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Resumo

Objetivo: Desenvolver esferas de quitosana/D. ambrosioides (mastruz) para aplicagdo como biomaterial. Material e Métodos: Para obtencédo das esferas de quitosana
e quitosana com extrato alcoolico bruto do mastruz (EAB) utilizou-se a técnica de Geleificagéolonotrépica. Foram formados quatro grupos: QO- quitosana; Q5; Q10 e
Q20, quitosana com 5%, 10% e 20% de EAB, respectivamente. Foram caracterizadas por Microscopia Optica (MO); Citotoxicidade e Biodegradagao. Resultados: NoMO,
observou-se esferas bem delimitadas e mais escuras, @ medida que o percentual do EAB aumentou. Todos os grupos foram néo citotéxicos. Na presenca de lisozima,
observou-se perda de massa, ja na solugdo tampao fosfato salina (PBS) constatou-se ganho de massa. Conclusdo: Conclui-se que as esferas apresentaram potencial

para utilizagdo como biomaterial.
Palavras-chave:quitosana; plantas medicinais; regeneragéo dssea.

ABSTRACT
Objective: This worked aimed to develop chitosan/D. ambrosioides (mastruz) spheres to be applied as a biomaterial. Material and Methods: To obtain the chitosan
spheres and the chitosan with crude ethanolic extract of mastruz (CEE) the lonotropic gelation technique was used. Four groups were formed: QO- Chitosan; Q5; Q10
and Q20, Chitosan with 5%, 10% and 20% of CEE, respectively. Were characterized by Optic Microscopy (OM); Cytotoxicity and Biodegradation.Results: InOM, well
delimited and darker spheres were observed, as the CEE percentage increased. All groups were noncytotoxic. In the presence of lysozyme, mass loss was observed, as
for in solution Phosphate Buffered Saline (PBS) the mass gain was found. Conclusion: It can be concluded that the spheres presented potential for use as a biomaterial.
Keywords:chitosan; medicinal plants; bone regeneration.

Introducao
lgumas técnicas vém sendo empregadas na tentativa de recuperagdo de elementos dentarios perdidos, dentre elas, o
emprego de implantes dentdrios osseointegraveis. Entretanto, em alguns casos, torna-se indispensavel a realizagdo
e cirurgias de enxertos para repor o tecido 6sseo perdido ou para prevenir que essas perdas ocorram.Ha situagoes
clinicas em que se faznecessario o preenchimento do alvéolo dentdrio imediatamente ap6s a exodontia epreviamente a ins-
talagdo do implante osseointegravel, tornando possivel sua osseointegracao.'

Na perda ou comprometimento do tecido dsseo, varios biomateriais naturais ou sintéticos, como polimeros, ceramicas
e metais ou seus compositos tém sido investigados e utilizados de diferentes maneiras, como uma alternativa aos enxertos
6sseos.” Dentre esses materiais; destaca-se a quitosana, um biopolimero que apresenta grande potencial osteogénico, acele-
rando e maximizando o reparo 6sseo, atuando como um biomaterial osteoindutor.?

O grande potencial da biodiversidade brasileira estimula o desenvolvimento de produtos inovadores. Neste sentido, ins-
trumentos internacionais e politicas nacionais impulsionam a importancia das plantas medicinais.* Dentre estas, destaca-se
o mastruz (Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin&Clemants) que apresenta diversas propriedades farmacologicas ¢ de
grandedestaque na drea médica-odontoldgica:como a sua capacidade de acelerar o reparo dsseo’; e o seu efeito anti-inflama-
tério e cicatrizante nos tecidos pulpar e periodontal, estimulando assim o reparo 6sseo alveolar.®

Sendo assim, este trabalho objetivou desenvolver e avaliar esferas de quitosana/Dysphania ambrosioides (L.)
Mosyakin&Clemantspara aplicagdo como biomaterial. Um aspecto importante nesta pesquisa é a possibilidade de
obtenc¢do de um novo biomaterial com tecnologia e materiais nacionais, a partir do emprego da quitosana e do extra-
to de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, de forma que esta proposta de trabalho encontra efetiva
relevancia social e cientifica.
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Material e Métodos

A pesquisa foi do tipo laboratorial, qualiquantitativae
desenvolvidano Laboratorio de Avaliagio e Desenvolvimen-
to de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), localizado na
Unidade Académica de Engenharia de Materiais, na Uni-
versidade Federal de Campina Grande (UFCG).

A planta foi cultivada e coletada no Horto de Plantas
Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medi-
camentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) em Jodo Pessoa.

Em seguida foi obtido do extrato alcodlico de Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (mastruz), sendo
este um material escuro, pastoso e denominado extrato al-
codlico bruto (EAB).

Com a finalidade de identificar botanicamente, foi con-
feccionada aexsicata, com a qual se fez a identificagdo bo-
tanica no herbario do Centro de Satide e Tecnologia Rural
(CSTR) da UFCG. Amostras representativas das exsicatas
foram depositadas no Herbario CSTR, sob nimero de tom-
bo - CSTR 6015.

Foi,entdo, preparada uma solu¢do de quitosana 2% (Sig-
ma Aldrich® - Grau de desacetilacio de 75-85%, Lote SL-
BF5331V) em acido acético glacial a 1% (Neon, Lote 21352)
(v/v), no agitador mecénico (IKA°RW 20, da marca IKA®)
durante 24 h a 435 rpm. Em seguida, foi dissolvido,também,
sob agitacdo mecénica,a quantidade de EAB necessaria para
obten¢do das solu¢des de quitosana com diferentes percen-
tuais do extrato. Os grupos foram formados a parir desses
percentuais. Sendo o grupo QO, as esferas produzidas a par-
tir da solugédo de quitosana; Q5, aquelas produzidas a partir
da solugdo de quitosana+5% de EAB; Q10, quitosana+10%
de EAB e finalmente Q20, quitosana+20% de EAB (Q20).

Posteriormente as dilui¢des, para a obtencédo das esferas,
foi utilizada a técnica de Geleificagdo Ionotropica. Para tan-
to, foram adicionados separadamente, 10 ml de cada solu-
¢do (QO, Q5, Q10 e Q20) em seringas de 10ml (Descarpack)
equipadas com uma agulha de 25 mm de comprimento e
0,80 mm de didmetro (NIPRO). O conjunto (seringa/agu-
lha/solugédo) foi entdo acoplado a uma bomba de infusdo
(Cole Parmer) com velocidade de 20 ml/h.As goticulas for-
madas foram recolhidas em um béquer contendo 100ml de
solugdo de TPP (Tripolifosfato de Sédio) (Sigma Aldrich®,
Lote 12421JIV) a 5%, onde foram formadas as esferas. As
mesmas permaneceram na solugdo de TPP por 30 minutos.

Decorrido esse tempo, as esferas de cada grupo foram la-
vadas em 10ml de agua destilada, por trés vezes. Concluido
o terceiro ciclo de lavagem, as esferas de quitosana/Dyspha-
nia ambrosioides (L.) Mosyakin&Clemants foram dispos-
tas em discos de papel filtro para remover o excesso de agua
e levadas a estufa por 24 horas a 37°C para secar. Passadas
as 24 horas, as esferas foram acondicionadas, separadamen-
te por grupo, em tubos falcon e, finalmente, encaminhadas
para as caracterizagoes.

As esferas de quitosana (QO) e quitosana com extrato
de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin&Clemants, em
diferentes concentra¢des (Q5, Q10 e Q20), foram caracteri-
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zadas pelas técnicas de Microscopia Optica (MO) e pelos
ensaios de Citotoxicidade in vitro e Biodegrada¢ao Enzi-
matica in vitro.

Para caracterizagdo por Microscopia Optica (Hirox, mo-
delo SHX- 13M) foram realizadas imagens com o aumento de
40Xda superficie externa das esferas de quitosana sem e com
o extrato Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin&Clemants
em diferentes concentragoes.

O ensaio de Citotoxicidade in vitro foi realizado por meio
do contato direto entre as esferas e as linhagens de fibroblas-
tos (L929). Para tanto, foi utilizada uma concentragdo de 5 x
105 células/mL do meio para cultivo de células tipo RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1640-C e adicionados 100
uL em uma placa de 96 pogos. A placa foi transferida para
a estufa de CO, (5%) a 37°C por 1 hora. Apds este perio-
do, foram adicionadas as amostras e mais 200 uL de RPMI
1640-C, foram usados 12 pogos para cada grupo testado (to-
talizando 48 pogos), 12 pocos para o branco e 12 pogos para
o controle negativo, o RPMI 1640-C foi utilizado como con-
trole. A placa foi incubada outra vez em estufa de CO, (5%)
a 37°C por 24 horas. Apds as 24 horas, foram adicionados
100 uL de solugdo de Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio (MTT) em RPMI 1640-C(0,5mg/mL).
Novamente, a placa foi incubada em estufa de CO, (5%) a
37°C por 3 horas. Em seguida, o sobrenadante foi descarta-
do e adicionado 100 uL de alcool isopropilico, sendo final-
menterealizada a leitura da densidade dtica em um leitor de
microplacas (Victor 3 - PerkinElmer), a 540 nm com filtro
de referéncia de 620 nm. A viabilidade celular foi calcula-
da em porcentagem, considerando o controle negativo com
100% de viabilidade.

Esferas inteiras de cada um dos grupos (QO0, Q5, QI0,
Q20) foram submetidas & avaliagdo daBiodegrada¢do En-
zimatica in vitro, em solu¢do de PhosphateBuffered Saline
(PBS) (Sigma Aldrich®, Lote SLBC5890) e outras amostras,
também de cada um dos quatros grupos, foram submetidas
aavaliacao da biodegradac¢do em solucdo de lisozima/PBS
com concentragdo de 1 mg/mL.

Foram utilizadas 50mg (+ 2mg) de esferas, corres-
pondendo & massa inicial de cada amostra. Para cada
grupo (QO0, Q5, Q10, Q20) foi realizado o ensaio em trés
amostras, tanto para a solu¢do de PBS, quanto para a
solugdo de lisozima/PBS; para cada um dos tempos de-
terminados; 7, 14 e 21 dias.

As amostras foram incubadas em estufa microbiologica,
a temperatura de 37°C. As primeiras esferas de cada grupo
(triplicata), tanto do PBS quanto da lisozima/PBS foram re-
tiradas da estufa apos 7 dias; as outras esferas de cada grupo
(triplicata) mantidas no PBS e lisozima/PBS s6 foram retira-
das da estufa ap6s 14 dias e 21 dias.

Depois da remogéo das esferas da estufa em cada um dos
tempos propostos, procedeu-se a pesagem em balanc¢a ana-
litica (Shimadzu AUY?220). Os valores das massas em mili-
grama (mg) das amostras antes e apos os tempos determi-
nados forneceram os resultados referentes a degradagao das
esferas, observados a partir da média de ensaios repetidos.
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Os resultados do ensaio de Biodegradacao Enzimatica in vitro foram tabulados e analisados estatisticamente no
programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS v. 20, IBM, Chicago, IL), sendo considerado o nivel de signifi-
cancia de 5% (a<0,05). Inicialmente, os dados foram analisados quanto a sua distribui¢do, sendo aplicado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Dada a distribui¢do normal, os dados foram analisados segundo andlise de
varidncia (ANOVA). Para a andlise de biodegradagdo enzimdtica in vitro, foram considerados os fatores “concentragdo

do extrato de mastruz”, “tempo” e “presenca de lisozima”. Assim, foi realizada a analise de varidncia a trés critérios
fixos (three-way ANOVA). Para andlise das diferengas intergrupos, utilizou-se o teste de Tukey HSD.

Resultados

Por meio da microscopia 6tica MO,utilizando-se um aumento de 40x, foi possivel observar que as esferas sdo bem
delimitadas e que se tornaram mais escuras, a medida que o percentual do extrato de Dysphania ambrosioides (L.)
Mosyakin&Clemants foi aumentado, evidenciando a incorporagéo deste (Figura 1).

Com relagdo ao ensaio de Citotoxicidade in vitro, os resultadosobservados na Tabela 1 demonstram que as
amostras de todos os grupos apresentaram viabilidade celular, ndo sendo por tanto citotéxicas. Visto que de acor-
do com documento ISO 10993-5: 2009°, que determina a citotoxicidade do material se os valoresobtidos forem
menores do que 70%.

No ensaio de Biodegradac¢do Enzimatica in vitro, quando as esferas foram inseridas na solu¢do de lisozima/PBS
(Phosphate Buffered Saline), foi possivel observar que todos os grupos apresentaram perda de massaestatisticamente
significante (p<0,05), entre os momentosinicial e final em todos os tempos estudados (Tabela 2), fato este mais eviden-
te no grupo QO, nos tempos de 14 e 21 dias quando se observou a degradagao total das mesmas (Figura 2). O fato de ter
havido perda de massa em todos os grupos demonstra a efetividade da lisozima.

Na solug¢do de PBS sem lisozima (Figura 3), pode-se observar um ganho de massa, entre os momentos inicial e final,
estatisticamente significante (p<0,05) em quase todos os grupos e todos os tempos observados. Excecéo foi observada
para as amostras com 5% do extrato de mastruz (Q5), entre os tempos de 14 dias inicial e final, as quais ndo diferiram
entre si (p>0,05), embora se observe também esse ganho(Tabela 2).
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Figura 1. Imagens das esferas no MO com aumento de 40x. (QO0) .
Esferas de quitosana, (Q5) Esferas quitosana +5% EAB, (Q10) Es- Bamas de erro: +/- 10P
feras quitosana +10% EAB e (Q20) Esferas quitosana +20% EAB  Figura 2. Biodegradacao, na presenca de lisozima, das esferas de
(Autor, 2016) quitosana incorporadas com diferentes concentracdes do extrato

de Dysphania ambrosioides L. (mastruz), em diferentes tempos de
anélise (7, 14 e 21 dias), onde Di significa avaliacado da massa inicial
e Df significa avaliacdo da massa final. Barras indicam média (mg)
e + desvio-padrao
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Figura 3. Biodegradacao, na auséncia de lisozima, das
esferas de quitosana incorporadas com diferentes con-
centracdes do extrato de Dysphania ambrosioides L.
(mastruz), em diferentes tempos de anélise (7, 14 e 21
dias), onde Di significa avaliacdo da massa inicial e Df
significa avaliacdo da massa final. Barras indicam média
(mg) e = desvio-padrao

Tabela 1.Percentual de viabilidade celular
de cada grupo

Grupo % de viabilidade Desvio Padrao

Qo0 93 +14
Q5 93 +14
Q10 93 +16
Q20 96 *13

Tabela 2. Resultados do ensaio de Biodegradagdo Enzimatica

in vitro
Grupo  Solucao de lisozima/PBS Solucao de PBS
Perda de Perdade  Ganhode Ganhode
massa (mg) massa (%) massa(mg) massa (%)
7 dias -3,27 - 63,64 25,37 500,67
0 14 dias -5,07 -100,00 18,00 360,00
21 dias -513 - 100,00 54,03 1066,44
7 dias -3,07 -60,00 22,23 447,67
5 14 dias -2,87 - 56,21 1,57 31,33
21 dias -1,37 -39,80 29,00 568,63
7 dias -39 -76,47 21,27 422,52
10 14 dias -4,83 - 93,55 28,83 576,67
21 dias -4,00 -78,95 25,53 497,41
7 dias -4,50 -90,60 45,63 906,63
20 14 dias -3,47 -71,23 17,00 16,27
21 dias - 3,50 - 68,63 337,75 336,55
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Discussao

Neste trabalho, se utilizou o extrato alcoolico bruto de
Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin&Clemants (mas-
truz) (EAB). Segundo a APG III - Angiosperm Phylogeny
Group, isto é o Grupo para a Filogenia das Angiospermas;
0 mastruz ndo se encontra mais no género Chenopodium
e sim no género Dysphania, sendo Dysphania ambrosioides
(L.) Mosyakin & Clemants o nome aceito e correto atual-
mente, em substituicdo a Chenopodium ambrosioides L."°

De acordo com Bitencourt'!, a incorporagdo de subs-
tancias ativas pode influenciar a estrutura superficial e in-
terna dos materiais devido a diversos fatores como: tama-
nho, peso molecular, interagdes com a matriz polimérica,
dentre outros.

Na atual pesquisa, por meio da MO, ndo se observou
perda das caracteristicas das esferas, decorrente da incor-
poracdo do EAB, porém Ma e Liu'” observaram essa perda,
quando utilizaram albumina de soro bovino (BSA) incor-
poradaa quitosana. Sendo a eficiéncia de encapsulacio infe-
rior a 40% quando a razdo em peso de BSA para quitosana
atingiu 20%.

No presente trabalho o ensaio de citotoxicidade in
vitro foi realizado, por meio do contato direto entre as
esferas e as linhagens de fibroblastos (L929), utilizando-
-se oteste de MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
-il) -2,5-difeniltetrazdlio).

De acordo com a classificagdo de citotoxicidade de mate-
riais do documento ISO 10993-5: 2009° ocorre a citotoxici-
dade do material se os valores obtidos de viabilidade celular
(%) forem menores do que 70%, no presente trabalho todos
os valores de viabilidade foram superiores a 70%, portanto
sendo estes considerados nao citotéxicos.

Grassi® realizou um teste in vitro de viabilidade ce-
lular, para tanto foi utilizado células ndo tumorais L929
frente a diferentes concentragdes do extrato etanodlico
bruto (EEB) do mastruz, as mesmas células utilizadas
no presente estudo. Com os resultados obtidos, ele con-
cluiu que o EEB néo reduziu a viabilidade celular, quando
comparadas ao controle negativo. O mesmo autor avaliou
também os efeitos toxicos do EBB de C. ambrosioides que
pudessem inviabilizar o uso terapéutico da planta, e este
ndo gerou hipotermia e alteracdes motoras nos camun-
dongos e ratos testados quando se utilizou as mesmas
concentragdes do teste in vitro por via oral.

Borges et al.” compararam a toxicidade do 6leo essencial
de C. ambrosioides para células de mamiferos e concluiram
que dleo ndo apresentou toxicidade contra as mesmas.

A taxa de degradagdo da quitosana é um importante fa-
tor a ser considerado para sua aplicacdo biomédica e far-
macéutica. E importante que polimeros como a quitosana
possam ser eliminados do organismo ap6s o cumprimen-
to de sua fungdo, e para isso, é necessario que o polimero
seja reduzido a fragmentos menores passiveis de sofrer, por
exemplo, clearance renal.”

Com relagio a biodegradacio na presenca da lisozima, o
fato do grupo no QO ter havido maior degradagdo compara-
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do aos demais grupos, ja que degradou totalmente no tempo
final de 14 e 21 dias, corrobora com a hipétese de que o EAB
atuou como agente reticulante e provocou a ndo degradagao
total nos grupos Q5, Q10 e Q20.

Em outro estudo, membranas de quitosana com sulfa-
to de condroitina degradaram mais rapido do que aquelas
de quitosana pura. Uma possivel explicagdao para esse fe-
ndémeno seria a alta solubilidade do sulfato de condroitina
em agua, e que por isso, o mesmo foi liberado, ampliando
a degradagido da quitosana.”” No presente estudo o extrato
alcodlico bruto (EAB) de Dysphania ambrosioides apresen-
tou dificuldade de solubilizagio, o que pdde ser observado
no momento das dilui¢des do mesmo na quitosana, antes da
confecc¢do das esferas; como também nas imagens obtidas
com a microscopia otica. Esse fato pode ter influenciado na
degradagdo maior do grupo QO.

No trabalho de Spin Neto' sobre regeneracgéo dssea, foi
observada uma importante caracteristica da quitosana, que
foi a biodegradabilidade, pois nos dois periodos observados,
ndo foi observado resquicios da mesma. A biodegradacao
de muitos polimeros tem sido estudada, especialmente da
quitosana, por ser de facil manipula¢io, favorecendo esse
tipo de estudo. No presente trabalho se observou em todos
os grupos e tempos avaliados que, na presenga da lisozima,
houve uma diminui¢do da massa das esferas, o que significa
degradagdo das mesmas, provavelmente se fossem analisa-
das por periodos maiores de tempo poderia ser observada a
degradagio total destas.

Esse ganho de massa pode ser explicado pelo fato da qui-
tosana, em solug¢des aquosas de acidos diluidos, como a que
foi utilizada para a fabricagdo das esferas, adquirir maior
nimero de cargas positivas devido a protonagdo dos grupos
amino de suas cadeias e passa a exibir o comportamento de
um polieletrdlito catidonico,"” apresentando carater higros-
copico, sendo capaz de absorver até 400% da sua massa ini-
cial em meio aquoso."®

Conclusao
« A metodologia para produgio de esferas foi de facil execu-
¢do, sendo por tanto reprodutivel;
« O estudo morfoldgico realizado por MO evidenciou a for-
magéo de esferas bem delimitadas e mais escuras, a medida
que se aumentou o percentual do EAB, evidenciando a in-
corporagdo deste;
» Todas as amostras estudadas apresentaram viabili-
dade celular;
« Na presenca de lisozima, as esferas de todos os grupos
apresentaram perda de massa em todos os tempos estuda-
dos, fato este mais evidente no grupo QO, nos tempos de 14 e
21 dias. Na auséncia de lisozima na solugdo de PBS pode-se
observar um ganho de massa em todos os grupos para todos
os tempos observados;
« Conclui-se que todas as esferas apresentaram potencial
para utiliza¢ao como biomaterial. &)
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