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RESUMO

O processo reparatério do osso natural, dentre outros mecanismos fisioldgicos, ocorre de maneira
harménica em todo organismo. Entretanto, a presencga de alguns fatores deletérios como cirurgia,
trauma ou patologia, pode interferir na fisiologia da remodelacdo éssea. Sabendo-se que a ac¢do
sinérgica entre biomateriais podera auxiliar e favorecer a osteogénese apds cirurgia de enxertia, que
a biocompatibilidade é avaliada, dentre outros fatores, pela rea¢cdo do osso ao biomaterial em sua
unido fisico quimico e que a energia de superficie relacionada ao grau de molhabilidade da superficie
do corpo pelo sangue definird o tipo e quantidade de contato entre o novo tecido e o enxerto. Este
trabalho tem como objetivo desenvolver scaffolds de quitosana/hidroxiapatita e caracterizar sua
estrutura com foco para reparagdo dssea na cavidade bucal. Para isto, foram selecionadas
hidroxiapatitas, obtidas por trés rotas diferentes, para avaliagdo quanto a dispersibilidade dos pds
em solucdo quitosana a 3% (m/v). A partir da dispersdo foi selecionada a hidroxiapatita que
apresentou maior tempo de sedimentacio e/ou apresentou maior turbidez apds o periodo de 5:00h.
Em seguida, foram confeccionados, scaffolds pelo processo de liofilizagdo, e caracterizados por MO e
teste de Intumescimento. As caracteristicas estruturais dos scaffolds analisados mostraram-se
compativeis as propriedades desejadas aos scaffolds destinadas as cirurgias de implantes dsseos.

Palavras- chaves: Hidroxiapatita, Quitosana, Scaffolds, Intumescimento, Reparacao éssea.

1 INTRODUCAO

O o0sso é um tecido vivo altamente especializado, metabolicamente ativo e em
equilibrio dindmico, que promove a regulacdo e deposicao mineral permanente no organismo.
O tecido 6sseo é dividido em unidades basicas multicelulares, composto de aproximadamente

10% de células, 60% de cristais minerais: hidroxiapatita cristalina (calcio e fésforo), e 30% de
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matriz orgénica. Esta possui principalmente colageno tipo | que representa 88% de toda a

matriz; outras proteinas representam 10%. Na matriz organica protéica, além do colageno do
tipo I, tem-se a substancia fundamental, fracdo organica ndo colagena do tecido 6sseo (Rogina
etal., 2016).

Pode-se dividir o tecido 6sseo ainda em dois tipos principais: 0sso cortical e 0sso
trabecular. O osso cortical, ou compacto, constitui a camada exterior de todos 0S 0ssos,
representa cerca de 80% da massa ¢ssea total e € composto por mineral 6sseo e elementos da
matriz extracelular. Este tipo de 0sso possui em seu interior apenas vasos sanguineos
penetrantes e ostedcitos. Este tecido proporciona protecdo, suporte, e ajuda 0s 0ssos longos a
resistirem a tenséo aplicada pelo peso do corpo (Tortora et al., 2012).

Por sua vez, o 0sso trabecular, ou esponjoso, constitui cerca de 20% da massa 0ssea
total. Que ao contrario do osso cortical, possui uma aparéncia esponjosa, ou seja, € um
entrelagado irregular de finas colunas de 0sso, revestido em varias areas por osteoblastos e
osteoclastos, que fazem com que este 0sso esteja constantemente renovado, em um ritmo
muito superior ao do o0sso cortical. Esta remodelagdo 0Ossea exige a acdo coordenada de
células Gsseas dentro da unidade basica multicelular, também conhecida como compartimento
de remodelacdo 6ssea. Nos seres humanos adultos saudaveis, o ciclo de remodelacdo 0ssea
dura de 6 a 9 meses (Dinopoulos et al., 2012).

A remodelacdo Ossea é mediada pelas células osteogénicas que se encontram na
porc¢do interna do periosteo e no enddsteo. Os osteoblastos s@o responsaveis pela formacao do
0sso e estdo localizados na superficie deste, sintetizando colagenos e outros componentes
organicos necessarios para construir o tecido 0sseo; 0s ostedcitos sdo as células mais
abundantes no 0sso e sdo responsaveis pela manutencdo do metabolismo diario do 0sso e
troca de nutrientes e produtos catabdlicos com o sangue. Por sua vez, os osteoclastos sdo
células de grandes dimensfes que possuem enzimas lisossomais que participam na reabsor¢éo
da matriz 6ssea, durante a remodelacdo 0ssea. Processo que pode ser dividido em etapas como
a osteogénese, osteoinducdo e osteconducdo que ocorre fisiologicamente (Tortora et al.,
2012).

Em condicdes de equilibrio o osso dos maxilares funciona como um tecido ativo que
sofre remodelacGes em um processo cinético, continuo e equilibrado; envolvendo formacéo,
reabsorcdo e manutencdo 0ssea que sdo baseados na atividade de osteoblastos, osteoclastos e

ostedcitos, respectivamente (Rogina et al., 2016). Em contrapartida apos infeccGes, lesées por

cirurgias com perda da estrutura 6ssea, traumas ou doenca, a reparagdo é iniciada em resposta
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aos mecanismos regulatorios fisioldgicos associados a inflamag&o e a resposta imunolégica do

paciente. Para o reestabalecimento das funcbes normais alteradas muitos biomateriais da
engenharia de tecidos tém sido investigados na tentativa de auxiliar e proteger, por exemplo,
reparacOes 0sseas em regides lesionadas ou cirurgiadas (Shu et al., 2018).

Biomateriais como alternativa aos enxertos autégenos e heterégenos tém sido
desenvolvidos e aplicados na engenharia de tecido, com propriedadades desejaveis as
aplicagbes, como resisténcia mecanica para suportar a tensdo exercida evitando a sua
migracdo da regido de atuacdo cirurgica ou lesionada, favorecendo a bioatividade na
diferenciacéo e proliferacéo das células. Além de permitir a formagdo de microestruturas com
poros interconectados e dispersos em seu volume possibilitanto o suprimento sanguineo da
regido em reparacao (Zhang, 2014; Atak et al., 2017).

A engenharia de tecido vem desenvolvendo terapias alternativas pela combinacéo de
biomateriais, células ou fatores de crescimento que possam substitui 0s tecidos 6sseos em
traumas, cirurgias e ou patologias. O 0sso autdgeno normalmente tem sido usado como
"padrdo-ouro” nestas situacfes. No entanto, esta metodologia requer segunda cirurgia,
levando a morbidade do sitio doador, danos aos nervos, inflamacdo e hematomas. Situacoes
assim tém justificado o grande interesse em pesquisa por materiais sintéticos a exemplo da
hidroxiapatita (HAp), que tem se tornado substituto do osso humano em enxertos (Kloster,
2011).

A hidroxiapatita possui afinidade com os tecidos 0sseos, alta capacidade de adsorver
e/ou absorver moléculas e tem sido utilizado como suporte em liberacdo controlada de drogas,
como antibiéticos ou anticancerigenos no tratamento de tumores 6sseos. Contudo, a
hidroxiapatita sintética ndo possui osteoindutividade. Estudos mostram algumas estratégias
desenvolvidas para melhorar a capacidade osteogénica deste biomaterial, entre estas, a adi¢do
de citocinas, de fatores de crescimento vascular endotelial e de plaguetas e substituicdo de
oligoelementos bioativos por fons terapéuticos incluindo Sr?*, Zn**, Mg?*, Cu?* e Si**. Uma
outra alternativa € a producédo de biocompositos de hidroxiapatita e quitosona que combinados
possuem uma acdo sinégica na aceleracdoda angiogénese, favorecendo a osteogénese e a
diferenciacdo das células mesenquimais (Chaves, 2015; Lei et al., 2017).

A quitosana € derivada da quitina que é um polissacarideo linear com elevada
densidade de carga, de grupos reativos, assim como, de ligacdes de hidrogénio. E, portanto,

um biopolimero que apresenta caracteristicas como biocompatibilidade, propriedade

antibacteriana intrinseca, biodegradabilidade e capacidade de acelerar a formagdo dssea. A
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constatacdo deste potencial bioativo conduziu a utilizagdo da quitosana em combina¢do com a

hidroxiapatita em muitas aplicagdes na area biomédica e odontoldgica, por exemplo, na
reparacdo Ossea (Rebelo, 2015; Xu et al., 2015).

Os biomateriais compositos para substituicdo do tecido 6sseo devem atender a varios
requisitos: apresentar uma superficie com rugosidade superficial e molhabilidade, somados a
uma microestrutura com porosidade interconectada. A presenca destes fatores influenciam a
adesdo e atividade celular, neovascularizagéo e angiogénese (Rebelo, 2015).

Portanto, a combinag@o de quitosana associada a cargas inorganicas como os fosfatos
de célcio, em particular a hidroxiapatita, em forma de scaffolds pode potencializar e melhorar
as propriedades, principalmente as biologicas da unido quitosana e hidroxiapatita. Sendo
assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver scaffolds de quitosana/hidroxiapatita e

caracterizar sua microestrutura.

2 METODOLOGIA

2.1 Materiais

e Quitosana, fornecida pelo CERTBIO, com grau de desacetilacdo variando de 85,7% e
90% e peso molecular medio entre 50-150 KDa;

e Acido acético glacial P.A de 99,9% (C2H402) - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau
analitico;

e Hidroxiapatita, fornecida pelo LabSMac, obtida pelos métodos de co-precipitacdo e
reacdo de combustdo via fase liquida;

e Hidroxiapatita comercial, Sigma-Aldrich;

e Amoxicilina em dréageas, obtida no comércio local;

e Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma Aldrich®, pH =7,4;

e Lisozima — Sigma Aldrich®;

e Hidroxido de Sédio - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico;

e Cepas de Streptococusmutans (ATCC 25175), Streptococusoralis (ATCC10557) e
Candidaalbicans (ATCC289065), cedidas pelo CERTBIO.
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2.2 Métodos

Scaffolds foram produzidos a partir da solugdo usada para dispersdo e selecdo das

hidroxiapatitas obtidas por co-precipitacdo, combustéo e comercial.

Para a producgéo dos scaffolds, foi preparado 300mL de solugdo de quitosana a 3%
(m/v), colocando o p6 da quitosana em solucdo de acido acético a 1% (v/v) sob agitacdo
mecanica durante 2h a temperatura ambiente. Em seguida, fracionou-se o volume em trés
solugbes de 100mL nas quais foram imersos 0,45 g (15%) de cada amostra das
hidroxiapatitas. Em seguida as solu¢es foram submetidas as 1h no ultrassom para retiradas
das bolhas de ar. Em seguida, 30mL de cada solugéo foi vertida em placas de Petri com 6¢cm
de didmetro, levadas imediatamente para o ultra freezer por 24h e em seguida submetidas ao
processo de liofilizagdo por 72h. Apos a liofilizacdo os scaffolds foram imersos em solucéo
de hidréxido de sodio a 1M por 1h para neutralizacdo e na sequéncia lavados com &agua
destilada para retirada do excesso de hidroxido de sodio, intumescidos, congelados e
novamente liofilizados para manutencdo da estrutura porosa. A Figura 3 ilustra o fluxograma
simplificado dos procedimentos adotados.

1° Etapa
DISPERSAO DA HIDROXIAPATITA

2°Etapa

PREPARAGAO DOS SCAFFOLDS

3° Etapa
CARACTERIZACOES

Figura 2 - Fluxograma simplificado da metodologia dos procedimentos experimentais.
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2.3 Caracterizagao

Microscopia Optica (MO)

Os scaffolds foram analisados em microscopio 6ptico Hirox, modelo KH-13000,
operando no modo reflexdo utilizando magnificacbes 60X e 120X. Esta caracterizagdo foi
realizada no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
(CERTBIO) na Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.

Grau de Intumescimento

Este ensaio foi realizado no intuito de investigar o comportamento do material
durante a imersdo e permanéncia em solucdo aquosa semelhante ao meio interno do
organismo. A absorcédo de liquido pelo material pode ser um fator importante na liberacdo de
farmaco e para neovascularizagdo e consequente neo formacdo dssea. Para realizacdo deste
ensaio foram preparadas dez amostras com diametro de 1,0 x 1,0 cm. As amostras foram
colocadas em estufa a 40°C, por 24 horas, em seguida pesada em balanca analitica de preciséo
digital antes da imersdo em 7.5 mL de solucdo tampéo fosfato (PBS) (pH 7,4) e em seguida
colocadas em uma estufa bacterioldgica a 37 °C. As amostras foram pesadas apds 24 horas.
No ato da pesagem, elas eram removidas da solucéo, secas ligeiramente em papel absorvente
para eliminar o excesso da solugédo, e 0 peso Umido de cada fragmento era medido na mesma

balanca. O grau de intumescimento (em percentagem) foi determinado pela Equacéo 1.

Grau de Intumescimento = % x 100 (%) Equacéo 1
o

Onde:

Ms- Massa intumescimento

Mo, - Massa seca
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DESENVOLVIMENTO

Enxertos

O o0sso é um tecido conjuntivo especializado, vascularizado e dindmico que se
modifica ao longo da vida do organismo. Quando lesado, possui uma capacidade Unica de
regeneracao e reparacdo sem a presenca de cicatrizes, mas em algumas situacées, o tecido
6sseo ndo se regenera por completo, por exemplo, em grandes perdas 6sseas (Tortora et al.,
(2012).

Para suprir esta deficiéncia na regeneracdo Ossea diferentes pesquisas nas areas
médico odontoldgica tém sido realizadas a procura de substancias naturais ou sintéticas que
possam substituir tecidos 0sseos perdidos. Em cirurgia e traumatologia bucomaxilofacial, o
0ss0 € o0 tecido mais comumente requerido nas cirurgias pre-protéticas, no tratamento de
defeitos congénitos e deformidades dentofaciais, afim de promover unido de fraturas em
locais de osteotomias e para prevenir colapso de segmentos 0sseos dentro de defeitos
iatrogénicos, contribuindo para a funcdo e a estética de regides dsseas lesadas (Coélho, 2016).

A falta de 0sso nos rebordos alveolares tem sido um grande problema na recuperagéo
estético-funcional em pacientes que sofrem traumatismos dentoalveolares, extracdes dentarias
traumaticas, auséncia dentaria congénita e ou patologias que envolvam maxila e mandibula. A
perda 6ssea pode ocorrer também por doenca periodontal, cirurgias traumaticas, ou até
mesmo por razdes fisiologicas devido a falta de funcdo do rebordo ou carga protética
inadequada (Fardin, 2010).

Na odontologia, nos casos de perdas 0sseas, € de conhecimento geral que o melhor
material de enxerto € o 0sso autdgeno, particularmente enxerto de medula déssea, devido as
suas propriedades biologicas e a auséncia de rejeicdo. O 0SS0 autdgeno mostrou-se mais
eficaz no processo de neoformagdo 6ssea quando comparado ao B-fosfato-tricalcio e ao 0sso
organico bovino por meio de analise histoldgica e histomorfométrica. Contudo, nem sempre o
0sso do préprio individuo pode ser passivel de utilizacdo, principalmente, em grandes
extensdes de area danificada que necessita ser reparada (Fardin, 2010; Coélho, 2016).

Nesse sentido, existe uma busca por biomateriais cada vez mais especializados na
tentativa de reparar grandes areas e de influenciar seletivamente a resposta tecidual do leito

receptor, como as bioceramicas, as quais devem induzir a neoformacao 6ssea, controlando a

qualidade e quantidade de 0sso no interior da area receptora. Contudo, a pesquisa do material
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de implante ideal para substituicdo do enxerto autégeno ainda persiste como um desafio da

odontologia moderna (Lei et al., 2017).

A procura por substitutos 6sseos que apresentem propriedades compativeis a0 0sso
autogeno, fez com que as pesquisas desenvolvessem materiais sintéticos com o objetivo de
reduzir a morbidade de &reas doadoras em procedimentos cirirgicos, ao mesmo tempo em que
0s bancos de ossos passaram a ser mais confiaveis. Varios materiais foram desenvolvidos,
entre eles: enxertos homogenos, xendgenos, membranas biol6gicas, vidros bioativos e
derivados da hidroxiapatita (Rogina et al., 2016).

O material de enxerto ideal deve obedecer aos seguintes requisitos: tamanho
adequado para reparacdo da area receptora sem comprometer a area doadora; promover a
osteogénese; ndo apresentar resposta imunoldgica do hospedeiro; revascularizar rapidamente;
estimular a osteoinducgédo; promover a osteoconducéo; ser substituido gradativamente por 0sso
do hospedeiro em quantidade e com qualidade semelhante (Coélho, 2016).

Apesar de 0s enxertos 0sseos autégenos serem amplamente aceitos como padrao para
o tratamento de defeitos Gsseos, os implantes homogenos e heterdgenos, e 0s substitutos
0sseos sintéticos tém sido amplamente estudados como uma alternativa. Os 0ssos homdgenos
e heterdgenos ndo contém ceélulas vivas, mas podem apresentar caracteristicas ostecondutoras
ou osteoindutoras na sua integracao aos sitios receptores. Ainda dispensam segunda cirurgia
de area doadora, assim necessitam de menor tempo cirurgico para realizacao (Fardin, 2010).

Outros tipos de substitutos 6sseos tém sido estudados como biomateriais, dentre eles
destacam-se 0s materiais sintéticos e ou aloplasticos, pela grande disponibilidade e por
dispensarem o procedimento cirurgico de um sitio doador. Por exemplo, bioceramicas

(hidroxiapatita) juntamente, com a quitosana, polietileno poroso (Lei et al., 2017).

Biomateriais

Por definicdo, biomaterial é qualquer substancia ou combinacdo de substancias,
naturais ou ndo, que nao sejam drogas ou farmacos, utilizada em aplicacGes biomédicas e que
interagem com sistemas biologicos, tratando, aumentando ou substituindo quaisquer tecidos,
orgdos ou fungdes do corpo. Metais, cerdmicos, polimeros, compdsitos e semicondutores
quando biocompativeis podem ser aplicados como biomaterial. Estes devem apresentar um

conjunto de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas que permitam desempenhar a funcéo
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desejada, além de estimular uma resposta adequada dos tecidos vivos (Guastaldi, 2010;
Callister, 2010).

Biomateriais tém sido desenvolvidos e estudados para implantes médicos e

odontoldgicos, bem como, as reagdes que ocorrem na interface tecido-implante. Inicialmente,
utilizavam-se materiais inertes como 0s acgos inoxidaveis e a alumina. A utilizacdo de
ceramicas como biomateriais remonta a 1894, quando foi usado gesso (CaSO42H>0) como
um possivel substituto para 0ssos. Este material apresenta uma resisténcia mecanica muito
baixa e é completamente reabsorvido pelo organismo, resultando em uma rapida
fragmentacdo e degradacdo. Tais propriedades pouco atrativas praticamente o excluiram como
biomaterial. A década de 70 marcou o inicio do uso mais intenso de materiais ceramicos com
propriedades que possibilitam a sua classificagdo como bioceramicas (Silva, 2006).

A primeira biocerdmica com uso muito difundido nos anos 70 foi a alumina densa
(Al203), que se apresenta como bioinerte. Este material, devido a sua resisténcia, vem sendo
usado com frequéncia até hoje em proteses ortopedicas para substituir 0 0sso ou parte deles e
sdo submetidos, na sua atividade funcional, a esforcos elevados. Além da alumina outras
ceramicas como a zirconia (ZrO2), o dioxido de titanio (TiO.), os fosfatos de calcio e as

vitroceramicas de silica/fosfato de célcio, sdo utilizadas (Oréfice et al., 2012).

Hidroxiapatita

A hidroxiapatita esta presente em uma porcentagem em torno de 70% e é o principal
constituinte da fase inorganica da massa dos 0ssos e dos dentes. Originalmente, todas as
apatitas terrestres estavam presentes em rochas igneas e em alguns esqueletos de espécies
marinhas. Alguns autores acreditam que depdsitos de apatitas podem também ser formados
por precipitacdo direta da agua do mar, e alguns dos depdsitos de carbonatos de célcio séo
convertidos em apatita pela reacdo direta com fosfato dissolvido. Esta precipitacdo de fosfato
de calcio dos oceanos, mares e lagos produzem apatitas formadas por cristais de tamanho
muito pequeno e com propriedades dependente da sua alta area superficial por unidade de
massa (Mavropoulos, 1999).

Os primeiros estudos sobre a utilizacdo de materiais cerdmicos como biomateriais
foram registrados em 1930. Nesta ocasido, um fosfato tricalcio foi utilizado para regenerar um

defeito 6sseo. Mas, s6 em 1980, ou seja, s6 50 anos estes materiais foram aplicados na
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medicina e odontologia. A grande aceitacdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de

célcio deve-se a similaridade quimica ao tecido dsseo (Davies, 2009).

Dentro deste universo, a hidroxiapatita vem ganhando destaque em varias aplicacdes,
seja na medicina, engenharia, quimica, bioquimica. As denominadas ceramicas de fosfatos de
calcio possuem uma relacdo célcio/fésforo de 1,67, a qual possibilita propriedades
semelhantes ao 0sso humano. Por isto, este material tem ganhado destaque, principalmente
para aplicacbes tecnoldgicas na area de saude, voltada ao uso clinico, com o intuito de
substituir enxerto 0sseo autégeno em cirurgias ortopédicas e odontoldgicas (Oréfice et al,
2012).

Na area odontoldgica a hidroxiapatita é utilizada para manter e/ou recuperar o
volume e a forma apds extracdes dentarias e conjugadas com enxertos 6sseos autdgenos em
areas destinadas a posterior instalacdo de implante em titdnio. Além disto, pode ser aplicada
em sitios dsseos que sofreram reabsorcdes pela presenca de cistos ou outra lesdes (Zhang et
al., 2014) Figura 2. Entretanto, apresenta algumas limitacbes em suas aplicacdes. Por
exemplo, em odontoldgica o uso da hidroxiapatita de forma particulada deve ser realizado
com a utilizagdo de barreiras, como observado na Figura 3, para evitar sua dispersdo para
zona de tecidos moles o que causaria inflamacdo e a perda das particulas entre outros
problemas (Carmo et al., 2017).

Figura 2 - Perdas 0sseas por extracdo dentaria (a), insercédo de substituto 6sseo particulado
(b) e insercéo de barreira de colageno (c)
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Além desta restricdo, 0 aumento da porosidade diminuir a resisténcia mecéanica da
hidroxiapatita quando usada isoladamente, limitando seu uso a regibes que requeiram
sustentacdo. Apesar de ndo apresentar osteoinducéo a hidroxiapatita possui a osteoconducao,
além da habilidade de se ligar diretamente ao 0sso. Ainda apresenta uma resposta tecidual
favoravel ao tratamento, visto que em enxertos 0sseos, tanto os ions calcio quanto os ions
fosfato ndo interferem na funcdo celular e fisioldgica dos tecidos adjacentes (Oréfice et al,
2012). Como solucdo para a necessidade de producdo de materiais bioativos com
propriedades mecénicas mais comparaveis a dos tecidos 6sseos, pode ser citada a producgdo de
compdsitos envolvendo a fase bioativa (cerdmica) e um segundo componente como a

quitosana (Lei et al., 2017).

Quitosana

A quitosana polissacarideo resultante da desacetilacdo alcalina da quitina tem sido
amplamente utilizada na area odontoldgica por ser atoxica e possuir propriedades bioldgicas
antioxidante, antiinflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana in vitro contra Varios
microorganismos patdgenos bucais tais como Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Streptococcus mutans e a Porphyromonas gingivalis. AtribuicGes de polimero bioadesivo,
excelente biocompatibilidade, propriedades hemostaticas, biodegradabilidade e a capacidade
de melhorar a nova formacdo O&ssea, tém sido relacionadas também a quitosana e
impulsionado aplicacdes na area médica (Ponciano, 2010) .

Quanto as propriedades antimicrobiana, apesar de alguns autores concordarem com a
acdo bactericida e bacteriostatica a Quitosana caracteriza-se como sendo mais bacteriostatica
do que bactericida tendo maior eficacia contra bactérias gram-positivas em detrimento da
acdo contra bactérias gram-negativas. Acrescentando que isto pode conduzir ao aparecimento
de sub-populac@es mais resistentes a quitosana apds a adaptacdo fisioldgica das células a sua
presenca (Oliveira et al., 2011).

Segundo Rebelo et al. (2003) a acdo antimicrobiana da quitosana deve-se a interagao
das cargas positivas das moléculas de quitina/quitosana com as cargas negativas da membrana
microbiana. Neste modelo a interacdo é mediada pelas forgas eletrostaticas entre o grupo
protonado NH** e os residuos carregados negativamente, competindo com os fons Ca?* pelos

locais eletronegativos na superficie da membrana. Mesmo em baixas concentragdes, a

quitosana liga-se a superficie celular negativamente carregada, perturba a célula e provoca sua
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morte induzindo vazamento de componentes intracelulares. Enquanto que, em concentracoes

mais elevadas, a quitosana protonada pode revestir a superficie celular e evitar a fuga dos
componentes intracelulares (Xu et al., 2015). Estudos, ainda, relatam que superficies
hidrofilicas sdo comparativamente mais favoraveis para as funcdes das células dsseas, por
exemplo: adesd@o, espalhamento, morfologia, proliferacdo, diferenciacdo e consequente
regeneracdo do 0sso em comparacdo com as superficies hidrofobicas (Lei et al., 2017)

Apesar das varias aplicacdes da quitosana nas diversas areas: agricultura, tratamento
de guas, industria alimentar, cosmética e biofarmacéutica. Sua maior aplicacdo da-se na area
biomédica: suturas cirurgicas, coadjuvante na instalacdo de implantes dentarios,
reconstituicdo 0ssea, lentes de contato, liberacdo controlada de medicamentos,
encapsulamento de materiais (Azevedo et al., 2007).

Na area da odontologia as aplicacbes da quitosana e seus derivados devem-se
essencialmente as suas propriedades bioadesivas, viscosidade, permeabilidade,
antimicrobianas e anticariogénicas que promovem a liberacdo prolongada de medicamentos
na cavidade oral mostrando eficacia e potencial no tratamento de doencas periodontais,
candidiases orais, mobilidade dentaria e na reducdo da placa dentaria (Decker et al.; 2005).

Apesar das indmeras aplicacbes associadas a quitosana terem conduzido ao
crescente numero de estudos, existem algumas limitagcdes associadas ao seu uso. No caso de
aplicacGes biomédicas, questbes relacionadas com a sua seguranca, especificamente com a
sua genotoxicidade, tem sido alvo de contestacdo e de investigacdo. Ao avaliar a
citocompatibilidade da quitosana e de um derivado (quaternario) usando o teste de brometo de
3-(4,5)-dimetiltialzolil -2,5 difeniltetrazolio (MTT) e a microscopia eletrdnica de transmissao
Ji et al. (2009), concluiram que os grupos quaternarios no derivado em altas concentracdes
tornam o ambiente extremamente catidnico e produzem uma forte atracdo eletrostatica com os
grupos carregados negativamente na superficie de células do ligamento periodontal
conduzindo a destruicdo das células, causando assim um efeito citotoxico acentuado. Também
foi demonstrada citotoxicidade no trabalho de (Panasopit et al. 2007).

Todavia outros estudos ndo mostraram indicios de mutagenicidade nem de
genotoxicidade no teste de Ames, micronlcleo e no teste de alteracdo de esperma quando

administrados oralmente. Ratificando assim, a caracteristica atdxica da quitosana, e indicando

Seu uso em associagdes com outros biomateriais em scaffolds (Qin et al., 2006; Ishihara et al.;
2002).
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Scaffold

Tecidos organicos lesionados ou doentes podem ser reparados ou substituidos por
cirurgia reconstrutiva. No entanto, os procedimentos cirlrgicos com esta finalidade enfrentam
obstaculos que limitam sua aplicacdo, entre esses, escassez de doadores, dispositivos
biomédicos pouco eficientes e a necessidade do uso de imunossupressores para evitar rejeicdo
do tecido ou 6rgdo implantado. Desta forma, o desafio é projetar e desenvolver sistemas
tridimensionais, biologicamente compativeis, que favorecam o transporte de nutrientes, a
estabilidade mecanica, a coordenacao de processos multicelulares e microambiente especifico
que preserve e estimule a proliferacdo da fenotipagem celular (Chaves, 2015).

Scaffolds sdo matrizes ou suportes tridimensionais porosos, temporarios,
biodegradaveis usados na engenharia de tecidos para mimetizar a estrutura da matriz
extracelular e estimular respostas celulares especificas em nivel molecular. Este modelo de
dispositivo bioldgico fornece condicdes biofisicas e bioquimicas adequadas, tanto para
propagacdo celular ou molecular de sinalizacdo especifica, como para manter-se integrado ao
tecido hospedeiro, sem risco de rejeicdo pelo tecido original (Rebelo, 2015).

Os biomateriais que compdem os scaffolds conferem requisitos quimicos e
arquitetbnicos necessarios para a manutencéo da estabilidade fisica e quimica, resultando em
uma estrutura com resisténcia mecanica adequada, biocompativel e biodegradavel. Além de
porosidade que influencia o desenvolvimento das células osteoblasticas e, em combinacéo
com as condi¢bes de cultura para a funcionalidade dos tecidos formados, facilitando a
chegada de células indiferenciadas desde o periosteo, enddsteo e matriz Gssea, que se
localizam entre as trabéculas do implante e se diferenciam em osteoblastos, formando novo
0ss0 (Coélho, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia Optica

A morfologia da superficie dos scaffolds liofilizados e neutralizados foi avaliada por
MO, conforme ilustra a Figura 4(a) face externa apresenta-se com poros distribuidos em toda

a superficie; 4(b) base apresenta-se rugosa, com sulcos paralelos, poucos profundos e 4(c)
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superficie de corte transversal que se apresenta com formacdo lamelares sobrepostas no

sentido horizontal e paralelas no verticalmente.

O congelamento seguido de liofilizacdo realizado pode ter alterado a morfologia dos
scaffolds, pois no congelamento, a dgua possui a tendéncia de se concentrar em cristais
desordenados na estrutura. Também foi identificada a hidroxiapatita que se apresentou como
particulas de tamanhos diferentes, dispersas, esbranquicadas.

Na superficie de corte transversal identificam-se estruturas lamelares, com poros
interconectados, em concordéancia com os estudos de (Ponciano, 2010; Tomaz, 2017). A
presenca de poros e extremamente importante em um biomaterial para reparacdo 6ssea pois
ajuda na neoformacdo 6ssea, neovascularizacdo, além de permite a penetracdo de fluidos

bioldgicos que sdo indispensaveis aos enxertos.

Figura 3- Microfotografias das superficies dos scaffolds, (a) superficie externa, (b) base, (c) superficie
de corte transversal.

Grau de Intumescimento

Na propriedade de intumescimento dos scaffolds simulada e medida em resposta as
condicdes fisioldgicas, observa-se um ganho de massa em todos os 10 (dez) scaffolds
chegando, a maioria a 1100%, demonstrando um alto poder de absorcdo. Os valores do grau
de intumescimento foram equivalentes, mostrando que as caracteristicas estruturais séo
bastante semelhantes e reproduziveis, ou seja, 0 intumescimento da rede polimérica e as
neutraliza¢Oes sdo equivalentes nos scaffolds. Segundo (Tomaz, 2017) a &gua € absorvida nos
scaffolds por dois processos: ligacdo de &4gua ao préprio material e 4gua sendo mantida no
espaco dos poros dos scaffolds. A Tabela 1 apresenta os resultados do grau de
intumescimento para os scaffolds de quitosana/ hidroxiapatita imersos em 7.5 mL de solugédo
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tampéo fosfato (PBS) (pH 7,4) por 24 horas. Os valores estdo expostos a partir do calculo da

equacéo 1.

Tabela 1- Grau de intumescimento dos scaffolds de quitosana/hidroxiapatita.

Massa inicial Massa final Grau de
intumescimento

M,=0.0512 M;=0.5812 1035%
Mo=0.0492 M=0.5218 9605
Mo,=0.0369 M=0.4946 1240%
Mo=0.0514 M¢=0.6654 1194%
Mo=0.0472 M=0.5647 1096%
M,=0.0409 M=0.5839 1094%
M,=0.0330 M=0.3664 1010%
Mo= 0.0285 M=0.3573 1153%
M,=0.0299 M=0.3433 1048%
M,=0.0240 M;=0.3099 1191%

CONSIDERACOES FINAIS

Estruturalmente os scaffolds apresentam-se semelhantes;

As superficies dos scaffolds apresentam grande poder de absor¢ao;

Pode-se concluir que os scaffolds estudados apresentam caracteristicas promissoras

para reparagao 6ssea na cavidade bucal, de acordo com a finalidade proposta neste

trabalho.
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