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RESUMO

BIOMATERIAIS DERIVADOS DE QUITOSANA E HIDROXIAPATITA
COM POTENCIAL PARA PREENCHIMENTO OSSEO.

Neste trabalho, foram preparados diferentes hidrogéis constituidos a base de quitosana
(CN) de alta massa molar e hidroxiapatita (HA), esta ultima obtida por mineralizagao in
situ, todos com razéo fase organica/inorganica proxima de 60:40, em massa, similar a
média do tecido Osseo. Nas preparagdes utilizou-se também a razdo Ca/P=1,67,
semelhante a da hidroxiapatita biolégica. Para alguns hidrogéis adicionou-se uma
quantidade de Si (como precursor soluvel de SiO;) proxima a encontrada nos 0sSsos.
Apdés a secagem dos hidrogéis, os materiais resultantes foram caracterizados por
espectroscopia infravermelho, ressonancia magnética nuclear de *'P, difracdo de raios
X, termogravimetria, microscopias optica e eletrénica de varredura. Foram efetuadas
analises elementares de Ca e Si (por espectroscopia de absorgao atdmica) e de P (por
espectrocolorimetria). A bioatividade dos hidrogéis foi avaliada pela imersao em solugéo
denominada fluido corpéreo simulado (SBF), monitorando-se a formagao de
hidroxiapatita. Testes in vitro de viabilidade celular utilizando-se o0s seguintes
procedimentos: reducdo do MTT; adesdo e proliferagao celular pela incorporacdo de
cristal violeta; avaliacdo da expressao e dos niveis de fosforilagdo de proteinas por
immunoblotting e diferenciagdo celular pela dosagem de fosfatase alcalina foram
efetuados com os hidrogéis para a avaliagcdo do seu potencial como biomaterial. Os
resultados permitiram avaliar citotoxicidade, adesdo e proliferacdo de células,
expressao das proteinas cdk4/cdk6/ciclinaD1/ciclinaD3 e atividade enzimatica. O teste
de bioatividade em SBF mostrou que os hidrogéis sao bioativos devido a nucleagao de
HA. Os hidrogéis CNHA (formado por CN e HA) e CNHAO (formado por CN, HA e Qs%)
nao apresentaram toxicidade celular in vitro, mostrando resultados bastante
significativos de adesao e proliferacdo de células pré-osteoblastos. Estes hidrogéis
demonstraram também caracteristicas favoraveis para o seu emprego como
biomaterial, sugerindo potencial para o uso como scaffolds em engenharia de tecido

osseo.
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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
SiO; soluble precursor), close to that found in the bones, was added. Dry hydrogels
were characterized by infrared spectrum, *'P 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 Qs*) 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. INTRODUCAO

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 saude em geral e no bem estar da populagdo. Dessa forma,
observa-se nos ultimos anos um enorme esforco no intuito de se produzir novos

sistemas compostos que possam ser classificados como biomateriais.

Biomaterial, por definicado classica, é a parte de um sistema que trata, aumenta
ou substitui qualquer tecido, 6rgéo ou funcado do corpo [1]. Por outro lado também se
define biomateriais como materiais sintéticos ou naturais, sélidos ou liquidos, utilizados

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

O critério para a escolha de um biomaterial para uma determinada aplicacao
pode a ser feito de acordo com a similaridade quimica ou fisica que o material
apresenta em comparagdo com o tecido a ser substituido [3]. Para isso ha a
necessidade do entendimento e do dominio, ndo apenas da preparacao do biomaterial,
mas também das respostas celulares que ele origina. Logo, um biomaterial tem como
funcao principal, por exemplo, ndo sé o preenchimento de um espago vazio originado

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

Para que um biomaterial seja adequado, ele ndo deve causar danos locais ou
sistémicos (toxicos, carcinogénicos ou radioativos) e deve ser biocompativel. A
biocompatibilidade € um fator de suma importancia para o sucesso do uso de um

biomaterial [3,4].

A chave para o entendimento da biocompatibilidade é a determinacdo dos
mecanismos quimicos, bioquimicos, fisiologicos, fisicos e outros que envolvem as

interacdes do biomaterial com os tecidos do corpo humano.
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Existe um conjunto de caracteristicas importantes dos biomateriais que influem
nas respostas dos organismos a sua presenga e que devem ser consideradas na sua

selecao para implante [5]:
¢ Micro- (ou nano)-estrutura e morfologia;
e Cristalinidade;
e Constante elastica;
e Presenca de agua, balango hidrofébico-hidrofilico;
e Macro-, micro- e nano-porosidade;

e Composigdo quimica, gradientes quimicos e mobilidade molecular da

superficie;
e Topografia de superficie;
e Energia superficial;
e Propriedade elétrica;
e Resisténcia a corroséo;
e Toxicidade;
e Degradacéo.

Os biomateriais sédo, geralmente, classificados em funcdo de sua origem, da
reacao tecidual que geram ao organismo ou de sua natureza quimica. Com relagao a

sua origem, os biomateriais podem ser autdgenos, alégenos, xendgenos e aloplasticos.

Os materiais autégenos (provenientes do préprio organismo) tém como principal
vantagem a possibilidade da manutengao da viabilidade celular, que depende da rapida
revascularizagdo do enxerto [6]. As desvantagens s&o as dificuldades de se obter em
quantidade suficiente para o preenchimento total do defeito, possibilidades de danos ao
local doador, inconveniéncia do ato cirurgico, necessidade de anestesia geral, maior

risco de infeccdo, hematomas e maior custo [7].
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Os aldégenos (provenientes de outros individuos da mesma espécie) possuem a
vantagem de poderem ser obtido a partir de cadaveres e de serem processados e
armazenados em bancos, como por exemplo, 0os 0ssos [6]. Suas desvantagens sao

infecgdes virais, bacterianas ou ainda fungicas, as quais podem ser transmitidas [8,9].

Os xenogenos (provenientes de individuos de outras espécies) sao muito
empregados devido a vantagem de se obter facilmente, como por exemplo, osso bovino

[6]. Entretanto, possuem desvantagens similares as apresentadas pelos alégenos [10].

Os aloplasticos compreendem biomateriais exclusivamente sintéticos e
biocompativeis encontrados comercialmente, como as bioceramicas, fosfato tricalcio

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

Em relacdo a reacdo tecidual, os biomateriais podem ser classificados em

bioinerte, bioativo e bioabsorvivel/biodegradavel.

Bioinertes sdo materiais que sao tolerados pelo organismo e que praticamente
nao liberam nenhum tipo de componente ou ndo provocam reagao alguma com o0s
tecidos vizinhos. Entretanto, esse termo € completamente inadequado, pois os tecidos
usualmente apresentam uma resposta frente a todos os biomateriais, por menor que

essa possa ser [9-12].

Bioativos sdao aqueles que favorecem a interacdo no local de implante. No caso
de biomaterial bioativo na substituicdo do tecido Osseo, este deve favorecer a
osteointegracdo, sem a presenga de involucros fibrosos. Em fungcdo da similaridade
quimica entre tais materiais e a parte mineral 6ssea, os tecidos 6sseos se ligam a eles,
permitindo a osteoconducgao por meio de seu recobrimento por células 6sseas. Quando
o material bioativo € implantado no corpo, uma série de reacdes bioquimicas e
biofisicas ocorre na interface implante/tecido. Essas reagdes eventualmente resultam
em uma ligacao interfacial de natureza quimica, e nao fisica [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 formagao de uma

superficie biocompativel no local do implante, a qual favorece o desenvolvimento de
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células Osseas, devido a resposta extracelular adequada na interface. A hidroxiapatita

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

Reabsorviveis/biodegradaveis sdo aqueles materiais que podem ser degradados
por um processo de remogado mediada por atividade celular, diretamente por fagocitose,
ou indiretamente por acdo enzimatica e/ou por dissolugédo por difusdo idnica continua

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

Além das classificacdes fundamentadas no comportamento, um biomaterial pode

ser classificado pela sua natureza quimica em naturais ou sintéticos.

Entre os naturais encontra-se o colageno puro ou em misturas com outros
compostos, ossos retirados do mesmo individuo ou de outra fonte animal como o osso

bovino.

Os sintéticos podem ser metalicos, ceramicos, poliméricos, compositos e
nanocompaositos. Metais como titanio, niébio, tdntalo e vanadio sdo considerados
biomateriais e tém sido utilizados puros ou em ligas na recuperagao das fungdes do
esqueleto. As ligas dentais geralmente constituidas de mercurio, prata e estanho,
possuem elevada condutividade térmica, além de alta tenacidade, dureza, elasticidade,
ductilidade, resisténcia a abrasdo, a fratura e a fadiga e tém sido usadas para a

reconstituicdo de dentes [16].

Uma das primeiras ceramicas utilizadas em préteses ortopédicas foi a alfa
alumina, que apresenta boa biocompatibilidade e alta resisténcia mecanica [17]. A
utilizacao de fosfato de calcio para reparo 6sseo foi descrita pela primeira vez por Albee
e colaborador em 1920 [18], porém, somente apds cinquenta anos foram intensificados
os estudos de ceramicas a base de apatitas em aplicagcbes médicas e dentarias. Os
fosfatos de calcio utilizados nestes estudos foram preparados a partir do mineral
fluorapatita, Cao(PQO4)eF2 [19,20]. Da década de 1970 até hoje, novos métodos de
preparacao de ceramicas de fosfatos de calcio, a partir de reagentes quimicos

comerciais, vém sendo descritos [21-25].

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

biomateriais, apresentando boa biocompatibilidade e alta resisténcia a compressao. A
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hidroxiapatita vem sendo utilizada em reparos de o0ssos, juntas, dentes etc.,
apresentando como desvantagens o baixo limite de resisténcia mecanica, baixo médulo

de elasticidade e alta densidade, quando comparada aos polimeros.

Por sua vez, os biomateriais poliméricos tém encontrado varias aplicagdes
biomédicas tais como: na confeccdo de proteses maxilofaciais, na construcdo de
coracao artificial e de valvulas cardiacas, de membranas de dialisadores e de
oxigenadores, assim como suturas, dispositivos de administracao de drogas, lentes de
contato, cateteres, veias, entre outras aplica¢des. Entre os polimeros usados destacam-
se: resina epoxidica, poliéster (Dacron), polietiieno de alta densidade, polipropileno,
politetrafluoretileno (Teflon), poliacetal (Delrin), poliuretanas, siliconas, poliamida
(Nylon), policarbonato, poli(alcool vinilico) e poli(cloreto de vinila). Estes materiais
poliméricos apresentam como vantagens a resiliéncia, a facil fabricacdo e a baixa
densidade. Como desvantagens, apresentam a baixa resisténcia mecanica e a

degradacao com o tempo [26-28].

Os compositos sdo materiais constituidos pela combinagdo adequada de no
minimo dois componentes, elemento de reforco e matriz, unidos por uma interface,
diferindo em forma e/ou composig¢do, resultando em materiais com propriedades
superiores as dos componentes individuais [29]. Esses materiais podem apresentar
como vantagens boas biocompatibilidade, inércia quimica, resisténcia a corrosao,
elevado médulo de elasticidade e boa resisténcia mecanica. Como desvantagens, a pior
delas reside na falta de reprodutibilidade na sua fabricagao, por serem heterogéneos, e

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

Uma vasta gama de compodsitos tem sido descritos, como: resina termofixa
reforcada com fibras de carbono, polimero termoplastico reforcado com fibras de
carbono, matriz de carbono vitreo reforgcada com fibras de carbono (cabono-carbono),
colageno reforcado com fosfato de calcio etc. Alguns destes compodsitos tém sido

utilizados em valvulas cardiacas artificiais, em juntas de joelho etc.

Nanocompdsitos sdo materiais nos quais a fase dispersa apresenta pelo menos

uma dimensao de tamanho nanométrico [32]. Varios nanocompdsitos tém sido
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estudados como biomateriais [33]. Mais recentemente, trabalhos sobre biovidros
nanoestruturados e bionanocompdsitos tém mostrado que esta classe de material
oferece alternativas ainda n&o totalmente exploradas para aplicagdes ortopédicas,
podendo apresentar boas propriedades mecanicas e de biocompatibilidade e exibir
micro e nanoarquitetura similar a dos ossos. Bionanocompdsitos, quando comparados
com os biomateriais convencionais, apresentam potencial para o avango na reparacao
ou na regeneracdo dos ossos, podendo desenvolver melhor adesao, proliferacéo e

diferenciacao celular, e atuar de forma mais eficiente no processo de biomineralizagao

1.2. Osso

O osso é um material nanoestruturado conforme mostrado no diagrama na
Figura 1 [34]. Os ossos sao formados por uma matriz organica constituida de colageno,
proteinas etc, e uma matriz inorganica a hidroxiapatita (HA), a qual & formada por um
processo conhecido por biomineralizagdo, no qual a matriz organica € a base e fornece
a orientacado para a deposicao do material inorganico [35-37]. Para que o processo de
biomineralizacdo seja bem sucedido, é crucial haver uma boa adesao na interface entre
o0 componente organico e inorganico e defeitos na interface conduzem a falha na

formacgao do osso [38].
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Figura 1. Diagrama mostrando as diversas escalas da organizagao do osso. Figura adaptada

de Balasundaram e colaboradores [34].

Na Figura 1 observa-se que a matriz 6ssea € formada por fibras menores de
colageno orientadas em tripla hélice resultando em fibras de ~10 nm com posterior
nucleagao de nanocristais de hidroxiapatita. Numa escala de ~500 nm observa-se a
presenca da matriz 6ssea envolvida pela matriz extracelular constituida de diversas

células, as quais pelo processo de maturacdo Ossea dardo origem, em uma maior

escala, ao tecido osseo.

Os ossos desempenham diversas fungdes na manutencao do corpo. Protegem
0s orgaos vitais, atuam como suporte e fornecem apoio para a fixagdo de musculos,
auxiliando a locomogdo. Os ossos também representam um reservatorio de calcio,

fosfatos e outros ions importantes para a renovagao tecidual [39].
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A atividade anabdlica do osso (formacédo) é mediada pelos osteoblastos, que
derivam das células-tronco do tecido conjuntivo e s&o responsaveis pela sintese dos
constituintes organicos do osso (colageno) e, consequentemente, pela mineralizagdo do
tecido Osseo. A atividade catabolica (reabsorgdo) € mediada pelos osteoclastos, que
sao células gigantes multinucleadas da linhagem dos macrofagos, as quais produzem
um grande numero de enzimas. Os ostedcitos sdo células maduras de osteoblastos
responsaveis pela manutencao da integridade da matriz 6ssea, os quais sintetizam a
parte organica da matriz 6ssea e concentram fosfato de calcio, participando da

mineralizagdo da matriz [40].

A diferenciagdo de osteoblastos in vivo envolve, predominantemente, trés fases:
a primeira fase esta associada a expressdo de genes relacionados ao ciclo celular,
aumentando sua taxa proliferativa; a segunda refere-se a diminuicdo da atividade
proliferativa e, simultaneamente, ao aumento da atividade da fosfatase alcalina, dando
inicio a maturacdo da matriz extracelular, e, finalmente a terceira, o aumento na
expressao de osteocalcina (proteina sintetizada pelos osteoblastos com funcdo de
ligacdo do calcio a matriz 6ssea) e osteopontina (glicoproteina presente em tecidos e
fluidos envolvida em varios processos patolégicos que incluem inflamagao, proliferagao
celular, invasao da matriz extracelular, progressao tumoral e metastase) que iniciam o
periodo de mineralizagdo da matriz éssea, a qual induz modificagbes metabdlicas e

morfoldgicas nos osteoblastos [41,42].

O osso € um exemplo de bionanocompdésito possuindo uma composicao variada
em fungdo da idade e do tipo de osso, podendo ser formado por aproximadamente 80%
de hidroxiapatita (HA) e 20% de material organico [43]. Além dos principais
componentes citados, 0 0sso possui ainda em sua composi¢gao outros elementos em
pequenas quantidades, como o silicio, o qual tem um papel importante na sua
formacdo. Em 1970 Carlisle [44] observou, em uma série de experimentos in vivo, a
presenca de silicio (~0,5% em massa) na regido de mineralizagdo da tibia de osso
removido de ratos jovens. Neste estudo o autor também propés que o silicio € um dos
constituintes fundamentais para a formagao do colageno e, consequentemente, o silicio

influenciaria ndo sé a formacgao da fase inorganica como também da fase organica do
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0sso [45]. Porter [46] confirmou a presenca de silicio, em diversas concentragdes, tanto

na matriz inorganica como na organica dos 0Ssos.

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

formacéao ainda nao € claramente descrita.

1.3. O papel do silicio nos organismos vivos

Silica e silicatos sdo nomes dados a familia de 6xidos de silicio relacionados a
compostos derivados do acido silicico Si(OH)4. Este acido é fraco, com valores de pKay,
pKa, e pKaz; de 9,9, 11,8 e 12, respectivamente. Em solugdes de acido silicico estao
presentes quatro espécies HsSiOs, HsSiOs, H,SiOs> e HSIO,>, e a espécie

predominante depende do pH do meio [47].

H4SiO4 + Ho,O = H3SiO4 + H30+ (Ka1)
H3SiO4 + Ho0 = H,Si04% + H30* (Kay)
H2Si04% + H,0 = HSiO4* + H30* (Kas)

O &cido silicico é encontrado em aguas naturais, e pode ser obtido a partir da
acidificacao de silicato de sédio ou metassilicato. A unidade monomérica deste acido

(Si(OH)4) tem uma grande propensao a condensacao formando ligagdes Si-O-Si [47].

H4SiO4 — dimeros — oligbmeros — polimero coloidal — silica e silicatos

Assim, a silica ou silicato sdo os produtos mais estaveis da condensacido do
acido silicico, e o grau de condensagao depende das condigcdes do meio. A taxa de

policondensacdo do acido silicico é dependente do pH e ¢é influenciada pela
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concentragcao deste acido. A policondensagao é rapida em pH neutro e levemente
alcalino, e lenta em valores de pH entre 2 e 3. Silica e silicatos em solugdo sao
encontrados como particulas coloidais de tamanhos polidispersos, e podem

permanecer em suspensao por tempo indeterminado [47].

A importancia dos silicatos para a vida, no caso de plantas e microorganismos
que vivem no solo, esta associada a fertilidade do solo, a qual depende em grande
parte do processo da capacidade de absorgdo e liberacdo de agua e de diversos
cations pelos silicatos, os quais sido indispensaveis para a nutricdo 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 acao fisiologica de espécies de
silicio sdo limitados, exceto para algumas espécies, que € bem fundamentado que sua
presenga € necessaria para o crescimento normal e estabilidade mecéanica de algumas
plantas [47,48].

O silicio desempenha um papel importante nas células dos organismos vivos.
Grandes quantidades de silica sdo encontradas na casca de arroz, grama, bambu,
entre outras. A presenca do silicio contribui para a resisténcia mecanica das folhas e
caules, e para o esqueleto de diatomaceas, as quais sdo formadas por quantidades
consideravel de SiO, [47,48].

Compostos de silicio sdo componentes vitais para o metabolismo de muitas
bactérias, especialmente aquelas que vivem em fontes termais. O silicio também esta
presente como um elemento trago em animais e no ser humano, em quantidade média
de 10 mg/kg. E um elemento essencial nas células do tecido conjuntivo e esta envolvido
na biossintese de colageno e na formagao do tecido 6sseo [47,48]. Entretanto, o nivel

de silicio nos ossos decresce com o progresso da mineralizagéo [49].

Como a importancia do Si no processo de desenvolvimento do tecido 6sseo &
ainda pouco explorada, autores tém descrito que grupos Si-OH sao sitios favoraveis
para a nucleagdo de HA. Biomateriais contendo SiO, sdo bioativos, como por exemplo,
o Bioglass®, que tem sido utilizado clinicamente pela habilidade de ligagdo com o

tecido o6sseo [33]. Além disso, tem sido descrito o efeito de ions silicatos na

10



Tese de Doutorado Introducéo

substituicao parcial de ions fosfatos na HA (Si-HA) em materiais para aplicagcbes em
implantes 6sseos. O Si-HA, quando comparado a HA pura, apresenta propriedades

mais favoraveis a indugao da formacgao de tecidos 6sseos [46].

O volume de evidéncias mostrando a importancia do Si para os organismos
vivos, principalmente nos processos envolvendo a recuperacao 6ssea, foi determinante
nesta tese de doutorado para a proposicdo do estudo da influéncia de algumas
espécies de Si em biomateriais para regeneragdo de tecido 6sseo. Algumas das
espécies de Si soluveis em sistema aquoso, que podem fornecer ions para substituir o
fosfato na HA, sdo o acido silicico, assim como espécies de silicatos existentes em pH
basico, como por exemplo uma solugdo de silicato nanoestruturado na forma de

octaanion (Sig0g)® ou (Qs%).

1.4. Quitosana

Quitosana € um polissacarideo obtido a partir da quitina existente nas
carapaceas de crustaceos. A transformacdo da quitina em quitosana resulta da
desacetilacdo alcalina de ligacbes N-acetil presentes na quitina, promovendo a
formacao de D-glicosamina, que contém um grupo amino livre, como ilustrado na Figura
2 [501].

11
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Figura 2. Diagrama ilustrando a obteng¢ao da quitosana [50].

A diferenca entre a quitina e a quitosana esta na quantidade de grupos acetila
(Figura 3). Quando o numero de grupos acetila € maior que 50%, o biopolimero é

denominado de quitina, e quando é menor que 50% tem-se a quitosana [51].

12
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Figura 3. Representacao das estruturas quimicas da quitina e quitosana. Figura adaptada de

Khor e colaboradores [51].

Na terminologia para quitina, o numero de grupos acetoamido € determinado
pelo grau de acetilagdo (DA). Por outro lado, quando o grau de desacetilagédo (DD) é
elevado ou o grupo amino é predominante, o biopolimero € chamado de quitosana.
Logo, a quitosana é constituida por um conjunto de cadeias poliméricas parcialmente
desacetiladas [52]. As aplicacbes e caracteristicas da quitosana dependem
fundamentalmente do grau de desacetilagdo e do tamanho das cadeias poliméricas
[53]. Este € um polimero parcialmente cristalino, e o grau de cristalinidade depende do

grau de desacetilagao.

Na natureza a quitina pode ser encontrada em trés diferentes formas de arranjo
estrutural de suas cadeias: alfa, beta e gama, sendo a ultima a mais dificil de ser

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

13
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Figura 4. Conformagodes possiveis de quitina. Figura adaptada de Minke e colaboradores [54].

A configuragao da a-quitina € uma estrutura altamente organizada com fortes

ligacdes de hidrogénio inter e intracadeias de quitina que a levam a ser rigida e

insoluvel (Figura 5) [54]. Por outro lado, na B-quitina as interag¢des intermoleculares sao

mais fracas, predominando as ligagdes de hidrogénio intramoleculares (Figura 6)

[55,56].
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de hidrogénio entre cadeias de a-quitina. Figura retirada de Minke e

Figura 5. Ligacbes

colaboradores [54].
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Figura 6. Ligagdes de hidrogénio entre cadeias de B-quitina. Figura retirada de Gardner e

colaboradores [55].

O pK, das unidades glicosamina na cadeia de quitosana varia de 6,2 a 6,4 [57].
Em solugdes aquosas acidas, unidades glucosamina sao protonadas gerando quitosana
soluvel ou na forma de gel que tem caracteristicas de um polication, conforme reacao a

sequir:
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Introducéo

CH,0H CH,O0H
° M /o

on N\ VW + H0r = on Y N + H0
NH, NH,*

Autores como Muzzarelli [56], Rinaudo [58,59] e Kurita [60] concluiram que a
temperatura e a densidade de carga elétrica (ions NH3") da macromolécula afetam o
volume hidrodinamico e a flexibilidade das cadeias de quitosana. Outros autores
afirmam que a solubilidade da quitosana pode também ser influenciada pela interagao
entre as cadeias de hidrocarbonetos dos contra-ions, quando acidos carboxilicos sao
utilizados em sua dissolugao [61,62]. A polaridade do solvente, a natureza do contra-ion
e a presengca de ligacdes de hidrogénio também afetam a conformagdo desta
macromolécula. A repulsao eletrostatica intra e intermolecular devido a protonagao dos
grupos glucosaminos da quitosana € aumentada a valores de pH reduzidos, gerando
separacdo das cadeias e aumentando, com isto, seu volume hidrodindmico. Na
presenca de concentracdo elevada de contra-ions pequenos, tais como CI, a
viscosidade do gel também decresce com a diminuigdo do pH, resultando no aumento

da flexibilidade das cadeias de quitosana.

O interesse tecnoldgico pela quitosana é crescente. Atualmente, encontram-se
como principais aplicagdes: tratamento de agua (derramamento de petroleo, captura de
metais pesados), agricultura (protetor de sementes, agente antimicrobiano para plantas,
agente liberador de pesticidas e herbicidas). Devido a seguranca 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 area alimenticia (clarificante
de vinhos, estabilizante de aromas, protetor de frutas e verduras, fibra dietética —
alimento funcional) e farmacéutica (curativos, ataduras e suturas, pele artificial, agente
hemostatico, membranas para 6rgaos artificiais, agente liberador de drogas, protecao

gastrica, agente hipocolesterémico e agente lipofilico) [52,63,64]. Em aplicagdes
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biomédicas, a quitosana é utilizada tanto pura como combinada com fosfatos de calcio
devido as caracteristicas osteogénica, osteocondutora e de osteointegracao, aplicagdes
que tém sido muito investigadas nos ultimos anos [52,65]. Além disso, a unido da
quitosana com fosfatos de calcio cria um compdsito com sinergismo nas propriedades
mecanicas, tais como a flexibilidade que vem do polimero e a resisténcia e dureza do
mineral. Outro aspecto é o relato de que compdésitos quitosana/hidroxiapatita promovem
biomineralizacao in vivo e resisténcia mecanica superiores a estes materiais individuais
[66].

Varias formas de preparagdo de compdsitos quitosana/hidroxiapatita tém sido
descritas, tais como misturas de hidroxiapatita na forma de pd em solugdes de
quitosana, formando um “cimento”, ou filmes de quitosana revestidos por hidroxiapatita
[66,67]. Entretanto, estes compodsitos s&o macroscopicamente heterogéneos e

frequentemente causam inflamagdes quando implantados.

Para contornar os inconvenientes dos compodsitos heterogéneos, Yamaguchi e
colaboradores [68] propuseram o método de co-precipitagdo, no qual uma solugédo de
quitosana contendo acido fosférico foi adicionada a uma suspensao de hidroxido de
calcio. Um processo similar foi utilizado por Chang e colaboradores [69] para obter
nanocompaositos quitosana/gelatina. Outros autores utilizaram quitosana na forma solida
em solucgao de fluido biolégico 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 difusdo idnica. As abordagens citadas resultaram na incorporacao
do material inorganico a matriz polimérica com particulas de tamanhos da ordem de
micro ou nandmetro. Outro uso para a quitosana foi reportado por Di Martino e
colaboradores [72] que descreveram algumas possibilidades para a preparagao de
materiais contendo quitosana para uso na engenharia de tecidos, conforme ilustrados

na Figura 7.
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'QUITOSANA
Solugio Solugio J Solugio N\ Solugio Solugio
de | | de ) | de ) de J ( de I Gelatina |
Gelificagao in situ Liofilizagao Fibras intumescidas Liofilizagao Liofilizagao

Matrizes porosas

Células Matrizes compositos

(Chenite-A, 2000) (Risbud-M, 2001) (Tuzlakoglu-K, 2004) (Zhang-Y, 2004) (Xia-W, 2004)

Figura 7. Exemplos de utilizacdo 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 calcio, sendo a maioria correspondente a

obtencgéo do biomaterial pela mistura mecénica dos componentes [73-78].

1.5. Hidrogéis

Hidrogéis sao constituidos de uma rede tridimensional formada por ligagdes
cruzadas de homopolimeros ou copolimeros. Estes polimeros intumescem e retém
agua, e tém sido muito usados em aplicagbes biomédicas. Polimeros sintéticos usados
na engenharia de tecido para preparagao de hidrogéis incluem poli(etilenoglicol) (PEG),
poli(alcool vinilico) (PVA) e poliacrilatos tais como poli(2-hidroxietil metracrilato)
(PHEMA). Além de polimeros sintéticos, tém sido usados polimeros naturais como

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

Em geral, a estrutura reticulada dos hidrogéis é caracterizada por ligagdes
cruzadas que podem ser formadas por ligagdes covalentes, ibnicas ou por interagdes

mais fracas como a formacgao de ligagdes de hidrogénio [79].
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Em termos de cargas idnicas, hidrogéis podem ser neutros, catidnicos, aniénicos,

ou anféteros, em fungido da natureza de seus grupos funcionais.

Hidrogéis carregados para aplicagdes na engenharia de tecido tendem a facilitar
a proliferagéo celular e promover uma melhor adeséo celular quando comparado com
os hidrogéis ndo carregados ionicamente [79]. Além disso, os hidrogéis mais utilizados
na medicina regenerativa sao sintetizados a partir de macrébmeros naturais, os quais

sao tipicamente idnicos ou ionizaveis.

Existem diversas aplicagbes na medicina regenerativa em que os hidrogéis tém
encontrado utilidade. Hidrogéis vém sendo utilizados como scaffold, para promover
suporte mecanico e/ou auxiliar/guiar a organizagao celular, e também para atuar como
estrutura de preenchimento de vazios entre tecidos e bioadesivo. Além disso, os
hidrogéis podem ser usados como depdésito ativo de farmacos e agente de liberagao de
drogas, em situagdes que estimulam o processo de regeneragcdo de tecido, além de

encapsulante/liberador de células [79].

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

engenharia de tecidos sdo mostrados na Tabela 1 [79].

20



Tese de Doutorado

Tabela 1. Aplicagcdes de hidrogéis em engenharia de tecidos.

Introducéo

Tipo de Tipos de células : : » .
: Tipos de hidrogéis Funcao
implante estudadas
Encapsulamento,
Osso Osteoblastos PEG-PLA liberacao controlada
de droga
Osso Fibroblastos PEG Scaffold
Cardiovascular Celula§ de medula Fibrina !_lberagao de
ossea células, scaffold
Cartilagem Condrécitos PVA Encapsulamento
Cartilagem Condrécitos PGE Encapsulamento
Olhos - PHEMA Scaffold
Facial Condrocitos Alginato Encgpsulamento,
implante
. Liberacao
Intraperitoneal - PEG controlada de droga
. Liberagao
Pele i Colageno controlada de droga
Pele Fibroblastos Acido hialurénico Scaffold
Vascular - Gelatina Liberagao
controlada de droga
Cordas vocais - Colageno, alginato Scaffold
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1.6. Fosfatos de calcio

Introducéo

Fosfatos de calcio compreendem uma classe ampla de compostos e estao

presentes em tecidos como, por exemplo, nos 0ssos € nos dentes. Dentre os fosfatos

mais importantes para uso na area biomédica, estdo hidrogenofosfato de calcio

diidratado (DCPD), hidrogenofosfato de calcio anidro (DCPA), fosfato de calcio amorfo
(ACP), fosfato de octacalcio (OCP) e hidroxiapatita (HA). Na Tabela 2 encontram-se

algumas caracteristicas importantes dos principais fosfatos de calcio [80,81].

Tabela 2. Caracteristicas de alguns fosfatos de calcio.

anidro (DCPA)

. Razéo
Nome Férmula pKps a 37°C
Ca/P
Hidroxiapatita (HA) Cap(PO4)s(OH)2 1,67 116,8
Hidroxiapatita deficiente em Caox(HPO4)x(PO4)sx (OH)s,.
. 1,5-1,67 ~85,1
célcio (CDHA) x(0<x<1)
Fosfato de calcio amorfo
Ca,H,(PO4),.nH,O n=3-4,5 1,2-2,2 -
(ACP)
a-Fosfato tricalcio (a-TCP) a-Ca3(POy), 1,5 25,5
B-Fosfato tricalcio (B-TCP) B-Ca3(PO,)2 1,5 28,9
Fosfato octacalcio (OCP) Cag(HPO4)2(PO4)4.5H.0 1,33 96,6
Hidrogenofosfato de calcio
i CaHP0O,4.2H,0 1,0 6,59
diidratado (DCPD)
Hidrogenofosfato de calcio
CaHPO, 1,0 6,90
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A razéao calcio/fésforo (Ca/P) € um parametro importante a ser considerado em
fosfatos de calcio, pois a partir dele é possivel sugerir a fase de fosfato presente num

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

E bem conhecido que o tipo de fosfato de célcio formado num sistema depende
das condi¢coes do meio, tais como: temperatura, pH, concentracao de ions, razao molar
Ca/P, dentre outros. As propriedades das solugdes de fosfatos refletem fortemente as
condicdes do pH do meio. Devido ao equilibrio triprético do acido fosférico, as variacbes
do pH alteram as concentragbes relativas das quatro espécies de fosfatos possiveis
provenientes da dissociagao do acido fosférico (Figura 8) e, assim, influenciam tanto a
composicao quimica quanto a razao Ca/P promovida pela precipitacdo direta de
fosfatos de calcio. Este equilibrio permite o controle e a previsao para a formacao dos

diferentes fosfatos de calcio num determinado meio [82].

- [HPOJ]
- [HPO] 3 ) 2
K =7.50x 10 K,=6.20x 10 K, =170x10
2 . '/ e
- [HPO/] HPO > HPO L. HPO* Z PO*
3 4 2 4 4 4
- [PO7]
4
Concentragao das A
especies
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 8. ConcentracGes das espécies idnicas formadas no equilibrio triprotico para

solugdes de acido fosforico em fungao do pH. Figura adaptada de Lynn e colaboradores [82].

23



Geovanna Pires Introducéo

Como indicado na Figura 8, no pH fisioldgico de ~7,4 as espécies H,PO4 e

HPO4* sdo as predominantes e estdo presentes no equilibrio em concentracdes

proximas.
H4PO4 + Hz0 = HaPO, + HyO" (Ka1=7,5107)
HaPO4 + Ho0 = HoPOs2 + Hy0" (Kaz=6,210")
HaPO42 + Hp0 = HPO,? + H30" (Kas=1,7 10")

Durante a formacado de fosfatos de calcio em sistemas vivos, o pH do meio
desempenha um papel importante na determinagcdo das propriedades das partes
organica e inorganica que estdo presentes nesses sistemas. Além de determinar a
natureza dos ions presentes no meio e, portanto, a composicao do fosfato de calcio,
variagbes no pH induzem também modificagcbes na fase orgénica que alteram a
absorcao de agua, a conformacao e até a organizagao a longa distancia. Além disso, o
pH pode afetar a solubilidade das espécies inorganicas durante a sua formacéo, a qual
€ uma propriedade particularmente importante, ndo apenas para a distingao entre os

fosfatos de calcio, mas também para a composigao organica/inorganica do sistema [83].

Geralmente, a obtencdo de compositos sintéticos de fosfatos de
calcio/componente organico ocorre pela técnica de precipitacdo simultdnea dos
componentes inorganico e organico, chamada de coprecipitacdo. Esta técnica resulta
em materiais com tamanhos de cristalitos de fosfatos de calcio da ordem de
nanémetros [83]. Normalmente, os métodos para produzir fosfatos de calcio utilizam
uma unica fonte de calcio, na maioria das vezes hidroxido de calcio [84] ou nitrato de

calcio [85].

Sabe-se que entre os fosfatos de calcio a hidroxiapatita € a fase menos soluvel
e, consequentemente, a mais estavel, na faixa de pH 4,5-13. Ja, quando o pH da
solugao ¢€ inferior a 4,5, as fases com maiores estabilidades sdo DCPA (CaHPQ.) e
DCPD, (CaHP0O4.2H,0), as quais predominam em baixos pH [80].
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A HA, Caq9(PO4)s(OH),, € um dos principais componentes do tecido ésseo. A
hidroxiapatita biolégica contém além de Ca®* outros ions, como defeitos, tais como:
Mg*?, Na*, CO3? e outros. Possui propriedades de biocompatibilidade e osteointegracéo
[86], favorecendo o crescimento 6sseo nos locais em que se encontra
(osteocondutividade) e estabelecendo interagbes quimicas com o tecido &sseo
(bioatividade). Desta forma, permite a proliferacdo das células 6sseas (osteoblastos,
fibroblastos e outras), as quais ndo a distinguem da superficie 6ssea, 0 que indica
similaridade quimica superficial da HA com o osso. Embora o fosfato de calcio presente
no tecido 6sseo seja normalmente denominado hidroxiapatita, ele difere deste material
sintético por apresentar substituicdes ibnicas em sua estrutura e apresentar uma
cristalinidade menor. Estas diferengas entre a hidroxiapatita sintética e a “hidroxiapatita
biologica” desempenham um papel importante no comportamento biolégico dos dois

materiais.

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

no corpo humano [87].
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Reparo craniano
Implante ortolaringol6gico
- Reconstrugao maxilofacial

- Implantes dentarios
- Preenchimento de partes
alveolares

- Dispositivos de acesso
percutanio

- Cirurgias da coluna
vertebral

- Aplicagdes ortopédicas
- Reparo coxofemoral _ estruturais: recobrimento de
metais com hidroxiapatita

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

Na ortopedia existe um particular interesse em usar a hidroxiapatita sintética,
como revestimento de préteses metalicas para promover uma ligagao interfacial estavel
e adequada entre o material implantado e o tecido vivo [88]. No tratamento de tumores
O0sseos, esse biomaterial vem sendo usado como suporte de drogas de acao
prolongada. A introdu¢cdo de drogas anticancerigenas em blocos de hidroxiapatita
porosa permite que o tratamento da doenga seja realizado com a liberagdo gradual da
droga. Sob este aspecto essa técnica é atrativa, pois combina o tratamento do tumor

com a substituicido do osso doente [88,89].
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Na area odontolégica a hidroxiapatita é utilizada para reparar perda 6ssea apds a
restauragdo ou extracdo de um dente e ainda em revestimentos de pinos de titanio

usados como implantes na substituicdo da raiz [90].

1.7. Scaffold como matriz extracelular temporaria para o crescimento 6sseo

Qualquer tecido do organismo vivo consiste de uma matriz com um ou mais tipos
de células. A matriz €, in vivo, um alojamento para as células, e providencia para elas
uma arquitetura especifica e ambiente tecidual apropriado. Mais detalhadamente, ela
serve como um reservatorio de agua, nutrientes, citosinas (grupo de células que tém
como fungdo regular respostas inflamatérias), fatores de crescimento etc. Neste
sentido, para restaurar fungdes ou regenerar tecidos, muitas vezes ha necessidade de
um scaffold (suporte) que atue temporariamente como matriz para auxiliar na
proliferacao celular e deposicdo da matriz extracelular, para a troca progressiva por
uma estrutura regenerada e reconstituida. Os scaffolds funcionais sao essenciais para
algumas solugdes da bioengenharia. Em muitos casos, o scaffold ideal deve ser
biodegradavel numa velocidade proporcional ao crescimento do tecido a ser

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

Os scaffolds ceramicos de fosfatos de calcio, desenvolvidos nos ultimos anos,
foram idealizados para contribuir no controle da reposicao celular na reconstrucao do
tecido 6sseo. A Figura 10 ilustra a influéncia da arquitetura do scaffold na adesao, e,
consequentemente, na sinalizacdo e na proliferacdo celular. Os receptores celulares
sao 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

caracteristicas dos seus receptores [90].
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A B C
Scaffold Microporo Scaffold Microfibra Scaffold Nanofibra

Arquitetura do
Scaffold

Ligagdes da
célula

Figura 10. A influéncia da arquitetura do scaffold na adeséo e proliferagao 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
area superficial € menor, tornando as células menos aderidas ao material, enquanto
que em scaffolds nanofibrosos a area superficial € maior, refletindo em uma melhor

adesao celular.

Com o objetivo de desenvolver scaffolds com potencial para engenharia de
tecido, pesquisadores vém utilizando materiais que proporcionam o controle da
estrutura porosa. Um material bastante promissor para o uso como scaffold é a
quitosana, a qual € um biopolimero facilmente moldado em varias formas e pode
produzir scaffolds com porosidade controlada. Entretanto, scaffolds de quitosana nao
estdo ainda disponiveis no mercado industrial. A maioria dos estudos apresenta énfase

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

Assim como a caracterizagao fisica, quimica e mecanica de biomateriais, a
caracterizacdo bioldgica por meio de ensaios in vitro e in vivo € extremamente

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

Neste tépico s6 serdo abordadas as técnicas in vitro, uma vez que estas sao as
de interesse para este trabalho. Os testes in vivo, embora indispensaveis na avaliagao
de um biomaterial, apresentam custo elevado, tém severas restricbes éticas, além de

exigir um grande numero de amostras de analise e de condi¢des altamente controladas.

A primeira técnica in vitro utilizada neste trabalho é a imersdo do material em
solugao de fluido corporeo simulado (SBF). A utilizagdo de solugdes que simulam o
fluido corporeo acelular tem se intensificado nos ultimos anos, principalmente depois
que Kokubo e colaboradores [102] definiram como critério de bioatividade para
implantes 6sseos a capacidade que materiais, com potencial para serem usados para
regeneracdo Ossea, tém de desenvolverem uma camada de apatita sobre sua
superficie apos imersao nesta solugdo. Esta camada de apatita formada pode atuar
como sinalizadora para as células que se proliferam e se diferenciam para produzir
colageno e hidroxiapatita. Desde entdo, varias solugdes, que diferem entre si pela

composicao quimica, tém sido propostas com esta finalidade [103].

A facilidade de execucdo e a boa correlacdo entre a resposta positiva dos
materiais no teste de imersdo em solugdo de SBF faz deste teste a primeira escolha
para a avaliacdo da bioatividade de um biomaterial. Os materiais que respondem
positivamente ao teste da imersdo sdo geralmente submetidos a testes (in vivo) mais

refinados como a cultura celular.

A cultura de células de mamiferos constitui-se em uma ferramenta muito util para
a avaliagao bioldgica dos biomateriais, seja na determinacdo de possiveis efeitos
citotdxicos ou da influéncia destes no processo de adesao, proliferacido e diferenciacao
celular [104].

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

laboratério, 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
padroes para a avaliagao bioldgica de dispositivos médicos e o documento ASTM F
813-83 fornece um método de contato direto para avaliacido de materiais e dispositivos
médicos frente a cultura de células, enquanto que o documento ASTM F 895-94
descreve o método de difusdo em Agar de cultura de células para selegdo de materiais
por citotoxicidade. A norma ISO 10993 ¢ dividida em dezesseis partes compreendendo
a fabricacao, a esterilizagado, a caracterizagao e a resposta bioldgica local e sistémica
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
mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por diferentes métodos. Além de
aspectos referentes ao procedimento, ha também especificacdo quanto a linhagem
celular, ao meio de cultura e as técnicas para avaliagao da citotoxicidade. Além disso, a
norma ISO 10993 especifica os materiais que podem ser utilizados como controle
positivo (substancia que apresenta efeito citotéxico de maneira reprodutivel) e negativo

(substancia que nao produz efeito citotoxico).

Deste modo, os testes in vitro permitem com que se faga uma rapida pré-selegao
de materiais, os quais serdo posteriormente avaliados por testes in vivo, diminuindo o

numero de amostras com potencialidade de serem estudadas.

Os testes de citotoxicidade representam a fase inicial de ensaios de avaliagao da
biocompatibilidade de um material com potencial para aplicagbes médicas. Assim, sdo
utilizados em uma pré-selegcao para a detecgdo se o material em questdo promove a
morte das células ou outros efeitos negativos nas fungdes celulares [107]. Para que um
biomaterial seja considerado nao citotoxico, este, necessariamente, ndo deve causar a
morte de células e nem mesmo afetar suas funcdes. A avaliacdo da citotoxicidade pode
ser realizada por analise da morfologia celular, da integridade da membrana celular, da

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

Um resultado negativo de citotoxicidade indica que o material esta livre de
componentes danosos ou que os tém em quantidade insuficiente para causar efeitos

agudos em células isoladas, sob condigbes 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 substancias téxicas que sao

extraidas e que podem promover efeitos indesejaveis in vivo [109].

Dentre as diferentes metodologias descritas para avaliar a citotoxicidade, as
técnicas que avaliam a proliferagdo celular sdo as mais comumente empregadas. O
reagente MTT [brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazdlio] [110] é a
substancia frequentemente utilizada nestes testes. O MTT é um sal amarelo soluvel em
agua, metabolizado pelas células metabolicamente ativas, transformando-se em um
produto azul insoluvel. Desta forma a mortalidade/morbidade da célula ou a perda da
permeacao da membrana inibe a incorporagao deste corante [104]. O produto formado,
um precipitado azul denominado formazan, pode ser quantificado por
espectrofotometria, sendo sua quantidade proporcional ao numero de células vivas
existentes, quando utilizada uma populagdo homogénea de células. Este procedimento
€ simples e permite a analise da citotoxicidade de um maior numero de amostras. O
reagente MTT tem sido utilizado em varios trabalhos para a avaliagdo da citotoxicidade,
assim como, adesao e proliferacado celular, inclusive em materiais a base de quitosana
[111-117].

1.9. Consideracoes finais

A introducdo apresentada nos tépicos anteriores fundamenta o propdsito desta
Tese de Doutorado de se obter hidrogéis para serem utilizados em processos de
regeneracido Ossea, utilizando-se a quitosana como componente organico e
hidroxiapatita como componente inorganico, com potencialidade para o uso em

engenharia de tecidos 6sseos.

A escolha por este material compdsito € consequéncia das propriedades da

quitosana e da hidroxiapatita como mostrada a seguir.

Os mondémeros D-glucosamina e N-acetilglucosamina da quitosana sé&o
substancias que ocorrem amplamente nos tecidos animais, sendo de grande

importancia em diversos processos metabdlicos [50]. O processo de degradagao dos
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biomateriais a base de quitosana é realizado por enzimas largamente distribuidas nos
tecidos e fluidos corpéreos dos animais e das plantas, além de estarem presentes em
microorganismos do solo [52]. A quitosana possui alta solubilidade em acidos organicos
e inorganicos, permitindo, portanto, a obteng¢ao de flmes e membranas (combinados ou
nao com outras substancias), apresentando também propriedade de formar gel em
solucdes acidas, o que possibilita seu uso como scaffolds. Devido a compatibilidade da
quitosana com os tecidos dos animais, os hidrogéis produzidos com este polissacarideo
podem ser absorvidos pelo organismo durante a regeneragdo 0ssea desde que seja
empregada quitosana com grau de desacetilacdo adequado, evitando, portanto, a total
degradacao antes da recuperagao do tecido 6sseo. Além disso, tais hidrogéis podem

apresentar atividade antimicrobiana e cicatrizante.

A hidroxiapatita, selecionada como componente inorganico dos hidrogéis, além
de ser o principal componente inorganico encontrado nos tecidos 0sseos, possui
caracteristicas biolégicas adequadas para a utilizagdo como biomaterial na regeneragao

de 0ssos.

A adicdo de Si na forma de acido silicico ou do octadnion SisOs® ou Qg® nos
hidrogéis estudados deve-se a importancia deste elemento na formacdo dos tecidos

osseos [44].
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de biomateriais constituidos de
quitosana/HA, contendo ou nao Si, e a avaliacdo comparativa de seu desempenho

biolégico. Neste contexto, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

e Preparar hidrogéis compoésitos quitosana/hidroxiapatita, com ou sem a
presenca de Si, investigando as caracteristicas estruturais e morfoldgicas
do material formado e o efeito da mineralizacado in situ de hidroxiapatita

na matriz polimérica de quitosana.

e Introduzir Si soluvel nos hidrogéis quitosana/hidroxiapatita, pela adi¢ao de
uma solugdo de octadnion de silicato (Qs®) ou de &cido silicico, e

observar o efeito desta introdugéo na mineralizagdo da hidroxiapatita.

e Comparar o desempenho biolégico dos hidrogéis compésitos.
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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
desacetilacdo >75 %, na forma de flocos e pd, de procedéncia Aldrich, utilizando-se
diferentes lotes deste material. A quitosana foi previamente peneirada em peneira de 50
mesh. O nitrato de calcio foi de procedéncia Merck. H3PO4 (do tipo P.A.) e hidroxido de
amonio de procedéncia Synth. Hidroxido de tetrametilamonio e tetraortossilicato (TEOS)
foram de procedéncia Aldrich, utilizando-se diferentes lotes deste material. Amostras de
HA sintéticas, utilizadas para comparacédo, foram de procedéncia Aldrich. Todos os
componentes foram utilizados sem tratamento prévio. Acido silicico foi obtido a partir de
solucao de silicato de sodio eluida em resina de estireno/divinilbenzeno sulfonada [118].
A solucdo de octaanion de silicato, Qg*, foi preparada conforme o procedimento

descrito no item 3.3.

Placas de cultivo celular de pogos de poliestireno, PS, de procedéncia 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
procedéncia 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-difeniltetrazélio] foram

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

Os testes biologicos foram realizados no Instituto de Biologia da Unicamp em
colaboracdo com a Prof. Dra. Carmen Verissima Ferreira e o Dr. Willian Fernando

Zambuzzi.

3.2. Preparacao dos hidrogéis

O processo de obtencdo dos hidrogéis derivados de quitosana/hidroxiapatita,
CNHA, de quitosana/hidroxiapatita/octaanion, CNHAO, no qual o Si foi introduzido na
forma de silicato do tipo Qs®, e de quitosana/hidroxiapatita/Si, CNHASi, em que o Si foi
introduzido na forma de 4cido silicico, 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. Sintese do octaanion de silicato do tipo Qg*

A sintese do octaanion Qg% foi realizada em uma tnica etapa, conforme reacio a
seguir, segundo o procedimento descrito na literatura [119,120]. Em um bal&o reacional

de 2,0 L de trés saidas foram adicionados 100,0 mL de hidréoxido de tetrametilamonio,
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49,0 mL de metanol e 37,0 mL de agua destilada, sob agitagao e banho de gelo. Com o
auxilio de um funil de adigcdo foram gotejados 54,0 mL de tetraetilortossilicato por
aproximadamente 2 horas. Apos o término da adi¢do, a solugao tornou-se incolor e foi
mantida a agitagdo em banho de gelo por 12 horas. Em seguida o material foi filtrado

por filtracao simples para garantir a preservagao apenas da espécie de Si soluvel.

o_:s. ”O\S Loy
ST
Si(OEY), H,0, CHyOH 15 \ »
. R o5 o/ anemp,
Si f ] \O<
N(CHs)4OH i

(Octaénion de silicato)

3.4. Caracterizacao dos materiais
3.4.1. Analise elementar de Ca, P e Si

A determinacédo de Ca, P e Si nos hidrogéis foi efetuada em amostras de
tamanho original de ~3 cm de didametro e 1 cm de espessura, as quais foram secas,
trituradas, homogeneizadas e submetidas a fusdo alcalina oxidante. A dosagem de Ca
e Si foi efetuada por espectroscopia de absorcao atdbmica, em um equipamento Varian —
Modelo AA240FS. A dosagem de fésforo foi realizada por colorimetria em um
espectrocolorimetro Hach Modelo DR-2000. As analises foram realizadas pela empresa

Puriquima [121].

3.4.2. Espectroscopia infravermelho (IV)

O espectro infravermelho foi obtido em um espectrdbmetro Bomem B100,

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

concentragao de ~1 % em massa.

3.4.3. Ressonancia magnética nuclear (RMN de *'P)

O espectro de RMN de *'P foi obtido & temperatura ambiente em amostra sélida
dos hidrogéis secos e triturado, em um equipamento BRUKER, modelo DRX 400. O
espectro foi adquirido em HPDEC, desacoplamento com pulso continuo de 'H, a uma
freqiéncia de 161,97 MHz com um campo magnético B, = 9,4 T. Os parametros de

analises encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros de analises para RMN de *'P (HPDEC)

Pulso Tempo
Freqiiéncia Tempo de Tempo de

de n/2 N° de de Seqiiéncia

Nucleo | de rotagcao . repeticao aquisicao
no H aquisicoes contato de pulso

(kHz) (s) (ms)
(ns) (ms)
¥p 10 4 60 64 16 5 -

3.4.4. Difracao de raios X (DRX)

A analise por difracdo de raios X dos hidrogéis secos e triturados, foi efetuada
em um difratdmetro XRD6000 da Shimadzu, operando com radiagao CuKa (A= 1,54060

o

A), tensao 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
termobalanca TGA 2950, TA Equipaments, em uma faixa de temperatura de 25 a 1000

°C, com taxa de aquecimento de 20 °C.min™", sob atmosfera oxidante de ar sintético.
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3.4.6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia dos hidrogéis secos, CNHA, CNHAO e CNHASI, foi observada em
um microscoépio eletrdnico de varredura, JEOL, JSM-6360 LV, operado a 20 kV e/ou
microscopio eletrénico de varredura com emissdo de campo da JEOL, JSM-6340 F,
operado a 3 kV. Foram analisadas a superficie ou a superficie de fratura criogénica dos
materiais. As amostras foram previamente recobertas com ouro em um metalizador

modular de alto vacuo, Baltec MED 020.

3.4.7. Teste de bioatividade

O teste de bioatividade aplicado as amostras de hidrogéis CNHA, CNHAO e
CNHASI, foi efetuado por imersao destas amostras em solugcao de SBF e avaliacao da

formacao de HA por microscopia eletrénica de varredura.

A solucao de SBF foi preparada de acordo com a metodologia descrita na
proposi¢cdo de norma internacional 1ISO (ISO FDIS 23317, 2005) citada por Abe e
colaboradores [122]. Na Tabela 4 estdo apresentados os reagentes utilizados segundo
a ordem de adicao, quantidade e pureza de cada um deles uma vez que a solucao de
SBF ¢é supersaturada em relagdo ao equilibrio. As quantidades apresentadas

correspondem a preparacao de 1 L de solucao de SBF.

39




Geovanna Pires Parte Experimental

Tabela 4. Sequéncia de adicdo dos sais, quantidade e grau de pureza para preparar 1 L

da solucao de SBF.

Ordem Sais Quantidade (g) Pureza (%)
1 NaCl 5,403 99,0
2 NaHCO; 0,740 99,7
3 Na,CO; 2,046 99,7
4 KCI 0,226 99,0
5 K;HPO,4.3H,0 0,172 98,0
6 MgCl,.6 H,O 0,311 99,0
7 CaCl, 0,293 96,0
8 Na,SO4 0,072 99,0

Os hidrogéis foram previamente lavados em agua deionizada e em seguida
foram imersos em um frasco de vidro contendo 30 mL da solucdo de SBF. Apds a
imersao dos hidrogéis na solugéo de SBF, os frascos foram hermeticamente fechados.
Estas amostras ficaram em contato com a solucdo durante 7 dias. Os ensaios foram
realizados em condigdes fisioldgicas, ou seja, a 37 °C e pH em torno de 7,4. Depois de
atingido o tempo pré-determinado, as amostras foram lavadas com agua deionizada e
secas a temperatura de 37 °C em estufa de circulacdo. Todos os ensaios foram

realizados em quintuplicatas.

3.4.8. Testes bioldgicos

Os testes bioldgicos foram efetuados nas amostras dos hidrogéis CNHA, CNHAO
e CNHASI, pelo cultivo de células pré-osteoblastos sobre a superficie dos hidrogéis e

como controle negativo foram utilizados os pog¢os de cultura vazios, sendo considerada
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a superficie inferior no pogo de PS. Diferentes testes foram feitos, como se detalha a

sequir.

A cultura de pré-osteoblastos pelo cultivo das células MC3T3-E1 (pré-
osteoblastos, subclone 4, camundongos) para a avaliagdo da biocompatibilidade dos
hidrogéis foi realizada em meio contendo 100 células/mL de penicilina, 100 pg/mL de
sulfato de estreptomicina e suplementado com 10 % de soro fetal bovino. A densidade
celular utilizada para os testes foi de 3 x 10* células/mL e cultivadas em atmosfera
umidificada, 5 % de CO,, a 37 °C. A manutencao da cultura das células foi realizada a
cada 2 a 3 dias. Para possibilitar a diferenciacao destas células foram utilizados (-

glicerofosfato (10 mmol/L) e acido ascorbico (50 ug/mL).

3.4.8.1. Teste de viabilidade celular

A determinacao da viabilidade celular diretamente relacionada a citotoxicidade do
material, foi realizada pela redu¢cao do MTT conforme diagrama ilustrado na Figura 12.
Neste ensaio, foi avaliada a sobrevivéncia das células na presenca dos hidrogéis. O
MTT, quando incubado com células vivas, € acumulado pelas células por endocitose e
a reducao do anel tetrazolico deste sal resulta na formacgao 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 reacgao ilustrada

na Figura 13.

Para a realizacdo do experimento as células (50 x 10° células/mL) foram
cultivadas em placas de 24 pogos com e sem os hidrogéis e apos 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 absorbancia medida a 570 nm com um
equipamento UV/Vis. Os valores da viabilidade celular, diretamente ligados a
citotoxicidade do material, foram expressos em percentagem relativa a absorbancia

determinada nas células controle (po¢os sem amostra).
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50 x 10° célulasimL Teste MTT

4h

Taxade sobrevivéncia

Figura 12. Diagrama da preparacao do teste de viabilidade celular pela reducédo do MTT.

;N [H] /N—NH
N \( N=N_ N

Figura 13. Reacdo da redugéo do anel tetrazolio do sal de MTT para a formacgao de cristais de
formazan.

3.4.8.2. Teste de adesao e proliferagao celular

A adesao e proliferacao celular foram avaliadas pela incorporagao de cristal
violeta. Este teste avalia a adesdo das células sobre a superficie dos hidrogéis e o
crescimento do nimero de células sobre os mesmos. Neste teste, as células (50 x 10°

células/mL) foram cultivadas por 15 minutos, 6 horas e 48 horas em placas de 24 pogos
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com e sem os hidrogéis. As células aderidas sobre as superficies dos hidrogéis foram
rapidamente lavadas em PBS (tampao salino de fosfato), e fixadas em uma solugéo de
etanol e acido acético glacial (3:1) por 10 minutos a temperatura ambiente e deixadas
secar. Depois, as células foram coradas com 0,1% de cristal violeta por 10 minutos a
temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por decantagdo. Logo apés,
as células foram lavadas 2 vezes com agua destilada. O corante ligado a cromatina foi
solubilizado em uma solucdo de 10% de acido acético e a absorbancia medida a 550

nm usando um leitor de microplaca.

3.4.8.3. Teste de expressao e niveis de fosforilagao de proteinas

A avaliagao da expressao e niveis de fosforilagdo de proteinas foi efetuada com
o objetivo de avaliar a sobrevivéncia das células sobre as superficies dos hidrogéis por
identificacdo de algumas proteinas ligadas ao ciclo celular, pois se proteinas forem
sinalizadas durante a adesao das células o material sera promissor para ser utilizado

como biomaterial.

Este ensaio foi realizado por Immunoblotting, no qual as células foram lisadas em
200 pL de tampédo de lise (50 mmol/L Tris—HCI, pH 7,4, 1 % Tween 20, 0,25 %
desoxicolato de sédio, 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 pg/mL de aprotinina, 10 pug/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 concentragdo de proteinas
determinada pelo método de Lowry [123]. Aos extratos foi adicionado tampao de
amostra na propor¢ao 1:1. O tampao de amostra foi preparado a partir de: 4 % dodecil
sulfato de sddio (SDS), 100 mmol/L Tris-HCI (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 sodio (SDS)-poliacrilamida (PAGE) e
transferidos para membranas de PVDF. Os géis apds eletroforese foram bloqueadas
em 1 % de leite desnatado ou soroalbumina bovina (2 %) em tampéao salino Tris (TBS)-

Tween 20 (0,05 %) e incubadas por uma noite a 4 °C com os anticorpos primarios
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especificos, diluidos na proporgéo 1:1000. Apds lavagem em TBS-Tween 20 (0,05 %),
os géis foram incubadas com anticorpos secundarios (anti-‘coelho” e anti-“rato”)
conjugados com peroxidase, em diluicdo 1:2000, em tampao de bloqueamento, por 1

hora. A deteccao foi feita por quimioluminescéncia.

As imagens obtidas pela quimioluminescencia dos géis foram digitalizadas e
importadas para um programa de computador especifico para a realizagdo da
densitometria 6ptica das bandas. Para cada banda estudada foram consideradas as
areas de pico correspondentes como valor da densitometria Optica. Para a analise

estatistica, foram utilizadas 3 amostras de cada hidrogel na realizagéo do teste.

3.4.8.4. Teste de diferenciacao celular

A diferenciagao celular € o processo pelo qual as células vivas se especializam
para realizar uma determinada fungao, podendo se agrupar e se transformar em tecidos
como, por exemplo, o tecido ésseo. A diferenciagao celular foi avaliada pela dosagem

de fosfatase alcalina.

A atividade enzimatica da fosfatase foi determinada a 37 °C, pela formacao do p-
nitrofenol (coeficiente de extingdo molar de 18.000 M cm™) utilizando-se um tampéo
glicina 25 mmol/L, pH 9,4, contendo 2,0 mmol/L de MgCl, e 5,0 mmol/L de p-
nitrofenilfosfato em um volume final de 1,0 mL [124].
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Formacgao dos hidrogéis de quitosana e hidroxiapatita

O processo de formagcdo da HA no hidrogel de quitosana é resultante da
nucleagao e crescimento de particulas/cristais de HA entre as cadeias de quitosana

neste hidrogel.

Solugdes aquosas de acido fosforico promovem um ambiente complexo para a
formacdo do hidrogel de quitosana, pois variagcbes de pH do meio alteram as
concentragdes relativas das espécies ibnicas provenientes da dissociagdo deste acido,
variando a composig¢ao quimica e a razao Ca/P final do hidrogel. Deste modo, em todas
as precipitacées o pH inicial foi de ~2 na obtengdo do hidrogel acido de quitosana. A
leitura do pH do hidrogel foi efetuada com pHmetro, Modelo 827 da Metrohm, com

eletrodo de vidro, adequado para solugdes viscosas.

Em pH ~2, os grupos NH; presentes na cadeia de quitosana estao protonados e
associados aos contra-ions H,PO,". A quitosana utilizada é altamente desacetilada, e,
portanto seu correspondente hidrogel acido tem um grande numero de espécies —
NH3*/H,PO,4. A adigdo progressiva da base no hidrogel resulta no deslocamento do
equilibrio H,PO4/HPO4* na direcdo do aumento da concentracdo da espécie HPO,4Z,
concomitantemente com a desprotonacdo dos ions —NH3;". Estes dois fendmenos
simultaneos dao inicio ao processo de precipitacao in situ de espécies insoluveis de
fosfato de calcio (provavelmente o ntcleo de precipitagdo é o H,PO4%), ao mesmo
tempo que promove a coagulacdo do hidrogel de quitosana. Com o aumento continuo
do pH até valores préximos de 14, o equilibrio H,PO4%/PO,> se desloca aumentando a
concentracdo de PO,>, resultando no crescimento dos cristais de hidroxiapatita,
enquanto que mais grupos —NHs" sdo desprotonados, levando & formacdo de um
hidrogel de quitosana insoluvel em agua. Esta precipitacado in situ de HA ocorre na
regido inter-cadeias e sobre o gel de quitosana, gerando o hidrogel CNHA, conforme o
esquema ilustrado na Figura 14. A desprotonacado do gel em pH=14 resulta em uma

profunda modificagao na interagcdo entre as cadeias de quitosana.
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Imagens do hidrogel CNHA obtido sdo mostradas na Figura 15. Este hidrogel
apresentou caracteristicas mecanicas que permitem a sua manipulagdo, aceitando
inclusive cortes para moldagem em outras formas geométricas, se necessarias. O
hidrogel é constituido por ~80% de agua, determinada por secagem até peso constante.

ApOs seco, o processo de hidratagao € irreversivel.

A estrutura porosa dos hidrogéis, como os obtidos neste trabalho, abre a
possibilidade de seu uso na area médico odontolégico para reconstrugédo tecidual, uma

vez que, ela é adequada para armazenar farmacos e substancias enddgenas.

pH=14

Figura 14. Diagrama ilustrando o possivel mecanismo de formagao do CNHA pela precipitagéo

in situ de HA no hidrogel de quitosana.
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CNHA - superior .. ' CNHA - Inferior

Figura 15. Fotografias do hidrogel CNHA, superficie superior (CNHA-S), superficie inferior
(CNHA-I) e corte.

O hidrogel CNHAO foi preparado pela adicdo de octadnion de silicato, em
pH=14, ao gel de quitosana. Esta fonte de Si aniénico soluvel permeou pelo gel
acidulado substituindo, em parte, ions H,PO4’, e também atuando como contra-ion do —
NH3", competindo com o H,PO,. O aumento do pH promoveu a nucleagdo in situ,
seguida da precipitacdo de dominios de HA e de silicato/silica por todo o hidrogel. O
diagrama da preparacgao e as fotografias do hidrogel CNHAO sao ilustrados nas Figuras

16 e 17, respectivamente.

47




Geovanna Pires Resultados e Discussoes

Solucao de NH,OH/
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Em que@ = silica/silicato

Figura 16. Diagrama representando a formag¢ao do CNHAO pela precipitagao de

HA/silicato/silica no hidrogel de quitosana.
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CNHAO-S CNHAO-S

CNHAO-Corte %

T g e—
o "5

Figura 17. Fotografias do hidrogel CNHAO. Superficie superior (CNHAO-S), superficie 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 distribuido no hidrogel.

Figura 18. Fotografia da superficie superior dos hidrogéis CNHA e CNHAO.
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No caso do hidrogel CNHASI, o acido silicico, Si(OH)4, adicionado no gel em pH
~2, também atua na protonagado dos grupos NH,, permanecendo como o contra ion
HsSiO4’, ou como anions oligoméricos, associados aos NH3;* das cadeias da quitosana.
Com o aumento do pH ocorre a nucleagao do silicato, que pode formar uma rede
finamente dispersa de silicato ou silica entre as cadeias da quitosana, ao mesmo tempo
que ocorre a nucleagcao de HA. Pode também ocorrer, nesta condigao, a dopagem de
dominios de HA nao cristalina por HSiO4*, em substituicdo ao PO,> [125]. Esta
condicdo experimental promoveu ao hidrogel CNHASi uma maior estabilidade
dimensional entre as amostras preparadas. O esquema de preparagao do hidrogel
CNHASI esta ilustrado na Figura 19.

= H,S8I0,4, HiSIO, ou pequenos oligbmeros de silica.

Figura 19. Diagrama representando a formagao do CNHASI pela precipitagdo de

HA/silica/silicato no hidrogel de quitosana.
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4.2. Avaliacao da razao Ca/P e de Si nos hidrogéis

Conforme descrito na Introdugao, a razdo molar Ca/P € um parametro importante
na caracterizagdo de biomateriais, especialmente na avaliacdo da potencialidade de
serem empregados na substituicdo de tecidos 6sseos, pois com ela € possivel sugerir a
fase de fosfato presente, bem como a sua solubilidade [126]. Se a razdo molar Ca/P for
menor que 1 a solubilidade é alta, a medida que a razao aumenta a solubilidade diminui

até atingir um valor préximo de 1,67, correspondente a HA, a qual é insoluvel [127].

A Tabela 5 indica a porcentagem em massa determinada para os elementos
analisados em cada amostra, assim como, a correspondente razao Ca/P. Para a
realizagdo destas analises, as amostras utilizadas correspondem aos hidrogéis secos
até peso constante, conforme descrito no item 3.4.1. As amostras foram separadas em
grupos em funcao dos lotes de quitosana e da preparagao dos hidrogéis. Esta divisao
assegura que, em cada grupo, as amostras, contendo ou nao Si, foram preparadas a
partir do mesmo hidrogel de quitosana, eliminando possiveis altera¢gdes na composi¢ao
provenientes de lotes distintos deste polimero. Desde modo, em cada grupo as
amostras envolveram quitosana de mesma distribuicio de massas molares e,
principalmente, de mesmo grau de desacetilagdo. Esses parametros podem influenciar
no consumo do acido fosfdérico e na reproducao do hidrogel de quitosana. No grupo 1, a
amostra CNHAO foi dividida em 3 camadas, para avaliar a distribuicdo de Si nas

mesmas, sendo todas submetidas a analise.

Como pode ser observado, houve variagao da razdo molar Ca/P em CNHA em
funcao do lote, e em fungéo da preparacao. Nos grupos 1 e 4, as amostras CNHA foram
ricas em Ca®', acima do estabelecido para HA, podendo ter também ocorrido
contaminagédo de CaCOs3 nestas amostras. O hidrogel CNHASI apresentou um aumento
na razdo Ca/P quando comparado ao hidrogel CNHA preparado simultaneamente, nas
mesmas condigdes experimentais. A incorporagdo de Si, proveniente de HsSiOy4, foi a
mais efetiva e contribuiu para uma diminuicdo da quantidade de H3PO,4. Além disso,
espécies de silicato como HSiO4* podem substituir POs> em HA ndo cristalina,
resultando em uma maior razdo molar Ca/P do hidrogel. O hidrogel CNHAO apresentou

valor de Ca/P menor que o hidrogel CNHA. A incorporagao de Si, proveniente do
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octadnion Qg*, promoveu uma diminuicdo da razdo molar Ca/P, em relagdo ao
correspondente hidrogel sem Si. Este fato sugere que o anion Qg®, na etapa de
lavagem do hidrogel com agua deionizada, promoveu uma lixiviagao de nanoparticulas
de silicato de calcio, provavelmente nanoparticulas mais superficialmente aderidas ao
hidrogel. Como consequéncia, 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 razao molar Ca/P. (1%), (2%) e (3%) correspondem as trés camadas
horizontais nas quais a amostra CNHAO foi dividida.

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

Grupo 1 (19 17,27 8,84 0,06 0,01 1,48
CNHAO (29) 16,50 8,73 0,09 0,01 1,46
(39 5,74 2,85 0,04 0,01 1,59
CNHA 9,30 4,86 - 0,01 1,48

Grupo 2
CNHASI 8,51 4,35 0,22 0,01 1,57
Grupo 3 CNHA 17,80 - 1,63

QQ@ p

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

4.3. Caracterizacao estrutural dos hidrogéis

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

hidroxiapatita comercial encontram-se na Figura 20A; os espectros dos hidrogéis secos
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estdo na Figura 20B. Estes hidrogéis apresentaram as absorgdes caracteristicas da
quitosana, conforme esperado. A banda intensa e larga com maximo em 3450 cm™ esta
associada ao v O-H, correspondente aos grupos C-OH e H,O fisicamente adsorvida,
com um ombro em ~3300 cm™ atribuido ao v N-H dos grupos NH,. Entre 2930-2800
cm™ encontram-se os v C-H de grupos CH, CH; e CHs. As absorcdes entre 1420 e
1320 cm™ sdo caracteristicas de diferentes modos de & C-H (CH, CH,, CHs). Os grupos
amidas podem ser caracterizados pelos modos C=0, N-H e C-N, os quais encontram-
se razoavelmente associados. A literatura descreve-os de forma tipica, sendo a banda
de amida I, a qual tem contribuicdo principal do v C=0O, observada em 1658 cm™,
enquanto que a Amida Il (5 NH,) ocorre em 1566 cm™'. Além dessas amidas descritas
anteriormente, pode-se observar uma banda fraca em ~1300 cm™ referente & amida I,
associada principalmente ao v CN. Na regido de 720 a 600 cm™, observam-se os
modos das amidas IV, V e VI, associados a deformacdes fora do plano de NH da
quitosana. A banda larga e intensa com maximo em 1030 cm™ esta associada ao v C-
O-C da cadeia da quitosana. O grupo PO,* da HA é caracterizado pela absorgdo
intensa do v PO, em ~ 1020 cm™, o qual na pratica coincidiu com a absorcdo intensa da
CN, citada anteriormente, além das bandas em 597 e 557 cm™ referentes & & POj.
Este modo, em fosfatos ibnicos de simetria T4, aparece apenas como uma unica
absor¢do. O desdobramento observado sugere abaixamento de simetria para Cs,,

provavelmente pela presenca de HPO,? na fase no cristalina do HA [128,129].

As amostras contendo Si, CNHAO e CNHASI, mostraram um alargamento da
regido entre 1200 e 1000 cm™, a qual além de apresentar as absorcdes dos grupos C-
O-C e PO,*, de CN e HA, respectivamente, tem a contribuigdo do modo intenso e largo
do v Si-O-Si do siloxano (silicato). Na amostra de HA comercial, a absorgcéo fina em
3570 cm™ corresponde ao v O-H de grupos hidroxilas livres, nao associados,
usualmente encontrados em fase ndo cristalina ou na superficie de HA. O
desaparecimento desta absorcdo nos compdésitos sugere que esta hidroxila esta
associada por ligacado de hidrogénio entre HA e grupos —NH;, C=0 ou CH,-OH das
cadeias de quitosana, conforme ilustrado na Figura 21, concordando com a proposta de

associagao 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 CNHAS..
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HO-HA-OH = hidroxiapatita contendo HPO,* ou H,O fortemente adsorvidos.

Figura 21. Possiveis ligagoes de hidrogénio entre quitosana e HA. Figura adaptada de Cheng e

colaboradores [93].

Para uma melhor analise estrutural da fase de HA foi obtido espectro de RMN
%P dos hidrogéis secos e triturados, conforme ilustrado na Figura 22. Em todas as
amostras, independente da composicado e da presenca ou nao de Si, observou-se um
unico pico de P, idéntico ao da HA comercial, o qual sugere a presenga de um unico
sitio para este elemento, com 6=2,9 ppm, que corresponde a formacdo de somente um
tipo de fosfato de calcio, Ca1o(PO4)s(OH),, associado por ligagao de hidrogénio a HA
[127].
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Figura 22. Espectro de RMN *'P 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 pd apresenta
apenas um halo intenso e relativamente fino em ~20° (2e) e outro de menor intensidade
em ~10,5° (2e), sugerindo uma parcial organizagido intercadeias da CN, para os
hidrogéis secos CNHA, CNHAO e CNHASI observou-se uma diminui¢ado na intensidade
relativa do halo mais intenso, o desaparecimento do halo em 10,5° (26) e o
aparecimento de difragcdes em 26,2° (002), 28,5° (210), 31-35° (211,112 e 300) e 40°
(310) (2e) tipicas da hidroxiapatita, conforme pode ser comparado ao difratograma da
HA comercial [130]. Estes perfis de difragcdo sugerem que nos compositos ocorre uma
desorganizacdo intercadeias da fase CN, promovida pelos ions PO,> e/ou pela fase de
HA ou silicato formado. Em CNHAO observou-se uma maior intensidade relativa das

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

octaanion.
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Figura 23. Difratogramas da quitosana em p6, HA comercial e dos hidrogéis secos CNHA,
CNHASI e CNHAO.

4.4. Avaliagao do comportamento térmico dos hidrogéis

As curvas termogravimétricas obtidas para a quitosana p6 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 °C ocorre apenas a perda de
agua adsorvida nos materiais analisados. Duas etapas principais de degradacéo séo
observadas para CN: de 280 a ~350°C e de ~350 a ~570 °C, a primeira correspondente
a desacetilacdo e desaminacao, ou seja, o evento localizado principalmente na cadeia
lateral do polimero, e a segunda a degradacao das unidades glucosidicas, com 0% de
residuo a 600 °C, correspondente a evolugdo de H,O, CO,, CHs e NH3 do material

[131,132]. Nos hidrogéis secos observou-se um comportamento similar até 600 °C,
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quando ocorre mineralizagao da amostra. O residuo a 600 °C deve corresponder a
fosfato de calcio. A porcentagem de residuo obtido foi de 41,4 % (CNHA), 39,1 %
(CNHASI) e 43,9 % (CNHAO), evidenciando uma substancial formacao e retencéo da
fase inorganica de HA nos hidrogéis. Os residuos destes ultimos dois hidrogéis também
deve possuir uma pequena contribuigdo de SiO; e/ou SiC,Oy, proveniente do siloxano
inserido. A presenca de Si nos materiais ndo alterou o comportamento da curva de

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

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

4.5. Avaliagao da morfologia dos hidrogéis

Os hidrogéis obtidos apresentaram caracteristicas mecanicas que permitem a

sua manipulagao, aceitando inclusive cortes para moldagem em outras formas
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geomeétricas, se necessarias. Estes hidrogéis sao constituidos de uma rede de cadeias
de quitosana entrelacadas com particulas de fosfato de calcio, e silicato no caso dos
hidrogéis com Si distribuidos uniformemente pela rede. A distribuicdo uniforme pela
rede € comprovada pela igualdade das quantidades de Ca, P e Si detectadas em
diferentes regides das amostras, com excessao da amostra CNHAO do grupo 1. Nos

vazios desta rede existe agua.

Apés a secagem dos hidrogéis em estufa de circulagdo de ar, observou-se uma
reducdo do seu volume, tornando-os mais compactos pela remocao da agua e pela
contragdo promovida pela desidratacdo do material (Figura 25). O hidrogel CNHASI
apresentou uma redug¢ao menor de volume em relagao aos hidrogéis CNHA e CNHAO,
o que foi associado a maior estabilidade dimensional de suas paredes, pela presenca
do silicato incorporado pela introdugcédo do acido silicico. A secagem efetuada em estufa
a vacuo promoveu uma menor diminuigdo do volume dos hidrogéis, pela eliminagao
rapida da agua, dificultando a coalescéncia dos poros, dando origem a um material com
poros conectados com tamanhos adequados para crescimento celular e vascularizagao

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

A Figura 26 mostra as micrografias eletrénica de varredura da superficie de
fratura criogénica dos hidrogéis secos em estufa a vacuo CNHA, CNHAO e CNHASI.
Pode se observar nas micrografias que a fase de HA mineralizada in situ é formada por
aglomerados globulares, com baixa polidispersdo de tamanhos, constituidos de
particulas nanométricas, independente da presenca ou ndo de Si, em toda a extensao
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
formacdo de aglomerados globulares maiores recobertos pela fase organica,
evidenciando também a presencga de poros avaliada apenas visualmente (Figura 26B e
25C).
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1m WD 6.

Figura 26. Micrografia eletrénica de varredura da superficie de fratura dos compésitos (A)
CNHA, (B) CNHASI e (C) CNHAO secos em estufa de circulagéo de ar.
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Na Figura 27 pode se observar que os hidrogéis secos em estufa a vacuo
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 eletronica de varredura da superficie de fratura dos hidrogéis secos em
estufa a vacuo CNHA, CNHASI, CNHAO.
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Os resultados obtidos permitiram verificar que ha uma influéncia positiva da
adicao de Si nos hidrogéis de quitosana/hidroxiapatita, pois as amostras CNHAO e
CNHASI ndo mostraram alteragdo no comportamento térmico quando comparado ao
CNHA, e apresentaram melhores caracteristicas mecéanicas que CNHA, ou seja, melhor

estabilidade dimensional.

4.6. Teste de bioatividade em solucao de SBF

O teste in vitro de bioatividade, representado pela imersdao do material a ser
testado em SBF por periodos variados, seguida da observagao da formagao da HA na
superficie imersa, tem sido considerado um teste preliminar para a avaliacdo da
bioatividade de um material com potencial para regeneragado 6ssea. A facilidade de
execucao e a boa correlacdo entre resposta positiva, neste teste simples, com as
respostas positivas em testes refinados, fazem da imersdao em SBF a primeira escolha

para a avaliagao da bioatividade de um material.

Varios pesquisadores tém descrito o uso do teste de bioatividade em diferentes
materiais usando solugcdo de SBF. Como exemplo, Araujo e colaboradores [133]
avaliaram a bioatividade de um material constituido de quitosana/poli(acido latico)/HA
em SBF, evidenciando uma excelente bioatividade, devido a nucleagdo de HA por toda

a superficie do material, em pequenos periodos de tempo de imersao.

A comparacao dos resultados da imersdo em SBF para os materiais, pastilha de
quitosana pura, hidrogéis CNHA, CNHASi e CNHAO sao mostrados na Figura 28, a
qual indica que houve uma intensa deposicdo de fosfato de calcio em todos os
materiais analisados. A morfologia dos depdsitos € semelhante a reportada para
quitosana e para compésitos de quitosana/hidroxiapatita [134,135]. Os resultados
indicam que houve uma intensa nucleacao de fosfato de calcio na superficie dos
materiais imersos indicando que a incorporagcdo de Si ndo causou perda de

biocompatibilidade quando comparado com o compoésito CNHA.
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1srd

Figura 28. Micrografias eletronica de varredura da (A) pastilhas de quitosana pura antes e (B)
depois da imersdo em solucao de SBF por 1 semana, e dos compositos (C) CNHA, (D) CNHASI

e (E) CNHAO apos serem imersos em solugao de SBF por 1 semana e posteriormente secos.
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4.7. Testes biolégicos.

Os resultados de imersdao em SBF mostrados no item 4.5 indicam que todos os
materiais preparados neste trabalho apresentaram bioatividade, que pode ser um

indicio de biocompatibilidade dos materiais.

Porém como discutido anteriormente, o teste de imersdao em SBF € um teste de
avaliacao preliminar de biomateriais. Testes envolvendo citotoxicidade e expressdes de
proteinas relacionadas a atividade celular sdo essenciais para a completa

caracterizagdo 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 expressdo de
proteinas. Os hidrogéis CNHA dos Grupos 1 e 2 apresentaram resultados similares, e,

portanto, serao referidos apenas como CNHA nos testes biologicos realizados.

4.7.1. Teste de viabilidade celular.

Neste ensaio a viabilidade celular foi avaliada pelos resultados de citotoxicidade
determinados pela reducdo do MTT. No ensaio as células foram cultivadas em pocos 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 periodo
analisado, enquanto que o hidrogel CNHASI apresentou toxicidade as células de pré-

osteoblastos MC3T3-E1, sendo portanto, excluido de outros testes bioldgicos.

O resultado de toxicidade do hidrogel CNHASI pode estar associado a presenca
de residuos de monémeros ou oligbmeros de estireno ou divinil benzeno, da resina

catidnica de estireno/divinilbenzeno sulfonado utilizada na preparagéo do acido silicico.

As Figura 29A e Figura 29B ilustram os resultados da viabilidade celular nos
hidrogéis CNHAO e CNHA, respectivamente, com os respectivos niveis de viabilidade
celular. Os resultados encontrados para os materiais avaliados foram similares para o
periodo de 24h. No periodo de 48h, o hidrogel CNHA superficie superior (S), (CNHA-S)
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apresentou um maior nivel de viabilidade celular. O hidrogel CNHAO-S também
apresentou um bom desempenho neste periodo, comparado com o do controle negativo
PS.
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Figura 29. Analise 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 adesao e proliferagao celular

A importancia da adesao de osteoblastos na superficie de materiais tem sido
bastante destacada, porém poucos avancos na explicagcdo desses eventos foram
alcancados. Juntos, adesao e proliferacao celular representam as primeiras etapas da
interacao célula-biomaterial e a sua eficacia influencia nas etapas posteriores de
diferenciacdo. Sabe-se também que a superficie de fosfato de calcio € capaz de
promover a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, e que um
comportamento dinamico de adesdo focal pode estar envolvido nos mecanismos

moleculares promovendo diferenciacéo osteogénica [136].

Neste teste a adesao e proliferagao celular foram avaliadas pela incorporagao 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 adesdo e a proliferacido de
osteoblastos. Observou-se que houve um aumento na adesao 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 superficie superior do
hidrogel CNHA promoveu uma melhor adesao e proliferagdo celular que a superficie
inferior, provavelmente devido a topografia do material oferecer uma maior area
superficial e, consequentemente, permitir uma maior proliferacdo de células. A adesao
celular em CNHAO-S foi similar, dentro do desvio da medida, a ades&o observada na
superficie inferior (CNHA-I).
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Figura 30. Niveis de adesao e proliferacao celular. (A) CNHA e (B) CNHAO. O grafico
representa qualitativamente a quantidade de células aderidas pela incorporacao do cristal

violeta. Tempos de plagueamento: 15 minutos, 6 horas e 48 horas de cultivo celular; (*) p<0,05;

(**) p<0,01. PS foi considerado como grupo controle negativo.

70




Tese de Doutorado Resultados e Discussodes

Kong e colaboradores [137] também descreveram a influéncia da composigao,
morfologia e topografia de scaffolds de quitosana com nanoparticulas de HA na adeséo,
proliferacao e diferenciacdo celular pelo método de cultura de pré-osteoblastos. Eles
sugeriram que materiais com nanoparticulas de HA uniformemente distribuidas
promovem maior nucleagdo de HA em solugbes de SBF, resultando em uma maior
bioatividade. A avaliacdo dos scaffolds compdsitos como biomaterial foi feita também
pela adesao e proliferagao celular de pré-osteoblastos, o qual mostrou que o aumento
da area superficial promovida pela deposicdo de nanoparticulas de HA sobre a
superficie do compdsito aumenta a adesao e proliferacdo celular quando comparado a
scaffolds de quitosana pura, resultando num material biocompativel com grande

potencial para engenharia de tecido ésseo.

Como o melhor resultado de adeséo e proliferacdo de osteoblastos foi obtido
com o hidrogel CNHA, particularmente em sua face superior, os demais ensaios

biol6gicos foram efetuados apenas neste hidrogel.

4.7.3. Teste de expressao e niveis de fosforilagao de proteinas

A viabilidade celular no hidrogel CNHA foi verificada pela expressao de proteinas
relacionadas com vias de transducdo de sinal, que sao relacionadas com a
sobrevivéncia celular, como foi o caso de proteina Akt (Figura 31A) e de proteinas Erk
(Figura 31B). Ambas as proteinas foram expressas e estavam ativas em células
crescidas sobre o CNHA. No caso da proteina Akt, a melhor expressao e atividade
foram observadas para CNHA-S, ou seja, para a superficie superior, a qual foi similar
ao controle negativo PS. Por outro lado, para a familia da proteina Erk, analisando p44
e p42, também relacionadas ao ciclo celular, o melhor resultado ocorreu na face inferior,
CNHA-I, para Erk(p44), embora a superficie superior também tenha apresentado
expressao e atividade de proteina superior ao controle negativo de PS. Além disso, a

expressao de Erk(p44) foi maior que Erk(p42), em ambas as superficies do hidrogel.
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Figura 31. Expressao de proteinas relacionadas com a sobrevivéncia e viabilidade celular: A)
Akt e B) Erk. PS foi considerado como controle negativo. Os graficos representam a analise

densitométrica das bandas obtidas por immunoblotting.
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Outro teste bioldgico realizado no hidrogel CNHA relacionado a adesao celular
foi a avaliacdo das proteinas fosforiladas relacionadas com pontos de adesao focal,
como Src (Y416) e FAK (Y397), conforme os resultados apresentados na Figura 32.
FAK sao proteinas dindmicas associadas com o citoesqueleto que dao forma as
células, bem como promovem a adesao das mesmas a matriz extracelular. Por outro
lado, Src é uma familia de proteinas tirosina quinase, que tem funcao de ponte entre
matriz extracelular e a matriz intracelular, com grande importancia em diversos
processos celulares. Em ambas as superficies do hidrogel CNHA, foi observada a

fosforilagao das proteinas de forma superior ao controle PS.
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Figura 32. Expressao de proteinas relacionadas com a adesao celular e o grafico
representando a analise densitométrica das bandas obtidas por immunoblotting. PS foi

considerado como grupo controle negativo.

As proteinas relacionadas com a progressdo 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 expressao das proteinas cdk4, cdk6, ciclinaD1 e
ciclinaD3, comparado ao controle PS (Figura 33). Apenas para a proteina ciclina D1, o

resultado foi mais expresso na superficie inferior do hidrogel (CNHA-I).
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Figura 33. Expressao de proteinas relacionadas com a progressao do ciclo celular e o grafico
representando a analise densitométrica das bandas obtidas por immunoblotting. PS foi

considerado como grupo controle negativo.

4.7.4. Teste de diferenciacao celular

Apos avaliar os processos de adesao e proliferacao, a diferenciacdo celular é
uma etapa muito importante entre os eventos celulares. Assim, a capacidade de
estimular a diferenciagdo de osteoblastos sobre CNHA foi identificada pela dosagem da
atividade de fosfatase alcalina (ALP), um bem aceito biomarcador na avaliagdo da
diferenciacdo de osteoblastos. A ALP é uma proteina relacionada ao mecanismo de
mineralizagdo de ossos, conhecida desde 1920. Essa proteina esta relacionada a fase

inicial do processo de mineralizagédo do tecido 6sseo [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-| apresentou um resultado
similar ao controle PS, enquanto que para o CNHA-S ele foi significantemente maior.
Estes resultados sugerem que a proteina relacionada a progressao do ciclo celular foi
especifica e sinalizou de forma mais intensa a adesao de pré-osteoblastos na superficie
superior de CNHA no periodo de 14 dias [136].
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Figura 34. Analise da atividade de fosfatase alcalina de pre-osteoblastos cultivados sobre os
diferentes materiais. PS foi considerado como grupo controle negativo. (ns) sem diferenga
estatistica; (*) p<0,05; (**) p<0,01.

Resultados similares aos obtidos neste trabalho, relacionados a viabilidade
celular, foram descritos por Xu e colaboradores [139], os quais avaliaram a
biocompatibilidade de scaffold compdsito preparado pela mistura mecanica de
quitosana e cimento de fosfato de calcio CPC [fosfato de tetracalcio (TTCP) e fosfato de
dicalcio anidro (DCPA)]. Os resultados obtidos para o compdsito CPC-quitosana

mostraram viabilidade e adesao celular similar ao CPC, indicando que o compdsito é
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biocompativel e que a presencga da quitosana melhorou as propriedades mecanicas do
material, a adesdo e a proliferacdo de células de osteoblastos, bem como a formacéao
de poros permitindo a migracao de células pelo material. A presenca da quitosana no
composito CPC-quitosana aumentou de forma relevante o nivel da enzima ALP,

comparada ao CPC puro [140].

Membranas de quitosana com diferentes quantidades de nanoparticulas de HA
avaliada em trabalho de Teng e colaboradores [141] também apresentaram viabilidade
celular, alta adesao e proliferacdo celular, além de alto nivel de expressdo de ALP,

indicando a diferenciacado de células de osteoblastos.

Comparando-se os varios compositos de fosfatos de calcio/quitosana preparados
nesta Tese de Doutorado, a proposta desenvolvida neste projeto levou a obtengao de
dois hidrogéis, CNHA e CNHAO, biocompativeis e com caracteristicas desejaveis para
substituicao/regeneracao de tecidos 0Osseos e, portanto, com grande potencial na
engenharia de tecido. Na classificacdo apresentada inicialmente de biomaterial, os
hidrogéis CNHA e CNHAO podem ser classificados como “biomaterial aloplastico e

bioativo”.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo foram preparados biomateriais aloplasticos e bioativos na
forma de hidrogéis porosos a base de quitosana e hidroxiapatita, contendo ou néo Si.
Estes mostraram excelentes caracteristicas mecanicas e biocompatibilidade favoraveis
para 0 seu emprego como biomateriais, incluindo a topografia e a morfologia, com
potencial para engenharia de tecido 6sseo, especialmente para o preenchimento ésseo.
O hidrogel CNHASIi, também com caracteristicas biocompativeis, apresentou
propriedades fisico-quimicas e morfoldégicas adequadas para biomaterial, entretanto
mostrou-se citotoxico. CNHA e CNHAO nao apresentaram toxicidade celular in vitro.
Neste ultimo, a introdugdo de Si (como silicato) favoreceu a cristalizagdo da

hidroxiapatita.

Os hidrogéis CNHA e CNHAO apresentaram um comportamento similar frente a
viabilidade celular, e os melhores resultados foram obtidos para a superficie superior,
provavelmente devido a maior area superficial. A adesdo e a proliferacdo de células
foram observadas nas superficies superior e inferior destes hidrogéis, sendo mais
significativa para a superficie superior destes. Além dessas informacdes, pbde-se
avaliar também a capacidade de diferenciacdo celular do CNHA pela dosagem da
atividade de fosfatase alcalina, a qual mostrou que apdés 14 dias o resultado da
superficie inferior foi similar ao PS. A superficie superior do CNHA apresentou melhor

desempenho na diferenciagao celular.

O conjunto de resultados obtidos neste estudo permite sugerir que os hidrogéis
de quitosana/hidroxiapatita, com ou sem Si, apresentam grande potencialidade para
aplicagdes em engenharia de tecido 6sseo, necessitando ainda de testes in vivo para

uma completa avaliacdo de sua biocompatibilidade com organismos vivos.
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6. PROPOSTA FUTURA

Realizagdo dos testes in vivo nos hidrogéis CNHA e CNHAO para uma melhor

avaliacao da biocompatibilidade com organismos vivos.
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