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RESUMO

O desenvolvimento do campo da engenharia de tecidos objetiva a regeneracédo de
tecidos danificados pela combinacdo de arcaboucos porosos combinados com
células, que agem como modelos para regeneracao tecidual guiando o crescimento
do novo tecido. Partindo desse principio, este trabalho visou desenvolver
arcaboucos compositos Hidroxiapatita (HA) e biopolimeros para utilizacdo na
engenharia de tecido désseo, avaliando a relagdo entre as caracteristicas fisico-
quimicas, as propriedades mecanicas e a resposta bioldégica. Nesse sentido,
arcaboucos porosos constituidos de Quitosana/Gelatina e Quitosana/Gelatina/HA,
com e sem reticulagdo com procianidina e glutaraldeido, foram confeccionados
utilizando o processo freeze-drying. Os resultados revelaram a interagdo entre os
componentes e a modificacdo significativa do intumescimento e das propriedades
mecanicas dos arcaboug¢os com a variagdo dos teores de gelatina, HA e do agente
reticulante. Como consequéncia da reticulagdo quimica, nos ensaios de degradacao
in vitro, os arcabougos Quitosana/Gelatina mostraram-se totalmente biodegradaveis,
entretanto, os arcaboucos Quitosana/Gelatina/HA exibiram maior estabilidade
durante a exposi¢cdo nos meios estudados. Na avaliagdo da viabilidade celular todos
os sistemas avaliados se mostraram ndo téxicos e biocompativeis. Desta forma,
pode-se concluir que os arcaboucgos oferecem uma ampla faixa de escolha para
potencialmente serem usados em aplicacbes biomédicas, tais como, biomaterial,
veiculo de liberagdo controlada de drogas e arcabougo para engenharia de tecido

0sseo e cartilaginoso.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, arcabougos, quitosana, gelatina,
hidroxiapatita, freeze drying, procianidina.



ABSTRACT

The main purpose behind tissue engineering is the development of solutions to treat
and regenerate body tissues, combining human cells with porous scaffolds to
accommodate and guide the formation of the neo-tissue. Following this principle, the
present work aimed the development of composite scaffolds with Hydroxyapatite
(HA) and biopolymers, to use in tissue engineering, and assess the relationship
between the physical, chemical, mechanical and biologic properties. A freeze-drying
technigue was used for the manufacture of porous scaffolds composed of Chitosan /
Gelatin and Chitosan/Gelatin/HA, crosslinked with procyanidin and glutaraldehyde.
The results revealed an interaction between components and also a change in the
swelling and mechanical properties for different contents of Gelatin, HA and both
crosslinkers. An in vitro degradation test was applied to the chemical crosslinked
scaffolds, revealing that the Chitosan/Gelatin composition was totally biodegradable
while the Chitosan/Gelatin/HA was more stable throughout the same test. Cell
viability tests made for all compositions showed non toxicity and biocompatibility.
With these results, it is possible to conclude that the produced scaffolds offer a wide
range of choices in the biomedical field, such as, drug delivery systems and bone

and cartilage regeneration solutions.

Keywords: Tissue Engineering, scaffolds, chitosan, gelatin, hydroxyapatite, freeze
drying, procyanidin.
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1 INTRODUCAO

Todos os dias milhares de procedimentos cirdrgicos sao executados para
substituir ou reparar tecidos que tenham sido danificados por patologias ou traumas.
O desenvolvimento do campo da engenharia de tecidos objetiva a regeneracao de
tecidos danificados pela combinagao de células do corpo com biomateriais na forma
de arcabougos com alta porosidade, que agem como modelo para regeneracao
tecidual (O'BRIEN, 2011).

O reparo de tecidos e 6rgaos é tradicionalmente realizado de duas formas:
enxerto de tecidos ou substituicdo por material sintético (DE OLIVEIRA et al,. 2007;
GALEA et al, 2008; VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004). O enxerto
autdégeno € a técnica utilizada normalmente e com melhores resultados do ponto de
vista da osteogénese e apresenta a grande vantagem de ndo transmitir doencas
infectocontagiosas, além da possibilidade de levar células osteoprogenitoras,
juntamente com fragmentos 6sseos, que atuam como condutores das células de
reparo para o tecido lesado. Esse tipo de tratamento, no qual se obtém tecido 6sseo
do préprio paciente, apresenta limitacées de uso, como, por exemplo, quantidade
insuficiente e qualidade do tecido a ser removido; necessidade de um segundo sitio
cirrgico; o pés-operatério desagradavel; a morbidade; o custo da internacédo e a
possibilidade da ocorréncia de sequelas. A utilizacdo de enxertos autdogenos exige,
ainda, a existéncia de um banco de 0ssos, cuja manutencdo demanda um alto custo
(CALAPODOPULQOS e VOLPON, 1994; OREFFO e TRIFFIT, 1999).

As técnicas utilizadas para regeneracao/substituicao 6ssea incluem nao sé a
utilizacdo de enxertos de origem animal ou humano, como também os materiais
sintéticos (metais, polimeros e ceramicas) na forma de placas, cimentos, granulos ou
estruturas tridimensionais para engenharia de tecidos (TORO, 2005). Os materiais
sintéticos, em sua maioria, por sua restrita integracdo com o tecido, podem falhar
com o tempo devido ao desgaste e fadiga, ou resposta adversa do corpo (MOROZ et
al.,, 2008). Os materiais comerciais utilizados para o reparo ou substituicao de
tecidos ndo conseguem atender todas as exigéncias quimicas e estruturais,
estimulando dessa forma, o desenvolvimento de novos biomateriais (SHEN et al.,
2010).



18

O material Osseo-substituto ideal deve aliar biocompatibilidade,
previsibilidade, aplicacdo clinica, auséncia de riscos transoperatérios e sequelas
pos-operatorias minimas. Apesar de ainda nao existir um material que preencha
todos esses requisitos, uma grande variedade de op¢des de materiais para enxertos
O0sseos tem sido desenvolvida, associada aos avangos nos conhecimentos
cientificos e tecnolégicos nessa area (OLIVEIRA et al., 2003).

As tendéncias mundiais em longo prazo (2020-2050) indicam foco na
medicina diagnostica e regenerativa. Materiais sintéticos, naturais ou hibridos
nanoestruturados ou obtidos por rotas biotecnologicas, associados a terapias
celulares, sistemas de liberacdo controlada de farmacos (drug delivery) ou genes
serdo indispensaveis para a garantia da qualidade e da eficiéncia da assisténcia a
salde prestada pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e pelo Sistema de Salde
Suplementar (CGEE, 2010).

Nesse contexto, a engenharia de tecidos, uma area relativamente nova da
ciéncia dos biomaterais, objetiva mimetizar processos naturais para reparo de
tecidos doentes. Os arcaboucos (scaffolds) estdo entre os componentes essenciais
para o processo de regeneracao, servindo como carreadores ou suportes para
interacdes celulares, proporcionando ambiente semelhante ao da matriz extracelular
(ISIKLI et al., 2011; RAMAY e ZHANG, 2003; ZHAO et al., 2006).

A composicao e a arquitetura do arcabougo desempenham papéis cruciais na
capacidade de colonizagdo das células. Considerando a maxima eficiéncia, o
material deve ser biocompativel e bioreabsorvivel, cujos produtos da dissolugéao
sejam metabolizados pelo organismo. No caso da engenharia de tecido ésseo, o
material deve ser osteocondutor e, de preferéncia osteoindutor (SENGERS et al.,
2007). Quanto a arquitetura, um arcabouco deve ser tridimensional e altamente
poroso com uma rede de poros interconectados para crescimento celular/tecidual e
transporte de nutrientes e residuos metabdlicos (BUCKLEY e O’KELLY, 2004). A
porosidade aumenta a area superficial disponivel para a justaposicdo osso-implante
e a osseointegracdo, consequentemente, o periodo de ligacado interfacial entre o
implante e o osso é reduzido (VERCIK et al., 2003; CAMPQOS et al., 2005).

O desafio de projetar materiais compdésitos inspirados em tecidos avancou na
sintese de compdsitos ceramica/polimero com vantagens sobre qualquer ceramica
ou polimero utilizado individualmente, resultando em materiais de qualidade superior

para aplicacoes especificas. Tradicionalmente, as ceradmicas de fosfato de calcio
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provaram ser materiais atraentes para aplicagcdes biolégicas. Entre estas
bioceramicas atencdo especial tem sido dada a hidroxiapatita (HA) -
Cayo(PO4)s(OH)> (RAUCCI et al., 2010). A HA favorece o crescimento 6sseo para 0s
locais em que ela se encontra (osteocondutor), estabelecendo ligagdes com o tecido
0sseo (bioativo). Porém, no estagio atual, os biomateriais a base de HA ndo podem
ser utilizados em aplicagbes que requeiram sustentacdao, devido as suas baixas
propriedades mecanicas (GALEA et al., 2008).

Varias investigacoes tém sido realizadas buscando melhorar as propriedades
mecanicas da HA, incorporando uma série de compostos organicos, tais como,
gelatina, quitina, quitosana, colageno e acido polilactico. Entre as propriedades
exibidas por esses polimeros, destacam-se a biocompatibilidade e
osteocondutividade, aspectos importantes que justificam o crescente interesse em
aplicacées biomédicas (RAMAY e ZHANG, 2003; ZHAO et al., 2006; SENGERS et
al., 2007; BUCKLEY e O’KELLY, 2004).

Diversos materiais tém sido propostos como arcabougos na engenharia
tecidual, porém é preciso aprofundar o estudo da interacdo dos materiais que
compbem o arcaboug¢o com células (tecido), além do ajuste da biodegradabilidade
ou bioreabsorcdo. A proposta deste trabalho é a producdo de arcabougos
compoésitos HA/biopolimeros para utilizacdo na engenharia de tecido 6ésseo,
avaliando a relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas, propriedades mecanicas

e a resposta biolégica dos arcaboucos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir e caracterizar de compdsitos hidroxiapatita/biopolimero para
utilizagdo como arcabougos para engenharia de tecidos.

2.2  Especificos

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microestruturais e mecéanicas dos
arcaboucgos Quitosana/Gelatina e dos compositos
Quitosana/Gelatina/Hidroxiapatita.

e Analisar os efeitos da adi¢ao do reticulante natural (procianidina) na formacao

dos arcabougos compdsitos.
e Avaliar a biodegradabilidade in vitro em meio bioldgico simulado.

e Avaliar a biocompatibilidade por ensaios biolégicos dos arcaboucos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Tecido Osseo

O sistema esquelético, importante para o corpo biomecanicamente e
metabolicamente, é composto de ossos individuais e de tecido conjuntivo. Os 0ssos
constituem aproximadamente 20% do peso corporal, e diferem do tecido conjuntivo
na rigidez e dureza. Estas caracteristicas dos 0ssos sao resultado da impregnagéo
dos sais inorgéanicos pela matriz, que consiste de fibras colagenas, e uma grande
variedade de proteinas nao colagenosas e minerais (MOTA et al., 2008; JEE, 2001).
A rigidez e dureza dos ossos do esqueleto permitem manter a forma do corpo;
servem de suporte para as partes moles e protegem o0s 0rgaos vitais, como 0s
contidos nas caixas craniana e toracica e no canal raquidiano; Aloja e protege a
medula 6ssea, formadora das células do sangue (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004);
Determina a direcao e a extensao dos movimentos do corpo. O 0sso atua como um
ponto de ancoragem para a maior parte dos musculos esqueléticos e ligamentos.
Quando os musculos contraem, 0s 0ssos longos agem como alavancas, e as juntas
funcionam como eixos, originando o movimento do corpo (PARK et al., 2006). Atua
como uma parte importante na homeostase de calcio, visto que 99% deste mineral
encontrado em todo organismo, esta presente no tecido ésseo, o qual atua como um
verdadeiro reservatério de céalcio (KAPANEN, 2002; MORAES JUNIOR, 2002).

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz éssea (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008). As células sdao os ostedcitos, que se situam em cavidades ou
lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a parte organica da
matriz e localizam-se na sua periferia; e 0os osteoclastos, células gigantes, moveis e
multinucleadas que reabsorvem o tecido ésseo, participando dos processos de
remodelacdo dos ossos. As células dsseas se localizam dentro do proéprio tecido
0sseo ou no estroma conjuntivo da medula 6ssea, rico em células mesenquimais
pluripotenciais indiferenciadas (FERNANDEZ -TRESGUERRES-HERNANDEZ -GIL
et al., 2006).
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3.1.1 Composicao, estrutura e propriedades do osso

O osso humano é um material compésito constituido de fase organica e
inorganica. A fase inorganica compreende 60-70% do peso do tecido désseo e é
composta de um fosfato de calcio apatitico organizado em cristais de hidroxiapatita
carbonatada. Estes se encontram distribuidos entre as fibras de coladgeno formando,
assim, feixes impregnados por particulas i6nicas (SINHA et al.,, 2001; MOTA et al.,
2008).

A fase organica é composta de matéria organica e agua. O colageno do tipo |
constitui de 80% a 90% do componente organico do osso. Como se trata de uma
proteina fibrosa estrutural, o coladgeno oferece ao osso forga e flexibilidade. O
colageno também oferece espacos para a nucleagdo dos cristais de hidroxipatita
(WILLEMS et al., 2008; STRATES et al,, 1997). Cada molécula de colageno € um
bastdo pequeno e rigido formado pelo entrelagamento em triplice hélice de trés
cadeias polipeptidicas chamadas cadeias alfa (a). Essa estrutura protéica justifica as
propriedades mecéanicas dos colagenos: rigidez, solidez e estabilidade (VARGAS et
al, 1997). As moléculas de colageno apresentam cerca de 300 nm de comprimento e
1.2 nm de espessura. O colageno do tipo | do osso é muito rico em ligagcdes
cruzadas, que impedem sua extracao com facilidade.

Além de colageno, a matriz organica apresenta outros componentes nao
colagenosos, tais como, a osteocalcina, osteonectina, osteopontina, etc., que estao
presentes em pequenas quantidades, mas importantes na estrutura e metabolismo
0sseo. Essas proteinas podem influenciar nos eventos associados a remodelacéo
0ssea, tais como o recrutamento, a adeséao, a diferenciagéo e atividade das células
osseas (INGRAM et al., 1993; MACHADO DO REIS et al., 2008). Como proteinas
estruturais, as proteinas ndo colagenosas também contribuem para a integridade
mecanica do o0sso, incluindo dureza, forca e flexibilidade (ROY et al., 2001;
KAVUKCUOGLU et al., 2009). A agua é distribuida ao longo do osso em trés formas
principais: livremente modvel em espago vascular-lacunar-canalicular, ligada a
superficie da rede de colageno e a fase mineral, e como hidroxila de outras
moléculas. A agua, juntamente com a fase mineral e o colageno, desempenha um
papel importante nas propriedades mecanicas do osso (WANG et al., 2010; JEE,
2001).
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Na composicdo da fase mineral dos 0ssos encontram-se principalmente os
fons calcio (Ca®) e fosfato (POs™) na forma de cristais de hidroxiapatita
[Cai0(PO4)s(OH)2], contendo fragdes de carbonato, magnésio, fluor, citrato e
estréncio incorporados dentro da rede cristalina ou absorvidas pela superficie do
cristal (WANG et al., 2010; JEE, 2001). Esses cristais apresentam dimensdes
variando de 30-50 nm de comprimento, 15-30 nm de largura e 2-10 nm de espessura
e estdo depositados de forma ordenada em pequenas lacunas intersticiais presentes
entre as moléculas de colageno, conforme Figura 3.1. A deposi¢édo dos nanocristais
apatiticos ocorre através de um processo controlado de biomineralizacao
envolvendo mais de 200 proteinas acidas diferentes. Essas proteinas agem como
inibidores, nucleadores ou suportes para o crescimento epitaxial de nanocristais
ancorados no colageno (OLSZTA et al, 2007; VALLET-REGI e GONZALEZ-
CALBET, 2004). A superficie livre dos cristais esta envolta por substancia
fundamentalmente amorfa. Os ions da superficie dos cristais atraem agua e formam
uma capa de hidratacdo, que permite trocas de ions com o fluido extracelular
(GARTNER; HIATT, 2003).

Figura 3.1: Osso cortical e osso trabecular. Arranjo da hidroxiapatita carbonatada e
colageno na formacao dos tecidos duros.

Estrutura da "; o
N Trabecular fr..
apatita W
P o, o, 0 .
Nanocristais HA- ’ ¢
S\l 8

K carbonatada “

L

8

g

-
A 25-50nm

s o

ad

R R n w20 Molécula \" et
colageno % Fibra de
1 colageno

Fonte: Adaptada de VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004.

Chwunt ress




26

As propriedades mecéanicas do osso resultam da combinagdo da dureza da
fase inorganica e elasticidade da fase organica. Esta superposicdo de materiais
heterogéneos com propriedades inteiramente diferentes resulta na formagao de um
nanocomposito, no qual as propriedades fisico-quimicas e mecanicas superam as
dos componentes individuais. O osso pode remodelar-se e adaptar-se ao esforco
mecanico aplicado, isto €, a aplicacdo de uma tensdo mais elevada resulta em um
0sso mais denso (KATTI, 2004).

Os o0ssos sao caracterizados por sua composicdo, estrutura cristalina,
morfologia, tamanho de particula e orientacdo (VALLET-REGI e GONZALEZ-
CALBET, 2004). A composicao do tecido ésseo varia com a espécie, a idade, o tipo
estrutural e se este foi ou ndo acometido por alguma doenca (TAKAMORI, 2004).
Independentemente de sua anatomia macroscopica, todos os segmentos do
esqueleto sdo constituidos por uma camada externa de osso cortical (0sso
compacto) e uma zona interior (osso trabecular), que contém medula dssea
(BONUCCI, 2000).

O osso cortical € uma massa densa e sdlida, com apenas canais
microscopicos. Aproximadamente 80% da massa 6ssea no esqueleto humano adulto
€ 0sso cortical, que constitui a parede exterior de todos os 0ssos e é o grande
responsavel pela funcado de apoio e protecao do esqueleto (JEE, 2001). O osso
cortical se estrutura em condutos de Havers recobertos por laminas em disposicao
concéntrica onde estdo situados os ostedcitos e é caracterizado por pouca atividade
metabdlica e poucas células. (FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et
al., 2006; MORAES JUNIOR, 2002). Os 20% restantes da massa 6ssea é 0 0SSO
esponjoso, uma estrutura tridimensional interconectada conhecida como trabécula,
cada uma apresentando aproximadamente 200 um de espessura. O 0sso trabecular
tem uma porosidade entre 75%-95% com poros interligados e cheios de medula
Ossea, tendo a funcao de receber cargas e responder rapidamente as necessidades
fisiolégicas (JEE, 2001; MARTIN, 1998).

3.2 Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos é um campo cientifico e tecnolégico em rapido
crescimento que objetiva criar, reparar e ou substituir tecidos e 6rgaos usando
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combinacbes de células, biomateriais e ou moléculas biologicamente ativas
(GOMES e REIS, 2004, STOCK e VACANTI, 2001, MOROZ et al., 2008).

A engenharia de tecidos emergiu em 1990 para corrigir as limitagbes do
enxerto de tecidos e uso de materiais sintéticos (MOROZ et al., 2008). Ao induzir o
crescimento e regeneragao do tecido natural, a funcado do implante ja ndo se limita a
uma funcéo estatica, como um apoio estrutural, mas é capaz de proporcionar um
ambiente propicio para crescimento 0sseo e pode ser totalmente substituido
(biodegradaveis) pelos tecidos naturais ao longo de um tempo desejado (WANG et
al., 2010). Isso envolve o entendimento fundamental de relagbes entre estrutura e
funcdo em tecidos normais e patoldégicos e o desenvolvimento de substitutos
biologicos que restaurem, mantenham ou aumentem a funcdo tecidual
(ARMENTANO, 2010).

Se for bem sucedido, as limitacdes existentes nas terapias de enxerto ésseo
podem ser completamente contornadas. Atualmente, existem trés abordagens
amplamente aceitas na engenharia de tecidos: uma é usar arcaboucos degradaveis,
tridimensionais e porosos para fornecer suporte mecanico, com reparo dependente
do proprio corpo, para o recrutamento e migragao das células do hospedeiro para o
arcabouco e essas se diferenciarem em tecidos do fenétipo desejado, enquanto ha a
substituicdo do arcabougo degradavel (CHEN et al., 2007; SCHANTZ et al., 2003;
TYLER e MCCOBB, 1980). Outro é o de extrair as células apropriadas de um
paciente, cultura de células in vitro, e em seguida, transplantar as células cultivadas
de volta para o paciente (KULAKOV et al., 2008; PENG e HUARD, 2004; REDLICH
et al, 1999). A ultima abordagem € a cultura de células de pacientes em um
arcabouco tridimensional pré-formado in vitro e o transplante do sistema célula-
arcabouco (CARSTENS et al., 2005; HOWARD et al., 2008; TABATA, 2003). De
uma forma geral, a preparacdo dos produtos da engenharia de tecidos segue as
seguintes etapas: Selecao e processamento do arcabouco; Inoculacédo da populacao
celular sobre o0 arcaboucgo; Crescimento do tecido prematuro; Crescimento do tecido
maturado em sistema fisiolégico (biorreator); Reimplante cirirgico; Assimilacdo do
produto (Figura 3.2).
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Figura 3.2- Representacao esquematica da engenharia de tecidos. Populacdes de
células especificas sédo isoladas e expandidas a partir do tecido apropriado e
semeadas em um arcabouco biodegradavel.

Implante

Células isoladas e
expandidas Cultura in vitro

Arcabouco

Fonte: Adaptada de GUALANDI, 2011.

O grande desafio na pesquisa de engenharia de tecidos é criar um ambiente
favoravel para a proliferacdo e diferenciagdo das células em tecidos funcionais. Trés
elementos sao inevitaveis para o sucesso da engenharia tecidual: os arcaboucgos, as
células e o ambiente em que os sistemas célula-arcabouco sado cultivados e
condicionados (WANG et al, 2010). Nesse ambiente, combinacdes de sinais
bioquimicos e biofisicos devem ser apresentadas para as células em uma estrutura
tridimensional de forma que permita interagdes celulares com células vizinhas e com
a matriz extracelular (MAROLT et al., 2010)

Embora células tenham sido cultivadas ou crescidas fora do corpo por muitos
anos, a possibilidade de crescer tecidos tridimensionais complexos, reproduzindo
literalmente o design e funcdo do tecido humano, € um desenvolvimento recente. A
engenharia de tecidos tem a intencdo de cultivar todo tipo de tecido humano -
figado, osso, musculo, cartilagem, vasos sanguineos, musculos do coragao, nervos,
ilhotas de pancreas e mais. Pele, comercialmente produzida, ja esta disponivel para
uso no tratamento de pacientes com Ulceras diabéticas e queimaduras (HENCH et
al., 2006).
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3.2.1 Arcaboucos

Arcabougos tridimensionais servem como substratos tempordrios para
suportar e guiar a formacao tecidual em diferentes ambientes de regeneracao de
tecidos in vitro e in vivo (LUO et al., 2007). Como meio apropriado, os arcabougos
devem possuir unidades moleculares que possibilitem modificacbes e taxa
controlada de biodegradagao, ndo desenvolver toxicidade topica ou sistémica, ter
propriedades para promover ou inibir interacdo célula-matriz e célula-célula,
apresentar respostas imunes a inflamacédo, ser material de facil produgdo ou
aquisicao e purificagdo e possuir compatibilidade com a substancia quimica e com
solugdes aquosas em condigdes fisiolégicas (OLSSON, 2008).

Longe de serem componentes passivos, o material escolhido e o design
poroso da arquitetura do arcabouco sao fatores cruciais no sucesso da regeneragao
do tecido. Um arcabouco bem sucedido deve prover sustentagdo mecanica ao
mesmo passo que promove o transporte em massa, e ainda, degradar-se de
maneira que o tecido regenerado assuma suas fungdes. As propriedades do
arcaboucgo incluem: o tamanho, distribuicado e forma dos poros; rugosidade da
superficie; a presenga de sitios de adesao celular; e biomecanica dos materiais
constituintes e da estrutura do arcabouco (MOROZ et al., 2008).

O tamanho dos poros é uma questao muito importante porque, se 0s poros
forem muito pequenos, podera ocorrer a oclusdo dos poros pelas células. Isso
evitara a penetracao celular, producdao da matriz extracelular e a neovascularizagéo
nas areas internas do arcabouco (SALGADO et al., 2004). Se os poros forem muito
grandes podem tornar o material do implante fragil. Além disso, mesmo
micromovimentos do implante (que sao dificeis de evitar), geralmente na interface,
podem cortar o suprimento de sangue para o tecido e causar complicacées, tais
como, morte tecidual, inflamacao e destruicao da estabilidade interfacial (DEVILLE et
al., 2006; HENCH, 1991).

Em geral, os arcabougos mais adequados para a formacdo éssea sao
aqueles com poros grandes e interconectados (que facilitam a infiltragéo celular e
deposicao da matriz), superficies internas rugosas, que facilitam a fixagdo da célula,
e produzidos com materiais osteocondutores (tais como a proteina do 0sso e
hidroxiapatita), e com propriedades mecéanicas semelhantes aos de osso nativo
(habilitados a suportar carga e estimular a osteogénese). Os recursos adicionais de
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interesse incluem estrutura anisotropica, capacidade de vascularizagdo e
processabilidade em formas anatomicamente corretas (MAROLT et al., 2010).

O osso é um compdsito natural com uma estrutura altamente hierarquizada, e
é um tecido dindmico capaz de auto-regeneragdo ou auto-remodelagéo ao longo da
vida. Assim, o enxerto 6sseo sintético ideal deveria ter uma ampla gama de
propriedades e caracteristicas semelhantes as dos ossos naturais e /ou ser
projetado para estimular ou ajudar na regeneragao dos tecidos. As principais tarefas
da engenharia de tecido 6sseo sao fabricar sistemas de arcabougos funcionais que
possam mimetizar o tecido natural e garantir o sucesso da regeneracao do tecido
recuperando suas funcbées normais (SOMMERFELDT e RUBIN, 2001; RODAN,
1992). Neste sentido, utiliza arcabougos de materiais biocompativeis/
bioreabsorviveis que podem ser combinados com as células provenientes de varias
fontes e fatores de crescimento para garantir a regeneracéao tecidual adequada e
oportuna (SHIKINAMI et al., 2006).

Quando um arcabouco € implantado no 0sso, 0s poros tornam-se peenchidos
primeiro com sangue, como coagulos, depois com as células mesenquimais
osteoprogenitoras, em seguida, apds cerca de 4 semanas, trabéculas 6sseas. Esses
novos 0ssos remodelam-se em resposta ao estresse mecéanico. O processo de
crescimento 6sseo para dentro do arcabouco depende do grau de estabilidade
mecanica nas fases iniciais. Se o movimento for demasiado ocorre o crescimento de
um tecido colagenoso e ndo do tecido 6sseo (CRUZ, 2010).

Apés a selecao de arcabougos com caracteristicas desejaveis, as células com
potencial osteogénico adequado também sdo decisivas para um processo de
regeneracao de tecidos bem sucedido. As células podem ser obtidas do paciente
(autdlogo), outro doador humano (alogénico), e outra espécie (xenogénica). As
células autélogas sao as mais desejaveis em termos de questbes legais e
imunorejeigdo. Todas as outras fontes de célula certamente apresentam problemas
com relagdo a rejeicdo pelo sistema imunoldgico e outros problemas genéticos
(WANG et al., 2010). Atualmente, quatro tipos de células tém sido estudados para
aplicacées na engenharia de tecido ésseo: células da medula 6ssea (CONNOLLY,
1995; SOLTAN et al., 2009), células-tronco mesenquimais (FILHO CERRUTI et al.,
2007; KULAKOV et al.,, 2008), as células musculares (BUENO et al, 2009;
GOODELL et al., 2001) e as células-tronco embrionarias (HANDSCHEL et al., 2008;
TIAN et al., 2008).
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3.3 Biomateriais

Tipicamente, trés grupos individuais de biomateriais sdo usados na fabricacao
de arcaboucos para engenharia de tecidos: polimeros naturais, polimeros sintéticos
e ceramicas (O’'BRIEN, 2011).

3.3.1 Polimeros Naturais

Derivados de fontes renovaveis, tais como, plantas, animais e
microorganismos, 0s polimeros naturais utilizados como arcabougos oferecem
vantagens devido a sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além
disso, apresentam componentes similares a matriz extracelular (MEC) nativa, que
podem também evitar o estimulo de inflamacao crénica ou reagdes imunoldgicas e
toxicidade, geralmente detectada com polimeros sintéticos. (GRIFFITH et al., 2005;
YANG et al., 2010; MANO et al., 2005). Os polissacarideos (quitina, quitosana,
acido hialurénico, alginato, amido etc), as proteinas (colageno, gelatina, fibrina, etc)
e poliésteres naturais  produzidos por bactérias  (polihidroxibutirato,
polihidroxivalerato, etc.) destacam-se na aplicacdo em engenharia de tecidos e
liberacdo controlada de farmacos, com diferentes topografias, quer como materiais
puros ou em combinagdo com polimeros sintéticos ou substancias inorganicas
(BALAJI et al., 2012; SHE et al., 2008; KIM; SALIH, 2005).

3.3.1.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo derivado da desacetilacdo parcial da quitina,
conforme Figura 3.3. A quitina é o segundo mais abundante polissacarideo natural,
apds a celulose. E biodegradavel, ndo téxico e encontrado no ambiente marinho
como microfibrilas cristalinas ordenadas formando componentes no exoesqueleto de
artrépodes e nas paredes celulares de alguns fungos e bactérias. E usualmente
obtida do descarte de processamento de alimentos provenientes do mar,
principalmente das cascas de caranguejos, camardes e lagostas (GUINESI et al,,
2007; JAYAKUMAR, 2010).
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Figura 3.3- Estrutura da quitina e quitosana.

QUITINA

QUITOSANA

Fonte: Adaptado de MANO et al., 2007.

Quimicamente, quitina e quitosana estdo proximamente relacionadas desde
que ambas sao polissacarideos lineares contendo as unidades 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) unidas
por ligacdes glicosideas do tipo B(1—4), conforme Figura 3.4. A proporcao de
unidades GIcNAc em relagcao as de GlcN é definida como grau de acetilacao (GA) do
biopolimero e diferencia quitina (GA > 0,5) de quitosana (GA < 0,5) (GUINESI et al.,
2007). A quitina com um grau de desacetilacdo (GD) de 65-70% ou acima €
geralmente conhecida como quitosana. A quitosana exibe uma variedade de
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dependentes da massa molar e grau de
desacetilagdo. A massa molar da quitosana comercial pode variar entre 10,000 - 2
milhdes Dalton (Da) e o GD usualmente encontra-se numa faixa entre 66-95%.
Esses valores da massa molar e GD podem sofrer alteracdo através de mudancas
nas condigdes de reacdo durante a producao da quitosana (SENE e; MCCLURE,
2004; SONIA e SHARMA, 2011).
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Figura 3.4- Estrutura quimica das unidades (a) 2-acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose
(GlcNAc) e (b) 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlIcN) unidas por ligacdes
glicosideas B(1—4). A proporcéao de grupos a e b distingue quitina de quitosana.
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H
&
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Fonte: GUINESI et al., 2007.

A quitosana € considerada como um material funcional apropriado para
aplicacbes biomédicas por sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao-
antigenicidade e propriedades de adsorcdo. Reagdes anti-inflamatérias ou alérgicas
ndao tém sido observadas em humanos sujeitos a aplicagdo local, implantagéo,
injecdo e ingestao. A habilidade da quitosana propiciar o ataque e proliferacéo
celular é atribuida as suas propriedades quimicas. A estrutura quimica da quitosana
é similar aos glicosaminoglicanos, o maior componente da matriz extracelular do
osso e cartilagem (THEIN-HAN e MISRA, 2009).

A quitosana pode ser degradada enzimaticamente pela quitinase,
quitosanase, e pectinase (TSAI et al., 2007). Esta também pode ser degradada in
vivo pela lisozima, normalmente produzida pelos macréfagos, e os produtos de
degradacao sao nao toxicos (SENEL e MCCLURE, 2004; PETER et al., 2010). A
taxa de degradagcdo da quitosana é relativamente lenta, podendo ser modificada
através do controle do grau de desacetilacdao. Um alto grau de desacetilacao produz
uma baixa taxa de degradacao (KOYANO et al., 1998; CHATELET et al., 2001).

A presenga dos grupos amino no polimero quitosana torna-o positivamente
carregado e solubilizado por protonagcdo em meios com valor de pH < 6 (TSAI et al.,
2007). A natureza catibnica da quitosana permite a formacdo de um complexo
polieletrélito (PEC) com polimeros de carga oposta, tais como polissacarideos
(alginato, sulfato de condroitina, etc), proteinas (colageno, gelatina, etc)
glicosaminoglicanos (acido hialurénico) e acidos poliaminicos (poli-L-lisina, &cido
poliaspartico, etc) via grupos anidnicos carboxilicos ou sulfatos. Dessa forma,
complexos polieletrolitos (PECs) podem ser definidos como uma associacdo de
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complexos formada entre particulas de cargas opostas (exemplo polimero-polimero,
polimero-farmaco e polimero-farmaco-polimero), devido a interagdo eletrostatica
entre poliions de carga oposta (SALEEM et al., 2010).

Varios estudos relatam a combinagdo da quitosana com uma grande
variedade de materiais, além dos ja citados anteriormente, tais como hidroxiapatita,
fosfato de calcio, poli metilmetacrilato (PMMA) e fatores de crescimento para
potencial aplicagdo na ortopedia. Quitina e quitosana apresentam inerentemente
reduzidas propriedades mecanicas. Por essa razdo, a quitina pode ser utilizada
como substituto ésseo para reparo e reconstrucao 6ssea apenas com adicdo de
biomateriais tais como, hidroxiapatita (HA), vitroceramica bioativa, etc, com intuito de
melhorar sua propriedade mecénica; a quitosana € um polimero que pode oferecer
grandes vantagens quando utilizado com fosfatos de calcio, por suas propriedades
elastoméricas. A quitosana tem sido utilizada com compostos de fosfato de célcio
granulares, produzindo um arcaboug¢o moldavel e autoendurecido (CHOW, 2009).

Outras vantagens dos suportes porosos de quitosana para engenharia de
tecido dsseo incluem a formacdo de suportes altamente porosos com poros
interconectados, osteocondutividade e habilidade de intensificar a formacao 6ssea in
vitro e in vivo (THEIN-HAN e MISRA, 2009).

De forma geral, a quitosana oferece amplas possibilidades para engenharia
de tecidos (HU et al., 2004). Matrizes para cultura celular podem ser desenvolvidas
na forma de géis, esponjas, fibras, arcabougos porosos com incorporagao de
ceramicas ou outros materiais poliméricos, tais como, colageno ou gelatina, no
intuito de ajustar propriedades quimicas e comportamento mecanico de acordo com
o tecido de aplicacao (Figura 3.5) (CHENITE et al., 2000; JIANKANG et al., 2009;
KIM et al., 2009; HUANG et al., 2005; RISBUD et al, 2001; SUN et al., 2009).
Estudos prévios tem mostrado que a gelatina exibe importantes caracteristicas para
engenharia de tecidos tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
antigenicidade e alta resisténcia a tracao (HUANG et al., 2005; ROCHA et al., 2002).

Com uma estrutura similar aos glicosaminoglicanos (GAGs) e ao colageno, o
complexo polieletrélito (PEC) derivado da interacdo entre quitosana e gelatina tem
sido usado na confeccao de arcaboucgos, mimetizando a matriz extracelular natural,
para engenharia de tecido ésseo e cartilaginoso, e pele artificial (ZHAO et al., 2002;
XIA et al., 2004; FERNANDES et al., 2011). Da mesma forma que as células
progenitoras de osteoblastos e condrécitos, postula-se que as células-tronco
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mesenquimais humanas (CTMh) responderdo positivamente aos scaffolds
biomiméticos produzidos a partir do PEC de quitosana e gelatina (ZHAO et al.,
2006).

Figura 3.5 — Exemplos de processamento da quitosana para aplicacdo na

engenharia de tecidos.

Quitosana

Solucio )/ Gelatina

Gelatinizagdo Liofilizagdo Fiacdo umida Liofilizacdo Liofilizagdo

WL
/
Células Arcabougos Arcaboucos Compoésitos
Fonte: Adaptada de DI MARTINO et al., 2005.
3.3.1.2 Gelatina

A Gelatina é uma proteina soluvel derivada da desnaturacdo parcial do
colageno. O colageno é a proteina mais difundida no corpo ocorrendo na pele,
cartilagem, osso e tecido conectivo e constitui a maior parte das matrizes
extracelulares nos animais; No entanto, o colageno apresenta antigenicidade devido
a sua origem animal (LIEN et al, 2010). Assim como o colageno, a gelatina
apresenta boa biocompatibilidade e osteocondutividade e como biomaterial possui
varios atrativos, entre eles, a ndo-antigenicidade em condicdes fisioldgicas e, além
disso, é completamente reabsorvida in vivo. Suas propriedades de adesividade e
plasticidade tornam a gelatina uma matriz adequada para compdsitos ceramicos
(LIU et al., 2006). A gelatina apresenta grande potencial para aplicacbes na
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engenharia de tecido ésseo, porque contém um alto grau de grupos funcionais
biolégicos.

A gelatina é uma proteina purificada obtida por hidrélise acida parcial (Tipo A)
ou hidrdlise alcalina parcial (Tipo B) do colageno animal e pode ser constituida por
uma mistura dos dois tipos. Sua estrutura quimica esta ilustrada na Figura 3.6.

Figura 3.6- Férmula estrutural da molécula de gelatina
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Fonte: PENA et al., 2010.

O processo de conversao do colageno em gelatina envolve varias etapas de
lavagem, depuracgao, tratamento e outras, que culminam na obtengdo de um produto
alimenticio desidratado de cor amarelo-claro. Juntamente com a agua a gelatina
forma um gel coloidal semi-solido. A degradagéo por hidrolise utiliza 4cidos ou bases
fortes e envolve o rompimento da estrutura tripla hélice terciaria do colageno e
reducdo do peso molecular produzindo a gelatina que é solivel em agua morna
(BIGI et al., 2004). Apés a hidrélise, a gelatina é purificada e seca produzindo um pé
(BATICH; LEAMY, 2003).

A gelatina é atualmente utilizada na industria farmacéutica na forma de
capsulas e microesferas; selantes para proteses vasculares; como mantas
absorventes para uso cirurgico; como curativos e adesivos (RUNGSIYANONT et al.,
2010; BIGI et al., 2004).

Em temperatura de aproximadamente 40°C, as solu¢des aquosas de gelatina
estdo no estado sol e sofrem gelatinizacdo quando resfriadas a temperatura
ambiente. A transformagdo sol-gel ocorre devido a transicdo ordem-desordem
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conformacional das cadeias da gelatina que formam regiées termoreversiveis pelas
ligacdes entre as hélices em zonas de conexdo estabilizadas por ligacbes de
hidrogénio (BIGI et al., 2004; BIGlI et al., 2002).

A qualidade da gelatina para uma aplicagao particular depende de suas
propriedades reoldgicas. Os principais atributos que melhor definem a qualidade
comercial da gelatina, além das propriedades fisico-quimicas (composicéo,
solubilidade, transparéncia, cor, odor e gosto), sdo a resisténcia do gel e
estabilidade térmica (temperaturas de gelificacdo e fusdo). Para padronizagéo, a
medic¢ao da resisténcia do gel é determinada usando um teste denominado “Bloom”,
permitindo assim que a resistencia do gel seja expressa no "valor bloom". Tanto a
resisténcia do gel quanto a termoestabilidade sdo largamente dependentes das
propriedades moleculares da gelatina, especialmente no que diz respeito a dois
principais fatores: a composicdo de aminoacidos e a distribuicdo de peso molecular
(condicdes de processamento) (STAINSBY, 1987; WAINEWRIGHT, 1977;GOMEZ-
GUILLEN, TURNAY ET AL., 2002).

3.3.1.2.1 Reticulacao da gelatina

Recentemente, os biomateriais constituidos de gelatina tém sido aplicados
como pele artificial, enxertos 6sseos, e arcabouc¢os para engenharia de tecidos. No
entanto, a principal limitacdo da gelatina em aplicagdes na engenharia de tecidos é a
solubilidade apresentada em ambientes aquosos a temperatura do corpo humano de
aproximadamente 37°C (LIEN et al., 2010). Em aplicagbes biomédicas de longa
duracao, o método para corrigir essa limitacao é a reticulagdo, que aumenta tanto a
estabilidade mecanica quanto térmica do material (PORTO et al., 2006).

Os métodos de reticulacao fisica incluem tratamento hidrotérmico e radiacéo
ultravioleta e gama. Contudo, devido ao grande numero de grupos funcionais que
possui a gelatina, a reticulagdo quimica também é uma alternativa. Isso é
usualmente executado utilizando reagentes bifuncionais como glutaraldeido (GTA) e
diisocianatos, além de carbodiimidas, compostos poliepdxi e acil-azida (MA et al.,
2003).

O GTA é o agente mais intensamente utilizado, devido a sua eficiéncia na
estabilizacdo dos biomateriais a base de colageno, apesar de apresentar alguma
citotoxicidade e calcificagdo local em implantes de longo periodo (BIGI et al., 2002).
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E conhecido que o GTA reage com o grupo €-amino dos residuos de lisina na
proteina formando ligacbes covalentes, que induzem a formacgédo de reticulacoes
intercadeias e resultam na estabilidade da matriz contra a degradagdo quimica e
enzimatica e alteracdo das propriedades. Em alguns casos, residuos desse agente
podem ser removidos através da secagem do material tratado a 100°C, como
também pelo tratamento com bissulfito de sddio (NARBAT et al., 2006). Essa € a
razdo da busca crescente por um agente de reticulagdo capaz de formar produtos
reticulados estaveis e biocompativeis, sem problemas adicionais de citotoxicidade.

A genipina, um agente reticulante natural, extraido do fruto da Gardenia
jasminoides Ellis, tem se destacado como alternativa para reticulagdo de tecidos
celulares e acelulares, assim como biomateriais incluindo microesferas de gelatina,
compoésitos alginato-quitosana e hidrogéis de polietileno glicol (MA et al., 2003;
SUNG et al., 2003; CHANG et al., 2004; LIANG et al., 2003; CHEN et al., 2004;
MOFFAT; MARRA, 2004; SUNG et al, 1998). Um estudo realizado por YAO e
colaboradores (2004) utilizando a genipina como reticulante no desenvolvimento de
composito biodegradavel a base de gelatina e fosfato tricalcico mostra que a reacéo
de reticulagdo no compésito foi completa utilizando uma concentracdo de genipina
de 0,5%. No entanto, a concentragcdo de genipina deve ser < 0,5% para prevenir
citotoxicidade.

As procianidinas (PA), principais componentes das proantocianidinas, sao
polifendis naturais encontrados em frutas, vegetais, sementes, flores e cascas, e
atuam como agentes reticulantes naturais ainda pouco utilizados. Estas estédo
presentes em concentracdes relativamente importantes em frutos (uvas, macas, etc.)
bebidas derivadas, no cacau e chocolate, entre outros. As PAs constituem os
polifendis maioritarios das uvas encontrando-se na sua maioria nas sementes, nas
peliculas e no engaco. Eles sdo comumente adotados como antioxidantes naturais e
protetores cardiovasculares. PAs sao membros da categoria dos taninos
condensados, que compreendem estruturas altamente hidroxiladas que podem
formar complexos insoluveis com carboidratos e proteinas, conforme Figura 3.7
(SANTOS-BUELGA et al., 2000; SOUQUET et al., 1996; BRAVO, 1998; TEIXEIRA,
2002). Diferente do GTA, a reticulagao de proteinas com PAs envolve a formagao da
ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxila fendlico e a carbonila da amida da
proteina (DONGMO et al., 2001; BLAZSO et al., 1997).
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Figura 3.7- Estrutura representativa da procianidina. O “n” significa o numero de
unidades catequina (monémero). n = 1, oligbmero procianidina.

Fonte: YAMAKOSHI et al., 1999.

Han e colaboradores (2003) relataram em seu estudo que a PAs reticularam
eficientemente o colageno reduzindo as taxas de degradacao in vitro e in vivo. Os
ensaios de citotoxicidade revelaram que as PAs sédo cerca de 120 vezes menos
citotéxicos que o GTA e suas matrizes reticuladas promovem a proliferacao celular.
Kim e colaboradores (2005) utilizaram a procianidina como agente reticulante de
membranas quitosana/gelatina e os resultados exibiram membranas mais estaveis,
com reducdo do grau de intumescimento e taxa de degradacdo controlada, e com
propriedades mecéanicas superiores.

PAs originadas do extrato da semente de uva tém demonstrado promover
formacao 6ssea nos condilos mandibulares de ratos, aumentar a rigidez da dentina
desmineralizada e inibir a progressao de caries radiculares artificiais (ISHIKAWA et
al., 2005; BEDRAN-RUSSO et al., 2008; XIE et al., 2008).

Um estudo recente desenvolvido por He e colaboradores (2011) revelou que a
PA estabiliza o colageno. Os resultados dos ensaios realizados indicaram um
aumento da hidrofobicidade, diminuicdo da permeabilidade de vapor de agua e
aumento da estabilidade térmica dos filmes de colageno.

3.3.2 Ceramicas bioativas
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3.3.2.1 Fosfatos de Calcio

Os fosfatos de célcio estdo entre os materiais mais intensamente usados para
regeneracao de tecido 6sseo. Eles podem ser produzidos na forma de géis, pastas,
blocos sdlidos ou como matrizes porosas, com a ortopedia e odontologia sendo suas
principais areas de aplicacdo (TEIXEIRA et al, 2009). Esses materiais tém se
destacado entre as denominadas bioceramicas por ndao apresentarem toxicidade
local ou sistémica (biocompatibilidade), auséncia de respostas a corpo estranho ou
inflamagdes, aparente habilidade em interagir com o tecido hospedeiro e se
assemelham a composi¢ao do osso (MIAO et al., 2004).

Em cirurgias ortopédicas, essas ceramicas tém sido usadas para
preenchimento de defeitos ésseos em consequéncia da remogao de ossos doentes
ou defeituosos. Recobrimentos densos ou porosos de ceramica de fosfato de célcio
sao frequentemente aplicados em materiais de boa resisténcia mecanica para
fixacdo biolégica ou osseointegracdo de implantes de sustentacdo como hastes de
quadril e raizes de dentes artificiais, tais como os substratos metalicos. Ceramicas
porosas de fosfato de calcio estdo também desempenhando um importante papel no
tratamento de problemas 6sseos com o desenvolvimento da engenharia de tecidos
(SOARES, 2005).

A Hidroxiapatita (HA) e o fosfato tricalcico (TCP) sédo as fases mais
comumente utilizadas em aplicagbes biomédicas, por apresentar razdes
célcio/fésforo (Ca/P) semelhantes as do osso natural e também pela sua
estabilidade quando em contato com o ambiente fisiol6gico. Além desses materiais,
o fosfato de calcio bifasico HA/TCP e cimentos de fosfato de calcio tém sido
bastante empregados em sistemas de liberagdo controlada de farmacos ou como
arcabouco para tecidos celularizados (SOARES, 2005; RESWAN et al., 2006). Sabe-
se que cerca de 60% em peso do osso € composto de HA -Caio(PO4)e(OH)2 €
portanto é evidente o porque da HA e dos fosfatos de calcio relacionados (a-TCP e
B-TCP) estarem em intensa investigacdo como o0s maiores componentes dos
arcaboucos para a engenharia de tecido ésseo (BERTAZZO, 2004).

De forma geral, as bioceramicas de fosfato de calcio tém sido estudadas
segundo o0s seguintes aspectos: comportamento em estudos in vivo e
comportamento da interface fosfato de calcio/solu¢des ibnicas. Estes estudos tém

por objetivo investigar o comportamento destes materiais quando em contato com os
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fluidos presentes no organismo humano e, finalmente aspectos relacionados as
variacbes da estrutura cristalina e da composicao destes materiais, representados
principalmente pela razdo Ca/P, cristalinidade e presenga de outros ions além dos
ions calcio e fosfato (KAWACHI et al., 2000).

Os fosfatos de calcio para aplicacao biolégica podem ser definidos a partir da
relagdo atdbmica entre os atomos de calcio e fosforo - Ca/P. Esta relagédo varia de 0,5

a 2,0 e formam diferentes fases conforme Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Férmula e razdo Ca/P das fases de apatita.

Ca/P Nome Formula

2,0 Fosfato Tetracalcico (TeCP) Ca,O(POy):
1,67 Hidroxiapatita (HA) Cayo(PO4)s(OH)2
1,5 Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) Caz(POy)2 . NHO
1,5 Fosfato Tricélcico (a, o’, B, ) (TCP) Ca3(POy).
1,33 Fosfato Octacélcico (OCP) CagH,(PO4)6.5H.0O
1,0 Fosfato Dicalcico Dihidratado (DCPD) CaHPQO,.2H,0
1,0 Fosfato Dicalcico (DCP) CaHPO,

1,0 Pirofosfato de Calcio (CPP) CaP.0;

1,0 Pirofosfato de Calcio Dihidratado (CPPD) CaP,0,.2H.,0
0,7 Fosfato Heptacalcico (HCP) Caz(PsOqs)2
0,67 Dihidrogénio Fosfato Tetracalcico (TDHP) CasH,yPs040

0,5 Fosfato Monocalcico Monohidratado (MCPM) Ca(H2PO4)2.Hzo
0,5 Metafosfato de Calcio (a, B, y) (CMP) Ca(POs3),

Fonte: AOKI, 1991.

De forma genérica, as bioceramicas de fosfato de calcio degradam, com uma
velocidade dada pela seguinte ordem: CaHPO42H,O > CaHPO;s >
CagH2(PO4)e.5H0 > Cas(PO4)2 > Caio(PO4)e(OH)2. A reabsorgdo do material que
representa esta degradacao é causada pela dissolucao, que depende do produto de
solubilidade do material e do pH local no meio fisiologico, pela desintegracao fisica
em particulas menores e, ainda, por fatores bioldégicos, como a fagocitose, a
presenca de leucdcitos e de mediadores quimicos que causam a reducao do pH
local. Para Ca/P <1, a acidez e a solubilidade sdo extremamente altas, e ambos os
parametros decrescem substancialmente para relagbes Ca/P proximas de 1,67, que
é o valor da hidroxiapatita estequiométrica, Caio(PO4)s(OH)2 (VALLET-REGI;
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GONZALEZ CALBET, 2004). A velocidade de reabsorcdo pode aumentar com o
aumento da area superficial (Aps > Assiido poroso > Asslido denso), COM 0 decréscimo da
cristalinidade e no caso da hidroxiapatita, pela substituicio de COs* nos sitios de
fosfato e hidroxila e por Mg?*, Sr** nos sitios de calcio (AOKI, 1991).

Estas ceramicas podem ser produzidas por uma série complexa e demorada
de reacdes de sintese utilizando, principalmente, hidréxido ou carbonato de calcio e
acido fosforico. Ao final dessas reacoes de sintese, obtém-se as cerdmicas na forma
de um po, isto é, constituidas por um aglomerado de particulas em simples
justaposicdo, mantidas juntas por ligagdes muito fracas, resultando em baixas
propriedades mecanicas (ROSA et al., 2000). A sintese dos fosfatos de calcio tem
sido realizada por diferentes métodos, tais como, neutralizagéo, reagées no estado
sélido, método hidrotermal, processo sol-gel, micro-emulsdo, microondas (FINISIE,
2001; HAN et al., 2006). Especificamente, a sintese dos pos de fosfato de calcio
pelo método de neutralizacdo é considerada uma técnica versétil, pela possibilidade
de obtencdo de p6s com diferentes morfologias através de variagbes nos parametros
de processo, tais como atmosfera, tipo de agitacdo e velocidade, taxa de
precipitacao, tempo de envelhecimento, processo de secagem, etc. Portanto, o pé
pode ser utilizado em diferentes aplicacdes de acordo com os aspectos morfoldgicos
(MARCHI et al., 2009).

Dentre as ceramicas de fosfato de calcio, a hidroxiapatita (HA), com razéo
Ca/P igual a 1,67, por ser o principal componente presente na fase mineral dos
0ss0s e dentes €, sem duvida, a mais estudada e a mais utilizada para as finalidades
clinicas. Essa ceramica é termodinamicamente estavel em pH fisiolégico e participa
ativamente das ligacbes 6sseas, formando forte ligagdo quimica com o tecido 6sseo
(VAZ et al., 2006; ROSSI et al.,2006). A HA cuja estrutura quimica é representada
pela formula [Ca10(PO4)s(OH)2] (VITAL et al., 2006; BILLOTTE, 2006) apresenta alta
cristalinidade e auséncia de carbonato, resultando em uma lenta taxa de
biodegradacdo em comparagdo com o mineral 6sseo nanocristalino (TADIC et al.,

2004). A Figura 3.8 apresenta a estrutura cristalina da hidroxiapatita.
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Figura 3.8 — Projecao no plano (001) da estrutura da hidroxiapatita.
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Fonte: EICHERT et al., 2009.

A familia apatita desse mineral, cuja formula geral é [A10(BO4)sX2], cristaliza
dentro de prismas hexagonais rdmbicos com dimensdes da célula unitaria a = 9.432
A e c=6.881 A. Diversos elementos podem ocupar os sitios A, B e X como mostra a
Tabela 3.2 (AOKI, 1991).

Tabela 3.2 - Grupos substituintes dos sitios da apatita.

Sitios Elementos substituintes
A Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, etc

B P, V, As, S, Si, Ge, CO5?, etc
X F, Cl, OH, O, Br, CO4?, etc

Fonte: VALLET-REGIi e GONZALEZ-CALBET, 2004.

Essa similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos ésseos tornou a
hidroxiapatita um dos materiais mais biocompativeis conhecidos, favorecendo o
crescimento 6sseo para os locais em que ela se encontra (osteocondutor),
estabelecendo ligagbes entre a hidroxiapatita e o tecido 6sseo (bioativo), permitindo
a proliferagéo de fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas, sendo que as

células nao distinguem entre a hidroxiapatita e a superficie 6ssea, o que indica a
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grande similaridade quimica superficial (VOLKMER et al., 2006). A superficie da
hidroxiapatita permite a interacdo de ligacbes do tipo dipolo, fazendo com que
moléculas de agua e também proteinas e colageno sejam adsorvidos na superficie
induzindo assim, a regeneracao tecidual (SALEH et al., 2004).

3.4 Processamento de arcaboucos para engenharia de tecidos

Na confeccao de arcaboucos tridimensionais porosos biodegradaveis muitos
métodos foram desenvolvidos para aplicagdo na engenharia de tecidos, incluindo a
injecdo de gas (gas-foaming), a impressao tridimensional, separacao de fases por
inducdo térmica, eletrofiacdo (eletrospinning) e freeze-drying. Arcaboucos de
biomateriais naturais sao geralmente preparados por freeze-drying, processo que se
mostra eficaz para materiais termo-sensiveis e que se dissolvem em meio aquoso
(MOONEY et al. 1996; SHERWOOD et al., 2002; LEE et al., 2005; MA; ZHANG,
2001; PATIST et al., 2004; MCCAM et al., 2006).

3.4.1 Freeze- Drying

O processo freeze-drying, também conhecido como liofilizacdo, € um
processo industrial que consiste na remoc¢do de agua de amostras congeladas
através de sublimacdo e dessorgcédo utilizando-se baixas temperaturas de secagem
sob vacuo. E uma técnica comumente utilizada por muitos autores para confecgdo
de arcabougos porosos, com porosidade acima de 90%, e tem a vantagem de
estabilizar e preservar bioprodutos termo-sensiveis. Além destas vantagens, a
liofilizacdo permite a utilizagdo de solugbes aquosas, e a utilizacdo de cristais de
gelo como modelo porogénico, sendo considerado verde e sustentavel,
particularmente benéfico para aplicacdes biolégicas. O processo de remocao do
solvente ndo traz impurezas para as amostras e um processo de purificacdo
adicional nao se faz necessario (LIAPIS et al., 1996; QIAN; ZHANG, 2010).

Durante a etapa de congelamento, os cristais do solvente crescem e as
moléculas do soluto sdo excluidas até a amostra congelar completamente. Alterando
variaveis de congelamento, tais como, a temperatura de congelamento,

concentracdo da solucgao, tipo de solvente, e a direcdo do congelamento € possivel
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produzir materiais com uma riqueza de morfologias dos poros e nanoestruturas
(QIAN eo ZHANG, 2010). A estrutura dos poros obtida € uma réplica de dendritos de
cristais de gelo emaranhados no final da solidificacdo; o diametro, forma e
interconectividade dos poros sao regulados pelo tamanho e morfologia de cristais de
gelo (YUNOKI et al., 2006; O'BRIEN et al., 2004). A representacdo do processo de
liofilizacao esta demonstrada na Figura 3.9.

Figura 3.9- Representacao esquematica do processo de congelamento direcional.
Cristais de gelo crescem em uma direcdo e 0s solutos (tais como particulas,
moléculas poliméricas ou misturas destas) sdo excluidas e solidificadas entre os
cristais.
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Fonte: Adaptado de ZHANG e COOPER, 2007.

Malafaya e Reis (2003) desenvolveram arcaboucos bioativos quitosana/HA
utiizando o método freeze-driying. Em outro estudo, (OLIVEIRA et al., 2006) foram
desenvolvidos arcabougos bicamadas quitosana e HA para aplicagcdo osteocondral,
onde a morfologia dos poros da camada de quitosana foi induzida por freeze-drying.

Deville e colaboradores (2008) produziram arcaboucos porosos de HA para
regeneracao Ossea com elevada resisténcia mecanica utilizando o processo de
freeze-drying. Os materiais apresentaram conectividade bem definida entre os poros
e uma porosidade completamente aberta e varios parametros que afetam a
porosidade e resisténcia a compressao foram investigados, incluindo concentracao
da pasta ceramica inicial, taxa de congelamento e condi¢des de sinterizagao.
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No estudo de Wu e colaboradores (2009) a gelatina foi escolhida como
material de partida para preparacdo de arcabougos com estrutura orientada
microtubular, para aplicagdo na engenharia de tecidos, utilizando o método freeze-
drying unidirecional. Os resultados exibiram arcabougos com porosidade acima de
98% e poros com largura e comprimento de 50-100 pm e 100-500 pm,

respectivamente.



47

CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS




48

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analitico (P.A.) e agua
destilada foi utilizada em todas as solugdes.

Para preparacdo dos arcabougos foram empregados: Quitosana em pé
(massa molar (MW) = 190.000-310.000 g/mol, GD=75-85%, viscosidade = 200-
800 cP, Sigma Aldrich); Gelatina de pele suina (G2500 — Tipo A, ~ 300g bloom) foi
adquirida da Sigma Aldrich; Acido acético glacial (VETEC); O &cido fosférico e
hidréxido de calcio (VETEC).

Para ajuste de pH e reticulacdo dos arcabougos foram utilizados: Alcool Etilico
Absoluto (VETEC); Extrato de semente de uva (vitis vinifera) (Unido Vegetal);
Glutaraldeido a 25% (Sigma Aldrich).

Para caracterizacdo da degradacéao in vitro dos arcaboucgos foram utilizados:
Lisozima de ovo de galinha (~70000 Units/mg) e Tampao fosfato salino (PBS) pH
7,4.

Para caracterizacdo biologica in vitro dos arcaboucos foram utilizados:
Tioglicolato de sédio (Difco Lab. LTDA), MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazélio, Across Organics), LPS (Lipopolissacarideo bacteriano derivado
de E. coli, Sigma Aldrich), Isopropanol (Mallinckrodt); Camundongos machos Swiss,
procedentes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica),
UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) Sao Paulo.

4.2 Local da Pesquisa

- Obtencao e caracterizacao fisico-quimica e microestrutural

Realizadas no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais —
CERTBIO, localizado no Bloco CJ3, na Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG.
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- Caracterizacao Mecanica

Realizada no Laboratério Multidisciplinar de Materiais e Estruturas Ativas —
LAMMEA da Unidade Académica de Engenharia Mecénica (UAEM) da UFCG.

- Caracterizacao bioldgica

Realizada no Laboratério de Imunologia Clinica, localizado na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, na Universidade Estadual Paulista “Julio

Mesquita Filho”.

4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Etapas de desenvolvimento da pesquisa

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo das matérias primas, quitosana,
gelatina e hidroxiapatita, formadores dos arcaboucos. Em seguida, os arcaboucos
compoésitos Quitosana (Q)/Gelatina (G) e QG/Hidroxiapatita (HA) foram produzidos
com e sem reticulagédo por procianidina (PA) para aplicagao potencial na engenharia
de tecidos e foram caracterizados por analises fisico-quimicas, mecanicas e
biolégicas. Procurou-se com estes testes o conhecimento das propriedades dos
materiais sintetizados e a verificagdo da similaridade com as propriedades do tecido
0sseo. Na Figura 4.1 estao relacionadas as etapas desenvolvidas neste trabalho.



Figura 4.1 — Fluxograma das etapas de desenvolvimento da pesquisa
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4.3.2 Preparacao dos arcaboucos Quitosana (Q)/Gelatina (G)

Os arcaboucos Q/G foram preparados utilizando o processo de separagao de
fase sélido-liquido e subsequente sublimacédo do solvente, conhecido como freeze
drying ou pré-congelamento e liofilizagdo. Recentemente, esse processo tem atraido
grande atencdo como uma das alternativas para fabricacdo de arcaboucos, por
possibilitar a obtengdo de estruturas tridimensionais porosas com canais porosos
interconectados. Essa arquitetura € produzida através da remogéo do solvente ou
veiculo congelado da estrutura via sublimacéo (LEE et al., 2007).

Inicialmente, foram preparadas as solugdes de quitosana e gelatina. A
solucdo de quitosana foi preparada a partir da dissolucdo do p6 de quitosana em
uma solugdo de &cido acético (1% v/v), para uma concentracdo final da solugéo
polimérica 2% (m/v) em acido acético, sob agitacdo magnética em temperatura
ambiente por 24 horas. Em seguida, o material insoltvel foi removido por filtragéo a
Vacuo.

A solucdo de gelatina foi preparada através da sua dissolucdo em agua
destilada para obtenc&o de concentracdes finais de 2, 5 e 10% (m/v), sob agitacao
magnética e aquecimento em temperatura de 40°C até dissolucao.

As solucbes foram misturadas em agitador magnético por 2 horas na
proporcao Q/G (1:1), vertidas em placas de petri de poliestireno (d = 60 mm, altura =
15 mm) e rapidamente transferidas para um freezer a -18°C para solidificar o
solvente e induzir a separacao das fases sélido-liquido. As misturas solidificadas
foram mantidas nessa temperatura por 48 horas, e em seguida transferidas para o
recipiente do liofilizador (Modelo Bandeja - USV-01/UFCG). As amostras foram
finalmente liofilizadas durante 48 horas, resultando em materiais esponjosos que
foram armazenados em um dessecador até a etapa de caracterizagdo. As amostras
dos arcabougos Q/G foram identificadas conforme indicado na Tabela 4.1. A Figura
4.2 exibe as solucbes poliméricas utilizadas neste estudo para preparacdo dos

arcaboucos.
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Tabela 4.1 — Identificacdo dos arcaboucos Q/G

Quitosana (m/v) Gelatina (m/v) ARCABOUCOS

2% - Q
2% 2% QG2
2% 5% QG5
2% 10% QG10

Figura 4.2 — (a) solugé@o de quitosana, (b) solugdo gelatina, (c) mistura das solu¢oes
Q/G (1:1) e (d) solugéo vertida em placa de petri.

4.3.3. Preparacao de arcaboucos Quitosana (Q)/ Gelatina (G) reticulados

A procianidina (PA) foi utilizada para reticular os arcabougos Q/G com o
objetivo de diminuir a solubilidade da gelatina e consequentemente aumentar a
estabilidade do arcabougo em meio aquoso na temperatura corpérea humana de
37°C. A solucao de procianidina foi preparada a partir da dissolu¢ao do p6 de extrato
de semente de uva em agua destilada, para uma concentracao final da solucédo de
0,5, 1 e 5%, sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 2 horas. Em
seguida o material insoltvel foi removido por filtracdo a vacuo. As solucées de PA
foram adicionadas a solugdo QG e misturadas em agitador magnético a temperatura
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de 40°C por 30 minutos. A solugédo de PA foi adicionada na proporgéo de 1 mL por
grama de polimero contido na solugéo.

Com o intuito de comparagao, o glutaraldeido (GA), agente de reticulagao
intensamente aplicado na estabilizacdo de biomateriais poliméricos a base de
colageno, também foi utilizado como agente reticulante dos arcaboucos QG. Uma
solucdo de GTA com concentracdo de 0,5% em &gua destilada foi adicionada a
solugdo QG e misturada rapidamente para evitar a gelatinizagcao ainda no recipiente
de mistura. Por fim, as solugdes finais foram vertidas em placas de petri e seguiram
0 mesmo procedimento de congelamento e liofilizacéao.

Neste estudo as composicoes selecionadas para confeccao dos arcabougos
foram QG5 e QG10. A Tabela 4.2 apresenta a identificagdo dos arcaboucgos

reticulados.

Tabela 4.2 — Identificacao dos arcaboucos QG reticulados.

ARCABOUCOS QG RETICULADOS

QG5/PA0,5 QG10/PA0,5
QG5/PA1 QG10/PAT
QG5/PA5 QG10/PA5

QG5/GA0,5 QG10/GAO0,5

Figura 4.3 - (a) Extrato de semente de uva, (b) Solugdo do extrato em meio aquoso e

(c) arcabouco reticulado.
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4.3.4 Preparacao de Arcaboucos Quitosana (Q)/Gelatina (G)/ Hidroxiapatita
(HA)

4.3.4.1 Co-precipitacdo da HA na solugcao polimérica

A HA foi precipitada in situ na presenga da solugéao quitosana/gelatina (QG). A
referida solugdo foi dividida em duas partes iguais para adicdo dos precursores
utilizados para a sintese da HA, o hidréxido de calcio e o acido fosforico, formando
dois tipos de solugcdo: Quitosana/Gelatina/H3sPO4 e Quitosana/Gelatina/Ca(OH)s,
como ilustrado na Figura 4.4. Em ambas as solucdes, os precursores foram
adicionados sob agitacao constante e temperatura de 40°C durante 2 horas, para
interacdo entre as fases. Em seguida, a solucdo Quitosana/Gelatina/HsPO, foi
adicionada lentamente (gotejamento) a solu¢cdo Quitosana/Gelatina/Ca(OH).. A
razdo de QG, Ca(OH). e H3PO, foi calculada estequiometricamente para obter
arcaboucos com composicdes finais QG:HA variadas, 30:70, 50:50 e 70:30, como

apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3- Identificagdo dos arcaboucgos compdésitos QG/HA

ARCABOUCOS

QG2/30HA QG5/30HA  QG10/30HA
QG2/50HA QG5/50HA  QG10/50HA
QG2/70HA QG5/70HA  QG10/70HA

Figura 4.4 — Esquema ilustrando o processo de obtencdo dos arcaboucos
compositos QG/HA.
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4.3.4.2 Preparacao de arcaboucos compositos Quitosana (Q)/Gelatina
(G)/Hidroxiapatitta (HA) reticulados

O processo de reticulacdo dos arcabougos compoésitos QG/HA seguiu os
mesmos procedimentos descritos no item 4.4.3.1, com adicdo dos agentes
reticulantes apds o processo de co-precipitacdo da HA. Neste estudo as
composi¢cdes selecionadas para confeccdo dos arcabougos foram QG5/30HA e
QG10/30HA. A Tabela 4.4 apresenta a identificacdo dos arcaboucos reticulados.

Tabela 4.4- Identificagdo dos arcabougos compadsitos QG/HA reticulados.

ARCABOUCOS QG/HA RETICULADOS

QG5/30HA/PAO,5 QG10/30HA/PA0,5
QG5/30HA/PA1 QG10/30HA/PA1
QG5/30HA/PAS QG10/30HA/PAS5

QG5/30HA/GAO0,5 QG10/30HA/GA0,5

4.3.5 Neutralizacao dos arcaboucos compadsitos

Com o objetivo de adequar o valor do pH dos arcaboucos obtidos aqueles
recomendados para avaliacdo do comportamento do material in vitro, as amostras
foram neutralizadas. Para isso, os arcaboucos foram imersos em Alcool etilico
absoluto pelo periodo de 1 hora, congelados novamente e liofilizados durante 48
horas. Os procedimentos realizados nessa etapa seguiram estudo previamente
reportado pelo grupo de Biomateriais — CERTBIO (SAMPAIO, 2012).

4.4 Técnicas de caracterizacao

4.4.1 Difracao de raios-X (DRX)

As matérias primas na forma de p0, quitosana e gelatina, e as amostras dos
arcabougos foram submetidas a analise por difragdo de raios X (DRX) em um
difratdbmetro SHIMADZU (modelo XRD 6000) com varredura angular variando de 10°
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a 70° com passo de 0,06°/min, na montagem de Bragg-Brentano, sistema 0-260,

utilizando radiacao de Cuka na tensao de 40kV e corrente 30mA.

4.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR em modo de absorbancia foi utilizada para caracterizar os
materiais de partida, quitosana, gelatina, o agente reticulante (PA) e a interacao
entre a fase inorganica (HA) e os biopolimeros. As amostras foram obtidas a partir
das matérias-primas em po, e de secgdes dos arcabougos produzidos. A analise foi
realizada em um espectrometro AVATAR TM 360 ESP Nicolet (UAEMa/CCT/UFCG),

com varredura de 4000 a 650 cm-1.

4.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As microestruturas dos arcaboucos compédsitos foram observadas
utilizando um microscopio eletrénico de varredura (MEV, TM-1000, HITACHI), a
partir da analise de sec¢des longitudinais e transversais obtidas.

Além disso, o diametro médio de poro foi determinado seguindo o método
descrito por Yin et al. (2003): foram medidos a largura e 0 comprimento dos poros a
partir das micrografias de MEV dos arcaboucgos, sendo o didmetro médio de poro
determinado através da expressdo d =VI.h, onde / e h sdo o comprimento e a
largura média dos poros, respectivamente. Imagens representativas de cada
amostra foram usadas, e as medic¢des foram realizadas em pelo menos 12 poros por

amostra.

4.4.4 Resisténcia a compressao

Os testes de compressédo foram realizados em uma maquina universal de
ensaios eletromecanicos (Instron, modelo 5582, capacidade de 100 kN) em
amostras com formato cilindrico com razdo didmetro/espessura de
aproximadamente 2 com taxa de deformacéo constante de 5mm/min. A resisténcia a

compressao foi calculada a partir da divisdo entre a tensdo maxima e a area original.
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Cinco amostras foram testadas e o valor médio da resisténcia com o seu respectivo

desvio foi calculado para 10% de deformagéo.

Figura 4.5 — Ensaio de compressao dos arcaboucos.

4.4.5 Grau de Intumescimento

O ensaio de avaliacdo do Grau de Intumescimento € aplicado no intuito de
investigar o comportamento do material durante a imersdo e permanéncia em
solugbes aquosas de concentragdo idnica similar a do plasma sanguineo.

Para realizacao deste ensaio os arcabougos foram imersos em PBS (pH 7.4).
As amostras foram cortadas, pesadas e inseridas na referida solucao, utilizadas em
triplicata. Apds o periodo pré-determinado (24h), os arcabougos foram retirados, a
agua adsorvida na superficie foi removida através de papel de filtro e o peso umido
foi registrado. O grau de intumescimento foi determinado pela equacao 2.

Grau de Intumescimento = % x 100 (%) (2)
0

sendo M, a massa da amostra seca e Ms a massa intumescida.

4.4.6 Ensaio de biodegradacao in vitro enzimatica

Empregou-se como base neste ensaio as normas ASTM F1635-04 Standard
Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer
Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-01
Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting
Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products
Applications (2007). Para realizagcao desse estudo, as amostras foram divididas em
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dois grupos: no primeiro grupo os arcaboucos foram imersos em solucdo de
lisozima/Phosphate Buffered Saline — PBS com concentraca