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RESUMO

A engenharia de tecidos € um campo que aplica os principios de engenharia e
ciéncias biolégicas para desenvolver substitutos bioldgicos que restauram, mantém
ou melhoram o tecido ou a fungcdo do 6rgdo por inteiro. A presente tese estudou
arcaboucos (scaffolds) produzidos com celulose bacteriana/fosfato de calcio voltados
para a regeneracdo Ossea. Foram analisados a modificacdo do processo de
fermentacao da celulose bacteriana com moléculas naturais (sulfato de condroitina e
acido hilaurénico), modificacdes fisicas superficiais empregando-se irradiacédo
gamma na celulose bacteriana e método biomimético para formacao de fosfato de
calcio na superficie da membrana, posteriormente foram testados os biomateriais
com células do ovario de hamster chineses (CHO-K1 cells). A modificacdo com
moléculas naturais alterou a carga superficial e a cristalinidade das membranas, a
modificacdo fisica alterou também propriedades fisico-quimicas de superficie,
interferindo no processo de deposicdo de fosfato de calcio. Os fosfatos de célcio
testados pelo método biomimético (SBFs 1 e 3), tiveram resultados melhores quanto
a sua incorporacao na superfice das membranas nao irradiadas de celulose

bacteriana e seus hanocompositos.

Palavras-chave: Biomateriais, celulose bacteriana, Fosfato de calcio, Método

Biomimético, células.



ABSTRACT

Tissue engineering is a field that applies the principles of engineering and life
sciences to develop biological substitutes that restore maintain or improve tissue or
organ function entirely. This research project studied scaffolds with bacterial
cellulose/ calcium phosphate for bone regeneration. The modification of fermentation
process of bacterial cellulose with natural polymers (chondroitin sulfate and
hyaluronic acid) were analyzed, besides it was analyzed surface physical
modifications with gamma irradiation on the bacterial cellulose and biomimetic
process to produce calcium phosphate on bacterial cellulose surface. After it was
analyzed with CHO-k1 cells. The modification with natural molecules changed
surface charge and crystallinity of the membranes, physical modification changed the
amount of water in the material, making it more hydrophobic and interfering in
calcium phosphate deposition process. Calcium phosphates tested by biomimetic
method (SBFS 1 and 3) has better results as their incorporation on non-irradiated

bacterial cellulose membranes and its nanocomposites.

Keywords: Biomaterials, bacterial cellulose, Calcium Phosphate, Biomimetic
Method, cells.
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Introdugdo

1.1 Biomateriais
1.1.1 DefinicGes e Dados Econémicos

Os Biomateriais sdo considerados como produtos para serem utilizados nos
seres humanos com a finalidade de tratamento ou alivio de uma lesdo, e também
para a substituicdo anatdbmica ou de um processo fisioldgico. Por isso, incluem
qualquer produto natural, sintético e natural modificado que pode ser utilizado como
um dispositivo médico. Assim, compreendem 0s materiais empregados em implantes
até os utilizados na fabricac@o de instrumentos meédicos e cirdrgicos que entram em
contato com o organismo.!

O desenvolvimento de materiais para reparo de tecidos ou substituicdo de
orgdos vem ganhando destaque pelo avanco das pesquisas no campo de
biomateriais, contribuindo para a melhoria da qualidade e expectativa de vida da
populacgéo.?

Na atualidade, existe um numero significativo de biomateriais metélicos,
ceramicos, poliméricos e compositos para utilizacdo nos diversos campos da
Odontologia e Medicina. A experiéncia com Biomateriais representa um grande
avanco nestas areas, mas ainda requer estudos aprofundados conclusivos no
organismo humano.?

Para que um material seja aceito para aplicacdo como Biomaterial deve ser
submetido a uma série de ensaios, rigidamente controlados de acordo com a norma
ISO 10993, que exige o cumprimento de normas relacionadas com o carater ndo
toxico, ndo carcinogénico, e sem efeitos adversos no organismo.?

A medicina € uma ciéncia em constante evolugdo. O surgimento de novas
tecnologias avanca numa velocidade alta com tratamentos ou procedimentos
sofisticados para a preservacdo e manutencédo da saude da populacdo de um modo
geral.

Os numeros do setor mostram que, atualmente, existem cerca de 8 mil tipos
de dispositivos médicos (Global Medical Devices Nomenclatura - GMDN) e, em
2000, havia no mercado cerca de 1,5 milhdo de produtos diferentes (Fonte: OMS).
Nos EUA, maior mercado consumidor, 8.000 novos produtos meédicos sao lancados
a cada ano. No Brasil, que representa apenas 1,2% do mercado mundial, sé&o
lancados 2.000 novos produtos por ano (fonte: ANVISA). Dentre as empresas
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presentes no pais, 58,2% séo consideradas de médio porte, possuindo uma média
de R$1,2 a 15 milhdes de faturamento anual. Trata-se de setor caracterizado pela
alta participacdo de empresas de capital nacional e no qual a competicdo é
fortemente pautada pela capacidade de inovacéo e diferenciacdo de produtos.*

Fosfatos de calcio (CaP) ou ceramicas fosfo-célcicas sao opgbes ao uso de 0sso
autologo, materiais provenientes de banco de ossos e principalmente ao uso de
enxertos de origem animal.®

Dentre todos os fosfatos calcicos, a hidroxiapatita possui a menor taxa de
biodegradacdo em solucdo aquosa, ou seja, reabsorcdo pelo organismo animal.
Sendo o principal constituinte mineral da estrutura 6ssea, a hidroxiapatita vem sendo
extensivamente estudada e utilizada como material para a inclusdo permanente em
estruturas 6sseas defeituosas ou andmalas nas cirurgias de reparacdo O0ssea em
funcdo sua performance como biomaterial.®

Diversas técnicas de modificacdo da superficie de implantes cirargicos foram
desenvolvidas no sentido de otimizar a adesao do tecido 0sseo e conseqiientemente
a fixacdo do implante ao osso. Dentre essas, destacam-se 0S processos de
deposicdo de revestimentos em implantes que aliam caracteristicas superficiais
especificas do revestimento com propriedades estruturais do substrato. Para isto,
tem sido recomendado o uso de revestimento de hidroxiapatita que acelera o
periodo de fixacdo 6éssea e aumenta a longevidade do implante cirtrgico.’

Dentre estes biomateriais, os a base de ceramicas tém merecido destaque,
pois as bioceramicas apresentam baixa toxicidade local ou sistémica, auséncia de
respostas a corpo estranho ou inflamacdes e habilidade em integrar-se ao tecido
hospedeiro. Outros biomateriais sdo o0s biopolimeros a base de quitosana,
poliuretana (PU), &cido polilactico e glicélico (PLGA) e dentre estes a celulose
bacteriana produzida por Acetobacter xylinum.8?°

Nesse panorama a proposta principal da tese, é disponibilizar scaffolds de maior
gualidade baseados em celulose para a sociedade. O rapido desenvolvimento
tecnologico permitiu grandes avangos nessa area, aumentando a eficacia dos
implantes dentarios, representando um importante papel na reconstrucao funcional
/estética do paciente. Desta forma, o constante avan¢o da implantodontia tem dado
incentivo a pesquisa de biomateriais para esse fim, bem como das reacdes que

ocorrem na interface tecido-implante.1°
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O setor de fabricagdo de produtos médicos, hospitalares e odontolégicos tem
grande relevancia, quando analisado sob o ponto de vista da politica de saude no
pais e das perspectivas econémicas e de mercado para as empresas fabricantes,
como, também, das possibilidades de desenvolvimento tecnolégico nacional.

Com isso existe uma tendéncia natural apoiada pelo governo de que as
empresas ja existentes se reciclem e se especializem mais, bem como a nucleacéo
de novas empresas com novas tecnologias. Dentro desse segmento, a inovacao € o
grande diferencial além do melhoramento continuo, sempre buscando a agregar
tecnologias e servi¢cos ao seu leque de produto.

Além disso, a multidisciplinaridade e a intensa interacdo do setor com outras
areas do conhecimento apontam tendéncias tecnologicas de criacao de dispositivos
inteligentes, produtos minimamente invasivos, biotecnologia, produtos combinados
(produtos meédicos + farmacos), oOrgdos artificiais, tecnologia da informacdo e
produtos para uso doméstico.

1.1.2 Resposta dos biomateriais no corpo humano

A resposta do meio biolégico aos biomateriais é o estabelecimento de uma
ligagédo interfacial entre o implante e o tecido vivo, sem a interposi¢cdo de tecido
fibroso, denominada Fixacéo Bioativa. Uma importante vantagem da fixacao bioativa
€ que a ligacao do implante com o tecido 6sseo pode alcancar uma resisténcia igual
ou superior a existente no préprio 0sso, num intervalo de 3 a 6 meses.

Apesar dos grandes avanc¢os ocorridos nos ultimos anos, poucos biomateriais
podem substituir completamente todas as func¢des bioldgicas, faltando importantes
caracteristicas dos tecidos vivos: capacidade de autoreparagdo, de manter o fluxo
sanguineo e de modificar suas estruturas e propriedades para responder a estimulos
externos. De acordo com Ratner et al.'' a nova geracdo de Biomateriais €&
desenvolvida baseando-se no conhecimento de inflamacdo e cicatrizacdo, na
modificacdo da superficie dos dispositivos ja existentes para minimizar a rejeicdo do
corpo estranho, e no desenvolvimento de processos que auxiliem a regeneracéo e a
formacdo de novo tecido. Dessa forma, o desafio futuro € desenvolver novos

biomateriais que sejam capazes de regenerar tecidos.
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1.1.3 Biomateriais Utilizados para Regeneracgéo Ossea

Os primeiros materiais utilizados para a substituicdo do tecido 6sseo foram os
materiais metalicos, devido as suas propriedades mecanicas. As desvantagens
incluem corrosdo, alta densidade, liberacdo de ions que podem causar reacdes
adversas e modulo de elasticidade superior ao do tecido 6sseo natural. A diferenca
de modulo de elasticidade entre um implante e o tecido 6sseo pode causar a perda
0ssea, denominada ostedlise, na interface osso-implante, levando a instabilidade e,
futuramente, a falha do implante.1213.14

Quando comparadas aos materiais metalicos, 0os materiais ceramicos sao
considerados materiais aptos para a reposicdo Ossea. Propriedades como
resisténcia a corrosao e elevada resisténcia a compressdo fazem com que o0s
materiais ceramicos sejam utilizados como substitutos 6sseos.?

Materiais ceramicos convencionais como a Alumina (6xido de aluminio)
apresentam propriedades mecanicas, resisténcia ao desgaste, e estabilidade com o
meio biol6gico.314

Ceramicas baseadas em fosfatos de célcio, especialmente Hidroxiapatita e o
B-fosfato tricalcico (B-TCP), s@o extensivamente utilizadas para substituicdo do
tecido 6sseo devido a sua similaridade com este tecido, que lhe conferem excelente
propriedades osteocondutivas, possibilitando a regeneracao tecidual. Apesar das
vantagens dos materiais ceramicos em relacdo aos metalicos, o emprego destes
materiais como substituto 6sseo € limitado devido a baixa resisténcia a fratura e alta
densidade.

O recobrimento de superficies metalicas com Hidroxiapatita tem sido uma
alternativa utilizada nos udltimos 40 anos para conciliar as propriedades
osteocondutivas das bioceramicas com a resisténcia mecanica dos metais.'21314

O desenvolvimento de biomateriais compdsitos analogos ao 0Sso iniciou-se
em 1980 por Bonfield et al.®® com a incorporacdo de particulas ceramicas em
biopolimeros. Como o principal reforco no osso € a Hidroxiapatita envolvida no

colageno, entdo pareceu razoavel obter um compésito utilizando o mesmo reforco.
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1.1.4 Materiais ceramicos

Os materiais ceramicos a base de fosfato de calcio apresentam baixa
resisténcia mecanica e alta absorcdo pelo organismo o que resulta em uma eficiente
fragmentagdo e posterior degradacdo dos mesmos.® Dentre estes materiais, o
fosfato octacalcio — OCP [CasH2(POa4)s.5H20], monohidrogénio fosfato de calcio
dihidratado — DCPD [CaHPO4.2H20], hidroxiapatita deficiente em célcio, também
denominado de fosfato de calcio amorfo — ACP [Cas(POa4)2.nH20] e hidroxiapatita
(HA) — Ca10(PO4)s(OH)2 e fosfato tricalcio — TCP [Caz(POa)2].

Os fosfatos de célcio tém despertado interesses nas areas de Medicina
Regenerativa e Engenharia de Tecido pois desempenham um importante papel
como biomateriais devido sua capacidade de promover ligacfes interfaciais entre
implante e tecido 6sseo facilitando sua integracéo, além de favorecer o processo de
diferenciacdo de células osteoblasticas.1®

Os fosfatos de calcio estdo entre os materiais utilizados para a reposicéao e
regeneracdo Ossea por apresentarem baixa toxicidade local e respostas
inflamatérias. Tais caracteristicas sdo explicadas pela natureza quimica destes
materiais que, por serem formados basicamente por ions calcio e fosfato, participam
ativamente do equilibrio idnico com o fluido biolégico.!” Os fosfatos de célcio sdo
hoje utilizados numa variedade de diferentes aplicacbes para o tratamento de
problemas 6sseos, incluindo como recobrimento de proteses e na associagcdo com
materiais poliméricos, tais como colageno e polietileno.!8

Uma forma conveniente de classificar os fosfatos de célcio € através da razéo
molar entre os atomos de célcio e fosforo (razdo Ca/P), a qual varia de 0,5 a 2,0,
conforme mostra a tabela 1. De forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor sera
a solubilidade, principalmente devido a ligacdo Ca-P ser diferente (esta presente em

fosfato de céalcio com maiores razdo Ca/P) da a ligagao P-OH.
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Tabela 1: Razao Ca/P dos fosfatos de calcio.?

Fosfato de Calcio Férmula Quimica Ca/P
Hidroxiapatita (HA) Cai0(PO4)s(OH)2 1,67
Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) Cas(POa4)2 . nH20 1,5
Fosfato tricélcico (a, o, B, ) (TCP) Cas(POa)2 1,5
Fosfato octacalcico (OCP) CasH2(P0O4)s.5H20 1,33
Monohidrogénio fosfato de célcio CaHPO4.2H20 1,0
dihidratado (DCPD)
Monohidrogénio fosfato de célcio CaHPOq4 1,0
(DCP)
Pirofosfato de calcio (CPP) CazP207 1,0
Pirofosfato de célcio dihidratado CazP207.2H20 1,0
(CPPD)
Fosfato Heptacalcico (HCP) Car(PsO1s)2 0,7
Dihidrogénio fosfato tetracalcico CaaH2Ps020 0,67
(TDHP)
Fosfato Monocélcico Monohidratado Ca(H2P04)2.Hz20 0,5
(MCPM)
Metafosfato de calcio (o, B, y) (CMP) Ca(POs3)2 0,5

Devido as semelhancas quimica e estrutural com a fase mineral de 0ssos e
dentes, a HA é o fosfato de calcio mais pesquisado e utilizado como biomaterial.
Contudo, outros fosfatos de calcio também s&o considerados de interesse biologico,
pois ocorrem em calcificacdes normais e patologicas e durante as diferentes etapas
de desenvolvimento 6sseo.'® A tabela 2 relaciona diversos fosfatos de célcio e suas

ocorréncias em sistemas biolégicos.



25

Tabela 2: Ocorréncias de fosfatos de célcio em sistemas biolégicos.*®

Fosfato de Calcio

Ocorréncias

Hidroxiapatita (HA)

Esmalte, dentina, 0osso, calculo dentario
e urinario.

Fosfato de Calcio Amorfo (ACP)

Céalculo dentario e urinario.

Fosfato octacalcico (OCP)

Célculo dentério e urinario.

Monohidrogénio fosfato de calcio
dihidratado (DCPD)

Célculo dentario, ossos decompostos.

Fosfato tricélcico (TCP)

Célculo dentério e urinario, caries
dentarias. Calcificacdo de tecido mole.

Pirofosfato de calcio dihidratado
(CPPD)

Depésitos de pseudo-gotas em fluidos.

1.2 Fosfatos de Célcio Relevantes para area Médica

1.2.1 Hidroxiapatita:

A Hidroxiapatita esta presente em 0ssos e dentes de todos os vertebrados,

representando 5% do peso total de um individuo adulto. Representa 55% da

composicdo de 0ssos, 96% da composi¢cdo do esmalte dentério e 70% da dentina. A

tabela 3 apresenta a composicao inorganica de 0ssos e dentes.

Tabela 3: Composicéo inorganica de ossos e dentes.?

Dente
Elementos Osso (%) Dentina (%) Esmalte (%)

Ca 34 35 37

P 15 16 17
Mg 0,5 1 0,4

Na 0,8 0,4 0,6

K 0,2 0,1 0,2

C 15 1,1 0,8

Cl 0,2 Tragos 0,3

F 0,08 0,03 0,01

Apresenta formula quimica Cas(PO4)3OH, podendo ser escrita também como

Cai10(P0O4)s(OH)2, mostrando que ha 2 unidades de férmula na célula unitéria.

Cristaliza-se no sistema hexagonal com parametro de rede, a = b = 9,43A, ¢ = 6,88

A, o =P =90° ey = 60° Os atomos de célcio estdo localizados em sitios n&o

equivalentes, sendo 4 no sitio | (Cai) e 6 no sitio Il (Caz2), e os ions OH" ocupam 0s

denominados sitios canais, como apresentado na figura 1.2°
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Figura 1: Representacdes esquematicas da estrutura cristalina da Hidroxiapatita.2°

Apesar de todas as vantagens exibidas pela Hidroxiapatita, seu uso clinico é
limitado devido a sua lenta biodegradacéo. Estudos efetuados por longos periodos
de tempo tém mostrado que a Hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida

gradualmente apés 4 a 5 anos de implantagdo.?!

1.2.2 Fosfato de Célcio Amorfo (ACP):

Embora ndo pareca existir em quantidade detectavel nos tecidos duros
(6sseon), o ACP tem sido encontrado em sistemas biolégicos como composicdo de
calculos dentarios e urinarios. Apresenta interesse como biomaterial, pois ocorre
como uma fase intermediéaria durante a formacéo de Hidroxiapatita no meio biolégico
e em sistemas aquosos.??

Apresenta formula quimica Cas(POa4)2.nH20, com n variando de 3 a 4,5.
Corresponde em composicdo a HA deficiente em calcio de composicao
CagH2(P0O4)6.nH20.

As principais propriedades apresentadas pelo ACP incluem:

- Habilidade de transformacdo a outros fosfatos de célcio: o ACP é reconhecido
ocorrer como uma fase metaestavel nos estagios iniciais da formacéo de fosfatos de
calcio a partir de solugbes aquosas supersaturadas com pH neutro ou alcalino e
também durante a mineralizacdo dos tecidos vivos. Pode converter-se diretamente a
Hidroxiapatita ou tendo como fases intermediarias o fosfato octacalcico (OCP) e a

Hidroxiapatita deficiente em célcio (HAp), conforme descrito 23;
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ACP = HA
ou
ACP - OCP - HAb 2> HA

- Solubilidade: a maior solubilidade do ACP em comparacao a Hidroxiapatita torna-
se uma caracteristica importante para a sua utilizacdo como biomaterial, pois lhe
confere maior velocidade de degradacdo no meio biolégico. A velocidade de
degradacdo de um material estd fortemente relacionada a osteocondutividade e

desempenha papel importante na fixag&o inicial de implantes com o tecido ésseo.

1.2.3 Fosfato Octacalcico (OCP):

Além de ocorrer como fase intermediaria durante a formacédo de ossos e
dentes, convertendo-se diretamente a Hidroxiapatita, o OCP apresenta férmula
quimica Cas(HPOa4)2(P04)4.5H20 e estrutura cristalina pertencente ao sistema
triclinico com parametros de rede a = 19,71A, b = 9,53A e ¢ = 6,83A e o = 9,014°, B
=92,52°e y =108,67°.

Consiste de um arranjo alternado entre camadas com estrutura semelhante a
da Hidroxiapatita de composicdo 4[Cas3(P0a4)2.0,5H20] e camadas hidratadas de
composicéo 4[CaHP04.2H20].%

As principais propriedades do OCP incluem :

- Conversédo a Hidroxiapatita: O OCP é uma fase metaestavel e sua transformacéo a
Hidroxiapatita € termodinamicamente favoravel, sendo espontanea e irreversivel.
Esta transformacdo ocorre por hidrolise do OCP, acompanhada pelo consumo de

fons Ca?* da solucéo ou do fluido biolégico, segundo a reacéo 1 5.

Cag(HPO4)2(P0O4)4.5H,0 + 2Ca?" + 20H + 2H,0 > Caio(PO4)s(OH)2 + 5H,0 + 2H30*
(Reacgéo 1)

Estudo In vitro e In vivo de Ti recobertas com Hidroxiapatita carbonatada e
OCP foi realizado por Imaizumi et al.?5. Os autores atribuiram o melhor
comportamento do OCP a sua maior velocidade de reabsor¢do que € seguida pela
formagdo de novo tecido 6sseo. Esses resultados indicam que o OCP é um
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substituto ésseo mais adequado em aplicacbes onde se requer rapida formacao

dssea.

1.2.4 Fosfato Tricalcico (TCP):

Este fosfato de calcio ocorre em vérias calcificacbes patoldégicas, como
calculos dentérios e urinarios e é o principal constituinte de céries dentérias.

Pode ocorrer em 4 formas alotropicas, onde as temperaturas de transicao e

sequéncia de ocorréncia sao:

1120-1180°C 1430-1470°C
B-TCP ————% ¢-TCP ——— o-TCP

a fase y-TCP s0 ocorre em altas pressoes.
A estrutura cristalina e os parametros de rede de cada fase séo apresentados
na tabela 4. A estrutura cristalina da fase o-TCP ndo é conhecida devido a

dificuldade de preparacéo.

Tabela 4: Estruturas cristalinas e parametros de rede das fases alotrépicas do TCP.?3
Sistema a (nm) b (nm) c (nm)
o-TCP Monoclinico 1,287 2,728 1,521
B-TCP Romboédrico 1,043 1,043 3,737
y-TCP Romboeédrico 0,524 - 1,867

As principais propriedades apresentada pelo TCP incluem?’ :

- Biodegradacéo: a utilizacdo do TCP juntamente com a Hidroxiapatita tem sido uma
alternativa viavel para aumentar a velocidade de reabsorcdo da Hidroxiapatita.
Nestes casos, a velocidade de dissolucdo da mistura Hidroxiapatita/TCP é
controlada pela quantidade de TCP utlizado. Devido ao seu comportamento
biodegradavel, o TCP na formas alotropicas o e [, tem se tornado objeto de
interesse na area de biomateriais, sendo utilizado na ortopedia e odontologia como
material de preenchimento de cavidades e defeitos 0sseos e fixagdo de tecidos

moles.
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1.3 Métodos de Modificacdo de Superficies com Fosfatos de Calcio

A utilizacdo dos fosfatos de céalcio como modificacdo de materiais metalicos e
poliméricos é usual atualmente.

O interesse em usar recobrimentos é principalmente o de promover a
estabilizacdo do implante em longo e curto prazo e favorecer a conciliagcdo de
propriedades mecanicas e bioldgicas.?®

Os principais métodos utilizados para o recobrimento de superficies com
fosfatos de calcio sdo: lon Sputtering, Eletrolitico, Plasma Spray, Sol-Gel e
Biomimético.

A utilizacdo e exploracdo de métodos de recobrimento que utilizam solucdes
aguosas e baixa temperatura (<100°C) tém aumentado nos ultimos anos,

aumentando o interesse na aplicacdo e entendimento do Método Biomimético.?®

1.3.1 Método Biomimético de recobrimento de Fosfato de calcio

Em 1990, foi desenvolvido por Abe e colaboradores! um procedimento que
permite recobrir praticamente qualquer substrato com uma camada uniforme de
fosfato de calcio similar & biolégica com até 15um de espessura, denominado
Método Biomimético.

O método utiliza uma solucdo com composicao idnica e pH semelhantes ao
plasma sanguineo, denominada Simulated Blood Fluid — SBF, num processo de
formacao de fosfato de célcio por precipitacdo heterogénea. Desde o inicio o método
Biomimético sofreu diferentes variagdes, tendo em vista acelerar o processo de
deposicdo e aumentar o recobrimento, incluindo pré-tratamentos do material e a
utilizacdo de solugGes com concentracGes variadas.®® Outra alteracdo consistiu na
modificacdo da composicédo da solucédo biomimética, realizada por Aparecida3?, com
0 objetivo de possibilitar a obtencdo das diferentes fases de fosfato de calcio de
importancia biolégica como recobrimento, diferente do que foi inicialmente
desenvolvido com o propésito de se obter o recobrimento somente da Hidroxiapatita.

O processo de formacdo de fosfato de calcio empregando-se o Método
Biomimético ocorre pela interacdo eletrostatica entre as cargas presentes na
superficie do substrato e os ions da solucdo. Nos Ultimos anos, tem sido
demonstrado que diversos grupos funcionais, tais como Si-OH, Ti-OH, Zr-OH, Nb-
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OH e COOH, quando presentes na superficie do substrato induzem a nucleacdo de
fosfato de célcio nestas superficies. Grupos funcionais carregados negativamente

sdo mais efetivos para a nucleacéo que grupos carregados positivamente.3?

1.3.2 Que tipo de material exibe afinidade para crescimento 6sseo?

Alguns materiais artificiais implantados em defeitos 6sseos sédo encapsulados
por tecido fibroso e isolados do osso circundante. Entretanto, em meados de 1970,
Hench et al. mostrou que houve formacdo éssea espontanea em alguns vidros,
conhecidos como biovidros, sem encapsulacédo fibrosa.® Desde esta época, 0 0SS0
tem sido mostrado com capacidade de ligagdo em ceramicas vitreas contendo
fosfato de célcio cristalino numa matriz de fase vitrea, chamada Ceravital,
hidroxiapatita sinterizada e uma ceramica vitrea contendo fosfato de calcio cristalino
e Wolastonita numa matriz de fase vitrea, chamada Cerabone A-W.A maior parte
destes materiais séo ja clinicamente usados como importante material para reparo
6sse0.34:35

Todos materiais descritos acima contém fosfato de célcio cristalino ou seus
constituintes como componentes principais. Consequentemente, é acreditado que a
presenca de fosfato de calcio ou seus componentes foram essenciais para 0 0Sso se
ligar a um material artificial. Isto clama a uma questdo: Qual é o requerimento
essencial para um material artificial exibir crescimento 6sseo? Se pudéssemos
responder a esta pergunta, n6s poderiamos desenvolver varios tipos de materiais
para crescimento 0sseo.

Os mecanismos de formacédo de fosfato de calcio nestes materiais operam da
seguinte maneira. Os ions calcio ou sédio sdo liberados da superficie destes
materiais no corpo via troca com ions hidrénio (HsO+) do fluido corpéreo. Moléculas
de agua reagem com a superficie destes materiais criando superficies ricas em —OH
e estas superficies induzem a nucleacdo do fosfato de célcio. Uma vez que nucleos
de fosfato de calcio sdo formados, eles crescem espontaneamente consumindo 0s
ions calcio e fosfato do fluido, desde que em condi¢cdes normais o fluido corporeo é

supersaturado com respeito ao fosfato de célcio.3®
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1.3.3 Requerimentos para um material ter crescimento 0sseo

Em todos os materiais que apresentaram crescimento 0sseo descrito acima,
incluindo hidroxiapatita sinterizada, a ligacdo com o osso tem sido observada por
microscopia de transmissédo ou de varredura ocorrendo através de uma camada de
fosfato de célcio intermediaria que forma na superficie do material In vivo.3” Tem
sido confirmado que todos estes materiais formam uma camada de fosfato de célcio
na sua superficie utilizando método SBF com concentracéo idnica e pH proximo ao
do plasma sanguineo humano. Ambos, a composicdo e estrutura do fosfato de
calcio formada sdo similares aquelas do fosfato de calcio d&sseo.
Consequentemente, é especulado que células que produzem o0sso poderiam
preferencialmente proliferar e diferenciar nesta camada de fosfato de calcio, além do
mais tem sido mostrado que a atividade da alcalina fosfatase € consideravelmente
aumentada na camada de fosfato de célcio que se formam na Cerabone A-W e
titinio tratado termicamente em SBF.38

E assumido destes resultados que o requerimento essencial para um material
artificial exibir crescimento 6sseo é a formacdo da camada de fosfato de calcio
superficial In vivo e que a habilidade de crescimento 6sseo hum material artificial
pode ser avaliado examinando a habilidade de formar fosfato de céalcio na sua

superficie com método SBF.

1.3.4 Constituicdo Ossea

Os 0ssos e dentes de todos os vertebrados sdo compdésitos naturais formados
por moléculas de colageno ligadas em cadeias lineares arranjadas em fibras. Entre
estas moléculas h4 pequenos compartimentos intersticiais regularmente espacgados
onde estdo presentes nanocristais de um solido inorganico, que representa cerca de
60% da massa total do 0ss0.%°

O osso é feito de em torno de 60% minerais inorganicos (fosfato de calcio),
30% materiais organicos (colageno tipo i, osteonectina, osteocalcina, osteopontina,
proteoglicano e glicoproteinas) e 10% de componentes celulares (osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos).”® Cada componente tem uma funcdo critica para a
regeneracdo e funcionamento do osso. Para todas aplicagdes em engenharia de
tecido 6sseo, o material implantado deve ser hermeticamente integrado com o tecido

0sseo ao seu redor para fornecer uma ambiente celular adequado para a producéo
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de proteinas da matriz extracelular. Como mencionado acima, materiais utilizados
em aplicacbes de engenharia de tecido devem mimitizar a matriz extracelular natural
de maneira a fornecer suporte mecanico e regular o comportamento celular incluindo
a ancoragem celular, segregacéo, comunicacéo e diferenciacéo.*

Destes 30% dos materiais organicos, 90% da fase organica é colageno tipo |
e 0s 10% restantes consistem de proteinas ndo colagenosas. Proteinas nao
colagenosas por exemplo, fatores de crescimento e citocinas (fator de crescimento
como insulina e proteinas osteogénicas), proteinas indutivas ésseas (osteonectina,
osteopontina e osteocalcina) e compostos da matriz extracelular (sialoproteina
0ssea, proteoglicano 6sseo e proteolipideos) fornecem contribuicdes menores ao
peso total do osso mais tem contribuicdo maioritaria nas funcdes bioldgicas, tais
como regular o tamanho e orientacdo dos minerais e serve como reservatorio para o
calcio e ions fosfatos. Durante a formacédo dssea, as proteinas ndo colagenosas séao
sintetizadas por osteoblastos e os ions minerais sdo depositados em zonas vazias e
poros da matriz coldgena para promover o crescimento 6sseo.*?

A deposicao do fosfato de calcio nas moléculas de colageno ocorre por um
processo de biomineralizacdo controlado envolvendo mais de 200 diferentes
proteinas, que atuam como inibidores e nucleadores para o crescimento epitaxial e
ancoragem ao colageno. As fosfoproteinas séo arranjadas nas fibras de colageno tal
gual os ions célcio podem ser ligados em intervalos regulares, em concordancia com
a estrutura cristalina inorganica, fornecendo uma condicdo repetitiva que leva a uma
sequéncia ordenada ou cristalinidade da fase inorganica. As células responséaveis
pela maioria do processo de montagem sdo os osteoblastos. Quando o processo de
montagem € completado, os osteoblastos se diferenciam para formar ostedcitos
quais sdo responsaveis pelo processo de manutencdo Ossea. A nucleagdo
controlada e crescimento do mineral acontecem em buracos microscopicos
formados na matriz de colageno.*?

N&o é so a arquitetura complexa do osso natural que o faz dificil de substituir,
mas também sua habilidade dindmica. O osso tem a habilidade de se regenerar
quando fraturado e também se remodelar quando ha mudancas das condi¢cbes de
forcas, por exemplo a massa de mineral 0ssea pode ser aumentada com exercicio,
tornando o 0sso menos provavel a fratura. Assim, € importante entender como as

células 6sseas se coordenam durante o processo de remodelagem 6ssea.
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O osso como um 6érgao vivo pode mudar em tamanho, forma, posicao e
propriedade pelo seu processo de remodelagem para responder a diferentes tipos
de tenséo produzidos por atividade fisica ou forcas mecanicas. Portanto, o 0sso tem
capacidade de se auto reparar sobre tensdo mecanica ativando o0 processo de
remodelagem. Este processo envolve as trés maiores tipos de células Osseas:
osteoblastos (células de formacdo éssea), osteoclastos (células de reabsorcdo
6ssea) e ostedcitos (células de manutencéo 6ssea).*

Osteoclastos sdo ativados por fatores de crescimento, citocinas e proteinas
presentes na matriz 6ssea para reabsorver 0 0sso antigo. Osteoblastos sdo entédo
ativados por fatores de crescimento tal como fator de crescimento como insulina | e
Il secretados por osteoclastos e/ou ostedcitos para depositar minerais que contenha
calcio. Ostedcito regulam a nova formacdo Ossea modulando a diferenciacéo
osteblastica de células que ndo depositam célcio para células que depositam célcio
através da secrecao de fatores de crescimento tal como fator de crescimento como

insulina | e fator de crescimento tecidual 8.4°

1.4 Scaffold Natural :Celulose Bacteriana

O grande interesse pela procura por novos biopolimeros com propriedades
especificas para serem utilizados como scaffolds na engenharia de tecidos, tem
aumentado nos ultimos anos, o que pode ser verificado através de inimeros estudos
realizados que visam o desenvolvimento de novos biomateriais.*®

Sabe-se que o tecido 06sseo é produto de minerais naturais, principalmente
nanocristais de fosfato de calcio e colageno.*’” Desta forma nanocompdsitos de
hidroxiapatita e coladgeno tem sido extensamente estudado, porém muitos sdo 0s
relatos dos problemas envolvendo a préatica do colageno, como seu alto custo,
dificuldade para o controle de infeccbes e poucas definicbes de fontes comerciais
deste produto. Por outro lado, a celulose bacteriana quando comparada ao colageno
elimina a ocorréncia de infecgdes e apresenta maiores propriedades mecanicas.*’

A celulose bacteriana € um tipo de polissacarideo extracelular apresentado na
forma de biofilme sintetizado por varios tipos de bactérias, principalmente pela
Acetobacter xylinum, na forma de microfibrilas apresentando propriedades que a
diferem da celulose vegetal. A celulose bacteriana possui caracteristicas e
propriedades Uteis para engenharia de tecido e medicina regenerativa tal como

baixa toxicidade, facilidade de manuseio e estrutura nanométrica, tendo assim um
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ambiente fisico-quimico para adesédo e proliferacdo celular. A celulose bacteriana
tem excelentes resultados em humanos quanto a regeneracéao tecidual da pele.*84°

Assim, a modificacdo da celulose parece ser um pré-requisito no processo de
mineralizacdo biomimética, o que pode ser alcancado por meio de modificacbes
quimicas nos grupos hidroxilas das cadeias da celulose, mudando a carga
superficial e as propriedades de superficie deste material, facilitando o depdsito de
material inorganico.*

A celulose bacteriana tem sido amplamente utilizada na engenharia de tecidos
devido as suas propriedades intrinsecas como hidrofilicidade, finas fibras que
permitem o crescimento e proliferacdo de células e devido sua producdo ser de
baixo custo e em grande escala.

Na area médica tem sido utilizada como curativo em casos de lesdes,
gueimaduras e ferimentos da pele, micro vasos artificiais e na engenharia de tecidos
para reparacéo 6ssea.’?>! Estudos preliminares modificando o meio de cultura da
celulose bacteriana com materiais naturais(mel, tamara e cana de acucar) e obtendo
nanobiocompdsitos com diferentes cristalinidades, propriedades térmicas e também
carga superficial foram bem sucedidos.>®%! Deve se ressaltar que artigos ja foram
publicados durante o desenvolvimento do doutoramento utilizando as membranas de
celulose bacteriana com modificacbes em seu meio fermentativo(sulfato de
condroitina e acido hialurénico) de maneira a ter sua carga superficial modificada
apta assim para adesdo e viabilidade celular, além do depdsito de material
inorganico.5253

Tendo em vista 0 sucesso da regeneracao tecidual em humano e animais,
nosso grupo realizou também modificacdo superficial com radiacdo gamma da
celulose bacteriana e os resultados foram surpreendentes.>* Assim, um sistema que
tenha diferente carga superficial, promete ser promissor na area de regeneracéo
tecidual e biomateriais. Aliado a estas propriedades a utilizacdo de células e fosfato
de célcio tem sido bastante estudada pois apresentam como caracteristica a
diferenciacdo osteogénica qual tem papel importante na regeneragdo 6ssea.®®

Com base nestas caracteristicas, portanto, o biomaterial a ser desenvolvido
devera apresentar propriedades mecanicas condizentes com as do tecido a ser
regenerado, oferecer estabilidade na interface tecido/ implante, além de promover a

regeneracado dssea.
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1.5 Membranas pararegeneracao 6ssea guiada

A terapia de regeneracao tecidual guiada (RTG) foi introduzida com o objetivo
de se conseguir um redirecionamento de fibroblastos do ligamento periodontal e
promover regeneracédo dos tecidos em casos de periodontite crénica.®®

Atualmente, técnicas para RTG vem sendo extensivamente usadas tanto em
cirurgias periodontais quanto em craniotomias em reconstru¢cdes de pacientes
fissurados, cirurgias ortopédicas ou em cirurgias plasticas.®

Os principios para RTG baseiam-se:1-criar e manter um ambiente protegido e
favoravel para as células, 2-impedir que os tecidos incapazes de promover a
regeneracdo entrem em contato com o tecido a ser regenerado; 3- permitir a
proliferacdo das células viaveis para regeneracdo. Quando a regeneracao guiada
esta relacionada a reparacao de estruturas 6sseas denomina-se regeneracao 0ssea
guiada(ROG), a qual controla a estimulacdo da neoformacdo O0ssea em defeitos
0sseos por osteogénese, restabelecendo as caracteristicas estruturais e funcionais
do tecido 6sseo, baseando-se em quatro principios:1-restricdo de infiltrado de tecido
conjuntivo no local do defeito;2-criacdo e manutencdo do espacgo;3- protecéo
fundamental do coagulo; 4- estabilizacédo da ferida.>’

O conceito de regeneragédo tecidual guiada em Periodontia foi proposto por
Melcher, que descreveu o comportamento biolégico de diferentes tecidos(epitélio
gengival, tecido conectivo, ligamento periodontal, osso alveolar) durante
cicatrizacdo.%® De acordo com este conceito, células que tem a capacidade de
formar osso, cemento e ligamento periodontal devem ocupar o defeito num
apropriado tempo e numa propria sequéncia para resultar em regeneragdo dos
tecidos como oposto ao simples reparo do defeito. Por que as células progenitoras
residem no ligamento periodontal ou osso alveolar, a colocacédo da barreira fisica
entre o retalho gengival e o defeito antes do reposicionamento do retalho e da sutura
foi proposto para evitar o epitélio gengival e o tecido conectivo de ocupar 0 espaco
sobre a barreira.®®

No principio da utilizacdo desta terapia, o tratamento de preferéncia em ROG,
era com membranas nao reabsorviveis de politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE),
devido a suas caracteristicas biologicas inertes e por apresentarem resultados
efetivos e previsiveis como barreira mecanica.®® Em ROG, a membrana para ser

efetiva deve satisfazer alguns critérios como: biocompatibilidade, integracdo aos
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tecidos adjacentes, estabilidade mecénica e facil manuseio. E com advento de
novos substitutos 6sseos ou de tecido moles, naturais e/ou sintéticos, estes se
tornaram biomateriais com potencial para aplicacdes clinicas nas diversas areas da
saude. Sendo que, as membranas reabsorviveis vem ganhando espaco com o
desenvolvimento de novos biomateriais, pois o resultados mostram que ndo ha
diferenca significativa entre as ndo reabsorviveis e as reabsorviveis em ROG.5!
Dentre os materiais mais usados como membranas reabsorviveis estao:
colageno (tipo | e Il1), poliacido lactico (PLA), poliacido glicolico (PGA), copolimero
de polidcido lactico/polidcido glicélico (PLGA). Estas membranas podem estar
associadas a bioceramicas ou a fatores de crescimento, apresentando propriedades

osteoindutoras.6?

1.5.1Membranas ndo reabsorviveis

Politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE)

As membranas de e-PTFE s&o reconhecidas como as mais utilizadas, dos
derivados para regeneracdo tecidual guiada, principalmente a Gore-Tex®. Ja a
Gore-Tex® Reinforced é a membrana de e-PTFE reforcada com titanio. Estas
membranas de e-PTFE, estdo disponiveis de diversas formas, assim mantém
adequadamente 0 espaco a ser regenerado, mesmo em caso de exposi¢cdo Sao
facilmente removidas.

A aplicacdo dos principios de regeneracdo 6ssea guiada utlizando
membranas compostas de e-PTFE para tratamento e/ou reconstru¢do de defeitos
criticos ou nao criticos de 0ssos longos ou craniofaciais estd bem consolidada
devido a seus resultados ao longo dos anos apresentarem alto indice de sucesso e
de previsibilidade a curto e a longo prazo, principalmente quando estas membranas
estdo associadas a materiais de preenchimento 6sseo, como enxertos ou substitutos
6sseos® ou a fatores de crescimento®. Estudos clinicos e experimentais corroboram
com este tipo de terapia, pois a ROG pode reduzir a necessidade de outras
intervencdes cirdrgicas, por exemplo, enxertias 0sseas em pacientes com volume

6sseo inadequado para instalagcdo de implantes.®®
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Apesar das membranas de e-PTFE apresentarem previsibilidade em seus
resultados, inUmeras desvantagens tem sido relacionadas ao longo dos estudos
tanto clinicos quanto experimentais com membranas néo reabsorviveis.®

Atualmente, estes resultados conduzem esse tipo de membrana para o
insucesso clinico, pois a engenharia com advento de novas técnicas no processo de
desenvolvimento e aprimoramento de caracteristicas mecénicas, fisicas e quimicas
dos biomateriais reabsorviveis, principalmente em polimeros de origem natural, vem
conquistando importante espaco nas terapias de ROG por apresentarem
propriedades similares aos materiais ndo reabsorviveis. Com o uso de membranas
reabsorviveis ndo ha necessidade de uma segunda intervencdo cirargica para sua
remocao, apresentam menor indice de exposicdo da membrana, consequentemente,
reducdo de infeccdo pds operatdria.®®

Os resultados da revisao literaria, mostraram que os estudos com e-PTFE
associados a ROG estdo relacionados a carregadores para as proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP), principalmente para recombinante humana de
proteinas morfogenéticas O6sseas-2 (rhBMP-2). O carregador mais usado nesses
estudos foi a esponja de colageno reabsorvivel.5®

As BMPs séo glicoproteinas extraidas da matriz 6ssea desmineralizada ou
sintetizadas e purificadas por meio de recombinacdo génica (DNA recombinante),
representam 0,1% da massa da matriz 6ssea, pesam cerca de 18 KDa, hidrofébicas
e sdo responsaveis pela osteoinducdo. Classificadas como uma subfamilia dentro da
superfamilia dos fatores de crescimento e transformacao- (TGF- ), além disso sédo
encontradas em outros tecidos como cérebro, coragdo, pulmao, apresentando uma
importante funcédo nos processos fisioldgicos durante a embriogénese.®’

Outra complicacdo relacionada as membranas e-PTFE foi exposigcédo
prematura destas quando exposta a cavidade oral, o risco de infeccdo e
contaminacdo é alto afetando a regeneracdo de tecidos. Contudo, um estudo
experimental realizado por Strietzel e colaboradores (2006) onde compararam 7
tipos de membranas para ROG, 4 tipos ndo reabsorviveis e 3 tipos reabsorviveis se

observou auséncia de fistula em todas testadas.6!
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Politetrafluoroetileno denso(d-PTFE)

A utilizacdo de membranas composta de politetrafluoroetilieno denso para
ROG é muito limitada, pois impedem adequado suprimento sanguineo no local a ser
regenerado.Portanto, para barreiras ndo porosas € necessario durante o
procedimento cirargico colocar uma fina camada de tecido conjuntivo por baixo da
membrana para que consiga obter uma efetiva cicatrizacdo 6ssea.®® Os resultados
obtidos com d-PTFE foram: auséncia de exposicdo e de fistula e histologicamente
auséncia de infiltracdo de tecido conjuntivo no interior do defeito ésseo devido a
densidade do material e fina camada de tecido conjuntivo sobre e sob as

membranas; além de acentuada densidade 6ssea trabecular.6!

Titanio

As membranas de titdnio sdo membranas rigidas, portanto, sem tendéncia de
colapsar dentro dos defeitos, e, quando requeridas para tratamento ROG geralmente
estdo associadas a enxertos 0sseos. Estas membranas possuem microporosidades
capaz de prevenir a penetracdo de células e fibras colagenas e permitem a difuséo
do fluido intersticial. Devido as suas caracteristicas mecanicas, esta barreira
promove uma melhor manutencéo do espaco, favorecendo formacao e estabilidade
do coagulo sanguineo, que é essencial para proliferacdo celular e regeneracao
tecidual.®® Por possuir uma superficie menos aderente as bactérias, o titanio pode
ser uma boa alternativa quando ha necessidade de usar membranas néo
reabsorviveis, pois se ocorre exposicdo da membrana, o risco de contaminacédo é

menor.

1.5.2 Membranas reabsorviveis

1.5.2.1 Polimeros reabsorviveis naturais

Os polimeros naturais possuem vantagem no reconhecimento biolégico que
pode positivamente suportar adesao e funcéo celular. As desvantagens encontradas
na utilizacdo destes polimeros sdo: 1- podem induzir imunorejeicdo e transmitir
patdgenos quando os materiais sdo de fontes animais ou de cadaveres;2-menos

controle sobre a degradacdo e consisténcia do polimero;3- Fraca resisténcia
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mecanica. A reabsorcdo destes polimeros se resulta por mecanismos celulares,

através de reacdes enziméaticas ou por fagocitose.

Colageno

O colageno é a proteina mais abundante nos vertebrados. Esta classe de
proteina promove suporte estrutural para os tecidos, sendo de importancia
fundamental na constituicdo da matriz extracelular do tecido conjuntivo. No homem,
o colageno representa mais de 30% de sua proteina total, e 80-90% do colageno
corporal constituem-se do tipo 1,11,111.7°

O colageno tipo | é a proteina animal mais abundante, forma a matriz do 0sso,
da pele e de outros tecidos. Presente nos tenddes, na cartilagem fibrosa, no tecido
conjuntivo frouxo comum e no tecido conjuntivo denso. A matriz de colageno tipo |
oferece um ambiente favoravel para inducdo de diferenciacdo de osteoblastos In
vitro e osteogénese In vivo.”®

O colageno tipo Il é produzido por condrdcitos, aparece na cartilagem hialina
e na cartilagem elastica. Presente nos discos intervertebrais, olhos e cartilagem.

O colageno tipo Il constitui as fibras reticulares dos tecidos, e também é
muito utilizado na confeccdo de membranas para RTG. Esta presente em tecidos
como: pele, aorta, pulmdes.”

As membranas de coldgeno quando ndo mineralizados sdo normalmente
frageis dificultando sua manipulacdo clinicamente. A grande vantagem € que
possuem excelente afinidade celular, estimulando a producdo de fibroblastos e
agindo como suporte de migragdo dessas ceélulas. Outras vantagens sdo:a boa
adaptacdo a superficies Osseas, principalmente de raizes dentarias e efeito
hemostatico. Quando embebidas na matriz 6ssea sdo gradualmente metabolizadas
pela remodelacdo O0ssea, ou ainda, podem ser incorporadas parcialmente na matriz
6ssea.’t

A reabsor¢cdo do colageno ocorre paralelamente a neoformacdo 6ssea, bem
como junto a neoformacdo de tecidos periodontais (cemento e ligamentos
periodontais) quando ROG é aplicada as cirurgias periodontais durante um periodo
de 6 a 8 semanas.’

A membrana Bio-Gide®, nos ultimos cinco anos, foi a membrana mais

utilizada para regeneracdo Ossea guiada, composta de colageno tipo | e Ill de
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origem suina, possui uma estrutura de bicamada sendo uma compacta e outra
porosa. Sobre a camada compacta (face externa), o tecido de granulacdo e vasos
sanguineos crescem sobre a regidao do defeito, e, na camada porosa (face interna)
forma uma matriz tridimensional para integracdo O0ssea. A estrutura natural do
coldgeno Bio-Gide® ¢ ideal para adeséo de tecidos, sendo que o 0sso neoformado &
protegido contra o crescimento de tecido conjuntivo dentro da regido do defeito;
apesar de impedir infiltracdo celular esta membrana é permeavel para nutrientes, e,
a degradacdo ocorre através de reacbes enzimaticas sem irritar os tecidos
adjacentes.!

Estudo com membrana de colageno em ROG tem relatado resultados
satisfatorios In vivo, por exemplo, a taxa de regeneracdo Ossea possui efetividade
similar as membranas de e-PTFE, isto devido ao advento de membranas de
colageno com boa resisténcia mecéanica. No passado, era dificil obter resultados tao
satisfatorios e previsiveis devido a dificuldade de se produzir membranas de
coladgeno com estas caracteristicas.®!

A membrana GenDerm®, foi outra membrana bastante estudada, esta
membrana é composta por colageno ésseo natural originado da descalcificacdo e
laminacdo de osso cortical bovino. E tolerada pelos tecidos e é completamente
reabsorvida por células mononucleares e células gigantes multinucleadas depois 30-
60 dias poés operatério.’?

Outro material que apresentou excelentes resultados na ROG foi a Bio-
OssCollagen®. Consiste em um material de preenchimento d&ésseo com
aproximadamente 90% de particulas de osso bovino desproteinado, embebidas em
uma matriz de colageno de porco reabsorvivel. Estudos histolégicos em humanos
tem mostrado regeneragéo de cemento, ligamento periodontal e preenchimento dos
defeitos periodontais intra-0sseos, com reducdo da profundidade de sondagem e
ganho em nivel de insercdo gengival expressivo utilizando somente o Bio-Oss
Collagen® ou em associagcdo com membranas de coldgeno (ROG). A degradacdo
desse material ocorre parcialmente durante os primeiros 6 meses, sem afetar os

parametros clinicos.”®

Quitosana
A quitosana é um polissacarideo natural biodegradavel, composta de ligagfes

1,4 —B- D-glicosamina. Esta presente em quantidades abundantes em invertebrados



41

marinhos e terrestres. Atualmente, a quitosana desacetilada exibe baixa taxa de
degradacdo em meio aquoso e pode demorar varios meses para se degradar sendo
portanto, um material em potencial para o desenvolvimento de sistemas baratos e
versateis para carregadores de drogas.”* Alguns trabalhos tem relatado as
propriedades osteoindutoras e osteocondutoras da quitosana quando usada como
scaffolds ou em associacdo com carregadores de colageno (ACS/quitosana).”®Yeo e
colaboradores (2005) sintetizaram uma membrana de quitosana e compararam-na
com membrana a base de PLGA (Biomesh®) em ROG, e observaram que as
membranas de quitosana proporcionaram um aumento acentuado de neoformacao
O0ssea e cementaria, sugerindo que este material podera futuramente ser utilizado

para inducdo de regeneracdo de tecido periodontal.”®

Celulose Bacteriana

Atualmente, acredita-se que a celulose bacteriana possa se tornar um dos
produtos biotecnoldgicos mais importantes tanto na area da saude quanto para o
setor industrial, pois pode ser obtida em larga escala com baixo custo de fabricacao.
Obtida através de rotas de biossintese por meio de bactérias de alguns géneros
como: Glucanoacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes.”’

Esta celulose é pura, livre de componentes como ligninas, hemicelulose, e
outros polissacarideos encontrados embebidos na celulose vegetal. Este fator
diminui o custo final da producao, visto que a etapa de extracdo do material ndo é
necessaria’’.

Glucanoacetobacter xylinum (Acetobacter xylinum) é uma bactéria gram-
negativa heterotréfica, sendo que o meio de cultura para esta bactéria € simples,
podendo-se utilizar uma grande variedade de fontes de carbono e nitrogénio para
seu crescimento em um meio liquido, mas basicamente se utiliza a glicose como
fonte de carbono’”.

A membrana de celulose € uma estrutura tridimensional constituida de um
sistema ultrafino de nanofibras (3-8nm). Esta estrutura 3-D resulta numa celulose
altamente cristalina (60-80%) e alta resisténcia mecanica, porém a membrana é nao
absorvivel no corpo humano, sendo somente absorvivel em ruminantes que

possuem as enzimas necessarias para sua degradacéo.’®
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No Brasil, na década de 80, a Innovatec’s Produtos Biotecnoldgicos Ltda.
passou a produzir a Nanoskin®, uma pelicula de celulose pura microfibrilar
biosintética, obtida por bactérias do género Acetobacter, podendo ser usada como
instrumento na reconstrucéo e substituicdo temporaria da pele, em queimaduras e
outras situacbes como Ulceras e enxertos, pois sua estrutura fisioldgica é
semelhante a pele humana. Em Odontologia, foi empregada para regeneracéo
tecidual guiada e regeneracdo 0ssea guiada. Obtendo sucesso clinico em todos
estudos.”®

A Nanoskin®, portanto apresenta caracteristicas importantes como
biocompatibilidade, sendo também atéxica, e permeével, permitindo trocas gasosas.
Atua também como uma barreira contra 0s microorganismos, em tecido 6sseo
funciona como uma barreira impedindo que células fibroblasticas e o tecido
conjuntivo fibroso invadam os defeitos 6sseos, assim promovendo uma neoformacgéo
6ssea efetiva no local.®

Em relacdo aos estudos In vivo, estudos experimentais com celulose
bacteriana e ROG foram realizados. Olyveira et al. verificaram o potencial
osteogénicos de membranas de celulose bacteriana com nanoparticulas de otdlitos,
que tem comprovadas propriedades de osteogénese.*®

Otdlitos sdo concrecdes de carbonato de calcio presentes dentro de camaras
no aparelho vestibular do ouvido interno dos vertebrados e que tém a funcédo de
controlar a posicéo do corpo do animal, ou seja, manter o equilibrio postural.*®

As membranas estimularam a formacdo da barreira tecidual mineralizada e
induziram a resposta reparativa da polpa dentaria, sendo um material potencial para
regeneracdo da polpa dentaria.*®

Macedo et al. testaram 2 barreiras fisicas usadas para tratar defeitos 6sseos
por Regeneracao Tecidual guiada, PTFE (Politetrafluoroetileno-Teflon) e Membranas
de Celulose Bacteriana. Os defeitos cobertos com as barreiras de Teflon (PTFE)
foram completamente reparados com tecido 6sseo enquanto as baseadas em
Celulose Bacteriana resultou em buracos e falta de continuidade de deposigcao
O0ssea. Assim, as Membranas baseadas em Teflon (PTFE) preencheram todos
requerimentos para induzir a regeneracéo do 0sso natural L.

Helenius et al. testaram a biocompatibilidade das membranas de celulose. A
celulose bacteriana foi implantada subcutaneamente em ratos e avaliadas em 1 ,4 e

12 semanas. Nao houve sinal macroscopico e nem microscopico de inflamacdo em


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbonato_de_c%C3%A1lcio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aparelho_vestibular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ouvido_interno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vertebrado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corpo_(anatomia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Equil%C3%ADbrio_postural
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torno do implante. Sem cépsulas fibréticas e células gigantes, os fibroblastos foram
infiltrados na celulose bacteriana, qual foi bem integrado no tecido hospedeiro e n&o

mostrou nenhuma reacéao inflamatéria cronica.®?

1.5.2.2 Polimeros reabsorviveis sintéticos

Poliacido lactico, poliacido glicdélico e poliacido(lactico-co-glicolico)

Os polimeros reabsorviveis sintéticos, baseados primeiramente nos
Poliésteres, sdo usados clinicamente nas formas de fio de sutura, derivados de
sistemas de fixacdo interna rigida (placas e parafusos), e, como matrizes para
regeneracao e reparacdo 0ssea (membranas e scaffolds). A degradacédo destes
materiais ocorre por hidrélise ndo enzimatica devido as ligacbes ésteres serem
hidroliticamente fracas, os produtos liberados desta etapa sdo metabdlicos naturais
e atoxicos, que sdo convertidos a agua e a diéxido de carbono.®3

Durante o processo de degradacdo dos polimeros bioreabsorviveis as
ligacbes ésteres sofrem hidrélise originando cadeias menores (oligbmeros até
mondmeros). Estes polimeros e copolimeros possuem uma taxa de degradacao
controlada podendo ser reabsorvivel em poucas semanas ou em varios anos
dependendo da proporcdo de PLA e PGA. A velocidade de degradacao desses
materiais depende, portanto, da composicdo quimica de cada um deles,
cristalinidade, peso molecular e distribuicdo de peso molecular.?

Os copolimeros PLGA possuem vantagem sobre outros polimeros
bioreabsorviveis, como o poli (L-acido lactico) devido ao fato do copolimeros PLGA
requerer um menor tempo para sua completa degradagcdo, implicando menor
probabilidade de reacdes adversas, as quais decorrem muitas vezes de fragmentos
cristalinos liberados por polimeros com tempo de degradacdo excessivamente
longos.83

Em regeneracdo 0ssea, esses polimeros sdo empregados como um suporte
funcional em conjunto com outras tecnologias, por exemplo, na engenharia tecidual
esses materiais podem ser empregados como scaffolds, os quais podem ser
semeados com células ou integrados com fatores de crescimento para regeneracao

Ossea, cartilaginosa e de outros tecidos. Na maioria dos casos clinicos tanto em
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Odontologia quanto em Ortopedia, as membranas foram associadas a materiais de
preenchimento 6sseo como autoenxerto, aloenxerto, xenoenxerto.2

Os resultados obtidos pelos diversos autores comprovaram a eficiéncia clinica
desses tipos de membranas na regeneracdo é6ssea guiada a longo prazo, com
diminuicdo significante dos defeitos intra-6sseos. Quando comparadas com
membranas ndo reabsorviveis, as membranas Resolut® apresentaram regeneragao
similar as Gore-Tex®, levando ao sucesso do tratamento.*

Gore Resolut® XT consiste em uma estrutura de 3 camadas, com 2 matrizes
de fibras (face interna) e 1 (face externa) com filme oclusivo para as células. E
composta de polimeros sintéticos como poliacido lactico, poliacido glicélico e
carbonato de trimetileno. Dentro de 8 a 10 semanas permanece com sua estrutura
intacta, mantendo sua funcao de barreira, com reabsorcdo completa dentro de 6 a 7
meses, jA a Gore Resolut Adapt®LT mantém sua funcdo de barreira entre 16-24

semanas e gradualmente sendo reabsorvidas.®*

Polietileno glicol(PEG)

PEG compreende um grupo de polimeros sintéticos degradaveis na forma de
hidrogéis, os quais podem ser injetados dentro de cavidades de maneira
minimamente invasiva para as células. Os hidrogéis podem ser definidos como
materiais que exibem capacidade para absorver agua e reter uma fracao significante
de 4gua dentro de sua estrutura, esta capacidade de absorcdo de agua é devido a
presenca de grupos hidrofilicos como:-OH,-CONH, -CONHz2, -COOH, -SO3H.

A desvantagem do hidrogel para aplicagdo na engenharia tecidual 6ssea é
devido a sua baixa resisténcia mecanica, apresentando dificuldades em manusea-la
in situ na preparacdo de membranas para ROG.8®

Ha duas maneiras de se preparar e aplicar este biomaterial, uma delas é a
aplicacdo do hidrogel com certa viscosidade sobre o defeito 6sseo, obtendo-se uma
fina camada de PEG. A outra forma € a preparacdo de uma membrana pré moldada,
passivel de esterilizacdo prévia ao procedimento cirargico, neste modo o PEG néo
possui agente para controlar o escoamento do material.®

A degradacdo do PEG ocorre por hidrolise dos grupos ésteres entre as
cadeias do material num periodo curto, poucos dias ou semanas In vivo, 0 que

tornaria este material pouco viavel para ROG, pois em ROG € necessario um
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controle maior na duracdo da membrana em fungdo, como barreira, por varios
meses para o procedimento ser efetivo.®

PEG foi usado em ROG em defeito cirargicos néo criticos em calota (coelho),
tanto membranas pré-moldadas quanto em gel manipuladas In situ, apresentaram
efetividade na regeneracdo 0ssea em 4 meses semelhante as membranas de e-
PTFE.®

Novas tendéncias biotecnoldgicas para ROG

A busca constante do aprimoramento das propriedades Fisico-Quimicas das
membranas leva inimeros pesquisadores a desenvolverem Biomateriais com
maximo de caracteristicas que se consiga satisfazer a forma e técnicas de
aplicacGes das Membranas Reabsorviveis em ROG.?’

Os critérios que devem nortear o material das membranas sdao:l-
Biocompatibilidade; 2-Integracdo tecidual; 3- Resisténcia Mecanica; 4-Estabilidade
quimica.®’

O material da membrana contendo esses critérios consegue-se obter
osteogénese com seguranca e previsibilidade. Desta forma, as propriedades fisico —
quimicas que um biomaterial deve possuir para ROG estéo relacionadas a superficie
do material. &

Os resultados da literatura verificaram que as membranas reabsorviveis
promovem ganho de insercdo gengival, reducéo da profundidade de sondagem e
maior ganho em tecido 0sseo; além de ndo haver necessidade de uma segunda
intervencdo cirdrgica para remocgéo da membrana.®®

Contudo, hd uma variabilidade entre os estudos e relevancia das alteracdes
clinicas, ficando dificil tragarem conclusdes gerais sobre os beneficios clinicos da
ROG, mas fica evidente que as membranas reabsorviveis para ROG podem

apresentar resultados tdo efetivos quanto as membranas nédo reabsorviveis.8°
1.5.3 Fatores de crescimento
Os fatores de crescimento sao polipeptideos que agem como mediadores

bioldgicos, estes fatores como: as proteinas morfogenéticas 6ésseas (BMPs), fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o peptideo sintético com 15 residuos



46

(P-15) associado a 0sso bovino inorganico sdo terapias que atualmente vem sendo
extensivamente analisadas em ROG. O plasma rico em plaguetas(PRP) é uma fonte
autdgena de fatores de crescimento derivados de plaquetas, obtido através do
processo de centrifugacéo e sua utilizacdo em defeitos periodontais ainda é recente
ndo havendo dados substanciais para sua aplicacdo em ROG.%%1

Por exemplo, o acido aspartico (RGD), uma pequena sequéncia peptidica,
tem sido capaz de mediar a adesdo celular para varias proteinas da matriz
extracelular tais como fibronectina, vitronectina, sialoproteina 0ssea e osteopontina.
Além de estas respostas celulares primarias, o material deve também conter sitios
celulares ligantes de integrina e sitios celulares ligantes de fator de crescimento para
promover osteointegragdo.®?

O componente inorganico do 0sso nao somente promove a adesdo de
osteoblasto e migracdo (osteoconduc¢do), mais também fornece resisténcia ao tecido
0sseo. No caso da formacdo do novo tecido, osteoindugcdo e angiogénese sdo 2
processos criticos para a regeneracao do tecido.®?

Fatores de crescimento de transcricdo tal como fator de crescimento de
transformacao beta (TGF-b), proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs), fatores de
crescimento derivados da plaqueta (PDGFs), fator de crescimento como insulina
(IGFs) séo reportados em ter maior fungdo na osteoindutividade das células tronco
mesenquimais. Similarmente, fatores de crescimento tais como fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) séo
sugestdes para neovascularizagdo.®?

Contudo, varios pontos devem ser esclarecidos antes desses fatores de
crescimento se tornarem uma alternativa rotineira, a variabilidade da resposta local e

sistémica aos fatores de crescimento precisa ser mais bem esclarecida.

1.5.4 Degradagéo das membranas

A engenharia de tecido tipicamente envolve trés principais elementos quais
fornecem os fatores essenciais para o processo de regeneracdo fisiologico. O
primeiro componente é o substrato (membrana, espuma, gels e scaffolds 3D) para
propriedades de osteoconducdo. Estas propriedades séo definidas como a
habilidade de suportar a migragéo celular nos sitios de defeitos do tecido hospedeiro

e promover a proliferacdo e crescimento celular.®*
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O segundo elemento é representado por sinais, como fatores de crescimento
gue fornecem propriedades osteoindutivas, a habilidade de induzir a proliferacéo de
tipos especificos de células e dirigir elas para produzir um novo tecido. O ultimo
componente séo as células para propriedades osteogénicas. Estas propriedades sao
definidas como a capacidade de induzir as células locais a proliferar e se diferenciar
em células especificas.®

A biodegrabilidade ou bioreabsorcdo séo propriedades essenciais para obter
scaffolds que podem agir como matriz extracelular temporaria. A biodegrabilidade
deve acontecer de tal maneira que a taxa de biodegradagéo se combine com a taxa
de formacdo do novo tecido. Quando dito sobre polimeros biodegradaveis, é
fundamental que seu produto de degradacdo encontre critérios de biodegradacéo e
bioabsorcdo. Para uma efetiva integracao tecidual, € importante que o polimero e
seu produto de degradacdo mostre uma resposta inflamatéria minima. A resposta
inflamatoria é influenciada pela composicédo do polimero e sua taxa de degradacéo,
qual depende também da estrutura do scaffold: taxa de degradacdo rapida pode
promover alta concentracdo de produtos de degradacdo com potencial
inflamatério.®*

A tabela 5 ilustra exemplos de polimeros naturais e sintéticos usados para
preparacéo de substratos funcionais para regeneragdo do tecido 6sseo.%

Tabela 5-Polimeros naturais e sintéticos usados para preparacdo de substratos
funcionais para regeneracéao tecidual 6ssea.®*

Material Tempo de Degradacéo
degradacao
Colageno Depende do grau Enzimatica

de ligacao cruzada

Quitosana Depende do grau Hidrdlise,
de ligagao cruzada Enzimatica
e do pH ambiental

Acido hilaurénico Relacionado ao Enziméatica
peso molecular

Celulose | e Enzimatica

Poliacido lactico 6 meses- 2 anos, Hidrolise
dependendo do
peso moelcular
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Os mamiferos incluindo humanos ndo podem digerir a celulose, mas bactérias
contidas no rimen de bovinos e outros ruminantes produzem enzimas que podem
quebra-las.Tipicamente, esta habilidade é possuida somente por bactérias, quais
estdo localizadas nas paredes do intestino dos ruminantes tal como a vaca e

ovelha.%

1.6 Celulose Bacteriana, Fosfato de calcio: Desenvolvimentos recentes

As pesquisas utilizando celulose bacteriana e fosfato de calcio tiveram seu
desenvolvimento inicial em meados de 2006, com o grupo de Hong et al. (2006),
eles modificaram quimicamente as membranas de celulose bacteriana com CaCl2
antes da incubacdo das mesmas na solugdo biomimética (SBF). Os cristais de
hidroxiapatita foram incorporados na superficie da celulose bacteriana.®’

Ainda em 2006, o grupo de Wan et al. modificou quimicamente as membranas
de celulose bacteriana com CaClz e com grupamentos fosfatos antes da incubacgéo
das mesmas na solucdo biomimética (SBF). Os cristais de hidroxiapatita foram
incorporados na superficie da celulose bacteriana. Por FTIR foram encontrados que
os cristais de fosfato de calcio foram parcialmente substituidos com grupamentos
carbonatos e por DRX que o tamanho dos cristais eram nanométricos e com baixa
cristalinidade.®®

Um grupo de Nge e Sugiyama em 2006, modificaram tanto o meio de cultura
(Carboximetilcelulose) quanto a modificacdo de superficie da celulose bacteriana
com TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpyperidine-1-oxyl) antes da incubagdo das mesmas
na solucédo biomimética (SBF). Por FTIR e ICP, os autores obtiveram a fase fosfato
de célcio carbonetado deficiente em calcio com fase inicial em fosfato octacalcico.
Os autores alegam que a modificacdo da superficie aumentou a taxa de nucleacao
dos fosfatos de célcio.®®

Em 2007, Wan et al. provaram por diversas caracterizacfes e mecanismos
gue a modificacdo com grupos fosfatos efetivamente consegue formar cristais de
hidroxiapatita na superficie da celulose bacteriana antes da incubacdo das mesmas
na solucdo biomimética (SBF). Por FTIR foram encontrados que os cristais de
fosfato de calcio foram parcialmente substituidos com grupamentos carbonatos e por

DRX gue o tamanho dos cristais eram nanométricos e com baixa cristalinidade.
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Em 2008, Shi et al. modificaram quimicamente as membranas de celulose
bacteriana com NaOH e depois CaCl: antes da incubagdo das mesmas na solucao
biomimética (SBF). Os autores provaram por caracterizagdes e mecanismos a
formacéo de hidroxiapatita deficiente em calcio na superficie da celulose bacteriana.
Os autores alegam que a modificacao alcalina antes da incubacéo na solugédo SBF
aumentou a taxa de nucleacéo dos fosfatos de célcio.0!

Em 2009, Grande et al. foi o primeiro grupo a utilizar células em membranas
de celulose bacteriana e fosfato de céalcio. Os autores também trabalharam com um
método diferente de formacéo de fosfato de calcio, a co-precipitacdo e modificaram
o meio de cultura (Carboximetilcelulose) da celulose bacteriana. Por microscopia de
forca atdmica, o grupo observou fibras de diametros menores quando houve a
presenca de (Carboximetilcelulose) no meio de cultura. A andlise termogravimétrica
mostrou que 23,7% do peso no nanocomposito era de fosfato de calcio. O material
se mostrou viavel a diferenciacéo e proliferacdo das células.1%?

Em 2011, Zimmermann et al. foi o primeiro grupo a trabalhar com celulose
bacteriana na forma de peliculas e tubos. Os autores modificaram quimicamente a
celulose bacteriana com CaClz e Carboximetilcelulose antes da incubacdo das
mesmas na solucdo biomimética (SBF). Os autores determinaram pela primeira vez
a razado Ca/P utilizando o equipamento XPS. Para determinar a viabilidade dos
scaffolds In vitro, a morfologia e diferenciacdo das células osteoblasticas foi
analizada por Microscopia de Fluorescéncia e a presenca dos cristais de
hidroxiapatita deficiente em céalcio na superficie da celulose bacteriana resultou no
aumento da adesdo celular.1%

Em 2011, Saska et al. modificaram quimicamente as membranas de celulose
bacteriana com CacClz antes da incubag&o das mesmas na solugcido de Na2HPOa. Os
cristais de hidroxiapatita foram incorporados na superficie das membranas de
celulose bacteriana. As membranas foram avaliadas In vivo em defeitos 6sseos nao
criticos da tibia do rato em 1,4 e 16 semanas. Os testes In vivo mostraram sem
reacdo inflamatéria em 1 semana. Depois de 4 semanas, os defeitos foram
completamente preenchidos pelo novo tecido 6sseo. As membranas assim foram
efetiva para regeneracao éssea.%

Em 2014, Caminaga et al. desenvolveram membranas de celulose bacteriana
com colageno ou hidroxiapatita e peptideos de crescimento osteogénicos. Foram
realizados testes In vitro citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos com células CHO-
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K1. Somente a membrana com hidroxiapatita e peptideos de crescimento
osteogénicos mostrou um pequeno efeito mutagénico, as outras membranas
testadas demonstraram nenhuma alteracdo citotoxica, genotoxica e mutagénica.
Futuros estudos devem ser investigados para melhor compreensdo deste
resultado.1%®

Em 2015, Pigossi et al. desenvolveram membranas de celulose bacteriana,
hidroxiapatita e peptideos de crescimento osteogénicos. As membranas foram
avaliadas In vivo em defeitos 6sseos criticos do cranio do rato em 3,7,15,30,60 e 90
dias. Foi analizada a expressdo génica dos biomarcadores 6sseos, analise
histoldgica e regeneracdo 6ssea por microtomografia computadorizada. Apés 3 dias
do pds-operatério foi detectado biomarcadores 6sseos em ambas membranas qual
indicam diferenciacdo osteoblastica destes biomateriais. Em 60 e 90 dias uma alta
porcentagem de formagdo Ossea foi observada por microtomografia
computadorizada em ambas membranas. Em conclusdo, a membrana somente com
hidroxiapatita promoveu uma melhor formacao 6ssea em defeitos dsseos criticos do
cranio de rato e a incorporacdo de peptideos ndo aumenta a regeneracdo 0ssea a
longo prazo.%

Em 2015, Sundberg et al. produziu celulose bacteriana macroporosa com
particulas de parafina e modificou com carboximetilcelulose (CMC) sua superficie,
antes da modificacdo biomimética com fosfato de célcio e celular com células tronco
mesenquimais. Os resultados mostraram gue 0S macroporos nado impediram a
formacao de fosfatos de calcio na superficie nem a célula tronco mesenquimal de se
diferenciar em osteoblastica dentro da estrutura da celulose bacteriana, mostrando
ser uma material promissor para aplicacdo em regeneracéo 6ssea.%’

De acordo com o exposto, foram desenvolvidos na presente Tese membranas
de celulose bacteriana modificada com moléculas naturais (acido hialurénico e
sulfato de condroitina) de maneira a modificar sua degradabilidade, apos foram
irradiadas com radiacdo Gamma para aplicacdes Biomédicas e recobertas com

fosfato de calcio para aplicacdo em Regeneracdo Ossea.
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Conclusdes

As membranas de celulose bacteriana sofreram modificacbes em seu meio de
fermentacdo (sulfato de condroitina e &cido hialurénico) e modificagbes de
propriedades de superficie para adeséo de fosfato de calcio de interesse bioldgicos.

Os resultados de DSC foram bem satisfatorios na regido da perda de agua,
mostrando claramente que a irradiagdo modificava a quantidade de agua no
material, o tornando mais hidrofébico e interferindo no processo de deposi¢cdo de
fosfato de célcio, conforme todas variacdes relatadas na figura 6.

Pode se observar por SAXS, claramente em toda curva, que as modificacdes
com as moléculas de sulfato de condroitina e &cido hialurdnico alteraram a
cristalinidade do material, tendo uma intensidade menor que a amostra de celulose
bacteriana padréo (figura 7), ou seja menor cristalinidade.

Empregando-se FTIR, DRX, MEV o0s grupamentos funcionais foram
caracterizados e pode-se constatar que a deposicdo de fosfato de célcio de
interesse bioldégico foram bem sucedidas, principalmente nas amostras nao
irradiadas sob SBF 1 e 3.

Por TGA, pode se concluir que o efeito da radiacdo nas propriedades térmicas
dos nanocompodsitos apresentou resultados divergentes, possivelmente o
posicionamento dos grupamentos superficiais (sulfato de condroitina e acido
hialurbnico) foi também um fator para o depdsito de fosfato de calcio nos
nanocompésitos.

De acordo com as medidas de angulo de contato, as amostras irradiadas e
nao irradiadas apresentaram diferengas, sendo as irradiadas mais hidrofébicas,
resultado corroborado pelo DSC. Na modificacdo com acido hialurénico, a amostra
fica muito hidrofilica, perdendo sua resisténcia mecénica em contato com a agua,
conforme tabela 9 e figura 43,44.

Na analise de XPS, se observa principalmente na deconvulacao da ligacdo do
carbono, que a ligacdo por ponte de hidrogénio entre o sulfato de condroitina
(grupamento NHz e carbonila) e celulose bacteriana(OH) acontece pela ligacdo do
carbono. Na deconvulacéo da ligacado do oxigénio, pode se notar que os fosfatos de
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calcio se ligam preferencialmente com o Oxigénio. Ou seja, tanto a ligacédo por ponte
de hidrogénio foi bem sucedida no trabalho quanto a incorporacéo do fosfato de
calcio na membrana, havendo seletividade com relacdo ao sitio de ligacdo. Além
disso, na tabela 11 pode-se observar que os SBFs testados 1 e 3 possuem maior
quantidade atémica dos ions Ca e P do que os SBFs 0 e 2, resultado que corrobora
com as analises anteriores realizadas nesta tese (FTIR, DSC, MEV, TGA).

A viabilidade celular de todas as concentracdes de eluatos de BC, BC/CS,
SBF 0, 1, 2 e 3 apresentaram resultados estatisticos ndo significantemente diferente
do controle negativo(p>0.05; Dunnett), porém teve diferencas entre os fosfatos de
calcio testados, sendo o SBF 1 o0 menos citotoxico.

Além disso, analisando a tabela 6 e os resultados desta tese, possivelmente a
influéncia do fons Mg?* foi prejudicial na formacéo de fosfatos de célcio na superficie
da membrana de celulose bacteriana, tal ion presente nos SBFs 0 e 2 apresentou
formacao de pouca quantidade de fosfato de calcio na superficie.
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