como vantagens a resiliência, a fácil fabricação e a baixa 

densidade. Como desvantagens, apresentam a baixa resistência mecânica e a 

degradação com o tempo [26-28].  

Os compósitos são materiais constituídos pela combinação adequada de no 

mínimo dois componentes, elemento de reforço e matriz, unidos por uma interface, 

diferindo em forma e/ou composição, resultando em materiais com propriedades 

superiores às dos componentes individuais [29]. Esses materiais podem apresentar 

como vantagens boas biocompatibilidade, inércia química, resistência à corrosão, 

elevado módulo de elasticidade e boa resistência mecânica. Como desvantagens, a pior 

delas reside na falta de reprodutibilidade na sua fabricação, por serem heterogêneos, e 

pelo fato de apresentarem propriedades que dependem de muitas variáveis [11,30,31].  

Uma vasta gama de compósitos tem sido descritos, como: resina termofixa 

reforçada com fibras de carbono, polímero termoplástico reforçado com fibras de 

carbono, matriz de carbono vítreo reforçada com fibras de carbono (cabono-carbono), 

colágeno reforçado com fosfato de cálcio etc. Alguns destes compósitos têm sido 

utilizados em válvulas cardíacas artificiais, em juntas de joelho etc. 

Nanocompósitos são materiais nos quais a fase dispersa apresenta pelo menos 

uma dimensão de tamanho nanométrico [32]. Vários nanocompósitos têm sido 
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estudados como biomateriais [33]. Mais recentemente, trabalhos sobre biovidros 

nanoestruturados e bionanocompósitos têm mostrado que esta classe de material 

oferece alternativas ainda não totalmente exploradas para aplicações ortopédicas, 

podendo apresentar boas propriedades mecânicas e de biocompatibilidade e exibir 

micro e nanoarquitetura similar a dos ossos. Bionanocompósitos, quando comparados 

com os biomateriais convencionais, apresentam potencial para o avanço na reparação 

ou na regeneração dos ossos, podendo desenvolver melhor adesão, proliferação e 

diferenciação celular, e atuar de forma mais eficiente no processo de biomineralização  

 

1.2. Osso 

O osso é um material nanoestruturado conforme mostrado no diagrama na 

Figura 1 [34]. Os ossos são formados por uma matriz orgânica constituída de colágeno, 

proteínas etc, e uma matriz inorgânica a hidroxiapatita (HA), a qual é formada por um 

processo conhecido por biomineralização, no qual a matriz orgânica é a base e fornece 

a orientação para a deposição do material inorgânico [35-37]. Para que o processo de 

biomineralização seja bem sucedido, é crucial haver uma boa adesão na interface entre 

o componente orgânico e inorgânico e defeitos na interface conduzem à falha na 

formação do osso [38]. 
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Figura 1. Diagrama mostrando as diversas escalas da organização do osso. Figura adaptada 

de Balasundaram e colaboradores [34]. 

 

Na Figura 1 observa-se que a matriz óssea é formada por fibras menores de 

colágeno orientadas em tripla hélice resultando em fibras de ~10 nm com posterior 

nucleação de nanocristais de hidroxiapatita. Numa escala de ~500 nm observa-se a 

presença da matriz óssea envolvida pela matriz extracelular constituída de diversas 

células, as quais pelo processo de maturação óssea darão origem, em uma maior 

escala, ao tecido ósseo.  

Os ossos desempenham diversas funções na manutenção do corpo. Protegem 

os órgãos vitais, atuam como suporte e fornecem apoio para a fixação de músculos, 

auxiliando a locomoção. Os ossos também representam um reservatório de cálcio, 

fosfatos e outros íons importantes para a renovação tecidual [39].  

Tripla hélice 
de colágeno  

Cristais de 
hidroxiapatita 

Células de osteoblastos  
Formação de osso 

Matriz óssea 
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Célula tronco 
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A atividade anabólica do osso (formação) é mediada pelos osteoblastos, que 

derivam das células-tronco do tecido conjuntivo e são responsáveis pela síntese dos 

constituintes orgânicos do osso (colágeno) e, conseqüentemente, pela mineralização do 

tecido ósseo. A atividade catabólica (reabsorção) é mediada pelos osteoclastos, que 

são células gigantes multinucleadas da linhagem dos macrófagos, as quais produzem 

um grande número de enzimas. Os osteócitos são células maduras de osteoblastos 

responsáveis pela manutenção da integridade da matriz óssea, os quais sintetizam a 

parte orgânica da matriz óssea e concentram fosfato de cálcio, participando da 

mineralização da matriz [40]. 

A diferenciação de osteoblastos in vivo envolve, predominantemente, três fases: 

a primeira fase está associada à expressão de genes relacionados ao ciclo celular, 

aumentando sua taxa proliferativa; a segunda refere-se à diminuição da atividade 

proliferativa e, simultaneamente, ao aumento da atividade da fosfatase alcalina, dando 

início à maturação da matriz extracelular, e, finalmente a terceira, o aumento na 

expressão de osteocalcina (proteína sintetizada pelos osteoblastos com função de 

ligação do cálcio à matriz óssea) e osteopontina (glicoproteína presente em tecidos e 

fluidos envolvida em vários processos patológicos que incluem inflamação, proliferação 

celular, invasão da matriz extracelular, progressão tumoral e metástase) que iniciam o 

período de mineralização da matriz óssea, a qual induz modificações metabólicas e 

morfológicas nos osteoblastos [41,42].  

O osso é um exemplo de bionanocompósito possuindo uma composição variada 

em função da idade e do tipo de osso, podendo ser formado por aproximadamente 80% 

de hidroxiapatita (HA) e 20% de material orgânico [43]. Além dos principais 

componentes citados, o osso possui ainda em sua composição outros elementos em 

pequenas quantidades, como o silício, o qual tem um papel importante na sua 

formação. Em 1970 Carlisle [44] observou, em uma série de experimentos in vivo, a 

presença de silício (~0,5% em massa) na região de mineralização da tíbia de osso 

removido de ratos jovens. Neste estudo o autor também propôs que o silício é um dos 

constituintes fundamentais para a formação do colágeno e, conseqüentemente, o silício 

influenciaria não só a formação da fase inorgânica como também da fase orgânica do 
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osso [45]. Porter [46] confirmou a presença de silício, em diversas concentrações, tanto 

na matriz inorgânica como na orgânica dos ossos.  

Enquanto a estrutura dos ossos está razoavelmente bem definida, a sua 

formação ainda não é claramente descrita. 

 

1.3. O papel do silício nos organismos vivos 

Sílica e silicatos são nomes dados à família de óxidos de silício relacionados a 

compostos derivados do ácido silícico Si(OH)4. Este ácido é fraco, com valores de pKa1,  

pKa2 e  pKa3 de  9,9, 11,8 e 12, respectivamente. Em soluções de ácido silícico estão 

presentes quatro espécies H4SiO4, H3SiO4
-, H2SiO4

2- e HSiO4
3-, e a espécie 

predominante depende do pH do meio [47]. 

 

H4SiO4 + H2O  H3SiO4
- + H3O

+                 (Ka1) 

H3SiO4
- + H2O  H2SiO4

2- + H3O
+                (Ka2) 

H2SiO4
2- + H2O  HSiO4

3-  + H3O
+                 (Ka3) 

 

O ácido silícico é encontrado em águas naturais, e pode ser obtido a partir da 

acidificação de silicato de sódio ou metassilicato. A unidade monomérica deste ácido 

(Si(OH)4) tem uma grande propensão à condensação formando ligações Si-O-Si [47]. 

 

H4SiO4  dímeros  oligômeros  polímero coloidal  sílica e silicatos 

 

Assim, a sílica ou silicato são os produtos mais estáveis da condensação do 

ácido silícico, e o grau de condensação depende das condições do meio. A taxa de 

policondensação do ácido silícico é dependente do pH e é influenciada pela 
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concentração deste ácido. A policondensação é rápida em pH neutro e levemente 

alcalino, e lenta em valores de pH entre 2 e 3. Sílica e silicatos em solução são 

encontrados como partículas coloidais de tamanhos polidispersos, e podem 

permanecer em suspensão por tempo indeterminado [47]. 

A importância dos silicatos para a vida, no caso de plantas e microorganismos 

que vivem no solo, está associada à fertilidade do solo, a qual depende em grande 

parte do processo da capacidade de absorção e liberação de água e de diversos 

cátions pelos silicatos, os quais são indispensáveis para a nutrição das plantas. Este 

processo é fundamental para a vida das plantas, e com base nestes, a vida dos animais 

que se alimentam dessas plantas. Os dados sobre a  ação fisiológica de espécies de  

silício são limitados, exceto para algumas espécies, que é bem fundamentado que sua 

presença é necessária para o crescimento normal e estabilidade mecânica de algumas 

plantas [47,48]. 

O silício desempenha um papel importante nas células dos organismos vivos. 

Grandes quantidades de sílica são encontradas na casca de arroz, grama, bambu, 

entre outras.  A presença do silício contribui para a resistência mecânica das folhas e 

caules, e para o esqueleto de diatomáceas, as quais são formadas por quantidades 

considerável de SiO2 [47,48]. 

Compostos de silício são componentes vitais para o metabolismo de muitas 

bactérias, especialmente aquelas que vivem em fontes termais. O silício também está 

presente como um elemento traço em animais e no ser humano, em quantidade média 

de 10 mg/kg. É um elemento essencial nas células do tecido conjuntivo e está envolvido 

na biossíntese de colágeno e na formação do tecido ósseo [47,48]. Entretanto, o nível 

de silício nos ossos decresce com o progresso da mineralização [49]. 

Como a importância do Si no processo de desenvolvimento do tecido ósseo é 

ainda pouco explorada, autores têm descrito que grupos Si-OH são sítios favoráveis 

para a nucleação de HA. Biomateriais contendo SiO2 são bioativos, como por exemplo, 

o Bioglass®, que tem sido utilizado clinicamente pela habilidade de ligação com o 

tecido ósseo [33].  Além disso, tem sido descrito o efeito de íons silicatos na 
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substituição parcial de íons fosfatos na HA (Si-HA) em materiais para aplicações em 

implantes ósseos. O Si-HA, quando comparado à HA pura, apresenta propriedades 

mais favoráveis à indução da formação de tecidos ósseos [46].   

O volume de evidências mostrando a importância do Si para os organismos 

vivos, principalmente nos processos envolvendo a recuperação óssea, foi determinante 

nesta tese de doutorado para a proposição do estudo da influência de algumas 

espécies de Si em biomateriais para regeneração de tecido ósseo. Algumas das 

espécies de Si solúveis em sistema aquoso, que podem fornecer íons para substituir o 

fosfato na HA, são o ácido silícico, assim como espécies de silicatos existentes em pH 

básico, como por exemplo uma solução de silicato nanoestruturado na forma de 

octaânion (Si8O8)
8- ou (Q8

8-).  

 

1.4. Quitosana 

Quitosana é um polissacarídeo obtido a partir da quitina existente nas 

carapáceas de crustáceos. A transformação da quitina em quitosana resulta da 

desacetilação alcalina de ligações N-acetil presentes na quitina, promovendo a 

formação de D-glicosamina, que contém um grupo amino livre, como ilustrado na Figura 

2 [50].  
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Figura 2. Diagrama ilustrando a obtenção da quitosana [50].  

 

A diferença entre a quitina e a quitosana está na quantidade de grupos acetila 

(Figura 3). Quando o número de grupos acetila é maior que 50%, o biopolímero é 

denominado de quitina, e quando é menor que 50% tem-se a quitosana [51].  
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Figura 3. Representação das estruturas químicas da quitina e quitosana. Figura adaptada de 

Khor e colaboradores [51]. 

 

Na terminologia para quitina, o número de grupos acetoamido é determinado 

pelo grau de acetilação (DA). Por outro lado, quando o grau de desacetilação (DD) é 

elevado ou o grupo amino é predominante, o biopolímero é chamado de quitosana. 

Logo, a quitosana é constituída por um conjunto de cadeias poliméricas parcialmente 

desacetiladas [52]. As aplicações e características da quitosana dependem 

fundamentalmente do grau de desacetilação e do tamanho das cadeias poliméricas 

[53]. Este é um polímero parcialmente cristalino, e o grau de cristalinidade depende do 

grau de desacetilação. 

Na natureza a quitina pode ser encontrada em três diferentes formas de arranjo 

estrutural de suas cadeias: alfa, beta e gama, sendo a última a mais difícil de ser 

encontrada. A Figura 4 [54] representa esquematicamente estes arranjos.  

 

Quitina 

Quitosana 
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Figura 4. Conformações possíveis de quitina. Figura adaptada de Minke e colaboradores [54]. 

 
 A configuração da -quitina é uma estrutura altamente organizada com fortes 

ligações de hidrogênio inter e intracadeias de quitina que a levam a ser rígida e 

insolúvel (Figura 5) [54 -quitina as interações intermoleculares são 

mais fracas, predominando as ligações de hidrogênio intramoleculares (Figura 6) 

[55,56]. 
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Figura 5. Ligações de hidrogênio entre cadeias de -quitina. Figura retirada de Minke e 

colaboradores [54]. 
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Figura 6. Ligações de hidrogênio entre cadeias de -quitina. Figura retirada de Gardner e 

colaboradores [55]. 

 

O pKa das unidades glicosamina na cadeia de quitosana varia de 6,2 a 6,4 [57]. 

Em soluções aquosas ácidas, unidades glucosamina são protonadas gerando quitosana 

solúvel ou na forma de gel que tem características de um policátion, conforme reação a 

seguir: 
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Autores como Muzzarelli [56], Rinaudo [58,59] e Kurita [60] concluíram que a 

temperatura e a densidade de carga elétrica (íons NH3
+) da macromolécula afetam o 

volume hidrodinâmico e a flexibilidade das cadeias de quitosana. Outros autores 

afirmam que a solubilidade da quitosana pode também ser influenciada pela interação 

entre as cadeias de hidrocarbonetos dos contra-íons, quando ácidos carboxílicos são 

utilizados em sua dissolução [61,62]. A polaridade do solvente, a natureza do contra-íon 

e a presença de ligações de hidrogênio também afetam a conformação desta 

macromolécula. A repulsão eletrostática intra e intermolecular devido à protonação dos 

grupos glucosaminos da quitosana é aumentada a valores de pH reduzidos, gerando 

separação das cadeias e aumentando, com isto, seu volume hidrodinâmico. Na 

presença de concentração elevada de contra-íons pequenos, tais como Cl-, a 

viscosidade do gel também decresce com a diminuição do pH, resultando no aumento 

da flexibilidade das cadeias de quitosana.  

O interesse tecnológico pela quitosana é crescente. Atualmente, encontram-se 

como principais aplicações: tratamento de água (derramamento de petróleo, captura de 

metais pesados), agricultura (protetor de sementes, agente antimicrobiano para plantas, 

agente liberador de pesticidas e herbicidas). Devido à segurança da quitosana para o 

consumo humano, e ainda pelo fato de possuir propriedades bastante conhecidas como 

bactericida e fungicida, ela tem sido bastante utilizada na área alimentícia (clarificante 

de vinhos, estabilizante de aromas, protetor de frutas e verduras, fibra dietética – 

alimento funcional) e farmacêutica (curativos, ataduras e suturas, pele artificial, agente 

hemostático, membranas para órgãos artificiais, agente liberador de drogas, proteção 

gástrica, agente hipocolesterêmico e agente lipofílico) [52,63,64]. Em aplicações 
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biomédicas, a quitosana é utilizada tanto pura como combinada com fosfatos de cálcio 

devido às características osteogênica, osteocondutora e de osteointegração, aplicações 

que têm sido muito investigadas nos últimos anos [52,65]. Além disso, a união da 

quitosana com fosfatos de cálcio cria um compósito com sinergismo nas propriedades 

mecânicas, tais como a flexibilidade que vem do polímero e a resistência e dureza do 

mineral. Outro aspecto é o relato de que compósitos quitosana/hidroxiapatita promovem 

biomineralização in vivo e resistência mecânica superiores a estes materiais individuais 

[66]. 

Várias formas de preparação de compósitos quitosana/hidroxiapatita têm sido 

descritas, tais como misturas de hidroxiapatita na forma de pó em soluções de 

quitosana, formando um “cimento”, ou filmes de quitosana revestidos por hidroxiapatita 

[66,67]. Entretanto, estes compósitos são macroscopicamente heterogêneos e 

freqüentemente causam inflamações quando implantados.  

Para contornar os inconvenientes dos compósitos heterogêneos, Yamaguchi e 

colaboradores [68] propuseram o método de co-precipitação, no qual uma solução de 

quitosana contendo ácido fosfórico foi adicionada a uma suspensão de hidróxido de 

cálcio. Um processo similar foi utilizado por Chang e colaboradores [69] para obter 

nanocompósitos quitosana/gelatina. Outros autores utilizaram quitosana na forma sólida 

em solução de fluido biológico simulado (SBF) [70]. Outra abordagem foi usada por Hu 

e colaboradores [71] na qual o hidrogel de quitosana foi mineralizado pelo controle in 

situ do processo de difusão iônica. As abordagens citadas resultaram na incorporação 

do material inorgânico à matriz polimérica com partículas de tamanhos da ordem de 

micro ou nanômetro. Outro uso para a quitosana foi reportado por Di Martino e 

colaboradores [72] que descreveram algumas possibilidades para a preparação de 

materiais contendo quitosana para uso na engenharia de tecidos, conforme ilustrados 

na Figura 7.  
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Figura 7. Exemplos de utilização de quitosana para uso na engenharia de tecidos. 

Figura adaptada de Di Martino e colaboradores [72]. 

 

Diversas patentes também podem ser encontradas envolvendo quitosana e 

hidroxiapatita e/ou outros fosfatos de cálcio, sendo a maioria correspondente à 

obtenção do biomaterial pela mistura mecânica dos componentes [73-78].  

 

1.5. Hidrogéis  

Hidrogéis são constituídos de uma rede tridimensional formada por ligações 

cruzadas de homopolímeros ou copolímeros. Estes polímeros intumescem e retêm 

água, e têm sido muito usados em aplicações biomédicas. Polímeros sintéticos usados 

na engenharia de tecido para preparação de hidrogéis incluem poli(etilenoglicol) (PEG), 

poli(álcool vinílico) (PVA) e poliacrilatos tais como poli(2-hidroxietil metracrilato) 

(PHEMA). Além de polímeros sintéticos, têm sido usados polímeros naturais como 

agarose, alginato, quitosana, fibrina, colágeno, dentre muitos outros [79]. 

Em geral, a estrutura reticulada dos hidrogéis é caracterizada por ligações 

cruzadas que podem ser formadas por ligações covalentes, iônicas ou por interações 

mais fracas como a formação de ligações de hidrogênio [79]. 
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Em termos de cargas iônicas, hidrogéis podem ser neutros, catiônicos, aniônicos, 

ou anfóteros, em função da natureza de seus grupos funcionais.  

Hidrogéis carregados para aplicações na engenharia de tecido tendem a facilitar 

a proliferação celular e promover uma melhor adesão celular quando comparado com 

os hidrogéis não carregados ionicamente [79]. Além disso, os hidrogéis mais utilizados 

na medicina regenerativa são sintetizados a partir de macrômeros naturais, os quais 

são tipicamente iônicos ou ionizáveis.  

Existem diversas aplicações na medicina regenerativa em que os hidrogéis têm 

encontrado utilidade. Hidrogéis vêm sendo utilizados como scaffold, para promover 

suporte mecânico e/ou auxiliar/guiar a organização celular, e também para atuar como 

estrutura de preenchimento de vazios entre tecidos e bioadesivo. Além disso, os 

hidrogéis podem ser usados como depósito ativo de fármacos e agente de liberação de 

drogas, em situações que estimulam o processo de regeneração de tecido, além de 

encapsulante/liberador de células [79].     

Alguns exemplos de hidrogéis sintéticos que têm sido usados com sucesso na 

engenharia de tecidos são mostrados na Tabela 1 [79].     
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Tabela 1.  Aplicações de hidrogéis em engenharia de tecidos. 

Tipo de 

implante 

Tipos de células 

estudadas 
Tipos de hidrogéis Função 

Osso Osteoblastos PEG-PLA 
Encapsulamento, 

liberação controlada 
de droga 

Osso Fibroblastos PEG Scaffold 

Cardiovascular 
Células de medula 

óssea 
Fibrina 

Liberação de 
células, scaffold 

Cartilagem Condrócitos PVA Encapsulamento 

Cartilagem Condrócitos PGE Encapsulamento 

Olhos - PHEMA Scaffold 

Facial Condrócitos Alginato 
Encapsulamento, 

implante 

Intraperitoneal - PEG 
Liberação 

controlada de droga 

Pele - Colágeno 
Liberação 

controlada de droga 

Pele Fibroblastos Ácido hialurônico Scaffold 

Vascular - Gelatina 
Liberação 

controlada de droga 

Cordas vocais - Colágeno, alginato Scaffold 
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1.6. Fosfatos de cálcio 

Fosfatos de cálcio compreendem uma classe ampla de compostos e estão 

presentes em tecidos como, por exemplo, nos ossos e nos dentes. Dentre os fosfatos 

mais importantes para uso na área biomédica, estão hidrogenofosfato de cálcio 

diidratado (DCPD), hidrogenofosfato de cálcio anidro (DCPA), fosfato de cálcio amorfo 

(ACP), fosfato de octacálcio (OCP) e hidroxiapatita (HA). Na Tabela 2 encontram-se 

algumas características importantes dos principais fosfatos de cálcio [80,81]. 

 

Tabela 2. Características de alguns fosfatos de cálcio.  

Nome Fórmula 
Razão 

Ca/P 
pKPS  a 37 C  

Hidroxiapatita (HA) Ca10(PO4)6(OH)2 1,67 116,8 

Hidroxiapatita deficiente em 

cálcio (CDHA) 

Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-x (OH)2-

x(0 x 1) 
1,5-1,67 ~85,1 

Fosfato de cálcio amorfo 

(ACP) 
CaxHy(PO4)z.nH2O n=3-4,5 1,2-2,2 - 

-Fosfato tricálcio ( -TCP) -Ca3(PO4)2 1,5 25,5 

-Fosfato tricálcio ( -TCP) -Ca3(PO4)2 1,5 28,9 

Fosfato octacálcio (OCP) Ca8(HPO4)2(PO4)4.5H2O  1,33 96,6 

Hidrogenofosfato de cálcio 

diidratado (DCPD) 
CaHPO4.2H2O 1,0 6,59 

Hidrogenofosfato de cálcio 

anidro (DCPA) 
CaHPO4 1,0 6,90 
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A razão cálcio/fósforo (Ca/P) é um parâmetro importante a ser considerado em 

fosfatos de cálcio, pois a partir dele é possível sugerir a fase de fosfato presente num 

determinado material, bem como estimar sua solubilidade [80].  

É bem conhecido que o tipo de fosfato de cálcio formado num sistema depende 

das condições do meio, tais como: temperatura, pH, concentração de íons, razão molar 

Ca/P, dentre outros.  As propriedades das soluções de fosfatos refletem fortemente as 

condições do pH do meio. Devido ao equilíbrio triprótico do ácido fosfórico, as variações 

do pH alteram as concentrações relativas das quatro espécies de fosfatos possíveis 

provenientes da dissociação do ácido fosfórico (Figura 8) e, assim, influenciam tanto a 

composição química quanto a razão Ca/P promovida pela precipitação direta de 

fosfatos de cálcio. Este equilíbrio permite o controle e a previsão para a formação dos 

diferentes fosfatos de cálcio num determinado meio [82]. 

 

 

Figura 8. Concentrações das espécies iônicas formadas no equilíbrio triprótico para 

soluções de ácido fosfórico em função do pH. Figura adaptada de Lynn e colaboradores [82]. 
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Como indicado na Figura 8, no pH fisiológico de ~7,4 as espécies H2PO4
- e 

HPO4
2- são as predominantes e estão presentes no equilíbrio em concentrações 

próximas.  

H4PO4 + H2O  H3PO4
- + H3O

+                     (Ka1 = 7,5 10-3)  

H3PO4
- + H2O  H2PO4

-2 + H3O
+                      (Ka2 = 6,2 10-8) 

H2PO4
-2 + H2O  HPO4

-3 + H3O
+                     (Ka3 = 1,7 10-12 ) 

 

Durante a formação de fosfatos de cálcio em sistemas vivos, o pH do meio 

desempenha um papel importante na determinação das propriedades das partes 

orgânica e inorgânica que estão presentes nesses sistemas. Além de determinar a 

natureza dos íons presentes no meio e, portanto, a composição do fosfato de cálcio, 

variações no pH induzem também modificações na fase orgânica que alteram a 

absorção de água, a conformação e até a organização a longa distância. Além disso, o 

pH pode afetar a solubilidade das espécies inorgânicas durante a sua formação, a qual 

é uma propriedade particularmente importante, não apenas para a distinção entre os 

fosfatos de cálcio, mas também para a composição orgânica/inorgânica do sistema [83]. 

Geralmente, a obtenção de compósitos sintéticos de fosfatos de 

cálcio/componente orgânico ocorre pela técnica de precipitação simultânea dos 

componentes inorgânico e orgânico, chamada de coprecipitação. Esta técnica resulta 

em materiais com tamanhos de cristalitos de fosfatos de cálcio da ordem de 

nanômetros [83]. Normalmente, os métodos para produzir fosfatos de cálcio utilizam 

uma única fonte de cálcio, na maioria das vezes hidróxido de cálcio [84] ou nitrato de 

cálcio [85].  

Sabe-se que entre os fosfatos de cálcio a hidroxiapatita é a fase menos solúvel 

e, conseqüentemente, a mais estável, na faixa de pH 4,5-13. Já, quando o pH da 

solução é inferior a 4,5, as fases com maiores estabilidades são DCPA (CaHPO4) e 

DCPD, (CaHPO4.2H2O), as quais predominam em baixos pH [80].  
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A HA, Ca10(PO4)6(OH)2, é um dos principais componentes do tecido ósseo. A 

hidroxiapatita biológica contém além de Ca2+ outros íons, como defeitos, tais como: 

Mg+2, Na+, CO3
-2 e outros. Possui propriedades de biocompatibilidade e osteointegração 

[86], favorecendo o crescimento ósseo nos locais em que se encontra 

(osteocondutividade) e estabelecendo interações químicas com o tecido ósseo 

(bioatividade). Desta forma, permite a proliferação das células ósseas (osteoblastos, 

fibroblastos e outras), as quais não a distinguem da superfície óssea, o que indica 

similaridade química superficial da HA com o osso. Embora o fosfato de cálcio presente 

no tecido ósseo seja normalmente denominado hidroxiapatita, ele difere deste material 

sintético por apresentar substituições iônicas em sua estrutura e apresentar uma 

cristalinidade menor. Estas diferenças entre a hidroxiapatita sintética e a “hidroxiapatita 

biológica” desempenham um papel importante no comportamento biológico dos dois 

materiais.   

A Figura 9 ilustra algumas das possibilidades do uso da hidroxiapatita sintética 

no corpo humano [87]. 
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Figura 9. Aplicações da hidroxiapatita no corpo humano. Figura retirada de Vaz [87].  

 

Na ortopedia existe um particular interesse em usar a hidroxiapatita sintética, 

como revestimento de próteses metálicas para promover uma ligação interfacial estável 

e adequada entre o material implantado e o tecido vivo [88]. No tratamento de tumores 

ósseos, esse biomaterial vem sendo usado como suporte de drogas de ação 

prolongada. A introdução de drogas anticancerígenas em blocos de hidroxiapatita 

porosa permite que o tratamento da doença seja realizado com a liberação gradual da 

droga. Sob este aspecto essa técnica é atrativa, pois combina o tratamento do tumor 

com a substituição do osso doente [88,89]. 
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Na área odontológica a hidroxiapatita é utilizada para reparar perda óssea após a 

restauração ou extração de um dente e ainda em revestimentos de pinos de titânio 

usados como implantes na substituição da raiz [90]. 

 

1.7. Scaffold como matriz extracelular temporária para o crescimento ósseo 

Qualquer tecido do organismo vivo consiste de uma matriz com um ou mais tipos 

de células. A matriz é, in vivo, um alojamento para as células, e providencia para elas 

uma arquitetura específica e ambiente tecidual apropriado. Mais detalhadamente, ela 

serve como um reservatório de água, nutrientes, citosinas (grupo de células que têm 

como função regular respostas inflamatórias), fatores de crescimento etc.  Neste 

sentido, para restaurar funções ou regenerar tecidos, muitas vezes há necessidade de 

um scaffold (suporte) que atue temporariamente como matriz para auxiliar na 

proliferação celular e deposição da matriz extracelular, para a troca progressiva por 

uma estrutura regenerada e reconstituída. Os scaffolds funcionais são essenciais para 

algumas soluções da bioengenharia. Em muitos casos, o scaffold ideal deve ser 

biodegradável numa velocidade proporcional ao crescimento do tecido a ser 

reconstruído, para garantir a integridade estrutural do mesmo [90].  

Os scaffolds cerâmicos de fosfatos de cálcio, desenvolvidos nos últimos anos, 

foram idealizados para contribuir no controle da reposição celular na reconstrução do 

tecido ósseo. A Figura 10 ilustra a influência da arquitetura do scaffold na adesão, e, 

conseqüentemente, na sinalização e na proliferação celular. Os receptores celulares 

são ativados de modos diferentes nas estruturas A, B e C, sendo a resposta da célula 

aderida também diferente. Células distintas também podem ser sensibilizadas pelo 

mesmo conjunto codificado do scaffold, mas de maneiras diferentes, dependendo das 

características dos seus receptores [90].  
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Figura 10. A influência da arquitetura do scaffold na adesão e proliferação celular. Figura 

adaptada de Stevens e George [90]. 

 

Observa-se que as células aderem de forma diferente em scaffolds com 

arquiteturas diferentes. Em ambos os scaffolds, microporosos como microfibrosos, a 

área superficial é menor, tornando as células menos aderidas ao material, enquanto 

que em scaffolds nanofibrosos a área superficial é maior, refletindo em uma melhor 

adesão celular.  

Com o objetivo de desenvolver scaffolds com potencial para engenharia de 

tecido, pesquisadores vêm utilizando materiais que proporcionam o controle da 

estrutura porosa. Um material bastante promissor para o uso como scaffold é a 

quitosana, a qual é um biopolímero facilmente moldado em várias formas e pode 

produzir scaffolds com porosidade controlada. Entretanto, scaffolds de quitosana não 

estão ainda disponíveis no mercado industrial. A maioria dos estudos apresenta ênfase 

em cultura de células [91-94].  
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1.8. Testes biológicos 

Assim como a caracterização física, química e mecânica de biomateriais, a 

caracterização biológica por meio de ensaios in vitro e in vivo é extremamente 

necessária para a avaliação do potencial para o uso na engenharia de tecidos [95-101].  

Neste tópico só serão abordadas as técnicas in vitro, uma vez que estas são as 

de interesse para este trabalho. Os testes in vivo, embora indispensáveis na avaliação 

de um biomaterial, apresentam custo elevado, têm severas restrições éticas, além de 

exigir um grande número de amostras de análise e de condições altamente controladas.  

A primeira técnica in vitro utilizada neste trabalho é a imersão do material em 

solução de fluido corpóreo simulado (SBF). A utilização de soluções que simulam o 

fluido corpóreo acelular tem se intensificado nos últimos anos, principalmente depois 

que Kokubo e colaboradores [102] definiram como critério de bioatividade para 

implantes ósseos a capacidade que materiais, com potencial para serem usados para 

regeneração óssea, têm de desenvolverem uma camada de apatita sobre sua 

superfície após imersão nesta solução. Esta camada de apatita formada pode atuar 

como sinalizadora para as células que se proliferam e se diferenciam para produzir 

colágeno e hidroxiapatita. Desde então, várias soluções, que diferem entre si pela 

composição química, têm sido propostas com esta finalidade [103].  

A facilidade de execução e a boa correlação entre a resposta positiva dos 

materiais no teste de imersão em solução de SBF faz deste teste a primeira escolha 

para a avaliação da bioatividade de um biomaterial. Os materiais que respondem 

positivamente ao teste da imersão são geralmente submetidos a testes (in vivo) mais 

refinados como a cultura celular. 

A cultura de células de mamíferos constitui-se em uma ferramenta muito útil para 

a avaliação biológica dos biomateriais, seja na determinação de possíveis efeitos 

citotóxicos ou da influência destes no processo de adesão, proliferação e diferenciação 

celular [104].  

Com o controle cada vez mais rigoroso em relação ao uso de animais de 

laboratório, houve a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que 
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avaliam a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos [105,106]. A norma 

ISO 10993 (International Standard Organization) fornece uma série de procedimentos e 

padrões para a avaliação biológica de dispositivos médicos e o documento ASTM F 

813-83 fornece um método de contato direto para avaliação de materiais e dispositivos 

médicos frente à cultura de células, enquanto que o documento ASTM F 895-94 

descreve o método de difusão em Agar de cultura de células para seleção de materiais 

por citotoxicidade. A norma ISO 10993 é dividida em dezesseis partes compreendendo 

a fabricação, a esterilização, a caracterização e a resposta biológica local e sistêmica 

do biomaterial. Pela norma ISO, os testes de toxicidade consistem em colocar o 

biomaterial direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de 

mamíferos, verificando-se as alterações celulares por diferentes métodos. Além de 

aspectos referentes ao procedimento, há também especificação quanto à linhagem 

celular, ao meio de cultura e às técnicas para avaliação da citotoxicidade. Além disso, a 

norma ISO 10993 especifica os materiais que podem ser utilizados como controle 

positivo (substância que apresenta efeito citotóxico de maneira reprodutível) e negativo 

(substância que não produz efeito citotóxico). 

Deste modo, os testes in vitro permitem com que se faça uma rápida pré-seleção 

de materiais, os quais serão posteriormente avaliados por testes in vivo, diminuindo o 

número de amostras com potencialidade de serem estudadas. 

Os testes de citotoxicidade representam a fase inicial de ensaios de avaliação da 

biocompatibilidade de um material com potencial para aplicações médicas. Assim, são 

utilizados em uma pré-seleção para a detecção se o material em questão promove a 

morte das células ou outros efeitos negativos nas funções celulares [107]. Para que um 

biomaterial seja considerado não citotóxico, este, necessariamente, não deve causar a 

morte de células e nem mesmo afetar suas funções. A avaliação da citotoxicidade pode 

ser realizada por análise da morfologia celular, da integridade da membrana celular, da 

proliferação celular e da atividade biossintética, dentre outros métodos [108].  

Um resultado negativo de citotoxicidade indica que o material está livre de 

componentes danosos ou que os têm em quantidade insuficiente para causar efeitos 

agudos em células isoladas, sob condições extremas. Entretanto, deve-se considerar 
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que o teste de citotoxicidade é apenas o primeiro passo. Por outro lado, um resultado 

positivo indica que o material contém uma ou mais substâncias tóxicas que são 

extraídas e que podem promover efeitos indesejáveis in vivo [109]. 

Dentre as diferentes metodologias descritas para avaliar a citotoxicidade, as 

técnicas que avaliam a proliferação celular são as mais comumente empregadas. O 

reagente MTT [brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazólio] [110] é a 

substancia frequentemente utilizada nestes testes. O MTT é um sal amarelo solúvel em 

água, metabolizado pelas células metabolicamente ativas, transformando-se em um 

produto azul insolúvel. Desta forma a mortalidade/morbidade da célula ou a perda da 

permeação da membrana inibe a incorporação deste corante [104]. O produto formado, 

um precipitado azul denominado formazan, pode ser quantificado por 

espectrofotometria, sendo sua quantidade proporcional ao número de células vivas 

existentes, quando utilizada uma população homogênea de células. Este procedimento 

é simples e permite a análise da citotoxicidade de um maior número de amostras. O 

reagente MTT tem sido utilizado em vários trabalhos para a avaliação da  citotoxicidade, 

assim como, adesão e proliferação celular, inclusive em materiais à base de quitosana 

[111-117].  

 

1.9. Considerações finais  

A introdução apresentada nos tópicos anteriores fundamenta o propósito desta 

Tese de Doutorado de se obter hidrogéis para serem utilizados em processos de 

regeneração óssea, utilizando-se a quitosana como componente orgânico e 

hidroxiapatita como componente inorgânico, com potencialidade para o uso em 

engenharia de tecidos ósseos.  

A escolha por este material compósito é conseqüência das propriedades da 

quitosana e da hidroxiapatita como mostrada a seguir. 

Os monômeros D-glucosamina e N-acetilglucosamina da quitosana são 

substâncias que ocorrem amplamente nos tecidos animais, sendo de grande 

importância em diversos processos metabólicos [50]. O processo de degradação dos 
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biomateriais à base de quitosana é realizado por enzimas largamente distribuídas nos 

tecidos e fluidos corpóreos dos animais e das plantas, além de estarem presentes em 

microorganismos do solo [52]. A quitosana possui alta solubilidade em ácidos orgânicos 

e inorgânicos, permitindo, portanto, a obtenção de filmes e membranas (combinados ou 

não com outras substâncias), apresentando também propriedade de formar gel em 

soluções ácidas, o que possibilita seu uso como scaffolds. Devido à compatibilidade da 

quitosana com os tecidos dos animais, os hidrogéis produzidos com este polissacarídeo 

podem ser absorvidos pelo organismo durante a regeneração óssea desde que seja 

empregada quitosana com grau de desacetilação adequado, evitando, portanto, a total 

degradação antes da recuperação do tecido ósseo. Além disso, tais hidrogéis podem 

apresentar atividade antimicrobiana e cicatrizante. 

A hidroxiapatita, selecionada como componente inorgânico dos hidrogéis, além 

de ser o principal componente inorgânico encontrado nos tecidos ósseos, possui 

características biológicas adequadas para a utilização como biomaterial na regeneração 

de ossos.  

A adição de Si na forma de ácido silícico ou do octaânion Si8O8
8- ou Q8

8- nos 

hidrogéis estudados deve-se à importância deste elemento na formação dos tecidos 

ósseos [44]. 
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  2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de biomateriais constituídos de 

quitosana/HA, contendo ou não Si, e a avaliação comparativa de seu desempenho 

biológico. Neste contexto, os seguintes objetivos específicos foram propostos: 

 Preparar hidrogéis compósitos quitosana/hidroxiapatita, com ou sem a 

presença de Si, investigando as características estruturais e morfológicas 

do material formado e o efeito da mineralização in situ de hidroxiapatita 

na matriz polimérica de quitosana.  

 Introduzir Si solúvel nos hidrogéis quitosana/hidroxiapatita, pela adição de 

uma solução de octaânion de silicato (Q8
8-) ou de ácido silícico, e 

observar o efeito desta introdução na mineralização da hidroxiapatita. 

 Comparar o desempenho biológico dos hidrogéis compósitos. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1. Materiais de partida 

A quitosana utilizada neste trabalho foi de alta massa molar e grau de 

desacetilação >75 %, na forma de flocos e pó, de procedência Aldrich, utilizando-se 

diferentes lotes deste material. A quitosana foi previamente peneirada em peneira de 50 

mesh. O nitrato de cálcio foi de procedência Merck. H3PO4 (do tipo P.A.) e hidróxido de 

amônio de procedência Synth. Hidróxido de tetrametilamônio e tetraortossilicato (TEOS) 

foram de procedência Aldrich, utilizando-se diferentes lotes deste material. Amostras de 

HA sintéticas, utilizadas para comparação, foram de procedência Aldrich. Todos os 

componentes foram utilizados sem tratamento prévio. Ácido silícico foi obtido a partir de 

solução de silicato de sódio eluída em resina de estireno/divinilbenzeno sulfonada [118]. 

A solução de octaânion de silicato, Q8
8-, foi preparada conforme o procedimento 

descrito no item 3.3.  

Placas de cultivo celular de poços de poliestireno, PS, de procedência TPP 

(Techno Plastic Products), foram utilizadas como controle negativo para o cultivo de 

células (Figura 11). As células MC3T3-E1 (pré-osteoblastos, subclone 4, camundongos) 

utilizados nos testes de citotoxicidade, biocompatibilidade e viabilidade celular foram de 

procedência  ATCC. Os anticorpos utilizados neste trabalho foram obtidos da Cell 

Signaling Technology. pNPP (p-nitrofenilfosfato), usado para medida da atividade de 

fosfatase alcalina, e MTT [brometo de dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]  foram 

adquiridos da Sigma. 
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Figura 11. Placas de cultivo celular. 

 

Os testes biológicos foram realizados no Instituto de Biologia da Unicamp em 

colaboração com a Prof. Dra. Carmen Veríssima Ferreira e o Dr. Willian Fernando 

Zambuzzi. 

 

3.2. Preparação dos hidrogéis  

O processo de obtenção dos hidrogéis derivados de quitosana/hidroxiapatita, 

CNHA, de quitosana/hidroxiapatita/octaânion, CNHAO, no qual o Si foi introduzido na 

forma de silicato do tipo Q8
8-, e de quitosana/hidroxiapatita/Si, CNHASi, em que o Si foi 

introduzido na forma de ácido silícico, foi desenvolvido neste trabalho e é inédito, sendo 

protegido por pedido de patente protocolado em 12 de dezembro de 2009 com o n° 

018090056726.  

 

3.3. Síntese do octaânion de silicato do tipo Q8
8-  

A síntese do octaânion Q8
8- foi realizada em uma única etapa, conforme reação a 

seguir, segundo o procedimento descrito na literatura [119,120]. Em um balão reacional 

de 2,0 L de três saídas foram adicionados 100,0 mL de hidróxido de tetrametilamônio, 
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49,0 mL de metanol e 37,0 mL de água destilada, sob agitação e banho de gelo. Com o 

auxílio de um funil de adição foram gotejados 54,0 mL de tetraetilortossilicato por 

aproximadamente 2 horas. Após o término da adição, a solução tornou-se incolor e foi 

mantida a agitação em banho de gelo por 12 horas. Em seguida o material foi filtrado 

por filtração simples para garantir a preservação apenas da espécie de Si solúvel.  

 

 

 

3.4. Caracterização dos materiais 

3.4.1. Análise elementar de Ca, P e Si 

A determinação de Ca, P e Si nos hidrogéis foi efetuada em amostras de 

tamanho original de ~3 cm de diâmetro e 1 cm de espessura, as quais foram secas, 

trituradas, homogeneizadas e submetidas à fusão alcalina oxidante. A dosagem de Ca 

e Si foi efetuada por espectroscopia de absorção atômica, em um equipamento Varian – 

Modelo AA240FS. A dosagem de fósforo foi realizada por colorimetria em um 

espectrocolorímetro Hach Modelo DR-2000. As análises foram realizadas pela empresa 

Puriquima [121].  

 

3.4.2. Espectroscopia infravermelho (IV) 

O espectro infravermelho foi obtido em um espectrômetro Bomem B100, 

utilizando-se a técnica de transmissão, de 4000 a 400 cm-1, com resolução de 4 cm-1. 
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Os hidrogéis foram previamente secos, triturados e misturados em KBr, numa 

concentração de ~1 % em massa. 

 

3.4.3. Ressonância magnética nuclear (RMN de 31P) 

O espectro de RMN de 31P foi obtido à temperatura ambiente em amostra sólida 

dos hidrogéis secos e triturado, em um equipamento BRUKER, modelo DRX 400. O 

espectro foi adquirido em HPDEC, desacoplamento com pulso contínuo de 1H, a uma 

freqüência de 161,97 MHz com um campo magnético Bo = 9,4 T. Os parâmetros de 

análises encontram-se na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Parâmetros de análises para RMN de 31P (HPDEC) 

Núcleo 

Freqüência 

de rotação 

(kHz) 

Pulso 

de /2 

no 1H 

( s) 

Tempo de 

repetição 

(s) 

N° de 

aquisições 

Tempo de 

aquisição 

(ms) 

Tempo 

de 

contato 

(ms) 

Seqüência 

de pulso 

31P 10 4 60 64 16 5 - 

 

3.4.4. Difração de raios X (DRX) 

A análise por difração de raios X dos hidrogéis secos e triturados, foi efetuada 

em um difratômetro XRD6000 da Shimadzu, operando com radiação CuK  ( = 1,54060 

Å), tensão de 40 kV e corrente de 30 mA.  

 

3.4.5. Termogravimetria (TGA) 

A perda de massa dos hidrogéis secos e triturados foi analisada em uma 

termobalança TGA 2950, TA Equipaments, em uma faixa de temperatura de 25 a 1000 
oC, com taxa de aquecimento de 20 oC.min-1, sob atmosfera oxidante de ar sintético. 
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3.4.6. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A morfologia dos hidrogéis secos, CNHA, CNHAO e CNHASi, foi observada em 

um microscópio eletrônico de varredura, JEOL, JSM-6360 LV, operado a 20 kV e/ou 

microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo da JEOL, JSM-6340 F, 

operado a 3 kV. Foram analisadas a superfície ou a superfície de fratura criogênica dos 

materiais. As amostras foram previamente recobertas com ouro em um metalizador 

modular de alto vácuo, Baltec MED 020. 

 

3.4.7. Teste de bioatividade 

O teste de bioatividade aplicado às amostras de hidrogéis CNHA, CNHAO e 

CNHASi, foi efetuado por imersão destas amostras em solução de SBF e avaliação da 

formação de HA por microscopia eletrônica de varredura. 

A solução de SBF foi preparada de acordo com a metodologia descrita na 

proposição de norma internacional ISO (ISO FDIS 23317, 2005) citada por Abe e 

colaboradores [122]. Na Tabela 4 estão apresentados os reagentes utilizados segundo 

a ordem de adição, quantidade e pureza de cada um deles uma vez que a solução de 

SBF é supersaturada em relação ao equilíbrio. As quantidades apresentadas 

correspondem à preparação de 1 L de solução de SBF. 
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Tabela 4. Seqüência de adição dos sais, quantidade e grau de pureza para preparar 1 L 

da solução de SBF. 

Ordem Sais Quantidade (g) Pureza (%) 

1 NaCl 5,403 99,0 

2 NaHCO3 0,740 99,7 

3 Na2CO3 2,046 99,7 

4 KCl 0,226 99,0 

5 K2HPO4.3H2O 0,172 98,0 

6 MgCl2.6 H2O 0,311 99,0 

7 CaCl2 0,293 96,0 

8 Na2SO4 0,072 99,0 

 

Os hidrogéis foram previamente lavados em água deionizada e em seguida 

foram imersos em um frasco de vidro contendo 30 mL da solução de SBF. Após a 

imersão dos hidrogéis na solução de SBF, os frascos foram hermeticamente fechados. 

Estas amostras ficaram em contato com a solução durante 7 dias. Os ensaios foram 

realizados em condições fisiológicas, ou seja, a 37 ºC e pH em torno de 7,4. Depois de 

atingido o tempo pré-determinado, as amostras foram lavadas com água deionizada e 

secas à temperatura de 37 °C em estufa de circulação. Todos os ensaios foram 

realizados em quintuplicatas. 

 

3.4.8. Testes biológicos  

Os testes biológicos foram efetuados nas amostras dos hidrogéis CNHA, CNHAO 

e CNHASi, pelo cultivo de células pré-osteoblastos sobre a superfície dos hidrogéis e 

como controle negativo foram utilizados os poços de cultura vazios, sendo considerada 
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a superfície inferior no poço de PS. Diferentes testes foram feitos, como se detalha a 

seguir.  

A cultura de pré-osteoblastos pelo cultivo das células MC3T3-E1 (pré-

osteoblastos, subclone 4, camundongos) para a avaliação da biocompatibilidade dos 

hidrogéis foi realizada em meio contendo 100 células

sulfato de estreptomicina e suplementado com 10 % de soro fetal bovino. A densidade 

celular utilizada para os testes foi de 3 x 104 células/mL e cultivadas em atmosfera 

umidificada, 5 % de CO2, a 37 °C. A manutenção da cultura das células foi realizada a 

cada 2 a 3 dias. Para possibilitar a diferenciação destas células foram utilizados -

glicerofosfato (10 mmol/L) e ácido ascórbico (50 g/mL). 

 

3.4.8.1. Teste de viabilidade celular 

 A determinação da viabilidade celular diretamente relacionada à citotoxicidade do 

material,  foi realizada pela redução do MTT conforme diagrama ilustrado na Figura 12. 

Neste ensaio, foi avaliada a sobrevivência das células na presença dos hidrogéis. O 

MTT, quando incubado com células vivas, é acumulado pelas células por endocitose e 

a redução do anel tetrazólico deste sal resulta na formação de cristais de formazan de 

cor azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo 

depois transportados para fora das células por exocitose, conforme a reação ilustrada 

na Figura 13. 

 Para a realização do experimento as células (50 x 103 células/mL) foram 

cultivadas em placas de 24 poços com e sem os hidrogéis e após 24 e 48 horas. O 

meio de cultura foi removido e trocado por outro sem soro contendo o corante (1 

mg/mL). As células foram incubadas durante 4 horas. Em seguida, o meio foi retirado 

cuidadosamente e o corante (formazan) restante foi solubilizado em 1 mL de etanol. As 

placas foram agitadas por 10 minutos e a absorbância medida a 570 nm com um 

equipamento UV/Vis. Os valores da viabilidade celular, diretamente ligados à 

citotoxicidade do material, foram expressos em percentagem relativa à absorbância 

determinada nas células controle (poços sem amostra).  
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Figura 12. Diagrama da preparação do teste de viabilidade celular pela redução do MTT. 

 

 

 
Figura 13. Reação da redução do anel tetrazólio do sal de MTT para a formação de cristais de 

formazan.  

 

3.4.8.2. Teste de adesão e proliferação celular 

A adesão e proliferação celular foram avaliadas pela incorporação de cristal 

violeta. Este teste avalia a adesão das células sobre a superfície dos hidrogéis e o 

crescimento do número de células sobre os mesmos. Neste teste, as células (50 x 103 

células/mL) foram cultivadas por 15 minutos, 6 horas e 48 horas em placas de 24 poços 
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com e sem os hidrogéis. As células aderidas sobre as superfícies dos hidrogéis foram 

rapidamente lavadas em PBS (tampão salino de fosfato), e fixadas em uma solução de 

etanol e ácido acético glacial (3:1) por 10 minutos à temperatura ambiente e deixadas 

secar. Depois, as células foram coradas com 0,1% de cristal violeta por 10 minutos à 

temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por decantação. Logo após, 

as células foram lavadas 2 vezes com água destilada. O corante ligado à cromatina foi 

solubilizado em uma solução de 10% de ácido acético e a absorbância medida a 550 

nm usando um leitor de microplaca. 

 

3.4.8.3. Teste de expressão e níveis de fosforilação de proteínas 

A avaliação da expressão e níveis de fosforilação de proteínas foi efetuada com 

o objetivo de avaliar a sobrevivência das células sobre as superfícies dos hidrogéis por 

identificação de algumas proteínas ligadas ao ciclo celular, pois se proteínas forem 

sinalizadas durante a adesão das células o material será promissor para ser utilizado 

como biomaterial.  

Este ensaio foi realizado por Immunoblotting, no qual as células foram lisadas em 

200 L de tampão de lise (50 mmol/L Tris–HCl, pH 7,4, 1 % Tween 20, 0,25 % 

desoxicolato de sódio, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EGTA, 1,0 mmol/L o-vanadato, 1,0 

mmol/L NaF), e inibidores de proteases [1,0 g/mL de aprotinina, 10 g/mL de 

leupeptina e 1 mmol/L 4-(cloridrato de fluoreto aminoetil benzosulfonila)] por 2 horas em 

gelo. Os extratos protéicos foram centrifugados e a concentração de proteínas 

determinada pelo método de Lowry [123]. Aos extratos foi adicionado tampão de 

amostra na proporção 1:1. O tampão de amostra foi preparado a partir de: 4 % dodecil 

sulfato de sódio (SDS), 100 mmol/L Tris-HCl (pH 6,8), 200 mmol/L de ditiotreitol (DTT), 

0,1 % azul de bromofenol e 20 % de glicerol. Os extratos celulares foram resolvidos por 

eletroforese em gel de dodecilsulfato de sódio (SDS)-poliacrilamida (PAGE) e 

transferidos para membranas de PVDF. Os géis após eletroforese foram bloqueadas 

em 1 % de leite desnatado ou soroalbumina bovina (2 %) em tampão salino Tris (TBS)-

Tween 20 (0,05 %) e incubadas por uma noite a 4 °C com os anticorpos primários 
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específicos, diluídos na proporção 1:1000. Após lavagem em TBS-Tween 20 (0,05 %), 

os géis foram incubadas com anticorpos secundários (anti-“coelho” e anti-“rato”) 

conjugados com peroxidase, em diluição 1:2000, em tampão de bloqueamento, por 1 

hora. A detecção foi feita por quimioluminescência. 

As imagens obtidas pela quimioluminescencia dos géis foram digitalizadas e 

importadas para um programa de computador específico para a realização da 

densitometria óptica das bandas. Para cada banda estudada foram consideradas as 

áreas de pico correspondentes como valor da densitometria óptica. Para a análise 

estatística, foram utilizadas 3 amostras de cada hidrogel na realização do teste. 

 

3.4.8.4. Teste de diferenciação celular 

A diferenciação celular é o processo pelo qual as células vivas se especializam 

para realizar uma determinada função, podendo se agrupar e se transformar em tecidos 

como, por exemplo, o tecido ósseo. A diferenciação celular foi avaliada pela dosagem 

de fosfatase alcalina.  

A atividade enzimática da fosfatase foi determinada a 37 ºC, pela formação do p-

nitrofenol (coeficiente de extinção molar de 18.000 M-1 cm-1) utilizando-se um tampão 

glicina 25 mmol/L, pH 9,4, contendo 2,0 mmol/L de MgCl2 e 5,0 mmol/L de p-

nitrofenilfosfato em um volume final de 1,0 mL [124]. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1. Formação dos hidrogéis de quitosana e hidroxiapatita 

O processo de formação da HA no hidrogel de quitosana é resultante da 

nucleação e crescimento de partículas/cristais de HA entre as cadeias de quitosana 

neste hidrogel. 

Soluções aquosas de ácido fosfórico promovem um ambiente complexo para a 

formação do hidrogel de quitosana, pois variações de pH do meio alteram as 

concentrações relativas das espécies iônicas provenientes da dissociação deste ácido, 

variando a composição química e a razão Ca/P final do hidrogel. Deste modo, em todas 

as precipitações o pH inicial foi de ~2 na obtenção do hidrogel ácido de quitosana. A 

leitura do pH do hidrogel foi efetuada com pHmetro, Modelo 827 da Metrohm, com 

eletrodo de vidro, adequado para soluções viscosas. 

Em pH ~2, os grupos NH2 presentes na cadeia de quitosana estão protonados e 

associados aos contra-íons H2PO4
-. A quitosana utilizada é altamente desacetilada, e, 

portanto seu correspondente hidrogel ácido tem um grande número de espécies –

NH3
+/H2PO4

-. A adição progressiva da base no hidrogel resulta no deslocamento do 

equilíbrio H2PO4
-/HPO4

2- na direção do aumento da concentração da espécie HPO4
2-, 

concomitantemente com a desprotonação dos íons –NH3
+. Estes dois fenômenos 

simultâneos dão início ao processo de precipitação in situ de espécies insolúveis de 

fosfato de cálcio (provavelmente o núcleo de precipitação é o H2PO4
2-), ao mesmo 

tempo que promove a coagulação do hidrogel de quitosana. Com o aumento contínuo 

do pH até valores próximos de 14, o equilíbrio H2PO4
2-/PO4

3- se desloca aumentando a 

concentração de PO4
3-, resultando no crescimento dos cristais de hidroxiapatita, 

enquanto que mais grupos –NH3
+ são desprotonados, levando à formação de um 

hidrogel de quitosana insolúvel em água. Esta precipitação in situ de HA ocorre na 

região inter-cadeias e sobre o gel de quitosana, gerando o hidrogel CNHA, conforme o 

esquema ilustrado na Figura 14. A desprotonação do gel em pH=14 resulta em uma 

profunda modificação na interação entre as cadeias de quitosana. 
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Imagens do hidrogel CNHA obtido são mostradas na Figura 15. Este hidrogel 

apresentou características mecânicas que permitem a sua manipulação, aceitando 

inclusive cortes para moldagem em outras formas geométricas, se necessárias. O 

hidrogel é constituído por ~80% de água, determinada por secagem até peso constante. 

Após seco, o processo de hidratação é irreversível. 

 A estrutura porosa dos hidrogéis, como os obtidos neste trabalho, abre a 

possibilidade de seu uso na área médico odontológico para reconstrução tecidual, uma 

vez que, ela é adequada para armazenar fármacos e substâncias endógenas.  

 

 

Figura 14. Diagrama ilustrando o possível mecanismo de formação do CNHA pela precipitação 

in situ de HA no hidrogel de quitosana. 
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Figura 15. Fotografias do hidrogel CNHA, superfície superior (CNHA-S), superfície inferior 

(CNHA-I) e corte. 

 

O hidrogel CNHAO foi preparado pela adição de octaânion de silicato, em 

pH=14, ao gel de quitosana. Esta fonte de Si aniônico solúvel permeou pelo gel 

acidulado substituindo, em parte, íons H2PO4
-, e também atuando como contra-íon do –

NH3
+, competindo com o H2PO4

-. O aumento do pH promoveu a nucleação in situ, 

seguida da precipitação de domínios de HA e de silicato/sílica por todo o hidrogel. O 

diagrama da preparação e as fotografias do hidrogel CNHAO são ilustrados nas Figuras 

16 e 17, respectivamente. 
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Figura 16. Diagrama representando a formação do CNHAO pela precipitação de 

HA/silicato/sílica no hidrogel de quitosana. 
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Figura 17. Fotografias do hidrogel CNHAO. Superfície superior (CNHAO-S), superfície inferior 
(CNHAO-I) e corte. 

 

 O hidrogel CNHAO apresentou-se macroscopicamente semelhante ao hidrogel 

CNHA, como pode ser observado na Figura 18, provavelmente pela pequena 

quantidade de silicato incorporado e distribuído no hidrogel.  

 

 

Figura 18. Fotografia da superfície superior dos hidrogéis CNHA e CNHAO. 
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No caso do hidrogel CNHASi, o ácido silícico, Si(OH)4, adicionado no gel em pH 

~2, também atua na protonação dos grupos NH2, permanecendo como o contra íon 

H3SiO4
-, ou como ânions oligoméricos, associados aos NH3

+ das cadeias da quitosana. 

Com o aumento do pH ocorre a nucleação do silicato, que pode formar uma rede 

finamente dispersa de silicato ou sílica entre as cadeias da quitosana, ao mesmo tempo 

que ocorre a nucleação de HA. Pode também ocorrer, nesta condição, a dopagem de 

domínios de HA não cristalina por HSiO4
3-, em substituição ao PO4

3- [125]. Esta 

condição experimental promoveu ao hidrogel CNHASi uma maior estabilidade 

dimensional entre as amostras preparadas. O esquema de preparação do hidrogel 

CNHASi está ilustrado na Figura 19. 

 

 

Figura 19. Diagrama representando a formação do CNHASi pela precipitação de 

HA/sílica/silicato no hidrogel de quitosana. 
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4.2. Avaliação da razão Ca/P e de Si nos hidrogéis   

Conforme descrito na Introdução, a razão molar Ca/P é um parâmetro importante 

na caracterização de biomateriais, especialmente na avaliação da potencialidade de 

serem empregados na substituição de tecidos ósseos, pois com ela é possível sugerir a 

fase de fosfato presente, bem como a sua solubilidade [126]. Se a razão molar Ca/P for 

menor que 1 a solubilidade é alta, à medida que a razão aumenta a solubilidade diminui 

até atingir um valor próximo de 1,67, correspondente à HA, a qual é insolúvel [127].  

A Tabela 5 indica a porcentagem em massa determinada para os elementos 

analisados em cada amostra, assim como, a correspondente razão Ca/P. Para a 

realização destas análises, as amostras utilizadas correspondem aos hidrogéis secos 

até peso constante, conforme descrito no item 3.4.1. As amostras foram separadas em 

grupos em função dos lotes de quitosana e da preparação dos hidrogéis. Esta divisão 

assegura que, em cada grupo, as amostras, contendo ou não Si, foram preparadas a 

partir do mesmo hidrogel de quitosana, eliminando possíveis alterações na composição 

provenientes de lotes distintos deste polímero. Desde modo, em cada grupo as 

amostras envolveram quitosana de mesma distribuição de massas molares e, 

principalmente, de mesmo grau de desacetilação. Esses parâmetros podem influenciar 

no consumo do ácido fosfórico e na reprodução do hidrogel de quitosana. No grupo 1, a 

amostra CNHAO foi dividida em 3 camadas, para avaliar a distribuição de Si nas 

mesmas, sendo todas submetidas à análise.  

Como pode ser observado, houve variação da razão molar Ca/P em CNHA em 

função do lote, e em função da preparação. Nos grupos 1 e 4, as amostras CNHA foram 

ricas em Ca2+, acima do estabelecido para HA, podendo ter também ocorrido 

contaminação de CaCO3 nestas amostras. O hidrogel CNHASi apresentou um aumento 

na razão Ca/P quando comparado ao hidrogel CNHA preparado simultaneamente, nas 

mesmas condições experimentais. A incorporação de Si, proveniente de H4SiO4, foi a 

mais efetiva e contribuiu para uma diminuição da quantidade de H3PO4. Além disso, 

espécies de silicato como HSiO4
3- podem substituir PO4

3- em HA não cristalina, 

resultando em uma maior razão molar Ca/P do hidrogel. O hidrogel CNHAO apresentou 

valor de Ca/P menor que o hidrogel CNHA. A incorporação de Si, proveniente do 
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octaânion Q8
8-, promoveu uma diminuição da razão molar Ca/P, em relação ao 

correspondente hidrogel sem Si. Este fato sugere que o ânion Q8
8-, na etapa de 

lavagem do hidrogel com água deionizada, promoveu uma lixiviação de nanopartículas 

de silicato de cálcio, provavelmente nanopartículas mais superficialmente aderidas ao 

hidrogel. Como conseqüência, a camada interna do hidrogel foi a que incorporou mais 

Si. 

 

Tabela 5. Porcentagem em massa dos elementos Ca, P e Si nos hidrogéis e a 

correspondente razão molar Ca/P. (1ª), (2ª) e (3ª) correspondem as três camadas 

horizontais nas quais a amostra CNHAO foi dividida. 

Amostras Material Ca (%) P (%) Si (%) *L.D 

Ca/P 

(razão 

molar) 

Grupo 1 

CNHA 17,74 7,18 - 0,01 1,91 

(1ª) 

CNHAO  (2ª) 

(3ª) 

17,27 

16,50 

5,74 

8,84 

8,73 

2,85 

0,06 

0,09 

0,04 

0,01 

0,01 

0,01 

1,48 

1,46 

1,59 

Grupo 2 
CNHA 9,30 4,86 - 0,01 1,48 

CNHASi 8,51 4,35 0,22 0,01 1,57 

Grupo 3 CNHA 17,80 8,22 - 0,01 1,63 

Grupo 4 CNHA 10,52 4,37 - 0,01 1,86 

 * L.D.= Limite de Detecção dos métodos utilizados nas análises de Ca, P e Si. 

    

4.3. Caracterização estrutural dos hidrogéis   

Os espectros IV da quitosana, empregada na obtenção dos hidrogéis, e da 

hidroxiapatita comercial encontram-se na Figura 20A; os espectros dos hidrogéis secos 
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estão na Figura 20B. Estes hidrogéis apresentaram as absorções características da 

quitosana, conforme esperado. A banda intensa e larga com máximo em 3450 cm-1 está 

associada ao  O-H, correspondente aos grupos C-OH e H2O fisicamente adsorvida, 

com um ombro em ~3300 cm-1 atribuído ao  N-H dos grupos NH2. Entre 2930-2800 

cm-1 encontram-se os  C-H de grupos CH, CH2 e CH3. As absorções entre 1420 e 

1320 cm-1 são características de diferentes  C-H (CH, CH2, CH3). Os grupos 

amidas podem ser caracterizados pelos modos C=O, N-H e C-N, os quais encontram-

se razoavelmente associados. A literatura descreve-os de forma típica, sendo a banda 

de amida I, a qual tem contribuição principal do  C=O, observada em 1658 cm-1, 

 NH2) ocorre em 1566 cm-1. Além dessas amidas descritas 

anteriormente, pode-se observar uma banda fraca em ~1300 cm-1 referente à amida III, 

associada principalmente ao  CN. Na região de 720 a 600 cm-1, observam-se os 

modos das amidas IV, V e VI, associados a deformações fora do plano de NH da 

quitosana. A banda larga e intensa com máximo em 1030 cm-1 está associada ao  C-

O-C da cadeia da quitosana. O grupo PO4
3- da HA é caracterizado pela absorção 

intensa do  PO4 em ~ 1020 cm-1, o qual na prática coincidiu com a absorção intensa da 

CN, citada anteriormente, além das bandas em  597 e 557 cm-1 referentes à  PO4. 

Este modo, em fosfatos iônicos de simetria Td, aparece apenas como uma única 

absorção. O desdobramento observado sugere abaixamento de simetria para C3v, 

provavelmente pela presença de HPO4
2- na fase não cristalina do HA [128,129].   

As amostras contendo Si, CNHAO e CNHASi, mostraram um alargamento da 

região entre 1200 e 1000 cm-1, a qual além de apresentar as absorções dos grupos C-

O-C e PO4
3-, de CN e HA, respectivamente, tem a contribuição do modo intenso e largo 

do  Si-O-Si do siloxano (silicato). Na amostra de HA comercial, a absorção fina em 

3570 cm-1 corresponde ao  O-H de grupos hidroxilas livres, não associados, 

usualmente encontrados em fase não cristalina ou na superfície de HA. O 

desaparecimento desta absorção nos compósitos sugere que esta hidroxila está 

associada por ligação de hidrogênio entre HA e grupos –NH2, C=O ou CH2-OH das 

cadeias de quitosana, conforme ilustrado na Figura 21, concordando com a proposta de 

associação de grupos entre CN e HA de Cheng e colaboradores [93].  
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Figura 20. (A) Espectro IV da HA comercial e da quitosana; (B) espectro IV dos hidrogéis secos 

CNHA, CNHAO e CNHASi. 
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 HO-HA-OH = hidroxiapatita contendo HPO4
2- ou H2O fortemente adsorvidos. 

 

Figura 21. Possíveis ligações de hidrogênio entre quitosana e HA. Figura adaptada de Cheng e 

colaboradores [93].  

  

Para uma melhor análise estrutural da fase de HA foi obtido espectro de RMN 
31P dos hidrogéis secos e triturados, conforme ilustrado na Figura 22. Em todas as 

amostras, independente da composição e da presença ou não de Si, observou-se um 

único pico de P, idêntico ao da HA comercial, o qual sugere a presença de um único 

sítio para este elemento, com =2,9 ppm, que corresponde à formação de somente um 

tipo de fosfato de cálcio, Ca10(PO4)6(OH)2, associado por ligação de hidrogênio à HA 

[127].  
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Figura 22. Espectro de RMN 31P da HA e dos hidrogéis secos CNHA, CNHAO e CNHASi. 

 

Foram obtidos difratogramas de raios X para os hidrogéis secos e triturados, com 

o objetivo de avaliar a cristalinidade da fase de HA presente nestes materiais, conforme 

apresentado na Figura 23. Enquanto o difratograma da quitosana em pó apresenta 

apenas um halo intenso e relativamente fino em ~20° (2

em ~10,5° (2 ão intercadeias da CN, para os 

hidrogéis secos CNHA, CNHAO e CNHASi observou-se uma diminuição na intensidade 

relativa do halo mais intenso, o desaparecimento do halo em 10,5° (2

aparecimento de difrações em 26,2° (002), 28,5° (210), 31-35° (211,112 e 300) e 40° 

(310) (2 as da hidroxiapatita, conforme pode ser comparado ao difratograma da 

HA comercial [130]. Estes perfis de difração sugerem que nos compósitos ocorre uma 

desorganização intercadeias da fase CN, promovida pelos íons PO4
3- e/ou pela fase de 

HA ou silicato formado. Em CNHAO observou-se uma maior intensidade relativa das 

difrações correspondentes à fase de HA, sugerindo uma maior cristalinidade desta fase, 
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a qual pode ter sido induzida pela presença da fase de silicato estruturado como o 

octaânion. 

 

 

Figura 23. Difratogramas da quitosana em pó, HA comercial e dos hidrogéis secos CNHA, 

CNHASi e CNHAO. 

 

4.4. Avaliação do comportamento térmico dos hidrogéis 

As curvas termogravimétricas obtidas para a quitosana pó e para os hidrogéis 

secos CNHA, CNHAO e CNHASi encontram-se na Figura 24A, bem como as 

correspondentes derivadas (Figura 24B). Entre 60 e 180 oC ocorre apenas a perda de 

água adsorvida nos materiais analisados. Duas etapas principais de degradação são 

observadas para CN: de 280 a ~350oC e de ~350 a ~570 oC, a primeira correspondente 

à desacetilação e desaminação, ou seja, o evento localizado principalmente na cadeia 

lateral do polímero, e a segunda à degradação das unidades glucosídicas, com 0% de 

resíduo a 600 oC, correspondente à evolução de H2O, CO2, CH4 e NH3 do material 

[131,132]. Nos hidrogéis secos observou-se um comportamento similar até 600 °C, 
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quando ocorre mineralização da amostra. O resíduo a 600 °C deve corresponder a 

fosfato de cálcio. A porcentagem de resíduo obtido foi de 41,4 % (CNHA), 39,1 % 

(CNHASi) e 43,9 % (CNHAO), evidenciando uma substancial formação e retenção da 

fase inorgânica de HA nos hidrogéis. Os resíduos destes últimos dois hidrogéis também 

deve possuir uma pequena contribuição de SiO2 e/ou SiCxOy, proveniente do siloxano 

inserido. A presença de Si nos materiais não alterou o comportamento da curva de 

degradação dos hidrogéis. 
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Figura 24. (A) Curvas termogravimétricas e a (B) derivada das curvas termogravimétricas para 

quitosana em pó, para os hidrogéis secos CNHA, CNHASi e CNHAO. 

 

4.5. Avaliação da morfologia dos hidrogéis  
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geométricas, se necessárias. Estes hidrogéis são constituídos de uma rede de cadeias 

de quitosana entrelaçadas com partículas de fosfato de cálcio, e silicato no caso dos 

hidrogéis com Si distribuídos uniformemente pela rede. A distribuição uniforme pela 

rede é comprovada pela igualdade das quantidades de Ca, P e Si detectadas em 

diferentes regiões das amostras, com excessão da amostra CNHAO do grupo 1. Nos 

vazios desta rede existe água.  

Após a secagem dos hidrogéis em estufa de circulação de ar, observou-se uma 

redução do seu volume, tornando-os mais compactos pela remoção da água e pela 

contração promovida pela desidratação do material (Figura 25). O hidrogel CNHASi 

apresentou uma redução menor de volume em relação aos hidrogéis CNHA e CNHAO, 

o que foi associado à maior estabilidade dimensional de suas paredes, pela presença 

do silicato incorporado pela introdução do ácido silícico.  A secagem efetuada em estufa 

a vácuo promoveu uma menor diminuição do volume dos hidrogéis, pela eliminação 

rápida da água, dificultando a coalescência dos poros, dando origem a um material com 

poros conectados com tamanhos adequados para crescimento celular e vascularização 

(poros ~100 m), o que os tornam promissores para uso como scaffolds (Figura 25).  
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Figura 25. Fotografias dos hidrogéis secos CNHAO e CNHASi. 

 

A Figura 26 mostra as micrografias eletrônica de varredura da superfície de 

fratura criogênica dos hidrogéis secos em estufa a vácuo CNHA, CNHAO e CNHASi. 

Pode se observar nas micrografias que a fase de HA mineralizada in situ é formada por 

aglomerados globulares, com baixa polidispersão de tamanhos, constituídos de 

partículas nanométricas, independente da presença ou não de Si, em toda a extensão 

dos materiais. A morfologia de CNHA se apresentou em camadas ou placas destes 

aglomerados (Figura 26A), enquanto que nos hidrogéis CNHASi e CNHAO ocorreu a 

formação de aglomerados globulares maiores recobertos pela fase orgânica, 

evidenciando também a presença de poros avaliada apenas visualmente (Figura 26B e 

25C).  

Secos em estufa a vácuo 

Secos em estufa de circulação de ar 

CNHAO CNHASi 

CNHAO CNHASi 



 
 

 

 
 
 

62 
 

  

Geovanna Pires                                                                                     Resultados e Discussões 

 

 

 

Figura 26. Micrografia eletrônica de varredura da superfície de fratura dos compósitos (A) 

CNHA, (B) CNHASi e (C) CNHAO secos em estufa de circulação de ar. 
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Na Figura 27 pode se observar que os hidrogéis secos em estufa a vácuo 

apresentam uma estrutura mais porosa que os anteriormente mostrados, podendo ser 

notada uma rede de poros intercomunicantes de tamanhos polidispersos. 
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Figura 27. Micrografia eletrônica de varredura da superfície de fratura dos hidrogéis secos em 

estufa a vácuo CNHA, CNHASi,  CNHAO. 
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Os resultados obtidos permitiram verificar que há uma influência positiva da 

adição de Si nos hidrogéis de quitosana/hidroxiapatita, pois as amostras CNHAO e 

CNHASi não mostraram alteração no comportamento térmico quando comparado ao 

CNHA, e apresentaram melhores características mecânicas que CNHA, ou seja, melhor 

estabilidade dimensional.  

 

4.6. Teste de bioatividade em solução de SBF 

O teste in vitro de bioatividade, representado pela imersão do material a ser 

testado em SBF por períodos variados, seguida da observação da formação da HA na 

superfície imersa, tem sido considerado um teste preliminar para a avaliação da 

bioatividade de um material com potencial para regeneração óssea. A facilidade de 

execução e a boa correlação entre resposta positiva, neste teste simples, com as 

respostas positivas em testes refinados, fazem da imersão em SBF a primeira escolha 

para a avaliação da bioatividade de um material.  

Vários pesquisadores têm descrito o uso do teste de bioatividade em diferentes 

materiais usando solução de SBF. Como exemplo, Araújo e colaboradores [133] 

avaliaram a bioatividade de um material constituído de quitosana/poli(ácido lático)/HA 

em SBF, evidenciando uma excelente bioatividade, devido à nucleação de HA por toda 

a superfície  do material, em pequenos períodos de tempo de imersão.  

A comparação dos resultados da imersão em SBF para os materiais, pastilha de 

quitosana pura, hidrogéis CNHA, CNHASi e CNHAO são mostrados na Figura 28, a 

qual indica que houve uma intensa deposição de fosfato de cálcio em todos os 

materiais analisados. A morfologia dos depósitos é semelhante à reportada para 

quitosana e para compósitos de quitosana/hidroxiapatita [134,135]. Os resultados 

indicam que houve uma intensa nucleação de fosfato de cálcio na superfície dos 

materiais imersos indicando que a incorporação de Si não causou perda de 

biocompatibilidade quando comparado com o compósito CNHA. 
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Figura 28. Micrografias eletrônica de varredura da (A) pastilhas de quitosana pura antes e (B) 

depois da imersão em solução de SBF por 1 semana, e dos compósitos (C) CNHA, (D) CNHASi 

e (E) CNHAO após serem imersos em solução de SBF por 1 semana e posteriormente secos. 
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4.7. Testes biológicos. 

Os resultados de imersão em SBF mostrados no item 4.5 indicam que todos os 

materiais preparados neste trabalho apresentaram bioatividade, que pode ser um 

indício de biocompatibilidade dos materiais. 

Porém como discutido anteriormente, o teste de imersão em SBF é um teste de 

avaliação preliminar de biomateriais. Testes envolvendo citotoxicidade e expressões de 

proteínas relacionadas à atividade celular são essenciais para a completa 

caracterização dos materiais como bioativos.  

Neste trabalho os hidrogéis CNHA (Grupo 1 e 2), CNHASi (Grupo 2) e CNHAO 

(Grupo 1) foram caracterizados por testes de citotoxicidade e por expressão de 

proteínas. Os hidrogéis CNHA dos Grupos 1 e 2 apresentaram resultados similares, e, 

portanto, serão referidos apenas como CNHA nos testes biológicos realizados. 

 

4.7.1. Teste de viabilidade celular.  

Neste ensaio a viabilidade celular foi avaliada pelos resultados de citotoxicidade 

determinados pela redução do MTT. No ensaio as células foram cultivadas em poços de 

poliestireno, que foi utilizado como controle negativo, sobre hidroxiapatita comercial 

(HA) e sobre os hidrogéis CNHA, CNHASi e CNHAO. Os hidrogéis CNHA e CNHAO 

apresentaram viabilidade celular, ou seja, as células continuaram “vivas” no período 

analisado, enquanto que o hidrogel CNHASi apresentou toxicidade às células de pré-

osteoblastos MC3T3-E1, sendo portanto, excluído de outros testes biológicos.  

O resultado de toxicidade do hidrogel CNHASi pode estar associado à presença 

de resíduos de monômeros ou oligômeros de estireno ou divinil benzeno, da resina 

catiônica de estireno/divinilbenzeno sulfonado utilizada na preparação do ácido silícico. 

As Figura 29A e Figura 29B ilustram os resultados da viabilidade celular nos 

hidrogéis CNHAO e CNHA, respectivamente, com os respectivos níveis de viabilidade 

celular. Os resultados encontrados para os materiais avaliados  foram similares para o  

período de 24h. No período de 48h, o hidrogel CNHA superfície superior (S), (CNHA-S) 
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apresentou um maior nível de viabilidade celular. O hidrogel CNHAO-S também 

apresentou um bom desempenho neste período, comparado com o do controle negativo 

PS. 
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Figura 29. Análise da viabilidade celular de pre-osteoblastos crescidos sobre os hidrogéis. (A) 

CNHA e (B) CNHAO. PS foi considerado controle negativo. (*) p<0,05. 
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4.7.2. Teste de adesão e proliferação celular 

A importância da adesão de osteoblastos na superfície de materiais tem sido 

bastante destacada, porém poucos avanços na explicação desses eventos foram 

alcançados. Juntos, adesão e proliferação celular representam as primeiras etapas da 

interação célula-biomaterial e a sua eficácia influencia nas etapas posteriores de 

diferenciação. Sabe-se também que a superfície de fosfato de cálcio é capaz de 

promover a diferenciação de células mesenquimais em osteoblastos, e que um 

comportamento dinâmico de adesão focal pode estar envolvido nos mecanismos 

moleculares promovendo diferenciação osteogênica [136].  

Neste teste a adesão e proliferação celular foram avaliadas pela incorporação de 

cristal violeta pelas células. Foram avaliados os hidrogéis CNHA e CNHAO e os 

resultados mostrados nas Figura 30A e Figura 30B, respectivamente.   

Os hidrogéis CNHA e CNHAO promoveram a adesão e a proliferação de 

osteoblastos. Observou-se que houve um aumento na adesão celular com o tempo de 

plaqueamento (15 minutos, 6 horas e 48 horas). Os resultados obtidos em 48 horas 

mostraram um aumento na taxa proliferativa das células cultivadas sobre os hidrogéis 

acompanhando o mesmo comportamento do controle PS. A superfície superior do 

hidrogel CNHA promoveu uma melhor adesão e proliferação celular que a superfície 

inferior, provavelmente devido à topografia do material oferecer uma maior área 

superficial e, conseqüentemente, permitir uma maior proliferação de células. A adesão 

celular em CNHAO-S foi similar, dentro do desvio da medida, à adesão observada na 

superfície inferior (CNHA-I).  
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Figura 30. Níveis de adesão e proliferação celular. (A) CNHA e (B) CNHAO. O gráfico 

representa qualitativamente a quantidade de células aderidas pela incorporação do cristal 

violeta. Tempos de plaqueamento: 15 minutos, 6 horas e 48 horas de cultivo celular; (*) p<0,05; 

(**) p<0,01. PS foi considerado como grupo controle negativo. 
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Kong e colaboradores [137] também descreveram a influência da composição, 

morfologia e topografia de scaffolds de quitosana com nanopartículas de HA na adesão, 

proliferação e diferenciação celular pelo método de cultura de pré-osteoblastos. Eles 

sugeriram que materiais com nanopartículas de HA uniformemente distribuídas 

promovem maior nucleação de HA em soluções de SBF, resultando em uma maior 

bioatividade. A avaliação dos scaffolds compósitos como biomaterial foi feita também 

pela adesão e proliferação celular de pré-osteoblastos, o qual mostrou que o aumento 

da área superficial promovida pela deposição de nanopartículas de HA sobre a 

superfície do compósito aumenta a adesão e proliferação celular quando comparado a 

scaffolds de quitosana pura, resultando num material biocompatível com grande 

potencial para engenharia de tecido ósseo. 

Como o melhor resultado de adesão e proliferação de osteoblastos foi obtido 

com o hidrogel CNHA, particularmente em sua face superior, os demais ensaios 

biológicos foram efetuados apenas neste hidrogel. 

 

4.7.3. Teste de expressão e níveis de fosforilação de proteínas  

A viabilidade celular no hidrogel CNHA foi verificada pela expressão de proteínas 

relacionadas com vias de transdução de sinal, que são relacionadas com a 

sobrevivência celular, como foi o caso de proteína Akt (Figura 31A) e de proteínas Erk 

(Figura 31B). Ambas as proteínas foram expressas e estavam ativas em células 

crescidas sobre o CNHA. No caso da proteína Akt, a melhor expressão e atividade 

foram observadas para CNHA-S, ou seja, para a superfície superior, a qual foi similar 

ao controle negativo PS. Por outro lado, para a família da proteína Erk, analisando p44 

e p42, também relacionadas ao ciclo celular, o melhor resultado ocorreu na face inferior, 

CNHA-I, para Erk(p44), embora a superfície superior também tenha apresentado 

expressão e atividade de proteína superior ao controle negativo de PS. Além disso, a 

expressão de Erk(p44) foi maior que Erk(p42), em ambas as superfícies do hidrogel. 
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Figura 31. Expressão de proteínas relacionadas com a sobrevivência e viabilidade celular: A) 

Akt e B) Erk. PS foi considerado como controle negativo. Os gráficos representam a análise 

densitométrica das bandas obtidas por immunoblotting. 
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Outro teste biológico realizado no hidrogel CNHA relacionado à adesão celular 

foi a avaliação das proteínas fosforiladas relacionadas com pontos de adesão focal, 

como Src (Y416) e FAK (Y397), conforme os resultados apresentados na Figura 32. 

FAK são proteínas dinâmicas associadas com o citoesqueleto que dão forma às 

células, bem como promovem a adesão das mesmas à matriz extracelular. Por outro 

lado, Src é uma família de proteínas tirosina quinase, que tem função de ponte entre 

matriz extracelular e a matriz intracelular, com grande importância em diversos 

processos celulares. Em ambas as superfícies do hidrogel CNHA, foi observada a 

fosforilação das proteínas de forma superior ao controle PS. 

 

 

Figura 32. Expressão de proteínas relacionadas com a adesão celular e o gráfico 

representando a análise densitométrica das bandas obtidas por immunoblotting. PS foi 

considerado como grupo controle negativo. 

 

As proteínas relacionadas com a progressão do ciclo celular também foram 

avaliadas por ensaios de immunoblotting, os quais mostraram que CNHA-S promoveu, 
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de um modo geral, um aumento da expressão das proteínas cdk4, cdk6, ciclinaD1 e 

ciclinaD3, comparado ao controle PS (Figura 33). Apenas para a proteína ciclina D1, o 

resultado foi mais expresso na superfície inferior do hidrogel (CNHA-I). 

 

Figura 33.  Expressão de proteínas relacionadas com a progressão do ciclo celular e o gráfico 

representando a análise densitométrica das bandas obtidas por immunoblotting. PS foi 

considerado como grupo controle negativo. 

 

4.7.4. Teste de diferenciação celular  

Após avaliar os processos de adesão e proliferação, a diferenciação celular é 

uma etapa muito importante entre os eventos celulares. Assim, a capacidade de 

estimular a diferenciação de osteoblastos sobre CNHA foi identificada pela dosagem da 

atividade de fosfatase alcalina (ALP), um bem aceito biomarcador na avaliação da 

diferenciação de osteoblastos. A ALP é uma proteína relacionada ao mecanismo de 

mineralização de ossos, conhecida desde 1920. Essa proteína está relacionada à fase 

inicial do processo de mineralização do tecido ósseo [138].  

A Figura 34 mostra a atividade da ALP determinada para cultura de células com 

tempos de 3, 7 e 14 dias. Os resultados mostraram que a atividade celular aumenta 
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com o tempo de cultura. O hidrogel CNHA favoreceu a atividade da ALP, ou seja, a 

atividade dos osteoblastos.Para a cultura de 14 dias o CNHA-I apresentou um resultado 

similar ao  controle PS, enquanto que para o CNHA-S ele foi  significantemente maior. 

Estes resultados sugerem que a proteína relacionada à progressão do ciclo celular foi 

específica e sinalizou de forma mais intensa a adesão de pré-osteoblastos na superfície 

superior de CNHA no período de 14 dias [136]. 
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Figura 34. Análise da atividade de fosfatase alcalina de pre-osteoblastos cultivados sobre os 

diferentes materiais. PS foi considerado como grupo controle negativo. (ns) sem diferença 

estatística; (*) p<0,05; (**) p<0,01. 

 

Resultados similares aos obtidos neste trabalho, relacionados à viabilidade 

celular, foram descritos por Xu e colaboradores [139], os quais avaliaram a 

biocompatibilidade de scaffold compósito preparado pela mistura mecânica de 

quitosana e cimento de fosfato de cálcio CPC [fosfato de tetracálcio (TTCP) e fosfato de 

dicálcio anidro (DCPA)]. Os resultados obtidos para o compósito CPC-quitosana 

mostraram viabilidade e adesão celular similar ao CPC, indicando que o compósito é 
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biocompatível e que a presença da quitosana melhorou as propriedades mecânicas do 

material, a adesão e a proliferação de células de osteoblastos, bem como a formação 

de poros permitindo a migração de células pelo material. A presença da quitosana no 

compósito CPC-quitosana aumentou de forma relevante o nível da enzima ALP, 

comparada ao CPC puro [140]. 

Membranas de quitosana com diferentes quantidades de nanopartículas de HA 

avaliada em trabalho de Teng e colaboradores [141] também apresentaram viabilidade 

celular, alta adesão e proliferação celular, além de alto nível de expressão de ALP, 

indicando a diferenciação de células de osteoblastos.  

Comparando-se os vários compósitos de fosfatos de cálcio/quitosana preparados 

nesta Tese de Doutorado, a proposta desenvolvida neste projeto levou à obtenção de 

dois hidrogéis, CNHA e CNHAO, biocompatíveis e com características desejáveis para 

substituição/regeneração de tecidos ósseos e, portanto, com grande potencial na 

engenharia de tecido. Na classificação apresentada inicialmente de biomaterial, os 

hidrogéis CNHA e CNHAO podem ser classificados como “biomaterial aloplástico e 

bioativo”. 
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5. CONCLUSÕES  

No presente estudo foram preparados biomateriais aloplásticos e bioativos na 

forma de hidrogéis porosos à base de quitosana e hidroxiapatita, contendo ou não Si. 

Estes mostraram excelentes características mecânicas e biocompatibilidade favoráveis 

para o seu emprego como biomateriais, incluindo a topografia e a morfologia, com 

potencial para engenharia de tecido ósseo, especialmente para o preenchimento ósseo. 

O hidrogel CNHASi, também com características biocompatíveis, apresentou 

propriedades físico-químicas e morfológicas adequadas para biomaterial, entretanto 

mostrou-se citotóxico. CNHA e CNHAO não apresentaram toxicidade celular in vitro. 

Neste último, a introdução de Si (como silicato) favoreceu a cristalização da 

hidroxiapatita. 

Os hidrogéis CNHA e CNHAO apresentaram um comportamento similar frente à 

viabilidade celular, e os melhores resultados foram obtidos para a superfície superior, 

provavelmente devido à maior área superficial. A adesão e a proliferação de células 

foram observadas nas superfícies superior e inferior destes hidrogéis, sendo mais 

significativa para a superfície superior destes. Além dessas informações, pôde-se 

avaliar também a capacidade de diferenciação celular do CNHA pela dosagem da 

atividade de fosfatase alcalina, a qual mostrou que após 14 dias o resultado da 

superfície inferior foi similar ao PS. A superfície superior do CNHA apresentou melhor 

desempenho na diferenciação celular.  

O conjunto de resultados obtidos neste estudo permite sugerir que os hidrogéis 

de quitosana/hidroxiapatita, com ou sem Si, apresentam grande potencialidade para 

aplicações em engenharia de tecido ósseo, necessitando ainda de testes in vivo para 

uma completa avaliação de sua biocompatibilidade com organismos vivos.  
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6. PROPOSTA FUTURA  

Realização dos testes in vivo nos hidrogéis CNHA e CNHAO para uma melhor 

avaliação da biocompatibilidade com organismos vivos.   
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