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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi a obtencdo de uma membrana polissacaridica bioativa com
atividade anti-microbiana, capaz de atuar como barreira biolégica e estimular o processo de
regeneragdo tecidual. Para tal, foram incorporadas a membranas de quitosana e xantana (QX)
produzidas na razdo madssica de 1:1, hidroxiapatita (HA) nas propor¢des de 0,2%, 1,0% e 5,0%
e hiclato de doxiciclina na concentracdio de 100 pg/mL. Os biomateriais obtidos foram
caracterizados por difracio de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA), espectroscopia de
fluorescéncia de raios X (XRF), microscopia eletronica de varredura (MEV), microtomografia
computadorizada (micro CT), microscopia confocal, espessura e estabilidade em meio aquoso.
Foram também avaliadas as propriedades mecanicas de alongamento e tensdo no ponto de
ruptura dos biomateriais, a proliferacdao de células-tronco mesenquimais da polpa do dente em
contato com as membranas e se ocorria liberagcdo da doxiciclina em concentracdes minimas
inibitdrias para microrganismos presentes em periodontite. As andlises fisico-quimicas por
DRX, FTIR e XRF comprovaram a incorporacdo do composto ceramico bioativo pela presenca
de sua fase cristalina, grupos funcionais e composi¢cdo quimica caracteristicos da HA. As
andlises morfoldgicas por MEV, microscopia confocal e micro CT indicaram incorporagdo
relativamente homogénea de HA, verificando-se depdsitos desta na superficie da membrana,
particularmente para a formulacao contendo 5,0% de HA. Além disso, foi observado aumento
na espessura, na porosidade e na rugosidade superficial das membranas, com a elevacdo da
concentracdo de HA. Na andlise de estabilidade em meio aquoso, ndo se observou perda de
massa significativa em 7 dias, principalmente para a membrana com maior concentragao de
HA. Todas as amostras apresentaram alta capacidade de alongamento, entre 140 e 152%. A
tensdo de ruptura para a formulacdo sem HA foi maior que para as obtidas na presenca de 0,2%
e 5,0%, cujo resultado foi de 288 kPa, porém este valor ndo diferiu estatisticamente do
observado para a formulacdo contendo 1% (m/v) de HA. Os resultados do ensaio mecanico
indicaram que existe uma relagdo ideal na adi¢do de HA que pode variar entre 1 e 5% de HA,
visto que o valor de 50 kPa foi obtido para a membrana de 0,2% e 83 kPa para a concentracao
de 5,0%. As células-tronco mesenquimais utilizadas na 8* passagem apresentaram tempo de
duplicagdo de cerca de 16 horas e velocidade especifica de crescimento de 0,044 h'! e
confirmam qualidade adequada para o teste pretendido. O ensaio in vitro de viabilidade celular,
analisada por meio do indicador metabdlico brometo de 2-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-3,5-difenil-
2H-tetraz6lio (MTT), mostrou maior proliferacdo celular para a membrana contendo 5% (m/v),
quando comparada as outras formulagdes. Este resultado sugere que a adi¢ao da hidroxiapatita
as membranas pode influenciar nos parametros de adesdo e proliferacdo celular. Todas as
membranas foram capazes de liberar a concentracdo minima de doxiciclina para inibir os
microrganismos Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Porphyromonas gingivalis.
Estes resultados comprovam a bioatividade ocasionada pela adicdo da hidroxiapatita e da
doxiciciclina ao complexo polimérico de quitosana e xantana e indicam que este biomaterial
pode ser utilizado tanto como barreira bioldgica, liberando concentragdo adequada do farmaco,
quanto como suporte para aplicagdo em terapia avancada e regeneracdo tecidual de lesdes
periodontais.

Palavras-chaves: regeneracdo éssea guiada; terapia avancgada; biomaterial; células-tronco
mesenquimais; hidroxiapatita; doxiciclina; quitosana; xantana; periodontite; tecido ésseo.



ABSTRACT

The purpose of the present work was to produce a polysaccharyde-based bioactive membrane
capable to act as a biological barrier, with antimicrobial activity and able to estimulate the tissue
regeneration process. For that, hydroxyapatite (HA) in the proportions of 0.2%, 1.0% and 5.0%
as well as doxycycline hyclate in the concentration of 100 pg/mL were incorporated to chitosan
and xanthan gum membranes (CX) produced in the 1:1 mass ratio. The obtained biomaterials
were characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), thermogravimetric analysis (TGA), X-ray fluorescence spectroscopy (XRF), scanning
electron microscopy (SEM), microtomography (micro CT), confocal microscopy, thickness and
stability in aqueous medium. The mechanical properties of elongation and tension strength at
break of the biomaterials, the proliferation of dental pulp mesenchymal stem cells in direct
contact with the membranes and the release of doxycycline in minimum inhibitory
concentrations for microorganisms present in periodontitis were also evaluated. The physico-
chemical analyzes by XRD, FTIR and XRF confirmed the incorporation of bioactive ceramic
compound by the presence of its crystalline phase, functional groups and chemical composition,
characteristics of hydroxyapatite. The morphological analyzes by SEM, confocal microscopy
and micro CT indicated relatively homogeneous incorporation of hydroxyapatite powders, with
the presence of deposits of the material on the surface of the membrane, particularly for the
formulation produced in the presence of HA at 5.0% w/v. In addition, the thickness, porosity
and surface roughness values of membrane increased as the concentration of HA increased. In
the stability analysis in aqueous medium, no significant mass loss was observed in 7 days,
especially for the membrane with higher concentration of HA. All samples showed a high
elongation, between 140 and 152%, however the tensile strength at brake was higher in the
formulation without HA incorporation, 288 kPa. This value did not differ statistically from that
observed for the membrane containing HA 1% (w/v). The results of mechanical test indicated
that there is an ideal relationship in the HA incorporation, between 1% and 5% of HA, since
the 50 kPa value was obtained for the membrane HA 0.2% and 83 kPa for HA 5.0%. The
mesenchymal stem cells used in the 8th passage showed a doubling time of about 16 hours and
a specific growth rate of 0.044 h™!, confirming an adequate quality for the intended test. In vitro
cell viability assay, analyzed by the metabolic indicator 2- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -3,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), showed an increased cell proliferation to the
membrane containing HA 5% (w/v), when compared to the other formulations. This result
suggests that the incorporation of hydroxyapatite to membranes may influence cell adhesion
and proliferation parameters. All membranes were able to release the minimal concentration of
doxycycline to inhibit the microorganisms: Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e P.
gingivalis. These results confirm the bioactivity from the incorporation of hydroxyapatite and
doxycycline to the chitosan-xanthan gum complex, indicating this biomaterial as a biological
barrier, releasing adequate concentration of the drug, and as support for application in advanced
therapy and tissue regeneration of periodontal lesions.

Keywords: Guided bone regneration; advanced therapy; biomaterial; mesenchymal stem cell;
hydroxyapatite; doxycycline; chitosan; xanthan; periodontitis; bone tissue.
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1. INTRODUCAO

1.1 Colocacao do problema

A doenca periodontal €, geralmente, uma inflamagdo causada por microrganismos, que
acomete a regido de insercdo do elemento dentdrio ao osso, afetando também a gengiva e o
ligamento periodontal. A sua evolucdo ocasiona a reabsorcdo do osso alveolar e,
consequentemente, a perda do dente, o que leva a vdrias outras complica¢des. Desde 2004,
através do programa Brasil Sorridente, o governo Brasileiro vem levantando dados sobre a
saude bucal da populacdo. Estes dados servem para mapear e direcionar o tratamento
odontoldgico. As consequéncias da doenga periodontal ndo estdo somente associadas a satde
bucal, mas sim a todo o trato digestério. Em estudos que relacionam fatores inflamatorios
circulantes com as doengas periodontais, verificam-se que estas doencas podem levar ao cancer
oral, esofagico e, at€é mesmo, ao aumento do carcinoma de lingua. Estratégias para a
regeneracdo dos tecidos adjacentes ao dente e, principalmente, a regeneracdo 6ssea local com
o auxilio de membranas poliméricas podem evitar estas complicacOes, além da perda do
elemento dentario (CHUNG et al., 2016; SFREDDO, MAIER e MOREIRA, 2017).

A regeneracdo Ossea guiada (ROG) e a regeneragdo tecidual guiada (RTG) sdo
procedimentos cirdrgicos que utilizam diversos tipos de membranas, como barreiras bioldgicas,
com o intuito de direcionar o crescimento de tecido dsseo, epitelial e conjuntivo, restaurando
defeitos dsseos locais e restabelecendo a adequada fungao estética. A ROG € semelhante a RTG,
porém possui o foco no desenvolvimento e recuperacido de tecidos dsseos, além dos tecidos
adjacentes de fixacdo dos elementos dentdrios. Na regido oral, a ROG € predominantemente
aplicada para auxiliar o crescimento do novo tecido 6sseo em uma crista alveolar e, por
exemplo, permitir a estabilidade biolégica de implantes dentdrios mais rapidamente (NYMAN
et al., 1982b; GOTTLOW et al., 1984; JIMBO et al, 2014). Ambas as estratégias de
regeneracdo utilizam membranas produzidas a partir de diferentes tipos de materiais, sendo
estas divididas, principalmente, de acordo com o tempo de meia vida de reabsor¢iao no corpo.
Estas divisdes sdo enquadradas em dois grandes grupos: membranas nao-reabsorviveis e
reabsorviveis. As membranas ndo-reabsorviveis, que podem ser constituidas de compostos
como o politetrafluoretileno expandido (e-PTFE), sdo barreiras bioldgicas que exibem
excelente biocompatibilidade e demonstram auxiliar, significativamente, a regeneracdo dssea
em estudos clinicos (JIMBO et al. 2014). Entretanto, essas membranas rigidas necessitam de

uma segunda cirurgia para remové-las, podendo resultar em deiscéncia dos tecidos moles,
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aumentando sua exposicao e susceptibilidade a infec¢cdes. Em comparagdo com as membranas
nao-reabsorviveis, as bioabsorviveis, produzidas a partir de materiais naturais ou de polimeros
capazes de serem reabsorvidos ou degradados in vivo, ndo requerem posterior remogao
cirdrgica. O principal desafio na aplicacdo clinica das membranas bioabsorviveis € coincidir o
seu tempo de reabsorcdo com o periodo de neoformacdo déssea. A integridade estrutural da
membrana deve ser mantida durante o desenvolvimento e a maturacdao do tecido recém-
formado, o que pode variar com o local de sua aplicacdo. Uma das desvantagens de membranas
reabsorviveis obtidas a partir de materiais como, por exemplo, o coldgeno bovino, incluem a
potencial transmissdo de contaminantes e a resposta inflamatdria, além da dificil manipulacdo
durante sua aplicagdo. O processo de reticulagdo dos polimeros possibilita a obtencdo de
membranas mais estdveis, com periodo de reabsorcdo entre 4 a 6 meses. Entretanto, os
reagentes utilizados como, por exemplo, o glutaraldeido, podem resultar em efeitos citotoxicos
aos tecidos adjacentes se permanecerem no material em quantidades residuais, além de
aumentar o custo do produto final e a complexidade do processo produtivo.

O desafio de manter a estrutura e o tempo de meia-vida apropriados de membranas
projetadas para a neoformacgdo dssea, além de melhorar a adesdo celular e a resposta biolégica
tecidual, deve-se a dificuldade de se obter essas propriedades sem a utilizacdo de reagentes
toxicos durante a produgdo do biomaterial. Para isso, compostos polieletrélitos, que possuem a
capacidade de interagir com produtos da mesma classe, mas de cargas opostas, e com eles
formar um compdsito polimérico, exibem o potencial de contornar estas limita¢des, como € o
caso da quitosana e da xantana. Estes polimeros podem formar uma membrana estavel pela
interacdo entre seus grupos carregados (WESTIN, 2016). Como ambos s@o polissacarideos, isso
facilita sua degradacao pelo corpo, particularmente a da quitosana. Além disso, estes compostos
sdo considerados atoxicos, assim como seus metabolitos.

Neste estudo, para a produ¢do das membranas poliméricas foram empregados polimeros
de uso consolidado na literatura, como a quitosana (BELLINI et al. 2015a; HERNANDEZ-
MONTELONGO et al. 2016; BIERHALZ e MORAES, 2016) e a goma xantana (BELLINI e?
al., 2015a; BIERHALZ e MORAES, 2016). Bellini et al., (2015a) e Westin (2016),
desenvolveram membranas de quitosana e xantana porosas em variadas proporcoes
poliméricas, as quais apresentaram bons resultados para adesdo e crescimento de células
mesenquimais estromais e da polpa do dente de leite. Os resultados alcancados evidenciaram
aprecidvel potencial de uso das membranas de quitosana e xantana em diferentes aplicacdes,

como para o tratamento de lesdes de pele e a regeneracdo do tecido cartilaginoso, sendo este
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dltimo com a utilizacdo de células-tronco da polpa dentdria diferenciadas em condrdcitos. A
potencial combinacdo deste tipo de membrana com agentes capazes de induzir respostas
bioldgicas nas células, como a hidroxiapatita, pode acelerar o processo de regeneracdo quando
na aplicagdo Ossea.

Atualmente, as membranas comerciais atuam somente como barreiras bioldgicas, ndo
estimulando, por parte do biomaterial, uma resposta celular especifica com o intuito de acelerar
ou reforgar a regeneracdo dssea. Isso pode ser alcancado, por exemplo, pelo uso de fosfatos de
calcio, que sdo conhecidos por sua excelente biocompatibilidade, osteocondutividade e
bioatividade, demonstrando aumento da atividade celular e a mineralizagdo no interior do
defeito 6sseo (LEGEROS, 2008; DOROZHKIN, 2013). No presente trabalho optou-se por
combinar a membrana de quitosana e xantana densa com uma fase de fosfato de cédlcio, como
a hidroxiapatita, devido a sua bioatividade e similaridade quimica com a fase inorgéanica do
tecido 6sseo (MEHDI er al., 2013; LEGEROS, 2008).

O preenchimento efetivo do defeito dsseo pelas células do osso e do ligamento periodontal
necessita aproximadamente de 4 a 6 semanas. Para a formagdo e maturagdo do tecido dsseo
poroso, sdo necessarios aproximadamente 6 meses (WANG et al., 2016). Assim, o controle da
concentracdo de hidroxiapatita em relacdo as dos polimeros (quitosana-xantana), mostra-se
importante para acelerar este processo. Com isso, pode-se estabelecer uma razdo ideal visando
o comportamento apropriado quanto a dissolu¢do deste compdsito e, consequentemente,
aumentar sua bioatividade, sem acarretar na perda da estabilidade da barreira biolégica e, ao
mesmo tempo, evitando a indesejada formacdo de tecido conjuntivo sem a formacao 6ssea. Esta
estratégia ird permitir a selecio de um compdsito com adequada estabilidade mecénica e
estrutural in vivo, atendendo assim as necessidades fisioldgicas de recuperacdo 6ssea. Devido
ao longo periodo durante o qual este material ficard implantado no corpo, particular atengdo
deve ser dada ao comportamento do dispositivo no que se refere a contaminagdo por
microrganismos e a inflamagao local, as quais podem ocasionar a reabsorcdo dssea € O
insucesso da regeneragao local.

A incorporagdo de agentes capazes de controlar e, até mesmo, extinguir a populagdo de
contaminantes locais, assim como o processo inflamatério durante e ap6s a cirurgia € desejavel
para o sucesso da regeneracdo. A liberacdo de farmacos de maneira controlada ou sustentada
com o intuito de eliminar a infec¢do por bactérias, por exemplo, torna-se um fator vantajoso
comparado a administracdo sist€mica de antibidticos (BOATENG et al., 2008; LIMA, 2012),

dado que aproximadamente 400 espécies de microrganismos podem ser encontradas na
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cavidade oral. Dentre elas, cerca de 10 espécies estao ligadas as doengas periodontais, o que as
tornam alvos para a aplicacio de drogas especificas (JARDIM et al., 2010; LINDHE, 2010).
Estas drogas podem ser incorporadas nas membranas em concentracdes capazes de eliminar os
microrganismos e evitar o agravamento da doenca, permitindo que os tecidos adjacentes sejam
recuperados.

A doxiciclina € um dos farmacos frequentemente utilizados no tratamento da periodontite.
Seu amplo espectro de atuacdo faz com que este antibidtico seja um dos mais utilizados para
este fim. Sua eficacia se da pela inibicdo da sintese proteica, sendo que este farmaco atua em
microrganismos gram-negativos, gram-negativos € em microrganismos anaerobicos
facultativos (SLOTS e RAMS, 1990; GOODSON, 1994; EICK e PFISTER, 2004). Além da
inibicdo na sintese proteica, a doxiciclina é capaz de inibir a acdo de enzimas, como a
colagenase liberada por microrganismos, que atua destruindo os tecidos adjacentes e pode
agravar a regeneracdo 6ssea (CAETANO, 2005; GOLUB et al., 1997; SORSA et al., 2015).

A terapia avangada, ou seja, a incorporacdo de fatores ou células-tronco aderidas em
associacao a biomateriais pode ser uma alternativa tanto para a regeneragdo do local, quanto
pela sua capacidade de controlar os eventos adversos que ocorrem na regido. Em estudos
realizados com células-tronco mesenquimais em camundongos, verificou-se que estas células
sdo capazes de secretar fatores anti-inflamatorios, através de vesiculas extracelulares, capazes
de diminuir a progressao de osteoartrite (COSENZA et al., 2017). Em outros estudos, verificou-
se subpopula¢des com funcdes especificas de imunomodula¢do e homeostase dssea (JAMES et
al., 2015) que podem contribuir na regeneracao Ossea.

As células-tronco mesenquimais da polpa do dente, devido a sua origem e facilidade de
coleta, serdo utilizadas com o intuito de imunomodular o processo inflamatério ocasionado
pelas doencgas periodontais, assim como auxiliar na regeneragdo dssea local. O potencial destas
células em se transformar em osteoblastos, tecidos e estruturas dentais como dentina e seu
complexo pulpar, corroboram para a utilizacio destas células no trabalho proposto (SAITO et
al., 2015). Destaca-se, ainda, o alto custo dos biomateriais aplicados na drea odontoldgica,
particularmente daqueles que apresentam bioatividade de estimulagdo da regeneracdo tecidual.

Tendo por base o acima exposto e que a combinacdo de barreiras biologicas de quitosana
com vidros bioativos vem sendo estrategicamente desenvolvida para o tratamento de doencas
periodontais, resultando em maior viabilidade de células-tronco mesenquimais, quando
comparada, por exemplo, as membranas de quitosana somente (MOTA et al., 2012), explicita-

se que o problema a ser enfocado no presente trabalho refere-se justamente a uma lacuna neste
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sentido. Serd estudada, portanto, a incorporacdo de hidroxiapatita em matrizes densas
constituidas de quitosana e xantana preparadas na presenca ou auséncia do antibidtico

doxiciclina, com a finalidade de aplica¢do na regeneracdo do tecido periodontal.

1.2 Objetivo
O objetivo principal deste trabalho foi a produ¢ao de uma membrana compdsita polimero-
ceramica incorporando o antibidtico doxiciclina, buscando atender as necessidades relatadas
por profissionais da drea médica-odontoldgica, visando a aplicagcdo em lesdes periodontais.
Dentre os objetivos especificos deste trabalho, destacam-se:
1. Determinar se € possivel a incorporacdo de diferentes concentracdes de hidroxiapatita,
sem a modificacdo de sua fase, em membranas compostas de quitosana e xantana;
2. Avaliar as caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas das membranas produzidas;
3. Avaliar qual ou quais formulagdes apresentam comportamento adequado frente a
adesdo e proliferacdo de células-tronco nas membranas;
4. Analisar a eficidcia in vitro das membranas intumecidas com doxiciclina, utilizando
microrganismos presentes na cavidade oral e tipicamente envolvidos na periodontite,
para verificar se a concentracdo de doxiciclina liberada no meio € suficiente para inibir

seu crescimento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido ésseo

A compreensao do tecido 6sseo se faz necessaria para o desenvolvimento e a aplicagao
de estratégias em regeneracao tecidual ocasionadas por doengas periodontais. O tecido dsseo
tem como principal fungdo a protecao e sustentacdo dos nossos 6rgaos e de nosso corpo. Devido
a presenga de sais em sua matriz, acaba se tornando um tecido rigido, porém com diferentes
densidades em distintas regidoes do osso, dependendo de sua funcdo bioldgica. Os biominerais
e, principalmente, a hidroxiapatita representam a maior parte constituinte de um tecido 6sseo
(DEIDRE et al., 2006; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). O tecido 6sseo também € formado
de outro componente majoritario, o coldgeno. Este possui, mecanicamente, a funcao de conferir
propriedades elésticas ao tecido Osseo e suas moléculas estdo dispostas em fibras helicoidais,

como pode ser observado na Figura 2.1 (MEHDI et al., 2013).

Figura 2.1 — Visdo esquematica macroscopica a nanométrica da estrutura dssea (adaptada de

MEHDI et al., 2013).
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O tecido 6sseo, dependendo de sua regido, € vascularizado e apresenta diferentes tipos de
células 6sseas. Basicamente, estas células realizam o depdsito de componentes minerais (como
os fosfatos de cdlcio) e organicos (como o coldgeno) na matriz, além de controlar este depdsito
pela reabsor¢do da matriz (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). As células 6sseas incluem os
osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e as células de revestimento. Enquanto os osteoblastos sao

as células responsdveis pela produgcdo e mineralizacdo da matriz dssea, os osteoclastos se
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responsabilizam pela manuten¢@o da matriz dssea, induzindo sua reabsor¢do. Ostedcitos sao os
osteoblastos aprisionados dentro da matriz 6ssea e reconhecidos como os grandes
orquestradores da atividade mineral esquelética, sendo capazes de detectar e integrar sinais
mecanicos e quimicos para regular a formacdo e a reabsorcdo 6ssea (HAM e CORMACK,
1979; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

No caso de lesdes periodontais, além de tecidos dsseos, ha também o envolvimento dos
tecidos moles circundantes, que devem ser entdo avaliados como um todo para o sucesso da

terapia.

2.2 Diagnostico, prevaléncia e controle da doenca periodontal

O periodonto € um tecido conjuntivo que envolve todo o elemento dentdrio e a sua
principal funcdo € fixar o elemento dentédrio ao tecido 6sseo. O periodonto é composto por
quatro tecidos: a gengiva, que € classificada como o periodonto de protecdo; o ligamento
periodontal; o cemento e osso alveolar, que constituem o periodonto de sustentagdo ou inser¢ao
(NEWMAN et al., 2012). Enquanto a gengivite € caracterizada pela inflamacao do periodonto
de protecdo, a periodontite € uma doenga causada pela inflamagdo do periodonto de inser¢do.
A etiologia da doenca periodontal é geralmente microbiana, mas pode também ser associada a
causas hormonais e genéticas, sendo caracterizada pela destrui¢ao do tecido periodontal, sendo
que sua evolucdo pode resultar na absor¢ao do osso alveolar e, consequentemente, na perda do

elemento dentario (Figura 2.2) (LINDHE, 2010).

Figura 2.2 — Diferenca entre gengivite e periodontite (adaptada de WEINGAERTNER, 2015).
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Muitos estudos indicam que a perda do elemento dentdrio ocorre por mecanismos de
defesa do corpo frente a inflamacdo e infeccdo relacionados as doencas periodontais. Em
resposta aos microrganismos ali presentes, o sistema de defesa do corpo produz uma série de
fatores de modulagdo inflamatéria, como o interferon gama (IFN-y), que resulta em migracao
de células para a drea lesionada. Clinicamente, a gengivite € diagnosticada pela presenca de
placa bacteriana, bem como por sinais de edema, eritema e sangramento do periodonto de
protecdo. Além dos sinais da gengivite, na periodontite observa-se perda da insercao conjuntiva,
ocasionando um aumento da bolsa periodontal, e a perda dssea alveolar (MEYLE e CHAPPLE,
2015).

Muitos fatores podem ocasionar ou desencadear uma doenga periodontal e,
consequentemente, a perda do elemento dentério. Estes fatores podem variar tanto em relacao
aos fatores externos ao individuo, quanto aos fatores internos, tais como doencas genéticas e
alteracdes hormonais (ALJEHANI, 2014). Dentre os fatores externos, os quais podem ser
tratados, a infeccdo por microrganismos € um importante fator a ser considerado. PASTER et
al. (2006) estudaram o sequenciamento do material genético dos microrganismos presentes na
cavidade oral e identificaram mais de 400 espécies. Dentre elas, algumas espécies encontradas
no espago bioldgico periodontal podem ser diferenciadas por sua morfologia, conforme

exemplificado na Figura 2.3. Neste estudo, notou-se prevaléncia de células Gram negativas.

Figura 2.3 — Ilustragd@o da presenca de diferentes espécies de microrganismos encontradas na

Em um estudo semelhante, realizado no Brasil, foram analisadas amostras de pacientes

com periodontite agressiva generalizada (FAVERI, 2008). Os resultados apontaram 110
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espécies de microrganismos, sendo que cerca de 70 destas eram mais comumente encontradas.
Neste estudo, observou-se que a espécie Gram negativa Selenomonas sputigena teve maior
prevaléncia em relacdo a outras espécies. Um estudo correlato realizado por Sassone et al.
(2008), mas enfocando infeccdes endodonticas, aponta a presenca de outras espécies de
microrganismo em amostras de tecidos infectados, como Fusobacterium nucleatum sp.
vincentii, Porphyromonas gingivalis, Veillonella parvula, Enterococcus faecalis,
Campylobacter gracilis e Neisseria mucosa. A medida em que a gravidade e a profundidade da
lesdo da infec¢do avangcam localmente, os tipos de microrganismo podem variar.

Em 2003, o Ministério da Saide (BRASIL, Satide Bucal., 2003) criou o programa Brasil
Sorridente, que verifica as condi¢des de Saide Bucal da populagdo. Através deste programa foi
realizado um levantamento para tragar acdes para o plano politico de satde bucal da populagdo.
As doencas periodontais e suas complicagdes sao indicadores importantes para a continuidade
e medida de efic4cia das acOes implementadas. A evolucdo da doenga periodontal € investigada
através da insercao de uma sonda periodontal no espaco entre o dente e a gengiva, denominado
de espaco bioldgico. O grau da doenga periodontal é caracterizado pela profundidade de
insercdo da sonda periodontal, a qual possui uma graduagdo de profundidade medida tendo por
referéncia a regidio amelo-cementdria do dente. A partir desses valores, o Indice Periodontal
Comunitéario (IPC) é gerado (BRASIL, Satide Bucal, 2010). Enquanto os graus mais leves, que
estdo entre 1 e 3, ndo precisam de um tratamento cirtrgico, o grau 4 indica que houve perda
Ossea significativa, ocasionando instabilidade/mobilidade do elemento dentario no alvéolo e a
necessidade de tratamento cirurgico, conforme indicado na Figura 2.4 (KIRCH, 2008).

Um estudo realizado pelo Ministério da Sadde, em 2010, avaliou grupos de individuos da
faixa etdria entre 12 e 74 anos, verificando que 90,1% dos idosos na faixa de 65 a 74 anos
apresentaram perda de algum elemento dentério, por inflamag¢do ou infec¢ao, consequéncia da
incidéncia de doengas periodontais ao longo da vida (BRASIL, Saude Bucal, 2010).

Estudos indicam que o uso de prétese dentdria pode passar de 40% na faixa etdria de 35
a 44 anos (BRASIL, Saide Bucal, 2010). Isto se dd em razdo de que, geralmente, quando o
paciente busca o servigo odontolégico, a situacio da lesao ja se mostra grave, de forma que sao
necessarias medidas de cardter invasivo para buscar solucionar o problema. No caso de uma
intervengdo cirurgica, a utilizacdo de biomateriais (enxerto 6sseo e/ou barreiras bioldgicas) em
conjunto com a técnica de regeneracdo 6ssea guiada se faz necessdria para o reparo do tecido
dsseo perdido e, até mesmo para a instalacdo do implante dentdrio que ird substituir o elemento

dentario ausente.
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Figura 2.4 — Evolucdo da gravidade de doenca periodontal verificada pela profundidade de
penetracdo da sonda periodontal (adaptada de KINANE, STATHOPOULOU e PAPAPANOU
2017).
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Alguns dos métodos utilizados sdo: tratamento a laser (ALAIJAH et al., 2017), cirurgia

de enxerto gengival (BHARDWAJ et al., 2018), aumento de coroa clinica (o qual se caracteriza
pela retirada de uma pequena parte do tecido da gengiva para recuperacao do espago biolégico)
(PERSCHBACHE, 2018), procedimentos de redugdo da bolsa periodontal (a qual também €
ocasionada pela perda Ossea e aumenta o espago bioldgico) (GRAZIANI et al., 2018) e a
instalacdo de implantes dentdrios (MILLS et al., 2018).

Existe uma estreita relacao entre regeneracao tecidual guiada (RTG) e regeneragao dssea
guiada (ROG). A técnica de regeneracdo guiada comegou a ser desenvolvida no meio
odontolégico para recuperar de tecidos de suporte e do osso alveolar. A RTG visa manter a
integridade de elementos dentdrios, com base nos tecidos que os compdem, afetados por
doencas periodontais, que ocasionam a perda do tecido periodontal de insercao pela infiltracdo

e, posteriormente, infec¢ao por microrganismos agressivos presentes.

A utilizacdo da membrana como uma barreira biolégica capaz de orientar a
reconstrugdo/regeneracdo do periodonto de inser¢do pode corrigir o defeito periodontal e
regenerar o tecido 6sseo alveolar (NYMAN et al., 1982b). A ROG, possui, dentre outros, o
objetivo principal de manter e reconstruir o osso alveolar, apds a perda dssea por peri-implantite
e pos extracdo dentdria (NYMAN et al.,. 1982a; GOTTLOW et al., 1984). A Figura 2.5 mostra
um exemplo da utilizacdo de uma membrana para regeneragdo tecidual guiada sem a perda do
elemento dentdrio. Neste caso, a membrana funciona como uma barreira para os tecidos

adjacentes e permite a recuperacdo do tecido dsseo e do tecido periodontal.
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Para a ROG, quando na instalacio de um implante dentdrio, faz-se necessdria a
recuperacdo do alvéolo para a ancoragem do implante e restabelecimento da funcdo
mastigatéria. Infelizmente, o inadequado crescimento de tecido epitelial e a migra¢do de
fibroblastos, devido a fatores de inflamacdo na regido da lesdo, fazem com que este tecido
periodontal ndo se regenere e acabe formando um tecido fibroso (WIKESJO e SELVIG, 1999;
CLARK, 1996). As membranas, atuando como barreira bioldgicas, impedem esta migracdo e
direcionam o crescimento de tecido 6sseo, como apresentado na Figura 2.6 (NYMAN et al,

1982b; GOTTLOW et al., 1984).

Figura 2.5 — Utiliza¢do de membrana em Regeneragdo Tecidual Guiada (SAINT LUKE’S
HEALTH SYSTEM, 2017).
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Figura 2.6 — Exemplo de utilizacdo de um tipo de membrana de coldgeno comercial
(MATRIXDERM®) em regeneracio 6ssea guiada (adaptada de COLLAGEN MATRIX INC.
2017).
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A utilizacdo de biomateriais na regeneragao de tecidos pode ser aplicada em muitos casos.
Com frequéncia, novos biomateriais surgem com o objetivo de auxiliar as técnicas
desenvolvidas ou mesmo como resultado de novas abordagens terapéuticas, visando, por

exemplo, acelerar o processo de regeneracdo, conforme discutido a seguir.

2.3 Biomateriais

Os biomateriais podem ser definidos de diferentes maneiras como, por exemplo, todo
material implantdvel, dérmico ou intradérmico, capaz ou nao de liberar substincias ativas. Sao
também classificados como biomateriais os usados de forma extracorpdrea, desde que entrem
em contato com algum tipo de fluido biolégico. Estes biomateriais podem se apresentar na
forma de sélidos, géis, pastas ou liquidos. Quanto a origem, podem ser sintéticos ou naturais.
Quanto aos tipos, podem ser classificados em metdlicos, ceramicos, poliméricos € compdsitos
(PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

O avango na tecnologia de producdo destes biomateriais vem crescendo e ganhando
relevancia econOmica nas ultimas décadas. Em nivel mundial, o mercado de consumiveis
odontoldgicos deve alcancar mais de 35 bilhdes de dolares nos diferentes segmentos de
aplicacdo deste mercado até 2021, com uma taxa crescimento estimado de 3,3 bilhdes de dolares
por ano (MARKETS AND MARKETS, 2016). No setor odontolégico, considerando as
importacdes em 2018 no Brasil, foram movimentados mais de 22 milhdes de ddlares entre
membranas para regeneragao 0ssea e produtos para enxertia 6ssea (COMEXSTAT, 2018).

Com a evolu¢do dos biomateriais, as técnicas clinicas para sua utilizacdo vém sendo
também aperfeicoadas. Estas técnicas estdo sendo beneficiadas em vérios sentidos como, por
exemplo, a ndo necessidade de uma segunda cirurgia para a remocao de materiais reabsorviveis
e a liberacio de moléculas bioativas (HUNG er al., 2010; SPILLER e VUNJAK-
NOVAKOVIC, 2013). As técnicas de regeneracdo tecidual se utilizam destes biomateriais e,
desde a década de 80, vém apresentando bons resultados, principalmente, em se tratando de

barreiras bioldgicas para regeneragao éssea.

2.3.1 A evolugdo das barreiras biologicas

Com os experimentos de Nyman (1982a, b), Gottlow e colaboradores (1984), as
membranas para utilizacdo em regeneracao tecidual ganharam destaque, principalmente no
meio odontolégico. Desde entdo, alguns critérios foram estabelecidos para que estas

membranas fossem seguras para utilizacdo em RTG. Portanto, no projeto destes biomateriais,
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estes critérios podem ser utilizados para o estabelecimento de atributos a serem atendidos.

A biocompatibilidade do biomaterial € um atributo essencial. O biomaterial ndo pode ter
caracteristicas toxicas, ndo pode ser imunogénico, ou seja, ndo deve provocar reacdes
imunoldgicas no organismo e ndo deve acarretar resposta inflamatéria, visto que esta pode
ativar alguns mecanismos de absor¢do do osso alveolar (GOTTLOW, 1993). O biomaterial
deve ainda possuir dimensoes especificas para servir como barreira para as células indesejdveis
e simultaneamente manter o espaco apropriado para a recuperacdo do osso e ligamento
periodontal. O formato das membranas também deve ser observado, pois deve facilitar o
manuseio e corte quando na utilizagdo clinica (SAM, 2014).

A principio, a membrana bioldgica utilizada era composta por acetato de celulose. Nyman
et al. (1982b) utilizaram um filtro bacteriano comercial como barreira biologica visando a
técnica de regeneracao tecidual. Estudos realizados posteriormente com politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE) trouxeram também bons resultados (GOTTLOW, KARRING e NYMAN,
1990), porém estes biomateriais ainda requerem uma segunda cirurgia para sua remog¢ao, pois
nao sdo reabsorviveis e nem sofrem dissolucao ao longo de seu uso. A evolucdo das membranas
comegou a surgir com o intuito justamente de se evitar uma segunda cirurgia para a retirada do
biomaterial apds a regeneracao inicial do local.

A segunda gera¢do de membranas refere-se, portanto, as reabsorviveis. Nesta geracdo,
existem ainda duas categorias de membranas: as naturais, produzidas a partir de materiais de
origem animal ou vegetal, e as sintéticas, que utilizam produtos produzidos a partir de ésteres
e acido latico (SAM, 2014). Dentre as membranas de origem sintética para aplicagdo na area
médica aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration), 6érgdo responsdvel pela a
aprovacao de produtos para a saide nos EUA, encontram-se os derivados de poli a-hidréxi
ésteres. Neste sentido, Westin, (2016), por exemplo, obteve bons resultados na utilizagdao de
PCL (poli-e-caprolactona) para o cultivo de células-tronco de origem dentdria. Basicamente, as
membranas classificadas como naturais encontradas no mercado sao feitas de coldgeno do tipo
I de origem bovina, como a GenDerm (da empresa Baumer) e a Bio-Gide (da empresa Geistlich
Pharma). Diversos profissionais da odontologia reportam bons resultados com o uso destas
membranas, mas fatores negativos, como rdpida reabsorcio e crescimento de células
indesejaveis, sdo frequentemente verificados (SCULEAN, NIKOLIDAKIS e SCHWARZ,
2008; SCHMIDMAIER et al., 2006).

Com as constatacdes de contaminacdo por microrganismos € a compreensdao dos

mecanismos de regeneracdo envolvidos na recuperacdo dos tecidos, diversos estudos forma
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realizados para atuar nestas frentes, surgindo assim as membranas de terceira geracdo. Estas
membranas, além de funcionarem no direcionamento e crescimento do tecido, passaram a
incorporar antibidticos, anti-inflamatérios e fatores de crescimento, tendo sido também
alteradas sua porosidade e propriedades de superficie visando melhorar a adesdo de
determinadas células (HUNG et al., 2010; LIAO erf al., 2005; RAJA et al., 2009; BELLINI et
al., 2012; WESTIN, 2016).

Diversos métodos ou estratégias para a producdo destes biomateriais podem ser
combinados, como as baseadas em evaporagdo de solventes em um molde (casting) e sua
sublimacdo (liofilizagcdo). Técnicas que exploram a obten¢do de matrizes com multiplas
camadas subsequentes (métodos layer-by-layer) e a produ¢do de membranas por eletrofiacao
também sdo outras frentes de trabalho (LIAO et al., 2005; TRINCA et al., 2015). A produgdo
de biomateriais pelo uso de matérias-primas capazes de formar complexos polieletrdlitos, como
a quitosana e a xantana, € um conceito inovador que vem sendo desenvolvido para ser utilizado
na incorporagdo/encapsulacio de vdrios tipos de agentes bioativos, como farmacos, proteinas,
agentes indutores e, até mesmo, células-tronco mesenquimais (WESTIN, 2016). Por esta razao,

este tema serd explorado neste trabalho.

2.3.2 Complexos polieletrolitos formados por biopolimeros

Atualmente, diversos biopolimeros capazes de formar complexos polieletrélitos (PECs)
sdo utilizados na confeccdo de biomateriais. A quitosana € o composto mais frequentemente
empregado como molécula capaz de apresentar multiplas cargas positivas, enquanto o alginato,
a xantana e a pectina sdo frequentemente utilizados como biomoléculas capazes de assumir
cargas negativas dependendo do pH do meio.

Na fase de produgdo do PEC, algumas estratégias sao utilizadas para que estes polimeros
realizem interacOes moleculares entre si. Seleciona-se um valor de pH geralmente intermediario
ao pKa dos biopolimeros envolvidos, de forma que uma molécula esteja primordialmente
positivamente carregada nesta condicdo e, a outra, negativamente, para favorecer a ocorréncia
de interacdes eletrostaticas entre ambas. A formacdo de complexos polieletrdlitos acontece
principalmente por intera¢des idnicas, mas sdo também observadas ligacdes de hidrogénio e
interacdes de van der Waals na estabilizacao dos complexos. Estes complexos geralmente nao
necessitam de reagentes adicionais (MENG et al., 2010; HOFFMAN, 2002), mas caso seja
desejdvel aumentar a estabilidade do complexo e a coesdo da matriz, podem ser utilizados ions

multivalentes (como o Ca**) e reagentes bifuncionais (como o glutaraldeido) para aumentar o
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nimero de interacdes da matriz mista (LE et al., 2012; GONCALVES et al., 2016).
Como os PECs de quitosana e xantana sdao alvo de estudo neste trabalho, estes

biopolimeros serdo discutidos a seguir.

2.3.2.1 Quitosana

A quitosana (Figura 2.7) ¢ um biopolimero que pode ser obtido pelo processo de N-
desacetilagdo, em meio alcalino, da quitina extraida do exoesqueleto de crusticeos e da parede
celular de fungos. Apds a reacdo de N-desacetilacdo, a quitina com frequéncia sofre aprecidvel
reducdo de sua massa molar, por hidrélise. A quitosana possui uma coloracdo bege e aspecto
granuloso, podendo ser dissolvida em solugdes dcidas fracas como as de 4cido acético a 2%
(v/v) em &4gua, na qual suas cargas protonadas estdo propensas a formagdo de complexos
polieletrolitos. Geralmente, é encontrada comercialmente com um percentual de desacetilagdo

de 75%, o que pode alterar principalmente sua solubilidade (RAVI KUMAR, 2000).

Figura 2.7 — Processo de desacetilagdo da quitina (a) para a obten¢do de quitosana (b) —

(adaptada, SIGMA-ALDRRICH).
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A quitosana € considerada atxica e biodegradavel. Estudos de toxicidade indireta com
células-tronco mesenquimais em cultura demonstraram sua nao toxicidade in vitro (ANITHA,
et al., 2009). Sua biodegradabilidade € atribuida a acdo da lisozima, que esta presente em alguns
fluidos bioldgicos, como a ldgrima, e em tecidos, como a mucosa. Esta acao se d4 pela hidrélise
de ligacOes glicosidicas, como a N-acetil, presente na quitosana, demonstrada na Figura 2.7
(BELLINI et al., 2012; WESTIN et al., 2017). Atualmente, a quitosana também € muito
utilizada em formulagdes cosméticas e na preparacdo de carreadores de farmacos e genes

(ANCHISI, MELONI e MACCIONI, 2007; BOMBALDI de SOUZA, 2014; SHEN et al.,
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2017).

A producdo e os aspectos econdomicos da quitosana sdo fatores que devem ser levados em
considerac¢do. Geralmente, a quitosana € oriunda de rejeitos da producdo de camardes e de siris,
sendo que estes rejeitos representam cerca de 30 a 40 % da massa dos crustdceos. Entre 2005 e
2015 o setor brasileiro de aquicultura cresceu 123%. Na carcinicultura, ou seja, a criacdo de
crustdceos como, por exemplo, o camardo, representa cerca de 12% deste total com uma
producdo de 3 mil toneladas por ano (EMBRAPA, 2016). Nos dltimos 10 anos, a importacao
de quitosana no Brasil somou mais de 6 milhdes de dolares, o que pode ser modificado pela
producdo nacional do produto decorrente da tecnologia ja executada e da capacidade produtiva
da quitosana (COMEXSTAT, 2018). Entretanto, no Brasil, os investimentos e esfor¢os nessa
area em escala industrial ndo estdo ainda bem consolidados.

O custo com a matéria-prima utilizada na producio de biomateriais de quitosana para a
area de engenharia de tecidos € relativamente baixo. Atualmente, o custo do produto para a drea
de pesquisa, com um grau de desacetilagdo de 75%, chega a R$ 9,24 para cada grama (SIGMA-
ALDRICH, 2018). A concentra¢do utilizada, normalmente, de 1% (m/v), traz resultados
robustos e consistentes (BELLINI ez al., 2012; WESTIN et al., 2017). Para fins de comparacdo,
uma membrana de origem bovina para regeneragcdo 6ssea com dimensdes de 20 mm por 30 mm
custa entre R$ 119,0 a 216,00 (DENTAL CREMER, 2019), sendo que para a citada neste
trabalho o custo da quitosana incorporada é de aproximadamente R$ 6,50 para a produgao de
uma membrana de 110x110mm.

Na drea odontoldgica, a quitosana pode ser utilizada como agente antimicrobiano,
dpendente de pH 4cido e inibidor na formacao de placas bacterianas, quando incorporado no
creme dental. Busscher et al. (2008) realizaram um estudo das propriedades antimicrobianas da
quitosana € a adesdo de determinados microrganismos do género Streptococcus, um dos
principais causadores da placa bacteriana, o que, consequentemente, leva as doencgas
periodontais, incorporada em um creme dental. Os resultados apresentados foram
considerdveis, dada a diminui¢do da adesdo e viabilidade destas células.

Por meio de uma pesquisa envolvendo a adi¢do de quitosana na formula¢do de cremes
dentérios, foi verificado que houve uma diminui¢do na abrasdo dos dentes com significativa
reducdo da perda mineral dos elementos (CARVALHO e LUSSI, 2014). Dentre as diversas
caracteristicas na utilizacao deste polimero, a que mais se destaca € sua aplicagdo na area de
satde. Sua caracteristica catidonica em pH abaixo de seu pKa (6,5), faz com que seja possivel o

uso de estratégias que propiciem sua combina¢ao com polimeros anidnicos como, por exemplo,
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a xantana, de forma a produzir complexos polieletrdlitos estdveis e passiveis de uso na ROG e

na RTG, sendo uma alternativa ao uso de compostos de origem animal.

2.3.2.2 Goma xantana

A goma xantana € um biopolimero com ampla utiliza¢do por diversos tipos de industrias,
como as dos ramos farmacéutico e alimenticio. E produzida por fermentacdo pela Xanthomonas
campestris.

A estrutura quimica da xantana vem sendo explorada ja hd varios anos. Em 1975, Jansson,
Kenne e Lindberg propuseram uma estrutura bdsica para a molécula de goma xantana, e em
1984, Kennedy e Bradshaw avaliaram diferentes porcentagem de estruturas do polissacarideo,
de acordo com espécies diferentes do género Xanthomonas ssp. De carater anidnico quando
acima de seu pKa (igual a 2,9), esta molécula é composta por uma cadeia principal formada por
duas unidades de B-D-glicopiranose ligadas na posi¢do 1-4, e por cadeias laterais formadas por

duas unidades de d-manose e uma unidade de 4cido glicuronico (Figura 2.8).
Figura 2.8 — Estrutura quimica da goma xantana proposta por Jansson (JANSSON, KENNE e
LINDBERG, 1975).
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Em pH acima de seu pKa (em torno de 2,9), as carboxilas se ionizam, liberando prétons
no meio e resultando na formagao de multiplas cargas negativas. A presenc¢a de grupos como o

piruvato e o acetato nas por¢des terminais da manose sdo as responsaveis por atribuir a esta
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molécula cargas, negativas, possibilitando, assim, a molécula interagir com compostos
cationicos, como a quitosana (WESTIN et al., 2017; VEIGA e MORAES, 2012; BECKER,
SCHLAAK e STRASDEIT, 2000).

Virios estudos de anélise de toxicidade, irritagdes dérmicas e oculares mostraram que este
polissacarideo ndo apresenta nenhum tipo de reacdo adversa. A xantana tem aprovacdo do FDA
como aditivo em alimentos (GARCIA-OCHOA et al., 2000 apud KENEDY e BRADSHAW,
1984), sendo também empregada em vdrios outros segmentos industriais, como os de fadrmacos,

cosméticos e téxteis, como exemplificado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Exemplos de aplicacdes da xantana (adaptado de Garcia Ochoa, 2000).

Aplicacao Concentracio (% m/m) Funcao

Alimentos 0,052a0,2 Estabilizar o processo de congelamento e
congelados descongelamento

Industria 0,1al Estabilizador de cremes e emulsoes;
farmaceéutica Homogeneidade e melhor distribuicdo dos

componentes em  formas  farmacéuticas

especificas

Cosméticos 0,2al Espessante e estabilizador de shampoos e lo¢des

Apesar de o Brasil ser um dos maiores produtores de cana de actiicar do mundo, sendo a
glicose e o alcool utilizados, respectivamente, como substrato e solvente na purificacdo da
xantana, o Brasil importa este polissacarideo. O Brasil, desde 2008, importou mais de 49
milhdes de toneladas de xantana, e gastou cerca de 219 milhdes de ddlares com esta
movimentacdo (COMEXSTAT, 2018).

Recentemente alguns estudos foram realizados utilizando a xantana na liberagcdo
controlada de principios ativos e na engenharia tecidual. Sua mucoadesividade e
intumescimento em determinadas faixas de pH podem favorecer a liberacdo de farmacos em
meio intestinal, oral e ocular (CEULEMANS, VINCKIER e LUDWIG, 2002; HOEPFNER,
RENG e SCHMIDT, 2002; RUPENTHAL et al., 2011; LUNGAN et al., 2015). A formacdo de
membranas ou compdsitos com ou sem outros componentes na matriz, tornam a xantana uma

potencial candidata para a engenharia tecidual em lesdes orais. Kumar, Rao e Han (2017)
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realizaram um trabalho de revisdo, onde elencaram varias aplicagcdes deste polimero na drea de

engenharia tecidual, conforme indicado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Exemplos de aplicacdes da xantana em engenharia tecidual (adaptado de

KUMAR, RAO e HAN, 2017).

Formulacao

Matriz do Outros

Polimero Componentes

Células ou

tecido-alvo

Aplicacao

Referéncias

Xantana  IL- 1P

Xantana

Xantana  n Hap

Xantana

Xantanae CHX

quitosana

BSAelLYZ

SG, CNCs

Condrdcitos

Sem células

Sem células

Osteoblastos

Fibroblastos

Cartilagem articular

Curativo de feridas e

tecidos da pele

Engenharia tecidual

Ossea

Engenharia tecidual

Ossea

Periodontite cronica

Han et al., 2012

Bueno e Petri, 2014

Izawa et al., 2014

Kumar et al., 2017

Kim et al., 2016

*IL - 1B: Interleucina 1B; BSA: Albumina de soro bovino; LYZ: Lisozima; n Hap: Nano hidroxiapatita; SG:
Vidro a base de silica; CNC's: Nanocristais de celulose; CHX: Clorexidina

Pode-se notar que muitos estudos estdo sendo realizados na tentativa de melhorar os

compostos utilizados e direcionar estes produtos para aplicacdes especificas. A formagao de

complexos polieletrélitos ganha destaque devido a facilidade no processo de obtencdo do

compodsito final e, particularmente, no que se refere a formulacdes a base de xantana

complexada a quitosana, que dispensam processos de reticulagdo primdria ou secundaria com

outros compostos quimicos. Sua utilizacdo em regeneracdo Ossea na cavidade oral pode se

mostrar de extrema eficdcia em funcido de sua ndo toxicidade e de sua mucoadesividade. Se a

este complexo for incorporada hidroxiapatita, a funcionalidade do biomaterial resultante pode

ser hipoteticamente aumentada, atribuindo-se a este complexo propriedades mecanicas e

bioldgicas distintas dos originais, inclusive favorecendo seu carater biomimético no que tange
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a aplicacdo desejada. Este composto € comumente empregado na composicdo de biomateriais

aplicados a regeneracdo de tecidos dsseos e serd discutido a seguir.

2.3.3 Hidroxiapatita

A familia das ceramicas bioativas € constituida pelos fosfatos de cdlcio, vitro-ceramicas
e vidros bioativos. A grande atracdo por esses materiais € devida a sua propriedade de se ligar
quimicamente ao tecido dsseo, definida como bioatividade, e otimizar a resposta bioldgica na
interface biomaterial-tecido 6sseo (LEGEROS, 2008). A maioria dos materiais ceramicos,
metais e polimeros biocompativeis ndo € bioativa, ou seja, nao possui a capacidade de se ligar
ao tecido 6sseo. A resposta tecidual frente a esses materiais € tipicamente a formagao de uma
capsula de tecido fibroso na interface com o biomaterial, sendo que a espessura desse tecido
estd inversamente relacionada ao grau de biocompatibilidade do material (HENCH; POLAK,
2002).

De acordo com as andlises quimicas e cristalograficas, os fosfatos de célcio sdo materiais
cristalinos com composi¢cdo quimica semelhante a fase mineral do osso (LEGEROS, 2008;
DOROZHKIN, 2010). Dentre os fosfatos de célcio, que se apresentam com variadas razdes
Ca/P, o de maior interesse e mais explorado para aplicacdes na drea médica € a hidroxiapatita
(HA), muito utilizada como enxerto dsseo na forma de granulos e arcaboucos porosos, bem
como no recobrimento de implantes metdlicos (DOROZHKIN, 2010; NAVARRO DA OCHA
et.al.,2017). Estudos indicam que a resisténcia a fratura na interface entre um material bioativo
e 0 osso pode atingir valores de 15 a 25 MPa, muito superiores a faixa de 0,5 a 2 MPa
comumente observada para materiais inertes, como o titdnio metdlico sem tratamento de
superficie (HENCH; ANDERSSON, 1993).

A HA possui uma estrutura cristalina hexagonal e férmula molecular Ca10(PO4)s(OH)2
(Figura 2.9). Portanto, a célula unitdria da hidroxiapatita possui 10 fons Ca®* e uma razdo molar
Ca/P igual a 1,67. Normalmente, o desvio da razdo Ca/P para valores abaixo de 1,67
desestabiliza a estrutura cristalina e aumenta a taxa de dissolugdo/reabsor¢do do material em
meio fisiolégico. Assim, a HA com deficiéncia em fons cdlcio se apresenta ligeiramente mais
bioativa do que a HA estequiométrica. A maior bioatividade esta relacionada a maior dissolugdo
superficial da HA deficiente em cdlcio, aumentando a concentracdo idnica dos fons Ca* e POs™>
na interface HA-tecido. Estes fons s@o conhecidos por participarem efetivamente das vias de
ativacdo das células 6sseas (DOROZHKIN, 2010).

A sintese dos fosfatos de célcio pode ser realizada por reagdes no estado sélido,
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precipitacdo em meio aquoso e vdrios outros métodos que podem ser empregados para a

preparacao do pé com morfologia, estequiometria e grau de cristalinidade adequadas para

aplicacdes especificas.

Figura 2.9 — Representacdo esquemadtica da estrutura cristalina da hidroxiapatita: (a) projecdo
da célula unitaria da HA de acordo com o plano (001); (b) projecao mostrando o arranjo de
octaedros [Ca(1)Ogs]; (¢) e (d) projecdes indicando as sequéncias de [Ca(1)Os] octaédricos e

de [PO47] tetraédricos na estrutura da HA (adaptada de FIHRI et al., 2017)
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Diversos estudos indicam que as reacdes no estado sélido produzem HA estequiométrica.
Normalmente, este método consiste na homogeneizacio mecanoquimica dos compostos
precursores, em uma razao molar Ca/P igual a 1,67, seguida de tratamento térmico em altas
temperaturas, entre 900 e 1100 °C. Entretanto, além de envolver alta temperatura e longo tempo
de reacdo, o método do estado sélido ndo favorece a producdo de particulas nanométricas
uniformes (MEHDI et al., 2013).

A técnica mais popular e amplamente pesquisada para a sintese de hidroxiapatita € a da
precipitacao em meio aquoso, também conhecida como precipitacdo imida, quimica ou aquosa
(MEHDI et al., 2013). Este método tem como grande vantagem a possibilidade de sintetizar
quantidades relativamente altas do material desejado na auséncia de solventes organicos. Os

métodos de precipitacio em meio aquoso incluem a reagdo entre uma solucdo de Ca(OH)» e
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outra de H3POs, ocorrendo a precipitacdo da hidroxiapatita formada pelos sais de célcio e
fosfato.

Os parametros importantes para a precipitacdo em meio aquoso sao o pH, a temperatura
e o tempo de envelhecimento. As isotermas de solubilidade indicam que a HA € o fosfato de
célcio mais estdvel em solucdo aquosa a um pH superior a 4 na temperatura de 37 °C (Figura

2.10) (CHOW, 2009).

Figura 2.10 — Solubilidade dos fosfatos de célcio e formagao de diferentes fases de fosfatos de

acordo com o pH (adaptada de CHOW, 2009).
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*DCPA= fosfato dicalcico anidro; DCPD= fosfato dicalcico dihidratado; OCP= fosfato octacalcio; a-TCP=
fosfato a tricalcio; B-TCP= fosfato B-tricdlcio; HA= hidroxiapatita; TTCP= fosfato tetracalcio

A temperatura de sintese pode afetar a composicdo quimica, o grau de ndo-estequiometria
e a cristalinidade da hidroxiapatita sintetizada. O grau de cristalinidade do material ird aumentar
de acordo com o aumento da temperatura, assim como sua estabilidade quimica.

A importancia do tempo de envelhecimento esta relacionada ao processo de formagado dos
fosfatos de célcio, seguindo a lei de Ostwald (CHOW, 2009). Primeiramente, uma fase de
fosfato de calcio amorfo precipitado ird, progressivamente, se converter em fases metaestiveis
(fosfato de cdlcio dihidratado ou octacdlcico) e, finalmente, em hidroxiapatita. Como

comentado anteriormente, em condi¢des de pH fisioldgico, a hidroxiapatita é a fase de fosfato
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de célcio mais estdvel.

Estudos indicam que tempo de envelhecimento prolongado e altas temperaturas
favorecem a obten¢do de hidroxiapatita estequiométrica, com razao molar CaP igual a 1,67, e
altamente cristalina. Entretanto, menor tempo de duracdo de sintese a temperatura ambiente,
utilizando reagentes concentrados, resultam em uma razao molar de Ca’P abaixo de 1,67 e em
materiais com baixa cristalinidade. Nestas condi¢des, a hidroxiapatita possui caracteristicas
similares as do tecido dsseo, diferentemente da hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas
(MEHDI et al., 2013).

A HA € muito utilizada na drea odontoldgica e médica. Existem muitos produtos no
mercado que fornecem a HA em granulos, com a incorporagao de B-TCP (trifosfato de cdlcio)
e até mesmo de coldgeno. Estes produtos sdo utilizados na odontologia, para enxerto 6sseo com
o intuito de ancoragem em cirurgia para a colocacao de implantes dentérios. Dentre os produtos
disponiveis destaca-se o Geistlich Bio-Oss®, que é constituido de particulas em torno de 0,25 a
1 mm e apresenta porosidade semelhante a do osso humano, conforme mostrado na Figura 2.11.

Hipoteticamente, a adi¢do de hidroxiapatita a, por exemplo, uma das faces de membranas
de PECs de quitosana e xantana poderia agregar bioatividade ao material no que se refere ao
acoplamento a tecidos 6sseos. A funcionalidade deste biomaterial poderia ser ainda ampliada
pela combinag¢do do mesmo a células-tronco, e a combinacdo destas duas diferentes estratégias
seria capaz de levar a tecnologia de producao de membranas a préxima geracao. Considerando-
se particularmente que o avancgo de regulacdes e normas ligadas a saide apontam para o uso de
terapias avancadas em um futuro préximo, a utilizacdo de células-tronco associadas a
biomateriais para uso autélogo pode contribuir ainda mais para este avanco (BRASIL, RDC
214/2018). As células-tronco da polpa do dente, por possuirem potencial imunomodulatoério,
podem ser uma estratégia extremamente eficaz quando utilizadas juntamente com biomateriais

para a terapia de lesdes bucais, e por esta razdo serdo mais detalhadamente discutidas a seguir.
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Figura 2.11 — Estrutura porosa do osso humano (a) comparada a de uma particula de

hidroxiapatita comercial Bio-Oss® (b) (GEISTLICH PHARMA, 2018).

2.4 Células-tronco mesenquimais do dente

A polpa do dente tem se mostrado uma das principais fontes na obten¢ao de células-tronco
mesenquimais adultas. Sua obten¢do é feita de maneira minimamente invasiva a partir de um
elemento dentdrio durante o processo de reabsorcdo da raiz (Figura 2.12). Estas células possuem
grande capacidade de multiplicacdo e diferenciacdo em diversos tecidos, fazendo com que
muitas empresas e pesquisadores optem pelo seu armazenamento e estudo continuo visando sua
utilizacdo em diferentes aplicacoes (BAKOPOULOU, et al. 2017; YANG et al., 2017;
RODAS-JUNCO e VILLICANA, 2017).

Figura 2.12 — Processo de reabsorcao da raiz de um elemento dentério deciduo e erupg¢do de

um elemento permanente (adaptada de SoriDent®, Permanent Teeeth, 2017).

De acordo com a International Society for Cellular Therapy (ISCT), as células-tronco
mesenquimais sdo caracterizadas pela adesao ao plastico, por sua capacidade de se diferenciar
em tecido adiposo, dsseo e cartilaginoso, por expressar os marcadores CD 105, CD 90 e CD
73, pela baixa expressdo dos marcadores CD45, CD34, CD14 e por possuir morfologia
fusiforme. (HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al., 2006).

A utilizag@o destas células-tronco em diversas dreas da medicina regenerativa pode trazer

uma nova abordagem junto as técnicas de regeneracao tecidual guiada.



36

Estudos relacionados ao potencial de regeneracdo dssea utilizando células da polpa do
dente evidenciam sua capacidade em realizar o depésito de cdlcio na matriz extracelular. Seo
et al. (2008) associaram células-tronco da polpa do dente deciduo a granulos de hidroxiapatita
em um defeito critico na calvaria de camundongos imunossuprimidos. Ao final do estudo, estas
células-tronco foram capazes de induzir e formar osso no local.

Uma revisdo da literatura foi realizada por Yun-Jong em 2015, com o intuito de verificar
as aplicagdes clinicas das células oriundas da polpa do dente. Os autores apontaram um grande
numero de estudos referentes a regeneragdo estruturas do dente como a dentina, porém também
foram apresentados artigos que abordaram sua utilizacio em regeneracdo de 0ssos, nervos,
musculos, figado e pancreas.

Além do potencial em se diferenciar em outros tecidos, recentemente alguns estudos estao
sendo realizados para verificar o potencial imunomodulatério de células-tronco mesenquimais.
O controle do processo inflamatério pode consistir em uma estratégia atraente para a
regeneracdo do tecido alveolar em casos de periodontite. Zhang et al. (2017) estudaram a
inibicdo da diferenciacdo de células-tronco mesenquimais do ligamento periodontal em
ambientes inflamatdrios, devido a periodontite, através de regides ndo codificantes de RNAs.
Neste estudo foi verificado que o processo inflamatério no microambiente da periodontite inibe
a diferenciacdo de células-tronco do ligamento periodontal em células ésseas. Outros estudos
mostraram que as células-tronco mesenquimais podem inibir respostas imunoldgicas de
linfécitos T, sendo assim utilizadas em doengas auto-imunes (AGGARWAL e PITTENGER,
2005; RASMUSSON et al., 2003). Yildirim ef al. (2016) realizaram um estudo comparativo de
células-tronco mesenquimais da cavidade oral, incluindo as células da polpa, e seu efeito
imunomodulatério em linfécitos. Obtiveram como resultado a diminui¢do do nimero destes
linfécitos e a diminui¢@o da concentragdo de interleucina-4 (IL-4) e Interferon y (IFN-y), fatores
estes responsdveis pela mediagcdo da inflamagdo. A utilizagdo de células da polpa do dente em
pacientes com pulpite, ou seja, com inflamac@o na polpa do elemento dentario (que pode ser
oriunda de uma periodontite), mostrou-se eficaz em um estudo clinico piloto no qual foram
obtidos resultados seguros e eficientes na regeneracdo da polpa (NAKASHIMA et al., 2017).

Além do processo inflamatdrio caracteristico da periodontite e tendo em vista seus agentes
etiol6gicos, como 0s microrganismos presentes no local, a liberacdo de compostos bioativos
incorporados na matriz pode ser outra estratégia para que a regeneragdo ocorra de forma mais
efetiva. Dentre os compostos bioativos de interesse para aplicacdo oral destaca-se o antibidtico

doxiciclina, discutido a seguir.
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2.5 Doxiciclina

Como mencionado anteriormente, a periodontite ¢ uma doenga de origem infecciosa,
causada por microrganismos, que leva a inflamacdo e destruicdo dos tecidos adjacentes e
absor¢do do osso alveolar. Muitos estudos apontam determinados microrganismos causadores
da periodontite. Dentre os principais causadores tem-se Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Pophyromonas gingivalis, Bacterdides forsythus, Treponema denticola, Enterococcus faecalis,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e Campylobacter gracilis (SLOTS e RAMS,
1990; FAVERI, 2008; SASSONE et al.,, 2008; HENDERSON, WARD e READY, 2010).
Pesquisadores e profissionais da drea odontoldgica estudam a utilizagdo da antibioticoterapia
sist€émica para o tratamento da periodontite. Dentre os farmacos considerados, a doxiciclina tem
se mostrado de grande eficidcia no tratamento da periodontite, sendo inclusive eficiente em
pacientes portadores de diabetes (ANDRADE, 2013; MOZAFFARI, REZVAN e
ASGARTOORAN, 2017).

A doxiciclina (Figura 2.13) € um antibidtico semissintético de amplo espectro pertencente
ao grupo das tetraciclinas. Em sua forma de hiclato, possui massa molar de 1025,88 g/mol, pKa
igual a 3,3 a 20 °C e ponto de fusdo aproximado de 201 °C. E soldvel em dgua em uma
propor¢ao de 50 mg/mL, e pouco solivel em etanol (PUBCHEM, 2018; SIGMA-ALDRICH,
2018).

Figura 2.13 — Estrutura quimica do hiclato de doxiciclina (ANVISA, 2010).
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Seu mecanismo de acao se da pela afinidade a subunidade 30S do ribossomo das células
bacterianas. Esta subunidade € responsdvel por receber o RNA mensageiro (mRNA), o qual
contém o codigo genético relacionado a sintese de proteinas. Esta afinidade causa o bloqueio
da ligacao de RNAs transportadores de aminodcido (tRNA) ao mRNA. O bloqueio desta via

impede a ligacdo dos aminoacidos e, consequentemente, a formagao de qualquer proteina das
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células bacterianas (NIH, 2018a; ROMEU et al., 2007; PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Seu amplo espectro de acdo faz com este antibidtico seja eficaz contra microrganismos
gram-positivos, gram-negativos, mycoplasma ssp. e anaerébios facultativos. Sua eficécia inclui
os principais causadores de periodontite, como o Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Campylobacter gracilis, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides intermedius, Streptococcus
salivarius, Streptococcus oralis, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus e Fusobacterium
nucleatum (SLOTS e RAMS, 1990; GOODSON, 1994; EICK; PFISTER, 2004). Além de seu
efeito sobre os microrganismos, este composto pode também inibir a acdo de colagenases e
enzimas de microrganismos presentes na cavidade oral de pacientes com periodontite. Estas
enzimas podem causar a lise destes tecidos, agravando ainda mais o quadro de inflamacdo e
regeneracdo local (CAETANO, 2005; GOLUB et al., 1997; SORSA et al., 2015).

Devido a sua lipofilicidade, possui grande absorcdo sist€mica e atinge grande
concentracdo nos tecidos gengivais. Em um estudo realizado pelo laboratério farmacéutico
Galderma nos USA envolvendo 190 pacientes adultos com doenca periodontal, utilizando o
PERIOSTAT® comprimidos via oral, contendo hiclato de doxiciclina a 20 mg, foi verificado
um ganho dos tecidos adjacentes e diminui¢do da bolsa periodontal (COLLAGENEX
PHARMACEUTICALS INC., 1998). A concentracio de doxiciclina administrada
sistemicamente pode chegar a 8,1 ug/mL nos tecidos gengivais, 4 vezes maior que sua
concentracdo no plasma e 10 vezes maior quando comparada a da eritromicina. Na Tabela 2.3
sdo apresentadas as diferentes concentragdes inibitorias minimas (CIM, do termo em inglés
minimum inhibitory concentration) de doxiciclina in vitro para microrganismos relevantes em
quadros de periodontite (SLOTS e RAMS, 1990).

Eick e Pfister (2004) realizaram um estudo semelhante com algumas das principais cepas
de microrganismos causadores de periodontite, observando algumas divergéncias nos dados em
comparagdo ao estudo de Slots e Rams (1990). O Actinobacillus actinomycetemcomitans NTC
9710, apresentou uma concentragdo (CIM) de 0,125 ug/mL, concentracio esta suficiente para
também inibir o Porphyromonas gingivalis.

Comparando os resultados apresentados na revisdo de literatura de Slots e Rams (1990)
com a Tabela 2.4, pode se evidenciar certas discrepancias nos resultados obtidos para o
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Em ambos trabalhos nado fica evidente a poténcia do
antibidtico utilizado, ou seja, a capacidade ativa do farmaco, o que pode comprometer sua
eficacia de atuagdo frente ao microrganismo. Na comparacao dos estudos de Eick e Pfister

(2004) e Orit et al. (2013), os resultados de 0,125 pg/mL e 0,21 pg/mL, respectivamente,
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apresentam concordancia, mesmo que para cepas distintas.

Tabela 2.3 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) para inibi¢do de microrganismos de

comum ocorréncia em periodontite (adaptado de Slots e Rams, 1990).

Microrganismo CIM de doxiciclina (ug/mL)
Actinobacillus actinomycetemcomitans 6
Bacteroides gingivalis 1
Bacteroides oralis 3
Bacteroides intermedius 3
Fusobacterium nucleatum 2

Majoritariamente, os estudos abordados até o momento indicam o uso do antibiético como
uma terapia adjunta a raspagem do elemento dentdrio, com o objetivo de eliminar também o
biofilme formado pelos microrganismos. Orit et al. (2013) estudaram a sensibilidade do
microrganismo  Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 700685, durante seu
crescimento em biofilmes, a amoxicilina em combinacdo com metronidazol e também a
doxiciclina isolada. Os resultados demonstraram que o microrganismo teste foi mais suscetivel
a doxiciclina. As concentragdes de CIM e CIMB (concentragdes inibitérias minimas para

células em suspensao e em biofilme, dos termos em inglés minimum inhibitory concentration e

minimum biofilm inhibitory concentration, respectivamente) obtidas estdo expressas na Tabela

2.4.

Tabela 2.4 — CIM e CIMB dos antibiéticos frente ao Actinobacillus actinomycetemcomitans

(adaptada de Orit et al., 2013).

Antibiético CIM (ug/mL) CIMB (ng/mL)
Doxiciclina 0,21 2,1
Amoxiciclina/ Metronidazol (1:1) 12,0 20,2

Estes estudos realizados in vitro e in vivo relatam resultados de grande relevancia,

comprovando a eficdcia da doxiciclina frente aos microrganismos causadores da periodontite,
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0 que estimula a busca por melhores estratégias para sua administracdo. Akalin et al. (2004)
realizaram um estudo com 45 pacientes com periodontite cronica. Estes pacientes foram
tratados com doxiciclina sist€émica, administrada por via oral e também por aplica¢do local na
lesdo em forma de gel. Os resultados clinicos de andlise de profundidade da lesdo por sonda
periodontal mostraram que a aplicacdo local da doxiciclina foi mais efetiva.

Lotufo et al. (2003) realizaram também uma revisdo da literatura sobre a utilizagcdo da
doxiciclina local e sistémica. Dentre as vantagens da administragdo local, foi citada a alta
concentracao local, a redugdo dos efeitos colaterais, a ocorréncia pouco frequente de interagdes
com outros medicamentos € 0 menor risco de causar resisténcia bacteriana.

Atualmente, hd no mercado um produto de aplicacdo local de doxiciclina denominado
Atridox®. Um estudo clinico com durag@o de 9 meses com 831 pacientes com periodontite
cronica foi realizado para verificacdo de sua eficdcia. Foi observada alta concentracdo de
doxiciclina na les@o ao final de 7 dias, assim como redu¢do da profundidade de insercao da
sonda periodontal (NIH, 2018b).

Como a administracao local da doxiciclina tem se mostrado uma estratégia mais eficiente
em comparacdo a sua utilizacdo sist€mica, a incorporagdo deste antibidtico a membranas
porosas de quitosana e xantana pode ser uma excelente estratégia para eliminagdo in situ de
microrganismos, diminuicao da profundidade de inser¢do das sondas periodontais e prevencao

da acdo de colagenases.
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3. MATERIAIS E METODOS
Neste capitulo, descreve-se os materiais empregados, a sintese de hidroxiapatita, os
métodos de produgcdo das membranas de quitosana-xantana-hidroxiapatita e as técnicas e

equipamentos utilizados na caracterizacdao dos materiais.

3.1 Sintese de hidroxiapatita

O método de sintese adotado para a obtencdo da hidroxiapatita segue a rota de
precipitacdo em meio aquoso (adaptado de NAVARRO DA ROCHA et al., 2013). Esse método
envolve reacdes em solucdo aquosa entre os precursores do célcio e fosfato, com controle da
temperatura e pH fixados a 60°C e pH 12, respectivamente.

Primeiramente, foram preparadas variadas solucdes para a sintese de hidroxiapatita,
conforme descrito na Tabela 3.1, sob agitacdo (agitador magnético VELP, Sdo Paulo, Brasil),
empregando dgua ultrapura (Milli-Q Direct Q 8/16 System). Todo o processo foi realizado em

reator Tecnal (modelo Tec — Bio — Flex).

Tabela 3.1 — Solugdes precursoras utilizadas na produgdo da hidroxiapatita.

N ~ Reagente Fornecedor Volume ou Diluente Volume final
Solucao massa (mL)
1 Acido Litico Synth 25 mL H>0 250
2 Hidréxido de Célcio Merck 9,64 ¢ H>O 250
3 Acido Fosférico Merck SmL H>O 250
4 Hidréxido de Potéssio Synth 20,00 g H>O 250

A solucao n°. 1 foi adicionada a solug¢@o n°. 2 sob agitacdo, a temperatura de 25°C a uma
vazdo de 50 mL/min. Em seguida, a solu¢ao n°. 3 foi adicionada a mistura citada acima, a uma
vazdo de 8 mL/min. A solucdo precursora foi aquecida a uma temperatura de 60°C. Ao atingir
esta temperatura, a solucao n°. 4 foi entdo adicionada a mistura anterior na vazao de 50 mL/min
e mantida nestas condi¢des por 3 horas. Ao final, o precipitado foi filtrado com papel de filtro
(Qualy, J.Prolab — 80 gramas, 18,5 cm), em sistema a vacuo (DVP, modelo ZA 60S) a 400

mbar. O p6 retido foi lavado com dgua ultrapura para a retirada dos fons de potdssio até que se
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alcancasse o pH igual a 7 no liquido filtrado. O pé foi congelado em freezer (Analytical, modelo
HOTA 20FL) por 24 horas a temperatura de -30°C e, posteriormente, foi liofilizado (Christ,
modelo Alpha 1-2) por 48 horas sob vdcuo inferior ou igual a 4 mbar. Ao final o p6 foi macerado
utilizando um gral e pistilo de 4gata. O p¢ foi entdo transferido para uma peneira granulométrica

(A bronzinox, com poro de 150 um, malha de 100 e caixilho inox 5” x 2”°) e peneirado.

3.2 Producio das membranas de quitosana-xantana incorporando ou nao
hidroxiapatita

A produgdo das membranas foi realizada de acordo com o método descrito por Westin
(2016), sendo preparados suportes densos na razao massica de 1:1 de quitosana e xantana. A
solucdo de quitosana a 1% m/v (Sigma-Aldrich, Cat. 448877, 83% de desacetilacdo), foi
preparada em solugdo composta de 2% v/v de acido acético glacial (Merck, Cat. 100631000)
dissolvido em &gua ultrapura (Milli-Q Direct Q 8/16 System) e homogeneizada em agitador
mecanico (Tecnal, impelidor ndutico), com uma rotagao de 1000 rpm até verificacdo de solugdo
amarelada e homogénea. A xantana (Sigma, Cat. G1253) foi dissolvida a 1% m/v em agua
ultrapura (Milli-Q Direct Q 8/16 System) e homogeneizada em agitador mecanico (Tecnal,
impelidor ndutico), com uma rota¢do de 1000 rpm por cerca de 10 minutos, até a verificacdo da
formacdo de uma solucao opaca, esbranquicada e homogénea. Em seguida, 250 mL de solucdo
de quitosana foram adicionados a 250 mL de solu¢do de xantana com o auxilio de uma bomba
peristaltica (Tecnal) a uma taxa de 5 mL/min, temperatura de 25°C, sob agitacdo constante de
2000 rpm.

Quando requerido, a HA (em concentragdes de 0,1, 1,0 e 5,0%) foi adicionada a solu¢do
de goma xantana a 1% (m/v) e esta foi misturada a solu¢@o de 1% (m/v) de quitosana, de acordo
com as formulagdes apresentadas na Tabela 3.2. As concentra¢des utilizadas foram baseadas
em resultados de testes preliminares. Concentra¢des acima de 5% de HA (m/v) resultaram em
arcaboucos nido flexiveis apresentando separacdo de fases. Foram testadas faixas amplas de
concentracdo de HA para facilitar a identificac@o dos efeitos deste composto nas propriedades
das membranas.

Apos a mistura, a solu¢do permaneceu em agitagdo mecanica a 2000 rpm por 5 minutos.
A solugdo apresentou aspecto leitoso e homogéneo, com coloragdo em intensidade de acordo
com a concentracdo de hidroxiapatita incorporada. Posteriormente, ajustou-se a haste do
agitador mecanico para que o impelidor nautico ficasse submerso 2 cm abaixo do menisco da

solucdo, para melhorar a mistura. A solu¢do permaneceu em agitacio por 5 minutos e,
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posteriormente, aliquotas de 70 mL das solucdes foram distribuidas em placas de Petri de 150
x 15 mm? e secas por 5 dias em bancada, para formacdo do complexo polieletrdlito eligacio
entre as moléculas, sob temperatura de 24°C e umidade de 59% (Incoterm, modelo:

7663.02.0.00).

Tabela 3.2 — Formula¢do das membranas com diferentes porcentagens de hidroxiapatita (HA).
Massa de HA adicionada ao volume de 250 mL de solu¢ao de xantana a 1% (m/v) que foi

misturada com 250 mL de solucao de quitosana a 1% (m/v).

Formulacao HA (%, m/v) Massa de HA (g)
QiXi1HAo 0,0 0
QiX1HAo 0,2 1,0
QiX:HA; 1,0 5,0
QiX:HAs 5,0 25,0

ApoOs a secagem, as membranas foram imersas em 70 mL de uma solu¢do contendo
3,7 g/LL de bicarbonato de sodio (Dinamica — Vod. 60READIN000797), por 24 horas, com o
intuito de neutralizacdo do 4cido acético residual oriundo da solucdo de quitosana. Apds este
periodo, as membranas foram lavadas com 3 por¢des de 70 mL de dgua ultrapura e secas em
estufa a 35° C por 24 horas.

As membranas utilizadas em ensaio de cultivo celular foram esterilizadas em uma mistura
de gas composta de 30% de 6xido de etileno e 70% de diéxido de carbono, com exposi¢ido por
8 horas, 40°C e umidade relativa de 30 a 80%. Este processo ocorreu aplicando vacuo por 15
minutos, com posterior entrada da mistura do gés até uma pressio de 0,5 kgf/cm?. Ao término

deste processo, as amostras foram aeradas por 10 min com ar filtrado.

3.3 Incorporacao de doxiciclina as membranas

Posteriormente aos processos de preparo, lavagem, secagem e esterilizacdo das
membranas, foi realizada a adicdo de hiclato de doxiciclina (Sigma-Aldrich, cod. D9891),
dissolvida diretamente em meio caldo Mueller Hinton (Difco) ph 7.3, a uma concentracdo final
de 100 pg/mL. A incorporacdo desta solucdo as membranas foi realizada por intumescimento
das membranas preparadas e descritas no item 3.2.

As membranas foram cortadas por puncao (puncher Ritcher, modelo trepano N6) em

multiplas amostras com 6 mm de didmetro. Em seguida, 24 amostras de cada formulacgdo, foram
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imersas em 2 mL de solu¢do composta de doxiciclina dissolvidas em caldo Mueller Hinton e
incubadas a temperatura de 23 °C por 30 minutos. Na sequéncia, as amostras foram retiradas
da solugdo e transferidas isoladamente para uma placa de Petri estéril de 90 mm de didmetro
para a remocao do excesso de solugao de farmaco com papel de filtro estéril. Finalmente, as
amostras das diferentes formulacdes das membranas foram transferidas para placas de 96 pogos

para os ensaios subsequentes, em quadruplicata.

3.4 Caracterizacao fisico-quimica dos biomateriais
3.4.1 Difracdo de raios x (DRX)

Os po6s de hidroxiapatita sintetizados por precipitacdo em meio aquoso € as membranas
poliméricas compositas produzidas foram analisadas por DRX. Para a identificacdo das fases,
foi utilizado um difratometro (Philips Analytical, modelo X Pert-MPD). A varredura foi
realizada no intervalo 10°< 20 <80° com uma fenda incidente 1° e divergente 1/2°, tempo por
passo de 1 segundo e passo de coleta 0,02°, com uma fonte de cobre (A=1,54056) e poténcia de
40 kV, a 40 mA. Esta andlise foi realizada para verificar a pureza da fase de hidroxiapatita

produzida e o efeito de sua incorporacao as membranas.

3.4.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A identificac@o dos grupos funcionais foi realizada por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FT-IR). As amostras foram preparadas sob a forma de pastilhas
com uma razdo massica (1:100), sendo 1 de amostra para 100 de KBr. Os espectros foram
obtidos na faixa de ndmero de ondas entre 4000 e 400 cm™!, em resolucdo de 4 cm™ e 128

varreduras (FT-IR Prestige-21 Shimadzu).

3.4.3 Fluorescéncia de raios X (XRF)

Para a determinagcdo da composi¢do quimica e, principalmente, verificar a razdo molar
dos elementos célcio e fosforo (Ca/P) do p6 preparado e também de sua incorporacdo as
membranas, a andlise por fluorescéncia de raios X foi realizada. Para isso utilizou-se um
equipamento de fluorescéncia de raios X, Panalytical (modelo Axios 1 kw). As membranas
foram recortadas de acordo com o tamanho do porta amostra e analisadas diretamente. Para o
p6 de hidroxiapatita, o composto foi homogeneizado em almofariz de vidro por 5 minutos e em
seguida incorporado a um aglomerante MAXIXWAX® (Oregon cod. 02778E). Foi utilizada

uma massa de 2,0g de hidroxiapatita para 0,2 g do aglomerante. Esta amostra foi prensada em
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prensa hidrdulica (AMEF, modelo AP-25T) com pressdo de 20T por 10 segundos. Para
quantificacdo dos resultados foi utilizado o software Omniam®. O resultado final obtido no
equipamento, refere-se a porcentagem de CaO e P,Os presente na amostra. Para andlise das
razdes molares de Ca/P, ou seja, o célculo para obtermos o resultado da porcentagem de Ca e P

presentes nas fragdes de CaO e P>0Os foram utilizadas as equacdes abaixo:

%Ca = W (Equa(“ﬁo 1)

MM CaO

onde %Ca representa a porcentagem de massa de célcio presente no CaO; MMCa refere-se a
massa molar do cdlcio, igual a 40,08 g/mol; e %CaO a porcentagem da massa de CaO detectada

pelo equipamento; MMCaO a massa molar de CaO.

(MMP x %P205)

%P =
0 MM P205

(Equacao 2)
onde %P refere-se a porcentagem de massa de fésforo presente em P.Os; MMP refere-se a

massa molar de fésforo, igual a 30,97 g/mol; e %P>0s a porcentagem da massa de P>0Os

detectada pelo equipamento; MMP>0Os a massa molar de P2Os.

[Ca] — %Ca
MMCa

(Equacao 3)
onde [Ca] refere-se a concentracdo em moles de célcio presente em CaO e MMCa a massa

molar do célcio, igual a 40,08 g/mol;

%P
[P] = MMP

(Equacao 4)
onde [P] refere-se a concentragao em moles de fésforo presente em P.Os e MMP a massa molar

do foésforo, igual a 30,97 g/mol;

Ca/P = % (Equacao 5)

onde Ca/P descreve a razao molar entre calcio e fosforo.

3.4.4 Anadlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade dos biomateriais produzidos em funcdo de variacdo de massa com a
temperatura ao longo do tempo foi determinada por andlise termogravimétrica (TGA). A andlise
foi realizada em cadinho de alumina com temperatura inicial de 25° C, temperatura final de

1000° C utilizando uma taxa de 10° C/minuto € N2 com uma vazao de 100 mL/minuto (Mettler
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Toledo, modelo TGA/DSC1 — Suiga; balanga microanalitica, Mettler Toledo, modelo MX5 —
Suica).

3.4.5 Anadlise do aspecto
As membranas foram inspecionadas visualmente quanto ao aspecto, coloragio,

homogeneidade, presenca de bolhas e fraturas (Iphone 8, camera dupla 12 MP abertura 1.8).

3.4.6 Espessura das membranas

As membranas de quitosana-xantana e quitosana-xantana-hidroxiapatita foram avaliadas
quanto a espessura no estado seco e apds imersdo em 15 mL de solu¢do de PBS 1X e meio
DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco, com baixa concentracao de glicose, Sigma—
Aldrich, Cat. D5523) suplementado com 10% v/v de soro bovino fetal (Sigma—Aldrich — Cat.
F2561), 1% v/v de L-glutamina (Sigma—Aldrich, Cat. 59202C) e 1,1% v/v
penicilina/estreptomicina (Sigma—Aldrich, Cat. P4333), por um periodo de 24 horas a 37 °C.
Para tal, foi utilizado um micrometro digital (Digimess, modelo [P40), em 10 replicatas de
amostras com dimensdes de 6 cm x 1 cm de diferentes lotes.

Para a andlise da espessura das amostras secas, as mesmas foram previamente
acondicionadas em um dessecador contendo silica como dessecante por um periodo de
aproximadamente 24 horas, com o intuito de evitar aumento na espessura pela adsorcdo de

agua.

3.4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A andlise da morfologia superficial das membranas produzidas foi realizada em um
microscopio eletronico de varredura (LEO Electron Microscopy/Oxford, modelo Leo 4401). As
membranas foram recobertas com ouro por sputtering (EMITECH, modelo K450). A espessura
final de ouro de aproximadamente 200 A foi adotada com o intuito de evitar o carregamento

das membranas poliméricas e das membranas incorporadas com fosfato de calcio.

3.4.8 Microtomografia computadorizada de raios X (Micro CT)

A andlise de Micro CT € um ensaio ndo-destrutivo que permite a reconstru¢do da
microestruturada das membranas tridimensionalmente. Para esta andlise foi utilizado um
microtomoégrafo Skyscan/Bruker (modelo 1272), pertencente ao Laboratorio de
Nanotecnologia do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, Campinas, com uma

resolucao nominal de 3,5 pm (2452x1640 pixels), fonte de raios X com energia de 30 kV (160
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pA) e um tempo total de aquisi¢do de dados de 6 horas para cada amostra.

As amostras foram cortadas por pun¢do com puncher (Ritcher, modelo trepano N6) com
6 mm de diametro. Através desta técnica foi possivel avaliar quali e quantitativamente o volume
e a porosidade no interior das amostras, em estado seco. A reconstrug¢ao das projecdes em 3D
foi realizada a partir da compilacdo de dados de fatias bidimensionais, utilizando-se os
programas NRecon, CTVox e Dataviewer, da SkyScan, enquanto o software utilizado para

quantificag¢do da regido pré-selecionada e binarizada foi o CTanalyser (CTan) da SkyScan.

3.49 Microscopia confocal a laser

A microscopia de varredura a laser permitiu realizar a imagem topografica e medidas de
rugosidade das membranas quando submetidas a maxima capacidade de absor¢do aquosa. O
laser permitiu a constru¢do de uma imagem em 3D pela varredura no eixo Z em alta resolucao
no microscopio confocal a laser - LSCM - (Keyence, modelo VK-X200), utilizando um
comprimento de onda de 408 nm. Antes da realizacao da andlise, as amostras foram imersas em
solucdo PBS 1X e incubadas por 30 minutos a 35 ° C simulando as condi¢des em fluido
corporeo.

Para as imagens obtidas com lente de 20x foi utilizado o nimero de abertura (NA) de 0.46

e Z pitch de 0.5 pm (passo entre cada imagem feita no eixo z).

3.4.10 Anadlise das propriedades mecdnicas

Os ensaios de tensdo e alongamento na ruptura foram realizados como descrito na norma
ASTM D-882. As amostras foram cortadas em um tamanho de 10 cm de comprimento e 2,54
cm de largura. As membranas foram previamente hidratadas de acordo com o tempo maximo
para absorcao, descrita no método de capacidade de absorcao, antes do ensaio, com solucdo de
PBS 1X. A distancia entre as garras foi de 5 cm, a velocidade de afastamento foi de 1,0 cm/s
com uma carga de 50,0 Kgf. O ensaio foi realizado até a ruptura das amostras. Para este ensaio
foi utilizado o texturdmetro TA.XT2 (Stable Micro System), empregando-se 8 amostars para

cada formulacgdo. Para a andlise dos resultados as seguintes equacdes foram utilizadas:

T = m (Equacao 6)
onde T refere-se ao valor da tensao em MPa; F, a forca méxima de rompimento em N e At a
drea transversal em mm?;

A ==x100 (Equaciio 7)

onde A € o alongamento na ruptura (%); d a distancia das garras no momento de ruptura (mm)
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e d; a distancia inicial da garra do equipamento (mm).

3.4.11 Capacidade de absorgdo e perda de massa

As andlises de absorcao e perda de massa foram realizadas pela imersao das membranas
em 15 mL de solucdo de PBS e meio DMEM (Sigma—Aldrich, Cat. D5523) suplementado com
10% v/v de soro bovino fetal (Sigma—Aldrich, — Cat. F2561), 1% v/v de L-glutamina (Sigma-—
Aldrich, Cat. 59202C) e 1,1% v/v penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich, cat. P4333). Antes
do ensaio as amostras foram secas em estufa (Tecnal) a 37°C até verificagao de massa constante
(aproximadamente 48 horas) em balanga analitica (SHIMADZU Mod. ATY-224) e, em
seguida, foram esterilizadas em uma mistura de gis composta de 30% de 6xido de etileno e
70% de dioxido de carbono, com exposicao por 8 horas, 40°C e umidade relativa de 30 a 80%.
Este processo ocorreu aplicando vacuo por 15 minutos, com posterior entrada da mistura do gés
até uma pressdo de 0,5 kgf/cm?. Ao término deste processo, as amostras foram aeradas por 10
min com ar filtrado.

O ensaio de absorcao foi realizado em triplicata, com amostras de tamanho padronizado
de 6 x 1 cm. As amostras foram imersas nas solugdes descritas e incubadas em estufa (Tecnal)
com uma temperatura de 37° C sem agitacdo. Apds o periodo estabelecido de 24 horas as
triplicatas foram retiradas para a medi¢ao de sua absorcdo. Um papel filtro foi utilizado para
retirar o excesso de solug@o antes de registrar a massa, eliminando a solucdo depositada
diretamente na superficie do biomaterial.

Para a andlise de perda de massa, as amostras intumescidas foram lavadas com 20 mL de
dgua ultrapura por 4 vezes durante 5 minutos, com o intuito de retirar compostos ndo ligados
as membranas. Estas membranas foram colocadas em estufa (Tecnal) na temperatura de 37° C
e secas até obtencao de massa constante.

A capacidade de absor¢do foi avaliada de acordo com a Equag@o 9, enquanto que a perda

de massa foi avaliada de acordo com a Equacgdo 10:

Mu - Ms ~
Ab = e (Equaciao 9)
onde My é a massa do material dmido e M a massa do material seco.
Pm = W x 100 (Equacio 8)

onde M; refere-se a massa inicial e M a massa final,
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3.5 Caracterizacao biolégica das membranas
3.5.1 Preparo das células-tronco mesenquimais de polpa dentdria

Para os ensaios in vitro, as células-tronco mesenquimais de polpa dentdria humana
(DPSC) foram cedidas pela empresa R-Crio®, que por sua vez as obteve a partir de uma amostra
padronizada adquirida da empresa Lonza (Cod. PT-5025), e armazenadas em criotubos em
nitrogénio liquido no banco de células da empresa. Quando necessario, as células foram
descongeladas e ressuspendidas em meio DMEM (Sigma—Aldrich, Cat. D5523). O conteido
foi homogeneizado e submetido a centrifugacdo a 178 g (Sieger, modelo Siruis 4000). O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 8 mL de meio DMEM suplementado
com 10% v/v de soro bovino fetal (Sigma—Aldrich, — Cat. F2561), 1% v/v de L-glutamina
(Sigma—Aldrich, Cat. 59202C) e 1,1% v/v penicilina/estreptomicina (Sigma—Aldrich, P4333).
Este contetido foi inoculado em garrafa de 75 cm” e as células foram incubadas a 37°C e 5% de
CO; (Panasonic, MCO-19AIC UV) até verificacdo de confluéncia entre 70 a 80%, por
microscopia Optica (Zeiss, modelo Primovert).

Para utilizacao destas células nos ensaios de caracterizacdo dos biomateriais, a
monocamada de células foi lavada com uma solu¢cdo de DPBS (Thermo Fisher Scientific Cat.
21600010), na proporg¢io de 2 mL de solugio para cada 25 cm? de drea de crescimento, para a
retirada de debris celulares e metabdlitos do crescimento celular. Apds isto as células foram
destacadas utilizando solu¢do Tryple™ Express sem vermelho de fenol (Thermo Fisher
Scientific — Cat. 12304013), na propor¢do de 1,5 mL para cada 25 cm? de 4rea de crescimento
e incubada a 37°C por 5 minutos. Esta suspensdo foi inativada pelo uso do mesmo meio de
cultivo citado acima e submetida a centrifugacdo a 178 G (Sieger, modelo Sirius 4000). A
amostra foi ressuspendida novamente para contagem e andlise da viabilidade. A contagem foi
realizada em camara de Neubauer com azul de tripan, pela mistura de 10 uL da suspensdo
celular com 10 pL de solugdo de azul de tripan (Sigma—Aldrich). O célculo para determinagao
da concentrag¢do e viabilidade das células foi realizado de acordo com as Equacdes 11 e 12

respectivamente.

QSE+QSD+QID+QIE
4

cev = ( )x FD x 10000 (Equaciio 10)

onde CCV refere-se a concentracao de células vidveis; QSE ao quadrante superior esquerdo;
QSD ao quadrante superior direito; QIE ao quadrante inferior esquerdo; QID ao quadrante

inferior direito e FD ao fator de dilui¢do.
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ccv

Viab = (£) x 100 (Equaciio 11)

onde Viab refere-se a viabilidade e CCM a contagem de células mortas, as quais ficam coradas

internamente com o azul de tripan.

3.5.2 Caracterizagao das células-tronco mesenquimais

Antes da utilizacdo das células para o ensaio de viabilidade celular, as mesmas foram
caracterizadas quanto a sua velocidade maxima de crescimento e sua taxa de duplicacdo. Uma
aliquota das células descongeladas foi expandida até a 8° passagem e utilizada para a verificacao
do crescimento celular. Um total de 5x10* células viaveis foram transferidas em triplicata para
7 placas de 6 pogos, contendo 2 mL de meio DMEM (Sigma—Aldrich, Cat. D5523)
suplementado com 10% v/v de soro bovino fetal (Sigma—Aldrich, — Cat. F2561), 1% v/v de L-
glutamina (Sigma—Aldrich, Cat. 59202C) e 1,1% v/v penicilina/estreptomicina (Sigma-—
Aldrich, Cat. P4333) por poco. O meio de cultivo foi substituido a cada 72 horas.

As células foram destacadas nos tempos de 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas e contadas
em camara de Neubauer. O processo de destacamento e contagem destas células foi realizado

de acordo com o item 3.5.1. Para o célculo do tempo de duplicacdo foi utilizada a Equagao 13.

td = (- (Equaciio 12)

umax

onde tq refere-se a taxa de duplicacdo das células e pmax 2 taxa especifica maxima de
crescimento, correspondente a inclinacao linear da curva de crescimento na fase log.

Estas células também foram caracterizadas pelo ensaio de imunofenotipagem em
equipamento BD Accuri C6, com os marcadores CD 105 (BD, Cat. 561443), CD 73 (BD, Cat.
550257), CD 90 (BD, Cat. 555596) e CD 45 (BD, Cat. 347464) antes da utilizacdo nos ensaios
para determinar a pureza das células. Apés o destacamento das células, 5 uL do reagente CD
105, 20 puL dos reagentes CD 45 e CD 73 e, 2 uL do reagente CD 90, foram adicionados a
1,0x10° células vidveis, em tubos de ensaio contendo 0,5 mL de Stain Buffer (BD, cod. 554656).
As amostras foram incubadas por 30 minutos a 24 °C ao abrigo da luz. Apéds este periodo, os
tubos foram centrifugados a 100 G por 5 minutos (Sieger, modelo Sirius 4000). O sobrenadante
foi descartado, a amostra foi ressuspendida com 0,5 mL de Stain Buffer e os tubos foram
analisados em citometro de fluxo (BD, Accuri C6) para obten¢do dos histogramas de marcagdo

celular.
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3.5.3 Ensaio in vitro de proliferagdo celular

A proliferacdo das células-tronco mesenquimais na presenga das membranas foi
determinada através do ensaio de conversdo do sal brometo de 2- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-3,5-
difenil-2H-tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich) em cristais de formazan. As células vidveis
possuem a capacidade de reduzir metabolicamente o sal de MTT pela acdo de desidrogenases,
presentes na mitocondria das células, em cristais coloridos insoltiveis em meio aquoso. Neste
ensaio foram empregadas células mesenquimais da polpa dental (LONZA, cédigo PT-5025).

As membranas foram cortadas com puncher (Ritcher, modelo trepano N6) para a obtengdo
de amostras com 6 mm de didmetro e estas foram distribuidas em placas de 96 pocos. O meio
de cultivo utilizado em todo processo foi composto por meio basal DMEM (Sigma—Aldrich,
Cat. D5523) suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino (Sigma—Aldrich, Cat. F2561),
1% v/v de L-glutamina (Sigma—Aldrich, Cat. 59202C) e 1,1% v/v penicilina/estreptomicina
(SIGMA-ALDRICH, Cat. P4333). O ensaio foi realizado em quadruplicata e foram testadas
ambas as faces das membranas. As membranas foram colocadas nos pogos e, em seguida, foram
dispensados 0,2 mL do meio citado acima, sobre as membranas. As placas foram incubadas por
24 horas a uma temperatura de 37 °C em incubadora (Panasonic, MCO-19AIC UV). Apos este
periodo, o meio processado pelas células foi retirado e substituido pela mesma quantidade
supracitada de meio fresco. Em seguida, as células foram inoculadas com uma concentracdo de
4,0 x 10* células por pogo.

Ap6s periodos definidos (24, 48 e 72 horas a partir da inoculacdo das células), 0,02 mL de
solugdo de MTT a uma concentragdo de 0,5 mg/mL dissolvida em PBS 1X (Sigma—Aldrich,
Cat. D5773), foram adicionados aos po¢os. As amostras foram incubadas a 37° C por 4 horas
(Panasonic, MCO-19AIC UV). As membranas foram retiradas e transferidas para outra placa,
com o intuito de obter apenas o resultado das células aderidas. Foram adicionados 150 uL de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma—Aldrich) para a dissolu¢do dos cristais. As placas foram
incubadas em estufa (Tecnal) na temperatura de 37° C por 40 minutos. Apés este periodo, o
liquido sobrenadante foi transferido para nova placa e as absorbancias analisadas em
espectrofotometro (Promega, modelo Glomax E8032) a 560 nm. Para o controle positivo, a
inoculacgdo das células foi realizada diretamente. Para o controle negativo, as células ndo foram

inoculadas, apenas os reagentes adicionados.



52

3.5.4 Ensaio in vitro de determinagcdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) da doxiciclina

Para a determinacao da concentragao inibitéria minima e concentrac¢ao bactericida minima
da doxiciclina, o teste in vitro foi realizado utilizando cepas de Porphyromonas gingivalis W83,
Streptococcus oralis ATCC 10557 e Streptococcus salivarius ATCC 7073. Os testes foram
executados de acordo com o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). O
objetivo deste ensaio foi verificar a liberagcdo do composto em concentracao eficaz e capaz de
inibir ou eliminar o microrganismo. Anteriormente ao ensaio, as cepas foram reativadas em
placas contendo meio dgar para posterior obtengdo de células vidveis visando o preparo do

in6culo. A metodologia utilizada para cada etapa do ensaio é descrita a seguir.

3.5.4.1 Cultivo dos microrganismos para preparo do indculo
A cepa de P. gingivalis foi cultivada em placas de dgar triptona de soja 7% (m/v) (TSA -
Tryptic Soy Agar; Difco), enriquecido de extrato de levedura 0,2% (m/v), (Yeast Exctract;
Difco) sangue de carneiro desfibrinado a 7% (v/v), 5 pg/mL de hemina (Sigma-Aldrich) e 1 pg
/mL de menadiona (Sigma-Aldrich). As placas foram mantidas em cabine de anaerobiose (Don
Whitley, Shipley), com atmosfera de 90% de COz e 10% Hz a 37° C por 48 h.
Para o crescimento do Streptococcus oralis ATCC 10557 e do Streptococcus salivarius
ATCC 7073, foi utilizado o meio dgar cérebro-coracao (BHI 4gar - Brain Heart Infusion Agar-
Difco). As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO; a 37 °C, por 24 h (Sanyo, Japan).

As células obtidas nesta etapa foram utilizadas na produgdo do inéculo.

3.5.4.2 Preparo do inoculo

Para o preparo do in6culo de P. gingivalis , uma unidade formadora de colonia (UFC) foi
retirada com o o auxilio de uma al¢a microbioldgica estéril e inoculada em meio caldo TSB-
BHI suplementado, composto por caldo triptona de soja 1,55% (m/v) (TSB- Tryptic Soy Broth,
Difco), caldo cérebro-coracdo 1,48% (m/v) (BHI - Brain Heart Infusion, Difco), extrato de
levedura 0,2% (m/v) (Yeast Exctract; Difco), 5 pg/mL de hemina (Sigma-Aldrich) e 1 pg/mL
de menadiona (Sigma-Aldrich). A suspensdo foi mantida neste meio por 18 h em condig¢des de
anaerobiose com atmosfera de 90% de CO2 e 10% H» a 37 °C. Apds esse periodo, a suspensao
celular teve sua densidade 6ptica ajustada com meio de cultura fresco de modo a se obter uma
suspensdo com absorbancia de 0,5 no comprimento de onda de 660 nm (Biochrom® Asys

UVM340 - Microplate Reader). Nestas condi¢des, uma suspensao com concentragao final de 1
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x 10° UFC/mL foi obtida.

Da mesma maneira citada acima, as cepas de Streptococcus foram cultivados em caldo
Mueller-Hinton (MHB- Mueller Hinton Broth — Difco) pela inoculagdo de uma tnica UFC, e
incubados a 37 °C com atmosfera de 5% de CO; por 24 horas. Esta suspensao inicial teve sua
absorbancia ajustada para um intervalo de 0,08-0,1 no comprimento de onda de 625nm
(concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL) utilizando como diluente caldo Mueller-Hinton (MHB-
Mueller Hinton Broth - Difco) para uma concentragiio final de 1 x 10° UFC/mL (CLSI, 2006).

3.5.4.3 Preparo da curva padrdo de doxiciclina

Ap6s o preparo dos indculos dos diferentes microrganismos, foi preparada a curva padrao
de doxiciclina na faixa de 0,04 a 100,0 pg/mL, através de micro-dilui¢io seriada em placa de
cultivo de 96 pocos. Para isso, uma solu¢do padrdo estoque foi preparada pela dissolugao de
100 pg do farmaco em 1,0 mL de meio caldo Mueller Hinton (Difco) em pH 7,3. A curva foi
preparada em triplicata pela adi¢do de 200 uL/poco desta solugdo aos 3 primeiros pogos da
placa na coluna 1, obtendo-se uma concentracao final de 100 pg/mL. Os conteudos dos pocos
foram homogeneizados e em seguida foram retirados 100 upL/poco e dispensados
sequencialmente em outros 3 po¢os da segunda coluna da placa contendo 100 pL de meio em
cada poco. Este processo foi repetido até a décima segunda coluna, e nesta dltima, foram
descartados 100 pL de solucdo de cada pogo, para que seus volumes totais fossem equivalentes
aos dos restantes. Como controle negativo do teste (CNT), foram adicionados a 6 pocos 200
uL/pogo de meio caldo Mueller Hinton sem a adi¢do do antibidtico. O preparo do controle
positivo do teste (CPT) foi semelhante ao do negativo, porém com a adicao do in6culo. A Figura
3.1 evidencia o processo de diluicdo seriada para ao preparo da curva padriao de doxiciclina.
Para o preparo da cruva padrdo do microrganismo P. gingivalis, o meio de cultivo utilizado foi

o caldo TSB-BHI suplementado.
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Figura 3.1 — Esquema de diliui¢do seriada em placa de 96 pogos para obtengdo da curva

padrdo de doxiciclina.

100 uL 100 uL 100 uL

Coluna 1 Coluna 2 Coluna 12

3.5.4.4 Preparo das amostras para o ensaio de CIM e CBM

Para a verificacdao da liberacdo do farmaco contido nas membranas em concentragdes
capazes de inbir ou eliminar os microrganismos testes, amostras de 6 mm de didmetro das
membranas incorporandas com doxiciclina, conforme descrito no item 3.3, foram dispostas em
placas de 96 pocos em quadruplicata e para cada formulacdo (uma amostra de 6 mm por pogo).
Cada poco continha 100 puL. de caldo Mueller Hinton, de forma similar a curva padrao apds o
recebimento do indculo, descrito no item 3.5.4.5 abaixo. Estas amostras foram previamente
intumescidas em solucio contendo o farmaco doxiciclina dissolvida em meio caldo Mueller
Hinton com uma concentracao de 100 pg/mL. Para o controle negativo, amostras nao contendo
o antibidtico foram inoculadas em caldo Mueller Hinton e incubadas por 30 minutos na
temperatura de 23°C, conforme condi¢cdes das membranas testes. Para as membranas utilizadas

para o microrganismo P. gingivalis foi empregado o caldo TSB-BHI suplementado.

3.5.4.5 Inoculacdo dos microrganismos e inicio do ensaio de CIM ¢ CBM

Apo6s o preparo do inoculo e disposi¢do das membranas testes nas placas de 96 pocos,
iniciou-se os testes inoculando-se os microrganismos em 3 placas, uma para cada tipo celular.
Aliquotas de 100 uL de cada suspensdo de indculo foram dispensadas nas triplicatas da curva
padrdo (Figura 3.2 - Linhas A, B, C; Colunas de 1 a 12), a qual j4 continha 100 uL de meio
com a concentragdo do farmaco doxiciclina descrtita no item 3.5.4.3. Ao final, a concentragdo
de cada ponto da curva foi diluida na proporcao 1:2 obtendo-se uma faixa de concentracao de
0,02 a 50,0 pg/mL. O mesmo procedimento de inoculagdo dos microrganismos ocorreu com as

membranas. O volume de 100 pL do indculo foi dispensado diretamente as membranas que
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continham o farmaco doxiciclina (CP) e as membranas que ndo continham o farmaco
incorporado (CN), para as formulacdes Q1 Xi1HAo, QiX1HAo2, QiXiHA1 e Qi XiHAs. O mesmo
ocorreu para o controle positivo do teste (CPT). Para o controle negativo do teste (CNT), foi
utilizado apenas o meio de cultivo caldo Mueller Hinton para os microrganismos S. salivarius,
S. oralis e caldo TSB-BHI para P. gingivalis. Na Figura 3.2 é apresentada a distribui¢do das
amostras em cada placa apds o preparo.

As placas com os microrganismos S. salivarius, S. oralis foram incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO: (Sanyo, Japan). Para o microrganismo P. gingivalis, a placa foi
incubada com atmosfera de 90% de COz e 10% Hz a 37° C por 48 horas (Don Whitley, Shipley).
ApOs este periodo as placas foram retiradas da incubac¢do e analisadas conforme descrito no

item que se segue.
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Figura 3.2 — Distribui¢do do material em teste na placa de 96 pocos: curva padrio de
doxiciclina, membranas e os controles do teste. CN — refere-se as membranas sem
incorporagdo de doxiciclina; CP — refere-se as membranas com a incorporagdo de doxiciclina;
CNT — refere-se ao caldo Mueller Hinton sem adi¢do do in6culo; CPT — refere-se ao meio

caldo Mueller Hinton com a adi¢@o do inéculo.
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3.5.4.6 Determinagdo da faixa de concentragcdo do fdarmaco doxiciclina capaz de inibir o
microrganismo (CIM) e determinagdo da faixa capaz de eliminar os microrganismos
testes (CBM)

Ap06s o periodo de incubacdo das placas foi realizada a andlise da absorbancia do meio
contido nos pog¢os. Primeiramente, as membranas foram retiradas com o auxilio de uma pinca
estéril, de todos os pocos. As mesmas foram pressionadas contra a parede dos pogos para
retirada do excesso de meio absorvido. Em seguida as placas foram analisadas em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 620 nm (Biochrom® Asys UVM340 -
Microplate Reader). A determinacio da faixa de concentracdo capaz de inibir 0 microrganismo
foi determinada pela comparagdo dos resultados da densidade 6tica das formulagdes e da curva

padrio, em relacdo ao controle negativo do teste (CNT). A faixa foi determinada quando nao
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houve diferenca estatistica entre estes resultados.

Para o ensaio de determinacdo da concentracdo bactericida minima, apés a andlise das
absorbancias, foram retiradas aliquotas de 10 uL do contetddo de todos os pogos. Estas aliquotas
foram aplicadas diretamente sobre a superficie de placas previamente identificadas, contendo
meio de cultivo dgar. Para o microrganismo P. gingivalis, o cultivo foi realizado em placas de
agar triptona de soja 7% (m/v) (TSA - Tryptic Soy Agar; Difco), enriquecido de extrato de
levedura 0,2% (m/v) (Yeast Extract; Difco), sangue de carneiro desfibrinado a 7% (v/v), 5
pg/mL de hemina (Sigma-Aldrich), 1 pg /mL de menadiona (Sigma-Aldrich) e incubadas com
atmosfera de 90% de CO2 e 10% H> a 37° C por 48 horas (Don Whitley, Shipley). Para os
microrganismos S. oralis e do S. salivarius, foi utilizado o meio dgar cérebro-coracdao (BHI,
Difco). As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO; a 37 °C, por 24 h (Sanyo, Japan).
A faixa de concentracio capaz de eliminar o microrganismo foi determinada pela ndo detec¢ao
de crescimento celular em nenhuma das replicatas analisadas. Qualquer crescimento em apenas

uma replicata foi descartada como a faixa de concentrag@o bactericida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da hidroxiapatita sintetizada

O po6 de hidroxiapatita foi obtido pelo método de precipitacdo em meio aquoso e descrito
no item 3.1. A Figura 4.1 demonstra o controle de duas varidveis importantes, o pH e a
temperatura, durante o processo de sintese da HA. Apds a mistura dos reagentes, evidenciado
na Figura 4.1 entre o tempo 0 e 1, os parametros da sintese foram fixados em 60°C e pH igual
a 12. Estas varidveis, quando nio controladas, podem gerar diferentes fases do composto, assim
como alterar sua razao molar Ca/P desejavel (estequiométrica), igual a 1.67 (RAYNAUD et al.,

2002).

Figura 4.1 — Variacdo do pH e da temperatura durante o todo o processo de preparo das
solugdes de célcio e fésforo e, posterior, controle desses parametros para a sintese da

hidroxiapatita a 60 oC e pH 12 durante 3 horas.
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O resultado da andlise de cristalinidade do p6 obtido na sintese pode ser verificado na
Figura 4.2. O difratograma apresentou picos caracteristicos de hidroxiapatita com cristalinidade
de baixa a média, similar ao padrao da fase mineral do osso humano (DOROZHKIN, 2013). O

resultado abrange os picos caracteristicos do plano estrutural cristalino da hidroxiapatita,
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compreendendo os oito principais picos de posi¢do angular entre 25° e 50°, indexados aos
planos entre (002) e (320), conforme a ficha JCPDS 09-0432 (2007). Assim como observado
no presente trabalho, métodos de precipitagdio em meio aquoso que utilizam baixas
temperaturas produzem material com baixa cristalinidade e caracteristicas similares as do tecido

0sseo, diferentemente das sinteses que ocorrem em altas temperaturas (MEHDI et al., 2013).

Figura 4.2 — Difratograma da HA em p6 obtida pela sintese por precipitacdo em meio aquoso,
apresentando os picos caracteristicos da fase hidroxiapatita e seus referentes planos cristalinos

entre parénteses.

=
\ = is
ol E;sg
\ g N
\ & - o~
N e ~ 8
gy N\ as i < = ’r‘i N -~
o o S/ &8 3 8 _ 2
:g ‘\"’\’w % M :.» ,-'w"“, " V\.“. A ‘;\: )
N’ J V =
g 00-009-0432
Illllllllllllllll‘ 1 ||| L AIIIIJIIII‘JIIII llljlllllllllllllkllllllllllltllﬁlllll
10 20 30 40 50 60 70

200)

Os grupos funcionais da hidroxiapatita foram identificados por FTIR e os resultados estdo
indicados na Figura 4.3. De acordo com a férmula quimica da hidroxiapatita, Ca10(PO4)¢(OH)2,
e os resultados obtidos, pode-se observar as bandas na regido de 960 cm™!, relacionadas ao grupo
funcional PO4™ (v1)*, 1040 cm™, descrito como PO4™ (v3)** e bandas nas regides de 560 a 604
cm’!, correspondentes ao grupo funcional POs? (v4)*** (RAYNAUD et al, 2002;
DESTAINVILLE et al., 2003; HAN et al., 2006; FROST et al., 2014; LIANG et al. 2016). Na
regido de 3561 cm’!, pode-se observar uma banda caracteristica de grupos OH", porém nas
regides entre 3600 a 4000 cm™!, nota-se grande absorcio de dgua, devido a ndo realiza¢io de

tratamento térmico e a caracteristica higroscopica do material neste estado (MEEJOO et al.,
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2006; HAN et al., 2000).

Figura 4.3 — Resultado da andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier do material obtido na sintese por precipitacdo em fase aquosa. *(v1): alongamento
vibracional simétrico; **(v3): alongamento vibracional assimétrico;

**%* (v4): alongamento angular.
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Tabela 4.1 - Valores de porcentagem (%) em massa e de concentracdo ([]) em massa

molar obtidos para a HA sintetizada apos andlise de XRF.

Material CaO (%) [Ca] P20s5 (%) [P] Razao Molar Ca/P
P6 de 56,079 1,0001 43,163 0,6103 1,6442
Hidroxiapatita

Através da andlise por fluorescéncia de raios X (XRF), pode-se observar a correta relagao
de Ca/P do material ceramico sinterizado. A razdo molar Ca/P igual a 1,64 foi verificada
(Tabela 4.1), sendo proxima da relacao estequiométrica caracteristica da hidroxiapatita (igual a
1,67). A literatura indica que a precipitacdo de fosfatos de cdlcio em meio aquoso, como a
realizada neste trabalho, pode levar a composi¢des estaveis de hidroxiapatita na faixa de razao

molar Ca/P entre 1,5 e 1,75 (LEGEROS, 2008). Fases mais soliveis podem ser obtidas de
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acordo com o pH e temperatura no momento da sintese. Quanto menor a razao molar de Ca/P,
menor € a sua estabilidade em soluc¢do fisioldgica, devido a proporcdo de cdlcio presente na
molécula. A bruxita por exemplo, que possui razdo molar Ca/P igual a 1, € sintetizada em pH
abaixo de 6,5 o que faz com que esta molécula seja instdvel em ambiente fisiolégico, quando
comparada com a hidroxiapatita estequiométrica (BOHNER, 2001; DOROZHKIN, 2008;
GIOCONDI et al., 2010; NAVARRO DA ROCHA, et al., 2018).

Os resultados da andlise termogravimétrica estdo mostrados na Figura 4.4, representando

a variagdo de massa com a temperatura e a curva de sua derivada, assim como as reagoes €

transformacdes de fases originadas resultantes.

Figura 4.4 — Analise termogravimétrica da HA obtida.
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Foi possivel observar trés estdgios da curva TGA durante o tratamento térmico até
1000°C, com uma consequente perda de massa total de, aproximadamente, 10%. Em baixas
temperaturas (<150°C), a evaporacdao do solvente fisicamente adsorvido na superficie da
hidroxiapatita, que normalmente é a 4gua, provocou a primeira perda de massa do poé

sintetizado. O segundo estagio da curva TGA, entre 150 °C e 700 °C, pode estar relacionado a
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vaporizacdo de dgua estrutural e ao processo de cristalizacdo da hidroxiapatita. A édgua
estrutural € irreversivelmente perdida entre 200 e 400 °C, e estudos demonstram a contracao da
rede cristalina durante o aquecimento (LIAO et al., 1999; TONSUAADU et al., 2011). A
literatura indica que o terceiro estdgio, a partir de 700 °C, pode estar relacionado com a
decomposicdo da hidroxiapatita, com possivel desidroxilacdo da hidroxiapatita e formacao da
fase fosfato tricalcico (B-TCP), e descarbonatacio dos grupos COs> presentes na amostra.
Entretanto, para a verificagdo do descrito em literatura sobre a decomposi¢cao do terceiro
estdgio, foi realizada a analise por DRX em parte do pé de hidroxiapatita sintetizado apds o
tratamento térmico a 1000°C. O difratograma na Figura 4.5 indica que, além do aumento na
cristalinidade, evidenciado pela ocorréncia de picos estreitos e intensos, a decomposicdo da
hidroxiapatita ocorreu somente em uma pequena fracdo de CaO, ndo havendo a presenca de

outra fase de fosfato de célcio (como, por exemplo, o B-TCP).

Figura 4.5 - Andlise de difragcdo de raios X da HA obtida ap6s o tratamento térmico a 1000°C.
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Na anédlise por MEV, foram verificados diferentes tamanhos de particulas apds a

passagem do p6 em peneira granulométrica com abertura de 150 um. A partir das micrografias,
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na Figura 4.6, foi possivel observar diferentes tamanhos de agregados das nanoparticulas de
hidroxiapatita com morfologia irregular, e alguns da ordem até de 150 pm, compativel com o
esperado apds o peneiramento. Alguns aglomerados com tamanho préximo a 100 pm
apresentaram faces com tamanhos diferentes e alguns blocos pontiagudos. Com o aumento da
razdo superficie/volume das particulas, observado com a diminui¢do do tamanho de particula,
as forgas eletrostaticas e superficiais tornam-se dominantes, levando a aglomeracdo do p6
obtido (MA e LIM, 2002).

Dependendo de sua aplicagdo, estes aglomerados podem funcionar como substituto dsseo
no decorrer da dissolugcdo da membrana. Para efeito comparativo, ressalta-se que empresa
Geistlich Pharma possui em sua linha de produtos o Bio-Oss®, o qual compreende particulas

com tamanho entre 250 a 1000 pm. Este produto apresenta baixa taxa de reabsor¢ao e, portanto,

ao ser implantado, passa a constituir parte da estrutura 6ssea final formada.

Figura 4.6 — Aspecto tipico do p6 obtido na sintese por precipitacdo aquosa de hidroxiapatita

observado por MEV em diferentes magnitudes.
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4.2 Producio das membranas de quitosana-xantana e quitosana-xantana-
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hidroxiapatita
ApOs a obtencdo e caracterizacdo da hidroxiapatita, este composto foi incorporado as
membranas de quitosana-xantana em diferentes concentracdes. Os resultados das

caracterizacOes realizadas para as membranas produzidas estdo detalhados nos itens a seguir.

4.2.1 Difracdo de raios X

A Figura 4.7 apresenta os difratogramas das amostras quitosana-xantana e quitosana-
xantana-hidroxiapatita, apds a incorporacdo de 0,2%, 1% e 5% de hidroxiapatita,
respectivamente, a mistura quitosana-xantana. Destaca-se que, se considerar na composicao das
membranas a massa somente dos polissacarideos e do p6 de HA adicionado, as fragdes tedricas
esperadas de HA na mistura, respectivamente, seriam iguais a 9,1%, 33,3% e 71,4%. Entretanto,
como as membranas, em seu processo produtivo, passam por uma etapa de neutraliza¢do por
imersdo por 24 h em solu¢do de bicarbonato de sédio e por trés lavagens consecutivas com dgua
ultrapura, as fragdes finais podem ser menores que o valor esperado se houver perda do material

incorporado durante estas fases de neutralizacio e lavagem das membranas.

Figura 4.7 — Difratogramas de raios X obtidos apds andlise das membranas: (a) Q1X1HAo; (b)



Qi1X1HAo2; (¢c) QiX1HA1; (d) Qi X 1HAs.
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Ap6s a andlise por DRX, foi verificada a presenca de fase amorfa entre 12° e 25° das

membranas de quitosana-xantana. Estes resultados também foram encontrados por Westin ef
al. (2017) para suportes baseados em quitosana-xantana. Entretanto, com o aumento gradual do
teor de hidroxiapatita na membrana de quitosana-xantana até o valor intermediério, foi possivel
observar discretos picos de difracao referentes a fase hidroxiapatita, entre 30° e 35°.

Os picos estreitos e intensos entre 35° a 80° sdo referentes ao porta-amostra do
equipamento. As andlises foram realizadas com as amostras secas, e nesta condi¢do, as mesmas
apresentam espessura menor que 0,3 mm, ocasionando a passagem dos raios X pela membrana,
atingindo o porta-amostra.

Para a amostra contendo maior fracdo de hidroxiapatita (71,4% na mistura final), a qual
possui espessura maior que 0,5 mm quando seca, o difratograma apresentou o padrdo
caracteristico de hidroxiapatita com baixa/média cristalinidade, similar ao padrdo da fase
mineral do osso humano e comparado ao pé obtido e apresentado na Figura 4.1, com picos de
difracao pouco definidos e alargados (ADAM et al., 2014). Foram verificados também os oito

principais picos em 20 entre 25° e 50°, indexados aos planos entre (002) e (320), conforme a
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ficha JCPDS 09-0432, portanto a incorporacdo do pé ao complexo de quitosana-xantana

durante o seu preparo ndo ocasiona a perda de sua cristalinidade.

4.2.2 FTIR

Os espectros de FTIR das matérias primas utilizadas: quitosana (Figura 4.8a) e xantana
(Figura 4.8b) apresentaram as bandas caracteristicas da quitosana: grupos de amida I (C=0), de
amina (SN-H) e amida II (C-CH3), em aproximadamente 1730 cm™, 1630 cm™ e 1375 cm™,
respectivamente, e da goma xantana: grupo carboxila, C=0, em 1620 cm™'. Além disso, as
bandas em aproximadamente 3440 cm™!, 2910 cm™ e 1090 cm! sdo atribuidas as vibracdes de
alongamento da hidroxila (O-H) e, também, aos grupos C-H e -C=0 do grupo piruvato da

xantana.

Figura 4.8 — FTIR - Espectros obtidos das matérias primas: (a) quitosana e (b) xantana.
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As anélises por FTIR confirmaram os resultados de DRX das membranas produzidas de
quitosana-xantana. Os espectros de quitosana e de xantana demonstraram os grupos funcionais

e modos vibracionais caracteristicos das moléculas dos polissacarideos, e estdo apresentados na

Figura 4.9(a). Foi possivel observar que a formacao do complexo polieletrélito entre os
dois polimeros carregados de forma oposta afetou o comportamento do grupo éster da xantana,
em torno de 1736 cm™!, demonstrando uma absor¢do menos intensa em torno de 1724 cm™! na

membrana quitosana-xantana (DEHGHAN e MARZUKA, 2014).
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Figura 4.9 — FTIR - Espectros obtidos na anélise das membranas: (a) Q1X1HAy; (b)
Qi1X1HAo2; (¢c) QiX1HA1; (d) Qi X 1HAs.
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Figura 4.9 (b); (c) e (d), os espectros de FTIR das amostras de quitosana-xantana-
hidroxiapatita apresentaram as bandas caracteristicas da hidroxiapatita, correspondendo aos
grupos funcionais fosfatos e hidroxilas. A regido 3750-2500 cm™ apresentou bandas largas,
referentes ao estiramento O-H de moléculas de dgua adsorvidas (MEEJOO et al., 2006; HAN
et al., 2006). As bandas em 602, 563 e 575 cm’! sdo relativas aos modos de deformacao
antissimétrica dos fosfatos v4(PO4>"), a banda de intensidade fraca em 472cm'e é referente ao
modo de deformagio v2(PO4*") simétrica (SLOSARCZYK er al, 2005) e a banda
aproximadamente em 970 cm™ é devida ao estiramento simétrico dos fosfatos v1(PO4>). As
bandas mais intensas do espectro de FTIR das membranas quitosana-xantana-hidroxiapatita

ocorrem na regifo situada entre 1097-950 cm™ e correspondem a vibragdo de grupos fosfatos
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v3(PO4).

4.2.3 XRF

A partir dos resultados obtidos por fluorescéncia gerada por raios X foi possivel obter
dados semiquantitativos da composicdo elementar das membranas de quitosana-xantana e
quitosana-xantana-hidroxiapatita. Na Tabela 4.2 € apresentada a composicdo quimica em
porcentagem dos 6xidos de célcio e fosforo, bem como a fragdo molar dos elementos célcio e
fosforo. A formulacdo Q1X1HAo, mesmo sem a incorporagdo de hidroxiapatita, apresentou a
composi¢do quimica de calcio e fosforo. Os reagentes utilizados para neutralizacio como
bicarbonato de sddio e a prépria quitosana, possuem certo residuo de cdlcio em sua composi¢ao,

sendo o ultimo extraido de residuos de caranguejos e camardes.

Tabela 4.2 - Valores em porcentagem (%) em massa e de concentracdo ([]) em massa
molar, obtidos para os compostos por andlise de XRF.

Formulacao % Ca0O [Ca] % P205 [P] Ca/P
QiX1HAo 4,19 0,0748 4,82 0,06795 1,10
QiX1HAo 39,13 0,6979 28,05 0,3953 1,77
QiX1HA, 55,94 0,9978 35,04 0,4938 2,02
QiXHAs 57,34 1,0227 40,57 0,5718 1,79

Os resultados para as demais formulagdes, indicam um aumento na razao molar Ca/P
apos o processo de incorporagdo da hidroxiapatita, nas trés diferentes concentragdes, a
formulacdo de quitosana e xantana (Q1X1HAo). Apesar dessa alteracao na razao molar Ca/P, os
resultados de DRX e FTIR ndo indicaram, aparentemente, a presenca de picos de difracdo
referente ao 6xido de célcio e/ou grupos funcionais caracteristicos de uma segunda fase de
fosfato de calcio 4cido, como por exemplo, bruxita e monetita (TOUNY; SALEH; 2018).

E possivel que o processo de lavagem e a prépria quitosana, devido a sua origem, como
comentado anteriormente para a formulagao de Q1X1HAy, tenham contribuido também para o
aumento na razao entre Ca/P nas demais formulag¢des. Outro fator para justificar este aumento
seria a utilizacdo do 4cido acético adicionado para dissolu¢@o da quitosana. A presenca de ions
H" na solugdo pode promover a dissolug¢do da hidroxiapatita, por reagirem tanto com os ions
PO.* quanto com os fons OH", presentes na molécula de hidroxiapatita. Esta reaciio pode formar

compostos soliveis e, por consequéncia, ha liberacdo de cdlcio na solu¢do. Estudos vém
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demonstrando a influéncia dos grupos carboxilas dos 4cidos organicos, tais como acido acético
e 4cido léatico, formando complexos ionizados que podem realizar ligacdes entre os grupos
funcionais da quitosana com os fons Ca** disponiveis (YAMAGUCHI et al., 2001). Esta reacdo
ocasionaria um aumento na concentracao de calcio na mistura, aumentando assim a razdo molar
de Ca/P nas membranas de quitosana-xantana produzidas. Assim, como observado no presente
estudo, a razdo entre calcio e fésforo também aumentou com a incorporagdo da hidroxiapatita

nas membranas de quitosana-hidroxiapatita que foram produzidas por Sousa et al. (2017).

424 TGA eDTG

A amostra composta apenas pela membrana de quitosana-xantana (Figura 4.10a) e os
compdsitos quitosana-xantana-hidroxiapatita obtidos pela adi¢do de 0,2% de HA (Figura 4.10b)
e 1,0% de HA (Figura 4.10c) apresentaram aspecto semelhante, com perda de massa em trés
estdgios. O primeiro evento térmico apresentou uma taxa relativamente baixa, ocorreu entre
30°C e 120°C. Este evento, representando uma perda de massa de cerca de 13%, foi atribuido a
perda de agua. O segundo estdgio ocorreu no intervalo aproximado de 250°C a 500°C,
apresentando taxa maxima por volta de 300°C, de acordo com o pico da derivada da curva
(DTG). A perda de aproximadamente 40% de massa neste segundo evento pode estar associada
a despolimerizacdo da quitosana e a degradacdo da cadeia de xantana (WESTIN et al. 2017,
MARTINS et al.,2012; FARIA et al., 2011). E possivel observar uma outra inclinag@o na curva
de TGA dentro deste intervalo, apresentando uma taxa menor. Além disso, nota-se ainda uma
discreta colaboragdo das adi¢des de HA nas formulagdes de Qi1 Xi1HAo2 e Q1X1HA, elevando
a massa residual de 25% para 35%, aproximadamente, no terceiro estagio, a partir de 700°C.
Este evento pode estar associado a decomposicao de HA em B-TCP (MEHRANEH et al., 2018).

Para a formulagdo a qual foi adicionada a maior quantidade de HA foi observado um
comportamento distinto na curva de TGA em relagdo as anteriores (Figura 4.10d). A presenca
da HA colaborou para a diminui¢ao da degradagdo térmica do polieletrdlito quitosana-xantana,
considerando que a maxima perda de massa foi de cerca de 22,5%. Este fato pode estar
associado a maior presenca de hidroxilas, aumentando as interacdes entre os grupos funcionais
da HA e da membrana. Diferentemente das demais formulagdes, a adicao de HA ndo apresentou
perda de massa acima de 900°C. A derivada da curva indicou apenas discretos picos,
representando baixa taxa de perda de massa, por volta de 80°C, 300°C e 810°C, associados a
perda de dgua, e as decomposi¢des da membrana quitosana-xantana e de HA em uma pequena

fracdo de CaO, respectivamente (OTHMAN et al., 2017). Excetos por estes trés picos, a DTG
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apresentou-se praticamente constante, indicando perda de massa quase continua.

Figura 4.10 — Andlise termogravimétrica e derivada da curva termogravimétrica das

membranas produzidas: (a) Qi1X1HAo; (b) QiXi1HAo2; (¢) QiX1HA1; (d) QiXHAs.

1 b 1
(a) 109 XA, Lo.s ( ) | —QXHA,,
100} [
90
lo.e 90 0.6
—~ 80 — ’
— O = O
© 79 [ ] S
3 [04 &£ 3 79 0.4 &
2 60 @ a ©
(0] Q
o i 4 °
© 2 @ 60 >
8 5 02 § o 02
[ a O o
= 4 = 50
30 p.o 40 0.0
20 30
TO0 200 300 400 300 600 700 800 900 100G T00 200 300 400 500 600 700 800 900 06
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
11 (d)11
(C) Q1X1 HA1 Q | Q1X1HA5‘0
o 0.8 ).
90
22 [0-6 __ 109
s = 2 =
= %) ?:
: || 3
3 4 & 3
3 s || 3
14 ® X o
© 00 o= @©
I3 0.2 g @
S 5 =
40 p.0
80
30
T00 200 300 400 500 600 700 800 900 10007 T00 200 300 400 500 600 700 800 900 71000
0,
Temperatura ("C) Temperatura (°C)

4.2.5 Anadlise de aspecto

A andlise visual de aspecto das amostras foi realizada pela imagem macroscdpica das
membranas preparadas e secas, com o intuito de observar a presenga de bolhas e fraturas. Na
Figura 4.11 € apresentado o aspecto de formulagdes com diferentes concentracdes de
hidroxiapatita incorporada.

Nota-se que a medida em que a concentracao de hidroxiapatita incorporada a membrana
aumenta, seu aspecto visual passa de translicido para opaco/branco, quando se compara todas
as formulacdes. A rugosidade superficial da amostra sugere uma relacao diferente entre as duas
faces das amostras. As faces das membranas que estiveram em contato direto com a placa de
Petri, durante o processamento, apresentaram superficie lisa, enquanto que, a face exposta a
atmosfera, mostrou maior rugosidade superficial. Além disso, a membrana preparada com

concentracdo de hidroxiapatita de 5% (m/v) apresentou a maior rugosidade superficial aparente
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entre os grupos de amostras.

Figura 4.11 — Visdo macroscépica das membranas produzidas com diferentes concentra¢des

de hidroxiapatita: (a) Qi X1HAo; (b) QiXiHAo2; (¢) QiXiHA1; (d) QiXiHAs.
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Nao foi verificada a presenca aparente de bolhas e rachaduras na superficie das
membranas. As membranas secas com maior concentracdo de hidroxiapatita demonstraram
fragilidade a manipulagdo. Todas as membranas quando imersas em solucao aquosa por 2 min

apresentaram alta flexibilidade na manipulacao.

4.2.6 Anadlise de espessura

Durante o processo de lavagem das amostras, verificou-se um aumento considerdavel nas
dimensdes das membranas, principalmente naquela composta somente de quitosana e xantana.
Esta expansdo foi inversamente proporcional ao aumento da concentragao de hidroxiapatita. Na
Tabela 4.3 estdo indicadas as espessuras das membranas secas e apds imersdo por 24 horas em
PBS com temperatura de 24 °C. Foram observadas diferengas estatisticas nas espessuras de

todas as membranas secas e entre trés das quatro formulacdes para as membranas imidas.
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Tabela 4.3 — Valores médios de espessura das membranas secas e imidas para formulacdes
preparadas com diferentes concentracdes de hidroxiapatita.

Espessura média (mm) Variacao na

Formulacao espessur:a apos

Membranas secas Membranas imidas umed(e;/:u)nento
0
Qi1X1HAo 0,06 + 0,014 0,38 + 0,02>F 533
QiX1HAo2 0,25 +0,02¢B 0,31 +£0,014P 24
QiX1HA; 0,29 +0,01¢¢ 0,38 +0,01°E 31
Qi1XHAs5 0,52 +0,02&P 0,59 +0,01nF 11

Letras minusculas iguais na mesma linha indica que nao h4 diferenca significativa entre os valores médios; letras
maidsculas iguais na mesma coluna indica que néo ha diferenca estatistica entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05).

Para aplicagdo em regeneracdo Ossea e tecidual, o efeito de aumento do volume da
membrana pode causar a deiscéncia do local, ou seja, a ruptura da ferida e exposicao de seu
contetido. Kim e Yun (2014) realizaram um levantando pés-cirtrgico de 115 casos de implante
dentério utilizando a técnica de regeneragao 6ssea guiada. Os estudos apontaram que em 19,5%
destes casos tiveram complica¢des devido a deiscéncia pos-cirdrgica.

Assim como para a ROG, para a RTG a espessura da membrana também pode influenciar
0 processo pos-cirdrgico. O tecido adjacente pode ndo ter um tamanho adequado para se
sobrepor a membrana, expondo-a a cavidade oral e comprometendo a regeneracio
(BASHUTSKI et al., 2011). Apesar de demonstrar um ganho de volume em sua espessura em
funcdo da absor¢c@o de liquido, os valores obtidos neste trabalho sdo compardveis aos de
membranas comerciais utilizadas para aplicacdo odontoldgica. Ortolani et al. (2015) realizaram
um estudo comparativo entre membranas de coldgeno para regeneragdo tecidual, observando
que as membranas Jason®, Collprotect® e Bio-guide® apresentaram espessuras de 0,20; 0,28 e
0,44 mm, em estado seco, respectivamente, € que ocorre aumento da resisténcia das membranas
com o aumento da espessura, devido ao aumento do material por unidade de area. No caso do
presente trabalho, o aumento da espessura se deve ao aumento da concentragdo de HA no

material.

4.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura
Conforme indicado na Figura 4.12, a andlise superficial por MEV das amostras de
quitosana-xantana mostrou materiais com aspecto liso e uniforme, estando de acordo com os

resultados de Westin et al. (2017).
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A incorporacdo do p6 de hidroxiapatita foi verificada em todas as membranas. Foi
possivel observar os aglomerados, em forma de blocos com faces nao simétricas de diferentes
tamanhos, onde esta prevaléncia varia de acordo com a concentra¢do de incorporagdo. Para a
membrana produzida com 0,2 % (m/v), foi verificada uma distribuicao ndo homogénea (Figura
4.13). Verifica-se a presenca de depositos, blocos e protuberincias com circunferéncia
arredondada sobre a superficie. Os depdsitos sdo formados por estruturas arredondadas,
menores que 15 pm (Figura 4.13). Mehraneh ef al. (2018), observou estrutura semelhante a
aqui descrita, a qual foi identificada como p6 de hidroxiapatita nanométrico. Nas Figura 4.14 e
Figura 4.15, que correspondem as formulacdes Q1 X1HA1,0 e Qi1X1HAsp, pode-se observar a
exposi¢ao de blocos com face lisa semelhante a placas, sendo ainda bastante visivel na primeira
formulagdo a matriz polissacaridica. Blocos maiores sdo encontrados em sua maioria na
composicdo com Q1 X1HAs, (Figura 4.15).

Figura 4.12 — Micrografias eletronicas de varredura da membrana sem a incorporacdo de

hidroxiapatita (QiXi1HAo).
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Para as membranas com composicao Q1X1HA 1, na Figura 4.14, foi verificada a presenca
de alguns blocos, como encontrado para o pé de hidroxiapatita apresentado neste trabalho,
porém encobertos pela camada de polissacarideos. Nao foram encontrados depdsitos e
estruturas arredondadas aglomeradas com tamanho aproximado de 15 um, como para a

formulagdo de QX 1HAoz. As protuberancias arredondadas com algumas rachaduras sobre sua
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superficie encontrados nesta formulagdo, se divergem da formulacdo de QiXiHAo2, mesmo
que em menor quantidade.

As imagens na Figura 4.14 apresentam cristais prolongados e pontiagudos, com dire¢do
vertical da face da membrana. As andlises de DRX e FTIR ndo evidenciaram outras fases
precursoras da hidroxiapatita. E possivel também que os depésitos ndo observados contendo
particulas com tamanho inferior a 15 um, tenham ficado no interior da membrana.

As membranas da formulacdo Q;XiHAso possui poucos espagos com superficie lisa
aparente como encontrado para a formula¢ao Q1X1HAo. Sdo observadas camadas de blocos e
aglomerados de diferentes tamanhos sobre a superficie, com dimensdes menores que 150 pm,

assim como particulas de 15 um, porém em menor quantidade.

Figura 4.13 — Micrografias eletronicas de varredura da membrana contendo hidroxiapatita

com formulacdo Q1 X1HAo.
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Figura 4.14 — Micrografias eletronicas de varredura da membrana contendo hidroxiapatita

com formula¢do Q1 X 1HA1.
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A Figura 4.15 mostra uma regido parecida com a evidenciada na formulacdo de
Q1X1HAo.2, onde sdo encontradas particulas com tamanho inferior a 15 um. Foram observados
também certos vales causados pela deposicdo de blocos sobrepostos e interligados por fina
camada de membrana. Nesta formulacdo, ndo foram observadas regides com colunas

arredondadas com rachaduras na superficie, como apresentado nas formulag¢des anteriores.
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Figura 4.15 — Micrografias eletronicas de varredura da membrana contendo hidroxiapatita

com formulacdo Qi1 XHsp.
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4.2.8 Micro CT

Imagens bidimensionais das membranas podem ser observadas na Figura 4.16. A andlise
por micro CT confirmou os resultados obtidos pela andlise de espessura, indicando aumento de
espessura das membranas secas de acordo com o aumento da incorporacgdo de hidroxiapatita de
0,2% (Figura 4.16b) para 5% (Figura 4.16d). Além disso, confirmou-se a presenca de
aglomerados de hidroxiapatita distribuidos nio homogeneamente na membrana, como foi
observado pela andlise de aspecto e por MEV. O comprometimento da homogeneidade na
distribuicao da HA pode ser resultante da prépria distribui¢cdo de tamanho das particulas, que
tendem a se agregar. A formulacdo contendo 0,2%, comprova que independentemente do
tamanho da particula, as mesmas possuem uma tendéncia de aglomeragdo, confirmndo assim o
primeiro fator. Para a formulagdo Q:XiHsp foi possivel, ainda, observar a incorporagdo de
particulas pequenas e blocos maiores em toda a espessura da membrana (Figura 4.16 d). Estes
blocos maiores, assim como citado anteriormente para o composto Bio-Oss®, podem fazer parte
da constitui¢do 6ssea no novo osso formado, para a regeneracio dssea guiada.

Figura 4.16 — Imagem bidimensional das membranas incorporando hidroxiapatita: (a)
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Qi1X1Ho; (b) QiX1Hop; (¢) QiX1Hi,0; (d) Q1 X1Hsp.

A reconstrug@o das projecoes em 3D foi realizada a partir da compilagdo das imagens
bidimensionais, como pode ser observado na Figura 4.17, demonstrando desde o volume 3D e
o aspecto superficial até a porosidade presente nas membranas produzidas. A andlise da
projecao em 3D indica que a mudanga no aspecto visual, de translicido para opaco, a medida
em que ocorre um aumento na concentracdo de hidroxiapatita incorporada, ocorre devido ao
aumento do volume presente de hidroxiapatita em toda a membrana produzida, bem como o
aumento da presenca dos aglomerados e blocos, anteriormente observados por MEV. A
avaliacdo qualitativa e quantitativa do volume e porosidade no interior das membranas, em
estado seco, pode ser observada na Tabela 4.4. O aumento no volume das membranas
produzidas, neste caso, foi acompanhado pelo aumento da porosidade até certa concentragao de
HA incorporada. A formulagao de Q1X1H1,0mostrou uma relagdo de porosidade de 0,1% maior,
quando comparada com a formulacio de QX Hsp. A menor espessura e porosidade (abaixo de
10%) esta de acordo com o objetivo deste estudo, que foi o de produzir uma barreira bioldgica
para aplicacdo em regeneracdo Ossea guiada, e é compardvel a de membranas comerciais
(ORTOLANI et al., 2015). A literatura ainda ndo apresenta uma posi¢ao consensual sobre a
melhor porosidade, ou até mesmo se a membrana bioabsorvivel precisa ser porosa (MARDAS
et al., 2003) para a aplicacdo na regeneragdo 6ssea guiada. Estudos indicam que uma membrana
produzida como a deste estudo, com baixa porosidade, ou seja, menor que 10%, possui a

principal func¢do de impedir a invasao do tecido mole adjacente ao defeito 6sseo, mantendo as
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células dsseas e fatores de indugdo no local para a promover a neoformacao 6ssea (PINEDA et
al., 1996). Outros estudos indicam a importancia da porosidade, que permite uma adequada
vascularizacdo, principalmente em grandes defeitos 6sseos (GUGALA e GOGOLEWSKI,
1999). Entretanto, uma porosidade ideal (tamanho e grau de porosidade) ainda ndo foi definida
na literatura, e ndo se verifica padroniza¢@o nesse sentido nas membranas comerciais. Destaca-
se ainda que os reslutados aqui apresentados s@o referentes a amostras em estado seco. Devido
as condi¢des de operagao do equipamento, ocorre evaporagao do fluido durante a andlise, mas
nas condi¢Oes esperadas de uso in vivo do biomaterial, pelo contato com fluidos fisiolégicos,
as membranas sofreriam intumescimento, o que ocasionaria o aumento de sua espessura. Este

aumento pode também influenciar a porosidade destas membranas.

Tabela 4.4 — Valores de porosidade para formulagdes preparadas com diferentes
concentracoes de hidroxiapatita.

Formulacao Volume (mm?) Porosidade (%)
Qi1 X1HAo 0,4 2.3
Qi1X1HAo2 0,8 5,5
QiXiHA: 1,3 8,5

Qi1X1HA; 2,0 8,4
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Figura 4.17 — Imagens tridimensionais das membranas incorporando hidroxiapatita: (a)

Qi1X1Ho; (b) QiX1Hop; (¢) QiX1Hi1,0; (d) Q1 X1Hsp.

4.2.9 Microscopia confocal

A andlise confocal permitiu avaliar o aspecto topogrifico das membranas e sua
rugosidade. Foram obtidos os valores de rugosidade média (Ra) e rugosidade média quadratica
(Rq). As andlises foram feitas com as membranas imidas em solucdo de PBS 1X por 24 horas.
Na Tabela 4.5 sdo mostrados os resultados obtidos para as areas avaliadas. Ambas as faces da
membrana foram analisadas. A identifica¢do F1 (Face 1), corresponde a face da membrana que
ficou em contato com a placa de Petri durante a etapa de secagem da amostra. A identificacao
F2 (Face 2), corresponde a face que ficou em contato com a atmosfera durante a etapa de

secagem.
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Tabela 4.5 - Resultados de rugosidade obtidos por microscopia confocal.

Ra (um) Rq (um)

Formulacoes
Face 1 Face 2 Face 1 Face 2
QiX1HAo 8,31 = 1,84%A 8,59 +2.882C 9,97 +1,82*F 10,23 +3,21*C

Q:X1HAo2 8,55 + 1,534 930+2,88°C 998+ 125> 11,15+22206

Q:iXiHA; 6,57 £4,59B 1752 +2.65%" 803 +£4,98EF 2123 +256¢H

Q:1X1HAs 3,42 £0,89%B 22,72 £10,60"° 4,51 +1,05*F 27,78 + 12,571

Letras minudsculas iguais na mesma linha indica que ndo h4 diferenca significativa entre os valores médios; letras
maiudsculas iguais na mesma coluna indica que ndo ha diferenca estatistica entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05).

A andlise da face das membranas voltada para a atmosfera durante a secagem (F2)
mostrou que o aumento da concentracdo de hidroxiapatita a partir de 1% (m/v), ocasionou
também seu aumento de rugosidade, porém nao houve diferenga significativa entre 1 e 5%
(m/v) desta adicdo. Esta relacdo se mostrou inversa quando comparado a face que ficou em
contato com placa (F1), a qual apresentou um decréscimo de sua rugosidade quando do aumento
da incorporagdo de hidroxiapatita nas propor¢des de 0,2 e 5% (m/v). A afinidade e acomodagao
entre as moléculas de quitosana e xantana, assim como o tempo longo de secagem, o que pode
favorecer ainda mais esta afinidade e acomodacdo, pode ter ocasionado esta evidéncia.

Para a face 1, as amostras preparadas nas concentracdes de HA de 0,2% (Q1X1HAop) e
1,0% (Qi1X1HA ) tiveram resultado compardveis ao da membrana controle (Q1X1HAo).

Bombaldi de Souza et al. (2019) obtiveram resultado abaixo do apresentado neste
trabalho, quando utilizado rugosimetro (Mitutoyo, SJ-210). Para a formulacio de quitosana e
xantana os resultados foram de 4.94 + 1.05, para rugosidade média (Ra) e 6.24 + 1.39 para
rugosidade quadratica (Rq). Estes resultados foram analisados em estado seco, o que deve ser

considerado, devido também ao seu potencial de absorcdo de solucdes aquosas.
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Figura 4.18 —Imagens tridimensionais da formula¢cdo Q1XHo obtidas por microscopia
confocal, com as dimensdes analisadas em todos os eixos expressas em micrometros: (a) Face

1 e (b) Face 2.
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Figura 4.19 — Imagens tridimensionais da formula¢ao Q1X1Ho, obtidas por microscopia
confocal, com as dimensdes analisadas em todos os eixos expressas em micrometros: (a) Face
1 e (b) Face 2.
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Para a amostra da formulacdo Q1X1HAs, todos os valores de rugosidade foram maiores

em relacdo as formulagdes anteriores, quando observada a face 2. Assim como no MEV, a

Figura 4.21(b) mostra uma regido onde € possivel observar um pico na escala aproximada
de 140 a 200 um. As condi¢des do complexo polieletrdlito, ou seja, as cargas negativas da
molécula de xantana e negativa da molécula de quitosana em seus pKa adequados, favorecem
a formagao da membrana em relacdo a interagdo com as particulas de HA incorporadas. Esta
reacdo fez com que as particulas de HA fossem deslocadas para a superficie da membrana,

ocasionando assim maior rugosidade em relagdo as faces.
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Figura 4.20 — Imagens tridimensionais da formulacao QX Hj obtidas por microscopia
confocal, com as dimensdes analisadas em todos os eixos expressas em micrometros: (a) Face

1 e (b) Face 2.
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Figura 4.21 — Imagens tridimensionais da formulacdo Q;X;Hs o obtidas por microscopia

confocal, com as dimensdes analisadas em todos os eixos expressas em micrometros: (a) Face

1 e (b) Face 2.
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Nguyen et al. (2016) realizaram uma revisao bibliografica da importancia topografica e a
dimensao de sua escala para a adesao de células do tipo osteoblastos MG63. Foi observado que
a locomocgao pode ser aumentada quando para materiais com rugosidade nanométrica, porém
as adesOes focais, essenciais para a locomog¢do das células, podem ser obtidas pelo aspecto
micrométrico de rugosidade. A combinacdo de nano e micro-escala em biomaterial, assim como

sua dureza, no caso de crescimento 6sseo, pode favorecer a osteoconducgdo do local.

4.2.10 Capacidade de absorgdo e perda de massa
Com a observagdo macroscopica do aumento de volume das membranas apds a lavagem,
assim como do aumento da espessura, a andlise de absorcao de diferentes fluidos foi realizada

para verificar sua incorporacio pela matriz e também seu efeito na estabilidade das mesmas.
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Os resultados obtidos para a absorcdo estdo indicados na Tabela 4.6, enquanto os dados
referentes a estabilidade, expressos em termos de perda de massa, sao mostrados na Tabela 4.7.

Os resultados encontrados na andlise de espessura sd@o confirmados pelos dados de
absor¢do de fluidos, sendo atribuidos particularmente a presenca dos polissacarideos, que sdao
capazes de formar ligacdes de hidrogénio com a solucdo aquosa. Nota-se que, a0 aumentar a
concentracdo de hidroxiapatita nas formulagdes, sua capacidade de absor¢do € diminuida para
ambos os fluidos. Alguns resultados preliminares obtidos ndo apresentados neste trabalho,
demonstraram que ndo houve diferenca estatistica de absorcao dos fluidos apresentados na
Tabela 4.6, no periodo de 30 minutos. Para a formulacdo de quitosana e xantana somente
(Qi1X1HAy), ha ainda uma diferenca estatistica entre a absor¢ao de PBS e meio DMEM + 10%
SFB.

Tabela 4.6 — Valores médios de absorcao fluidica apds 24 h pelas membranas com
formulacdes preparadas com diferentes concentracdes de hidroxiapatita.

Capacidade de absorcao (g/g)
Fluido utilizado

Q1X1HAo Q1X1HAo,2 Qi1X1HA: Q1X1HAs

PBS 582+0,38 4,17+0,18° 2,91 +0,10¢ 1,38 +0,03¢
DMEM + 10% SFB 7,99 +0,39° 4,73 +0,06° 3,40 + 0,48¢ 1,37 £0,03¢

Mesma letra na mesma linha ou coluna indica que néo ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05).

Tabela 4.7 — Valores médios de perda de massa de membranas preparadas com diferentes
concentracdes de hidroxiapatita apés o periodo de 7 dias em contato com diferentes fluidos.

Perda de massa (%)
Fluido utilizado

Q1X1HAo Q1X1HAo,2 Qi1 X1HA: Q1X1HAs

PBS 5,96 +2,21* 6,18 + 5,54% 4,68 + 1,24* 0,09 +0,17°
DMEM + 10% SFB 5,65+1,01°  -0,69+0,74° -1,48 £0,92¢  -1,67 £ 1,49°

Mesma letra na mesma linha ou coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05).

No estudo de Bellini ef al. (2015c), esta diferenca também € verificada. A capacidade
absortiva da formulacdo de quitosana e xantana (QiXi1HAo) para o meio de cultivo encontrada
no estudo foi de 6,9 + 0,4 (g/g), ou seja, proxima do valor apresentado neste trabalho de 7,9 +
0,4 (g/g). Westin et al. (2017) obteve resultado superior pela imersao em meio a-MEM + 10%
SFB, observando que a formulacido de quitosana e xantana foi capaz de absorver 13,2 + 1,88

(g/g) para membranas porosas.
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Estes dados podem ser também comparados ao comportamento de dispositivos de
quitosana incorporando hidroxiapatita para aplicagdo em regeneragdo 6ssea. Brun ef al. (2014)
formulou um arcabouco composto de 0,2% (m/v) de hidroxiapatita em quitosana. Esta adicao
ocasionou um decréscimo de aproximadamente 60% na absorcao de meio DMEM + 10% SFB.
Em termos comparativos, levando em considera¢do a formulacdo apresentada neste trabalho
produzida na presenga de 0,2% de hidroxiapatita, pode se observar uma variacdo proxima a
60%, em relacdo a formulagao QX em meio DMEM suplementado.

A formulacao de quitosana-xantana sem a adi¢do do composto hidroxiapatita mostrou-se
mais estdvel quando comparada a dos trabalhos de Westin et al. (2017) e Bellini et al. (2015¢).
Ambos encontraram valores diferentes entre si, e aproximadamente cerca de 30% acima ao
encontrado neste trabalho. Westin et al. (2017) relatam uma variacao entre 42,3 a 49,8% de
perda em ambas as solucOes aqui apresentadas, diferentemente dos 34,7% por Bellini et al.
(2015b). Ambos os trabalhos (Westin er al., 2017 e Bellini er al., 2015b) utilizaram a
metodologia de secagem em estufa. Este processo pode acelerar a perda de d4gua e ndo propiciar
tempo adequado para a interagcdo dos polieletrdlitos quitosana e xantana.

O processo de secagem utilizado neste trabalho gera membranas com baixa porosidade,
atendendo a proposta de utilizacdo final pretendida, de uso como barreira bioldgica, e também
favorecendo a menor absorcao das solugdes aquosas avaliadas e a consequente estabilidade dos
dispositivos nas mesmas, mesmo por periodos prolongados. A perda de massa foi diferente ao
se comparar os dados obtidos para os diferentes fluidos utilizados nas formulagdes contendo
hidroxiapatita incorporada. Nao houve perda de massa em DMEM + 10% de soro fetal bovino
durante o periodo de incubagdo. Observou-se certo ganho de massa, porém nao significativo.
Uma possivel explicacdo para o ganho de massa observado € a propria bioatividade da
hidroxiapatita, j4 que a deposicao de sais, como a apatita, e material organico presente no fluido,
pode ocorrer quando em condicdes fisioldgicas a temperatura de 37°C, causando a adsorcao
destes elementos a membrana (KOKUBO e YAMAGUCHI, 2010).

Em PBS verificou-se também uma baixa perda de massa (entre 4,7 ¢ 6,2%) para as
formulacdes Q1X1HAo, Qi1X1HAo2 e QiX1HA|, sem diferencas estatisticamente significativas
entre si. A formulacdo de Q:X1HAs contendo 5% (m/v) de hidroxiapatita ndo apresentou perda
de massa significativa. A andlise de TGA apresentada neste trabalho também aponta boa
estabilidade térmica desta formulagdo.

Assim, o aumento da concentracio de hidroxiapatita no nivel mais elevado utilizado neste
trabalho sugere que o material seja estidvel em diferentes situagdes e, principalmente, em

ambiente fisiol6gico, o que € importante do ponto de vista da aplica¢do desejada. A recuperacao
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Ossea e a chegada de células para o preenchimento 6sseo podem levar até 6 semanas, enquanto
a formacgdo do tecido 6sseo sauddvel pode durar até 6 meses, em condi¢des normais (WANG

etal.,, 2016).

4.2.11 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos materiais utilizados em regeneragdo Ossea podem
fornecer informagdes de sua resisténcia a fratura e rigidez quando submetidas a determinadas
condi¢des de manipulagcdo ou utilizacdo. Para sua aplicacdo na regeneracdo Ossea guiada, o
biomaterial deve apresentar apropriada resisténcia mecanica para suportar os tecidos
subjacentes e a exposicao a cavidade oral sem sofrer rompimento local (ELGALI et al., 2017).
Assim, a avaliacio das propriedades mecanicas dos biomateriais foi realizada com o intuito de
obter tais informagdes e verificar se a incorporacdo de diferentes concentracdes de
hidroxiapatita resultava em modificagdes nas mesmas.

Visto que durante o ato cirdrgico as membranas entram em contato com diversos fluidos
bioldgicos, o ensaio foi realizado com amostras totalmente saturadas por PBS 1X. Os resultados

alcangados encontram-se sumarizados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Valores médios das propriedades mecanicas das membranas umidas para
formulacgdes preparadas com diferentes concentragcdes de hidroxiapatita.

Propriedades mecanicas

Parametro
Q1 X1HA» Q:1X1HAo,2 Qi1 X1HA1 Q:i1X1HAs

Alongamento

152,44 £10,75* 139,79 +2,38* 151,72 £7,01* 144,99 + 8,68?
na ruptura (%)

Tensao na

288,17 +76,55¢ 50,51 +11,17° 211,59 + 16,12¢ 83,28 £9,64°¢
ruptura (kPa)

Mesma letra na mesma linha indica que nd@o ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05).

A capacidade de alongamento das membranas nas condi¢Oes testadas ndo apresentou
diferencga estatistica para as diferentes formulagdes. Estes valores estdo acima dos valores
encontrados por Westin et al. (2017) (igual a 1,85 % * 0,44, para suportes porosos de quitosana-
xantana na propor¢ao de 1:1 m/m), por Bellini ez al. (2015¢) (iguais a2,0 % 0,7 e 2,1 % £ 0,6
para membranas densas e porosas, respectivamente) que analisaram amostras secas, € por
Bombaldi de Souza et al. (2017), de cerca de 1,7%, para amostras em condi¢do de umidade de
22%. Por outro lado, a comparacao dos valores alcangados no presente trabalho com os obtidos

por Bombaldi de Souza et al. (2017) para membranas de quitosana-xantana imidas (de cerca
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de 45%) demonstrou um maior alongamento para as membranas aqui descritas. Possivelmente,
este comportamento estd, ao menos parcialmente, atribuido a diferenca do procedimento de
secagem inicial das membranas, realizado no presente trabalho a 24°C e umidade de 59% ao
longo de 5 dias, em contraste com a secagem realizada por 24 h a 37°C por Bombaldi de Souza
et al. (2017) e do processo de neutralizagdo do material. Estas diferencas podem ter contribuido
para uma organizacdo diferenciada das cadeias poliméricas. Além disso, esta propriedade de
alongamento demonstra também que o material tem potencial para resistir em condicdes
desfavoraveis, durante o ato cirdrgico e o periodo pos-operatorio.

Quanto a tensdo na ruptura, Westin et al. (2017) e Bellini et al. (2015c) verificaram
valores mais elevados, que os observados neste trabalho, para membranas compostas somente
de quitosana e xantana, respectivamente 1,33 + 0,26 e 12,7 + 2,0 MPa. Entretanto, como ja
apontado anteriormente, as amostras estavam secas. Para membranas de quitosana e xantana
com 22% de umidade e totalmente imidas, Bombaldi de Souza et al. (2017) encontraram
valores de, respectivamente, 9,4 e 0,9 MPa para a tensdo no ponto de ruptura, observando que
esta propriedade diminui a medida em que a umidade aumenta. O valor de 0,9 MPa ainda assim
€ mais elevado que o determinado neste trabalho para a mesma formulagdo Q1 X1HAy (0,3 MPa)
pois a relacdo de massa de polissacarideos por centimetro quadrado nos trabalhos discutidos
acima, é significativamente maior que a das membranas aqui produzidas. No presente trabalho,
o preparado foi dispensado em placas com o mesmo diadmetro, porém em volumes menores, de,
no caso, 70 mL, em comparacdo aos 250mL nos trabalhos citados. O volume de 70 mL foi
escolhido com base em ensaios preliminares realizados, porém nao aqui apresentados, nos quais
se buscou o compromisso entre o valor de espessura adequado para se obter uma membrana
suficientemente coesa, mas idealmente ndo superior ao dos biomateriais deste tipo ja
disponiveis no mercado. Para volumes acima de 70 mL, durante a etapa de secagem, foi
verificada a formacdo de uma borda mais densa, com maior concentracdo de massa nas
extremidades. Este fato poderia levar a ndo homogeneidade do material e interferir nas anélises
pretendidas.

Comparando-se as trés formulagdes contendo HA, pode-se observar que parece existir
um pico maximo na relagdo ideal de incorporagdo de hidroxiapatita no que se refere a tensdo
na ruptura. Os valores de tensdao no ponto de rompimento foram estatisticamente equivalentes
para as formulacdes Q1 X1HAo e Qi1X1HA . Ambas as formula¢des, quando imidas, apresentam
dreas transversais iguais, conforme espessura apresentada na Tabela 4.3. A capacidade de
absor¢do da membrana de quitosana-xantana estd diretamente relacionada ao ganho de érea, o

que aumenta esta relagdo. Analisando-se o resultado de XRF para as membranas contendo
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hidroxiapatita, foi verificada uma relacdo de célcio e fésforo diferente da apresentada pelo pé6.
Para a membrana contendo 1,0% (m/v) de hidroxiapatita dispersa, esta relacao foi de 2,02 Ca/P.
Nesta formulacdo, o cdlcio livre poderia interagir com grupos de cargas negativas, presentes na
xantana, reticulando as membranas. Estas interacdes poderiam explicar o resultado observado

no ensaio mecanico.

4.2.12 Caracterizagdo das células-tronco mesenquimais

Para a utilizacdo das células-tronco mesenquimais, as amostras foram caracterizadas
quanto a sua viabilidade, imunofenotipagem e taxa de duplicacdo, antes da inocula¢do direta
nas membranas para o ensaio de viabilidade empregando o MTT como indicador do estado
metabolico celular.

A morfologia das células na 8* passagem é mostrada na Figura 4.22, sendo esta tipica de
células-tronco mesenquimais. As células apresentaram o corpo alongado em formato
fibroblastéide e com prolongamentos citoplasmaticos, e viabilidade de 96%. Morfologia
semelhante foi obtida por Benicio et al. (2018) em um estudo comparativo de cultivo primario
de células extraidas da polpa dentdria em tempos diferentes.

Suchének et al. (2017) obtiveram resultados morfologicamente iguais ao formato
fibroblastéide no cultivo de células Neo-natais da polpa do dente de leite. Estes autores
verificaram viabilidade igual a 92% destas células quando na 10* passagem, o que mostra que
o dado obtido neste trabalho, igual a 96%, consiste em um bom resultado. A confluéncia em
que as c€lulas sdo coletadas para sua utilizagdo, se muito elevada, pode diminuir esta viabilidade
devido ao pouco espaco disponivel para a multiplicacio celular, a competi¢do pelos nutrientes

e a formagdo de metabdlitos como o lactato e o amonio.
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Figura 4.22 — Morfologia das células-tronco mesenquimais na oitava passagem, antes de sua

utilizacdo nos ensaios in vitro (objetiva de 10X).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular, da sigla em inglés ISCT, propds em 2005
valores especificos de marcadores imunofenotipicos que caracterizam as células mesenquimais
(DOMINICI et.al., 2006). Os marcadores selecionados para este trabalho foram o CD 105, CD
73 e CD 90, como marcadores positivos para células mesenquimais, além do CD 45 como
marcador negativo. Foi estabelecido pela ISCT que a expressdo dos marcadores positivos de
superficie celular deve ocorrer em pelo menos 95% da populag@o em estudo e para os negativos,
menor que 2%. Na Tabela 4.9 estdo compilados os valores obtidos dos marcadores de superficie
no presente trabalho e na Figura 4.23, os histogramas de frequéncia populacional. Observa-se

que os resultados obtidos para as células estdo na faixa preconizada pela ISCT.

Tabela 4.9 — Valores obtidos dos marcadores de imunofenotipagem por citometria de fluxo
para a populacdo celular na 8% passagem.

Marcador
Caracterizaciao

imunofenotipica CD 105 CD 90 CDh73 CD 45

Nivel de expressao (%) 96,3 99,8 100,0 0,9




Figura 4.23 — Histogramas obtidos por imunofenotipagem das DPSC analisadas por

citometria de fluxo.
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Nahid er al. (2015) obtiveram valores dentro do especificado pela ISCT para células

extraidas a partir do terceiro molar, sendo de 97%, 98%, 98% e nulo respectivamente para os

marcadores CD 105, CD 90, CD 73 e CD 45. Suchanek et al. (2017), utilizando células neo-

natais na 5° passagem, também observaram o enquadramento do preconizado pela ISCT

observando valores de 99% para os trés marcadores positivos CD 105, CD 90 e CD73, nao

analisando, entretanto, dados de marcadores negativos.
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O momento do destacamento das células da superficie dos frascos de cultivo € importante
para a obtengdo de células na fase log de crescimento. A padronizacdo da porcentagem de
confluéncia e do tempo de cultivo fornece claros indicativos desta fase. Assim, foi analisada a
cinética de crescimento celular, para a determinagao da taxa de duplicacdo e da taxa especifica
maxima de crescimento celular. As Figura 4.24 (a) e (b) possibilitam a identifica¢ao da duragdo
aproximada das fases de adaptagdo (até 12 h), log (de 12 a 48 h), estaciondria (de 48 a 96 h) e
de morte (de 96 h em diante) das células cultivadas. A taxa especifica maxima de crescimento
obtida foi de 0,044 h'!, considerando a fase log entre 12 a 48 horas. A taxa de duplicacdo foi
estimada em 15,57 horas. Estes valores diferem dos encontrados por Westin. (2016), que
cultivaram a mesma linhagem de células e observaram taxa especifica de crescimento de 0,036

h''e tempo de duplicagio de 23,1 horas.

Figura 4.24 — Curvas de crescimento das células mesenquimais da polpa do dente obtidas no

cultivo in vitro: (a); expressa em termos da concentracdo de células vidveis; (b) expressas

como logaritmo neperiano da concentracao.
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Geralmente, as células de mamiferos apresentam tempo de duplicacdo aproximada de 24
h, sendo que, em 96% deste periodo, as células se apresentam na fase de interfase (MORAES,
AUGUSTO e CASTILHO, 2007). Em um artigo publicado em 2010, Baghaban Eslaminejad et
al. (2010) compararam o crescimento das células de dente de terceiro molar, utilizada também
neste trabalho, com células extraidas de dentes deciduos. O tempo de duplicacdo observado
pelos autores foi de 20,79 h. Westin e colaboradores (2016) obtiveram também um valor
préximo ao relatado por Baghaban Eslaminejad et al. (2010), correspondente a 23,1 horas. A
formulacdo do meio de cultivo e a quantidade de células inoculadas podem estar diretamente
associadas a taxa de duplicacdo das células. Componentes como o soro fetal bovino ou a L-
glutamina sdo de extrema importancia para a adesdo a adesdo e multiplicacdo destas células
(BAGHABAN ESLAMINEJAD et al., 2010) e podem fortemente influenciar os parametros

cinéticos obtidos.

4.2.13 Ensaio in vitro de viabilidade celular analisada por MTT

ApOs a caracterizagdo das células-tronco mesenquimais, foi analisada a viabilidade das
células expostas as membranas. As células foram inoculadas diretamente sobre as membranas
estéreis previamente fixadas a uma placa de 96 pogos, na concentragio de 4,0 x 10* células por
poco. A inoculagdo se deu sobre ambas as faces das membranas, para comparar o efeito da
diferenca de rugosidade. As placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas apds a inoculagao
das células e os resultados estdo apresentado nas Figura 4.25 e Figura 4.26.

Mesmo verificando-se uma certa tendéncia de proliferacio para as formulagdes
QiX1HAo2 e QiXiHA1, ndao se observou diferenca estatistica na proliferacdo celular em
comparacdo a membrana controle para os tempos testados. Para a formulacao Qi XiHAs, houve
maior proliferacdo celular quando comparada as outras formulacdes. Este resultado sugere que
a adicdo da hidroxiapatita as membranas pode influenciar nos parametros de adesdo e
proliferacdo celular.

Em relacdo a face menos rugosa, quando as membranas sdo comparadas nota-se certa
equiparidade entre os valores de absorbancia obtidos nas primeiras 48 horas. Para formulagao
com maior concentra¢do de hidroxiapatita, no tempo de 72 horas, nota-se aumento da taxa de
proliferacdo. A andlise de rugosidade da face lisa da amostra realizado pela técnica de

microscopia confocal, mostra um valor de rugosidade menor em relacdo a todas as formulacoes.
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Figura 4.25— Ensaio de proliferacdo direta das células na superficie menos rugosa das

membranas de diferentes formulacdes contendo HA analisada por MTT.
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Figura 4.26 — Ensaio de proliferacdo direta das células na superficie rugosa das membranas de

diferentes formulac¢des contendo HA analisada por MTT.
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Este resultado confirma para o compdsito de quitosana-xantana incorporando
hidroxiapatita em alta concentracdo, que a baixa rugosidade nas primeiras 48 horas estd ligada
a adesdo e posterior proliferacdo celular, visto a baixa taxa de proliferacdo apresentada na

formulacdo sem a adi¢do de hidroxiapatita e a alta taxa de proliferacdo apresentada na face
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rugosa da formulagcdo QX HAs. Ainda para a formulacao Q1X1HAs, quando comparados os
dados absolutos de absorbancia, conclui-se que had diferenca de proliferagdo celular
relacionando as faces da membrana, nos tempos de 24 e 48 horas, como evidenciado na Figura
4.26. Este resultado sugere que, durante o ato cirtirgico, seria indicado que a fixagdo da
membrana ocorresse usando-se a face menos rugosa em contato com o tecido gengival,
evitando-se assim possiveis irritagdes e inflamagdes decorrentes da natureza pontiaguda da HA,
enquanto a face rugosa deveria estar voltada para o tecido ésseo, aumentando a taxa de
proliferagdo celular.

A rugosidade e a adi¢do de fatores bioativos, como a hidroxiapatita em concentragdes
proximas ou acima de 5 % m/v, podem estar contribuindo para a proliferacdo das células-tronco
da polpa do dente. Sua bioatividade pode ainda acelerar respostas bioldgicas, principalmente
ligadas a regeneragdo 6ssea (LEGEROS, 2008). No estudo de Sofica et al. (2017), o perfil de
secrecdo de células-tronco mesenquimais sobre a superficie de titdnio recoberto com HA e
coldgeno combinado com caprolactona (C-PCL) verificou um aumento na liberacdo de IL-13
and IFN-y, fatores estes ligados ao potencial imunomodulatério das células-tronco
mesenquimais em ambos os biomateriais. Outro fato evidenciado foi a liberacdo do fator de
crescimento vascular endotelial, da sigla em inglés VEGF, o qual € de extrema importancia para

a vascularizacdo e regeneracdo local (DUFFY et al., 2013).

4.2.14 Determinacdo da concentragdo inibitéria minima e concentragdo bactericida minima
de doxiciclina aos microrganismos testados

A combinacdo de fatores bioativos e moléculas com efeitos terapéuticos como a
doxiciclina, frente a eventos como a periodontite, podem ser um fator a ser explorado no projeto
de biomateriais para seu tratamento. Assim, um ensaio exploratdrio inicial desta caracteristica
foi realizado para verificar o potencial das membranas na liberacdo do firmaco doxiciclina.
Apés a incubacdo das placas com os microrganismos testes, as placas foram submetidas a
leitura da absorbancia em espectrofotometro, com o intuito de avaliar absorbancia ocasionada
pelo crescimento dos microrganismos. A curva padrdo foi realizada em uma faixa de 0,02 a
50,0 ug/mL. A CIM foi considerada pela equiparidade da média dos resultados da leitura de
absorbancia do controle negativo (CNT), ou seja, o valor de absorbancia dado pelo meio de
cultivo incubado sem a adi¢cdo de microrganismo, com relacao a média de absorbancia da curva
padrdao e das formulacdes. Para a determinagdao da CIM na curva padrdo, os valores foram
comparados partindo da menor para a maior concentracao da curva, até a obtencao do valor ndo

estatisticamente significante. Para os valores de CBM, o resultado considerado foi o nao
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crescimento de coldonias em nenhuma das 4 replicatas dos indculos cultivados em placas de
Petri contendo meio dgar. As Tabelas 4.10 a 4.12 apresentam os valores de absorbancia das
amostras (Abs 620), da absorbancia do controle negativo do teste (Abs CNT) e da absorbancia
do menor ponto da curva onde nao foi encontrada diferenga estatistica entre os valores obtidos,

comparado com os valores do controle negativo.

Tabela 4.10 — Faixa de liberacao do farmaco para Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para
0 S. salivarius. Abs 620 = média de absorbancia do meio que continha amostras incorporando
doxiciclina; Abs CNT = média de absorbancia do meio de cultivo utilizado no ensaio sem a
presenca de doxiciclina e indculo; Abs CIM [x] = ponto da curva padrdo de doxiciclina onde a

média da absorbancia nao foi estatisticamente diferente do valor da Abs CNT.

Formulagéio Abs 620 AbsCNT  Abs CIM [0,1] Fai(’;ag;irgLC)IM
QXiHAo  0,123+0,044" 0,087 %0007 0,096 +0,017° > 0,04
QXiHAo>  0,100%0,015° 0,087 0,007 0,096 +0,017" > 0,04
QXHAI  0,099+0022° 0,087 0,007 0,096 +0,017° > 0,04
QXiHAs  0,114£0,026° 0,087 %0007 0,096 +0,017° > 0,04

Mesma letra na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores
médios (teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 4.11 — Faixa de liberagdo do farmaco para Concentragao Inibitdria Minima (CIM) para
0 S. oralis. Abs 620 = média de absorbancia do meio que continha amostras incorporando
doxiciclina; Abs CNT = média de absorbancia do meio de cultivo utilizado no ensaio sem a
presenca de doxiciclina e indculo; Abs CIM [ ] = ponto da curva padrdo de doxiciclina onde a

média da absorbancia nao foi estatisticamente diferente do valor da Abs CNT.

Formulaciio Abs 620 Abs CNT  Abs CIM [0,1] Fai(’:langﬂ?)IM
QiXiHAo 0,098 +0,008* 0,106 +0,019° 0,111 % 0,008 > 0,02
QiXiHAo2 0,093 +0,015° 0,106+0,019° 0,111 0,008 > 0,02
QIXiHA; 0,097 +0,008 0,106 +0,019° 0,111 + 0,008 > 0,02
QiX HAs 0,109 £0,0119 0,106 £0,019¢ 0,111 +0,008¢ >0,02

Mesma letra na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores
médios (teste de Tukey, p<0,05).
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Tabela 4.12 — Faixa de liberacdo do farmaco para Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para
o P. gingivalis. Abs 620 = média de absorbancia do meio que continha amostras incorporando
doxiciclina; Abs CNT = média de absorbancia do meio de cultivo utilizado no ensaio sem a
presenca de doxiciclina e in6culo; Abs CIM [ ] = ponto da curva padrdo de doxiciclina onde a

média da absorbancia ndo foi estatisticamente diferente do valor da Abs CNT.

Formulaciio Abs 620 Abs CNT  Abs CIM [0,1] Fai(’;agzﬁLC)IM
QiXiHAo 0,101 £0,012° 0,096 0,008 0,111 + 0,008 > 0,02
QiXiHAoz2  0,111+0,008 0,096 +0,008° 0,111 +0,008" > 0,02
QIXiHAI  0,098+0,016° 0,096+ 0,008 0,111 £ 0,008¢ > 0,02
QIXiHAs  0,113£0,010 0,096 +0,008¢ 0,111 +0,008° > 0,02

Mesma letra na mesma linha indica que ndo hd diferencga significativa entre os valores
médios (teste de Tukey, p<0,05).

Com base nos resultados obtidos e em comparacido aos dados da curva padrdo para os
microrganismos S. salivarius € S. oralis, fol possivel observar a ocorréncia de inibi¢do de
proliferacdo para todas as formulacdes, assim como efeito bactericida para algumas delas.

Para o S. salivarius todas as formulac¢des testadas foram capazes de liberar o farmaco em
concentracao inibitdria de, no caso, valores acima de 0,05 pg/mL. Em um estudo realizado por
Sobottka e colaboradores (2012) foi encontrado uma faixa capaz de inibir o crescimento do
microrganismo partindo de 0,032 pug/mL, condizente com o encontrado neste trabalho. O
resultado de CBM para as formulacoes Q1 X1HAoe Q1 X1HA1, apresentaram efeito superior da
concentracdo bactericida minima, comparado as demais formulacdes, onde a liberacdo do

farmaco foi acima de 1,7 ug/mL, conforme dados da Tabela 4.13.

Tabela 4.13 — Faixa de liberacdo do farmaco para Concentra¢do Bactericida Minima (CBM).

Concentracdo Bactericida Minima

Formulacoes
S. salivarius S. oralis P. gingivalis
Curva Padrao entre 1,6 e 3,1 entre 3,2 ¢ 6,2 >0,02
QiXi1HAo >1,7 >3,2 >0,02
Qi1X1HAo2 <1,7% <3,2% >0,02
Qi X1HA, > 1,7 <3,2% >0,02
QiXiHAs <1,7* <3,2% >0,02

* Apresentou desenvolvimento de UFC em ao menos em uma replicata.
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Palma e colaboradores encontraram valores acima dos apresentados nas Tabelas 4.10 e
4.13 para o farmaco doxiciclina. Os valores acima de 0,25 e 8,0 pg/mL foram apontados como
CIM e CBM respectivamente. O pesquisador verificou 96 cepas de S. salivarius extraidas de
criangas com idades entre 2 a 16 meses de vida. Esta variabilidade de resisténcia pode ser
atribuida ao inicio da formacdo da microbiota oral, onde o mecanismo genético do
microrganismo pode se adaptar para o processo de colonizac¢ao, principalemente nos primeiros
meses de vida (PALMA et al., 2016).

Para o S. oralis, assim como para o S. salivarius, também foi verificada a inibi¢do do
crescimento do microrganismo em todas as formulacdes. O menor ponto da curva padrdo, de
0,02 ug/mL, foi capaz de inibir o crescimento do microrganismo. Sobottka et al. (2012) obteve
o valor de 0,032 ng/mL, quando testado o farmaco doxiciclina para o microrganismo S. oralis,
mesmo valor ao encontrado para o S. salivarius. No caso da liberagdo do farmaco em
concentracdo capaz de eliminar os microrganismos (CBM), as formulacdes que continham
hidroxiapatita, ndo apresentaram este desempenho (Tabela 4.13). Apenas a formulagdo
Q1 X1HAy foi capaz de causar efeito equivalente ao da liberagdo de fairmaco em concentracao
acima de 3,2 ug/mL. Este efeito pode estar ligado a capacidade de absor¢do para esta
formulacdo, a qual apresenta um valor 7,99 + 0,39 g/g quando colocada em meio de cultivo.

Os microrganismos do género Estreptococos, como o S. salivarius e S. oralis, sdo
colonizadores primdrios da flora oral, causando um ambiente propicio para a colonizacdo de
microganismos patégenos (DAROUT, 2014; DIAZ e KOLENBRANDER, 2009).

Para o microrganismo P. gingivalis, a menor concentracdo da curva padrao também foi
capaz de inibir o seu crescimento. Os resultados encontrados na literatura apontam para um
CIM préximo ao menor ponto da curva, a qual foi testada neste trabalho. Estudos apontam que
o CIM para a P. gingivalis entre 0,015 e 0,016 pg/mL (POULET et al., 1999; LEE e LEE,
2019). Nao foi verificado o desenvolvimento de nenhuma unidade formadora de col6nia no
ensaio de CBM referente a esta cepa. Como o controle positivo apresentou crescimento
adequado, o ensaio foi validado. Este microrganismo estd presente em casos de periodontite e
pode agravar esta situac@o pela formacao de biofilmes que, além de causarem danos por si s,
podem servir de ponto de ancoramento para outros microrganismos (NAKAYAMA e OHARA,
2017).

Com a comparagdo dos resultados de CIM e CBM, pode-se sugerir a faixa de liberagcao
do farmaco em concentragdes ativas nas condi¢des de tempo e para 0s microrganismos testes.
A Tabela 4.14 evidencia a faixa da liberacao do farmaco partindo da concentracdo de CIM e

até a concentracao de liberagdo para o CBM.
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Tabela 4.14 — Faixa de liberagcao do farmaco doxiciclina para as formulagdes testes.

Correlacao dos pontos de CIM e CBM.

Faixa de liberacao do farmaco

Formulacoes (ng/mL)
Q:1X1HAo >3,2
QiX1HAo2 0,05a1,7
Qi X1HA: 1,7a3,2
Qi1 X1HAs 0,05a1,7

A formulacdo contendo a fracao de 1% (m/v) de HA resultou em liberacdo do farmaco
superior em comparacdo as formulagdes QX HAoz e QiXiHAs. Os resultados de XRF
indicaram uma propor¢do molar entre Ca/P de 2,02. Estudos mostram que a doxiciclina pode
formar complexos Ca-Dox ou Ca;Dox em pH acima de 4,0, justificando assim o resutado obtido
para esta formulacdo (BRIGANTE e AVENA, 2016; LAMBS et al., 1988).

A incorporagdo de doxiciclina em membranas que serdo utilizadas em regeneracao
tecidual e 6ssea pode inibir o crescimento de microrganismos caracteristicos da periodontite e
auxiliar na regeneracdo do local. Fatores inflamatérios, como (IL-8, TNF-a e IL-6), também
associados a periodontite, também podem ser inibidos pela liberacdo do farmaco em baixas
concentracdes (DI CAPRIO et al., 2015).

Kiitan et al. (2016) analisaram a liberagdo de doxiciclina incorporada em membranas de
coldgeno em um estudo in vivo. Foram criados defeitos em tibia de camundongos Wistar. Os
animais foram separados em dois grupos. Um deles grupos foi tratado com a membrana com
doxiciclina e o outro, apenas com a membrana, € ambos foram contaminados com o
microrganismo P. gingivalis. Os resultados indicaram potencial osteogéncio significativo no
grupo tratado com a membrana contendo o farmaco, ndo se observando o crescimento do
microrganismo neste grupo e evidenciando que a estratégia de incorporagdo do farmaco
doxiciclina em membranas para aplicacdo em regeneracdo tecidual e dssea pode apresentar

maior eficaicia.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados foi possivel obter conclusdes acerca da incorporagao
de hidroxiapatita em diferentes concentragdes ao complexo polimérico de quitosana-xantana
em um contexto geral, assim como observar as diferencas de resultados alcangados com
membranas as quais nao foi adicionada a fase ceramica.

Para a formulacdo de QiXiHAo, foi verificada maior resist€ncia mecanica e resultados
semelhantes para perda de massa e absor¢do fluidica, quando comparados ao descrito na
literatura. Estes dados sugerem que o processo de secagem com uma taxa lenta pode fazer com
que estas membranas se tornem mais resistentes e que apresentem maior tensdo de
alongamento.

Para as formulacOes com a adi¢do de hidroxiapatita, ndo houve modificacdo da fase do
p6 de hidroxiapatita apds a sua incorporagdo durante o processo de producdo das membranas.
As andlises de DRX e FTIR demonstraram a cristalinidade e fase caracteristica do composto
bioativo, respectivamente.

O aumento da concentracdo de incorporacdo de hidroxiapatita a membrana quitosana-
xantana ndo alterou seu alongamento na ruptura.

O ensaio de absor¢do de fluidos mostrou que as membranas sdo capazes de absorver
quantidades significativas dos liquidos testados, mesmo quando produzidas na presenca de alta
concentracao de hidroxiapatita. Este resultado indica boa capacidade de troca fluidica.

A perda de massa no periodo observado diminuiu 2 medida em que se aumentou a
concentracdo de HA, sugerindo apropriada estabilidade para regeneracdo 6ssea na presenca de
membranas com elevada concentra¢io do agente bioativo.

Células-tronco mesenquimais extraidas de polpa de dente mostraram-se capazes de
proliferar sobre todos os complexos polimero-cerdmica, sendo que esta capacidade aumentou
com o aumento da concentracdo de hidroxiapatita. A formulacdo com a maior concentragao
(5% m/v) obteve resultado estatisticamente maior em relacdo as demais.

Os resultados do ensaio in vitro de CIM demonstraram a capacidade das formulacdes em
liberarem o principio ativo doxiciclina em concentragdes capazes de inibir o crescimento de S.
salivarius, S. oralis e P. gingivalis, microrganismos de ocorréncia tipica em periodontite.

Como conclusdo geral, o trabalho indica que deve haver um valor ideal de incorporagdo
dentro da faixa de 1 a 5% (m/v) de hidroxiapatita, considerando-se os resultados mecanicos e

bioldgicos. Levando em consideracdo a espessura da membrana e sua rugosidade, pode-se
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direcionar a membrana preparada na presenca de 5% de HA (m/v) para a ROG, e a membrana
produzida com 1% de HA (m/v) para a RTG, visto que esta tltima possui espessura compardvel
a de membranas comerciais, mesmo em estado intumescido, e apresenta baixa rugosidade, a
qual pode provocar um processo inflamatério menos intenso quando de seu contato com a
mucosa. A definicdo do nivel 6timo de concentracdo pode reunir as melhores respostas, assim
como, apontar o melhor custo/beneficio para a produ¢do de membranas compdsitas polimero-
ceramica em escala comercial, tornando-a competitiva para a utilizacdo em ROG, RTG,

medicina regenerativa e terapia avancada.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para complementar os resultados aqui apresentados, assim como comprovar algumas

hipéteses levantadas, s@o sugeridos os seguintes direcionamentos:

I.

Comparar dados dos ensaios mecanicos e bioldgicos in vitro aqui apresentados com
resultados de membranas comercialmente utilizadas para a mesma finalidade.

Avaliar uma concentra¢ao intermedidria de incorporacdo de HA, entre 1 e 5% (m/v),
com o intuito de obter a melhor relacdo custo/beneficio do produto.

Verificar a perda de massa da membrana ao longo de 2, 4 e 6 meses, intervalos estes
relevantes para a se atingir formacao dssea completa.

Avaliar o comportamento imunofenotipico (por citometria de fluxo) e genético de
reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase rereversa (RT-PCR) e de expressdo
proteica pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA) das células-tronco
mesenquimais nos periodos de 7, 14 e 21 dias de cultivo, com o intuito de verificar se a
superficie das membranas € capaz de direcionar o crescimento Osseo.

Analisar por microscopia eletronica de varredura (MEV), o aspecto das células aderidas
as membranas, para complementar os resultados obtidos no ensaio direto de proliferagdao
celular.

Determinar, por técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a
concentracdo do farmaco doxiciclina liberado, assim como a concentracdo de fato
incorporada pelas membranas.

Realizar ensaios in vivo para a comprovacao da seguranca e eficidcia do biomaterial

desenvolvido.
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