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Arcaboucos tridimensionais devem servir como um ambiente temporario para o0 crescimento
celular, com biodegradabilidade em taxas controladas, além de propriedades mecénicas adequadas
para a area onde for aplicado. A quitosana (CHI) possui propriedades promissoras e suas
caracteristicas podem ser melhoradas com a adic¢éo de hidroxiapatita (HA) e polidopamina (PDA).
A HA é uma ceramica bioativa cuja composic¢do é similar a fase mineral dssea. Até onde se sabe,
0 PDA ainda ndo foi investigado em adicdo a CHI e HA para producdo de arcaboucos. O
recobrimento de PDA pode ser promissor, devido a sua biocompatibilidade, estimulo a adeséo
celular e degradacdo relativamente lenta. Portanto, este estudo teve como objetivo produzir e
caracterizar arcabougcos 3D de CHI e HA recobertos com PDA e testar aspectos de sua
aplicabilidade na engenharia tecidual 6ssea. Primeiramente, foram preparados arcabougos de CHI
com diferentes recobrimentos de PDA, nas concentracfes de 1, 2, 3 e 4 mg/mL; e nos periodos de
0,5h, 1h, 3h, 6h, 12h e 24h. Os arcabougos contendo CHI e PDA foram comparados ao de CHI
ndo revestido usando os resultados obtidos por FTIR, MEV e teste de compressdao. Apos a
padronizacao do recobrimento, foram testados arcaboucos incluindo HA em sua composic¢édo. Os
grupos foram produzidos com diferentes formulagdes dos trés materiais, comparando-se a
presenca ou auséncia de recobrimento. Além das caracterizagfes acima citada, foram realizadas
analises por EDS, porosidade, DRX, TGA, DSC e ensaios in vitro de degradacéo e citotoxicidade.
Verificou-se interacdo entre CHI e PDA, maior potencial de resisténcia a cargas compressivas nos
grupos com maior concentragdo de PDA. A interacdo dos polimeros com a HA também foi
sugerida pelos resultados obtidos com FTIR. Eles apresentaram resisténcia adequada a cargas
compressivas em areas que ndo requerem alta descarga de peso. Sua microestrutura apresentou
padrdes heterogéneos de porosidade e sua superficie tornou-se mais rugosa com a inclusao de HA
e PDA. Além disso, CHI/HA/PDA (50/50) exibiu poros interconectados com canais longos em
sua microestrutura. O ensaio de citotoxicidade por MTT demonstrou a viabilidade celular dos
grupos, apresentando comportamento similar ao grupo controle negativo (p > 0,05) e potencial
biocompativel. Essas informacgdes parecem ser favoraveis para o emprego destes materiais para a
engenharia tecidual dssea.

Palavras-chave: arcaboucos 3D, quitosana, hidroxiapatita, polidopamina.
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Three-dimensional scaffolds should serve as a temporary environment for cell growth, with
biodegradability at controlled rates, as well as mechanical properties like the area where they are
applied. Chitosan (CHI) has promising properties, and its characteristics can be improved with the
addition of hydroxyapatite (HA) and polydopamine (PDA). HA is a bioactive ceramic whose
composition corresponds to the mineral phase of bones. To the best of our knowledge, PDA has
not yet been investigated in addition to CHI and HA to produce scaffolds. PDA coating can be
promising, due to its biocompatibility, cell adhesion and relatively slow degradation. Therefore,
this study aimed to prepare and characterize 3D chitosan (CHI) and hydroxyapatite (HA) scaffolds
coated with polydopamine (PDA) and test aspects of their applicability in bone tissue engineering.
The present research also studies different concentrations of dopamine polymerization and contact
time for scaffolds coating. First, CHI scaffolds were prepared with different coatings (1, 2, 3 and
4 mg/mL) within periods of 0.5h, 1h, 3h, 6h, 12h and 24h. They were compared with the uncoated
CHlI scaffold FTIR, SEM and compression test. After the coating standardization, groups including
HA were tested. The groups were produced with different formulations of the three materials,
comparing the presence or absence of PDA coating. In addition to the above characterizations,
EDS, porosity analysis, XRD, TGA, DSC, in vitro degradation and cell viability assay were
performed. It was found the interaction between CHI and PDA and more uniform layer for the
groups with the highest coating concentration. These also showed greater potential for resistance
to compressive loads. The interaction of the polymers and HA was also suggested. They exhibited
suitable resistance to compressive loads at areas that do not require high stress load. Its
microstructure showed heterogeneous porosity patterns and its surface became rougher with the
inclusion of HA and PDA. Also, CHI/HA/PDA (50/50) displayed interconnected pores with long
channels microstructure. MTT cytotoxicity assay demonstrated the groups cell viability, the
scaffolds similar behavior to negative control group (p > 0.05) reveals their biocompatible
potential. This information appears to be favorable for the materials employment, under these
conditions, for bone tissue engineering.

Keywords: 3D scaffolds; chitosan; hydroxyapatite; polydopamine.
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos sdo desenvolvidos mundialmente buscando estratégias de reparo tecidual
apos lesdes que gerem defeitos 6sseos. Certas condicdes levam a grande perda 0ssea, como
traumas severos ou tumores, podendo requerer intervencdo médica quando o corpo ndo é capaz de
se regenerar [1]. Para tais casos, comumente sdo implementados métodos como uso de biofilmes,
fixadores externos de llizarov, e os tratamentos mais tradicionais, com transplantes de tecido 6sseo

alégeno ou auto6logo [2].

Tais métodos possuem limitacGes, os pacientes podem ter rejeicdo imunoldgica na técnica
alégena e risco de contaminacdo cruzada. Ha também a limitacdo da quantidade disponivel de
tecido autélogo, com a necessidade de outra cirurgia para retira de tecido, causando dor e
inflamacdo local, além dos altos custos nos procedimentos [3], [4]. Como tratamento alternativo,
tem sido proposto o uso de biomateriais, como arcabougos porosos tridimensionais, que servem

como um ambiente bioativo temporario para adesdo e proliferacao celular [5].

Biomaterial pode ser qualquer material que atue como matriz, suporte, ou como
estimulador para o crescimento tecidual, quando em contato com o sistema bioldgico [6]. Alguns
requisitos sdo essenciais para a selecdo de biomateriais direcionados ao tecido 6sseo. Eles devem
ser biocompativeis, dando suporte para atividade celular e causando o0 minimo de resposta
inflamatéria quando forem aplicados. Precisam garantir a osteoconducdo, adesdo celular e
proliferacdo, além da formacdo da matriz extracelular. Portanto, arcabougos derivados de
biomateriais devem possuir poros interconectados que permitam a angiogénese (formacgédo de
NOVOS Vasos sanguineos), garantindo a sua nutri¢do e oxigenagdo, com posterior deposicéo celular

e mineralizacéo eficiente [4], [7].

Apos a aplicagdo de um arcabouco deve haver também a biodegradabilidade em taxas
controladas, permitindo a sua substituicdo pela neoformacdo dssea. Os produtos da degradacédo
ndo devem gerar toxicidade local nem sistémica, o que poderia levar a rejeicdo imunoldgica do
paciente. E preciso também observar as propriedades mecénicas do arcabouco, que devem ser

adequadas a area onde ele for aplicado [4], [8], [9].

A engenharia tecidual se propde a produzir materiais com a capacidade de promover
suporte para a regeneragdo de tecidos, como a pele, ossos e ligamentos. Para tal, sdo utilizados
biomateriais produzidos em forma de filmes, grénulos, pastilhas ou arcaboucos porosos
tridimensionais [10]. Estes arcaboucos, tradicionalmente, sdo usados para fornecer um ambiente

bioativo para adesdo e proliferacdo celular. Eles oferecem estabilidade estrutural para a
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regeneracdo tecidual, além de simular a funcdo do tecido nativo. Dentre os materiais utilizados,
estdo os polimeros, ceramicas, ou compositos, que representam a combinacao de mais de um tipo
de material [3], [11].

A quitosana (CHI) é um exemplo de polimero linear, obtido pela desacetilacéo alcalina da
quitina, um polissacarideo abundante na natureza. Ela se encontra no exoesqueleto de crustaceos
e insetos, e na parede celular de fungos e bactérias. Apds sua desacetilacdo, forma-se a CHI, um
copolimero composto por unidades [-(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose ¢ [B-(1)-2-
acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose [12], [13]. A CHI representa um importante biomaterial devido
a suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e atividade bactericida. Além
disso, sua estrutura quimica é similar a dos glicosaminoglicanos (GAGs), um dos principais

componentes da matriz extracelular da cartilagem e do osso [14], [15].

Uma limitacdo para a aplicacdo da CHI na engenharia tecidual dssea é a sua baixa
resisténcia mecanica. Além disso, ela apresenta uma taxa de degradacdo elevada, o que pode
interferir na estabilidade da estrutura do material, diminuindo a sua adeséo e diferenciacéo celular
[16]. Estas caracteristicas podem ser modificadas quando a associam com outros polimeros ou

ceramicas que levem ao aumento da resisténcia & compressdo, degradacéo e osteointegragéo [17].

O polidopamina (PDA) é sintetizado a partir da polimerizacdo espontanea da dopamina
(DA). A sua utilizacdo na engenharia tecidual foi inspirada no estudo de mexilhGes que conseguem
forte adesdo a diversos substratos na presenca de dgua. Uma das proteinas presentes nesses
animais, a mytilus foot protein 5, é rica em 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (ou L-dopa), de onde o
neurotransmissor DA ¢é derivado [18]. A presenca abundante dos aminoécidos L-dopa e L-lisina
dos mexilhdes garantem a resisténcia e adesdo a pedras, mesmo em ambiente de agitacdo marinha,
e 0 PDA possui estrutura similar a estas proteinas adesivas, 0 que indica bom potencial para um
biomaterial osteointegrador [19], [20]. O PDA representa um polimero de interesse para a area
biomédica por apresentar, além das propriedades adesivas e biocompatibilidade, boa atividade
bactericida e demonstrar toxicidade insignificante as células [21]. Sua utilizacdo tem sido

direcionada para a producéo de superficies de revestimento biocompativel [22].

A aplicacdo do PDA também pode ser promissora em arcaboucos 3D na engenharia
tecidual 6ssea, por conta de sua atividade osteogénica. A sua deposicdo em materiais ortopédicos
tem auxiliado na promoc¢édo da mineralizacdo de superficies, assim como a adeséo e proliferacdo
de condrdcitos, tornando-o também uma opcao no tratamento de patologias articulares [23], [24].

Sua estrutura quimica contém grupos funcionais, como as hidroxilas do catecol, a amina e imina,
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que podem ser utilizados na imobilizacdo covalente de moléculas e adsorcdo de ions metalicos
[21], [23].

Por fim, outro biomaterial utilizado na Engenharia Tecidual é a hidroxiapatita (HA)
(Ca10(PO4)s(OH).). Trata-se de uma ceramica bioativa cuja composicéo e estrutura se assemelham
a fase mineral do esqueleto humano. Suas propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e
osteoconducdo fazem deste biomaterial um aliado a engenharia tecidual éssea [25]. Além disso, a
HA possui alta estabilidade termodindmica em condices fisiol6gicas de temperatura, pH e em
contato com fluidos corporais [26]. Sua utilizacdo varia entre a fabricacdo de granulos, filmes,
pastilhas e arcaboucos porosos. Na producdo de estruturas porosas, ela tem sido explorada por

melhorar a integracdo com o tecido nativo [27].

A principal limitag&o para seu uso isolado, no entanto, sdo suas propriedades mecéanicas.
Por se tratar de uma ceramica, a HA dispde de baixa resisténcia ao estresse mecanico e
predisposicado a fratura. Neste sentido, ela tem sido estudada em adi¢do a biomateriais de diferentes
origens que auxiliem na melhora das condigfes mecénicas do material, podendo formar

compositos com um ou mais polimeros [26], [28].

Até o momento, ndo ha estudos que analisem o efeito do recobrimento de PDA em
arcabouco poroso 3D em matriz de CHI com HA. Neste sentido, pretende-se determinar o efeito
do recobrimento de PDA em arcaboucos porosos 3D de CHI/HA em diversas propriedades destes
arcaboucos, como a interagdo dos materiais, resisténcia mecanica e citotoxicidade, propondo uma

explicacdo de como este polimero se liga ao arcabouco 3D.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tecido Esquelético

A estrutura 6ssea € multifuncional, atuando no suporte mecanico e protecdo dos 6rgéos; na
homeostase mineral e na hematopoiese, importante processo de formacdo e maturacdo de
hemécias, leucdcitos e plaquetas da corrente sanguinea. De forma geral, o tecido 6sseo € composto
por 60% de material mineral, 30% de matriz extracelular e 10% de 4gua. O 0sso cortical possui
funcdo protetora e mecénica, principalmente no suporte de carga; ja 0 0sso trabecular fornece
funcdo metabolica e mecanica, embora de maneira diferente ao cortical. O papel do osso
trabecular, ou esponjoso (devido a sua estrutura porosa), € de redirecionar as tensdes de carga para
a area cortical mais densa. Além do suporte de carga, a organizagdo tecidual do osso saudavel

permite que sejam evitadas fraturas por estresse de repeticédo, ou fadiga [17], [29].

A matriz extracelular é sintetizada pelas células. Diferentes tecidos e 6rgaos sao compostos
por multiplos tipos celulares, envoltos por uma matriz extracelular especifica a cada tipo. As
interagdes entre células e matriz, bem como a comunicagdo efetiva célula-célula dentro deste
microambiente, desempenham um importante papel na determinagdo da funcdo celular. Essas
interacOes sdo essenciais para a manutencdo da estrutura e funcdo adequada do tecido ou 6rgéo.
As proteinas da matriz extracelular sdo depositadas pelas células a medida que se desenvolvem,

formando estruturas teciduais ligadas [30].

A matriz extracelular 6ssea contém coldgeno e minerais (como o célcio e fosfato). O
componente inorganico 6sseo é formado primordialmente por cristais de fosfato de calcio,
conhecidas como hidroxiapatita, sendo responsavel pela rigidez e dureza do tecido. O arcabougo
organico, por sua vez, consiste em fibras colagenas e proteinas estruturais ndo-colagenas, como
proteoglicanos, sialoproteinas e glicoproteinas. Ele permite ao tecido &sseo resisténcia a
compressdo e elasticidade, propriedade necessaria para suportar as cargas mecanicas recebidas.
H& quatro tipos de células ativas incorporadas na matriz 6ssea mineralizada, que regulam a
remodelacdo Ossea, atuando como formadoras ou reabsorvedoras do tecido. S&o estas:

osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células osteoprogenitoras [17].

A integridade 6ssea pode ser comprometida pela aparigdo de tumores, trauma, infeccdo,
necrose, dentre outras causas. Um desafio no tratamento destas afecgdes € a manutengéo da funcao
e qualidade de vida do paciente. Os defeitos dsseos sdo tradicionalmente tratados com enxertia
alogena ou autologa, que costumam causar comorbidades nos pacientes, rejeicdo imunolégica na

técnica aldgena, limitagdo da quantidade de tecido autdlogo disponivel e alto custo nos
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procedimentos [5], [31]. Devido as limitacdes nos tratamentos tradicionais, tem sido proposto o
uso alternativo de biomateriais para o reparo 0sseo, area de estudo explorada pela engenharia
tecidual.

2.2. Regeneracdo 0ssea

Uma fratura 6ssea ou osteotomia leva a perda da continuidade anatémica e/ou instabilidade
mecanica do o0sso. As fraturas geralmente acontecem por causa de quedas, acidentes
automobilisticos ou lesdes esportivas. Outros fatores como osteopenia e osteoporose aumentam a
incidéncia de fraturas, que podem resultar em hospitalizacbes e aumento na mortalidade. O
impacto na saude fisica e mental dos pacientes, além dos custos a saude publica, levam a
necessidade de maiores estudos sobre esta tematica. Dessa forma, compreender o processo de

regeneracdo é crucial para o desenvolvimento de tratamentos eficazes [29].

Os tecidos 06sseos sdo formados por ossificacdo intramembranosa, que ocorre
principalmente em 0ssos curtos ou endocondral (principalmente em o0ssos longos). Na formagéo
intramembranosa, os capilares dos tecidos proximos invadem a zona mesenquimal, resultando na
diferenciacéo das células-tronco mesenquimais (MSCs) diretamente em osteoblastos maduros. Em
contraste, a regeneracdo endocondral envolve a ativacdo e ampliacdo de células do tecido
cartilaginoso. Ao direcionar o desenvolvimento da matriz mineralizada e recrutar 0s vasos
sanguineos, as propriedades funcionais da matriz cartilaginosa sdo combinadas com a angiogénese
para iniciar a chegada de osteoblastos, o crescimento 0sseo longitudinal e a regeneracao da medula
[32].

Os mecanismos primarios e secundarios envolvidos no reparo de fraturas de 0ssos longos
envolvem diferentes vias. Na cicatrizacdo priméria, quando os fragmentos da fratura sdo
estabilizados por uma fixacdo interna rigida, é permitida uma reconexdo direta ao 0sso cortical.
Os osteoblastos, derivados de MSCs, sdo responsaveis por depositar as matrizes neoformadas
denominadas osteoides nas superficies dsseas. Ja a cicatrizacdo secundaria, também conhecida
como espontanea, envolve uma resposta do peridsteo e dos tecidos moles adjacentes no local da
fratura. Ela pode ser considerada como uma série de quatro estagios discretos que ocorrem em
sequéncia e se sobrepdem até certo ponto. Sao estes estagios: resposta inflamatoria, formagéo da

cartilagem, formacéo de calo 6sseo (ossificacdo endocondral) e remodelacdo 6ssea [29].

Ap0s a lesdo, o suprimento de sangue € interrompido e um codgulo sanguineo é formado.

As células progenitoras no peridsteo e na medula diferenciam-se em osteoblastos para facilitar a
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formacéo dssea intramembranosa, onde um suprimento sanguineo intacto é preservado. No espaco
da fratura onde o tecido é pouco oxigenado, as células progenitoras sofrem condrogénese. Os
condrdcitos hipertrofiam e suas matrizes tornam-se calcificadas, levando a apoptose dos
condrdcitos e invasdo da matriz pelos vasos sanguineos periosteal e medular. Esses vasos sdo
acompanhados por células-tronco mesenquimais perivasculares que se diferenciam em
osteoblastos. Os osteoblastos entdo formam o 0sso imaturo sobre a matriz calcificada.
Posteriormente, o processo de remodelacdo prossegue com osteoclastos e osteoblastos facilitando
a conversdo do 0sso imaturo em lamelar e, eventualmente, recriando a forma anatbmica adequada
[29], [32].

Dentro destes aspectos fisiolégicos, o0 manejo de defeitos 6sseos de tamanho critico
continua sendo um desafio clinico-ortopédico. Os defeitos criticos sdo aqueles cuja extenséo
impede a regeneracao espontanea do paciente. Mesmo com métodos de estabilizagéo corretos, uma
perda 6ssea com 2 a 2,5 vezes o didmetro do osso afetado ou perda circunferencial > 50% para
defeitos ndo segmentares dificilmente ird consolidar sem outras intervencdes. Além disso, diversos
fatores podem afetar negativamente a regeneracdo Ossea. Esses fatores incluem distarbios
metabdlicos e sistémicos, comorbidades como diabetes, obesidade, artrite inflamatdria,

desnutri¢do, doenca vascular periférica e hipotireoidismo [33], [34].

Certos medicamentos como os anti-inflamatdrios nao esteroides (AINES), ciprofloxacina,
e anticoagulantes também podem aumentar o tempo de cicatrizacao e o risco de ndo-consolidacéo.
O diabetes, tabagismo e abuso de alcool, estdo associados a um maior risco de pseudoartrose e
aumento no tempo de cicatrizacdo. Citocinas pro-inflamatdrias ligadas a doencas inflamatdrias
sistémicas podem ativar osteoclastos e interromper o equilibrio entre a reabsorcéo e a formacéo
Ossea. As doengas inflamatdrias também reduzem a expressao de fatores osteoindutores. Idade
avancada, estase venosa, queimaduras, radiacdo e obesidade também sdo fatores predisponentes
para 0 comprometimento da regeneracdo Ossea [33], [34]. Como forma de contornar tais
limitacdes, a Engenharia Tecidual tem explorado diferentes opgdes de biomateriais que estimulem

a regeneracao ossea.

2.3. Engenharia tecidual

Em 1988, o termo engenharia tecidual (TE) foi discutido pela necessidade de uma definigéo
abrangente para esta ciéncia até entdo emergente. Seu conceito foi entdo publicado por Langer e

Vacanti [35], que definiram: "Engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que aplica os
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principios de engenharia e ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos que
restaurem, mantenham ou melhorem a fungéo do tecido". Tal definicdo deu origem a uma area
ampla e multidisciplinar. Desde entdo, técnicas inovadoras tém sido desenvolvidas para a produgéo
de arcabougos com o processamento de ceramicas e polimeros, que podem ter origem sintética ou
natural [36].

Biomateriais sdo dispositivos que desempenham, aumentam ou substituem uma funcéo
natural. Eles interagem com o sistema biol6gico, servindo como matriz, suporte, ou estimulador
para o crescimento de um novo tecido. Fontes histdricas indicam que os primeiros usos de
biomateriais podem ter sido no Egito Antigo, desde 3000 A.C., com tendbes de animais para
sutura, cascas de coco para reconstrucdo craniana, madeira para substituir dentes, dentre outros
[37]. Atualmente, metais, ceramicas, polimeros e compdsitos (combinagdo entre mais de um tipo
de material) sdo utilizados com tais finalidades. Suas aplica¢fes para a salde sdo variadas, como
lentes de contato, implantes dentarios, peles artificiais, valvulas cardiacas, proteses articulares e
arcaboucos 0sseos [6]. A perda de uma parte do 6rgdo ou tecido gera efeitos deletérios na funcéo,
assim como desordens psicoldgicas na vida social do individuo. Desta forma, os biomateriais

representam um campo de estudo de grande importancia para a saude [38].

Os biomateriais podem ter muitas origens e diferentes aplicacbes. Os derivados naturais
sdo usados, geralmente, como substituto ou restaurador de um orgédo/tecido danificado, como um
sistema de liberacdo controlada de farmacos ou para o desenvolvimento de arcaboucos 0sseos.
Uma de suas vantagens é que eles sdo facilmente encontrados, apresentam biocompatibilidade,
biodegradabilidade e sdo bem tolerados pelo hospedeiro. Suas biomoléculas podem oferecer
suporte e guiar a proliferagéo e diferenciacdo celular, além de aumentar a interacdo bioldgica entre
células [39], [40].

Sao considerados subgrupos destes biomateriais, 0s materiais proteicos (a exemplo da
fibrina e do colageno), os polissacarideos, como alginato, quitosana e &cido hialurdnico. Os
proteicos possuem adesdo celular natural e sdo flexiveis, tornando-os bons candidatos na escolha
para substitutos teciduais. Os polissacarideos, por sua vez, possuem baixo custo, ndo sao toxicos

e sao facilmente extraidos de plantas, animais e bactérias [37], [39].

As bioceramicas, por sua vez, podem ser classificadas em naturais, quando extraidas de
corais, algas, pérolas, conchas, matriz de cascas de ovos, dentes, 0ssos; ou sintéticas, quando
produzidas artificialmente, como a hidroxiapatita, ou outros tipos de fosfatos de célcio, biovidros,
dentre outros. Sua classificacdo pode também ser feita com base em sua resposta celular, podendo

ser bioativos, biodegradaveis ou bioinertes [37].
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Os biomateriais sintéticos, por sua vez, sdo normalmente os polimeros sintéticos ou
poliésteres, como PLA (poli(acido lactico)) e PEG (polietilenoglicol), utilizados quando regulados
e aprovados como materiais seguros para 0s humanos. A vantagens destes materiais esta na maior
facilidade em modificar suas propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e bioldgicas de acordo
com a necessidade. No entanto, por serem consideravelmente diferentes ao tecido nativo

implantado, estes materiais apresentam maior risco de rejeicdo imunoldgica e toxicidade [39], [40].

Os metais biodegraddveis tambeém sdo utilizados na engenharia tecidual,
predominantemente destinados a tecidos 6sseos, como em proteses metalicas. No entanto, ligas
funcionais de Nitinol, com propriedades elasticas podem também ser exploradas na fabricacdo de
stents para cirurgias cardiacas. Dentre as vantagens da utilizacdo de metais, estdo sua alta
resisténcia mecanica, resisténcia a fadiga, ductilidade; baixo custo. No entanto, eles podem possuir

baixa biocompatibilidade, rigidez, alta massa especifica e baixa resisténcia a corroséo [37].

Os compositos sdo conceituados como a combinacdo de dois ou mais materiais sintéticos
ou naturais. Eles vém sendo explorados como uma alternativa pelas ultimas trés décadas, como
materiais substitutos de algum tecido ou 6rgdo danificado. Polissacarideos e proteinas sé&o
comumente unidos, com 0 objetivo combinar caracteristicas consideradas positivas para a
regeneracdo tecidual [39]. Compositos com base em polimeros também tém sido aplicados para

liberacdo de farmacos, curativos, cirurgias, imagens para deteccao de cancer e resina dentaria [37].

2.4. Biomateriais aplicados na engenharia tecidual 6ssea

Biomateriais tém sido comumente estudados e empregados pela engenharia tecidual como
um tratamento alternativo para afec¢Bes no esqueleto. A ciéncia dos materiais envolve uma
variedade de disciplinas para esta area de pesquisa, com engenharia e ciéncias aplicadas para as
ciéncias da saude [41]. Por ser um campo interdisciplinar, é requerido conhecimento das
propriedades estruturais de materiais sintéticos e bioldgicos; assim como em biologia, fisiologia,
anatomia, biologias celular e molecular. Além disso, a depender da aplicagdo do produto, é preciso
ter conhecimento em ciéncias clinicas como odontologia, oftalmologia, ortopedia, cirurgia
reconstrutiva, cirurgia cardiovascular, neurocirurgia, histopatologia, cirurgia experimental, e

medicina veterinria [6].

A utilizacdo de biomateriais como substitutos 6sseos variam em relagéo a sua composicao
quimica (metais, polimeros ou ceramicas), assim como o tipo de produto (blocos, hidrogéis,

arcaboucos porosos, granulos, dentre outros). O titanio e suas ligas sdo amplamente utilizados para
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implantes odontoldgicos e ortopédicos. Dentre as ceramicas mais utilizadas nesta area, estdo a HA
e o fosfato tricélcico (Caz(POs)2), biovidros e a alumina. Em relagdo ao uso dos polimeros, séo
exemplos a CHI, &cido hialurdnico, a policaprolactona e o acido polilético [6], [40], [42].

Dentre os biomateriais utilizados na engenharia tecidual, destacam-se os advindos de fontes
renovaveis, como o biopolimero CHI, que simula os GAGs das células e o PDA, que melhora a
adesdo e mineralizacdo em diferentes superficies [14], [24]. A HA, por sua vez, € uma ceramica
que apresenta bioatividade e é o principal componente mineral 6sseo, tornando-se um candidato
com potencial aplicabilidade para regeneracdo deste tecido. Estes trés materiais combinados
podem ser empregados em forma de arcabougos porosos tridimensionais, que servirdo como

ambiente de suporte temporario para a regeneracao celular e tecidual [40], [43].

2.5. Quitosana

A quitosana (CHI) é um polissacarideo linear derivado da desacetilacdo alcalina da quitina,
que possui grande abundancia na natureza. Sua extragdo pode ser feita do exoesqueleto de
crustaceos e insetos, além da parede celular de fungos e bactérias. A CHI possui estrutura composta
por unidades de copolimero de N-glucosamina e glucosamina distribuidas aleatoriamente, cuja

estrutura pode ser observada na Figura 01 [13], [44].

QUITOSANA

OH

' it

......

HO NH, HO

Figura 01: Representacdo da estrutura quimica da CHI. Fonte: Autoria propria.
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Este polimero tem sido amplamente aplicado por ser biocompativel, biodegradavel, por seu
efeito cicatricial, hemostéatico, atividade antimicrobiana e bactericida [13], [27]. Ele é estudado
quanto a seu papel na engenharia tecidual 6ssea por estimular a angiogénese, osteogénese e
osteoconducdo [45]. A degradacdo da CHI é enzimatica, dando origem a produtos ndo téxicos.
Além disso, sua estrutura quimica é similar a dos GAGs, um dos principais componentes da matriz

extracelular da cartilagem e do osso [14].

Uma propriedade primordial para a regeneracdo 6ssea e de fraturas na TE é a adequada
resisténcia mecanica. Assim, é necessario que se considere a rigidez, elasticidade e resisténcia a
compressdo mecanica dos materiais escolhidos. Ha relacdo entre a rigidez do arcabouco e o
comportamento celular da area aplicada, influenciando na diferenciacdo de MSCs, estimulando a

regeneracdo do tecido novo e aumentando a eficacia de estimulos bioquimicos [17].

Como forma de melhorar as propriedades mecanicas e a degradabilidade acelerada dos
arcaboucos de CHI, estes tém sido combinados com diferentes tipos de materiais, como polimeros
e ceramicas. Sabe-se que a unido entre a CHI, de carga positiva, com materiais de carga oposta
pode resultar na formacéo de complexos de alta estabilidade. Tal complexo polieletrolito pode ser
formado com a PDA, que possui carater negativo em meio basico, dando origem a um material

com maior forga de interacdo molecular [46], [47].

2.6. Polidopamina

Na ciéncia dos materiais, a utilizacdo de recobrimentos de superficies permite o controle
de propriedades e confere novas funcionalidades ao produto de interesse. Observando-se a
capacidade de adesdo dos mexilhGes em superficies sdlidas, concluiu-se que tal propriedade era
consequéncia da presenca das proteinas 3,4 hidroxifenilalanina (DOPA) e lisina. A partir desta
descoberta aumentou-se o interesse no estudo da PDA (Figura 02), por sua estrutura molecular
similar a DOPA, que também apresenta como propriedade primaria a capacidade de se aderir
firmemente a superficies. Tal adesdo pode ser observada em substratos organicos ou inorganicos,
e até mesmo em superficies de grande hidrofobicidade [24], [48], [49]. E possivel ainda ter o

controle da espessura dos filmes de PDA, com estabilidade quimica e térmica [48], [50].
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Dopamina 5,6-dihidroxi-indol

Dopamina quinona (DHI) Dopaminacromo
HO OH 0] (0] HO OH HO (0]
V4 4
HN 7 N i
NH, NH,
Oxidagéo (2H* + 2e) Ciclizacao Oxidacao

(a) Polimerizagao

covalente oxidativa
Polidopamina

(b) Polimerizagao

fisica espontanea

Figura 02: Representacdo esquematica das possiveis rotas de polimerizagdo do PDA. Fonte:
Autoria propria, baseada em [48], [51], [52].

O PDA apresenta biocompatibilidade e biodegradabilidade, propriedades necessarias a
aplicacdo de arcaboucos. No entanto, sua degradacdo é relativamente lenta, podendo ser
combinado a outros componentes com degradacdo mais acelerada (a exemplo da CHI) [17], [22].
Sua sintese apresenta metodologia simples, por ser obtida espontaneamente a partir do seu
mondmero em condicdes alcalinas (pH >7,5), com o oxigénio como oxidante, otimizando sua
reprodutibilidade [49]. Além disso, materiais recobertos com PDA apresentam interesse na
engenharia tecidual éssea por sua bioatividade. O anel do catecol apresenta adesdo a uma ampla
variedade de substancias, assim como afinidade a ions calcio. Por este motivo, foi criada uma rota

de biomineralizacao para arcabougos, com a formacdo de HA assistida pela PDA [48].

Os grupos funcionais de sua estrutura tornam a PDA um zwitterion, com ponto isoelétrico
em torno de 4. Com o pH abaixo de 4, os grupos amino na estrutura da PDA ficam protonados,
tornando sua superficie carregada positivamente. Em valores de pH acima do ponto isoelétrico, a
PDA sera carregada negativamente por causa da desprotonacéo dos grupos fendlicos [46]. Nesta
ultima condic¢do, a adicdo de PDA ao arcabouco formado pela matriz policatidnica de CHI resulta

num estavel complexo de polieletrolitos, favorecendo sua utilizagdo na regeneragéo 6ssea [47].
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3.4. Hidroxiapatita

A HA (Figura 03) representa o principal componente inorganico do tecido ésseo, tornando
sua utilizacdo na engenharia tecidual Ossea atrativa. Dentre suas propriedades principais, estdo a
osteoconducdo e bioatividade [53], [54]. Como a HA ndo é consideravelmente biodegradavel,
costuma-se combina-la a polimeros, para haver o equilibrio na degradacdo dos materiais
produzidos. De uma forma geral, as bioceramicas como a HA sdo caracterizadas como nao-toxicas,
estaveis quimicamente quando em meio bioldgico e biocompativeis, com varidveis aplicacdes na
TE, como restauradores dentérios, recobrimento de materiais e preenchimentos para defeitos
0sseos, que podem ser feitos em forma de pd, cerdmica densa e arcabougos porosos [27], [55].

HIDROXIAPATITA

\

Figura 03: Representacdes da hidroxiapatita, com a célula unitaria da ceramica.

Fonte: Adaptado de Cipreste e colaboradores [56].

O uso de estruturas porosas tem como diferencial a melhora da fixacdo e crescimento
celular no interior da estrutura, além da formacao de novos vasos sanguineos através dos poros
que criardo a comunicacgdo entre o arcabouco e o tecido nativo [57]. A estrutura 6ssea possui uma
matriz inorganica (com cristais de HA), cuja caracteristica é ser rigida, porém quebradica; e uma
matriz organica (composta principalmente por fibras de colageno), que é flexivel e tem resisténcia
relativamente baixa. Estas duas matrizes fazem do o0sso um tecido com grande capacidade
mecanica, por unir os componentes de resisténcia a compressao e flexibilidade [58].

De forma geral, busca-se simular as propriedades do tecido 6sseo nativo. Por esta razao, o
uso isolado da HA ndo ¢é ideal, por que desta forma estaria sendo excluido o componente 6sseo
organico e suas contribuigdes para a resisténcia mecénica tecidual [58]. O uso do coldgeno nestes
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arcaboucos também tem alguns pontos negativos, como alta reabsorcédo, baixas propriedades
adesivas, mecanicas e alto custo [59]. Os arcabougos porosos de HA também possuem limitacoes
em relacdo ao longo periodo necessario para haver o reparo 6sseo, por conta de sua fraca adesao
celular [22].

Como forma de solucionar tais problemas, pode-se substituir o coldgeno por outros
polimeros biocompativeis, como a CHI [15]. A combinacdo da CHI com HA em arcaboucos tem
sido explorada com e sem a adic¢do de outros materiais, assim como a producdo de arcaboucos de
PDA e HA. Nao h4, no entanto, trabalhos que explorem as propriedades em conjunto da CHI e
HA juntamente com a PDA, ainda que estes trés biomateriais possuam propriedades
complementares para a um ambiente propicio a regeneracao tecidual 6ssea, bem como estudos que

explorem o papel do revestimento de PDA em arcabougos de CHI/HA [22], [60], [61].

2.5. Modificacdo de superficies com PDA na Engenharia Tecidual

A modificacdo de substratos tem sido estudada na Engenharia Tecidual, com o objetivo de
torna-los mais atrativos para determinadas fungdes, como degradabilidade controlada,
bioatividade e propriedades adesivas. Assim, a selecdo de materiais aptos para o recobrimento de
biomateriais (como implantes, arcaboucos ou outros dispositivos médicos) exige que este fique
fixo e estavel na superficie aplicada. O revestimento de PDA pela deposic¢ao de DA a partir de sua
oxidagéo espontanea ocorre de forma simples, potencializando o interesse em sua aplicacdo. No
entanto, 0 mecanismo molecular da formacao das cadeias de PDA ainda € debatido na literatura
[48], [52]

A imprecisdo deste processo se da pela complexidade da reacdo redox e pelo nimero de
estruturas intermediarias, desde a oxidacdo da DA até a formacéo final de PDA. As teorias para
esta formacdo polimérica partem de diferentes pressupostos, como ligacfes covalentes entre 0s
anéis aromaticos, agregacdo ou competicdo de mondmeros dopaminérgicos, que levam a
diferentes modelos de estruturacdo quimica. Estes podem ser por interagfes eletrostaticas ou
covalentes, interacdo de cation-m, e agregados supramoleculares [52]. Ha, todavia, um consenso
de que a polimerizacdo se inicia com a oxidagdo espontanea de DA, que origina a dopamina
quinona, seguida da ciclizagdo levando a formagéo de 5,6-dihidroxi-indol. Entdo, com outra
oxidacdo, é formado o dopaminocromo, que pode sofrer polimerizagdo covalente oxidativa ou
polimerizacéo fisica esponténea, originando o PDA. Estas etapas e possivel estruturagdo do PDA
foram sugeridas na Figura 02, a partir dos trabalhos de Liu, Ai e Lu [48] D’Ischia e colaboradores
[51] e Gao e colaboradores [52].
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Alguns fatores podem alterar aspectos dos materiais recobertos com PDA, podendo ser
modificados de acordo com o objetivo de suas aplicacbes. O pH, por exemplo, afeta
significantemente a velocidade e espessura do filme polimerizado. De forma geral, um baixo pH
reduz a oxidacdo e, por consequéncia, a taxa de polimerizacdo. Por outro lado, valores acima de
10 resultam na desprotonacgdo dos grupos de amina, que desmontam as cadeias de PDA. Por este
motivo, é comum se padronizar a utilizacdo do tampdo Tris com pH 8,5 nos protocolos
experimentais [18], [28], [52].

Outro aspecto importante de ser observado € a concentracdo de DA selecionada.
Concentragbes mais baixas, como 1 mg/mL, normalmente apresentam distribuicdo mais
homogénea em superficies. Por outro lado, utilizar maiores concentracdes facilita a formacéo de
superficies mais rugosas, que podem ser mais interessantes para aplicacbes que necessitem de
adesdo celular. Além disso, concentragcGes maiores de DA podem levar a taxas de nucleacdo mais
rapidas. Maiores tempos de deposicdo também levam a obtencdo de superficies rugosas, pela
formacéo de agregados superficiais [52].

Outra variavel para a deposicdo de PDA € a temperatura. O uso de aquecimento entre 50 e
75°C é capaz de acelerar a sua polimerizacdo, por acelerar a nucleacdo de particulas de PDA e
promover a difusdo de monémeros de DA. Essa variavel, no entanto, dificulta o controle e
reprodutibilidade do processo, por conta da evaporacgdo e necessidade de manter soluges mais
volumosas com uma distribuicdo homogénea de temperatura [52], [62].

A utilizacdo deste polimero tem como vantagem o seu método simples de recobrimento,
comparando-se a outros materiais usados na modificacdo de superficies, que exigem
processamentos sequenciais ou instalacdes especiais. Seus filmes tém sido explorados para o
aumento da hidrofilia de superficies, que favorece a proliferagdo celular nos materiais, como
também na imobilizacdo de fatores de crescimento, aumentando sua estabilidade e controlando
melhor sua liberagdo em testes in vitro [63].

Sua adsorcdo em superficies ocorre com facilidade, por meio de ligagdes covalentes ou
interacOes fisicas, com praticamente todos os tipos de materiais inorgénicos e organicos [63]. A
camada de PDA pode promover adesdo do material recoberto ao tecido do hospedeiro, gerando
estimulo a neoformacéo 0Ossea e eliminar espécies reativas de oxigénio nocivas para proteinas e

outras moléculas da regido [18].
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2.6. Interacao entre PDA com CHI e HA

Estudos utilizando o revestimento de PDA mostraram sua capacidade de promover a
formacéo de HA in vitro e in vivo, indicando um aumento da bioatividade dos materiais, bem como
a adesdo celular e osteoindutividade de MSCs [64], [65]. Além disso, pode promover a melhora
das propriedades mecanicas dos compdsitos, evidenciando potencial para aplicacdo na engenharia
tecidual dssea [66].

No estudo de Li e colaboradores [67] foi possivel imobilizar CHI na superficie de
arcaboucos porosos para acelerar a regeneragdo Ossea. Essa imobilizacdo foi feita com o
revestimento de PDA como uma ponte de interacdo entre CHI e a superficie dos arcabougos
formados por Poli(e-caprolactona) poroso e vidro bioativo. Dimassi e colaboradores [68], por sua
vez, testaram a bioatividade de nanofibras de CHI tratadas com PDA, com resultados promissores
para 0 uso destes materiais combinados para estimular a biomineralizacdo, além de serem

biocompativeis em ensaio in vitro feito com células pré-osteoblasticas MC3T3-E1.

Em outro estudo, Zhu e colaboradores [69] funcionalizaram arcabougos contendo CHI com
quercetina bioativa utilizando PDA como camada para imobilizacdo. Como resultado,
encontraram um efeito sinérgico da rede de nanofibras de CHI com a camada de PDA, que permitiu
a liberacdo controlada da quercetina, além de afinidade celular e atividade osteogénica. A
versatilidade do polimero PDA demonstrada na literatura o torna um bom candidato para ser

explorado como modificador de superficies para aplicacdes na regeneracdo 0ssea.

Compdsitos contendo HA também foram estudados em conjunto com PDA. Como no
trabalho de Han e colaboradores [22] que funcionalizaram arcaboucos de HA com PDA e poli(L-
lisina) para liberagdo da proteina morfogénica 6ssea-2 (BMP2). Foram realizados testes in vitro e
in vivo, indicando que a modificacdo da superficie de HA melhorou as propriedades bioldgicas do
arcabouco, com aumento da proliferacdo e diferenciacdo celular e mais formacdo dssea. A

versatilidade do PDA permite sua combinacdo em diferentes substratos.

Hu e colaboradores [70] estudaram nanoparticulas de HA revestidas com PDA, que
posteriormente foram combinadas com poli(acido lactico) por eletrofiacdo. Os autores obtiveram
os resultados da analise termomecanica, que mostraram que as fortes interagdes intermoleculares
entre as nanoparticulas de HA e PDA com a matriz PLA foram formadas, resultando em um
aumento na forca de ligacdo interfacial dos componentes.

Embora, até 0 momento, os trés materiais ndo tenham sido combinados na formacédo de
arcaboucos 3D, as interacdes CHI/PDA e HA/PDA evidenciam potencial para utilizacao dos trés

na regeneragdo ossea.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Produzir e caracterizar arcaboucos tridimensionais baseados em quitosana, polidopamina

e hidroxiapatita para aplicacdes na engenharia tecidual 6ssea.

3.2. Objetivos Especificos

e Produzir diferentes arcaboucos 3D contendo quitosana, polidopamina e hidroxiapatita;

e Caracterizar os materiais fisico-quimica e morfologicamente com o auxilio das seguintes
técnicas: ensaio de compressao, DRX, FTIR, MEV/EDS, TG e DSC;

e Determinar a porosidade dos arcaboucos;

e Mensurar a degradacdo dos materiais em fungdo do tempo;

e Avaliar a viabilidade celular dos arcabougos 3D com o ensaio da citotoxicidade.
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Materiais

Neste estudo, foi utilizada CHI (desacetilacdo > 75%) com massa molecular média e
adquirida da Sigma Aldrich Company (EUA). O acido acético (P.A.) foi obtido da Vetec (Brasil).
Acido fosforico com > 85% em massa e hidroxido de calcio (P.A.) foram obtidos das empresas
Sigma Aldrich e Synth no Brasil, respectivamente. O hidréxido de sédio (NaOH) foi obtido da
Neon Commercial (Brasil), enquanto o alcool etilico com pureza de 99,8% em peso foi adquirido
da ACS Cientifica (Brasil) e o tripolifosfato de sédio (P.A.) pela Synth (Brasil). Cloridrato de
dopamina (pureza de 98%) e os tampdes Trizma® base (99,9%) e Trizma® HCI (99%) foram

adquiridas pela Sigma Aldrich (EUA).

4.2. Divisao e identificacdo dos grupos

4.2.1. Etapa |

Para facilitar a compreensao dos resultados, foram divididas em duas etapas o estudo: a
primeira, focada na padronizagdo do recobrimento dos arcabougos com PDA (a CHI serviu como
matriz na conformagéo tridimensional do arcabouco). Foram testados os recobrimentos em
diferentes periodos (0,5 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h) e quatro concentra¢fes de dopamina (1 mg/mL,

2 mg/mL, 3 mg/mL e 4mg/mL). Sendo assim, os grupos ficaram divididos da seguinte forma:

Tabela 01: Divisao dos grupos da Etapa | (padronizacdo do PDA).

GruposdaEtapal | ogp | 1 | 34 | §h 12h | 24h
(concentracao/tempo)
PDAal% GI05h | Gllh | GI3h | Gl6h Gl 12h | Gl 24h
PDA a2 % GlIlO5h | Gll1lh | GII3h | GIl6h Gll 12h | GIl 24h
PDA a3 % GII05h | Glll 1h | Gl 3h | GlI6h | Glll 12h | Glll 24h
PDA a4 % GIV0,5h | GIV1h |GIV3h| GIV6h | GIV 12h |GIV 24h

Legenda: Os grupos GlI, Gll, Gll e GIV sdo referentes as concentracdes de dopamina:

1, 2, 3 e 4 mg/mL, respectivamente; seguidos dos tempos de imerséo utilizados.
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Com a padronizacdo do recobrimento de PDA, foi entdo iniciada a Etapa 11, com a producéo

dos demais arcaboucos, contendo CHI e HA, com e sem o revestimento de PDA. Sendo assim,

foram propostos 0s seguintes grupos na Tabela 02:

Tabela 02: Diviséo dos grupos da Etapa Il (contendo os trés materiais).

Recobrimento PDA

Grupos % CHI | % HA (4 mg/mL)
CHI (100) 100 - NAO
CHI/PDA (100) 100 - SIM
CHI/HA (50/50) 50 50 NAO
CHI/HA/PDA (50/50) | 50 50 SIM
CHI/HA (75/25) 75 25 NAO
CHI/HA/PDA (75/25)| 75 25 SIM

4.3. Sintese da hidroxiapatita por via Umida

Para a produgdo dos arcaboucos, a HA foi sintetizada utilizando-se o processo de via

Umida, ou seja, pela precipitacdo a partir de uma suspensao de hidréxido de calcio [Ca(OH)2] e

uma solucdo de acido fosforico (HsPOas), ambas na concentragéo de 2,0 mol/L. A razdo molar de

Ca/P utilizada foi de 1,67 (HA estequiometrica). Para evitar contaminacdes, utilizou-se agua

ultrapura no preparo das solu¢des de Ca(OH)2 e H3PO4. A solugéo foi entdo misturada num baléo

volumétrico e aquecida a 60°C. O hidréxido de potassio (KOH) foi adicionado aos poucos, para a

manutencdo do pH do meio em torno de 10. A mistura permaneceu sob agitacdo a temperatura

ambiente por 24 h, sendo em seguida filtrada a vacuo, lavada com &gua ultrapura até neutralizacao

do meio e colocada em estufa a 100°C para secagem. A HA obtida foi macerada e peneirada até a

obtencao do pd com granulometria < 120 um [71].
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4.4. Producao dos arcaboucos tridimensionais

Os arcabougos foram produzidos a base de CHI e HA, sendo posteriormente revestidos
com PDA. A CHI serviu como matriz na conformacao tridimensional do arcabougo. Eles foram
produzidos a partir da sua dissolucdo em acido acético (1% v/v), com 3% (m/v) de CHI pura com
baixa viscosidade adquirida pela Sigma-Aldrich. Para garantir boa homogeneizacdo, a suspensdo
de CHI ficou sob agitacdo por 01 dia. Apds esse periodo, a HA foi adicionada aos poucos, nos
grupos CHI/HA (50/50), CHI/HA/PDA (50/50), CHI/HA (75/25) e CHI/HA/PDA (75/25),
permanecendo em agitacdo por mais 24 h. A solucdo foi posteriormente colocada em banho
ultrassom por cerca de 10 min. Em seguida, foi colocada em molde cilindrico de poli
(tetrafluoretileno) (PTFE) (altura, 5 mm e didmetro 10 mm), congelada em ultrafreezer e liofilizada
em seguida (Liotop L101, Liobras, Brasil). Apos a remocdo dos arcaboucos dos moldes, as
amostras foram neutralizadas em uma solucédo de 0,1% de NaOH aquoetandlica (8:2) durante 3 h,
lavadas por 30 min com &gua ultrapura, reticuladas (utilizando trifosfato pentassédico, 2,5%
(m/v)) por 3 h e lavadas por 30 min com agua ultrapura. Por fim, os arcaboucos foram novamente

congelados e liofilizados por 24 h.

4.5. Recobrimento com Polidopamina

A solugéo de dopamina foi preparada em tampdo Tris (tris(hidroximetil)aminometano),
com pH de 8,5 para posterior imersdo dos arcaboucos. As amostras ficaram na suspensao em
reacdo para que houvesse a oxidacéo e polimerizacdo da dopamina, revestindo o arcabougo com
PDA recém-formado. Os arcabougos foram entdo lavados repetidas vezes com agua ultrapura,
removendo o excesso da solu¢do em que foram imersos e, com isso, eliminado mondémeros de DA
que ndo reagiram.

A presenca de DA no sobrenadante foi monitorada por UV-Vis, a partir da agua de lavagem
dos arcaboucos, focando na sua banda em 280 nm. Para garantir a completa remocdo do
mondmero, foi estabelecida a necessidade de 8 ciclos de lavagem em agua ultrapura para que néo
se detectasse mais a sua absorcao, indicando que o arcabougo apresentava apenas PDA.

Foram avaliadas trés formas de secagem destes arcaboucos, 0s dois primeiros métodos
testados foram com a secagem em estufa a 37°C durante 48 h ou em estufa a vdcuo com mesma
temperatura e tempo. Percebeu-se que nestes métodos, os arcabougos perdiam sua conformacéo
estrutural, o que possivelmente alterava sua estrutura porosa e fungdo como matriz para
regeneracdo. O terceiro método, que foi escolhido como padrdo, continha um novo ciclo de
liofilizacdo, para manter sua estrutura tridimensional. A comparacdo dos trés métodos pode ser

vista na Figura 04:



Figura 04: a) Amostras com secagem em estufa; b) Amostras com secagem em

estufa a vacuo; ¢) Amostras com secagem por liofilizag&o.
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Assim, o esquema completo da metodologia de producdo dos arcabougos pode ser

observado na Figura 05:

1° Solugéo de CHI/HA

7° Arcabouco recoberto

6° Processo de recobrimento

Figura 05: Etapas de producdo dos arcaboucgos de CHI/HA, com o posterior

recobrimento de PDA.

2° Molde PTFE

3° Liofilizador

k="

4° Arcabougos neutralizados e reticulados

5° Arcabougo sem recobrimento



26

4.6. Caracterizacao fisico-quimica e mecanica

4.6.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo quimica dos biomateriais puros e dos arcaboucos foi realizada com o
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), com o espectrdmetro modelo IRPrestige-21
(Shimadzu, Japdo), no Nucleo de Energias Renovaveis e Eficiéncia Energética de Sergipe
(NERES), localizado no SergipeTec. Assim, identificou-se cada banda caracteristica dos materiais,
obtidas em um intervalo de 4000-400 cm™, com resolugdo de 4 cm™. O método utilizado foi o das
pastilhas de brometo de potassio (KBr).

4.6.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

A microestrutura das amostras foi examinada no Departamento de Ciéncia e Engenharia
de Materiais (P2CEM — UFS). Apds o revestimento com camada de ouro ou prata, a microscopia
eletrbnica de varredura foi realizada, selecionando-se as imagens com 50, 100 e 200x de cada
amostra para comparacao de suas superficies. Foi utilizado o equipamento JSM6460LV (Jeol,
Japdo), operando sob vacuo com aceleracéo de feixe de elétrons de 5 kV e 10 kV. A composic¢ao
quimica dos compositos foi observada através da espectroscopia de energia dispersiva (Noran
System Six, EUA), no Centro Multiusuario de Nanotecnologia (CMNano-UFS).

4.6.3. Porosidade

A quantificacdo de area e didmetro de poros dos arcaboucos foi medida a partir de
micrografias obtidas por MEV, JSM-5700 (Jeol, Jap&o) do P?)CEM - UFS. As imagens foram
obtidas com 100x de aumento e aceleracdo de feixe de elétrons de 10 kV em diferentes regides
dos arcaboucos, nas superficies: superior, inferior e fratura. A analise foi realizada por meio do
software ImageJ, sendo realizada com trés imagens dos arcabougos da superior, trés da inferior, e
seis imagens da superficie de fratura. A fratura foi realizada com uma espatula, apés os arcaboucos
serem congelados por imersdo em nitrogénio liquido. Os dados obtidos foram tabulados e
diferencas estatisticas foram calculadas o software comercial Origin© 8.5 SRO OriginLab

Corporation (www.originlab.com).
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4.6.4. Ensaio de compressao

Por se tratar de uma estrutura porosa, foi escolhido o ensaio mecénico de compressdo, com
0 intuito de determinar a resisténcia a compressdo dos arcaboucos estudados. Para isso 0sS
arcaboucos foram medidos com um paquimetro e foi a analisada a resisténcia a compressao (MPa)
diante da deformacdo (mm/mm) de cada amostra. Utilizou-se a maquina universal de ensaios

mecanicos (Instron, modelo 3367), usando uma célula de carga de 100 N do P2CEM - UFS.

4.6.5. Difratometria de raios X (DRX)

A difratometria de raios X foi utilizada para avaliar a estrutura e cristalinidade dos
materiais. Utilizou-se o difratometro modelo Shimadzu LabX XRD-6000, no P’CEM — UFS,
operando em modo de varredura, com radiacdo CuKa (A = 1,54056 A) e tubo operacional com
voltagem e corrente de 40 kV e 30 mA, respectivamente. Os padrdes de difracdo foram obtidos
variando 260 de 5 a 60° ¢ com uma velocidade de varredura de 2°/min. Com esta técnica, foram
identificados os padrbes difratométricos caracteristicos da HA e sua interacdo com os polimeros
CHI e PDA.

4.6.6. Analise termogravimetrica (TGA)

A técnica de TGA avaliou a resisténcia térmica dos arcabougos produzidos. As medidas
foram realizadas utilizando-se um analisador termogravimétrico da marca Netzsch, modelo STA
449 F3 Jupiter®, com taxa de aquecimento de 20°C/min, iniciando em temperatura ambiente até
1000°C, sob fluxo constante de nitrogénio. Com isso, se determinou a temperatura de degradacao

dos arcaboucos e as etapas de perda de massa.

4.6.7. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Os processos fisicos e quimicos envolvendo variacdo de energia foram estudados
verificando as transi¢fes térmicas dos polimeros, através da calorimetria exploratoria diferencial
(DSC). Para isso, foi utilizado o analisador de marca Netzsch, modelo 200 F3Maia, do P2CEM -
UFS, na faixa de temperatura de 15-400 °C e taxa de aquecimento de 10°C/min, sob fluxo constante

de nitrogénio.
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4.7. Processo de esterilizacdo

Para a realizacdo dos testes biologicos, os arcaboucos foram enviados para o Centro de
Tecnologia das Radiacdes — CETER IPEN/ CNEN — SP, e esterilizados por método de irradiacao
gama (fonte cobalto 60) de acordo com ISO 11137-2:2006.

4.8. Avaliagao in vitro

4.8.1. Ensaio de degradacao in vitro

A degradacdo dos arcaboucos foi avaliada no Laborat6rio de Biomateriais - UFS, medindo-
se a porcentagem de perda de massa. O ensaio foi feito em meio de PBS (tampéo fosfato-salino)
com as amostras incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO> (LS Logen). Cada amostra foi pesada
antes da imersdo e entdo ficaram na solucdo durante intervalos de 7, 14, 21 e 28 dias. Apés cada
periodo, os arcaboucgos foram removidos da solucédo, lavados com agua destilada repetidamente,
congelados e liofilizados. As amostras secas foram pesadas novamente e os valores de massa antes
e apos imersdo foram tabulados. Dessa forma, a taxa de degradacdo foi calculada com a formula

abaixo:

i (W0 — W)
Degradacdo(%) = —wo) * 100

Sendo: WO - Massa inicial dos arcabougos.
W1 - Massa final dos arcaboucos.

4.8.2. Avaliacéo de citotoxicidade

Apés a esterilizacdo, os arcabougos foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade, no
Laboratorio de Biologia e Imunologia de Cancer e Leishmania (LaBICeL) — UFS, utilizando-se o
padrdao 1SO 10993-5:2009 para avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos. Os resultados
quantificaram a viabilidade celular do material, sendo utilizadas células fibroblasticas de rato
(L929), cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's Minimal

Essential Medium). Este foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF), 1% de L-
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glutamina, 1% de penicilina e 1% de estreptomicina, mantidas a 37°C em estufa com 5% de CO..
Para o controle negativo, as células foram cultivadas diretamente na placa de cultivo, na auséncia
das amostras, enquanto como controle positivo foi utilizado o po¢o sem amostras, contendo apenas
0 meio de cultura (branco), com 10% de DMEM.

O método escolhido para realizar as analises toxicoldgicas foi o colorimétrico, utilizando
3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina— MTT. A absorbancia foi lida em 570
nm pelo leitor de placa Elisa (Synergy H1) de marca BioTek, (EUA). Os resultados obtidos foram
apresentados por porcentagem de viabilidade das células na presenga dos arcabougos, em

comparagao aos controles negativo e positivo, utilizando-se a formula abaixo:

(Amostra — Controle positivo)

Viabilidade celular (%) = 100

*
(Controle negativo — Controle positivo)

4.9. Analise estatistica

Os resultados dos ensaios de compressao, porosidade, degradagéo in vitro e citotoxicidade
foram coletados a partir de testes em triplicata ou sextuplicata e expressos como média + desvio
padrdo. A normalidade da distribuicdo das amostras foi avaliada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (ou seja, quando existia
menos de 5% de chance de os valores serem iguais). Os calculos realizados por meio do software

comercial Origin© 8.5 SRO OriginLab Corporation (www.originlab.com).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Etapa |

Nesta primeira etapa, buscou-se avaliar o efeito da concentracdo e tempo de imerséo de
PDA poderia afetar nas interacdes quimica, mecanica e de microestrutura dos arcaboucos.
Portanto, foram produzidos arcaboucos de CHI com PDA (1 a 4mg/mL), dentro dos periodos de
0,5h,1h,3h,6h,12 he 24 h, que foram comparados ao arcabougo sem recobrimento. Desta
forma, com as andlises de FTIR, MEV e teste de compressdo, foi feita a selecdo de uma das

concentracdes e tempo de recobrimento dentre as condi¢des analisadas.
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5.1.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Espectros de FTIR foram registrados, primeiramente, para os materiais puros (Figura 06).
Na analise de CHI, foi identificada uma faixa larga entre 3750 e 3035 cm™, correspondente as
vibragdes de alongamento de O-H e NH.. A absor¢éo do grupo amida I, caracteristica da CHI, foi
observada em 1640 cm™, com o alongamento de C=0 [65], [72]. As regides de 1343 e 890 cm™
correspondem a flexdo de C-H, enquanto 1375 cm™ indica a deformagéo simétrica C-H do grupo
acetamida. Na regido centrada em 1322 cm%, foi evidenciada a banda caracteristica do estiramento
de C-N, conhecida como amida Il [65], [68]. Em 1022 e 1065 cm™, foram identificadas as bandas

correspondentes ao estiramento de C-O [68].

Assim como na CHI, o espectro de PDA apresentou suas bandas caracteristicas na regiao
entre 3500 e 2990 cm, devido ao estiramento de O-H e NH; [73], [74]. Em 1612 cm™ foi
encontrado o grupamento correspondente a flexao dos grupos aromaticos da dopamina (N-H). Na
regido de 1499 cm™, por sua vez, estio os grupos aromaticos da dopamina com a flexdo de C-H.
Por fim, foi identificada a banda em 1280 cm™, atribuida as vibrag@es de ressonancia de C=C de
ciclos aromaticos [68], [74].

Nas Figuras 07, 08, 09 e 10, estdo dispostos os espectros obtidos por FTIR dos grupos I,
I1, 11l e IV, respectivamente. Estes grupos correspondem aos arcabougos com matriz de CHI e
diferentes recobrimentos de PDA. S&o sinalizadas as bandas de absor¢do da Amida I, proveniente
da CHI e ligacGes N-H tipicas do PDA, em seus respectivos periodos de recobrimento. Foram
evidenciados os principais deslocamentos das bandas atribuidas a estes polimeros, indicando suas
interacOes. Na Tabela 03 estdo dispostos os deltas (A) do deslocamento que houve em relagéo aos
materiais puros e as bandas de interesse nos arcaboucos. Estes As indicam que a interacao entre
PDA e CHI se d& entre a banda de amida | da CHI com o N-H do PDA. Este resultado esti em
conformidade com o encontrado na literatura, onde hidrogéis produzidos destes materiais
apresentaram a banda correspondente ao alongamento de C=0 da amida | com deslocamento de
1640 para 1660 cm™, indicando a formac&o do complexo CHI-PDA [75]. Os espectros com maior

destaque para esta regido estdo no anexo suplementar (Figura S1).
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Figura 07: Espectros obtidos no FTIR do grupo I. Os espectros sdo correspondentes aos

periodos de recobrimento em polidopamina: 0,5h, 1 h,3h,6h,12he 24 h.



Gl (PDA 2 %)
/ /

O-H/NH i N-H Amide Il
0.5h Amide I\ . C-H

J

1h

J

3h

o\

12h

Intensidade (u.a.)

J

24h

J

,\,~/‘

T T T 7/ T T T
4000 3500 1500 1000 500

Ndmero de onda (cm™)

Figura 08: Espectros obtidos no FTIR do grupo Il. Os espectros sao correspondentes aos

periodos de recobrimento em polidopamina: 0,5h, 1 h,3h,6h,12he 24 h.



Glll (PDA 3 %)

/ /.
7/ .
0.5h . Amide Il
Amide I<__ N-H c-H N
\_O-H/NH, X 7 cocH
S |
=) i
<} i
-O H
S
S
‘0
(=
Q
£
T T T 7/ — T — — T T
4000 3500 1500 1000 500

Ndmero de onda (cm™)
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A faixa vibracional entre 3750 e 3035 cm™ (relacionada ao estiramento O-H e NHz na CHI
pura) e entre 3500 e 2990 cm™ (atribuida ao PDA), teve um deslocamento para a faixa entre 3600
e 3350 cm™, no espectro dos grupos contendo os dois materiais. A formacédo desta banda mais
ampla indica a possivel interacdo dos polimeros em sobreposi¢cdo, com a formacao de mais grupos
amina, grupos hidroxila e interacGes de ligagfes de hidrogénio [65], [72], [74][72]. Em 1590 cm"
! por sua vez, pode-se identificar ombros correspondentes a flexdo de N-H, advindos da adicdo
do PDA a amostra [68].

Mantiveram suas regides originais nos espectros dos grupos, as bandas da CHI
correspondentes a deformagdo C-H (1380 cm™) e a amida 111, com o estiramento de C-N (1320
cm™) [65]. Esta ultima banda esta localizada em regido de absorcdo préxima a atribuida as
vibragdes de C=C, em 1280 cm™, o que poderia indicar uma sobreposicdo de bandas nos materiais
combinados. Houve o deslocamento de C-O, que originalmente se encontravam em 1022 e 1065
cm?, para 1060 cm™. Além disso, foi encontrada a banda de flexdo de C-H em 890 cm?,
finalizando-se os achados relacionados a CHI [65], [68]. De forma geral os demais grupos
estudados apresentaram as mesmas bandas vibracionais correspondentes a CHI e PDA,
demonstrando pouca variacdo nas regides absorvidas e indicando a presenca dos polimeros

estudados.

Tabela 03: Deslocamento (A) das bandas de interesse de cada grupo de recobrimento.

Amostras da etapa | Amidal (A) | N-H(A)
PDA (1 %) 23 -22
PDA (2 %) 18 -18
PDA (3 %) 21 -22
PDA (4 %) 21 -20

Legenda: Média do deslocamento (A) das bandas de
interesse em cm™ do espectro infravermelho dos

materiais puros pelos grupos de arcaboucos.
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5.1.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura da superficie superior das amostras foi evidenciada, mostrando a
distribuicdo de poros interconectados na superficie de todos os arcaboucgos de CHI, com e sem
recobrimento de PDA. De uma forma geral, percebe-se que a superficie do material se tornou mais
rugosa com o aumento da concentracdo/tempo de recobrimento do PDA, o que pode influenciar
na deposicdo e fixacdo celular no arcabouco em estudos futuros. Como a etapa inicial da
regeneracao tecidual ocorre com a adsor¢éo de proteinas na interface do biomaterial, esta deve ser
atrativa para estimular a fixacdo, proliferacdo e diferenciacdo das células 6sseas no material [23],
[67].

De acordo com L.i e colaboradores [67] a modificacdo de uma superficie lisa para uma mais
rugosa € positiva do ponto de vista celular, indicando que a adsor¢do de PDA ao arcabouco de CHI
pode melhorar sua atividade regenerativa. A exce¢do do GI (PDA 1%) na Figura 12, em que 0s
arcabougos apresentaram estrutura de poros mais heterogénea e em ‘forma de fenda’ com
depress@es, as amostras aparentaram superficie promissora para a deposicao de células [4]. Dessa
forma, pode-se considerar que, a0 menos com base nestas analises, o GIV (PDA 4 %) (Figura 15)
se mostrou mais promissor como grupo de recobrimento. Com a adi¢do da HA, na etapa I, outras
comparagdes foram aplicadas, j& que a interacdo entre CHI e PDA com essa cerdmica influencia

no material, tanto em relacdo a rugosidade da superficie, como na sua porosidade [63].
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Figura 11: Imagens obtidas pelo MEV (100x e 200x) do arcabouco de quitosana sem recobrimento (a).
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Figura 12: Imagens obtidas pelo MEV do GI (200x), dos arcabougos com recobrimento de polidopaminaem 0,5h,1h,3h,6h,12he 24

h, respectivamente.
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Figura 13: Imagens obtidas pelo MEV do GlI (200x), dos arcaboucos com recobrimento de polidopaminaem 0,5h, 1 h,3h,6h, 12he
24 h, respectivamente.
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Figura 14: Imagens obtidas pelo MEV do GllI (200x), arcabougos com recobrimento de polidopaminaem 0,5h,1h,3h,6h,12he 24
h, respectivamente.
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Figura 15: Imagens obtidas pelo MEV do GIV (200x), arcaboucos com recobrimento de polidopaminaem 0,5h, 1 h,3h,6h,12he 24 h,

respectivamente.
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5.1.3. Ensaio de compressao

Os arcaboucos desempenham papel semelhante & matriz extracelular de tecidos naturais,
dando suporte a fixacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Dessa forma, sua estrutura
tridimensional e porosa, imitando a matriz extracelular, permite que as células se acumulem e
cresgam no seu interior, originando um tecido funcional 3D. Para que isso seja possivel, o material
precisa ser capaz de manter sua estrutura e dar suporte as células neoformadas, evitando seu
colapso. Dessa forma, arcaboucos 0sseos devem suportar 3 kN. A ciéncia tem, portanto,
encontrado a necessidade de modificar as superficies dos materiais, para que haja 0 aumento da
estabilidade e resisténcia mecanica dos arcaboucos [23], [76]. Assim, foi realizado o ensaio de
compressdo dos materiais desenvolvidos nesse trabalho, em triplicata, comparando-se a resisténcia
a carga compressiva dos arcabougos em relagdo a sua deformacdo (mm/mm). Buscou-se avaliar
se ha diferenca na resisténcia mecanica dos materiais com a adicdo do PDA nos arcaboucos de
CHI.

A significancia estatistica dos dados foi avaliada, indicando a media de resisténcia a
compressdo da quitosana pura como 0,59 + 0,01 (MPa). Essas amostras possuiram maior
deformacdo compressiva a uma menor carga (em comparagdo aos outros arcaboucos), levando a
proximidade das placas do equipamento e a necessidade da finalizacdo do ensaio em 50% de
compressdo. Acredita-se que o material tenha apresentado menor capacidade de absorver energia
em relacdo a carga compressiva. Embora isso indique um comportamento mecénico indesejavel,
esta média estd em conformidade com o encontrado na literatura; no estudo de Xu e colaboradores
[77], eles avaliaram a compressdo de arcabougos porosos de quitosana e encontraram o valor de
520 kPa, equivalente a 0,52 MPa.

A partir da andlise de variancia dos dados, percebeu-se que apenas as amostras do grupo
IV, com 12h e 24h de recobrimento, tiveram uma diferenca estatistica em relacdo ao grupo CHI.
O GIV 12h teve o valor de p = 0,02353 e o0 GIV 24h, p = 0,01467. Os demais grupos de
recobrimento apresentaram p > 0,05, indicando que ndo houve diferenca no desempenho mecanico
entre eles e o grupo CHI. Possivelmente, a formacdo de uma camada mais uniforme de PDA
aumentou o potencial do material a resistir & compressao, j& que estes sdo 0s dois grupos de maior
concentracdo de recobrimento. Ja considerado anteriormente como um polimero com potencial na
formacédo de revestimentos mecanicamente robustos, o PDA tem sido aplicado em conjunto a
bioceramicas, agregando esta e outras caracteristicas consideradas positivas para a Engenharia
Tecidual Ossea [66].

Na Figura 16 sdo apresentadas as médias das triplicatas; enquanto na Figura 17, estdo as
curvas do ensaio das amostras de CHI em comparacdo aos grupos de recobrimento com PDA que

apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05).
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Figura 16: Ensaio de compressdo das amostras de CHI pura e com recobrimentos de PDA. (*)
ANOVA de um fator ndo relacionado seguida de teste de Tukey evidenciou diferenca estatistica

entre a amostra de CHI e com o recobrimento do GIV 12h e GIV 24h (p < 0,05). Demais analises

ndo demonstraram significancia (p > 0,05).
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Figura 17: Curva da relagdo entre compressao (MPa) e deformagao (mm/mm) dos arcaboucos de
CHI sem recobrimento, GIV 12h e GIV 24h. * Ensaio finalizado em 50% de compressao para

CHI, e em 80% para as demais curvas.



47

Os resultados da média da compressdo dos grupos 1V (12 e 24h) foram de 1,2 £ 0,1 (MPa).
Estes resultados indicam que os arcabougos ndo possuem resisténcia adequadas para aplicagdes
que precisem do suporte de cargas, como em articulagdes. No entanto, caso possuam resposta
celular positiva, eles podem ser utilizados como preenchedores de defeitos 6sseos, em aplicacbes
que a resisténcia mecanica ndo seja tdo exigida. Isto foi previsto por Seidenstuecker e
colaboradores [9], em estudo que visou produzir arcabougos impressos 3D, a partir do pé a base
de biovidro e fosfato tricalcico. Eles apresentaram uma varia¢do de 0,17 a 0,64 MPa como
resultado do ensaio de resisténcia a compressdo, valores menores aos encontrados nos arcabougos
recobertos do presente estudo, mas similares ao grupo contendo apenas CHI (0,589+ 0,007 (MPa)).

Sabe-se que os valores de resisténcia compressiva encontrados nos 0ssos trabeculares
(conhecidos por sua maior porosidade) sdo de 0,1 a 16 MPa e dos 0ssos corticais (mais densos)
sdo de 100 a 200 MPa [78]. Sendo assim, o presente estudo apresenta amostras que podem
mimetizar o 0sso trabecular em determinadas regides que ndo exijam alto estresse de carga (como
a maxila, calvaria, dentre outras), por estarem dentro da sua faixa de resisténcia compressiva.
Outros fatores, como de porosidade, foram avaliados ap6s a adi¢do de HA nos arcaboucos, assim
como uma reavaliacdo da sua resisténcia a compressdo, ja que esta ceramica ajudaria a simular a

parte inorganica do tecido 0sseo, responsavel pela rigidez e forca dos 0ssos [58].
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5.1.4. Consideracdes sobre a padronizacéo do recobrimento com PDA

Através da metodologia estudada, foi possivel produzir arcabougos 3D de quitosana com
diferentes concentracfes e tempos de recobrimento utilizando polidopamina. Por meio das analises
de caracterizacdo dos materiais, foi evidenciada a interacdo dos polimeros, assim como a
observacao de uma camada mais uniforme para os grupos de recobrimento com maior relacéo de
concentracdo/tempo. Estes também demonstraram maior potencial de resisténcia as cargas
compressivas, ficando definida a padronizagdo do recobrimento para os arcaboucos utilizando-se
4mg/mL de dopamina e 24 h em contato com a solucdo durante sua polimerizacdo. Estas
informacdes sdo favoraveis para utilizacdo dos materiais, nestas condicOes, para a engenharia

tecidual 6ssea.
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5.2. Etapa Il
5.2.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Em complemento ao estudo do FTIR na etapa I, foram obtidos os espectros dos materiais
puros de CHI e PDA, juntamente com o da HA, disposto anteriormente na Figura 06. A partir da
analise da HA, foram identificadas as bandas vibracionais que comprovam sua sintese. De forma
similar a analise de CHI e PDA, foi observado no espectro de HA a banda larga centrada em 3445
cm?, indicando a presenca de agua retida no material e o alongamento da vibragdo do grupo da
hidroxila da HA. Uma segunda banda do grupo hidroxila se apresentou em 1640 cm™ que esta

associada a adsorcao de moléculas de agua da HA [79], [80], [81].

Ainda em relacdo ao espectro de HA, as bandas nas regies de 1993 cm™ (v3) e 876 cm™
(v2), pertencentes ao grupo dos carbonatos (COs*"), sdo atribuidas a posicdo dos fosfatos
substituidas por CO3*>™ na rede de HA [79], [82]. O trecho entre 1550 e 1450 cm™ apresenta banda
também relacionada ao grupamento COs?> [80]. Ja a banda centrada em torno de 1073 cm?,
corresponde ao modo vibracional v3 do grupo PO4* [82]. A bandas duplicadas de 602 e 568 cm™
refletem os modos vibracionais degenerados do estiramento assimétrico v4 de POs*. Em 466 cm’

! por sua vez, esta a banda vibracional atribuida a0 modo v2 duplamente degenerado da PO4*-
[83].

Em 1597 cm™ é encontrada a regido correspondente a amida Il da CHI [84]. Apenas no
grupo CHI/HA/PDA (75/25), que contém CHI, HA e o recobrimento de PDA, é possivel observar
a banda em 1505 cm™?, que segundo Wu e colaboradores [85], pode estar relacionado a ligagdo C-
C hibridizada sp2 no anel aromatico de PDA. Ja na regido de 1426 cm ™ esta a banda vibracional
que corresponde ao grupo carbonatos (COs%), caracteristico da HA [80]. Em 1380 cm™ esta a
banda da deformacéo de C-H e em 1320 cm™* a amida Ill, com o estiramento de C-N, presente
comumente na CHI [65], [84]. Em 1260 cm™ est4 a banda deslocada do PDA, originalmente em
1280 cm, atribuida as vibrag@es de ressonancia de C=C de ciclos aromaticos do polimero [68],
[74].

Assim como na etapa |, o deslocamento para 1060 cm™ do estiramento de C-O, e a flexdo
de C-H em 890 cm™ estdo presentes na maioria dos espectros, achados atribuidos a CHI [65], [68].
Nos espectros dos arcabougos com HA, foram encontradas as bandas duplicadas em 600 e 566 cm”
! referentes ao estiramento assimétrico v4 de POs*-. Além disso, repetiu-se o espectro do modo
v2 duplamente degenerado de PO4> em 466 cm™, atribuido & presenca da HA na composicédo dos
arcaboucos [83]. Na Figura 18 estdo dispostos os espectros obtidos pelo FTIR dos grupos contendo
CHI, PDA e HA.
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Figura 18: Espectro obtido pelo FTIR dos grupos a) CHI (100), b) CHI/PDA (100), c)
CHI/HA (50/50), d) CHI/HA/PDA (50/50), e) CHI/HA (75/25) e f) CHI/HA/PDA (75/25).
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Também foi possivel evidenciar a interacdo dos materiais apos a producéo dos diferentes
arcaboucos pelo célculo dos deltas (A) do deslocamento das principais faixas vibracionais
encontradas. Foram analisadas as bandas da CHI (Amida 1), PDA (ligacdo N-H) e HA, com a
hidroxila (-OH). Estes dados estdo contidos na Tabela 04 e informagGes completas das faixas
vibracionais das bandas analisadas, bem como os deslocamentos (A) estdo dispostos no anexo
suplementar (Tabela S1). Além disso, 0s espectros com destaque para a regido analisada dos As

esta disponivel no anexo suplementar (Figura S1).

Como observado previamente no FTIR dos materiais puros e nos espectros dos arcaboucos
contendo CHI e PDA, naetapa I, aqui estdo algumas das principais bandas dos materiais estudados.
Em torno de 1660 e 1640 cm™* esta a amida I, com deslocamentos da regido de absorcéo que pode
indicar a interacdo de CHI-PDA, como inferido previamente [75]. Além disso, € possivel que tenha
ocorrido a sobreposicao da hidroxila da HA, que aparece nesta mesma regido [81]. A analise dos
As corroboram estas informagoes, cujos deslocamentos variam de acordo com as formulagdes dos
grupos. Desta forma, a ligacdo se deu pela -OH (da HA) e N-H (do PDA) a matriz de CHI pela

amida I.

De uma forma geral, 0s espectros contendo os trés materiais tiveram caracteristica similar
e mais bandas atribuidas a CHI, provavelmente por sua prevaléncia de grupamentos funcionais, ja
que este polimero serviu de matriz para a formacao dos arcaboucos. Tal caracteristica foi também
encontrada por Ge e colaboradores [84], que estudaram arcaboucgos contendo CHI, HA e celulose.
Porém, com a identificacdo dos As das bandas vibracionais, foi possivel evidenciar a interacdo dos

trés materiais estudados.

Tabela 04: Deslocamento (A) das bandas de interesse de cada arcabougo.

Etapa 1I (A) Amidal [ N-H OH
CHI (100) 17 - -
CHI/PDA (100) 23 -23 -
CHI/HA (50/50) 14 - 17
CHI/HA/PDA (50/50) 18 -23 21
CHI/HA (75/25) 21 - 24
CHI/HA/PDA (75/25) 17 -33 20

Legenda: Média do deslocamento (A) das bandas em cm
obtidas pelo FTIR dos materiais puros em relacdo aos

arcaboucos estudados.
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5.2.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva

A partir das micrografias obtidas (Figuras 19 e 20), observa-se que a matriz de CHI
propiciou aos arcabougos uma estrutura porosa interconectada, que beneficia a penetragéo celular
e permeacédo de nutrientes e oxigénio [7]. Assim como observado na etapa I, a modificagdo das
superficies dos arcaboucos com PDA as tornou mais rugosas, padrao que nao parece ter sido
alterado com a adicdo de HA, com os grupos CHI/HA/PDA (50/50) e CHI/HA/PDA (75/25). Em
sua pesquisa prévia, Brahimi e colaboradores [83] também observaram a mudanga do aspecto liso
dos arcaboucgos de CHI, para um mais rugoso quando incluiram HA, em concordancia com 0s
achados da Figura 19 (d, f). Acredita-se que esta modificacdo na interface dos arcaboucos colabore
para a sua adsorcao proteica, evento primario que antecede a adeséo, proliferacéo e diferenciacdo
celular [67].

Os grupos contendo HA, em especial os que tiveram sua maior concentragdo, CHI/HA
(50/50) e CHI/HA/PDA (50/50), aparentaram possuir paredes mais espessas do que 0S grupos com
apenas 25% da ceramica em sua conformacéo e do que os grupos contendo somente 0s polimeros
CHI e CHI/PDA [83]. Os formatos dos poros também mostraram variacdes em suas superficies,
apresentando aspecto de fenda e distribuicdo mais uniforme nos grupos CHI/HA (75/25) e
CHI/HA/PDA (75/25). Estes dados s@o importantes, porque o formato dos poros tambem afeta a
regeneracdo 0ssea. Enquanto os poros interconectados esferoidais e em formato de canais longos
(fendas) auxiliam na colonizacéo tecidual e crescimento 0sseo, 0s poros com baixa interconexao
¢ curvos (com “depressdes”) dificultam a penetragdo de células precursoras de osteoblastos e

infiltracdo capilar, limitando a mineralizacdo apenas a superficie do arcabouco [1], [4].

Provavelmente, devido ao método de fabricacéo dos arcaboucos ter sido a liofilizacdo, que
envolve o fendmeno de separacdo de fases de seus componentes durante o congelamento e
sublimacdo, parece terem sido formados materiais anisotropicos com faixas de diferentes
tamanhos de poros. Microestruturas anisotropicas podem ser vantajosas para a organizacdo e
diferenciacdo de células variadas envolvidas no processo de regeneracdo tecidual. A anisotropia
no material também pode fornecer a direcdo para o crescimento celular, simulando o alinhamento

natural de tecidos como osso e musculo [1], [76], [86].

Tais caracteristicas de tamanho e distribuicdo de poros serdo discutidos com a porosimetria,
suas possiveis correlacdes com a resisténcia mecanica e se ha diferencas significativas entre um
grupo e outro. Além disso, com os dados obtidos por EDS (Figura 21) foi possivel observar a
presenca dos elementos caracteristicos dos biomateriais selecionados, carbono, nitrogénio e

oxigénio em todos 0s grupos, e célcio e fosforo nos grupos contendo HA.
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Figura 19: Imagens obtidas pelo MEV (100x e 200x) dos arcaboucos a) CHI (100), b) CHI/PDA (100), c) CHI/HA
(50/50), d) CHI/HA/PDA (50/50), €) CHI/HA (75/25) e f) CHI/HA/PDA (75/25).
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Corte sagital apos fratura
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Figura 20: Imagem obtida pelo MEV em 50x, referente ao grupo CHI/HA/PDA (50/50) (g), num
corte sagital do arcabouco pés fratura, para visualizacdo da camada de PDA depositada na

superficie do material (borda localizada a esquerda).
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Figura 21: Dados obtidos por EDS dos grupos de arcabougos a) CHI (100), b) CHI/PDA (100), c) CHI/HA
(50/50), d) CHI/HA/PDA (50/50), €) CHI/HA (75/25) e f) CHI/HA/PDA (75/25).
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5.2.3. Andlise de porosidade

Dados relacionados a porosidade dos arcaboucos foram obtidos por meio da anélise das
micrografias no software ImageJ (Tabela 05). Em relacdo a area total de poros, os grupos que
apresentaram menor porosidade nas superficies (superior e inferior) foram aqueles com maior
concentracdo de HA. Sendo assim, houve diferenca estatistica do CHI/HA (50/50) e CHI/HA/PDA
(50/50) em relacdo aos demais grupos (p < 0,05), com média de 12 + 5 e 14 + 4% de porosidade,
respectivamente. Ja os grupos CHI (100), CHI/PDA (100), CHI/HA (75/25) e CHI/HA/PDA
(75/25), que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, tiveram médias que variaram de 21%
a 27%.

Na superficie de fratura, por sua vez, o grupo CHI/PDA (100) teve a maior média dos
grupos (27 + 6) com diferenca estatistica em relacdo aos grupos CHI/HA (50/50), CHI/HA/PDA
(50/50), CHI/HA (75/25) e CHI/HA/PDA (75/25) (p < 0,05). O grupo CHI/HA (50/50), que teve
a menor média (14 + 4), apresentou diferenca estatistica com CHI (100), CHI/PDA (100). A
presenca da HA reduziu a porosidade das amostras, dados corroborados por Shemshad e
colaboradores [87], que testaram arcaboucos de CHI, HA e diopsida. No seu estudo, tal diminuicao
se deu pela ligacdo intermolecular de hidrogénio entre os grupos NH> da CHI e o grupo OH da
HA.

Tabela 05: Dados do estudo de porosidade dos arcaboucos (média + desvio padréo).

NUmero de poros + Porosidade (%) £ Tamanho de poros

DP DP (um) = DP
Grupos
Superficies| Fratura | Superficies | Fratura| Superficies = Fratura
CHI (100) 145+ 45 | 356 £ 54 214 22 +3 669 45+ 3

CHI/PDA (100) 119+20 289+58 22+12 |27+6 771 +7 52+6

CHI/HA (50/50) 93+11 27141 12+5 | 14+4 52+9 38+6

CHI/HA/PDA (50/50) | 67+15 | 316+65 14+4 19%5 89 +11 40+ 3

CHI/HA (75/25) 161+29 367 +34 26 + 2 17+2 72+13 41+5

CHI/HA/PDA (75/25) | 161+22 286 +42 27+5 | 19%3 92+14 46+ 4

Com a analise dos diametros de poros (um), obteve-se a média do grupo CHI/HA (100), a

menor entre 0s grupos, com 52 + 9 e diferenca estatistica em relacdo ao CHI/PDA (100),
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CHI/HA/PDA (50/50) e CHI/HA/PDA (75/25) (p < 0,05). O grupo com maior média de diametro
foi o CHI/HA/PDA (75/25), com 92 + 14, apresentando diferenca estatistica, como dito
anteriormente, ao grupo CHI/HA (50/50), além do CHI (100) e CHI/HA (75/25). Estes dados
foram extraidos do sumario obtido no Imagel, onde foi calculada a média de diametro apos a
contagem de todos os poros de cada imagem tratada. O grupo CHI/HA/PDA (75/25), que
apresentou o maior diametro médio, teve poros que variaram de 778 a 14,54 um. A medida desses
didmetros na superficie de fratura, por sua vez, é limitada, ja que o corte feito por congelamento
com nitrogénio liquido fez com que os poros da superficie perdessem seu formato original, com
estilhacos do material cortado os recobrindo. O aspecto do didametro da superficie de fratura pode
ser observado na Figura 20, da analise de MEV.

A técnica de producdo dos arcabougos a partir da liofilizacdo ndo dispde o perfeito controle
do tamanho de poros, assim como sua geometria e distribuicdo, o que pode gerar materiais com
baixa interconexdo de poros [88]. Poros interconectados sao necessarios para permitir a permeacao
celular e distribuicdo de nutrientes no interior do material e matriz extracelular. Além disso, sabe-
se que os osteoblastos possuem tamanho médio de 10-50 um, sendo preferiveis substratos com
poros na faixa de 100 a 200 um, para facilitar a infiltracdo de macrdfagos, migracéo celular e
vascularizagdo. Poros menores (<100 um), por sua vez, ddo suporte ao ostedide ndo mineralizado,
percursor de tecidos fibrosos e 0sso maduro [1].

Ainda assim, estudos mostraram que 0 uso de arcabougos microporosos podem promover
suporte para a formacao 6ssea madura através de vascularizacdo. Ao se comparar com superficies
macroporosas, 0s microporos oferecem area de superficie, significativa adesdo proteica e celular,
além da migracgdo para o interior do arcabougo [89], [90].

Discussdes sobre as melhores caracteristicas de porosidade variam de acordo com o
objetivo da aplicacdo do material. A variacdo da densidade 6ssea (cortical e trabecular) presente
nos tecidos nativos e suas respectivas propriedades mecanicas influenciam na selecdo de
arcaboucos com maior e menor didametro e porcentagem de poros. Arcaboucos com padrdes
heterogéneos de porosidade (poros pequenos e grandes) podem simular a camada mais porosa do
0SS0 esponjoso leve, enquanto areas mais compactas simulam o 0sso cortical rigido [90].

E essencial considerar que a alta porosidade e o grande tamanho dos poros resultam no
maior crescimento 6sseo, mas, por outro lado, o alto grau de volume vazio no arcabouco reduz as
suas propriedades mecéanicas (principalmente resisténcia e rigidez) o que pode prejudicar a
integridade estrutural do biomaterial [4].

A seguir estdo os gréaficos referentes a contagem de poros, sua area e didmetro de poros
para melhor visualizagdo dos resultados estatisticos (Figura 22):
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Figura 22: Analise da porosidade dos arcabougos em relagéo a contagem de poros (a); rea total

dos poros em % (b); diametro médio dos poros em pum (c).
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5.2.4. Ensaio de compressao

Em conformidade aos resultados obtidos na Etapa I, a média de resisténcia a compressao
dos arcaboucos do grupo CHI (100) foi de 0,59 £ 0,01 (MPa). Nesse grupo, a proximidade das
placas do equipamento levou a necessidade da finalizacdo do ensaio em 50% de compressdo. O
recobrimento de PDA selecionado foi com concentracdo de 4% e 24h de contato dos arcabougos
a solucdo de DA em meio alcalino, CHI/PDA (100), que propiciou aos arcabougos maior
resisténcia compressiva, com média de 1,2 £ 0,01 (MPa).

Com a adicdo de HA aos materiais, houve diferenca na resisténcia compressiva apenas para
0 grupo CHI/HA (50/50) em comparacdo ao grupo CHI/PDA (100) (p < 0,05). Sua média foi de
0,5+ 0,1 (MPa), com o ensaio finalizado em 70% de compressdo devido a proximidade das placas
do equipamento. O recobrimento com PDA pode melhorar as propriedades mecéanicas dos
materiais, aumentando sua rigidez [66]. No presente estudo, no entanto, a adicdo de PDA aos
arcaboucos contendo HA ndo causou diferenca relevante no ensaio compressivo. Embora as
médias sejam maiores nos grupos contendo PDA, como observado na Tabela 06, do ponto de vista

estatistico sua adicdo ndo melhorou a resposta a compresséao (p > 0,05).

Tabela 06: Ensaio de compressdo dos arcabougos em triplicata.

Amostras em triplicata Média (MPa) +DP
CHI (100) (50%) *** 0,59 0,01
CHI/PDA (100) (80%) *** 1,2 0,01
CHI/HA (50/50) (70%) *** 0,5 0,1
CHI/HA/PDA (50/50) (80%) 0,9 0,2
CHI/HA (75/25) (70%) 0,9 0,3
CHI/HA/PDA (75/25) (70%) 1,0 0,3

Legenda: Valores obtidos expressos por média e DP (). *** ANOVA
de um fator ndo relacionado seguida de teste de Tukey evidenciou
diferenca estatistica entre os grupos: CHI (100) e CHI/PDA (100) (p =
0,03637), CHI/PDA (100) e CHI/HA (50/50) (p = 0,0221). Demais

analises ndo demonstraram significancia (p > 0,05).

Observa-se, entdo, que os arcaboucos contendo os trés materiais, CHI/HA/PDA (50/50) e

CHI/HA/PDA (72/25), apresentaram médias de resisténcia a compressdo que poderiam mimetizar
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0ssos trabeculares em aplicagfes que ndo sejam exigidas sobrecargas e descarga de peso [78].
Neste aspecto, é importante que as capacidades mecanicas do biomaterial sejam similares as do
local aplicado, para que ndo exista risco a integridade estrutural do arcabougo enquanto 0 novo
tecido se forma [4], [8]. Além disso, € importante que se observe quais grupos provém resultados
positivos do ponto de vista celular, para que com base nisto seja identificado o material que ofereca
melhores condicfes para a regeneragdo tecidual, balanceando aspectos mecanicos e bioldgicos.
Abaixo esta o grafico com os resultados do ensaio compressivo dos grupos (Figura 23):

[ cHi(100)

1,6 4 CHI/PDA (100)

| 2] CHIHA (50/50)
[ZZ] CHIHAIPDA (50/50)
1,4 | I CHI/HA (75/25)

| CHI/HAIPDA (75/25) | *

7

1,2 H

1,0 H
0,8 -

0,6 -

0,4

Resisténcia compressiva (MPa)

0,2 -

0,0

Grupos

Figura 23: Ensaio de compressdo dos grupos. (*) ANOVA de um fator ndo
relacionado seguida de teste de Tukey evidenciou diferenca estatistica entre os
grupos: CHI (100) e CHI/PDA (100) (p = 0,03637), CHI/PDA (100) e CHI/HA

(50/50) (p = 0,0221). Demais analises ndo demonstraram significancia (p > 0,05).
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5.2.5. Difratometria de raios X (DRX)

A andlise de difragdo exibe os padrdes de difragdo dos materiais puros. Na CHI (Figura 24
a), que é um polimero semicristalino, pode-se observar a 26 = 10,87 e 20,93°, picos
correspondendo aos planos (020) e (110), respectivamente. Eles sdo caracteristicos do halo amorfo
hidratado da CHI e da estrutura p-quitina [85], [91]. O PDA (Figura 24 a) por sua vez, que é um
polimero amorfo, apresentou um halo também em 20° [92].

Ja com a andlise do padrdo de difracdo da HA (Figura 24 b), pode-se identificar os
principais picos de seus planos cristalinos condizentes, como esperado, a este biomaterial
ceramico. N&o se observou, através desta analise, a formacao de outras fases de apatitas. Os picos
observados em 260 foram 10,7°, 16,8°, 18,7°, 21,7°, 22,8°, 25,8°, 28,1°, 28,9°, 31,9°, 32,9, 34°, 35,5°,
39,89, 46,7° e 49,5° com seus respectivos planos cristalinos da HA: (100), (101), (110), (200),
(111), (002), (102), (210), (211), (300), (202), (301), (310), (222) e (213) [93], [94].
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Figura 24: (a) Padrdo de difracdo de DRX com identificacdo do halo amorfo contido na CHI (*)
e PDA (**, ***). (b) Picos e planos cristalinos da HA (*). (c) Padrdo de difracdo de DRX dos
grupos a) CHI (100), b) CHI/PDA (100), c) CHI/HA (50/50), d) CHI/HA/PDA (50/50), €) CHI/HA

(75/25) e f) CHI/HA/PDA (75/25).
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Na Figura 24 (c) estdo dispostos os padrbes difratométricos dos arcabougos contendo os
materiais. No grupo CHI (100), que contém apenas CHI e grupo CHI/PDA (100), com CHI e PDA,
observa-se apenas o pico largo caracteristico desses materiais, a 20: 20° [84], [92]. Nos demais
grupos, que possuem HA em sua composicdo, € possivel observar a aparicdo dos seus picos
cristalinos correspondentes [94]. Além disso, observa-se que nos grupos CHI/HA (50/50) e
CHI/HA/PDA (50/50), em que a relagdo de CHI para HA é de 50/50, os picos possuem maior
intensidade e estreitamento que nos grupos CHI/HA (70/25) e CHI/HA/PDA (75/25), onde a
relacdo de concentracdo é de 75 de CHI para 25 de HA.

Sendo assim, os resultados foram condizentes com a concentracdo utilizada dos
biomateriais. A interacdo destes materiais resultou em um arcabouco de caracteristica
semicristalina, resultados corroborados por Brahimi e colaboradores [83]. Os padrbes de
difratometria encontrados inferem a presenca dos polimeros e 0s componentes da bioceramica,

que tem sido relatado com ocorréncia de ligacGes de hidrogénio e interacdo eletrostatica [95].
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5.2.6. Analise termogravimetrica (TGA)

As curvas de TGA dos arcabougos foram realizadas com utilizagdo de nitrogénio, com um
primeiro evento térmico iniciando na faixa de ~40-150°C, atribuido a perda de agua adsorvida ou
fracamente ligada ao hidrogénio da CHI. A faixa de temperatura é correspondente a analise do
polimero puro [96], [97]. O segundo evento iniciou com varia¢fes dentre os grupos (entre ~215-
250°C), finalizando sem grandes variacdes em torno de 320°C. Essa perda corresponde a
degradacdo térmica do anel piranose, com ruptura das liga¢Ges glicosidicas entre os anéis de
glucosamina e N-acetilglucosamina que ocorre na CHI, além da liberacdo de produtos volateis
[98], [99], [100]. A Figura 25 mostra os resultados das andlises de perda de massa dos biomateriais
puros (a), dos arcaboucos (b) e 0 DTG dos arcaboucos (c).
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Figura 25: Analise termogravimétrica por TGA dos materiais puros de CHI, PDA e HA (a).
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As faixas destes eventos em cada grupo, bem como a sua perda de massa (%) estdo

detalhadas na tabela 07, separadas para os dois eventos.

Tabela 07: (a) Dados referentes ao primeiro evento térmico com suas respectivas perdas de massa
(%). (b) Dados do segundo evento térmico com as variacfes de temperatura, bem como as perdas

de massa (%).

1° evento térmico
Grupos Temperatura (°C) | Perda de massa (%)
CHI (100) 84,92 36,11
CHI/PDA (100) 86,05 36,18
CHI/HA (50/50) 79,30 21,2
CHI/HA/PDA (50/50) 81,55 19,16
CHI/HA (75/25) 84,70 26,8
CHI/HA/PDA (75/25) 85,60 31,21
2° evento térmico
Grupos Temperatura (°C) | Perda de massa (%)
CHI (100) 287,4 36,11
CHI/PDA (100) 272,9 36,18
CHI/HA (50/50) 286,5 21,2
CHI/HA/PDA (50/50) 287,2 19,16
CHI/HA (75/25) 284,9 26,8
CHI/HA/PDA (75/25) 283,1 31,21

Legenda: Valores obtidos pelos graficos tratados das curvas DTG.

Os eventos térmicos obtidos pelo DTG dos grupos estdo disponiveis no material
suplementar (Figura S2). A partir da analise de dados do TGA, foi possivel observar que a adi¢éo
de HA tornou os arcaboucos mais resistentes termicamente, como esperado de um material
ceramico [80]. De forma geral, a temperatura de perda de massa do 2° evento iniciou em
temperaturas mais baixas nos arcaboucos recobertos com PDA, podendo indicar a segunda etapa
de desidratacdo dos materiais recobertos. O PDA possui natureza higroscépica, cuja agua pode
estar mais superficial ou mais firmemente ligada, levando também a uma maior degradagéo
térmica na faixa de 280°C [101] Com o uso da formulag&o de os trés biomateriais, com o grupo
CHI/HA/PDA (50/50), foi observada a menor perda de massa nas faixas tabuladas e no término
da andlise. Isto se deu pela maior quantidade de HA neste grupo e pode indicar maior estabilidade
dos materiais nestas condi¢Bes de concentragdo, tendéncia que também sera observada no ensaio

de degradacéo in vitro.
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Ao final da medida, em 1000°C, as massas restantes para os materiais puros foi de: CHI =
6,87%; PDA: 15,28% e HA: 88,98%. Nos polimeros o residuo final foi basicamente de cinzas,
enquanto a HA apresentou somente 11,02% de perda de massa. Em comparagdo, as massas
residuais dos arcaboucos ap0s a andlise foi de: CHI (100) = 11,3%; CHI/PDA (100) = 18,65%;
CHI/HA (50/50) = 42,58%; CHI/HA/PDA (50/50) = 48,12%; CHI/HA (75/25) = 36,04%;
CHI/HA/PDA (75/25) = 25,25%. Estes resultados s&o compativeis com os materiais utilizados e
as formulagdes dos grupos.
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5.2.7. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Com a andlise térmica DSC, feita entre 15-400°C, pode-se observar as duas principais
diferencas de fluxo de calor em razdo do aumento de temperatura (Figura 26). O primeiro pico foi
endotérmico, relativo a evaporacdo da dgua, e se deu na faixa de 40-100°C. Posteriormente, agora
entre 250-325°C, apareceu um pico exotérmico relativo a degradacdo térmica, com a
decomposic¢do da cadeia polimérica, devido a despolimerizacdo e decomposicdo das unidades de
CHI desacetiladas e acetiladas e de seu anel de piranose [99], [100], [102]

A presenca dos dois eventos, endotérmicos e exotérmicos, foram similares devido a
composicdo da matriz ser de CHI. No entanto, nos grupos de recobrimento foi observado um
alargamento dos picos exotérmicos na faixa de 300°C. Em seu estudo, Hu e colaboradores [70]
perceberam o0 mesmo alargamento no DSC do seu composito de nanofibras de acido polilatico

com HA e PDA, podendo indicar a mudanca dos materiais pela utilizacdo de PDA.
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Figura 26: Termograma por DSC dos grupos a) CHI (100), b) CHI/PDA (100), ¢c) CHI/HA
(50/50), d) CHI/HA/PDA (50/50), €) CHI/HA (75/25) e f) CHI/HA/PDA (75/25).
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5.2.8. Ensaio de degradacao in vitro

A perda de massa dos arcaboucos foi mensurada com o ensaio in vitro em meio a PBS,
utilizando condicdes similares as do corpo humano. Foram feitas as medidas nos periodos de 7,

14, 21 e 28 dias, a partir das quais foram obtidas as seguintes porcentagens:

Tabela 08: Ensaio de degradacdo in vitro dos arcabougos.

Degradacéo (%) 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
CHI (100) 8+2()b) | 4+1(a) 5+1(a) 14 + 3 (a)(b)
CHI/PDA (100) 3x2(@)Db) | 5+1(b) 7+ 1 (a)(b) 8+2(a)
CHI/HA (50/50) 3+1 1+1(b) 2+1(b) 2 £1 (b)
CHI/HA/PDA (50/50) 2+1(b) 16+0,3 4+2 1+1(b)
CHI/HA (75/25) 4+2 312 312 6+ 6 (b)
CHI/HA/PDA (75/25) 3+1(b) 312 3+1 3+1(b)

Legenda: Variacdo da perda de massa dos arcabougos (%) em funcdo do tempo de
imersdo na solu¢do de PBS. (a) p < 0,05 para a analise intragrupo: CHI (100), 28 dias #
dos demais periodos; CHI/PDA (100), 7 dias # 21 e 28 dias. (b) Andlise entre grupos para
o0 grupo CHI (100) e CHI/PDA (100) em relacdo aos demais grupos. Valores obtidos em

triplicata expressos por média e desvio padrao ().

O grafico contendo a variacdo da perda de massa pode ser observado na Figura 27. Com
base nestes achados, percebe-se que a adicdo de HA levou a reducdo da perda de massa em relagédo
ao tempo. Na analise intragrupos (a), que levou em consideracao as diferencas estatisticas de cada
grupo em relacéo ao periodo analisado, observou-se que os grupos | e Il, sem a bioceramica em
sua formulagdo, apresentaram diferenca significante de perda de massa no periodo de 28 dias em
relacdo aos demais periodos (7, 14, e 21 dias) (p < 0,05). Isso se deu, possivelmente, pela hidrolise
dos grupamentos 1-4 N-acetil-glucosamina presentes na CHI quando em contato com o PBS. A
degradacéo destes grupamentos leva a liberacéo de aminoacidos, que podem ser incorporados nas

vias metabdlicas de glicosaminoglicanos e glicoproteinas, ou excretados [103].
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Figura 27: Variacdo da perda de massa dos arcaboucos (%) em fungdo do tempo de imersao na
solucdo de PBS. (*) p < 0,05 para a analise intragrupo: CHI (100), 28 dias # dos demais periodos;
CHI/PDA (100), 7 dias # 21 e 28 dias. (**) Analise entre grupos para CHI (100) e CHI/PDA (100)

em relagcéo aos demais grupos.

Em seu estudo, Khan e Sultana [104] obtiveram resultados contrarios, com o aumento da
taxa de degradagdo nos arcaboucgos contento nanohidroxiapatita na matriz de CHI. Eles
consideraram que isso se deu pela dissolucdo das particulas da ceramica presentes na matriz
polimérica. Foi observado, no entanto, que sua metodologia ndo incluiu a reticulacdo dos
materiais, 0 que poderia implicar na menor estabilidade quimica entre eles. Diferentemente, no
presente estudo, a adicdo de HA foi realizada com o processo de reticulacdo dos arcabougos,
levando a formacdo de ligacOes covalentes entre suas cadeias, 0 que tornou o material mais
resistente e menos suscetivel a degradacdo em meio a PBS, resultados corroborados por Igbal e

colaboradores [103].

Percebe-se, agora na analise entre grupos (b), que a adicdo de PDA reduziu de forma
significativa a perda de massa dos arcaboucos (p < 0,05). No primeiro periodo avaliado, com 7
dias, CHI (100) apresentou maior degradacdo em relacéo aos grupos de recobrimento: CHI/PDA
(100), CHI/HA/PDA (50/50) e CHI/HA/PDA (75/25). Aos 14 dias de ensaio, no entanto,
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CHI/PDA (100) apresentou maior taxa de degradacdo em relacdo a CHI/HA (50/50). Isso ocorreu,
possivelmente, pela perda de particulas de PDA que ndo se fixaram tdo estavelmente a matriz de
CHI. Sua adsor¢do nos grupos contendo HA, por sua vez, aparentam ter gerado maior estabilidade
aos arcaboucos, visto que a degradacédo destes grupos foi reduzida em relacdo ao grupo CHI (100),
em especial com o decorrer dos 28 dias de ensaio. Estes resultados corroboram com a anélise de
TGA e com a literatura, ja que tanto o polimero PDA como a bioceramica HA possuem taxa de

degradacéo in vitro lenta [22], [95].

A combinacéo dos trés materiais, entdo, pode ser benéfica quando aplicada in vivo, ja que
a degradacdo rapida de CHI pode ser controlada com a adicdo de HA e recobrimento de PDA.
Desta forma, promove-se a estabilidade estrutural do arcabougo, necessaria para garantir a sua

adesdo e diferenciacdo celular durante sua aplicagéo [16], [17].
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5.2.9. Avaliacédo de citotoxicidade

O ensaio de viabilidade celular € um importante indicador do potencial de aplicabilidade
de biomateriais, sendo determinante para as demais avaliagdes que precedem a utilizacdo em
humanos (proliferacdo celular in vitro, avaliagdes in vivo com histologia, dentre outras). Assim,
seguindo o padrdo ISO 10993-5:2009, foi investigada a taxa de viabilidade de cada grupo em
triplicata, com a porcentagem feita a partir das absorbancias obtidas. As células utilizadas, L929,

sdo comumente aplicadas na determinacéo da citotoxicidade de polimeros [105].

A anélise de variancia Anova de um fator ndo relacionado, seguida do teste de Tukey
demonstrou que ndo houve diferenga significativa nas viabilidades celulares dos arcaboucgos em
relagdo ao controle negativo. Esse comportamento indica que a presenga dos materiais ndao afetou
significativamente as células presentes nas placas, ja que este controle possuia apenas as células
em meio de cultura e suas absorbancias foram similares as com interacdo dos arcaboucos (p >
0,05). N&o houve diferenca significativa entre os grupos dos arcaboucos, mas pelas porcentagens
de viabilidade celular é possivel observar a tendéncia de aumento da compatibilidade nos grupos
contendo os trés biomateriais, demonstrando potencial para futuros testes bioldgicos destes

arcaboucos.

Wang e colaboradores [106] também avaliaram o recobrimento de PDA, utilizando-o em
arcaboucos contendo alginato de sodio e fibroina da seda. O teste com MTT em celulas L929
demonstraram a resposta biocompativel do revestimento. Um estudo com hidrogéis contendo
nanofibras de B-quitina modificadas com PDA e CHI demonstrou biocompatibilidade em células
L929 [85]. Resultados similares foram encontrados por Sun, Khan e Sultana [104], que avaliaram
a citotoxicidade de arcaboucgos contendo CHI e nanohidroxiapatita, obtendo uma média de 95%
de viabilidade celular. Em seu estudo, Ryu e colaboradores [107] testaram a modificacdo da HA
com PDA como um complexo de revestimento. Eles avaliaram a viabilidade destes materiais em
meio a células pré-osteoblasticas, que tiveram carater nao citotoxico. Assim, diferentes fontes da
literatura reforcam a caracteristica biocompativel da combinacdo entre CHI, HA ou PDA. No
presente trabalho, a interacdo dos trés ndo interferiu em sua biocompatibilidade, indicando

potencial para outras aplicagdes bioldgicas e sua utilizacdo na engenharia tecidual 6ssea.
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Abaixo, na Figura 28, estdo detalhados os resultados de viabilidade celular (%) e o grafico
obtido pelo tratamento estatistico, seguido da Tabela 09, que contém as absorbancias médias
obtidas:
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Figura 28: (a) Andlise da viabilidade celular obtida em porcentagem, comparando-se 0s grupos
aos controles. (b) Analise das absorbancias (A = 570 nm) dos grupos por Box Plot, evidenciando
diferenca significativa para o controle positivo em relacdo aos demais grupos (p < 0,05). Anélise
feita por ANOVA de um fator ndo relacionado seguida de teste de Tukey. Demais andlises nao
demonstraram significancia (p > 0,05).



Tabela 09: Ensaio de citotoxicidade in vitro dos arcabougos.

Grupos Viabilidade Celular (%) | Absorbancia média | £ DP
CHI (100) 87 0,45 0,04
CHI/PDA (100) 96 0,48 0,02
CHI/HA (50/50) 103 0,43 0,09
CHI/HA/PDA (50/50) 98 0,49 0,06
CHI/HA (75/25) 78 0,40 0,03
CHI/HA/PDA (75/25) 103 0,43 0,06
Controle - 100 0,52 0,02
Controle + 0 0,04 0

Legenda: Valores obtidos expressos por média e DP ().
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6. CONCLUSOES

Através da metodologia utilizada, foi possivel produzir arcaboucos porosos 3D baseados
em CHI e HA, modificados com revestimento de PDA. Apds as analises de caracterizacao,
evidenciou-se a interacao dos polimeros com a HA. Eles exibiram potencial de resisténcia a cargas
compressivas em areas que nao requerem alta descarga de peso. Os arcaboucos apresentaram
padrdes heterogéneos de porosidade e sua superficie tornou-se mais rugosa com o aumento da
concentracdo de PDA/tempo de recobrimento, o que pode influenciar na deposicgéo e fixagdo das
células do arcabouco em estudos futuros. Além disso, o grupo CHI/HA/PDA (75/25) apresentou
poros esferoides interconectados com forma de canais longos (gaps). A combinacdo dos
biomateriais controlou a taxa de degradacdo térmica e in vitro da CHI. Os arcaboucos nao
demonstraram toxicidade significativa em células L929, apresentando comportamento similar ao
controle negativo, que observa as células em meio de cultivo sem contato com amostras. Essas
informacdes parecem ser favoraveis para a utilizacdo deste material, nessas condicdes, para a

engenharia tecidual dssea.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Caracterizar por microtomografia computadorizada (UCT) para comparacdo dos achados
de porosidade;

e Investigar a biomineralizagdo dos arcaboucos 3D em meio simulado;
e Realizar testes bioldgicos in vitro de proliferacdo celular para os arcabougos produzidos;

e Auvaliar com ensaios in vivo 0s arcaboucos para andlise histologica e comportamental.
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Figura S1:Espectros de FTIR com destaque as bandas de ligacdo dos materiais, da etapa | (1, 2,3e 4 %
de PDA) e da etapa IlI, com os grupos a) CHI (100), b) CHI/PDA (100), c) CHI/HA (50/50), d)

CHI/HA/PDA (50/50), &) CHI/HA (75/25) e f) CHI/HA/PDA (75/25).
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Tabela S1: Regibes das bandas de absorcao dos arcaboucos (etapa I1) e seus deslocamentos (A).

Etapa Il Amide | N-H OH | POs&- | POs*-
CHI (100) 1660 - - - -
CHI/PDA (100) 1666 1590 - - -
CHI/HA (50/50) 1657 - 1657 | 605 565
CHI/HA/PDA (50/50) 1661 1590 | 1661 | 605 565
CHI/HA (75/25) 1664 - 1664 | 589 561
CHI/HA/PDA (75/25) 1660 1580 | 1660 | 589 565
Deslocamento (A) De_lta Delta Delta Delt(_sl Deltz_;l
(Amide 1) (N-H) | (OH) | (PO4*-) | (POs*-)
CHI (100) (A) 17 -26 - - -
CHI/PDA (100) (A) 23 -23 - - -
CHI/HA (50/50) (A) 14 - 17 3 -3
CHI/HA/PDA (50/50) (A) 18 -23 21 3 -3
CHI/HA (75/25) (A) 21 - 24 -13 -7
CHI/HA/PDA (75/25) (A) 17 -33 20 -13 -3
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Figura S2: Anélise termogravimétrica por TGA com picos do DTG dos grupos a) CHI (100), b)
CHI/PDA (100), c) CHI/HA (50/50), d) CHI/HA/PDA (50/50), e) CHI/HA (75/25) e f) CHI/HA/PDA
(75/25).
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