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PREPARAGAO, CARACTERIZAGAO E AVALIACAO BIOLOGICA DE ARCABOUGOS 3D
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Setembro/2018

Orientador: Luis Eduardo Almeida

Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia e Engenharia de Materiais

Pesquisas recentes na bioengenharia permitem a produgédo de arcabougos
tridimensionais biodegradaveis, para atuarem como suporte temporario na regeneragao
tecidual 6ssea. Nessa perspectiva, foi produzido, caracterizado e avaliado o comportamento
in vitro de arcabougos 3D porosos, a base de alginato de sédio (AS), fibroina da seda (FS) e
hidroxiapatita (HA), em diferentes proporgées: grupo I: AS (100 % da composigao), grupo |l
AS/FS/HA (25:25:50 % da composigdo), grupo lll: AS/FS/HA ( 50:25:25 % da composi¢ao),
grupo 1V: AS/FS/HA (35:35:30 % composi¢ao), com o propésito de avaliar a influéncia da
composigao frente as células das linhagens MC3T3-E1 e MG-63. Analises fisico-quimicas
foram realizadas através de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e
difracdo de raios X, a fim de investigar a interagao fisica dos materiais no compoésito. Além
disso, o comportamento de degradagao térmica dos arcabougos foi estudado, por analise
termogravimétrica e calorimetria exploratéria diferencial, que forneceu compreensédo dos
possiveis eventos térmicos ocorridos. Alteragdes morfolégicas e analises de microestrutura
foram observadas em ensaio de bioatividade e por microtomografia computadorizada
respectivamente. Por fim, concluimos, que independente da composi¢cdo, todos os
arcabougos produzidos possuem uma composi¢do topografica e de microestrutura capazes
de promover adeséo, proliferagao e diferenciagcdo osteogénica, de forma mais eficaz, como
verificado por ensaios biol6gicos. Entretanto os arcabougos foram considerados
biocompativeis sendo, portanto, viaveis para utilizagdo como suportes na regeneragéo do
tecido ésseo.



Abstract of the Thesis presented to P2CEM / UFS as partial fulfillment of the requirements for
the degree of Doctor in Materials Science and Engineering (D.Sc.).

PREPARATION, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL EVALUATION OF 3D
SCAFFOLDS OF ALGINATE, FIBROIN AND HYDROXYAPATITE FOR BONE TISSUE
REGENERATION.

Geane Conceigao Carvalho
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Department: Materials Science and Engineering

Recent researches in bioengineering allow the production of three-dimensional
biodegradable scaffolds to act as temporary support in bone tissue regeneration. In this
perspective, the in vitro behavior of porous 3D scaffolds based on sodium alginate (SA), silk
fibroin (SF) and hydroxyapatite (HA) at different proportions was evaluated as follows: group
I: SA (100 wt.%), group Il: SA/SF/HA (25:25:50 wt.%), group Ill: SA/SF/HA (50:25:25 wt.%),
group 1V: SA/SF/HA (35:35:30 wt.%), face to MC3T3-E1 and MG-63 cells, for a possible
application in bone tissue engineering. Physical-chemical analyzes were performed using
Fourier transform infrared spectroscopy and X ray diffraction, in order to demonstrate the
physical interaction of the materials in the composite. In addition, the thermal degradation
behavior of the scaffolds was assessed by thermogravimetric analysis and differential
scanning calorimetry which provided an understanding of possible thermal events.
Morphological changes and microstructure analyzes were observed in a bioactivity assay
and by computerized microtomography, respectively. Finally, we conclude that regardless of
composition, all the scaffolds produced have a topography and microstructure composition
capable of promoting osteogenic adhesion, proliferation and differentiation, more effectively,
as verified by biological assays. However, the frameworks were considered biocompatible
and therefore feasible for use as supports in the regeneration of bone tissue.
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Introdugéo

Existe uma necessidade clinica de biomateriais sintéticos, que podem reparar
de forma viavel defeitos 6sseos, pois até o ano de 2020 serao realizadas anualmente
em torno de 6,6 milhGes de cirurgias 6sseas sendo que a maioria com o objetivo de
reparar defeitos 6sseos de “tamanho critico” que resultam de fratura traumatica,
devido ao elevado indice de acidentes automobilisticos, osteossarcoma ou
malformagéo congénita e doengas degenerativas como a osteoporose (MCNAMARA
etal., 2014).

As perdas Osseas fizeram com que houvesse interesse na busca por
estratégias, a fim de repor o osso que foi perdido. Recentemente, a bioengenharia
tecidual, que é uma ciéncia emergente e envolve diversas areas do conhecimento a
exemplo da biologia molecular e engenharia de materiais (TEIMOURI et al., 2015)
desempenha um papel fundamental e surgi como uma alternativa promissora na
regeneragao 6ssea, uma vez que introduziu novas estratégias, como a produgéao de
arcabougos tridimensionais porosos, principalmente por envolver a expansao celular
nesses arcabougos, o qual ird servir como suporte temporario até a formagao do novo
tecido (JIN et al., 2012).

O tecido 6sseo tem a capacidade de regeneragdo, produzindo novo tecido,
com a mesma organizagao estrutural original, porém essa regeneragao € limitada com
o tamanho da lesdo, assim defeitos Osseos extensos, ndo se regeneram
espontaneamente (MCNAMARA et al., 2014). O preenchimento de defeitos com osso
autégeno e/ou alégeno € uma opgao de tratamento regenerativo, porém, sio
crescentes as preocupagdes sobre as complicagbes com autoenxerto, aloenxerto e
suas limitagées (LOSANO et al., 2018).

Esses tratamentos cirdrgicos sdo restritos, devido a quantidade limitada de
tecido, auséncia de biocompatibilidade, rejeicao imunitaria e risco de transmissao de
doencgas (SOWJANYA et al., 2013 ).

Ja é reconhecido a forte influéncia da matriz extracelular nas respostas
biolégicas de células que sdo estruturas complexas e para proliferarem e se
diferenciarem requer ancoragem nessa matriz e com isso restabelecer ndo somente a
estrutura, mas a fungéo do tecido lesado (CHATZINIKOLAIDOU et al., 2017). Um dos
principais desafios na produgdo desses arcabougos para engenharia tecidual é
mimetizar a matriz extracelular 6ssea (PATI et al., 2015).

Sendo o arcabougo um dos componentes essenciais para regeneragao 6ssea,
tanto para o cultivo de células como também por possibilitar adesdo, proliferacdo e
migragéo celular (SHIM et al., 2017), alguns critérios sdo significativos para o sucesso
do seu desempenho como substitutos biol6gicos, como ser biocompativel, a fim de
permitir a atividade celular normal, sem provocar qualquer efeito téxico local ou
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sistémico; ser biorreabsorvivel cujos produtos da dissolugdo sejam metabolizados pelo
organismo; possuir uma microestrutura porosa com tamanho de poros adequados e
interligados, que permita uma difusdo eficaz de oxigénio e nutrientes essenciais a
sobrevivéncia celular (KIM et al., 2015).

A composi¢do e arquitetura do arcabougo também desempenham papéis
cruciais na capacidade de colonizagao das células e, para isso, deve possuir uma
topografia de superficie, com uma composi¢gao quimica que favorega a proliferagao
celular. Deve ainda ser biodegradavel, pois a degradagdo desempenha papel
importante na engenharia tecidual 6ssea, visto que, os biomateriais devem degradar a
uma taxa controlada, para suportar a formag¢do do novo tecido e, portanto, se faz
necessario a compreensao e manipulagdo controlada das taxas de degradacdo do
biomaterial utilizado (MELKE et al, 2015). Deve possuir ainda uma resisténcia
mecanica adequada, para assegurar 0 crescimento celular, ser osteocondutor e, de
preferéncia, osteoindutor (YU et al., 2017).

Estudos recentes mostram que arcabougos com estrutura 3D tém promovido a
fixagdo de células e formagao do novo tecido (SHIM et al., 2017). Isto se deve ao fato
do modelo tridimensional poder fornecer as células um microambiente mais natural
permitindo o desenvolvimento de suas fungdes fisioldgicas in vitro, uma vez que reflete
ambientes biofisicos e bioquimicos nativos. Embora a simplicidade dos sistemas de
cultura em 2D possam elucidar fendmenos celulares individuais, esses sistemas
podem reduzir a importancia biolégica e a complexidade da arquitetura do tecido
dindmico, que afetam o comportamento fisiolégico de células in vivo (YAMAMOTO et
al., 2014).

Esses critérios sdo significativos para o seu papel como substitutos biolégicos,
isso porque o arcabougo deve imitar a matriz extracelular, pois eles irdo atuar como
substrato para a adesdo e proliferagdo de células, sendo introduzido no local
defeituoso ou de perda de osso. (SAMANDARI et al., 2016).

A escolha do material mais apropriado para a produgédo de um arcabouco
capaz de cumprir todos esses requisitos € um passo critico a ser estudado e continua
sendo objeto de pesquisas para a bioengenharia tecidual 6ssea (YU et al., 2017).

Foi produzido nesse estudo, biocompésitos a base de hidroxiapatita, alginato
de sédio e fibroina da seda e estudada a influéncia da percentagem destes
constituintes no compdésito, com relagdo a porosidade e a adesdo, proliferagdo e
diferenciacédo de duas linhagens de células (SARTUQUI et al., 2016).
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Objetivos

2.1 GERAL

e Avaliar a influéncia da proporgao de alginato de sddio, fibroina da seda e
hidroxiapatita, em arcabougos 3D frente as células cultivadas in vitro visando a
aplicagédo dos arcabougos, na engenharia tecidual éssea.

2.2 ESPECIFICOS

e Produzir arcabougos 3D a base de alginato de sd6dio, fibroina da seda e
hidroxiapatita com diferentes composigées.

e Caracterizar fisicoquimicamente os arcabougos produzidos através de DRX,
FTIR, TG, DSC, uCT e MEV.

¢ Investigar a degradagéo e a bioatividade dos arcaboucos.
o Determinar a topografia e microestrutura dos compositos.

~

e Avaliar a influéncia da composigdo dos arcabougos, frente a adesao,
proliferacdo e diferenciagdo in vitro de células pré-osteoblaticas de rato
MC3T3-E1 e de osteosarcoma humano MG-63.
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Fundamentagao Tedrica

3.1 0SSO

3.1.1 Composicao quimica e formacao do tecido 6sseo

7z

O osso é um tecido conjuntivo, dindmico e vascularizado, no qual a matriz
extracelular é mineralizada, conferindo-lhe rigidez e mantendo algum grau de
elasticidade. A estrutura da matriz 6ssea é composta por componentes inorganicos
principalmente cristais de hidroxiapatita e componentes orgéanicos, incluindo colageno
tipo 1, glicoproteinas, proteoglicanos e sialoproteinas. Por ser um tecido multifuncional, o
0sso é responsavel por uma variedade de estimulos, dentre eles, os biolégicos,
bioquimicos e biomecénicos (CHEN et al., 2014).

O processo como o osso € formado é chamado de ossificagdo ou osteogénese. A
Figura 1 esquematiza os tipos principais de células que ira formar o tecido ésseo que
sa0: os osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, todas derivadas da mesma linhagem de
células osteoprogenitoras (CARREIRA et al., 2014).

Cédula osleogénica Osteblasio (forma Ostedcio (mankém Osteoctasto (reatisorve

o lecido Gsseo) lecido (sseo . a haaanl

(desenvolve-se b ) € Jesirod 0 lecido 0s580)
num ostecblasto)

Figura 1. Tipos de células 6sseas. Adaptado de (TORMENA 2009).

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formagao da matriz, que sera
posteriormente mineralizada. Cerca de 70% da matriz 6ssea sdo mineralizadas logo apés
a sua sintese e o restante sofre mineralizagao gradualmente (WU et al., 2014).
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A medida que a matriz 6ssea é sintetizada, os osteoblastos ficam envoltos por ela
e passam a ser chamados ostedcitos. Os osteoblastos tém como fungdo manter a
viabilidade do tecido 6sseo. Entre as substancias que produz, podemos citar a fosfatase
alcalina, a proteina GLA', grandes quantidades de colageno do tipo | e uma variedade de
outras proteinas da matriz extracelular (GU et al., 2017).

Os ostedcitos sdo os osteoblastos encontrados aprisionados no interior da matriz
Ossea. Eles ocupam as lacunas, das quais partem canaliculos preenchidos por proje¢des
citoplasmaticas, mantendo a troca de pequenas moléculas e ions entre eles. Apesar das
caracteristicas ultraestruturais dos ostedcitos, eles sdo essenciais para a manutengéo da
matriz 6ssea (HANKENSON et al., 2015).

Os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas, derivadas dos macréfagos
e responsaveis pela remogao do 0sso, processo denominado osteoclasia. Essas células
possuem 0s mecanismos necessarios para dissolugdo dos materiais dsseos e para a
digestao da matriz organica (WU et al., 2014).

Microscopicamente existem dois tipos de o0sso: osso primario (imaturo ou
ostedide) é o primeiro a se formar durante o desenvolvimento fetal e durante a reparagao
Ossea é rico em ostedcitos e em feixes de colageno ndo modelado, que mais tarde, sdo
substituidos como osso secundario (maduro ou lamelar), com uma matriz mais calcificada
sendo, portanto, mais forte que o osso primario (ZIMMERMAN et al., 2015).

Macroscopicamente o osso divide-se em cortical e esponjoso. De maneira geral,
aproximadamente 80% do esqueleto consiste em osso cortical, formando a camada
externa de todos os ossos longos, dando prote¢cdo e suporte, resistindo as forcas
produzidas pelo peso e movimento. O tecido ésseo cortical estd organizado em unidades
chamadas de 6steons, ou sistemas de “Havers” (WU et al., 2014). A Tabela 1 mostra a
composi¢ao quimica do 0sso.

! Proteinas dependentes da vitamina K onde o residuo do acido glutamico (GLU) da proteina foi carboxilado
formando o acido y-carboxiglutamico (GLA).
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Tabela 1: Composigao quimica do osso.

Fase % em massa Fase Organica % em massa
Inorganica
Hidroxiapatita 60 Colageno 20
Carbonato 4 Agua 9
Citrato 0.9 Proteinas nédo colagenas
Sédio 0.7
Magnésio 0.5
Outros Outros:
:Cl; F, Sr*, Polissacarideos, lipidios,
Pb?*, Zn**, Cu®, Osteoblastos, osteoclastos e
Fe?* ostedcitos.

Fonte: Adaptado de (WU et al., 2014).

Ao contrario do cortical, o tecido ésseo esponjoso ou trabecular consiste em cerca
de 20% do esqueleto, apresentando uma matriz mais porosa, organizada em trabéculas,
preenchida por medula éssea vermelha, na qual ha produgdo ativa de células
sanguineas, a partir de células mesenquimais, possuindo, assim, metabolismo mais
intenso que o osso cortical (HANKENSON et al., 2015).

A diferenciagédo entre o tecido ésseo cortical e o esponjoso da-se em virtude da
disposicao dos elementos constituintes. A substancia déssea cortical é mais densa, pois
nela, as laminulas do tecido ésseo encontram-se fortemente unidas as outras, sem que
exista espago livre interposto. J& a substéncia esponjosa tem o arranjo das laminulas
Osseas, com espago e lacunas que se comunicam umas com as outras. Isso ocorre
devido a forma e tamanho irregular (CHEN et al., 2014).

O tecido 6sseo € o mais complexo de todos os materiais produzidos no corpo
humano, altamente organizado, com o potencial de reconstruir sua estrutura original
através dos processos de renovagao e remodelagéo, de forma constante por toda a vida.
Por causa de suas propriedades Unicas, 0 0sso atrai o interesse de diferentes tipos de
pesquisadores que, utilizando diferentes técnicas, tentam chegar ao conhecimento
completo de sua estrutura e diversidade de fungdes (CHEN et al., 2014).

A formagdo do osso ocorre de trés maneiras distintas: osteogénese,
osteoconducao e osteoindugao. A osteogénese é a formagédo do osso pela transferéncia
ou recolocacido de osteoblastos viaveis, que atuam sintetizando o osso em novos sitios.
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Na osteocondugao, inicialmente é formado um material como uma malha, onde vao
crescer vasos e osteoblastos, que migram de regides de osteotomia® ou fratura 6ssea. A
osteocondugado geralmente é ativada em fraturas 6sseas (HANKENSON et al., 2015). Ja
na osteoindugdo, células nao esqueléticas desmineralizadas sio diferenciadas em
células mineralizadas e estruturadas através de estimulos indutivos (horménios). O o0sso
imaturo, por exemplo, € um material osteoindutivo e, desde que haja estimulo, ocorre a
mineralizagdo (CARREIRA et al., 2014).

O osso pode assumir diferentes morfologias e fungbes, de acordo com sua
localizagdo no esqueleto humano, além das especificas solicitagbes mecéanicas exigidas
por cada parte do corpo (HANKENSON et al., 2015).

O esqueleto corresponde ao conjunto de ossos e cartilagens, que se interligam
para formar o arcabouco do corpo animal para desempenhar diversas fungées. Dentre
essas, citam-se: protegdo (para 6rgaos como os pulmdes), sustentagdo e conformagao
do corpo, local de armazenamento de célcio e fésforo, deslocamento do corpo e
produgao de certas células sanguineas (HANKENSON et al., 2015).

O esqueleto possui duas divisbes, uma axial e outra apendicular. O esqueleto
axial consiste na por¢gao mediana e é composto pelos ossos da cabega pescogo e tronco
(torax e abdome), enquanto o esqueleto apendicular corresponde aos membros,
superiores e inferiores. Os dois tipos de esqueletos sdo unidos por estruturas chamadas
cinturas (escapular e pélvica) e juntos, constituem o conjunto completo composto por 206
ossos (CHEN et al., 2014).

2 bsteotomia é o seccionamento cirdrgico de um osso.
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3.2 ENXERTOS

Procedimentos cirargicos para reparos de perda de tecido, devido a algum trauma
ou extragao de tecido doente, envolvem implantes de enxertos autdlogos e alogénicos
que podem ser doados de um sitio do mesmo paciente (autoenxerto), de outro ser
humano (homoenxerto) ou de outras espécies (xenoenxertos), porém estes tratamentos
cirrgicos sdo restritos devido a quantidade limitada de tecido, auséncia de
biocompatibilidade, rejeicao imunitaria e risco de transmissdo de doengas. Com isso, ha
uma necessidade clinica de biomateriais sintéticos, que podem reparar de forma viavel
grande defeitos ésseos (LOSANO et al., 2018).

Varios estudos tém sido realizados, na busca de um método eficaz, buscando-se
preencher as falhas ésseas, quando existe perda muito grande de tecido ésseo ou
dificuldade em sua regenerac¢édo. Assim, diversos materiais sdo utilizados como enxertos
0sseos com o intuito de estimular a osteogénese (enxertos e implantes osteogénicos e
osteoindutores) ou mesmo direcionar de forma mais rapida e apropriada a cicatrizagéo do
0sso (enxertos e implantes osteocondutores) (CARREIRA et al., 2014).

A finalidade no tratamento de uma fratura é obter rapida unido 6ssea, preservando
a fungao normal das articulagdes e tecidos moles préximos. A procura por substitutos que
apresente as mesmas propriedades que o 0sso autbgeno e com o objetivo de reduzir os
procedimentos cirargicos, fez com que as pesquisas desenvolvessem materiais
sintéticos. Varios materiais foram desenvolvidos, entre eles: enxertos homégenos,
xenbgenos, membranas biol6gicas, vidros bioativos e derivados da hidroxiapatita
(TURNBULL et al., 2018).

O material de enxerto ideal deve obedecer aos seguintes requisitos: fornecimento
ilimitado sem comprometer a area doadora; promover a osteogénese; nao apresentar
resposta imunolégica do hospedeiro; revascularizar rapidamente; estimular a
osteoindugéo; promover a osteocondugao; ser substituido completamente por osso em
quantidade e qualidade semelhante ao do hospedeiro (TURNBULL et al., 2018).

Neste sentido, a engenharia tecidual tem desempenhado um papel fundamental,
uma vez que introduziu novas estratégias com base no desenvolvimento de sistemas
compostos que integram células, fatores de crescimento e arcabougos tridimensionais
porosos, objetivando mimetizar a matriz extracelular 6ssea e com isso restabelecer nao
somente a estrutura, mas a fungéo do tecido lesado (CHATZINIKOLAIDOU et al., 2017).
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3.3 BIOMATERIAIS

Por definicdo, biomaterial é qualquer substancia ou combinagédo de substancias,
naturais ou ndo, que nao sejam drogas ou farmacos, utilizados em aplicagées biomédicas
e que interagem com sistemas bioldégicos, que tratam, aumentam ou substituem
quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungées do corpo (BABU & OGLE, 2015).

Existe uma gama de materiais que podem ser utilizados como biomateriais, sendo
que cada um deles pode apresentar propriedades que irdo classifica-los de diferentes
maneiras, dependendo das fungdes que deverdo desempenhar no local de inclusdo
(SOWJANYA et al., 2013).

Dois fatores sao de extrema importancia para o sucesso de um biomaterial: A
biocompatibilidade, que é a habilidade de um material ter um desempenho satisfatério,
com resposta adequada do tecido hospedeiro, para uma dada aplicagdo e a
biofuncionalidade, que é a capacidade do material desempenhar apropriadamente a
fungédo para o qual foi projetado, pelo tempo necessario, que pode ser longo nos casos
de implantes permanentes, ou curto no caso de implantes temporarios (TURNBULL et al.,
2018).

A evolugao dos biomateriais (ver Figura 2) tem contemplado diferentes fases que
tém contribuido para o desenvolvimento dos materiais, procurando reproduzir as
condigbes nativas do tecido onde vai ser implantado.

Cada biomaterial possui uma classificagdo, de acordo com seu comportamento
fisiol6gico: Os bioativos sdo materiais, onde em sua superficie ocorrem ligagées quimicas
com o tecido ésseo, fato conhecido como osteointegragdo. Os reabsorviveis ou
biorreabsorviveis sdo materiais que atuam por um determinado periodo junto aos tecidos
biolégicos e depois sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo, sem
necessidade de outra intervengao cirargica. Os mais conhecidos sdo os biovidros, as
vitroceramicas a base de fosfato de calcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de
calcio (ALLO et al., 2012).

Os bioinertes sdo materiais tolerados pelo organismo, mas a formagéo do tecido
envoltério € minima. Os mais conhecidos sdo: alumina, zircdnia, titdnio e suas ligas e
materiais carbonosos (ALLO et al., 2012).
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Na primeira geragao foram desenvolvidos os materiais bioinertes, cujo foco para
seu desenvolvimento era o de ndo provocar reacao de corpo estranho no organismo.
Conceitos de biocompatibilidade e biodegradabilidade fazem parte da segunda e terceira
geracao de biomateriais que inclui os materiais capazes de estimular respostas celulares
especificas em nivel molecular. Essas geragdes sdo interpretadas de forma conceitual e
nao cronoldgica, visto que cada uma delas representa uma evolugao nas propriedades
dos materiais envolvidos, de acordo com as necessidades e exigéncias que surgiam
(OLIVEIRA et al.,2010).

O desenvolvimento de novos biomateriais para a regeneragao tecidual 6ssea tem
contribuido para o aumento da expectativa de vida de pessoas que sofrem com doencgas
como a osteoporose ou traumas por acidentes (PILIPCHUK et al., 2015).

Embora uma grande variedade de estratégias terapéuticas com base em
diferentes tipos esteja sendo estudada, ha uma necessidade profunda de compreensao
dos processos biol6gicos e os mecanismos subjacentes as interagdes entre células e
biomateriais durante a cascata de formagéo do novo tecido. Uma das estratégias para
essas terapias é a utilizagdo de um arcabougo tridimensional (scaffolds), que se
assemelhe ao tecido 6sseo (PILIPCHUK et al., 2015).

Arcabougos 3D sdo matrizes tridimensionais que funcionam como suporte para
regeneragdo de tecidos perdidos ou danificados. Atualmente &€ uma das técnicas mais
promissoras em desenvolvimento devido a sua biodegradabilidade, por permitir a adesao,
a proliferagdo e migragdo celular, com o objetivo de regenerar de forma controlada, o
tecido danificado (ANSARI et al., 2013). Na Figura 3 tem-se a imagem de arcabougo 3D.
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Figura 3. Imagem dos Arcaboucos tridimensionais de Alginato de Sédio, Fibroina da Seda e Hidroxiapatita produzidos
nesse estudo.

Recentemente, esses arcabougos estdo sendo produzidos com arquitetura
tridimensional e geometrias definidas com precisdo, pois critérios como: porosidade e
tamanho de poros precisam ser levados em consideragdo controlando assim, o arranjo
das células e dos materiais bioativos (KIM et al., 2015).

Idealmente, apds a degradagao total do arcabougo, o tecido devera recuperar sua
funcdo, sem a necessidade de intervengao clinica para remover o implante. No entanto,
este ndo é suficiente para restaurar a funcionalidade completa do tecido (YAGUE et al.,
2014).

O sucesso da regeneragdo tecidual 6ssea depende, em grande parte, da
produgdo de arcabougos tridimensionais porosos semelhantes a matriz extracelular
natural do osso (KUNDU et al., 2013).

A Tabela 2 mostra o0 esquema representativo dos parametros estrutural e

biolégico dos arcabougos 3D, que sédo essenciais para a regeneragao tecidual 6ssea.

Tabela 2. Parametros estrutural e biolégico, dos arcabougos 3D.
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Funcao do arcaboucgo Caracteristica necessaria

Nao provocar resposta inflamatéria de Deve ser biocompativel, sem provocar
toxidade in vivo. qualquer efeito tdxico local ou sistémico.

Fixagdo de células e formagdo do novo Forma especifica tridimensional

tecido.

Promover a migragéo das células. Possuir uma microestrutura porosa e
conectividade entre os poros.

Permitir adeséo, proliferagéo e Possuir uma topografia de superficie que

diferenciagao celular. permita adesao, proliferagcao e diferenciagcao
celular.

Possuir propriedades de degradagao. Comportamento de degradacdo a medida

que ocorre a formagao do novo tecido.
Fonte: Adaptado de (YAGUE et al., 2014).

Atuais avancos no campo dos biomateriais e da biologia celular permitem que os
arcabougos possam abranger a maioria das  caracteristicas citadas
(CHATZINIKOLAIDOU et al., 2016). Para isso, a escolha do material a ser usado como
biomaterial depende da andlise de uma série de requisitos que devem ser considerados.

Ceramicas bioativas como a hidroxiapatita e biopolimeros como alginato de sédio
e fibroina da seda tém sido amplamente desenvolvidos e analisados em compdésitos para
esta finalidade (KUNDU et al., 2013).

3.3.1 Hidroxiapatita (HA)

A hidroxiapatita (HA) é um fosfato de calcio, de férmula quimica Caio(PO4)s (OH),,
com uma relagdo molar de (Ca/P) = 1,67. E uma ceramica bioativa, que tem sido utilizada
em procedimentos clinicos, por mais de 25 anos devido a semelhangca com os
constituintes minerais dos ossos e dentes humanos, podendo ter origem nos corais e
algas, ser derivado de mineral ésseo natural, ou ainda desenvolvido sinteticamente
(FOOK et al., 2010). A Tabela 3 apresenta um comparativo da composicao mineral do

0sso e da hidroxiapatita.
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Tabela 3 — Composigdo mineral do osso e da hidroxiapatita. Adaptado de (FOOK et al., 2010).

Composicao quimica Osso0% Hidroxiapatita%
Célcio 37,0 39,03
Fésforo 16,0 18,7
Carbonato 4,0 2,0
Magnésio 0,4 0,14
Sédio 0,6 0,12
Potéssio 0,05 <0,05

A estrutura porosa da hidroxiapatita funciona como suporte passivo a
neoformagao vascular, desta forma, a porosidade ira permitir a migragao e proliferagao
de osteoblastos e células mesenquimais, além da deposicdo de matriz 6ssea nos
espagos vazios, o que resulta em formagdo de um novo tecido 6sseo permeando o
biomaterial implantado (WANG et al., 2013).

A hidroxiapatita vem sendo bastante utilizada com o objetivo de verificar sua
fungdo na regeneragao 6ssea, sendo comprovada essa sua propriedade osteocondutora,
com resultados satisfatérios o suficiente para ser indicada como alternativa para a
enxertia éssea na rotina clinica (JIN et al., 2014). A Figura 4 mostra a representagao
esquematica da estrutura da célula unitaria da hidroxiapatita.

Ca(l)

Ca (Il

Figura 4. Estrutura da célula unitaria da HAp, mostrando os atomos formadores do mineral: célcio (Ca),
hidrogénio (H), fésforo (P) e os grupos hidroxila (OH- ). Fonte: Adaptado de (Mufioz, 2011).
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A célula unitaria da HAp hexagonal é formada por 10 ions de célcio localizados
em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio I, tetraédricos (Ca1) e seis no sitio Il, 6 atomos
de fésforo, 24 atomos de oxigénio e 2 jons OH". Os cations célcio (Ca?*) sdo agrupados
em 2 sitios ndo equivalentes, 6 fons calcio Ca?* [Ca (II)] e 4 ions no sitio Ca®** [Ca (I)].
Existem 6 atomos de fésforo e o grupo OH ocupando 1 sitio. Na estrutura da HAp
existem ainda 3 sitios que s&o ocupados por 24 atomos de oxigénio (COSTA, 2009).

Recentemente varios métodos estdo sendo utilizados na sintese da hidroxiapatita
a saber: métodos quimicos por via Umida, incluindo precipitagdo aquosa, hidrélise,
processo sol-gel, dentre outros, pois, a hidroxiapatita quando sintetizada em laboratério
fica livre de impurezas o que retarda a osteogénese. Além disso, o tamanho, a forma e a
porosidade do produto, podem ser controlados e pré-determinados (RODRIGUES et al.,
2012).

O interesse da hidroxiapatita como biomaterial € explicado claramente por sua
biocompatibilidade e bioatividade (PECK et al, 2011). Porém, sua baixa resisténcia
mecanica, restringe seu uso a aplicagbes, onde nao se requer esforgos mecanicos, como
recobrimento de préteses dentdrias e maxilofacial, implantes dentarios,
otorrinolaringologia, aumento da crista alveolar, defeitos periodontais, cirurgia de coluna,
recobrimento pulpar entre outros (YAQUE et al., 2014).

No entanto, arcabougos de natureza mais fragil de base polimérica tém sido
estudados em nosso grupo e suas aplicagées visam desde defeito critico de osso, que
ndo exige esforgo mecanico intenso, até defeito osteocondral e regeneragéo de tecido
pulpar.

Assim, para manter o implante de forma segura, com propriedades fisico-quimicas
adequadas e caracteristicas desejaveis ao reparo, pode-se associa-lo em compésitos por
promover maior eficiéncia nesse processo reparador, com varios tipos de biopolimeros,
dentre eles o alginato de sédio e a fibroina da seda (CUOZZO et al, 2014),
principalmente com o intuito de potencializar sua propriedade osteocondutora, sua
capacidade de fixagdo ao 0sso e sua resisténcia mecanica (FAN et al., 2012).

O termo compésito € empregado, para designar a combinagdo de dois ou mais
materiais, onde mantém sua identidade fisica e quimica inicial. As propriedades
mecéanicas do material resultante, normalmente sdo superiores aos dos componentes
individualmente (LOW et al., 2006).

Atualmente tém-se usado polimeros sintéticos bioabsorviveis, a fim de melhorar a
estrutura fisica e quimica, bem como, fornecer condigbes hidrofilicas e hidrofébicas,
padrdo de degradagdo e propriedades mecanicas a exemplo do alginato de sbdio
(RAJKUMAR et al., 2011).
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3.3.2 Alginato de Sddio (AS)

Alginato € um biopolimero extraido de diferentes espécies de macroalgas,
principalmente algas marrons, tais como, Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e
Macrocystid pyrifer MENG et al., 2013).

Em termos moleculares, o alginato de sédio é da familia dos copolimeros binarios,
composto por ligagdes 1-4 de acido B-D-manurénico (M) e acido a-L gulurénico, (ver
Figura 5), as quais podem variar em composigao e sequéncia, arranjadas em blocos de
homopolimeros (GG e MM), junto com blocos alternados (MG), ao longo da cadeia.
(MENG et al., 2013).

O alginato de s6dio é um polimero capaz de encapsular e imobilizar uma
variedade de células na engenharia tecidual, porque é biocompativel e biodegradavel.
Possui alta bioadesividade®, ndo téxico, baixo custo, além disso, o alginato de sddio, em
presenga do calcio e outros ions divalentes, podem trocar o ion sddio de sua estrutura
por um ion divalente, ocorrendo geleificagdo. Estas ligagdes se acomodam de maneira
tridimensional para formar uma estrutura no formato de “egg-box” (JIAO et al., 2016).

Essa interagao intermolecular entre cations e grupos carboxilicos das cadeias do
alginato, promovendo uma estrutura tridimensional gelatinosa permite a incluséo de
algumas moléculas bioativas em sua matriz polimérica por meio de interagdes
eletrostéaticas e de Van Der Waals devido a perda de agua (NAYAK et al., 2013).

A diferenga na sequéncia dos blocos determinard a flexibilidade da cadeia,
influenciando na solubilidade e estabilidade do gel que sera formado. Blocos MG, por
exemplo, formam cadeias mais flexiveis e mais soliveis em pH baixos (MENG et al.,
2013).

8 Propriedade que determinados materiais tem, de serem capazes de se ligarem a substratos biolégicos de
duas maneiras: aderindo a camada mucosa (mucoadesividade) ou & membrana celular (citoadesividade).
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Figura 5. Estrutura dos monémeros do 4cido alginico (a) e a representagédo estrutural de um fragmento da
cadeia polimérica do acido alginico (b), onde o blocos M formado pelo &cido B-D-manurdnico e o bloco G
formado pelo acido a-L gulurénico (Adaptado de Draget et al. 2011).

Outro biopolimero, agora da familia das proteinas, que se tornou alvo de pesquisa
e vem se mostrando promissor nas formulagdes de biocompésitos é a fibroina da seda
(FS). Nao sé por melhorar a resisténcia mecanica do compdésito, mas também, por
incrementar a biocompatibilidade e biodegradabilidade do material (KUNDU et al., 2010;
HO et al., 2012; KO et al., 2013).

3.3.3 Fibroina de seda (FS)

Atualmente, busca-se utilizar polimeros com disposicao de cargas elétricas,
elasticidade e resisténcia, ou seja, com caracteristicas fisico-quimicas que favoregam
uma melhor interagdo com as células. Um polimero que representa tais propriedades é a
fibroina produzida pelo bicho da seda (POLAK, 2013).

A fibroina da seda é um biopolimero natural, presente na casca dos casulos
produzidos pela espécie Bombyx mori. A seda produzida pelo bicho-da-seda tem 6timas
propriedades mecénicas, além de biocompatibilidade favoravel, biodegradabilidade,
flexibilidade, boa permeabilidade ao vapor de agua e minima reagéo inflamatéria (ZHAO
etal., 2014).
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O fio de seda (Figura. 6) € composto, principalmente, por dois tipos de proteinas:
a fibroina (70 a 80 %) e sericina (30 a 20%) (CHEN et al., 2014).

Fibroina

Figura 6. Microscopia da fibra de fibroina da seda Adaptado de (Kato, 2012).

z

A fibroina é uma proteina fibrosa com carater hidrofébico, sendo o principal
produto no processamento da seda, além de ser uma fibra natural valiosa. A composigao
e orientagao da fibroina formam uma estrutura semicristalina, que é composta por duas
regides (Figura 7) altamente organizadas: a parte cristalina composta pela estrutura
secundaria: folha-B, sendo a mais estavel, denominada seda Il, responsavel pela
resisténcia mecanica, a parte amorfa, a-hélice que confere a elasticidade e flexibilidade
da seda e enovelamento aleatério, também sdo chamadas de seda I. A estrututa da
fibroina da seda | é uma estrutura solivel em agua que ao ser exposta ao calor ou
processo de fiagdo, facilmente se converte em uma estrutura da fibroina da seda Il
(KUNDU et al., 2010).

Sericina € uma proteina de carater hidrofilico, constituida por 17 aminoécidos e
dentre os principais estdo a serina (28 %), a glicina (16,3 %), o &cido aspartico (17,9 %) e
a treonina (7,7 %). E a responsavel pela liga entre os fios de fibroina, formando a
estrutura do casulo (CHEN et al., 2014).
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Figura 7. Esquema ilustrativo da estrutura secundaria da fibroina de seda: (a) a-hélice e (b) Estrutura da folha 8 e principais
aminoacidos em sua composigédo (Adaptada de GARRETT; GRISHAM, 2009).

A FS tem sido investigada como um biomaterial promissor em varias aplicagoes
biomédicas, incluindo suturas cirdrgicas, membranas, hidrogéis e microesferas, sistema de
liberagédo controlada de farmacos, e na engenharia tecidual 6ssea (HYUNRYUNG et al.,
2014).

A sua biocompatibilidade e excelente potencial para substituir o colageno da
matriz extracelular oferecem vantagens sobre outros biomateriais sintéticos.

No entanto, apesar das propriedades mecanicas como resisténcia a tragao e
dureza a aplicagao de biomateriais somente a base de FS, sem nenhuma modificagdo na
area da regeneragdo Ossea € ainda um desafio. Assim, ha uma necessidade de
desenvolver compositos a base de fibroina (JIN et al., 2014).
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4.1 ARCABOUGOS 3D A BASE DOS MATERIAIS SELECIONADOS (AS, FS, HA)

Recentemente, varios trabalhos vém sendo realizados, visando superar as
limitagbes dos tratamentos convencionais vigentes e procurado avangar no
desenvolvimento de novos biomateriais que englobe uma quantidade maior de
caracteristicas essenciais a regeneragao éssea (SARTUQUI et al., 2016; SHIM et al.,
2017).

Anteriormente, os arcabougos (scaffolds) propostos para atuarem na Engenharia
Tecidual Ossea eram preparados apenas com materiais ceramicos, entretanto, a
existéncia de alguns problemas dificeis de serem solucionados, com o arcabougo
unicamente ceramico, como a baixa degradabilidade, baixa propriedade mecéanica e
baixa resisténcia a fratura dentre outros, impulsionaram novas pesquisas na produgao de
arcabougos utilizando compdsitos polimero/ceramico (LIMA et al., 2013; SERRA et al,,
2015; SARTUQUI et al., 2016).

CHEN et al. (2014), em seu estudo, verificaram que as propriedades mecénicas
inadequadas e degradabilidade rapida do colageno podem limitar suas aplicagoes. E,
além disso, 0 mesmo é extraido de tecido animal ou produzido por métodos transgénicos,
o que dificulta o controle das infecgdes cruzadas e possui um custo elevado, tornando-se
necessario obter fontes alternativas que substituam essa matriz orgénica (LIMA et al.
2013).

JIN et al. (2014), em seu estudo demonstraram que arcabougos de fibroina da
seda/hidroxiapatita, podem ser utilizados como carreadores que promovem uma
liberagéo controlada e bem-sucedida de células mesenquimais, derivadas da placenta
humana, para reparar defeitos 6sseos. Eles observaram que ndo somente as células
transplantadas sobrevivem e proliferam no seu novo microambiente, como também
participam na reparagao dos tecidos, conduzindo a neoformagéo éssea.

TEIMOURI et al. (2015) estudando a biocompatibilidade de compdsitos a base de
hidroxiapatita e fibroina observaram em seus resultados um aumento evidente no namero
de células ao longo de 7 dias. Isso demonstra que os compdésitos foram biocompativeis e
n&o téxicos para as células da linhagem MC3T3-E1

Nesse contexto, a fibroina de seda (FS), secretada pelo bicho da seda Bombyx
mori, vem sendo largamente estudada por possuir certas propriedades desejaveis,
incluindo biocompatibilidade e baixa imunogenicidade, uma vez que é uma das proteinas
mais abundantes encontradas naturalmente, podendo ser obtida facilmente e com baixo
custo (JIN et al., 2014).
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Alguns pesquisadores mostraram que as redes de fibroina tridimensionais
contribuiram com a disseminagdo e crescimento celular. Recentemente, a FS vem
demonstrando desempenho promissor como material em arcabougos para engenharia
tecidual de regeneragéo 6ssea (LEE et al., 2012; HYUNRYUNG et al., 2014; CHEN et al.,
2014).

Apesar de varios relatos onde os compdésitos a base de FS/HA foram utilizados na
regeneragao O6ssea, com resultados promissores, géis de alginato sdo cada vez mais
utilizados como arcabougos para a cultura de células em estudos biomédicos.

Estes géis podem ser facilmente adaptados, para servir tanto em arcabougo 2D
ou, mais fisiologicamente relevantes, em arcabougo 3D (LEE et al., 2012).

ZHANG et al. (2015) produziram um compdsito de fibroina da seda e alginato de
sodio e observaram a adesdo e o crescimento celular sobre a superficie do arcabougo,
indicando que esse composito pode ser potencialmente utilizado na engenharia tecidual
Ossea.

Além da importancia dos biopolimeros FS e AS, vale ressaltar, a influéncia da HA
nos compositos. SERRA et al. (2015), em seu estudo com arcabougos, relataram que a
difusdo dos fons Ca?* e PO,* ao longo do biomaterial permite a criagdo de uma camada
de HA. Esta camada cria uma interface entre o implante e os tecidos circundantes e
estimula a atividade celular de osteoblastos, aumentando a deposigdo de matriz 6ssea na
area lesada.

Nesse contexto, a alternativa de desenvolvimento de um arcabougo a base de
alginato e fibroina, como matriz organica em arcabougo tridimensional, que contenha
hidroxiapatita € uma alternativa promissora para a area da engenharia tecidual 6ssea.
Tudo leva a crer, que os arcabougos produzidos nesse estudo deverado ter um efeito
sinérgico, com melhores propriedades biol6gicas, em comparagdo aos descritos na
literatura.

4.2 POROSIDADE E DISTRIBUICAO DE PORO

A porosidade é um parametro de suma importancia para o crescimento tecidual
6sseo no interior de biomateriais, pois permite a migragdo celular, vascularizagdo e
difusdo de nutrientes, possibilitando assim, uma 6tima osteogénese e a formagao de um
novo 0sso ao longo dos arcabougos e do tecido circundante (KIM et al., 2015).

Dependendo da aplicagdo pretendida, o tamanho de poro deve ser
cuidadosamente controlado e compativel com o fenétipo celular de interesse, porém o
efeito das dimensdes dos poros na regeneracao dos tecidos é assegurado por estudos
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experimentais que demonstraram uma porosidade otima de 5 um para a
neovascularizagao, 5-15 ym para o crescimento dos fibroblastos, cerca de 20 ym para o
crescimento dos hepatdcitos, 20-125 um para a regeneragéo de pele de mamifero adulto,
40-100 pm para crescimento ostedide (OLIVEIRA et al., 2016).

HAN et al. (2010), utilizando o método de liofilizagdo estudaram a estrutura porosa
de arcabougos 3D de hidroxiapatita e alginato, onde observaram que seus arcabougos
exibiram estrutura altamente porosa com boa interconectividade, sendo que o tamanho
de poros variaram entre 80 a 200 um. Esses mesmos autores também relataram que o
tamanho de poro e a porosidade podem ser reduzidos com reticulagéo por Ca**. Em seu
experimento a porosidade do arcabougo de alginato n&o reticulado foi de 90,8% enquanto
que a porosidade do arcabouco reticulado com Ca 2* foi de 70%.

FOOK et al. (2010), afirmam que a porosidade diminui a resisténcia mecanica do
material isoladamente, porem a existéncia de poros com dimensbes adequadas pode
favorecer o crescimento do tecido neoformado.

De acordo com a literatura, poros com dimensfées demasiadamente pequenas
para osteoblastos, as células ndo conseguirdo proliferar ao longo do arcabougo, pois
tende a dificultar o transito celular e a penetragdo de vasos sanguineos para a regiao,
dificultando também, a secregdo da matriz extracelular, fungdo primordial no caso da
célula 6ssea. Poros com dimensdes elevadas criam um espago vazio muito grande, que
dificulta o contato das células com a superficie do poro e com os vasos, podendo
desencadear um processo de morte celular (OLIVEIRA et al., 2016).

ALIDADI et al. (2017), estudando arcabougos de quitosana e arcabougos com
cimento de PMMA (poli(metilmetaacrilato)), observaram através de microscopia eletrénica
que o tamanho médio de poro ficou em torno de 175 ym, com porosidade média para os
arcabougos de quitosana de 70%, porém os arcabougos de PMMA apresentaram baixa
porosidade (20 - 30%) onde a interconectividade ndo era claramente visivel apds o
processo de liofilizagéo. A interconectividade é outro fator fundamental entre os poros e
ndo deve ser inferior a 50 ym, uma vez que o osteoblasto possui em média 30 pm de
diametro (OLIVEIRA et al., 2016).

4.3 AVALIACAO BIOLOGICA

A adesao das células a superficie de um biomaterial € um dos principais fatores
que definem a sua biocompatibilidade. Porém a proliferagédo celular nos da indicios, que o
biomaterial além de biocompativel, proporciona um ambiente adequado a regeneragao
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Ossea e o numero de células aderidas desempenha um papel importante na produgéo da
matriz extracelular (SHARMA et al., 2016).

Estudos tém mostrado que, compoésito de biopolimeros associados com a
hidroxiapatita pode melhorar a viabilidade celular de osteoblastos (TEIMOURI et al.,
2015; LIU et al. 2015; PARIS, et al. 2015; MING et al. 2015; VENKATESAN, et al. 2015).

Entre os varios trabalhos reportados sobre a bioatividade de arcabougos porosos
foram destacados nesse estudo o de SAMANDARI et al. (2016), onde em seu ensaio
sobre bioatividade com a solugdo do fluido corpéreo (SBF), durante 7, 14 e 28 dias, eles
demonstraram que particulas de apatitas foram depositadas na superficie irregular dos
suportes e que apds 28 dias de imersdao em SBF toda a superficie foi coberta por cristais
de apatitas.

Porém é sabido da importancia da porosidade no arcabougo tridimensional e a
sua diminuigdo, consequentemente, dificultara a passagem de nutrientes e oxigénio bem
como a migragéo e diferenciacdo celular. Isso foi demonstrado por LI et al. (2010) que
estudaram a bioatividade in vitro de arcabougos poliméricos bioabsorviveis porosos,
incorporando microesferas de hidroxiapatita e observaram com células pré-osteoblasticas
MC3T3-E1 a capacidade dos arcabougos em melhorar a regeneragao do tecido ésseo.
Os autores concluiram que as propriedades de superficie desses materiais, bem como a
porosidade sdao muito importantes para a adesao celular.

SARTUQUI et al. (2016), trabalhando com arcabougos de colageno e
hidroxiapatita, observaram apés 21 dias de imersdo em SBF espagos entre os cristais de
apatitas devido a uma degradagéao parcial do arcabougo nesse tempo de imerséo e, com
isso, houve uma destruicdo parcial na apatita depositada. Nesse sentido, se faz
necessario um maior rigor no controle da degradagao dos arcabougos, como muito bem
enfatizado por KAR et al. (2015) em seu estudo sobre as propriedades biolégicas, de
degradacao e de bioatividade sobre a importancia de uma base polimérica que possua
propriedades de degradagao controlada interagindo juntamente com a hidroxiapatita.

LIMA et al. (2013), em seu trabalho com fibroina, hidroxiapatita e quitosana
concluiram que a introdugdo da fibroina da seda nesse composito permitiu otimizar as
propriedades biol6gicas, melhorando o crescimento celular e diferenciagédo osteogénica.
Trabalho semelhante foi realizado por BHARDWAJ & KUNDU (2011), que estudaram um
compésito de fibroina da seda e quitosana, onde verificaram que o aumento da proporgao
da fibroina nesse compdsito melhorou significativamente as propriedades mecénicas,
biolégicas e de degradacao.

SRINIVASAN et al. (2012), estudando a proliferacdo de células MG-63, em
arcabougos contendo alginato, demonstraram viabilidade celular, indicando a
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biocompatibilidade dos seus compésitos. Com esse mesmo objetivo, JIN et al. (2012),
estudaram um compésito a base de hidroxiapatita, alginato e quitosana, onde
demonstraram em seu ensaio de citotoxidade que o compdsito obtido ndo tem efeitos
citotoxicos nas células cultivadas, apresentando boa biocompatibilidade e
osteocondutividade para engenharia tecidual éssea.

De todos os estudos que citamos até aqui, pode-se inferir que a jungdo de HA
com algum biopolimero biodegradavel e nado citotoxico como quitosana, alginato,
colageno, dentre outros, ja dao resultados muito interessantes no que diz respeito a
adesao e proliferagao de células. No entanto, compdésitos que tem em sua composigao
HA, FS e um polissacarideo tipo alginato ou quitosana, parecem ter uma potencialidade
maior no processo de colonizagao de células, sobretudo osteoblasticas.

Nao esta ainda estabelecida na literatura, a influéncia de cada componente, em
compositos deste tipo, com relagdo a porosidade do arcabougo, a adesao, proliferagéao e
diferenciagdo de células de linhagens osteoblasticas. Perguntas como: Ha diferengas
significativas nestas propriedades quando se compara um arcabougo de alginato puro
com um arcabougo formado de um compdsito a base dos trés componentes (HA, FS e
AS)? Qual o efeito da FS na porosidade dos arcabougos? A diferenciagao celular, que é
uma propriedade almejada é aumentada em fungédo da adigdo ou na concentragao de
algum destes componentes? Ainda ndo foram respondidas definitivamente na literatura
encontrada.

Neste sentido, fica demonstrada com esta revisdo, que o tema abordado neste
trabalho tem relevancia e apresenta aspectos inéditos no que diz respeito ao estudo e
caracterizagao de compositos baseados em AS, FS e HA visando determinar a influéncia
da composigdo dos mesmos na porosidade e resposta biologica de células de linhagens
osteoblasticas.
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5.1 MATERIAIS

A hidroxiapatita foi sintetizada por via imida a partir das solugdes de hidroxido de
calcio (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda) e acido fosférico (85% U.S.P. -
N.F./F.C.C. — Synth) conforme procedimento baseado em MOREIRA et.al. (2016).

As concentragGes das solugGes foram ajustadas para a obtengéo de uma HA com
razao calcio/fosforo de 1,67 (HA estequiométrica). Para garantir a formagédo da
hidroxiapatita como Unica fase precipitada do fosfato de calcio, a solugdo foi misturada
num baldo volumétrico a uma temperatura de 60°C onde o pH do meio foi mantido em
torno de 10 com a adigdo de KOH. O meio ficou sob agitagdao a temperatura ambiente por
24 h, em seguida a solugdo foi filtrada a vacuo, lavada com &gua ultrapura até
neutralizagao do meio e seco em estufa a 100°C.

A hidroxiapatita obtida foi macerada e peneirada para obtengdo do pé com uma
granulometria < 120 ym. O alginato de sédio de média viscosidade obtido de algas
marrom Macrocystis pyrifera foi fornecido pela Sigma-Aldrich e a Fibroina da seda obtida
do Bombyx mori foi fornecida pela Huzhou Xintiansi Bio-tech Co Ltd. (China).

5.2 METODOS

A metodologia utilizada nesse estudo foi esquematizada através do diagrama
apresentado na Figura 8.

Producéo dos Dimenséo e peso Caracterizacéo
e i Y 5 AL
arcaboucos meédio das 1 fisico-quimica
amostras v i
DRX, FTIR, TG/DTG D5C,
Paguimetro e MEY
balanca digital

,\\| Ensaios in vitro N Ayaliat_;a‘w
/ bioldgica
— V' —V [

Degradacao, Ensaio de gitotoxicidade,
MEV, microCT Bioatividade proliferacdoe

diferenciacdo celular

Figura 8: Resumo das etapas realizadas.
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5.2.1 PRODUCAO DOS ARCABOUCOS

Os arcabougos foram produzidos por liofilizagdo a partir da mistura fisica do
alginato de sddio (AS), da fibroina da seda (FS) e da hidroxiapatita (HA). Os quais foram
categorizados em quatro grupos distintos, com concentragdo massica total de 6% em
diferentes porcentagens de cada material.

Quatro béqueres contendo 100 mL de agua foram dispostos em sequéncia e ao
primeiro foi adicionado uma massa de 6,000 g de AS, formando uma solugdo 60% m/v
(grupo ). Ao segundo foi adicionado uma massa de 1,500 g de AS, 1,500 g de FS e
3,000 g da HA sintetizada (grupo Il). Ao terceiro foi adicionado 3,000 g de AS, 1,500 g de
FS e 1,500 g da HA (grupo Ill). Ao quarto foi adicionado 2,100 g de AS, 2,100 g de SF e
1,800 g da HA (grupo V). Estas misturas foram mantidas sob agitagdo magnética a 25°C
por um tempo de 1 h, para garantir uma maior homogeneizagdo da mistura. Apds este
tempo, as misturas foram dispostas em moldes cilindricos de teflon, com 1 mm de
diametro e 0,5 mm de altura, congelados em um ultra freezer a -80°C por 24 h e
liofilizados (liofilizador modelo Terroni LS3000), também por 24 h.

Apés a liofilizagao, os arcabougos foram reticulados em uma solugéo contendo 0,1
mol/L de CaCl,, seguido de lavagem com agua ultrapura e novamente congelados por 24
h a -80°C e reliofilizados por mais 24 h. O CaCl; reticula as cadeias de AS impedindo que
a estrutura 3D dos arcabougos colapse em contato com agua. Foram produzidos
aproximadamente 380 arcabougos de cada grupo.

Apos a liofilizagdo de cada grupo, as percentagens em massa dos componentes
de cada arcaboucgo sao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Composigdo em massa dos arcabougos tridimensionais.

GRUPOS COMPOSICAO
GRUPO |/ CONTROLE 100% ALGINATO
GRUPO Il 25% AS 25% FS 50% HA
GRUPO I 50% AS 25% FS 25% HA
GRUPO IV 35% AS 35% FS 30% HA
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5.2.2 DIMENSOES E PESO MEDIO DAS AMOSTRAS

Os arcabougos 3D foram preparados, medidos através de um paquimetro e
pesados em balanga digital (Marta, modelo AY220), visando sua utilizagdo em placas de
cultura celular de 24 pogos. Medidas em triplicatas de cada grupo do diametro, espessura
e massa foram feitas e os resultados apresentados como média + desvio padrao.

5.2.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.2.3.1 Difracao de Raios X (DRX)

Para determinagdo das fases cristalinas, os compésitos produzidos foram
macerados em almofariz de agata e em seguida realizadas as analises por difragdao de
raios X (DRX), utilizando um difratbmetro modelo XRD-6000 com radiagao
monocromatica CuK (A = 1,5418 A) (Shimadzer, Jap&o) e tubo operacional com potencial
de 40 kV e corrente de 30 mA. Os difratogramas de DRX foram obtidos variando 26 de
10% a 60° e com uma velocidade de varredura de 2°/min.

5.2.3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier usando
refletancia total atenuada (FTIR- ATR)

A caracterizagdo quimica dos arcabougos foi realizada, por espectroscopia
deabsorg¢ao na regiao do infravermelho com Transformada de Fourier, usando o modo de
refletancia total atenuada (FTIR-ATR), utilizando um espectrometro modelo Varian 640-IR
operando em um intervalo de 2000 — 800 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e média de 128
varreduras por amostra.

5.2.3.3 Analise Termogravimétrica (TG)
As propriedades térmicas dos arcabougos foram analisadas utilizando

equipamento modelo STA 449 F3 JUPITER (NETZSCH), as amostras foram colocadas
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em suporte de alumina operando no intervalo de temperatura de 25°C a 1000°C com uma
razao de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio.

5.2.3.4 Andlise Térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os processos fisicos e quimicos envolvendo variagao de energia foram analisados
por DSC, utilizando o analisador modelo DSC 200 F3 fabricante NETZSCH em uma faixa
de temperatura de 0 a 250°C e razdo de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de
nitrogénio.

5.2.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E TOPOGRAFICA
5.2.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As caracteristicas de microestrutura e morfologia dos arcabougos produzidos
foram determinadas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) utilizando um
microscopio modelo JSM-6460LV (Jeol Japao), operando de 5 kV a 15 Kv. Os
compésitos foram imersos em nitrogénio liquido e em seguida fraturados para melhor
visualizagdo da microestrutura interna, porém, para obtengdo de melhor contraste das
imagens as amostras foram recobertas com ouro. O tamanho dos poros das amostras foi
analisado, a partir de andlises do software gratuito de cédigo aberto chamado imageJ,
utilizando aumento diferentes de MEV de varias regiées dos arcabougos, totalizando um
quantitativo de + 5 poros por imagem.

5.2.4.2 Microtomografia Computadorizada (uCT)

As imagens da microarquitetura dos arcabougos foram coletadas, utilizando um
tomégrafo computadorizado via transmissdo de raios X de Bruker microCT (modelo
SkyScan 1174, Kontich, Bélgica).

O software de andlise utilizado para o processamento das imagens tomogréficas
para caracterizagdo, da porosidade, distribuicdo de tamanho de poros, anisotropia, entre
outros foram CTVox ™ (versdo 2.6.0 r908-64bit, de Bruker microCT) e CTan ™ (versao
1.13.5.1-64bit, de Bruker microCT) e CTvol (versdo 2.2.3.0-64bit, De Bruker microCT).
Para os calculos das fungées de correlagao e (inter) conectividade de poros, utilizou-se o
software IMAGO® (Image Analysis System, versdo 2.4.11).
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As imagens tomograficas foram recolhidas colocando as amostras no interior da
camara do tomégrafo. As imagens foram obtidas utilizando as seguintes configuragées do
sistema tomografico: tensdo de operagao ajustada em 35 kV e corrente elétrica com 800
MA. A técnica empregada para obtengcdo de uma imagem tomografica envolveu a
aquisicdo de um grande numero de radiografias do objeto (fatias de imagem), obtidas
pela medigdo da intensidade de raios X transmitidos através da amostra, em diferentes
posicées angulares. As amostras foram submetidas a um giro de 180 graus, com um
passo angular de 1 grau, produzindo 180 radiografias (proje¢des) por imagem, contendo
cada uma 652 x 652 Pixels. Na saida da fonte de raios X utilizou-se um filtro de Al com
0,25 mm de espessura. Algoritmos matematicos apropriados foram entdao usados, para
reconstruir o objeto tridimensional.

5.2.5 ENSAIOS IN VITRO COM OS ARCABOUCOS

Os ensaios in vitro de degradagéo, bioatividade, adesao e avaliagdo bioldgica,
foram realizados no Laboratério de Biomateriais do Departamento de Ciéncias e
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

5.2.5.1 Ensaio de Degradacéao

O ensaio in vitro de degradagé@o dos arcaboucos foi realizado em solugéo salina
tamponada (PBS) com pH e temperatura de 7,2 + 0,02 e 36,5 £ 0,5°C, respectivamente.
Todas as amostras foram imersas na solugéo e incubadas a 37°C e 5% de CO, durante
intervalos de 1, 7, 14 e 21 dias. Os arcabougos foram pesados, antes da imersdo na
solugdo e, ap6s cada periodo, foram lavados com &gua bidestilada, congelados,
liofilizados e finalmente repesados. A degradagéo foi calculada utilizando a seguinte
férmula:

D% = % %100 equagao 1

sendo:

D% = percentagem de degradagéo
my = massa inicial

m; = massa final
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5.2.5.2 Estudo de Bioatividade In Vitro

A bioatividade dos arcaboucgos foi investigada, através da imersdo das amostras
numa solugdo simuladora corpérea (SBF), com concentragbes de ions semelhantes aos
do plasma sanguineo humano (Tabela 5), conforme descrito por KOKUBO et al. (2006).

Os ensaios foram realizados em triplicata e em condig¢des fisiologicas, ou seja, as
amostras foram imersas no fluido por 10 minutos e posteriormente incubadas em estufa a
37°C e 5% de CO, em tubos falcon fechados, durante os periodos de tempo de 1, 7 e 14
dias. Ap6s o periodo especificado, as amostras foram lavadas trés vezes com agua
bidestilada, para remogao dos sais minerais adsorvidos. Apds o tempo de ensaio, para a
observagdo da formagado de apatitas na superficie do arcabougo, os mesmos foram
liofilizados e caracterizados por difragéo de raios X.

Tabela 5. Reagentes utilizados na preparagéo de 1 litro de SBF. Adaptado de (KOKUBO et al. 2006).

fon Concentracoes de ions (mM)

Plasma sanguineo SBF
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg 2 1,5 1,5
Ca? 2,5 2,5
Cl- 103,0 147,8
HCO *- 27,0 4,2
HPO,* 1,0 1,0
SO ,* 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,4

5.2.6 AVALIACAO BIOLOGICA

5.2.6.1 Processo de Esterilizacao

A esterilizagdo é um critério importante na produgéo de arcabougos, que servirdo
como suporte para regeneracao de tecido 6sseo, pois dela depende a seguranca e a
eficacia desses biomateriais. Sua realizagdo se faz, através de processos fisicos ou
quimicos que inativa toda forma de vida microbiana (QUI et al., 2011).

49



Materiais e Métodos

Um total de 1500 arcabougos produzidos para esse estudo foi esterilizado no
laboratério de Instrumentagdao Nuclear (LIN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
por processo de irradiagdo gama (cobalto 60) com dose de 25 kGy/min e tempo de
irradiagdo de 718 min, de acordo com a ABNT ISO 13485: 2004, com o objetivo de
avaliar a adesdo, proliferacdo e diferenciagdo de células pré-osteoblasticas e
osteoblasticas.

5.2.6.2 Cultura Celular

Para fins de avaliagdo biolégica, nos arcabougos tridimensionais porosos
produzidos, os ensaios foram realizados seguindo os padrées ISO 10993-5: 1999 e
10993-12: 1996, de dispositivos médicos.

Cultivaram-se linhagens de células fibroblasticas de rato (L929), pré-
osteoblasticas de rato (MC3T3-E1; CRL - 2594- ATCC) e linhagem celular de
osteosarcoma humano (MG-63; CRL — 1427- ATCC).

Ap6s descongelamento, as células foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de
CO,, onde diariamente foram monitoradas, através de microscopio 6ptico (Motic AE31)
para visualizagdo das mesmas e possiveis troca de meio de cultura, ou quando se
encontravam com mais de 85% de confluéncia, iniciava-se o procedimento de repicagem,
onde as células eram lavadas com solugdo salina tamponada (PBS) para retirada das
proteinas, em seguida colocava-se, 1,5 mL de tripsina/EDTA (Cultilab) para solta-las da
garrafa, logo ap6s eram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em
garrafa de cultivo com + 5 mL de meio de cultura especifico para cada linhagem e 10%
de soro fetal bovino (SFB). Todos os procedimentos foram realizados dentro da capela de
fluxo laminar.

5.2.6.3 Ensaio de Citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas células fibroblasticas de rato
(L929), cedidas pela Universidade Federal Fluminense proveniente do Banco de Células
do Estado do Rio de Janeiro.

As células foram cultivadas com meio de cultura DMEM suplementado com 10%
de SFB, 1% de L-glutamina, 1% de penicilina e 1% de estreptomicina (Sigma—Aldrich),
mantidas a 37°C em estufa com 5% de CO.. A viabilidade celular foi obtida em triplicata
pelo método colorimétrico do MTT - 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina.
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Antes do ensaio, o biomaterial ficou imerso em 10 mL de DMEM por 24 h. Em
seguida, foram distribuidos em placa de 24 pogos e sobre eles, foram colocadas 5 x 10°
células na superficie dos arcabougos e adicionado 2 mL do meio com soro. O controle
negativo foi feito com a mesma quantidade de células cultivadas diretamente na placa de
cultura e o positivo foi feito, utilizando o meio com 10% de DMSO. As placas foram
incubadas em estufa de CO, por 24 h. Apés a incubagao, o meio foi descartado e, em
cada pocgo da placa foi adicionado 800 uL de MTT e colocado em estufa a 37°C por 3 h.
Apos a retirada dessa solugéo, foi adicionado 800 uL de isopropanol acidificado com HCI
por 10 minutos. Em seguida, foi distribuido 150 yL em cada pogo, numa placa de 96
pocos e a absorbancia foi lida em 570 nm, pelo leitor de placa Elisa —-SYNERGY -
H1(Microplate Reader).

5.2.6.4 Andlise de proliferacao celular

Para andlise da proliferagao celular, a linhagem (MG-63; CRL — 1427- ATCC), foi
cultivada com meio de cultura DMEM e a linhagem (MC3T3-E1; CRL — 2594- ATCC) foi
cultivada com meio de cultura Alfa MEM ambos suplementados com 10% de SFB, 1% de
L-glutamina, 1% de penicilina - estreptomicina (Sigma — Aldrich), mantidas a 37°C em
estufa com 5% de COs,.

Inicialmente, os arcabougos de cada grupo ficaram imersos em tubo Falcon por 24
h, com 10 mL DMEM ou Alfa MEM a depender da linhagem. Apdés o término desse
tempo, foi distribuido em placas de 24 pogos. Sobre os arcabougos foram depositadas 1
x 10° células contidas em 30 uL do meio apropriado para cada linhagem. Apés 5 min,
foram adicionados 2 mL do meio apropriado em cada pogo contendo os arcabougos. Em
seguida as placas foram incubadas na estufa de CO, a 37°C por 7, 14 e 21 dias
trocando-se 0 meio a cada 48h. Foi realizado, um conjunto de trés experimentos
independentes para cada tipo de arcabougo e linhagem de células.

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT. Esse
método serve para medir a atividade da redutase mitocondrial em células vivas, ou seja,
ocorre a redugdo do anel tetrazélico do MTT nas mitocdndrias e resulta na formagéo de
cristais de formazan (E, Z- 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan) de cor azul por
células metabolicamente ativas. Nesse ensaio uma solugédo de 1000 yL de MTT foi
colocada em contato com a superficie das amostras ensaiadas em cada tempo, e
colocado em estufa a 37°C e 5% de CO, por 3h. Apds a retirada dessa solugdo, foi
adicionado 800 uL de isopropanol acidificado com HCI por 10 minutos. Em seguida,
foram distribuidos 150 yL em cada pog¢o numa placa de 96 pogos e a absorbancia foi lida
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em 570 nm pelo leitor de placa Elisa —-SYNERGY — H1(Microplate Reader), para andlise
da proliferagéo celular.

A andlise de proliferagédo celular foi baseada em curva padrdo previamente
determinada onde é correlacionada a absorbancia em 570 nm com o nimero de células

vivas.

5.2.6.5 Anaélise da diferenciacao celular

A diferenciagdo celular foi realizada através do método da fosfatase alcalina (ALP)
utilizando as linhagens (MG-63; CRL — 1427- ATCC) e (MC3T3-E1; CRL — 2594- ATCC),
cultivada com meio de cultura DMEM e Alfa MEM, respectivamente, suplementado com
10% de SFB, 1% de L-glutamina, 1% de penicilina - estreptomicina (Sigma — Aldrich),
mantida a 37°C em estufa com 5% de CO.,. As amostras ensaiadas com as células por 7,
14 e 21 dias, foram permeadas com 0,5% de Triton X-100 e incubadas em solucéo
tampéo alcalina de p-nitrofenilfosfato como substrato (20 mM p-nitrofenilfosfato + 100 mM
dietanolamina 98% + 10 mM MgCl,, pH 9,5) durante 30 minutos a 37°C. A reagéo
enzimdtica foi finalizada pela adicdo de uma solugdo contendo 0,1 M de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 1 M de hidroxido de sédio (solugdo stop). A atividade
enzimatica foi medida pela absorbancia a 405 nm no leitor de placa Elisa —-SYNERGY —
H1(Microplate Reader), ou seja, pela determinacao colorimétrica do p-nitrofenol (produto
da hidrélise do p-nitrofenilfosfato). Todos os reagentes utilizados durante o procedimento
experimental foram provenientes da Sigma-Aldrich.

Finalmente, a atividade da fosfatase alcalina foi calculada a partir de uma curva
padrao de p-nitrofenilfosfato (de 50 a 3200 nmol/L), e os resultados foram expressos em
nanomols de p-nitrofenol (PNP) produzido por 10* células (nmol PNP/10* células).

5.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Testes estatisticos foram aplicados a partir da coleta dos dados em ftriplicata e
expressos como média + desvio padrdo, calculados através do software Origin 8. A
significancia estatistica dos dados foi avaliada pela andlise de varidncia ANOVA (one-
way) seguida do teste Tukey e os valores de probabilidade p inferiores a 0,05 foram
considerados significativos (p <0,05).
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6.1 DIMENSOES E MASSA MEDIA DAS AMOSTRAS

A Tabela 6 mostra a média, bem como, os respectivos desvios-padrdo do
didmetro, da espessura e da massa dos arcabougos produzidos.

Tabela 6. Média e desvio-padrao das dimensdes e da massa em (mg) dos grupos |, II, lll e IV.
Amostras  Diametro (mm) £SD  Espessura (mm) £SD  Massa (g) £SD
Grupo | 95 +3,6 45 £10,0 33185
Grupo Il 77 £10,5 3520 17 £1,6
Grupo Il 95+29 40 £5,0 37+ 5,3
Grupo IV 83+7,6 36 £2,0 18 £ 2,1

Sendo: SD (standard deviation) — Desvio Padrdo

As dimensdes e a massa média do grupo | foram similares as do grupo llI,
podemos atribuir ao teor de alginato de sédio ser maior nesses grupos. Notamos uma
diminuicao significativa em todas as dimensées analisadas no grupo ll, o qual possui
maior teor de hidroxiapatita, que conferiu a esse grupo uma maior contragéo e
variagao entre os diametros dessas amostras e menor massa média. No grupo IV, que
tem as percentagens em massa dos componentes do arcabougo aproximadamente
equilibradas, percebe-se, ao considerar o desvio padrao das medidas, que ndo ha
diferengas apreciaveis no didmetro e espessura do arcabougo em relagao ao grupo | e
lll. No entanto, ha um leve decréscimo da massa média em relagdo a estes grupos,
mas nao ha diferenga em relagao ao grupo Il. Os didmetros e espessuras podem ser
considerados aproximadamente iguais com um leve desvio para o grupo Il (maior
quantidade de HA) e as massas médias sdo iguais entre os pares dos grupos l/lll e
II/IV. Todavia, as especificagbes das medidas dos arcaboucgos satisfazem os critérios
para serem usados nas placas de 24 pogos nos ensaios biolégicos com células.

6.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

6.2.1 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)
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Na Figura 9 sédo apresentados os difratogramas dos pds puros, do alginato de
sodio, da fibroina da seda, da hidroxiapatita sintetizada e dos arcabougos produzidos.

Os principais picos dos pds puros sao identificados por um asterisco e, os
referentes a hidroxiapatita, foram identificados de acordo com o padréo constante na
biblioteca de padrées de difragdo de raios X (JCPDS card: 09-0432).

Na Figura 9a, o difratograma da FS apresenta um perfil predominante amorfo,
mas com picos caracteristicos em 20,6° e 24,3° correspondentes a estrutura tipo folha-
B (LIMA et al., 2013).

Segundo a literatura o AS é geralmente semicristalino devido a forte interagao
entre as cadeias poliméricas por ligacdo de hidrogénio intermolecular. Dois picos de
difragdo a 20 com valores em torno de 14,1° e 22,3° foram observados e sdo devidos a
reflexdo do plano (110) da unidade poliguluronato, (200) do plano polimanuronato,
respectivamente. Ha também a presenga de um grande halo amorfo ente 392 - 50°.

Com relagdo a HA os principais picos do difratograma da hidroxiapatita,
conforme padréao (JCPDS card: 09-0432), correspondentes aos planos (002), (211),
(112), (300) em valores de 26 igual a: 26,1°; 31,9%; 32,22 e 33,2° respectivamente.

Analisando os difratogramas da Figura 9b, pode-se constatar que o grupo |,
formado apenas de alginato, ja ndo apresenta mais os picos caracteristicos do AS a 26
iguais em 14,12 e 22,3° Isto se deve ao fato do processamento do arcabougo por
liofilizagao favorecer a amorfizagéo da estrutura do material. Ja para os arcabougos I,
lll e IV o pico de difragdo a 26 em 20,6° atribuida a FS esta presente, corroborando
com o descrito por ZHANG et al. (2015), que encontraram um pico de difracao em
20,1° (20) ao analisarem arcabougos de FS e AS, onde de acordo com esses autores
e também com LIU et al. (2015), este pico refere-se ao componente folha-f da fibroina
da seda, o qual ndo foi notado no grupo |. E possivel observar também nos
difratogramas dos grupos I, lll e IV, que tem a presenga da HA na sua composig¢ao,
como visualizado pela presenga dos picos caracteristicos dessa fase. Ainda pode-se
inferir que ndo ha deslocamentos destes picos, indicando que ndo houve mudanga da
estrutura da HA (nem mudanga de fase). Apenas um alargamento tipico devido a
amorfizagcdo advinda do processamento das amostras por liofilizagao.

O processo de amorfizagdo ja era esperado e desejado para a aplicagao
pretendida destes arcabougos, uma vez que, regides altamente cristalinas sao frageis,
devido ao seu maior médulo de elasticidade e consequentemente, menor grau de
deformacgéo frente a um impacto. Além disso, os materiais cristalinos possuem lenta
taxa de reabsorcao, e a presenga de materiais amorfos podem acelerar esse processo
equilibrando a taxa de reabsorgéo frente a uma taxa de remodelagdo (CARLO et al.,
2012).
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Figura 9. Difratogramas de DRX em a) os pés puros da Fibroina da Seda (FS), do Alginato de Sédio (AS),

e da Hidroxiapatita (HA) e b) da Hidroxiapatita pura e dos grupos |, II, lll e IV. Os asteriscos marcam os
principais picos identificados.

56



Resultados e Discussao

6.2.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER UTILIZANDO REFLETANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR- ATR)

Os espectros de FTIR-ATR dos pds precursores e arcabougos produzidos
(grupos de | a IV) sdo apresentados na Figura 10 ae b.

A fibroina apresenta um espectro com bandas centradas em 1625, 1518, 1450
e 1230 cm™ atribuidas respectivamente as bandas de amida | (v C=0), amida Il (5
NH), deformagao dos grupamentos CH, da unidade de repeti¢ao alanina-glicina (6 CH,
(AG),) e amida Il (56 O-C-N) referente a estrutura folha § da FS corroborando com os
dados de DRX (LIMA et al., 2013)

O espectro do alginato de sodio apresenta bandas em 1599, 1408 e 1028 cm’
que correspondem aos estiramentos simétricos e assimétricos do ion carboxilato (vs e
vas COQ’) e vibragbes do grupo C-O do anel sacaridico, respectivamente. Vibragdes
menores aparecem na regido de 960 a 890 cm” que sdo tipicas dos residuos dos
acidos manurdnico e gulurbnico que compde a cadeia do alginato (LOPES et. al,
2016, VOO et. al., 2012).

A HA tem um espectro de FTIR dominado pelas vibragdes do grupo fosfato,
com uma intensa banda centrada em 1020 cm™ e duas menores centradas em 1087 e
962 cm' relacionadas, com os estiramentos do grupo fosfato e uma pequena banda
em 865 cm™ correspondente ao grupo carbonato, que foi incorporado no sitio do grupo
fosfato da HA (SIMOES et al., 2018).

O grupo |, arcabouco formado apenas de alginato, apresenta as bandas
correspondentes ao estiramento assimétrico 1599 cm™ e simétrico 1408 cm™ do ion
carboxilato deslocados para 1593 e 1421 cm”, respectivamente. Isto se deve a
substituicdo dos ions Na* nos residuos de acido urdnico (manurénico e gulurdnico)
pelo fon Ca?* devido o processo de reticulacdo, onde os arcaboucos ficaram imersos
por 10 minutos numa solugéo de cloreto de célcio, pois ha mudanga na densidade de
carga, no raio e na massa atdbmica do cation. Este deslocamento demonstra a
participacado dos ions carboxilatos no processo de reticulagdo do alginato (VOO et al.,
2012).

Nos grupos II, lll e IV percebe-se claramente a banda centrada em torno de
1022 cm™ que nestes grupos podem ser atribuidas as vibragdes do grupo fosfato da
HA juntamente com a vibragédo do grupo C-O do anel sacaridico do alginato. Nenhum
deslocamento significativo foi evidenciado indicando que nao ha mudanga na estrutura
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da HA durante a formagéao dos compésitos. A banda de amida | da FS aparece nestes
grupos na mesma regido de 1625 cm™ e, se for feito a razdo entre a banda em 1022
cm’ (predominantemente do grupo fosfato da HA) com a banda em torno de 1625 cm’
(amida | da FS) a razdo encontrada segue a tendéncia das razées de HA/FS da cada
arcabougo: 1,61 (razdo HA:FS =2,00 - grupo II), 1,33 (razdo HA:FS = 1,17 — grupo IV)
e 1,22 (razédo HA:FS =1,00 - grupo Ill).
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Figura 10. Espectros de transmitancia no infravermelho (FTIR-ATR) a) os p6s puros da Fibroina da Seda
(FS), do Alginato de Sédio (AS), e da Hidroxiapatita (HA) e b) dos grupos de arcabougos produzidos e
reticulados.

6.2.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

O comportamento de degradagao térmica dos arcabougos foi estudado através
da andlise termogravimétrica. Foram feitas as curvas de TG/DTG dos compdésitos
reticulados, que fornece informagdes sobre a estabilidade térmica dos materiais
(Figuras 11 a e b).

Os compostos apresentaram curvas TG com perfis de decomposigao térmica
semelhantes. Em todos os grupos foram observadas a primeira perda de massa, em
torno de 100°C, com 10%, que pode ser atribuida a umidade das amostras e a
decomposicao de oligossacarideos (HAN et al., 2010). Na faixa entre 200 — 300°C ha
outra perda de massa, atribuida a decomposicao dos biopolimeros, onde os grupos Il
e lll tiveram perda de 22% e 25%, respectivamente.
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Pela curva de DTG, observa-se que os compostos apresentaram eventos
térmicos parecidos. Porém, diferengas nas curvas de DTG para o grupo |, (composto
formado apenas por alginato) foram observadas, com pequenas diferencas de
comportamento entre 400 e 700°C, que podem ser atribuidos a residuos de
carbonatos, uma vez que o compésito foi reticulado com cloreto de célcio ou ainda
possivelmente, a material orgénico do biopolimero.

O remanescente do biomaterial resistiu a temperaturas acima de 1000°C.
RAYNAUD et al, (2002), investigando as propriedades térmicas do p6é de
hidroxiapatita, descobriram que a primeira perda de peso ocorreu entre 1000°C e
1450°C, ocasionada pela desidroxilagdo da hidroxiapatita, acompanhada da formagao
de fosfato de tricélcio e fosfato de tetracalcio em mondxido.
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Figura 11. Andlise termogravimétrica das amostras de arcabougos de alginato de sédio, fibroina da seda e
hidroxiapatita até a temperatura de 1000°C com uma razéo de aquecimento de 10°C/min em atmosfera
de nitrogénio: (a) curvas de perda de massa dos arcabougos, (b) derivadas das curvas.

6.2.4 ANALISE TERMICA POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL
(DSC)

As curvas de DSC (Figura 12) permitem a compreenséo dos eventos térmicos
ocorridos durante o aguecimento dos materiais.

Foram observados picos endotérmicos nas amostras, variando entre 90°C a
120°C, que se pode atribuir a liberagdo de agua dos compdésitos que nao foi totalmente
removida, mesmo depois das amostras terem sido secadas em estufa a vacuo a 60°C
apés liofilizagdo Embora, a capacidade de retengdo de agua de um compdsito, seja
um fator critico para a sua eficacia na vascularizagédo, a absor¢do da mesma, permite
que as amostras atuem no meio de cultura de forma mais eficaz, pois a agua é de fécil
assimilagdo das células e possibilita sua infiltragdo nos arcabougos 3D, durante a
cultura, podendo ocasionar também, o crescimento celular por aderéncia as
superficies dos arcaboucgos (TEIMORI et al., 2015).
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TORRES et al. (2013), relatam que a hidrofilicidade e a porosidade dos
arcabougos sao propriedades fisico-quimicas importantes para regeneragéo tecidual
Ossea.

A andlise em estudo também mostrou que todas as amostras ndo apresentam
transigao térmica (apos o primeiro evento de perda de agua entre 90°C e 120°C) até a
temperatura de 250°C, resultado considerado importante para um biomaterial, pois
demonstra que até essa faixa de temperatura, ndao ocorre decomposig¢ao,
corroborando com os estudos relatados na literatura que mostram a decomposi¢ao de
biopolimeros entre 280°C e 300°C aproximadamente (ELLINEGHAM et al., 2015).
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Figura 12. Termograma de DSC dos grupos de arcabougos produzidos e reticulados analisados em uma
faixa de temperatura de 0 a 250°C e razao de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio.

6.3 MORFOLOGIA e TOPOGRAFIA

6.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A estrutura porosa e a interconexao tridimensional de poros dos arcabougos
em estudo é uma consequéncia da técnica de congelamento e liofilizagdo em alto
vacuo. A visualizagdo da morfologia interna dos arcabougos foi feita por microscopia
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eletrénica de varredura (Figura 13) e o tamanho de poro foi quantificado através do
software imagedJ. O quantitativo em micrometro do tamanho de poro das amostras é
apresentado na Figura 14.

As amostras do grupo I, com 100% de alginato, apresentaram poros com
formas bem definidas e tamanho médio de 85 um, similares aos dos grupos Il e Ill que
apresentaram tamanho de poros de 83 ym e 95 ym, respectivamente. No grupo IV
contendo em sua composigdo 30% de HA foi possivel observar, que o diametro dos
poros diminuiu (77 pm) embora 0s mesmos se apresentassem espessos e mais
conectados que os demais grupos.

VENKATESAN et al. (2015), em seu artigo de revisdo citando LI e
colaboradores, relataram que arcabougos formados por alginato e hidroxiapatita, foram
investigados para mimetizar o osso natural e que a adesao e proliferagao de células
aconteceu sobre arcabougos com tamanho de poros de 150 um.

No entanto, varios estudos apontam em dire¢des diferentes com relagdo ao
tamanho de poros ideal para potencializar os trés processos celulares, de adeséo,
proliferacao e diferenciagdo celular. O que esta estabelecido é que arcabougos 3D
com tamanhos de poros entre 50 — 300 um podem ter efeitos diferentes nos trés
processos celulares citados acima, mas nao ha uma regra geral determinada. Tudo
depende do tipo de célula, do tipo de tecido onde arcabougo sera implantado e,
consequentemente, das propriedades mecanicas (CIARA & FERGAL, 2010; CIARA et
al., 2010; VASSILIS & DAVID, 2005; BONARTSEV et al., 2018).
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Figura 13. Micrografias dos grupos: a) Grupo I; b) Grupo Il; ¢) Grupo lll; d) Grupo IV.
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Figura 14. Quantitativo em micrometro do tamanho de poro dos grupos de arcabougos produzidos e
reticulados.

6.3.2 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (uCT)

A microestrutura de materiais porosos, possui geometrias complexas, que
envolve tanto a forma, quanto a distribuigcdo e conectividade dos poros (OLIVEIRA et
al., 2016).
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Através da técnica de microtomografia computorizada de alta resolugdo via
transmissdo de raios X, foram analisados, parametros morfométricos quantificados no
presente estudo, a saber: porosidade total, a distribuicdo do volume total dos poros, a
conectividade e o grau de anisotropia da estrutura porosa, como mostrado na Tabela
7.

Os arcabougos apresentaram propriedades fisicas semelhantes, com valores
de porosidade variando entre 57,2 * 23 % e 65,3 + 1,7%, esses valores sdo
semelhantes aos encontrados por MCNAMARA et al. (2014), que ao investigar a
fibroina da seda em arcabougos porosos a base de hidroxiapatita para regeneragéao
0ssea, mostraram em seus resultados, arcabougos exibindo porosidade total de até
62,9 + 2,7%.

Outra caracteristica importante exibida por todos os arcabougos, consiste na
pequena quantidade de poros fechados, que variou de 0,28% a 0,56%. Para todos os
arcabougos analisados neste trabalho, a fungdo de correlagdo espacial e
conectividade variou de 158 mm® a 373 mm?® indicando que o espago poroso esta
altamente correlacionado, favorecendo o transporte de nutrientes para o interior dos
arcabougos, proporcionando uma estrutura favoravel para a ligagdo de células e
crescimento de novo tecido.

As amostras dos grupos | e Il apresentaram similaridade nos valores
morfométricos estudados. O grupo IV, o qual dispde de menor tamanho de poro (77
pm), também apresentou uma menor percentagem de poros fechados e um menor
grau de anisotropia, o que consequentemente contribuiu para o aumento da
conectividade, pois quanto menor a percentagem de poros fechados, maior a
conectividade entre eles, garantindo que o transporte de nutrientes para o interior do
arcabougo seja maximizado (OLIVEIRA et al., 2016).

Por outro lado, o compésito do grupo lll apresenta a maior percentagem de
porosidade (85 pym), com poros maiores que os demais compoésitos demonstrando
anisotropia e razoavel percentagem de poros fechados, 0 que causou uma baixa
conectividade e densidade em mm? por poro, em relagdo aos demais arcabougos.
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Tabela 7. Parametros morfométricos dos arcabougos a base de alginato, fibroina e hidroxiapatita.

Total de Porosidade Grau de Conectividade e
porosidade fechada anisotropia densidade de
(%) (%) material/poros
(mm™)

614+1,5 0,56 1,5+£0,3 158

63,6 1,6 0,36 1,6 £0,3 181

65,3+1,7 0,35 1,4+0,3 132

572+23 0,28 1,2+0,1 373

A composicdo quimica desses arcabougos tem importante papel no
desempenho do biomaterial uma vez que estdo relacionadas as propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade do mesmo, que, somadas as caracteristicas
fisicas, indicam se a matriz porosa do arcabougo cumpre os requisitos minimos e
necessarios para a proliferagao celular (PATI et al., 2015).

As Figuras 15 e 16 apresentam imagens tridimensionais dos arcabougos
porosos de alginato, fibroina e hidroxiapatita reconstruidas através da tomografia
computadorizada.

Para LUNDIN (2013) a tomografia, bem como sua capacidade de revelar
imagens tridimensionais através de alguns programas de reconstrugdo, tornou
possivel a exploragdo minuciosa da arquitetura éssea permitindo a avaliagédo de sua
constituicdo. Essa técnica é capaz de proporcionar imagens e estruturas de forma
nitida, com um contraste elevado, sendo muito importante para a avaliagdo do tecido
6sseo.
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Figura 15. Imagens tomogréficas tridimensionais reconstruidas dos arcabougos utilizando a renderizagéo
direta do volume, onde em 1,2,3 e 4 representam os grupos de arcabougos |, Il, Il e IV respectivamente.

Figura 16. Imagens tomogréficas tridimensionais coronal, sargital e transaxial reconstruidas dos arcabougos porosos,
onde em 1,2,3 e 4 representam os grupos de arcabougos |, Il, Ill e IV respectivamente.
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Uma maneira de visualizar como os poros sao distribuidos dentro da estrutura
dos arcabougos é através da imagem tridimensional, reconstruida usando o algoritmo
matematico Double Cubs, onde em (1) apresenta vol = 19 mm?, (2) vol = 27 mm?, (3)
vol = 29 mm? e (4) vol = 32 mm?®, com a cor vermelha representando a fase sélida e a
amarela representando a fase porosa do arcabougo.

Todas as imagens foram reconstruidas usando um volume de
aproximadamente 28 mm?, que é o volume médio representativo do objeto. A partir da
analise visual das imagens mostradas na Figura 17, pode-se observar que todas
exibem certa porosidade com poros conectados, onde a imagem 4 (grupo V) exibe
poros visuais com didmetros menores do que os demais arcabougos enquanto a
imagem 3 (grupo lll) visualmente exibe poros com diametros maiores.

Um dos grandes desafios na fabricagdo de arcabougos porosos é justamente
conseguir equilibrar a porosidade do material, com a resisténcia mecéanica
adequada. Dai a importancia em se produzir compdésitos de hidroxiapatita com base
polimérica (LIU et al. 2015).

Figura 17. Imagens tomogréaficas tridimensionais reconstruidas dos arcabougos usando o método

matematico Algoritmo Double-Time Cubes. Grupo | (1), Grupo Il (2), Grupo llI (3), Grupo IV (4).
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6.4 ENSAIOS /N VITRO COM OS ARCABOUCOS

6.4.1 ENSAIO DE DEGRADAGAO

A fim de verificar se os arcabougos produzidos resistiiam aos ensaios
biolégicos com células nos tempos de 1, 7, 14, e 21 dias, foi feito um ensaio de
biodegradacdo em tampao PBS, onde a variagdo de percentagem de massa dos
arcabougos reticulados é mostrada na Figura 18.

Observa-se nos tempos estudados, que a degradagao ocorreu lentamente em
todos os grupos. Comparando o grupo | e lll foi verificado um comportamento similar
pois aos 21 dias eles atingiram variagdo de massa de 38% e 37% respectivamente, o
que pode ser explicado pelo fato desses grupos apresentarem maior teor de alginato.

De acordo com LI et al. (2016) as bioceramicas apresentam baixa taxa de
degradagao corroborando com os grupos Il e IV, compédsitos com maior teor de
hidroxiapatita em relagdo ao grupo lll, a variacdo de massa atingiu 33% e 30%
respectivamente aos 21 dias, conferindo a forte influéncia dos biopolimeros.

Portanto, pode-se concluir que a taxa de degradagdo pode ser controlada
ajustando o teor de HA na matriz do polimero, isso significa que, além da importancia
em se produzir arcabougos através de compdsitos, faz necessario os ajustes de teor
de cada material, para que a integridade fisica e mecanica seja suficiente para serem
utilizados na regeneragao do tecido 6sseo.
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Figura 18. Variagdo da percentagem de massa dos arcabougos em fungdo do tempo de imersdo na
solugéo de PBS.

6.4.2 ENSAIO DE BIOATIVIDADE

A capacidade de um biomaterial ativar células 6sseas é frequentemente
avaliada, através da formagao de apatitas na sua superficie (KOKUBO et al., 2006).

A bioatividade dos arcabougos foi analisada, por imersdo em solugédo que
simula o fluido corporal (SBF - Simulated Body Fluid) a qual possui concentragao
ibnica semelhante a do plasma sanguineo humano durante 1, 7 e 14 dias, (KOKUBO
et al., 2006).

Foi verificada por MEV, como mostrado na Figura 19, a deposigédo mineral apés
14 dias de imerséo.

Observou-se que o grupo | formado apenas por alginato, quando imerso em
SBF, apresentou alteragdes morfolégicas com o aumento na espessura laminar da sua
superficie, mostrando poros espessos, porém interconectados. Isso demonstra que o
mesmo é apropriado ndo somente para adesdo e proliferagdo como também para
migracao celular. O compésito do grupo Il mostrou deposicdo mais proeminente e
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aumento de cristais de apatita, 0 que ja era esperado, devido esse grupo possuir um
maior teor de hidroxiapatita.

ROGINA et al. (2016), em seu estudo com arcabougos de hidroxiapatita e
quitosana, concluiram que a quantidade de HA no compésito influencia na porosidade,
na forma dos poros e sobre a topografia do arcabougo, o que causa efeitos
importantes na adesao e prolifera¢édo celular.

Foi verificado no compdsito Ill, grupo esse que possui um maior teor de
alginato que o grupo Il, uma diminui¢do na porosidade em rela¢do ao grupo controle, o
que pode ser justificada tanto pela contribuicdo da HA no compdsito quanto pela
imersdo em SBF ap6s 14 dias. Percebe-se no compésito IV a formagéao de estruturas
com morfologia esféricas semelhantes ao observado para apatitas bioldgicas, que
tendem a se depositar sobre a superficie interna dos poros (SARTUQUI et al., 2016).

Justamente 0 que se espera que o arcabougo possua: uma superficie
topografica capaz de permitir ndo somente a adesdo celular, mas que as células
consigam de forma significativa encontrar um microambiente apropriado para sua
proliferagao e diferenciagéo.

Diante do que foi observado, pode-se afirmar que existem mudangas
topograficas, quimicas e fisicas com as variagdes de percentagens de cada material
nos compositos produzidos.

ik Ao Aoopd | 0 LD 10kV
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Figura 19. Micrografias da area de superficie dos arcabougos imersos em SBF apés 14 dias. (a)
grupo | (controle); (b) grupo II; (c) grupo llI; (d) grupo IV.

A Figura 20 mostra os difratogramas de DRX dos compositos estudados apds
imersdo em SBF. Os principais picos dos difratogramas apresentados foram
comparados ao padrdao (JCPDS card: 09-0432) e corresponde ao plano (211), o
principal da hidroxiapatita, em valor de 26 igual a 32,2°.

Percebem-se claramente no grupo |, regibes predominantemente amorfas,
atribuidas ao alginato, que ao longo do tempo de imersdo em SBF, apresentou picos
cristalinos conferindo a esse grupo certa bioatividade. Nos demais arcabougos
verificaram-se um aumento tanto na intensidade quanto no estreitamento
principalmente nos picos correspondentes a hidroxiapatita, o que revela a deposigao
de apatita em suas superficies.

Deste modo, comprova-se a bioatividade dos biomateriais sintetizados,
corroborando com o estudo de TEIMOURI et al. (2015), que demonstraram a formagao
de apatita no biomaterial a base de fibroina, gelatina e nano-hidroxiapatita (nHAp),
apés a imersédo em SBF por 14 dias.
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Figura 20. Difratogramas dos compdsitos apés 1, 7 e 14 dias em SBF: (a) Grupo |; (b) Grupo II; (c) Grupo

IIl; (d) Grupo IV.
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6.5 AVALIACAO BIOLOGICA
6.5.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com células fibroblasticas de rato L929
(Figura 21), através do método de MTT que é um método desenvolvido para avaliar
possiveis efeitos citotdéxicos em células.
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Figura 22. Ensaio de citotoxicidade dos grupos com células fibroblasticas de rato (L929), através do
método colorimétrico — MTT. Apresentando comparativo entre os controles positivo e negativo. (*
estatisticamente diferente).

Em bioengenharia tecidual 6ssea, o arcabougo utilizado como suporte
temporéario deve apresentar excelente biocompatibilidade, propriedades de superficie
necessarias como nao citotoxicidade e osteocondutividade (LUO et al., 2016).

A viabilidade celular observada nas amostras apés 24h de andlise foi
comparada com o controle positivo e negativo para citotoxicidade. No controle positivo
notamos um decréscimo na absorbancia o que caracteriza morte celular e isso néo foi
evidenciado nos grupos em estudo indicando que ndo h4 efeito citotoxico sobre a
sobrevivéncia e adesdo das células nos arcabougos reticulados. Além disso, ha
diferenca significativa entre o controle positivo e os grupos testados. Dessa forma, os

74



Resultados e Discussao

resultados indicam que os materiais escolhidos neste estudo sdo biocompativeis e
podem ser utilizados na regeneragao tecidual dssea.

6.5.2 ANALISE DE PROLIFERACAO CELULAR

A proliferagdo celular dos arcabougos produzidos foi testada pelo ensaio de
MTT utilizando células da linhagem pré-osteoblasticas de rato (MC3T3-E1; CRL —
2594- ATCC) e da linhagem celular de osteosarcoma humano (MG-63; CRL — 1427-
ATCC), a fim de avaliar o comportamento dessas linhagens frente a superficie do
biomaterial.

O namero de células foi correlacionado com a absorbancia em 570 nm (ensaio
com MTT) através da curva padrao das linhagens estudadas (Figuras 22 e 23).

De acordo com os resultados obtidos nas curvas, foi determinado que uma
inoculagdo de 1 X 10° células na superficie de cada arcabouco era suficiente para se
obter uma resposta no ensaio de MTT mensuravel e dentro da faixa de validade da lei
de Bee Lambert.

A Figura 22, que mostra a linearizagao dos dados para as células da linhagem
MC3T3-E1 que apresentou um coeficiente de correlagdo da reta R? = 0,998. J4 a
curva padrdo para as células da linhagem MG-63 (Figura 23) apresentou um R? =
0,995. Estes resultados sdo considerados muito bons para valores de correlagées
lineares.

De posse das curvas padrbes, as células de cada linhagem foram inoculadas
nos arcaboucos e cultivadas por 7, 14 e 21 dias.
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Figura 23. Curva padrdo da linhagem MG-63 demonstrando o nimero de células em fungdo da

absorbancia.
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A Figura 24 mostra os resultados obtidos com as células MC3T3-E1 para cada
grupo nos respectivos dias.

Observa-se um aumento expressivo de células logo apés 7 dias de cultivo, em
todos os grupos. Segundo EILBAGI et al. (2016), a evidéncia de proliferagao celular
ap6s 7 dias de cultivo revela os efeitos das propriedades fisicas e quimicas da
superficie do biomaterial apropriadas a regeneragéo do tecido 6sseo. Todavia é sabido
que nesse intervalo de tempo ocorre um aumento na atividade celular, devido ao
acelerado metabolismo que é necessério para fixagao, proliferagdo e sobrevivéncia
das células.

O grupo Il demonstrou um crescimento inicial baixo, em relagdo aos demais,
com diferencga estatisticamente significativa em relagéo ao grupo IV. Este fato pode ser
explicado pelas caracteristicas morfolégicas do compésito que como verificado por
tomografia computadorizada, possui baixa conectividade entre os poros, o que pode
ter dificultado inicialmente a proliferagao celular para essa linhagem de células.

Percebe-se aos 14 dias, que as células tiveram crescente proliferagao
principalmente no grupo |, porém, nao apresentando diferenga significativa com os
demais grupos.

Contudo no decorrer dos 21 dias foi verificada uma diminuicdo no niumero de
células no grupo lll e notou-se que ha diferenga significativa entre os grupos | e IV,
respectivamente. Essa diminuicdo na proliferagédo celular ocorreu, possivelmente,
devido as caracteristicas morfolégicas e topograficas desse compdésito, que possui
maior grau de anisotropia em relagdo aos demais grupos, como apresentado nas
andlises de microestrutura e de topografia. Ao mesmo tempo, nota-se um aumento
com diferenga significativa na prolifera¢gdo do grupo IV, que embora tenha apresentado
menor percentual de porosidade também demonstrou menor percentual de poros
fechados e consequentemente uma melhor conectividade, o que contribuiu de forma
significativa para o melhor desempenho na proliferacdo celular.
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Figura 24. Ensaio de proliferagéo celular dos grupos |, Il, lll e IV, com células pré-osteoblasticas de rato
(MC3T3-E1) através do método colorimétrico — MTT durante 7, 14 e 21 dias (* *,**estatisticamente
diferente).

Quando estudado o comportamento das células MG-63 inoculadas nos
arcabougos (Figura 25), nota-se a ocorréncia de atividade celular aos 7 dias de
incubagéo em todos os compésitos, esse mesmo comportamento foi verificado com as
células MC3T3-E1 aos 7 dias de incubagdo. Essa notavel proliferagdo € devida
principalmente a potencializagdo das propriedades inerentes da superficie desses
arcabougos.

O grupo | (grupo controle) demonstrou proliferagdo progressiva, com diferenga
estatistica significativa aos 7 dias em relagdo aos grupos Il e IV, porém nao atingindo o
platd (proliferagdo méxima) aos 14 dias como os demais grupos, todavia, a
proliferagdo para esse grupo ocorreu de forma continua, embora lenta até os 21 dias.

Nos tempos estudados e entre os grupos Il, Ill e IV a diferenca nao foi
significativa, como notado no ensaio com as células MC3T3-E1, algumas diferencas
entre os grupos, isso pode ser justificado pelas caracteristicas de osteosarcoma
inerente a linhagem MG-63. No entanto percebe-se uma leve diminuicdo na
proliferacdo desses grupos ao atingir os 21 dias de cultivo. Resultados semelhantes
foram encontrados em outros trabalhos (JIN et al., 2014; LIU et al., 2015; TEIMOURI
et al., 2015).
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Figura 25. Ensaio de proliferagdo celular dos grupos I, II, 1l e IV, com células osteoblasticas de

osteosarcoma humano (MG-63) através do método colorimétrico — MTT durante 7, 14 e 21 dias. (Gl
estatisticamente diferente entre os tempos 7 e 14 dias; Gl em 7 dias estatisticamente diferente de Gll e

GIV; p<0,05).

6.5.3 ANALISE DA DIFERENCIAGCAO OSTEOBLASTICA

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima utilizada como marcador na primeira
fase da diferenciagcdo de osteoblastos (LIMA et al., 2013). A Figura 26 apresenta a
curva padrao em nmols p-nitrofenil-fosfato em fungdo da absorbancia, a qual
apresentou um R? = 0,985. Através desta foi possivel determinar a concentracdo da
fosfatase alcalina das células aderidas ao arcabougo.

Os arcabougos demonstraram atividade enzimatica durante os periodos
estudados. Segundo HU et al. (2017), isso representa um efeito positivo para a
neoformagdo 6ssea devido a presenga da hidroxiapatita e dos polissacarideos

naturais.
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Figura 26. Curva padrdo em nmols p-nitrofenil-fosfato em fungéo da absorbancia para determinagéo da
atividade enzimaticas das células.

Nesse estudo foi possivel observar a atividade da fosfatase alcalina (Figuras 27
e 28) em 7, 14 e 21 dias, das células pré-osteoblasticas de rato (MC3T3-E1) e da
linhagem celular de osteosarcoma humano (MG-63), respectivamente.

Observou-se um aumento gradativo na atividade enzimdtica, das células
MC3T3-E1 nos compésitos, durante os periodos estudados como apresentado na
Figura 27. Porém, aos 14 dias foi verificada uma leve diminui¢do, nao significativa, na
atividade enzimatica do grupo lll, que se intensificou aos 21 dias. Esses resultados
corrobora com os apresentados para proliferagdo celular, confirmando a possivel
ocorréncia de morte das células. Uma leve diminuigdo também foi verificada no grupo
IV aos 21 dias, que pode ser atribuida a maturagdo osteoblastica, expressando menor
atividade enzimatica.

LIMA et al. (2013) também comentaram que a deposi¢cao da matriz extracelular,
ocorre antes do inicio da mineralizagdo e que, nesse periodo, a atividade da fosfatase
alcalina tende a diminuir.
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Figura 27. Ensaio da ALP das células pré-osteoblasticas de rato (MC3T3-E1) nos grupos I, II, lll e IV,

durante 7, 14 e 21 dias (*, estatisticamente diferente).

Em relagédo as células MG-63, em contato com os compdésitos dos grupos Il e
IV observou-se maior pico de atividade enzimética, aos 14 e 21 dias, respectivamente.
Essa andlise corrobora com o ensaio de proliferagao celular, onde esses grupos estéo
em consonancia nos periodos analisados. Ambos os grupos demonstraram diferenga
significativa em relagéo ao grupo | nos tempos estudados.

O arcabougo do grupo lll demonstrou uma atividade enzimatica regular, com
diferenga significativa em relagdo ao grupo IV em todos os periodos e no periodo de
14 e 21 dias em relagédo ao grupo | e Il respectivamente. Pode-se concluir que o
compésito do grupo IV demonstrou melhor desempenho na atividade biolégica, com
células MG-63 seguido do grupo Il, corroborando com os resultados obtidos com a
linhagem MC3T3-E1.

JO et al. (2017) ao trabalharem com beads de FS/AS/HA in vivo, concluiram
que houve formagdo éssea elevada em calvaria de rato, ndo induzindo reagdes
inflamatérias de corpo estranho. Esses autores propuseram que esse compdésito pode
ser aplicado na engenharia de tecido 6sseo e nés acrescentamos mais precisamente,
que esse compdsito seja produzido em proporgées equilibradas de cada material, pois
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de acordo com o que foi demonstrado nesse estudo com arcabougos porosos, existe
uma forte influéncia da fibroina da seda, do alginato de sédio e da hidroxiapatita.
Todavia se faz necessério o controle dos percentuais de cada material no compdésito
para uma mimetizagdo mais significativa da matriz extracelular éssea.

[ 7 dias
p>0,05 114 dias
6 I 21 dias

nmols PNP/1 07cells

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Arcaboucos
Figura 28. Ensaio do ALP mostrando a fosfatase alcalina das células MG-63 dos grupos |, II, lll e IV

durante 7, 14 e 21 dias de cultura. Gl estatisticamente diferente de Gll e GIV em todos os tempos; Gl
estatisticamente diferente de GIV em todos os tempos; Glll estatisticamente diferente de Gl (14 dias); Gl
estatisticamente diferente de Gll (21 dias); Gll estatisticamente diferente entre os tempos de 7e 14 dias.
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Conclusao

As andlises fisico-quimicas permitiram observar que a metodologia empregada na
produgdo dos arcabougos foi eficaz, confirmando a interagéo fisica entre os materiais
utilizados. A adigdo dos biopolimeros fibroina da seda e alginato de sédio, tornou os
arcabougos menos cristalinos e que a taxa de degradagéo pode ser controlada ajustando
o teor de HA na matriz do polimero.

O ensaio de bioatividade foi realizado com sucesso, onde apdés 14 dias de
imersdo em SBF, foi confirmado através de MEV e DRX, apatita depositada na superficie
dos arcabougos, onde podemos afirmar que existem mudangas topograficas, quimicas e
fisicas com as variagdes de percentagens de cada material nos compdésitos produzidos.

Todos os compésitos foram considerados biocompativeis, visto que os
biomateriais produzidos em propor¢coes diferentes, demonstraram através da
microtomografia computadorizada, uma composi¢cao topografica e de microestrutura
capazes de promover adesao, proliferagdo e diferenciagdo osteogénica. No entanto, foi
verificado por ensaios biolégicos que o compdésito do Grupo IV, contendo uma proporgao
com porcentagem equilibrada dos trés componentes apresentou melhor resposta para
proliferagcdo e diferenciagdo para ambas as linhagens celulares MC3T3-E1 e MG-63,
sendo, portanto, vidveis para utilizagdo como suportes na regeneragéo do tecido 6sseo.
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Perspectivas para Trabalhos Futuros

Espera-se que os resultados obtidos neste estudo possam contribuir, para a
continuidade na utilizacdo desses biomateriais destinados a regeneragdo do tecido
0sseo.

As perspectivas para trabalhos futuros baseiam-se na evolugdo natural desse
tema, portanto sugere-se:

e Visualizagdo das amostras cultivadas com as duas linhagens de células com 7, 14
e 21 dias por MEV;

e Ensaios de imunoflurescéncia para visualizagdo das células em microscépio de
fluorescéncia;

e Testes in vivo dos arcabougos, especialmente em defeito critico de calvaria de
rato.
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