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RESUMO

As interagbes célula-célula e célula-material sdo identificadas como fatores-
chave para o controle da diferenciacdo celular e producdo da matriz extracelular
(MEC). As ceélulas-tronco, tanto in vivo como in vitro, respondem aos sinais
biol6gicos que estas recebem do microambiente circundante. Em resposta a estes
estimulos, as células podem secretar diversos fatores para modular o microambiente
e ativar células progenitoras. Esta indugdo leva ao aumento da expressdo de
proteinas da MEC que estdo associadas com a adesao e proliferacao celular, bem
como com a mineralizacao da matriz. A partir da hipétese de que nanoestruturas
influenciam na sinalizacdo das células-tronco, buscou-se a fabricacdo de um
arcabouco de poli(hidroxibutirato) com incorporacédo de hidroxiapatita (HAp) para
mimetizar a matriz extracelular 6ssea. Usando a técnica de eletrofiacao, foi possivel
a fabricacdo de arcabougos micro e nanoestruturados. A caracterizagao estrutural
destes arcabougos e a avaliacdo de viabilidade, adesdao e proliferacdo celular
demostraram que o0s arcaboucos apresentam biocompatibilidade. Os resultados
indicaram que os arcaboucos contendo HAp produziram uma matriz mineralizada,
indicativo de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em linhagem
osteogénica. Assim sendo, os arcaboucos demonstram ter uma aplicabilidade na

regeneracao 6ssea em locais que nao sao sujeitos a tensdes excessivas.

Palavras chaves: Engenharia tecidual éssea, nanoestruturas, hidroxiapatita,

PHB, células-tronco, matriz mineralizada.



ABSTRACT

The cell-cell and material-cell interactions are identified as key factors to
cellular differentiation control and extracellular matrix production (ECM). The stem
cells, in vivo and in vitro, respond to biological signals recived by microenvironment
surrounding. Through this stimulation cells can secrete many factors to modulate the
microenvironment and activate progenitor cells. This induction enhance the ECM
proteins expression that are associated to cellular adhesion and proliferation as well
as matrix mineralization. Based on hypothesis that nanostructures influence on stem
cell signalization, was sought the scaffold fabrication of poly(hydroxybutirate) with
hydroxyapatite (HAp) incorporation to mimic a bone extracellular matrix. Through
eletrospinning technique was possible fabricate micro and nanostructured scaffolds.
The structural scaffolds characterization and viability, adhesion and cellular
proliferation evaluation, demonstrated that scaffolds exihibit biocompatibility. Results
showed that scaffold containing HAp produced a mineralized matrix indicating a
potential mesenquimal stem cells differentiation in osteogenic lineage. In this
pathway, scaffolds demonstrated have bone regeneration applicability in sites wich

do not receive excessive loads.

Key-words: bone tissue engineering, nanostructures, hydroxyapatite, PHB,

stem cell, mineralized matrix.
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1. INTRODUGCAO

O reparo de defeitos ésseos causados por traumas, neoplasias e doencas neonatais
ainda € um grande desafio para a Medicina e Odontologia. Os profissionais dessas
areas se deparam muitas vezes com a necessidade de um enxerto para a
recuperacado das areas afetadas. Os enxertos 6sseos podem ser classificados de
acordo com sua origem em autégenos (auto-enxerto), alégenos (proveniente de um

doador da mesma espécie) ou aloplasticos (biomateriais).

As partes perdidas sao, geralmente, preenchidas com enxerto ésseo autdégeno
(MURATA, 1999). No entanto, muitas vezes a retirada do enxerto autégeno pode
acarretar em uma maior morbidade ao paciente como dor local e infecgéo, além de
prolongar o tempo cirargico e elevar os custos do procedimento (MIRANDA, 2005).
Por outro lado, os enxertos alégenos provenientes de bancos de tecidos vém sendo
utilizados com sucesso no reparo de perdas Osseas. Entretanto, apresentam
algumas limitagdes como compatibilidade imunolégica, transmissao de patégenos e
a necessidade de drogas imunossupressoras devido ao risco da rejeicao (JIANG,
2005).

Por esses motivos, nos ultimos anos diversas pesquisas na area de Engenharia
Tecidual vém sendo realizadas no intuito de desenvolver novos materiais para a
substituicdo e regeneracado do tecido ésseo. O objetivo maior é proporcionar uma
forma de substituir a utilizacdo de enxertos de osso autdgeno e/ou alégeno, através
de uma matriz provisional, mimetizando a matriz é6ssea. Desta forma, espera-se que

as células crescam no material (arcabougo) promovendo a regeneracao tecidual.

Diversos trabalhos sobre arcaboucos compdsitos ou poliméricos de origem natural e
sintéticos, bem como métodos de fabricagédo, sdo encontrados na literatura. A Figura
1.1 mostra a o numero de publicacbes nos ultimos anos referente a arcabougos e

células-tronco para a regeneragéo 6ssea.
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Figura 1.1. Namero de publicacdes nos ultimos anos referente a arcaboucgos e células-tronco para a
regeneragao 0ssea (Science Direct: acessado em dez/13).

No que tange a hidroxiapatita e ao poli[hidroxibutirato] (PHB), que séao
composto de interesse nesta Tese, pode-se acompanhar pelo gréafico da Figura 1.2 o
crescimento nos Ultimos dez anos do numero de trabalhos publicados versando
sobre esses compostos. No entanto, quando se compara a fabricagdo de
arcaboucos eletrofiados com a utilizacdo destes materiais, nota-se que existem
poucos dados na literatura. Em se tratando da utilizagdo em conjunto com células-
tronco, o numero de trabalhos € ainda menor. Muitos desses trabalhos contribuiram
para o entendimento dos mecanismos envolvidos na diferenciagcdo das células-
tronco e as interagdes célula-material. Ha4 um forte indicativo que in vitro, os
arcaboucgos proporcionam uma boa adesao e proliferagao das células-troncos e que
quando estimulados com fatores quimicos, promovem a diferenciagao osteogénica
produzindo uma matriz mineralizada (WEBSTER, 1999; LIAO, 2004; BRETT, 2004;
KIM, 2005; SHIN, 2005; DETSCH, 2008; KIM, 2008; BAO, 2011; SANTOS, 2012).
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Figura 1.2. Numero de publicagdes nos ultimos dez anos referentes a arcabougos 6sseos fabricados
com hidroxiapatita e PHB (Science Direct: acessado em dez/13). A utilizagdo do (*) na palavra
electrosp foi utilizado para a busca de ambas palavras electrospinning e electrospun

As interagbes célula-célula e célula-material sdo identificadas como fatores-
chave para o controle da diferenciagdo celular e producdo da matriz extracelular
[MEC] (OLIVARES-NAVARRETE, 2008; HAMIDOUCHE, 2009). Um dos principais
mecanismos envolvidos nas interacées célula-MEC ocorre através da associacao
dos receptores de superficie celular da familia das integrinas B1 e suas
subunidades.

A integrina B1 e suas subunidades, quando expressas pelas células, servem
de receptores para as moléculas de colageno, de fibronectina e de laminina (SHAH,
1999). Quando uma dessas esta ligada aos dominios extracelulares das integrinas,
desencadeiam uma série de sinais intracelulares que promovem a proliferacao e
diferenciacao das células osteoblasticas (CARSON, 2009; LU, 2008).
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Deste modo, a inducdo das células-tronco através desses fatores aumenta a
expressao de proteinas da MEC, bem como a expressao de proteinas relacionadas
a diferenciacao osteogénica, tais como a osteopontina e osteocalcina (proteinas que
possuem dominios de ligacao ao calcio) e fosfatase alcalina, que estdo associadas a

adesao, a proliferacao celular e a mineralizacdo da matriz extracelular éssea.

No entanto, existem poucos trabalhos na literatura que versem sobre a
diferenciacao das células-tronco, ou producdo de matriz mineralizada no sentido
contrario, ou seja, por intermédio dos arcabougos sem a estimulacdo de fatores
quimicos. Logo, faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias que permitam
que o material induza a diferenciacao nas células-tronco que elevariam a eficiéncia

destes biomateriais.

Nos ultimos anos, a Engenharia Tecidual obteve um grande progresso devido
ao surgimento da Nanotecnologia. Alguns estudos apontam que o emprego de
caracteristicas nanoestruturadas na superficie dos arcaboucos leva a um aumento
da regeneracgéao tecidual (BOISSEAU, 2011). A busca da melhoria nas propriedades
destes arcaboucos, através da Nanotecnologia em conjunto com células-tronco

representa uma nova fronteira para a regeneracao tecidual éssea.

As células aderem a MEC através das integrinas. A matriz-extracelular 6ssea
€ constituida por uma rede de coldgeno com nanocristais de hidroxiapatita na qual
proteinas nao-colagenas e fatores de crescimento estdo adsorvidas. Essa
complexidade estrutural e organizacional da MEC éssea, no nivel das interagoes
célula-célula e célula-MEC, ocorrem em dimensdes de alguns micrometros a
nanémetros (ENGEL, 2008).

Na tentativa de melhorar as propriedades de tais arcaboucos, supdem-se que
ao fornecer sitios nanoestruturado especificos de ligacdo a células, esses
promoveriam a diferenciacdo celular. Desta forma, para a obtencdo de arcabougos
que mimetizam a matriz extracelular 6ssea, € fundamental o entendimento dos
parametros no processo de fabricacdo de fibras para os arcaboucos, aqui a técnica
de eletrofiacdo (ou electrospinning, em inglés), correlacionando suas caracteristicas
microestruturais com a biocompatibilidade com as células-tronco e a producdo de

uma matriz mineralizada. Neste contexto, se insere este trabalho.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese foi fabricar um compdésito nano/microestruturado
de hidroxiapatita e poli(hidroxibutirato) pela técnica de eletrofiacdo para o uso como
arcabouco na regeneracao 0ssea, e avaliar a biocompatibilidade in vitro deste com

células-tronco mesenquimais de rato.
Os objetivos especificos do trabalho foram:
l. Avaliar a estrutura cristalina e granulometria da hidroxiapatita;
Il. Avaliar o efeito da hidroxiapatita nos arcabougos;
[l Avaliar a forma de incorporacéo da hidroxiapatita nos arcaboucos;

V. Comparar a influéncia da estrutura dos arcabougos na adesdo e

proliferacao de células-tronco mesenquimais de ratos;

V. Avaliar o potencial osteoindutor dos arcabougos em células-tronco

mesenquimais de rato.
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3. LIMITACOES DO TRABALHO DE PESQUISA

Os resultados obtidos neste trabalho de pesquisa foram avaliados levando-se

em consideragao as seguintes limitacées experimentais:

l. No processamento por eletrofiacdo somente foram avaliadas as
variaveis de vazao da solucdo polimérica. Nao foi avaliado o efeito da tenséo,

temperatura e umidade ambiente;

Il. Os ensaios realizados para a caracterizacdo dos didametros das fibras
possuem erros inerentes as proprias técnicas utilizadas. Os valores obtidos devem
preferencialmente ser considerados de forma comparativa, € ndo em termos

absolutos;

[l A analise granulométrica utilizou o modelo matematico Frauhofer para

a determinacao do diametro das particulas de hidroxiapatita.

20



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. ENGENHARIA TECIDUAL

A Engenharia Tecidual € um campo interdisciplinar que aplica os principios da
Engenharia e Ciéncias da Vida para o desenvolvimento de substitutos biolégicos de
modo que estes restaurem, mantenham ou possam melhorar a funcéao do tecido ou
mesmo do 6rgao por inteiro (LANGER e VACANTI, 1993). Segundo Nichols (2008),
a Engenharia Tecidual como alternativa para Medicina Regenerativa tem como
funcdo a reconstrugao tecidual através de equivalentes de tecidos (arcaboucos) para
reparar as fungdes fisioldgicas perdidas devido a doencas ou injurias.

Um dos objetivos da Medicina Regenerativa é atender a essa necessidade
com a fabricacdo e o crescimento celular em arcabougos que possam ser
implantados cirurgicamente. Isso evitaria diversos problemas associados com
enxertos alégenos e autdgenos, que possuem disponibilidade limitada,
compatibilidade imunoldgica, e transmissdo de doencas (GENTLEMAN, 2009).

No entanto, a regeneracdo de um tecido ou 6érgao através desta técnica
envolve processos complexos cuja razdo e as formas sado afetadas por muitos
fatores. Tais fatores podem estar relacionados com o fenétipo da célula, densidade e
sua distribuicdo espacial (CHENG, 2006), e a superficie do biomaterial modula uma
série de respostas celulares, tanto in vitro como in vivo (KESELOWSKY, 2004).
Estas respostas incluem adesdo, sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagdo na
expressao fenotipica (BRODBECK, 2001; ALLEN, 2003).

Deste modo, os biomateriais utilizados como arcaboug¢o devem desempenhar
um papel importante, fornecendo um ambiente compativel para o crescimento
celular, conduzindo o desenvolvimento do tecido formado, assim como devem

interagir e integrar-se com os tecidos circundantes ap6s o implante.

A utilizacdo de células na Engenharia Tecidual coompreende biopsia de uma
pequena fracao do tecido do paciente e sua dissocaiacdao em células individuais.
Estas células podem ser transplantadas diretamente no paciente ou expandidas in
vitro, no interior de uma matriz, e em seguida reimplantadas no paciente (Figura
4.1).
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Figura 4.1. Exemplo da concepgédo de Engenharia Tecidual que envolve células e biomateriais na
forma de arcaboucos. Em a) Isolamento das células, b) Expansdo em 2D; c) Cultura em arcaboucgo
poroso 3D, d) Organizagao tecidual, e) Implantacao do tecido engenheirado. Fonte: DVIR (2010).

No entanto, para muitos pacientes com faléncia de érgaos, a bidpsia do tecido
pode nao fornecer um numero suficiente de células para a expansao, prejudicando,

consequentemente, o transplante.

Neste contesto, o uso de células-tronco vem suprir esta necessidade, visto
que células-tronco sao fundamentais, ndo somente para coordenar a formacao dos
orgaos, desde a fase embrionaria até o individuo adulto, mas também
desempenham um papel fundamental na regeneracdo e reparo dos tecidos. Estas
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células tém como caracteristicas principais a capacidade de auto-renovacado e
diferenciacao em multiplas linhagens celulares (BAKSH, 2004).

Segundo Fuchs et al. (2000) existem dois tipos principais de células-tronco,
classificadas de acordo com o tecido de origem: (I) as células-tronco embrionarias,
derivadas da camada interna de células do blastocisto; e (Il) as células-tronco
adultas, que podem ser divididas em hematopoiéticas, derivadas da medula 6ssea e
do sangue do corddao umbilical, e células-tronco mesenquimais, localizadas na
medula éssea, tecido adiposo, neural, muscular entre outros.

Do ponto de vista terapéutico, isto €, sua aplicacao na regeneracao de tecidos
lesionados ou na Engenharia Tecidual, as diferentes células-tronco apresentam
vantagens e desvantagens. Devido as dificuldades praticas de obtencao de células-
tronco embrionarias, e considerando o0s aspectos éticos e legais, inumeros
pesquisadores tém realizado seus estudos com células-tronco mesenquimais

adultas, principalmente as derivadas do estroma da medula éssea (LEMOS, 2008).

As células-tronco mesenquimais sdo consideradas uma populacao de células
multipotentes, presentes na medula 6ssea e em muitos outros tecidos adultos
(MOMIN, 2010). Possuem a capacidade de se autorenovar e de se diferenciar em
linhagens celulares epecificas de diversos tecidos, tais como: ésseo, adiposo,
cartilaginoso e muscular (TAO, 2009).

As células-tronco tanto, in vivo como in vitro, comportam-se em resposta aos
sinais biolégicos que recebem a partir do microambiente circundante. Em resposta a
estes estimulos, as células podem secretar diversos fatores para modular o
microambiente e ativar células progenitoras (HOMBACH-KLONISCH, 2008, LE
BLANC, 2008).

Na Engenharia Tecidual 6ssea, o arcabougo ideal deve mimetizar a
morfologia estrutural da matriz extracelular, apresentar porosidade adequada, area
superficial suficiente, bem como superficie quimica que estimule a adesdo, a
proliferacdo e a diferenciacao celular (GUAN, 2008). Células-tronco mesenquimais
derivadas de medula 6ssea (CTM) sao 6timas candidatas para Engenharia Tecidual

Ossea, pois elas sdo capazes de se diferenciar em linhagens mesodérmicas
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incluindo osteoblastos, condrécitos, adipécitos, tanto in vitro como in vivo (LONG,
2001; LIU, 2013).

A diferenciacéo das células-tronco é regulada por fatores fisicos e quimicos
do seu microambiente extracelular, sendo que a complexa interagdo célula-
substrato e célula-célula ativam vias especificas que regulam a diferenciacao celular
(PHILLIPS, 2010; LIU, 2013, FRICAIN, 2013). Além de estimulos bioquimicos,
diversas propriedades fisicas dos materiais sintéticos estdo correlacionadas com a
diferenciacao das CTM, incluindo micro-padroes de adesdo que ditam a forma da
célula, bem como a rigidez e nanotopografia do substrato (LI, 2013). Entre essas
propriedades fisicas, a rigidez apresenta grande destaque. Estudos recentes com
queratindcitos e CTM mostram que as células ndo s6 sentem a rigidez de um
polimero, como respondem ao feed-back mecéanico fornecido pelas proteinas

ancoradas a rede polimérica (LI, 2013)

Desta forma, a Engenharia Tecidual busca a construcdo de arcaboucgos que
mimetizem a fungdo do microambiente celular, promovendo um ambiente celular
favoravel. O arcabouco serviria como um suporte mecanico-funcional, para

proporcionar as condi¢cdes ideais para a organizagao de um novo tecido.

4.2. MATRIZ EXTRACELULAR

As células estao conectadas através de uma rede conhecida como matriz
extracelular (MEC), que é composta por uma rede complexa de macromoléculas
extracelulares (ALBERTS, 2004). Ela fornece um ambiente organizado no qual as
células podem mover-se e interagir uma com as outras de forma ordenada (Figura
4.2).

Muitos dos processos celulares envolvem a interagdo entre a MEC e as
células, pois a MEC nao somente mantém as células conectadas nos tecidos, como
também guia seus movimentos durante a cicatrizacdo de feridas e o
desenvolvimento embriogénico. Além disso, transmitem sinais deste microambiente
as células, mantendo um papel chave e essencial na sobrevivéncia, na proliferacao

e na migracao das células em seu contato (VAKONAKIS, 2007).
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Figura 4.2. Meio circundante que regulam as atividades celulares através da matriz extracelular
(adaptado de ALBERTS, 2004).

Ilgualmente, a MEC pode modular a dindmica do tecido através de sua
capacidade de ligar-se e armazenar fatores de crescimento soluveis que, entdo, sao
apresentados para as células presentes no local que sdo estimuladas a uma
resposta celular especifica.

As integrinas sao os principais receptores usados pelas células para ligarem-
se a MEC, que quando ativadas pela matriz atuam como transdutores de sinais
ativando diversas vias de sinalizacdo intracelular (DEMALI, 2003). Estudos
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demonstram que a MEC influencia profundamente no programa celular de
crescimento, diferenciagéo e apoptose.

A promocao ou supressdo do crescimento pela MEC esta associada
igualmente a estimulacdo ou inibicdo dos mediadores chaves, responsaveis pelo
ciclo celular, incluindo genes de respostas primarias (BOUDREAU, 1999, LIM, 2007)
e vias de transducédo de sinal intracelular tais como FAK, MAPK e Rho entre outras
(HILL, 1995; FODOR, 2003; LIM, 2007).

A adesdo focal no contato MEC-célula atua na tensdo do citoesqueleto
aumentando a atividade da sinalizacdo celular. As moléculas mediadoras nas
adesbes focais permitem o acoplamento do GTP-RhoA com a proteina quinase
associada a Rho (ROCK) e, assim, aumenta a atividade quinase da ROCK
(BHADRIRAJU, 2007). Além disso, a atividade da ROCK e a tensdo associada do
citoesqueleto regulam o comprometimento das CTMs com fendtipo osteogénico
(WANG, 2012).

A organizacao da matriz extracelular primaria produzida pelas células esta
relacionada a resposta das propriedades mecanicas efetivas do substrato, o qual
modula um papel ativo na traducdo de sinais ambientais fisicos em sinais
bioquimicos que, em ultima instancia, regulam a diferenciacdo de células-tronco (LI,
2013).

Curran et al. (2006) fabricaram superficies modificadas com silano para
controlar a adeséao e diferenciacdo das CTMs in vitro e avaliaram o uso de tais
técnicas para controlar o comportamento das células, tanto em condi¢cdes basais
quanto em condi¢cdes estimuladas. Uma variedade de superficies com grupos metila
(-CH3), amino (-NH2), silano (-SH), hidroxila (-OH) e carboxila (-COOH) foi
produzida e cultivada em contato com CTM humana, em conjunto com um grupo
controle, por periodos de tempo de até 28 dias em meio basal, condrogénico e
osteogénico. Avaliando a adesado celular, a expressdo génica e protéica,
demonstraram que mudancas na energia de superficie e na superficie quimica
afetam a adesdo celular, e subsequentemente as vias de diferenciacdo. Os
resultados confirmaram que as altera¢des na adesao focal e da producédo de matriz
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extracelular podem afetar a capacidade e a eficiéncia de diferenciacdo das CTMs,

na presencga ou ha auséncia de estimulos biolégicos.

No tecido 6sseo, estudos indicam que elementos da via de sinalizacao
mediada pela integrina incluem quinase de adeséo focal FAK, MAPK/ERK e o fator
de transcricdo osteogénico Run2/Cbfal (LU, 2010), que é o principal gene de
controle da diferenciacdo de osteoblastos (LIAN, 2003).

4.3. TECIDO OSSEO

O osso é um tecido dindmico que é submetido a um processo de
remodelagem continua ao longo da vida (PASCAUD, 2012). Ele é formado por um
tecido conectivo especializado composto por uma matriz extracelular mineralizada,
sendo 0s seus principais constituintes a proteina colageno tipo | e hidroxiapatita
(GRIFFITH, 2002).

O osso é particularmente um material complexo em multiescala, organizado
hierarquicamente para proporcionar 0 maximo desempenho com uma quantidade
minima de material. Na escala nanométrica, o osso € composto por fibras de
colageno com diametro tipico entre 50 a 500 nm, cristais de apatita (x50 nm) e agua.
Em escala micrométrica (1-10 um), os arranjos das fibras colagenas reforcadas com
cristais formam lamelas. Estas Ultimas sdo empacotadas e organizadas em
diferentes orientacdes para formar estruturas cilindricas chamadas de trabéculas,
organizadas em microescala. Na mesoescala, a rede complexa e muito organizada
das trabéculas forma o 0sso esponjoso. A escala macro representa 0 0SS0 cOmo um
todo, o qual é constituido por ambos 0s 0ssos esponjosos (trabecular ou esponjoso)
e dos ossos cortical (compacto). (BONZANI, 2006; GODA, 2013). A Figura 4.3

mostra a estrutura hierarquica tipica de um osso em diversas escalas.

A formacao 6ssea exige uma interacdo complexa entre populagbes celulares
distintas e compartimentos de tecido para auxiliar nas funcdes estruturais e
metabdlicas do esqueleto.
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Figura. 4.3. Estrutura do osso humano: da macroestrutura a nanoestrutura (adaptado de SADAT-
SHOJAI, 2013).

As principais células que estao envolvidas no desenvolvimento das estruturas
O0sseas e medeiam funcdes especializadas do esqueleto nos mamiferos sao as
células-tronco mesenquimais, recrutadas para o desenvolvimento e expansao do
tecido esquelético, condrocitos células que formam o modelo para o
desenvolvimento do 0sso endocondral e crescimento dos 0ssos longos, osteoblastos
0s quais sintetizam a matriz 6ssea, ostedcitos que estao presentes em toda a matriz
O0ssea mineralizada e auxiliam na manutencao da estrutura éssea, e os osteoclastos
que sao responsaveis pela reabsorcdao de tecido calcificado (ANSELME, 2000,
KATAGIRI, 2002, FRANZ-ODENDAAL, 2006).

A interagao dindmica entre as células désseas e a matriz extracelular
desencadeia uma série de vias de sinalizacdo intracelular que regulam o
crescimento e diferenciacao celular. A diferenciacdo de osteoblastos e osteoclastos

exige diversos eventos associados a expressao génica que iniciam a proliferacao e
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sequencialmente a expressédo de genes associados a formacéo e reabsorcdo éssea
(ANSELME, 2000).

4.4. BIOMATERIAIS NA ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

Os biomateriais podem ser classificados, segundo a sua composi¢cao quimica,
como metais, ceramicas, polimeros sintéticos ou naturais e compdsitos. Materiais
utilizados na fabricagdo de arcaboucos para Engenharia Tecidual sdo normalmente
selecionados para proporcionar uma estrutura temporaria, exibindo uma adequada
propriedade mecénica e bioldgica ao novo tecido formado. Também devem
apresentar uma capacidade sinérgica de degradacdo e biorreabsor¢cao do proprio
material em relacdo ao crescimento do novo tecido, bem como ter a capacidade de

ser fixado cirurgicamente com parafusos ou fio de sutura (WIESMANN, 2004).

A topologia do material e a sua hidrofobicidade/hidrofilicidade influenciam nas
caracteristicas de adesao, proliferacdo celular e resposta imune através dos
mecanismos celulares de sinalizagdo (SCHWARTZ, 2002).

Arcaboucos utilizados na regeneracdo do tecido 6sseo devem manter
resisténcia mecanica adequada sobre as fases criticas do processo de cicatrizacao
de tecidos. Também devem ser osteocondutor, propriedade relacionada com
adesao, diferenciacdo e proliferacdo celular que estdo intimamente relacionadas

com as propriedades do material.

Os biomateriais baseados em fosfatos de calcio vém sendo objeto de muitos
estudos no reparo de perdas ésseas. Um vasto numero de artigos relacionados a
estes biomateriais podem ser encontrados na literatura. A Tabela 4.1 apresenta

alguns tipos de fosfatos de calcio utilizado como biomateriais.

Entre os biomateriais baseados em fosfatos de calcio, a hidroxiapatita
sintética (HA) tem seu uso difundido na clinica médica e odontolégica, como
biomaterial compédsito/ou ndo em formas de p6, granulos, blocos densos ou porosos,
pois apresentam uma semelhanga com 0 componente inorganico da matriz
extracelular éssea, elevada biocompatibilidade e osteocondutividade (FERRAZ,
2004).
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Tabela 4.1. Exemplos de biomateriais a base de fosfato de calcio.

Composto Formula quimica  Ca:P Autor Produto

Hidrogenofosfato

. ®
de calcio (DCF’)* CaHPO4.H-O 1,0 YU, 2009 Biobon
Fosfato

octacalcio Ca(H2PO4)2.H,O 1,33  SUZUKI, 2006 —
(OCP)

a/ B-Fosfato a-Cag(PO4) 15 BRUNNER,2007 Vitoss®OSferion
tricalcio (TCP) S\ 42 ’ ’

Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH). 1,67 WONG, 2012 OSS®/BT2éceram

*Utilizado como cimento em conjunto com outra fase

A familia dos minerais apatitas tem a férmula geral Ao (BO4)eX2. Na HA, ou
mais especificamente hidroxiapatita de calcio, A = Ca, B=P e X = OH. A estrutura
da hidroxiapatita, como apresentada na Figura 4.4, pertence ao sistema hexagonal
com grupo espacial P6s/m, com dimensdes de célula unitaria de a=0,943 nm e ¢
=0,688 nm. As HAs sintéticas sao semelhantes aos cristais de hidroxiapatita da parte
mineral dos dentes e dos 0ssos, sendo o principal componente inorganico do 0sso
natural, representando até cerca de 70% em peso de 0sso cortical e nos dentes
responsavel por 97% em peso do esmalte dentario (POINERN, 2013 Apud LANDI,
1993).

A hidroxiapatita possui dois sitios de ligacao diferentes em sua superficie que
proporciona um local de ligacdo multipla a proteinas, a saber, os sitios C e P
relacionados aos ions calcio e ions fosfato, respectivamente. Os locais C séo ricos
em carga positiva a qual pode ligar-se a grupos de proteinas acidas, logo os sitios P
proporcionam cargas negativas e podem ligar-se a grupos basicos das proteinas
(VICTOR, 2011).
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Figura. 4.4. Célula unitaria da hidroxiapatita no grupo espacial P6;/m (MOSTAFA, 2007).

Outra vantagem significativa da utilizacdo de HA, como um componente de
um material compdésito € que a sua estrutura complexa proporciona uma boa matriz
de absorcao para outras moléculas biol6gicas (POINER, 2013).

Chang et al. (2002) avaliaram a ligacdo do colageno com a hidroxiapatita
sintética através da analise de espectroscopia de fotoelétrons excitada por raios X
(XPS). Seus achados indicaram que o Ca®* da HA forma uma ligagdo covalente com

os grupamentos carboxilicos das moléculas do colageno.

Devido a complexidade do 0sso e suas caracterisiticas mecénicas, busca-se
novos materiais para regeneragao 6ssea. Os compaésitos resultantes da adicao de
fases bioativas inorganicas, tais como hidroxiapatita, na forma de particulas em
polimeros biodegradaveis, sdo 6étimos candidatos para utilizagdo como arcabougos
na Engenharia Tecidual éssea. Diversas técnicas tém sido aplicadas para a
producdo destes arcaboucgos, tais como lixiviacdo de sal, molde de espuma,
impressao 3D e eletrofiacdo (ERISKEN, 2008).
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O elevado potencial regenerativo destes materiais se da através da
combinacao sinérgica da matriz organica e da fase mineral, cujas propriedades
osteogénicas sao conferidas pelas estruturas quimicas e topoldgicas especificas,
bem como pelo confinamento fisico imposto pela propria matriz organica (PANSERI,
2013).

A escolha de poliésteres na fabricacdo de biomateriais é, em grande parte,
devido ao fato deles serem encontrados na forma de biopolimeros naturais e
sofrerem degradados hidrolitica ou enzimatica. Uma vez dregadados, os produtos da
sua degradacao sao metabolizados pelas células e excretados na forma de agua ou
gas carbbnico (CHA, 1990; KIM, 1998; BARRET, 2009).

Um grupo promissor desses biopolimeros € a familia dos
polihidroxialcanoatos (PHASs), biopoliésteres produzidos por muitos microrganismos
como polimero de armazenamento intracelular (ISHIl, 2007). Os PHAs, além de
serem biocompativeis, apresentam as mesmas propriedades mecéanicas de
termoplasticos tradicionais (GALEGO, 2000).

Como os PHAs apresentam um baixo grau de toxicidade e elevada
resisténcia mecanica, ha um grande interesse em estudar-los como biomateriais
para aplicagdes na Engenharia Tecidual (LI, 2008). Uma classe destes polimeros € o
poli [(R)-3-hidroxibutirato] (PHB), um tipico biopoliéster natural produzido por muitos
microrganismos, 0s quais podem acumular cerca de 90% do seu peso celular seco
de PHB (WU, 2010; ARIFFIN, 2008). A Figura 4.5 apresenta a formula estrutural do
PHB.

to

Figura 4.5. Estrutura da molécula de PHB.

n
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No organismo humano, pode ser encontrada naturalmente uma quantidade
relativamente grande das mesmas unidades monoméricas percusoras do PHB e
seus produtos de degradacéao, na forma de acido 3-hidroxibutirico e acido cotrénico.
Ambas fazem parte dos metabolitos comum em todos o0s seres vivos mais elevados,
sendo mais uma evidéncia para a nao toxicidade de implantes a base de PHB
(FREIER, 2002; QU, 2005; YU, 2005).

Doyle et al. (1991) demonstraram que materiais compositos a base de
PHB/HA produzem uma resposta favoravel e consitente da adaptacado do tecido
0sseo, com nenhuma evidéncia de resposta inflamatéria crénica quando
implantados em coelhos apds um periodo de até 12 meses. O osso foi rapidamente
formado perto do material e, subsequentemente, tornou-se altamente organizado,
com até 80% da superficie do implante situado justaposto ao novo osso formado.
Além disso, os materiais ndo mostraram evidéncia conclusiva de colapso na

estrutura do biomaterial durante o periodo de implantagéo.

Luklinska et al. (1997) estudaram a interface do compdésito de PHB/HA e osso
quando implantado in vivo em coelhos. Verificaram que ap6s um més do implante,
ocorreu aposicao éssea ao longo de todo o comprimento da interface do implante.
Trés meses apbs o implante, o osso encontrado formou uma estrutura interligada
sobre as particulas de hidroxiapatite expostas na interface, seguida pela formacéao

de 0sso denso apos seis meses de implante.

Wang et al. (2005) mostraram que a presenca de particulas de HAp na
superficie do biomaterial contribui na adesdo de osteoblastos. Além disso, a
presenca de hidroxiapatita na matriz do PHB favoreceu um aumento na resisténcia

do compadsito junto com a sua bioatividade.

Shishatskaya et al. (2006) investigaram a influéncia do conteudo de HA em
compoésitos baseados em polihidroxibutirato em células mesenquimais de médula
Ossea de rato (rCTM). Os arcaboucos de PHB contendo 0% a 50% (w/w) de HA
foram cultivadas com as rCTM apds a sua expansdao em meio osteogénico. Apos
dez dias de cultura sobre os arcaboucgos, as células foram quantificadas e foi
encontrado um maior niumero de células nos materiais contendo 10% e 20% de HA,
quando comparados com os compdésitos contendo 30%, 40% ou 50% de HA.
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Observando a atividade de fosfatase alcalina, a mesma tendéncia foi constatada,

confirmando uma maior funcao bioativa dos compasitos.

Em outros estudos, o PHB também apresentou um bom grau de
biocompatibilidade com varias linhagens celulares (FREIER, 2002; ZHAO, 2003; XU,
2010). Em adicdo a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, relatos indicam
que o PHB apresenta propriedades piezoelétricas, o que pode eventualmente
desempenhar um papel vital para estimular o crescimento e regeneracao éssea
(KNOWLES, 1991).

4.5. COMPOSITOS ELETROFIADOS NA REGENERAGCAO OSSEA

Na ultima década, a utilizacao de fibras poliméricas eletrofiadas tem atraido
atencdo da comunidade cientifica na fabricacdo de biomateriais (ZHANG, 2005;
GUERRINI, 2006), por apresentar-se como um material com excelentes
propriedades para construgdo de arcabougos para a Engenharia Tecidual
(BOUDRIOT, 2006). Concorreu para isso, um grande esforco na intencdo de
mimetizar as caracteristicas naturais de matriz extracelular para facilitar a adeséao, a

proliferacao, a diferenciacédo celular e a génese de um novo tecido (MA, 2008).

O equipamento basico para a eletrofiacdo, também conhecida como
electrospinning, é constituido por uma seringa que contém a solugdo de um polimero
condutor, uma bomba de infusdo, dois eletrodos e uma fonte de alta tensdo que
pode variar de 5 a 60 kV. A Figura 4.6 apresenta esquematicamente um

equipamento utilizado na fabricagcao de fibras eletrofiadas.

As fibras sao formadas a partir do estiramento da gota do polimero na ponta
da agulha. Quando se aplica uma alta tensdo na extremidade da agulha, induz-se
uma carga na gota polimérica. Uma vez que as cargas no interior da gota atingem
um valor critico, um jato da solucdo surje a partir da gota (cone de Taylor) em
decorréncia do equilibrio entre as forcas eletroestaticas da superficie carregada e a
tensdo superficial da solugédo (YARIN, 2001).
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Figura 4.6. Desenho esquematico do equipamento de eletrofiacdo (adaptado de LIN, 2010).

O jato carregado eletricamente e as cargas experimentadas nas fibras
causam um dobramento destas, de tal forma que cada vez que a fibra de polimero é
extrudado, o seu didmetro € reduzido (LIANG, 2007). A fibra entdo é depositada
sobre uma superficie metélica aterrada. Tal processo produz fibras de ordem
submicrométrica a qual se assemelha a matriz extracelular natural.

Um equipamento de eletrospinning pode ser usado para formar fibras e
esferas dependendo dos parametros aplicados no processo de eletrofiacdo, tais
como a distancia entre a fonte e o coletor, viscosidade da solucao, tensao aplicada,
entre outros.

A possibilidade de produzir compdsitos eletrofiados abre uma nova
oportunidade para a fabricagdo de materiais nanoestruturados para Engenharia
Tecidual 6ssea. A Nanotecnologia € uma ferramenta poderosa na Ciéncia dos
Materiais, sendo potencialmente capaz de incorporar biomimetismo em nanoescala.
Superficies nano-funcionalizadas apresentam propriedades biolégicas promissoras,
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que quando aplicadas em biomateriais podem melhorar significativamente a
aplicacao clinica destes (LIU, 2010).

Os nanomateriais oferecem uma maneira de mimetizar a arquitetura natural
da matriz extracelular que consiste em fibras com diametros entre o micrémetro e o
nanémetro, a qual pode fornecer uma grande area superficial em relacao ao volume,
aumentando assim a area de contato, facilitando as interacdes entre as células e o
material (ASHAMMAKHI, 2009).

Ngiam et. al (2009) desenvolveram um arcabougo eletrofiado a partir de
PLGA e blendas de PLGA/Colageno com nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) na
superficie do material através da técnica de biomineralizacdo. Neste estudo,
avaliaram a proliferacdo e a expressao de genes relacionados a mineralizacdo da
matriz mineral com células de osteoblastos. Os resultados indicaram que o0s
arcaboucos contendo as nHA influenciam fortemente a adeséo e a proliferacao das

células.

Teng et al. (2008) fabricaram compdsitos de colageno/HA eletrofiados. As
fibras produzidas a partir de um precursor sol possuiam um didmetro médio de cerca
de 60 nm. O arcabougco apresentou uma morfologia uniforme e continua, com o
alinhamento orientado dos nanocristais de HA e morfologia de agulha ao longo do
interior das fibras. A composicao da fase do compésito foi confirmada pelas analises
de DRX. Essa técnica mostrou-se eficiente na producao de nanoparticulas uniformes
ao longo das nanofibras.

Prabhakaran e Ramakrishna (2009) produziram fibras eletrofiadas de PLLA,
PLLA/HA e PLLA/colageno/HA (PLLA/col/HA). Avaliaram o potencial da utilizacéo
destes arcaboucos na regeneracdo de tecido 6sseo. No estudo, o PLLA foi
misturado com o colageno e HA, e eletrofiados para produzir biocompdsitos. A
avaliacao in vitro mostrou que os materiais sdo biocompativeis, osteocondutores e
que estes apresentaram propriedades mecanicas suficientes para a o0 uso na

Engenharia Tecidual 6ssea.

Pascu et al. (2013) fabricaram nanocompdsitos de membranas eletrofiadas
nHA, fibras de seda e PHBV, sendo que as nHA foram incorporadas dentro da
matriz das fibras. Os arcaboucos fabricados preencheram os requisitos para a
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Engenharia Tecidual éssea, incluindo a estabilidade fisica, perfil de degradacéo
adequada e compatibilidade com células ésseas.

Guan et al (2008) avaliaram a proliferacao e diferenciacao das células-tronco
da medula 6ssea em arcaboucos fabricados por gas-jet/electrospinning baseados
em PHB e nHA. Os resultados mostraram que os arcabougos possuiam topografia
semelhante da matriz extracelular, e nos estudos in vitro, 0s arcaboucos
apresentaram resultados positivos na adesao, proliferagcdo e diferenciacdo das
CTMs.

As caracteristicas nanotopograficas de arcaboucos eletrofiados e a incluséo
de nanoparticulas de HA na matriz ou superficie destes biomateriais podem
influenciar profundamente no controle estrutural e organizacional da matriz
extracelular produzida pelas células alojadas nestes arcaboucos. Ainda, podem
Influenciar a adosrcao de proteinas, tais como colageno |, laminina, fibronectina e
integrinas, que sao necessarias para a osteodiferenciacao e producao de uma matriz
mineralizada (DALBY, 2007).

4.6. BIOCOMPATIBILIDADE

A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um biomaterial,
prétese, ou equipamento médico de desempenhar uma resposta apropriada no
hospedeiro em uma aplicacdo especifica, envolvendo a aceitagdo de um implante
pelo tecido circundante e pelo organismo como um todo (ANDERSON, 2001).

Vale lembrar que o sucesso do biomaterial no organismo nao depende sé de
fatores como propriedade do material e o contexto em que o material é usado, mas
também, outros fatores, incluindo a técnica cirdrgica e a condicdo de saude do
paciente (BOUILLAGUET, 2006).

Todavia, a avaliagdo da biocompatibilidade do implante, inclui a determinacao
da resposta imune em relagcdo a composicdo do biomaterial, ao tipo de tecido, e em
ultima instancia, a combinagéo do biomaterial e do tecido em relacao ao tempo de
exposicdo do implante (BABENSEE, 1998). Estes fatores estdo intimamente

relacionados com o0 comportamento celular em contato com o biomaterial e,
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particularmente, a adesdo celular com a sua superficie (SERRANO, 2004).
Consequentemente as caracteristicas do material, tais como hidrofobicidade,
energia de superficie, porosidade, carga e composicao quimica, sao de fundamental
importancia para a resposta do tecido em contato com o biomaterial (DEWEZ, 1998;
KHORASANI, 2006; FURTH, 2007).

A reprodutibilidade em termos quimicos, fisicos e propriedades biol6gicas séo
fatores determinantes no desenvolvimento de novos materiais para aplicacoes
biomédicas (ZADRAHALA, 1999), seguido da tolerancia, adesdo e proliferacao
celular e subsequentemente formacao do novo tecido. Sendo assim, o material nao
deve provocar uma resposta inflamatéria crénica, ndo pode ser imunogénico ou
citotéxico (ANDERSON, 2001).
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste capitulo, estdo citados os materiais utilizados e a metodologia adotada

no desenvolvimento deste trabalho. A Figura 5.1

representativo do procedimento experimental adotado neste trabalho.
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Figura 5.1. Fluxograma da fabricacao, caracterizagao e avaliagdo da biocompatibilidade dos

arcabougos.
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5.1. MATERIAIS

Os materias utilizados neste estudo foram todos de grau analitico e estao

listados na Tabela 5.1, sendo informado ao lado o fornecedor.

Tabela 5.1. Materiais utilizados.

Materiais Fornecedor
Hhidroxiapatita (HAp) sintética grau médico

FlowMaster ™powders 20.15.8/ F3 F.J Brodmann & Co
Poli[hidroxibutirato] (PHB M,,=2,3x10°) Sigma-Aldrich®.
Alizarina (ALS) Sigma-Aldrich®.
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de _ e
tetrazolina) Sigma-Aldrich™.
Histopaque-1077 Sigma-Aldrich
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) LifeThecnologies™.
Tampao fosfato de Dulbecco DPBS LifeThecnologies™.
Soro fetal bovino (SFB) LifeThecnologies™.
Tripsina-0,25 EDTA LifeThecnologies™.
Antibiétiocos LifeThecnologies™.
Anti-CD3 BD Pharmigen
Anti-CD45 BD Pharmigen
Anti-CD49b BD Pharmigen
Anti-CD90 BD Pharmigen
Dimetilformamida (DMF) Sigma-Aldrich®.
Dimetil sulfoxido (DMSOQO) Sigma-Aldrich®.
Cloroférmio Synth
Acetona Synth

Alcool isopropilico Synth
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5.2. METODOS

5.2.1. CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITA
5.2.1.1 Difracdo de Raios X

A cristalinidade da hidroxiapatita foi investigada por difracdo de raios X, em
um difatrébmetro Philips, modelo X Pert MPD empregando uma tensao de 40kV e
corrente no tubo de 40 mA, com radiagédo de Cu-Ka. O intervalo angular utilizado foi
de 15 a 65°% com passos de 0,05° e periodos de 5s. A ficha utilizada para a
identificacdo foi a 09-0432 do Joint Committe on Pwoder Difraction Standards —
JCPDS.

A fragado da fase cristalina (X;) da hidroxiapatita foi avaliada pela Equacao 5.1:

J (%) (Equacao 5.1)

Loo—V
X_=100-2=

Onde /390 é a intensidade do pico de difracdo no plano (3 0 0) e Vi2300 a
intensidade do espaco vazio entre os picos de difracdo nos planos (1 12) e (300)
da hidroxiapatita (BOUYER, 2000).

O tamanho de cristalito D da hidroxiapatita foi calculado com base na
equacao de Scherrer (BOUYER, 2000):

KA
D= —
froos (&)

+(mm) (Equacéo 5.2)

Onde K = constante dependente da forma dos cristalitos, 0,8 <K <1,1, K =
0,94 para a largura total do pico a meia altura (Full width at half maximum - FWHM)
de cristais esféricos com simetria cubica e A € o comprimento de onda da radiagao
monocromatica (Cu-Ka = 1,5405 A). O valor de B é definido como a FWHM de maior
intensidade. Este valor € a diferenca entre dois valores de 26, em radianos, sendo 0

6 o angulo de Bragg, em graus.
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5.2.1.2. Analise granulométrica

A analise de distribuicido de tamanho de particulas da hidroxiapatita foi
realizada com o equipamento CILAS 1180 por difracdo a laser. As particulas foram

dispersas em agua utilizando ultra-som por 60 segundos.

5.2.2. FABRICACAO DOS ARCABOUCOS
5.2.2.1.0timizagao da técnica de eletrofiagao

A fim de fabricar arcaboucos que tivessem uma distribuicdo homogénea das
fibras, bem como a ndo formacdo de contas do polimero ao longo da matriz
eletrofiada, o processo de eletrofiacdo foi otimizado. Foram ajustadas a
concentracdo da solucao do polimero e a vazao utilizada para producao das fibras.
Apés, foram ajustadas a concentragcdo de HAp na solugdo do polimero e vazao
utilizada para o estiramento das fibras

Em relacdo a distancia utilizada entre a ponta da agulha e o coletor, neste
trabalho foi escolhido manté-la constante em 140 mm, uma vez que este parametro
nao influencia significantemente na morfologia das fibras. Esta distancia também
permite que o solvente seja evaporado, evitando a formacao de contas ao longo das
fibras (JALILI, 2005). A aplicacdo de uma tensdo minima induz as cargas
necessarias na solugao e, juntamente com campo elétrico, inicia a formagcédo das
fibras pelo processo de eletrofiacdo (BHARDWAJ, 2010). Foi escolhido manter a
tensdo aplicada como 15 kV. Assim, a razdo entre tensdo e distancia, dita a
intensidade do campo elétrico, manteve-se constante a 1,07 kV/cm.

Para a confeccdo doas membranas de PHB, primeiramente foi ajustada a
concentracéo do polimero de PHB a 0,5 mg/mL em cloroférmio. Para uma melhor
solubilizagdo do polimero este foi mantido em refluxo a temperatura de 70°C por 4
horas. Apds, foi adicionado o DMF e mantido por agitacdo por 30 minutos, seguido
de 15 minutos em banho de ultra-som. Posteriomente foi avaliado a influéncia da
vazdo na morfologia das fibras. Para tanto, foi avaliado as seguintes vazdes no

processo de eletrofiacdo: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 3,5 mL/h.
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Para a confeccdo de arcaboucos compoéstios de HAp foram empregadas duas
técnicas, sendo estas: () adicionar HAp na solucdo do polimero de PHB e (ll)
embeber a membrana de PHB em uma solugdo de HAp. Para ambas as técnicas, a
solubilizagdo do polimero foi idéntica a utilizada na fabricagdo da membrana de
PHB. A seguir estao descritas as duas metologias empregadas.

Técnica — |: Apds a solubilizacdo do PHB foi adicionado HAp a solucao e esta
colocada em banho de ultra-som por 30 minutos. Posteriormente seguiu-se com a
eletrofiacdo da membrana. Nesta técnica, foram avaliadas a melhor concentragao de
HAp na solugdo polimérica, bem como, a vazdo no processo de eletrofiacdo. Foram
avaliadas trés concentracdes de HAp, a saber, 0,5; 0,2 e 0,1 mg/mL e trés vazdes

no processo de eletrofiacédo: 3,0; 3,5 e 4,0 mL/h.

Técnica — Il: Para a confeccao deste arcabouco foram preparadas trés
solucdo de HAp em alcool etilico nas seguintes concentracdes: 0,5; 0,2 e 0,1 mg/mL
e deixado por 30 minutos em banho de ultrassom. Também foi preparada uma
solucdo 0,5 mg/mL, mesmas condicbes acima descritas. No entanto, esta
permaneceu em repouso por 24 horas e apdés foi retirado o sobrenadante para ser
utilizada na préxima etapa. ApGs o preparo das solugdes contendo HAp a membrana
de PHB, permaneceu embebido nesta solucbes por 24 horas e, em seguida, foi
lavado por trés vezes em agua deionizada e uma vez em alcool para a retirada de

excesso de HAp e secas a temperatura ambiente.

5.2.2.2. Processo de eletrofiacdo

Os arcaboucos selecionados para a avaliacao de biocompatibilidade foram
fabricados e nomeados de acordo com a Tabela 5.2, utilizando a proporgédo de 10:2

mL (v/v) de cloroférmio e dimetilformamida, respectivamente.
O sistema utilizado no processo de eletrofiagdo foi composto por:
i) Fonte de alta tenséo;

ii) Conjunto de seringa plastica e capilar: foram utilizadas seringas
plasticas com capacidade de 5mL (Walmur). Agulhas hipodérmicas de aco inox com

diametro interno de 1,2 mm e ponta romba serviram como capilar a partir do qual o
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fluido foi submetido ao campo elétrico. Durante o processo de eletrofiacao, o capilar
foi conectado diretamente a fonte de alta tensao;

iii) Coletor: o coletor constitui-se de um cilindro de aluminio de 100 mm de
didametro. O coletor foi revestido com papel aluminio comum para facilitar a remocéao
das fibras formadas. As fibras foram coletadas no modo estatico, ou seja, sem a
rotacédo do cilindro coletor;

iv) Bomba de infusédo: para manter constante o fluxo de material ejetado
pelo capilar.

Tabela 5.2. Parametros de eletrofiagdo utilizados para a producgado dos arcabougos.

Conc. da solucao

Amostra Distancia(cm) Tensdo (kV)  Fluxo (mL/h) (mg/mL)
PHB HAp
PHB 35 _
Ci 14 15 3,0 41,6 9,1
c2 3,5 0,5*

* utilizado somente o sobre-nadante da solugéo.

5.2.3 CARACTERIZAGAO DOS ARCABOUGOS

Os arcaboucos selecionados para a avaliacdo da biocompatibilidade foram
caracterizados quanto a sua morfologia, comportamento térmico e viscoelastico,
area superficial especifica e a presenca dos grupos funcionais caracteristico da
hidroxiapatita e do poli(hidroxibutirato).

5.2.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para a obtencdo das imagens e caracterizagdo morfoldgica dos arcaboucos
selecionados, foi utilizado o equipamento JEOL modelo JSM-6060. Para as analises

de espectroscopia elétrons secundarios dispersos (EDS, em inglés), utilizou-se o
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equipamento JEOL modelo JSM-5800 com tensdo de 10 kV. As amostras foram

recobertas com carbono e ouro.

5.2.3.2. Medidas de didmetros das fibras e estruturas

Para obtencédo da distribuicdo do tamanho das fibras e das estruturas, as
membranas foram dividas em quatro quadrantes e foram obtidas quatro imagens a
partir deles. Ap6s, com o uso do software ImagedJ foram feitas quarenta contagens
para cada imagem. As medidas de didmetro das fibras/microestruturas foram obtidas
a partir de imagens com aumento de 1.500x e para as nanoestruturas, imagens com
aumento entre 35.000 - 70.000x.

5.2.3.2. Espectroscopia Raman

Para investigar a presenca da hidroxiapatita, foi realizada a analise de
espectroscopia Raman, com o equipamento modelo Renishaw inVia Spectrometer,
na faixa de 400-1200 cm™, utilizando laser de 532 nm de comprimento de onda.
Para cada registro, o niumero de acumulagdes a cada varredura foi de cinco, e o

tempo de exposicao foi de 10 segundos.

5.2.3.3. Area superficial especifica pelo método Brunauer-Emmet-Teller (BET)

As andlises de area superficial especifica foram realizadas com o
equipamento Quantachrome Nova® Surface Area Analyser. As amostras foram
previamente preparadas em vacuo a temperatura de 60°C por 24 horas para a
remocao de umidade.

5.2.3.4. Tamanho de poros pelo método Barret, Joyner-Halenda (BJH)

As analises de tamanho de poros foram realizadas com o equipamento
Quantachrome Nova® Surface Area Analyser. As amostras foram previamente
preparadas em vacuo a temperatura de 60°C por 24 horas para a remogao de
umidade.
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5.2.3.5 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (ATG) foi utilizada para verificar o teor de HAp,
bem como, a sua influnecia da estabilidade térmica nos arcaboucos compdsito. As
analises foram realizadas com o equipamento TGA/SDTA 851e Mettler-Toledo,
utilizando uma taxa de aquecimento de 10°C/min. As andlises foram realizadas na
faixa de temperatura de 30°C a 1000°C em atmosfera de Ar sintético com fluxo de
40mL/min.

5.2.3.5. Anéalise dindmico-mecénica

As propriedades viscoelasticas dos arcabougos foram caracterizadas através
da andlise dindmico-mecéanicas (DMA) utilizando o equipamento TA Instruments
modelo 2980. O tipo de ensaio aplicado foi de tracao (dual cantilever), utilizando os
corpos de prova com dimensdes de £ 20 x 7 x 0,05 mm. As analises foram
realizadas na faixa em amplitude de 0,1% e frequéncia de 1 Hz, a temperatura de
30°C a 120°C sob taxa de aquecimento de 2°C/min.

5.2.4. AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da PUCRS sob o numero 185/10.

Todos os procedimentos adotados durante as técnicas envolvendo os animais
estdo de acordo com o que preconiza o Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), cumprindo as prerrogativas da Constituicdo do Estado, Lei n®
11.915, artigo 82, inciso 1V, de 21 de maio de 20083.

5.2.4.1. Isolamento das Células de Medula Ossea

Para a obtencdo das células de medula éssea, foram utilizados ratos Wistar
machos, anestesiados com Ketamina/Clorpromazina (8:2 v/v) conforme o peso do
animal, e sacrificados com guilhotina. As células da medula éssea foram obtidas das
diafises do fémur, onde foram injetados 10 mL de meio DMEM sem soro. A

suspengao da medula foi centrifugada a 400 g e ressuspendia em 5 mL de meio
46



DMEM, para a separagdo por gradiente de densidade usando Histopaque-1077.
Para tanto, a suspencdo da medula em meio DMEM foi transferida para um tubo
cbnico de 15 mL, contendo 5 mL de Histopaque-1077 e centrifugadas a 400 g,
durante 30 minutos. A camada de células mononucleares foi coletada na interface
Histopaque-DMEM e lavada com 10 mL de DPBS, apés foi centrifugada a 1.500

rpm, por 3 minutos, sendo repetida essa etapa duas vezes.

Em seguida, as células foram ressuspensas com 1 mL de meio DMEM e
foram realizadas contagem e avaliagdo da viabilidade pelo método de exclusdao com
Azul de Tripan em camara de Neubauer.

5.2.4.2. Caracterizacao da populacao celular por citometria de fluxo

A fragdo mononuclear proveniente da medula éssea foi caracterizada com os
anticorpos CD3, CD45, CD49b e CD90 exclusivos para ratos, conjugados com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), na concentracao de um 1:10 em PBS

A suspencéao das células foi incubada com os anticorpos a 5° C no escuro por
15 minutos. Apds, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas a 1.500 rpm
por 5 minutos, e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspensas com
1 mL de paraformaldeido 4% (em PBS). As amostras foram analisadas no citbmetro
de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems). Os dados
obtidos correspondem a, pelo menos, 50.000 eventos, sendo analisados no

programa WinMDI 2.8.

5.2.4.3. Cultivo celular

A fragdo mononuclear foi colocada em cultura em meio DMEM suplementado
com L-glutamina, 10% de SFB, 100 Ul/mL de penicilina, 100 Ul/mL de
estreptomicina e 100 pg/mL de gentamicina, com densidade de 0,1x 10’ células em
garrafas de cultura de 75cm? Logo em seguida, foram incubadas em estufa
umidificada com 5% de CO, a 37° C por 72 horas. Entdo, as células ndo aderentes

foram removidas através da troca do meio.

47



Posteriormente, quando as células em cultivo alcancaram confluéncia de
aproximadamente 80%, foi feito o repique com Tripsina-0,25 EDTA 1x. O meio de
cultura foi removido, e as células mesenquimais permaneceram aderidas a garrafa
de cultura. Ap6s quatro passagens, as células foram utilizadas para as avaliagdes
nos arcaboucos.

5.2.4.4. Avaliag&o da citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade dos arcaboucos, foi utilizado o método da
reducao do sal de formazan (MTT), conforme a norma ISO 10993/5. Para tanto, os
arcaboucos foram imersos no meio de cultura (DMEM), sendo o solvente de
extracdo. Os extratos permaneceram durante os periodos de 3, 7 e 14 dias em
estufa a 37 °C com 5% de CO, em agitacdo. A proporcao da area da superficie da

amostra para o volume de meio foi de 3 cm? /mL, de acordo com a essa norma.

A técnica tem como principio a determinacao da habilidade de células vivas
em reduzirem brometo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazélico formando
cristais insoluveis de formazan de coloracédo violeta. Os sais de formazan foram
solubilizados em DMSO e as densidade 6ticas, dependente da concentracao do sal
de formazan, foram mensuradas a 570nm, com o espectrofotdbmetro de microplaca
(BioRad). A porcentagem de células viaveis foi calculada em relagdo ao grupo

controle que nao recebeu os extratos dos polimeros.

5.2.4.5. Avaliacdo da proliferacao celular

Os arcaboucos foram confeccionados em formato de disco com diametro de
5,0 mm e colocados em placas de cultura de 96 pocos. Sobre os discos (n=3), foram
semeadas 0,5x10* células, nos periodos de 3, 7 e 14 dias, com meio DMEM
suplementado, porém sem meio de inducdo osteogénico. A cada trés dias, as
células foram lavadas com DPBS e trocados os meios. A proliferacdo celular foi
mensurada através da técnica de MTT, comparando as absorbancias entre os
periodos avaliados.
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5.2.4.6 Mineralizacdo dos arcabou¢os

O método de cultivo foi o mesmo empregado para a avaliagdo da proliferacdo
celular, como descrito no item 5.3.5

Para avaliar a mineralizacdo dos arcaboucos, foi utilizada a técnica de
coloragdao com a solugcao de Vermelho de Alizarina S (VAS) [4,1mM/pH 4,1], que é
um corante antraquinona utilizado para corar depédsitos de célcio. O corante forma
um complexo com calcio durante o processo de quelacdo resultando em
birrefringéncia. Esta & uma técnica amplamente para utilizada para avaliar a

diferenciacao 6ssea de célula-tronco.

No entanto, para quantificar a mineralizacao entre os periodos, a VAS foi
extraida utilizando 10% de 4&cido acético em DMSO, e mesurado no
espectrofotobmetro de microplaca (BioRad), com comprimento de onda de 504 nm.
Foi preparado um branco em paralelo para cada periodo e a densidade optica,
dependente da concentracao do soluto (VAS), observada nos grupos PHB, C1 e C2
subtraida da densidade optica do branco. Também foi feito um controle positivo,
utilizando um fragmento de 5,0 mm da tibia do rato doador das células da medula
O0ssea. Deste modo, foi possivel comparar os valores da densidade 6éptica em

relacdo a uma matriz 6ssea mineralizada.

5.2-5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram expressos em média * desvio padrdo Para a
comparagao dos grupos, foram utilizados analise de variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey para comparagbes pareadas. Valores com p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Toda a analise estatistica foi realizada com auxilio do
software estatistico GraphPad Prism6.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. TESTES PRELIMINARES
6.1.1 CRISTALINIDADE DA HAp

A Figura 6.1a apresenta o difratograma obtido da hidroxiapatita utilizada neste
trabalho. Através da comparacdo, foi possivel confirmar a estrutura hexagonal
pertencente ao grupo espacial P6ym e as dimensdes de célula unitaria de
a=b=0,942 e ¢=0,688 nm corresponte a HAp. Do mesmo modo, ndo foi constatada
outra fase presente neste material. Através dos calculos de cristalinidade e tamanho
de cristalito, foram encontrados uma cristalinidade de 97% e tamanho de cristalito de
56,7 nm.

* Cayd PO OM,
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Figura 6.1. a) Difratograma da hidroxiapatita, b) comparagao da hidroxiapatita utilizada com a ficha
09-0432 da JPCDS.
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6.1.2 GRANULOMETRIA DA HAp

A distribuicdo do tamanho expressa em histogramas das particulas do pd de
hidroxiapatita, bem como da fracdo do sobrenadante da solugdo de HAp utilizada
para obtengdo de fibras nanoestruturadas, sdo apresentadas respetivamente na
Figura 6.2a e na Figura 6.2b. Ambas podem ser consideradas monomodais e com
estreita distribuicdo de tamanho de particulas.
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Figura 6.2. Distribuicdo de tamanho das particulas de HA utilizadas: a) na fabricagdo dos arcaboucgos
microestruturados; e b) sobrenadante em solugao para obtengéo de fibras nanoestruturadas.
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A Tabela 6.1 apresenta os valores correspondentes aos menores didmetros a
10%, 50% e 90% e o diametro médio das particulas analisadas. Os resultados
indicam que a HAp utilizada apresenta tamanho médio de particulas de ordem
micrométrica (mHA) e nanométrica (nHA), no caso da fragdo do sobrenadante da
solugédo de HAp, utilizada para obtencdo de fibras nanoestruturadas C2. Isso esta
em concordancia com a proposta deste trabalho de produzir arcabougos
micro/nanoestruturados a partir da incorporacdao da HAp nas matrizes eletrofiadas de
PHB.

Tabela 6.1 Tamanho médio das particulas de hidroxiapatita.

Amostras D10 (m) D50 (um) Dgo (um) Dmeédio (UmM)

mHA 0,89 2,89 9,83 4,26

nHA 0,07 0,13 0,23 0,14

Diversos estudos sobre sinteses de HAp mostram que a rota para obtencao e
0 processo de sinterizacdo, bem como os percussores utilizados para a formacao da
HA, influenciam nas fases do produto final da HA (CATROS, 2010). Em se tratando
de biomateriais, estas fases presentes podem influenciar na absor¢cdo da HA pelo
organismo e tem fundamental importdncia quanto ao tempo de degradacado do
arcabouco utilizado para a regeneracdo tecidual. No entanto, a absor¢cdao da HAp
também esta relacionada a sua cristalinidade, a sua forma e a sua porosidade
(GROVER, 2003; HORNEZ, 2007).

A HAp utilizada neste trabalho apresentou uma importancia na inclusdo de
uma fase mineral nos arcaboucos proporcionando um ambiente correspondente ao
encontrado na matriz extracelualr éssea. No entanto, o principal papel da HAp foi
fornecer sitios especificos para as células-tronco ligarem-se aos arcaboucos. Desta

forma, avaliar a sua contribuicdo na interacao células-material.
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6.1.3. SELECAO DOS ARCABOUGCOS

Os arcabougos que nao foram selecionados sédo apresentados ao final deste

trabalho no anexo A. Os critérios utilizados para a selecao de cada arcabouco foram:

Arcabouco de PHB: As membranas foram selecionadas, primeiramente,
utilizando microscopia 6ptica sendo excluidas as membranas que continham contas
ao longo das fibras (vazédo 0,5 e 1,0 mL). Apéds, foi empregada a técnica de MEV
para uma melhor caracterizacdo morfolégica das fibras e, desta forma, selecionar a
membra para a avaliagcdo de biocompatibilidade

Arcabouco C1: A escolha da concentracéo foi baseada na homogeneidade da

solucao, ou seja, a ndo precipitacdo de HAp, uma vez que esta precipitacdo poderia
influenciar no processo de eletrofiagdo. A vasao foi escolhida através de critérios
morfolégicos, através da caracterizacao por MEV, na qual a distribuicao de HAp
apresentava-se mais homogénea ao longo das fibras.

Arcabouco C2: Apés a visualizacao das membranas por MEV foi selecionada

a membrana que apresentava nanoparticulas de HAp precipitada ao longo das
fibras.

6.2. CARACTERIZACAO DOS ARCABOUCOS

6.2.1. MORFOLOGIA DOS ACABOUGOS

Foram fabricados arcabougos utilizando a técnica de eletrofiacdo para serem
avaliados na etapa de biocompatibilidade. Os arcaboucos deveriam mimetizar tanto
quanto possivel uma matriz extracelular 6ssea, apresentando adesao e permitindo a

proliferacao e diferenciacdo de células mesenquimais de rato nos arcaboucos.

A escolha dos arcaboucos foi realizada através de critérios morfolégicos das
estruturas das fibras. A Figura 6.3 apresenta o aspecto mracroscopico dos
arcaboucos eletrofiados.
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Figura 6.3. Imagem dos arcabougos. A seta branca indica uma fragdo da membrana eletrofiadas. A
seta preta indica os arcabougos utlilizados nas repectivas avaliagdes: (a) PHB, (b) C1 e (c) C2.

Foram selecionados trés tipos de arcabougos, sendo dois deles compositos.
O primeiro, somente apresentando matriz organica, fibras de PHB, ja os outros dois,
compoésitos deste polimero com a presenca de hidroxiapatita. Nestes compasitos,
sao apresentadas duas morfologias basicas, uma microestruturada com contas de
HAp dispersas na matriz organica, e a outra nanoestruturada no qual os cristais de
HAp estdo revestindo a matriz orgéanica.

As Figura 6.4, Figura 6.5 e Figura 6.6 apresentam imagens obtidas por
microscopia eletrdnica de varredura dos arcabougos eletrofiados selecionados,
correspondendo respectivamente ao arcabou¢co com fibras de PHB e dos
compoésitos C1 e C2.

Indistintamente, os arcaboucos formados por fibras de PHB apresentam poros
interconectados em uma estrutura 3D, e estdo orientadas aleatoriamente. Junto as
imagens das fibras em cada figura, esta o gréafico de histogramas correspondente a
determinacdo do tamanho médio obtido pela analise de imagem pelo software
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Imaged. Assim, os resultados indicaram um diametro médio das fibras de PHB de
0,552 + 0,152 um. As fibras dos compdésitos C1 (Figura 6.4) e C2 (Figura 6.5)
apresentaram respectivamente tamanhos médios de 0,627 = 0,190 um e 0,668 *
0,134 pm. Também pode-se observar que todos o0s arcabougos apresentam

estruturas nanométricas ao logo das fibras.

Em se tratando do arcabougco C1, observou-se que ocorre a dispersao da
HAp ao logo da membrana com formato de esfera de HAp. Além do mais, estas
estruturas de ordem micrométrica apresentam um tamanho médio de 5,58 + 2,05
um. O arcabougo C1 também apresenta ao longo de suas fibras nHAp incorporadas,
observado na imagem com maior aumento (Figura 6.5.c). Este maior aumento
permitiu uma estimativa do tamanho das particulas sobre as fibras, atingindo um
didmetro médio da ordem de 64nm. No entanto, a maior parte da HAp esta dispersa

na matriz em formas de mHAp.

Em relacdo ao arcabougo C2, as nanoestruturas apresentam um diametro
maior, cerca de 40 nm, se comparadas com a membrana de PHB. Este aumento
esta relacionado com a adsorcao de nHAp na superficie da membrana eletrofiadas
(Figura 6.6.c).

Para melhor comparacao entre os diametros das fibras e suas estruturas a
Figura 6.6 apresenta graficos em forma de boxe com as médias e medianas

referentes aos arcaboucos.

Comparando a morfologia dos arcaboucos de PHB e C1, pode-se notar que a
adicdo da HAp na solucao de eletrospinning muda significativamente a estrutura dos
arcaboucos, no tocante a quantidade de fibras por volume em toda a extensao da
matriz eletrofiadas, e consequentemente, proporciou um aumento no tamanho dos

poros entre as fibras.
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Figura 6.4. Imagens obtidas por microscopia eletrénica da fibra C1. a-b) morfologia das fibras c)
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A presenca de HAp ao longo da superficie das fibras foi confirmada pela
analise de EDS (Figura 6.5d e Figura 6.6d). A hidroxiapatita apresentou razdo molar
de Ca/P de 1,67. Também pela analise de EDS, pode-se notar o aparecimento de
magnésio, < 2,0 % o qual pode ser encontrado nas HAp sintéticos ou naturais,
devido a substituicdo do 4tomo de Ca*? pelo 4&tomo de Mg*2.

Segundo Megelski (2010), uma maneira de formar na superficie das fibras
eletrofiadas nanoestruturas, é através da utilizacao de solventes com diferentes
pontos de ebulicdo e constante dielétricas. Durante o evento da evaporagdo do
solvente, a solugao torna-se termodinamicamente instavel, levando a separacéo de

fases: uma fase rica em polimero e uma fase defeciente de polimero.

O cloroférmio é um dos poucos solventes que solubiliza o PHB, seu ponto de
ebulicdo e contante dielétrica sdo baixos, o que leva a rapida cristalizacao do PHB
no processo de eletrofiacado (CORREIA, 2013). Em contra-partida, a
dimetilformamida (DMF) €& um solvente dipolar aprético, que tem a constante

dielétrica e o ponto de ebulicao elevados.

No processo de eletrofiagdo, a pressao de vapor do solvente desempenha um
papel critico na determinacédo da taxa de evaporacao e no tempo de secagem. A
volatiidade do solvente influencia o processo de separacdo de fases e a
cristalizacdo, desempenhando um papel significativo na formagdo das
nanoestruturas. Estruturas de nanoporos e nanotextura na superficie das fibras
foram relatadas devido a esse processo de separacao de fases (BOGNITZKI, 2001;
WANG, 2009; BHARDWAJ, 2010).

Nos experimentos realizados, a adicdo de DMF na solugdo polimérica
provavelmente reduziu sua pressdo de vapor. Consequentemente, diminuiu a
evaporacao do solvente a partir dos jatos, permitindo que os jatos permanecessem
carregados e estirados como fibras. Desta maneira, a rapida evaporacao do
cloroférmio induziu a separacdo de fases, e o colapso resultante da presséo
ambiente e repulsdo elétrica reduzida permitiu a formacao das nanoestruturas das
fibras.
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Lin et al. (2010) apresentou uma abordagem direta para a fabricacdo de
nanoporos via electrospinning em fibras de polimero de poliestireno (PS), fibras com
micro e nanoporos, tanto no ndcleo, quanto sobre as superficies, bem como
estruturas rugosas na superficie das fibras. As estruturas foram produzidas variando
as composicdes dos solventes e as concentracées das solugdes de PS. O estudo
relatou que a utilizacdo de solvente altamente volatil no processo de eletrofiacao

favoreceu a producgao de nanoestrutura nas fibras.

A importancia da mineralizacao dispersa nas superficies reside no fato de que
as estruturas que contém calcio podem expor maior numero de sitios de ligagdo, em
virtude da sua maior area superficial para adsorcdo de biomoléculas (BARBIERI,
2013).

Chae et al. (2009) obtiveram fibras eletrofiadas de alginato com HA amorfo. A
nucleacdo da HA foi induzida pela ligagdo entre os grupos COO™ do alginato e o Ca?*
proveniente da HA. Em seu trabalho, observaram que ocorreu uma maior adesao e
proliferacdo de osteoblastos de rato nos compdsitos HA/alginato quando

comparados aos arcabougos de alginato puro.

A dissociacdo dos grupos —COOH e -OH, presentes nos poliésteres
PLGA/PLA, forma cargas negativas as quais servem de sitios de nucleacao de ions
de calcio na superficie do arcabougco (CHEN, 2005; NGIAM, 2009).
Consequentemente, como a estrutura do PHB é similar a destes poliésteres,
apresentando ambos os grupos, pode-se esperar que sejam formados sitios de
nucleagao do ion calcio, tornando possivel o recobrimento uniforme da HAp sobre a

superficie das fibras que formam o arcabouco.

A incorporacao de caracteristicas nanotopograficas ao projetar a arquitetura
da superficie do arcabouco, a fim de mimetizar a nanoestrutura do osso natural, é
uma area de intensa investigacao na Engenharia Tecidual 6ssea (STEVENS, 2005;
BERRY, 2006). A rugosidade da superficie aumenta a reatividade para o
estabelecimento da ligacdo mediada pelas integrinas, intensificando a proliferacao e
a diferenciagao celular (YUAN, 1999; SIMON, 2003).
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6.2.2. AREA SUPERFICIAL ESPECIFICA E TAMANHO DE MESOPOROS

A Tabela 6.2 apresenta os didametros dos poros e a area superficial especifica
dos arcaboucos investigados. Nota-se que todos os arcaboucos apresentam poros
que podem ser classificados como mesoporos (poros com didmetro entre 2 e 50nm).
Para os arcaboucos compoésitos PHB+HA, o volume total e didmetro médio dos
mesoporos foram afetados pela presenca da HA, independente desta ser micro ou
nanométrica. De fato, para arcaboucgos de fibras PHB+HAp, C1 e C2 a area
superficial aumentou mais de 200% e quase 100% respectivamente, em relacao a
area do arcabouco PHB sem HAp. O aumento foi bastante significativo também

guanto ao volume dos mesoporos e tamanho médio dos mesoporos.

Tabela 6.2. Area superficial e volume e tamanho dos mesoporos.

Area superficial Volume dos Diametro dos
Amostras L ) 3
especifica Sger (M/g) mesoporos (cm°/g) mesoporos (nm)
PHB 2,5 0,015 4.4
C1 7,1 0,047 12,3
C2 4,9 0,048 12,5

Os mesoporos encontrados no arcabouco PHB pode ser relacionado aos
vazios encontrados entre as nanoestruturas na superficie das fibras que desta forma
contribuiu para a formagao dos mesoporos.

Deve-se salientar que o fato de as membranas apresentarem mesoporos
potencializa seu uso como adsorbentes de farmacos e moléculas de interesse
especifico, direcionando a regeneracdo e modulando a resposta imune do

biomaterial.
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6.2.3. ANALISE DE FASES POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

A técnica de espectroscopia Raman foi utilizada para investigar a
incorporagcdo da HA na matriz dos compoésitos. O espectro da hidroxiapatita é
observado na Figura 6.8, apresentando as bandas referentes aos grupos fosfatos de
acordo com o encontrado na literatura (CUKROWSKI, 2007).
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Figura 6.8. Espectro Raman da hidroxiapatita apresentando as bandas referentes aos grupos
fosfatos. d: deformacéo, v: estiramento, s: simétrico, as: assimétrico.

A Figura 6.9 apresenta um espectro Raman dos arcabougos C1 e C2,
incluindo para efeito de comparacdo o espectro do arcabouco PHB. A fracao
organica dos arcaboucos esta representada pelas bandas caracteristicas do
polimero PHB nas regides de 433 cm™, 599 cm™, 840cm™ e 1058cm™. As bandas
referentes a HAp sdo a banda 430 cm'1, referente a deformacgéo assimétrica do PO,
da hidroxiapatita e a da regido entre 550-600 cm™, que se sobrepde as bandas
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referentes a deformacao dos grupo -CCO- e -C-CHgs, respectivamente, do polimero
PHB (FURUKAWA, 2006).

No espectro do arcabouco C2, os picos referentes a HAp encontram-se com
uma menor intensidade quando comparados aos picos de HAp do arcaboucgo C1.
Isso se deve provavelmente pela menor concentracao de HAp no arcabougo C2.
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Figura 6.9. Espectro Raman dos arcabougos demonstrando as bandas referentes aos grupos da
hidroxiapatita e do polimero PHB. &: deformagéo, v: estiramento, s: simétrico, as: assimétrico.

6.2.4. TEOR DE HIDROXIAPATITA NOS ARCABOUCOS

A Figura 6.10 apresentra a curva de perda de massas dos arcaboucos
quando submetidaos a analise termogravimétrica em atmosfera de ar sintético.
Pelos dados da analise termogravimétrica, foi possivel calcular o teor de HA
efetivamente presente nos arcaboucgos C1 e C2. A Tabela 6.3 apresenta os valores
de massa remanescente, inicial e final de decomposicdo do polimero. Os valores

encontrados foram aproximadamente 35% e 11%, respectivamente. Esses valores ja
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tém descontados a massa remanescente de 5% acima de 300°C, provavelmente
cinzas, do polimero PHB.

Também pode-se notar que a incorporacao da hidroxiapatita no arcabouco C1
e C2 quando comparado ao arcabougo PHB contribuiu para o aumento da
temperatura de degradagéo de ambos os arcabouco.

Pode se observar que nenhum arcabouco teve perda de massa significativa
até a temperatura de 200°C, o que é um indicativo de que o solvente utilizado na

fabricacdo das fibras foi praticamente evaporado em sua totalidade durante o
processo de eletrospinning.
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Figura 6.10. Curva ATG de perda de massa em relagéo a temperatura dos arcabougos em atmosfera
de ar sintético.

Tabela 6.3. Temperatura de degradacéo dos arcabougos

Massa
Arcabouco Tinicia (°C) Ttina (°C)
remanescente (%)
PHB 235 252 5
C1 246 270 40
c2 243 268 11
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6.2.5. CARACTERISTICAS VISCOELASTICA DOS ARCABOUCOS

As curvas das analises DMA dos arcaboucos PHB, C1 e C2 séao
apresentadas respectivamente nas Figura 6.11, Figura 6.12 e Figura 6.13. Os
mobdulos de armazenamento encontrados para os arcaboucos foram: 424, 26 e 28
MPa para o PHB, C1 e C2, respectivamente.

Os resultados indicam que incorporacdo de HAp nos arcabougos contribuiu
para a diminuicdo da propriedade viscoelastica do polimero PHB, representada pela
diminuicdo dos modulos de armazenamento e de perda dos arcaboucos. De fato, o
arcabouco PHB apresentou um modulo de armazenamento muito maior, mais de
dez vezes, quando comparado com os modulos de armazenamento dos compaositos
C1e C2.
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Figura 6.11. Curva da anélise dindmico-mecanica do arcabou¢o PHB: médulo de armazenamento e
médulo de perda em funcao da temperatura.
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Figura 6.12. Curva da andlise dindmico-mecanica do arcabouco C1: médulo de armazenamento e
médulo de perda em fungao da temperatura.
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A diminuicao dos médulos de armazenamento e de perda nos arcaboucos C1
e C2 pode estar relacionada com o efeito plastificante da HAp quando incorporada
nos materiais. Também, pode-se inferir que através deste efeito, como mostrado na
Figura 6.14, ocorreu uma interagdo dos grupos carbonila do PHB com o Ca** da
HAp, como observado por outros autores que avaliaram as interacoes
intermoleculares entre os grupos carbonila de poliéster e o Ca®* da HAp (CHEN,
2005; NGIAM, 2009)

/Ci),\

O".“ + teea.. O

N\ Ca

o
g

Figura 6.14. Interegao do ion célcio com os grupos carbonilas do PHB.

6.3 FENOTIPAGEM DA POPULACAO DAS CELULAS DE MEDULA

OSSEA

A caracterizagao fenotipica das células mononucleares da medula 6ssea
utilizadas foi realizada por citometria de fluxo e indicou que 6,55% das células
apresentam marcador CD45, CD3 1,77%. O CD49b estava presente em 4,82% das
células e o CD90 estava presente em 23,55% das células. Os resultados estédo

expressos em forma de histograma e estao apresentados na Figura 6.15.
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Figura 6.15. Histograma apresentando a caracterizagéo imunofenotipica das células-tronco. Em a)
CD3; b) CD45; ¢) CD49b e d) CD90.

6.4. INTERACAO CELULA-MATERIAL

6.4.1. CITOTOXICIDADE

O ensaio colorimétrico de viabilidade celular utilizando sal de tetrazélio é
baseado na capacidade das células viaveis reduzirem o sal de tetrazdlio em
compostos formazan, produzindo uma coloragéo violeta que pode ser quantificada
em espectrofotdmetro. O valor da densidade Optica esta diretamente relacionado ao

namero de células viaveis. Desta maneira, torna-se Gtil para avaliar a citotoxicidade.

Os dados da viabilidade celular nos periodos de 3, 7 e 14 dias séo
apresentados na Figura 6.16. Os resultados da citotoxicidade dos arcaboucos apés
3, 7 e 14 dias indicou que todos os arcaboucgos apresentaram viabilidade celular
maior que 79%, sendo esta a apresentada pelo arcabouco de PHB apds 3 dias
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Figura 6.16. Avaliagdo da citotoxicidade dos arcabougos.

Segundo a norma ISO 10993-5, para avaliacdo in vifro de dispositivos
médicos, compostos que apresentam viabilidade celular > 80% sao considerados de
pouca ou nenhuma citotoxicidade, sendo bons candidatos para uso médico.
Conforme a Tabela 6.4 da norma ISO 10993-5, todos os materiais apresentam uma
leve citotoxicidade.

Tabela 6.4. Classificacao de citotoxicidade segundo a norma ISO 1099-5.

Viabilidade celular (%)*
Citotoxicidade Faixa
N&o -citotdxico > 90
Levemente citotoxico 80 a 89
Moderadamente citotoxico 50a79
Severamente citotoxico <50

* porcentagem em relacdo ao controle
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De maneira geral, todos os materiais implantados geram uma resposta
imunoldgica, quer seja pelo material, quer seja pelo processo cirurgico. Dependendo
desta resposta, o implante terd sucesso em sua funcao ou pode ser rejeitado ou
encapsulado. Apesar dos arcababoucos investigados apresentarem uma resposta
citotéxica leve, esta pode trazer beneficios no processo de cicatrizacdo e
remodelamento do tecido na area implantada. Estudos recentes, mostram que além
das células-tronco serem atraidas aos locais de injuria tecidual, por intermédio de
quimiocinas, elas também podem modular a resposta inflamatéria no local (DAZZI,
2006; SCHEIBE, 2012).

A analise in vitro da viabilidade celular é o primeiro passo para avaliar a
biocompatibilidade de um biomateral. No entanto, outras caracteristicas dos
biomateriais também sao importantes quando se avalia o sucesso destes quando
implantados. Um aspecto muito importante € a adeséao celular.

6.4.2. ADESAO E PROLIFERAGCAO CELULAR

A importancia da adesao esta relacionada a finalidade para qual se pretende
utilizar o biomaterial. Aqui, sua importancia é significativa, pois se trata de
arcaboucos utilizados em Engenharia Tecidual, onde se visa a regeneracao e o
remodelamento de tecidos duros ou moles. Isto se difere de dispositivos utilizados
em contato com o tecido sanguineo, onde a adesao celular pode levar ao acumulo
de plaquetas e células responsaveis pela a coagulacao, e deste modo inviabilizar a
utilizacao do biomaterial.

Assim, nos arcaboucgos a adesao celular € um importante parametro pelo qual
superficies podem ser avaliadas para determinar a adequagéo para 0 uso proposto
como biomateriais na Engenharia Tecidual. A capacidade da célula em aderir e
proliferar-se sobre a superficie do material € a primeira fase de interagdao célula-
material (EL-AMIN, 2003).

Desta forma, foi analisada a adesdo e proliferacdo de células-tronco
mesenquimais de rato nos arcabougos micro e nanoestruturados e seus compositos.
Para tanto, foram avaliados trés periodos: 3, 7 e 14 dias, apds esses periodos, as

células foram fixadas e coradas com Azul de Toluidina e visualizadas em
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microscépio Optico para observar a adesao das células, bem como sua morfologia,
que foram comparadas ao grupo controle - células cultivadas sobre a placa de
cultura. Igualmente, foi avaliada a proliferacdo das células nos periodos citados
através da comparacdo entres os grupos e periodos. A proliferagcao foi avaliada
utiizando o ensaio de MTT nas células aderidas nos arcabougos, permitindo
determinar a taxa de proliferacdo das células aderidas quando comparada ao grupo

controle.

A Figura 6.17 apresenta um grafico de proliferacdo dos arcaboucos nos
periodos de tempo investigados. Como a adesao e a proliferacdo sao caracteristicas
que estdo intimamente interligadas na interacdo célula-material, elas seréao

discutidas em conjunto, para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos.

Observa-se que em todos os periodos as células proliferam, mostrando
excelente atividade celular. Quando comparado a proliferacdo entre os dias para
cada grupo, foi encontrada uma diferenca estatistica no grupo controle no dia trés,
quando comparado aos dias sete e quatorze. Ao contrario do grupo PHB, que
apresentou uma diferenca significativa na proliferacdo nos dias trés e sete quando
comparado ao dia quatorze. Ambos os compdstios mostraram somente diferenca
estatistica no dia trés comparado ao dia quatorze.

No entanto, quando os grupos foram comparados entre eles em cada periodo,
observa-se uma diferenca na proliferacado do grupo PHB no dia trés em relacdo aos
grupos controle no dia sete e para ambos o0s arcaboucos e grupo controle no dia
quatorze. Nos demais periodos, e grupos, nao foram encontradas diferengas

significativas.

Observando o grafico da proliferacdo, nota-se que o grupo PHB apresenta
baixa proliferagdo nos periodos de trés a sete dias. Essas curvas podem ser
explicadas pelas caracteristicas da célula e da interacdo desta com a superficie do
arcabouco PHB. Também encontra-se uma diminuicdo na proliferacdo do grupo

controle entre os dias sete e quatorze.
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Figura 6.17. Taxa de proliferagao celular, densidade éptica em fungao do tempo de cultivo (*p<0,05; n=3).

Em se tratando do grupo controle, a diminuicdo da proliferacdo pode ser
atribuida a alta densidade celular encontrada no dia sete, que se observa melhor na
microfotografia das células coradas do controle no dia sete. Esta alta densidade
pode ter contribuido para a diminuicdo da proliferacao das células na superficie do
poco na placa de cultura, na qual se pode notar uma confluéncia das células. Deste
modo, a falta de espaco para as células crescerem pode ter acarretado a diminuigao

da atividade mitética.

A atividade mitética € um mecanismo encontrado nas células eucariéticas que
ajuda a manter o equilibiro nos tecidos, permitindo o crescimento organizado,
evitando o crescimento descontrolado e o surgimento de neoplasias. Um dos fatores
que desencadeia 0 mecanismo é a inibicao da proliferacado celular por contato entre

as células, quando estas se encontram em alta densidade.

Logo, para o grupo PHB, a superficie deste polimero pode ter contribuido

para a diminuicdo da adesao celular. Devido provavelmente a hifrofibicidade do
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PHB, houve uma menor adesao das células e, consequentemente uma menor taxa
na proliferacdo nos periodos iniciais. No entanto, observa-se que as células
proliferam até o dia 14. Estudos mostram que o balanco entre grupos hidrofilicos e
hidrofébicos contribui para uma melhor adesao celular (OLMEDILLA, 2006).

Deste modo, com a adicdo de HAp nos arcabougos C1 e C2 houve uma
diminuicdo da hifrofobicidade do polimero PHB, devido a contribuicdo da
hidrolificidade da HAp, contribuindo para uma melhor adesdo das células. No
entanto, a proliferacao celular permanece discreta nos grupos C1 e C2, ao longo dos
periodos, porém é constante. Essa singela proliferacdo das células sobre os
arcaboucos C1 e C2 pode estar ligada ao comprometimento das CTMs em linhagem

osteoprogenitora.

Até o terceiro dia de cultura, ambos 0s grupos apresentaram praticamente a
mesma densidade celular e ndo produziram uma matriz mineralizada, como sera
visto no item 6.3.3. Apds o terceiro dia, inicia-se a formagé&o da matriz mineralizada
nos arcabougcos C1 e C2 e ha uma diminuicdo na taxa de proliferagdo celular,

quando comparada ao controle.

A diminuicao na taxa de proliferagdo pode estar associada a perda do carater
de auto-renovagédo, caracteristica das células-tronco, levando a uma diminuigdo na
cinética da divisdo das células aderidas nos compaésitos. O mesmo nao é observado
no arcabouco PHB, pois as células, depois do dia sete, apresentam uma taxa de

proliferacao elevada.

As Figura 6.18, Figura 6.19 e Figura 6.20 apresentam imagens obtidas por
microscopia O6tica das células aderidas nos arcaboucos € no grupo controle nos

periodos estudados.
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Figura 6.18. Cultura no dia 3 mostrando as células tronco-mesenquimais aderidas nos arcabougos a)
PHB; b)C1; c) C2 e d) controle. As células estao coradas com Azul de Toluidina.

Figura 6.19. Cultura no dia 7 mostrando as células tronco-mesenquimais aderidas nos arcabougos a)
PHB; b)C1; c) C2 e d) controle. As células estdo coradas com Azul de Toluidina.
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Figura 6.20. Cultura no dia 14 mostrando as células tronco-mesenquimais aderidas nos arcaboucgos
a) PHB; b)C1; c) C2 e d) controle. As células estao coradas com Azul de Toluidina.

Constata-se que as células nos arcabougos apresentam morfologia similar a
do grupo controle, apresentam caracteristicas de células aderidas, morfologia
estrelada. Também, é vista a interacdo entre célula-célula, e que elas estédo
espraiadas sob a superficie dos arcaboucos, isso devido aos prolongamentos
citoplasmaticos que estado indicados com setas pretas. Observa-se, principalmente
no arcabouco C1, que as células estao no interior da matriz. Como foi visto pelas
imagens do MEV, as mHAp dispersas na matriz eletrofiadas diminuem o nimero de
fibras, formando um maior espaco entre elas, e consequentemente, ha um aumento
nos tamanho de poros entre as fibras. Essa estrutura estratificada permite que as
células se infiltrem na matriz do arcabougo. Nota-se ainda, a ancoragem das células
pontualmente ao longo das fibras indicado pelas setas brancas.

Resultados semelhantes obtiveram lto et al. (2005) ao fabricaram membranas
eletrofiadas de poli (3- hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e produziram um
compdsito com hidroxiapatita pela técnica de imersdao em fluido corporal simulado.
Avaliaram a biocompatibilidade comparando as membranas produzidas e o filme de
PHBV de superficie lisa. Observaram que a hidrofibicidade das fibras eletrofiadas
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diminuiram apds a deposi¢cdo de HAp, e houve um aumento na area superficial
especifica no composito de HAp e a membrana eletrofiada. Consequentemente,
ocorreu um aumento na adesdo celular, embora a adesdo celular ndo fosse

significativamente afetada pela combina¢cao com HAp.

6.4.3. MINERALIZAGAO DOS ARCABOUGOS

A Figura 6.21 apresenta os graficos com os valores de densidade 6ptica dos
arcaboucos investigados em funcao de tempo, comparados a densidade Optica do

0sso cortical, utilizado como controle positivo de uma matriz mineralizada.

A produgdo da matriz mineralizada é um indicador de diferenciacdo das
células 6ssea, e a alizarina é utilizada para a confirmacao da mineralizacao através
indicacéo da coloragdo vermelha (BIRMINGHAM, 2012; KYLLONEN, 2013; UDDIN,
2013), devido a sua complexac¢ao com o célcio encontrado da HA quando observado

em microscopia otica.
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Figura 6.21. Valores de densidade Optica de ALS nos arcaboucos investigados em fun¢édo de tempo,
comparados a densidade optica do osso cortical (n=3, p< 0,05).
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Como os arcaboucos compdsitos apresentam em sua matriz HAp ficaria dificil
analisar o quanto as células contribuiram, ou se realmente contribuiram, para a
mineralizacdo. Desta forma, a alizarina foi extraida em meio acido com DMSO. Para
nao ter a interferéncia da contribuicdo da HAp dos arcaboucos e consequentemente,

um falso positivo da mineralizagdo da matriz.

Observa-se na Figura 6.21 que todos os arcaboucos e o controle (células
mesenquimais) apresentam diferenca significativa quando comparada ao controle
positivo (osso cortical). No entanto, os grupos C1 e C2 apresentam a partir do dia
sete um aumento na mineralizacdo, indicando que as células estdo produzindo uma
matriz mineralizada sobre os arcaboucos. Comparando o grupo controle e o
arcabouco PHB, em todos os periodos as células mantém um nivel basal, que nao é
um indicativo de producdo baixa da matriz mineralizada e sim devido ao calcio
encontrado nas células devido ao seu metabolismo normal. A mesma Figura 6.20
permite comparar 0s grupos controle e os arcaboucos, visualizando-se a formacao
da matriz mineralizada nos arcaboucos C1 e C2.

No dia trés, ambos os grupos apresentam um nivel basal, sendo que no dia
sete, pode-se observar a producao da matriz mineralizada nos arcaboucos C1 e C2.
Se tratando do arcabouco C1, quando comparado ao grupo controle no dia sete, foi
encontrada uma diferenca significativa na produgdo da matriz mineralizada. O
mesmo nao foi encontrado quando se comparou o arcabouco C1 ao arcabouco PHB
e ao arcabouco C2 no mesmo periodo. No entanto, quando comparado no dia trés,
todos os grupos demonstraram diferenga significativa, sendo observada também
uma diferenca significativa no dia 14 entre o grupo controle e o arcabougo PHB. No
dia quatorze, o arcabouco C1 difere na producao da matriz mineralizada para ambos
os grupos controle e PHB em todos os periodos, ndo sendo encontrada diferenca
estatistica quando se compara os grupos C2 e C1 no dia sete.

O arcabouco C2 no dia 14 também apresenta uma diferenca significativa
quando comparado aos grupos controle e PHB nos periodos analisados. No entanto
no dia trés e sete, ndo foi encontrada uma diferenca significativa quando o

arcabouco C2 foi comparado ao grupo controle e ao PHB. Nos periodos dos dias
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sete e quatorze, quando os arcabougos C1 e C2 sdo comparados, nao foi
encontrada uma diferenga significativa. Para uma melhor visualizagdo na Figura
6.22 é observada a diferenca da mineralizacao entre os arcaboucos nos periodos

avaliados.
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Figura 6.22. Valores de densidade éptica de ALS nos arcaboucos investigados em funcéo de tempo
comparado entre os grupos (As barras corresponde as diferencas estatisticas entre os grupos).

E evidente que a influéncia do comportamento celular é muito complexa, e os
mecanismos de resposta celular a mudanca ambiental ainda ndo estao totalmente
elucidados. Neste trabalho, ndo foi avaliada a expressdo de marcadores génicos e
protéicos de diferenciacdo osteogénica. No entanto, foi possivel demonstrar que

ocorre a producao de uma matriz mineralizada.

Comparando os resultados obtidos e apresentados nesta Tese com os
achados de Liu et al. (2013) o qual relataram que a composicao e as caracteristicas
estruturais préximas a MEC o6ssea natural dos arcaboucos, eletrofiados com
nanoparticulas de hidroxiapatita/quitosana, induziram a diferenciacdo osteogénica
das CTM da medula éssea, tanto in vitro como in vivo. Esta diferenciagcdo ocorreu
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através da ativacao da via de sinalizacdo mediada pelas integrinas e BMP/Smad.
Bem como, o trabalho de Wang et al. (2012) o qual mostraram que a adesao das
CTMs a matriz extracelular afetam a forma da célula, a mecénica do citoesqueleto e
a sinalizacao induzida mediada pela BMP na diferenciacdo osteogénica de CTMs.
Torna-se evidente que a adicdo da HAp e a estrutura das fibras contribuiram a
inducdo das CTMs, promovendo a mineralizacdo dos arcabougos. Estes
mecanismos de controle da adesdo ressalta a importancia do microambiente na
regulacao da diferenciacao de células-tronco. De fato, a elaboracdo de MEC durante

a osteogénese é fundamental para o desenvolvimento 6sseo.

Evidéncias encontradas na literatura, que estdo de acordo com os achados
deste trabalho o qual demonstram que o aumento da rugosidade na superficie
polimérica (isto €, a maior faixa de irregularidades na altura) leva a diminuicdo da
proliferacdo osteoblastica e aumento da diferenciagdo osteogénica (BARBIERI,
2013). Bem como, a existéncia de nHA na matriz polimérica pode acelerar a cinética
de mineralizacao in vitro da matriz extracelular (FRICAIN, 2013).

Outras evidéncias, no que diz respeito a micro e nanoestruturas, a medida
que estas estruturas aumentam a area superficial especifica dos arcaboucgos, podem
promover interacbes com fatores de crescimento, incluindo BMP.
Consequentemente, desencadear a inducdo de células osteoprogenitoras
indiferenciadas em linhagem osteogénica. Através do aumento na expressado de
osteocalcina, um marcador especifico de o0sso envolvido no controlo de
mineralizacao (FRICAIN, 2013).

Desta forma, existe um forte indicio que as células-tronco mesenquimias
comprometeram-se em uma linhagem osteogénica. No entanto, futuramente faz-se
necessaria a realizacdo de um trabalho mais detalhado, para revelar os mecanismos
da interacdo célula—material envolvidos no processo de mineralizacdo e

diferenciacao ocorrida nos arcabougos estudados.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos experimentalmente neste trabalho é possivel

inferir as seguintes conclusdes:

Foi possivel a fabricagdo de arcaboucos, através da técnica de eletrofiacao
micro e nanoestruturados de PHB e hidroxiapatita. Estes apresentaram estruturas e
tamanhos de fibras diferentes. Para o arcabougo de PHB: 0,55 +0,15 pm , C1 0,62
+0,19 ume C2: 0,66 + 0,13 um.

Houve um aumento na area superficial dos arcabougos compésitos C1 e C2
de cerca de 200% e 100%, respectivamente, quando comparados ao arcabouco
PHB, bem como um aumento de cerca de 200% nos didmetros dos mesoporos de
ambos compdsitos quando comparado ao arcabouco PHB.

A incorporagéo de HAp nos arcabougos altera as propriedade viscoeléstica do
polimero PHB de 424 MPa a 26 e 28 MPa nos arcaboucos C1 e C2, repectivamente,
com a diminui¢do dos médulos de armazenamento e de perda dos arcaboucos.

Foi possivel avaliar o teor de HAp nos arcaboucos, sendo esta
correspondente a 45 e 16 % do peso dos arcaboucos C1 e C2, respectivamente. O
que torna o arcabouco C2 mais interessante para a fabricacdo de compdsitos para a
utilizacdo na regeneracao 6ssea. Devido a menor quantidade de HAp utilizada na
producgéo do arcabouco e pelo fato de produzir uma mineralizacao tao efetiva quanto
a produzida pelo acabouco C1.

Pela avaliacado in vitro, observou-se que todos os arcaboucos apresentaram
elevada biocompatibilidade, cerca de 80%, e promoveram a adesao e proliferacéo
das células-tronco mesenquimais de ratos. A presenca de uma fase mineral de HAp

nos arcaboucos, favoreceu a producao de uma matriz mineralizada pelas células.

A deposicdo da matriz mineralizada e a atividade celular € um indicativo da

diferenciacao das células-tronco mesenquimais em linhagem osteogénica.

Os arcaboucos comopdésitos apresentam caracteristicas osteocondutoras e
uma potencial osteo atividade, o que os torna 6timos candidatos para arcaboucos

utilizados na regeneracao 6ssea a onde nao se requer forgas excessivas.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Através dos resultados obtidos neste trabalho, é sugerir os seguintes temas

para trabalhos futuros:

Avaliacao da expressao génica e de proteinas chaves na diferenciacao

ossea;

Adsorcdo de nHA com diversas razoes de Ca/P sobre as fibras
eletrofiadas;

Adsorcao de farmacos revestidos com nHA sobre as superficies dos
arcaboucos,

Avaliacao in vivo da biocompatibilidade dos arcaboucos,

Avaliacao da nanoestruturas das fibras pela técnica de Microscopia de

forca atbmica.
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ANEXO A

Arcaboucos eletrofiados de PHB

Figura A.1. Imagens obtidas do MEV das fibras de PHB com diferentes fluxo de infusédo no processo
de eletrofiacdo. Em a) 1,5 mL/h, b) 3,0 mL/h e ¢) 2,0 mL/h
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Arcaboucos eletrofiados de PHB/HA

Figura A.2. Imagens obtidas do MEV das fibras de PHB/HA com diferentes fluxo de infusédo no
processo de eletrofiacdo. Em a) 3,5 mL/h, b) 4,0 mL/h e ¢) 2,0 mL/h.
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Arcaboucos eletrofiados: solucao de HA

Figura A.3. Imagens obtidas do MEV das fibras de PHB em solugéo com diferentes concentra¢des de
HA. Em a) 0,1 mg/mL, b) 0,2 mg/mL e c¢) 0,5 mg/ mL.
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ANEXO B

Tabela estatistica: Proliferacao

2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed Data 7
2
3 |Twoway ANOVA Ordinary
4 |Alpha 0.05
5
6 |Source of Variation % of total variation P value P value summary |Significant?
7 | Interaction 3.087 0.7801 ns No
8 | Row Factor 54.91 < 0.0001 Yes
9 | Column Factor 18.70 0.0024 - Yes
10
11 |ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
12 Interaction 0.01703 0.002838 F (B, 24) = 0.5298 P =0.7801
13 | Row Factor 0.3029 2 0.1514 F(2,24)=28.28 P < 0.0001
14 | Column Factor 0.1032 3 0.03439 F (3, 24) = 6.421 P =0.0024
15 | Residual 0.1285 24 0.005356
16
17 |Number of missing values|0
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2way ANOVA
Multiple comparisons

1 |Compare cell means regardless of rows and columns

2

3 |Number of families 1

4 [Number of comparisons per family 66

5 |Alpha 0.05

6

7 |Tukey's multiple comparisons test Mean Diff.  |95% CI of diff. Significant?  |Summary
8

9 3:Cnt vs. 3:PHB 0.1037 -0.1118 to 0.3191 No ns
10 | 3:Cntvs. 3:C1 0.0580 -0.1575t0 0.2735 Nao ns
11 | 3:Cntvs. 3:C2 0.06633 -0.1491 to 0.2818 No ns
12 | 3:Cntvs. 7:Cnt -01777 -0.3931 to 0.03779 No ns
13 | 3:Cntvs. 7:.PHB 0.0580 -0.1575 to 0.2735 No ns
14 | 3:Cntvs. 7:C1 -0.06033 -0.2758 to 0.1551 No ns
15 | 3:Cnivs. 7:C2 -0.0720 -0.2875 t0 0.1435 No ns
16 | 3:Cntvs. 14:Cnt -0.2270 -0.4425 to -0.01155 Yes -
17 | 3:Cnivs. 14:PHB -0.1123 -0.3278 0 0.1031 No ns
18 | 3:Cntvs. 14:C1 -0.1717 -0.3871 to 0.04379 No ns
19 | 3:Cntvs. 14:C2 -0.1590 -0.3745 to 0.05645 No ns
20 | 3:PHB vs. 3:C1 -0.04567 -0.2611 to 0.1698 No ns
21 | 3:PHBvs. 3:C2 -0.03733 -0.2528 to 0.1781 No ns
22 | 3:PHBvs. 7:Cnt -0.2813 -0.4968 to -0.06588 Yes b
23 | 3:PHBvs. 7:PHB -0.04567 -0.2611 1o 0.1698 No ns
24 | 3:PHBvs. 7:C1 -0.1640 -0.3795 to 0.05145 No ns
25 | 3:PHBvs. 7:C2 -0.1757 -0.3911 to 0.03979 No ns
26 | 3:PHBvs. 14:Cnt -0.3307 -0.5461 t0 -0.1152 Yes
27 | 3:PHBvs. 14:PHB -0.21860 -0.4315 to -0.0005454  |Yes -
28 | 3:PHBvs. 14:C1 -0.2753 -0.4908 to -0.05988 Yes *
29 | 3:PHBvs. 14:.C2 -0.2627 -0.4781 to -0.04721 Yes -
30 | 3:.C1vs. 3:C2 0.008333  |-0.2071 to 0.2238 No ns
31 | 3:C1vs. 7:Cnt -0.2357 -0.4511 to -0.02021 Yes -
32 | 3:C1vs.7:PHB 0.0 -0.2155t0 0.2155 No ns
33 | 3:.C1vs. 7:C1 -0.1183 -0.3338 to 0.09712 No ns
34 | 3:C1vs. 7:C2 -0.1300 -0.3455 to 0.08545 No ns
35 | 3:C1vs. 14:Cnt -0.2850 -0.5005 to -0.06955 Yes -
36 | 3:C1vs. 14:PHB -0.1703 -0.3858 to 0.04512 No ns
37 | 3:C1vs. 14:C1 -0.2297 -0.4451 1o -0.01421 Yes -
38 | 3:.C1vs. 14:C2 -0.2170 -0.4325 to -0.001545 Yes -
39 | 3:C2vs. 7:Cnt -0.2440 -0.4595 to -0.02855 Yos -
40 | 3:C2vs. 7:PHB -0.008333  |-0.2238 to 0.207 1 No ns
41 | 3:C2vs. 7:C1 -0.1267 -0.3421 to 0.08879 No ns
42 | 3:Cavs. 7:C2 -0.1383 -0.3538 to 0.07712 No ns
43 | 3:C2vs. 14:Cnt -0.2933 -0.5088 t0 -0.07788 Yes ==
44 | 3:C2vs. 14:PHB -0.1787 -0.3941 to 0.03679 No ns
45 | 3:C2vs. 14:C1 -0.2380 -0.4535 to -0.02255 Yos -
46 | 3:C2vs. 14:C2 -0.2253 -0.4408 to -0.009879 Yes -
47 | 7:Cntvs. 7:PHB 0.2357 0.02021 to 0.4511 Yes -
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Tabela estatistica: Mineralizacao
2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed ALScmp
2
3 [Two-way ANOVA Ordinary
4 |Alpha 0.05
5
6 |Source of Variation % of total variation P value P value summary |Significant?
7 | Interaction 5.709 0.0022 b Yes
8 | Row Factor 3.511 0.0004 Yes
9 | Column Factor 88.85 < 0.0001 i Yes
10
11 |ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
12 | Interaction 0.3674 0.04593 F (8,15 =5.555 |P=0.0022
13 | Row Factor 0.2260 0.1130 F(2,15)=1366 |P=0.0004
14 | Column Factor 5.718 1.430 F(4,15)=1729 |P < 0.0001
15 | Residual 0.1240 15 0.008269
16
17 |Number of missing values|0
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2wy ANOVA
Mulliple comparisons
1 |Compare call moans regardiess of rows and columns
2
3 [Mumber of tamikes
4 |Mumbser of comparisons per family 105
5 |Alpha 0.05
B
T | Tukey's muitiple compansons tast Maan DI, [95% Gl of . Significant? | Sumimary
8
g 3:Cnt vs. 3:PHBE 00100 -0.37 32 to 0.3532 M ns
10 | z:Cntvs. 3:.C1 0.002000 -0.3612 1o 0.3652 NO ns
1 ICntvs. 3.C2 00245 -0.3877 to 033687 MO ns
12 | 3Cntvs. 3.C+ -1.181 -1.554 10 -0.82T6 Yas
13 | 3:Cntvs. 7:Cnt 0.0045 -0.3677 to 03587 MO ns
14 | 3:Cntvs. 7:PHB 0.0185 -0.3827 to 0.3437 MO ns
15 | 3:Cntvs. 7:Gi 0.3785 -0.7427 1o -0.01625 Yas *
16 | Z:Cntvs. 7:C2 02750 -0.6382 1o 0.08825 NO ns
17 | 3:Cntvs. 7:C+ -1.181 -1.554 10 -0.8276 Yas
18 | Z:Cntwvs. 14:Cnt 40,0035 -0.3667 1o 0.3597 No ns
18 | 3:Cntvs. 14:PHE -0.0080:00 -0.3712 1o 03552 MO ns
20 | 3:Cntwvs. 14:01 0.650% -1.014 10 -0.2873 Yas
21 | 3Cntvs. 14:C2 0.4245 -0.7877 to-0.06125 Yas :
22 | 3Cntvs. 14:C+ -1.181 -1.554 10 -0.8276 Yas
21 | 3 PHB vs. 3:.G1 00120 -0.3512 to 03752 MO ns
24 | 3PHB vs. 3.02 0.0145 -0.3777 to 03487 MO ns
25 | ZPHE Vs 30+ -1.181 -1.544 10 -0.8176 Yas =
26 | 3:PHE vs. 7:Cnt 0.0055 -0.3577 1o 036687 MO ns
2T | 3'PHBE vs. T'PHB -0.008500 -0.37 27 1o 03537 MO ns
28 | 3:PHB vs. T:C1 0.3685 -0.7 327 10 -0.006250 Yas "
20 | 3:PHBE vs. T:C2 -0.2650 -0.6282 10 0.09825 MO ns
30 | 3:PHBE vs. T:C+ -1.181 -1.544 10 -0.8176 Yas -
3 | 3PHB vs. 14:Cnt 0.006S -0.3567 to 0.3697 M ns
32 | 3PHE vs. 14:PHE 00020 -0.3612 to 0.3652 M ns
33 | 3PHBE vs. 14:C1 0.6405 -1.004 10 -0.2773 Yas =
34 | ZPHE Vs 142 0.4145 07777 o -0.05125 Yas *
35 | ZPHE Ve 14:Cs -1.181 -1.544 10 -0.8176 Yas =
36 | 3C1vs. 3IC2 0.0265 -0.3887 1o 03367 MO ns
a7 | 3:G1vs. 3G+ -1.183 -1.556 10 -0.8206 Yas =
3B | 3C1vs. 7:Cnt -0.006500 -0.3687 10 0.3567 MO ns
M | 3:C1vs. T:PHE 0.021% -0.3847 10 03417 MO ns
40 | 3:C1vs. T:C1 0.3815 -0.7447 10 -0.01825 Yas "
41 | 3C1vs. T:C2 D2TT0 -0.6402 to 0.0BE2S M ns
42 | 3C1vs. T:C+ 1.183 -1.556 10 -0.8226 Yas
43 | 301 ve 14:Cnt -0.005500 -0_3687 to 03577 MO ns
44 | 301 vs 14PHBE -0.01000 -0.37 32 to 0.3532 MO ns
45 | 3:C1vs. 14:C1 06525 -1.016 10 -0.2833 Yas =
46 | 361 vs. 14:C2 0.4265 -0 7887 to-0.06325 Yas *
a7 | 361 vs. 14:C+ -1.183 -1.556 10 -0.8206 Yas =
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88 | aCaws 3T 1165 -1.530 1o -0.8031 Yas e
28 | 302 vs. 7:Cnt 0.0Z00 (L3433 o DUENED Mo S
Al | atavs 7 PHE C.O05000 [-0.3582 bo 0U35E0 Mo S
o1 | 3Caws 701 L3S0 DT 182 o OLO0ETR0 Mo e
ad | aCaws. 702 L -DE13T o DL Mo s
od | ataws 70+ 1165 -1.530 1o -0.8031 Yas e
o4 | 302 vs. 1400 0.0EH0 L3433 bo LEST Mo S
a0 | ATy 1&PHE 0.OHES -DL3EET bo 0377 Mo e
8 | 3T2wm. 1401 - DEPE0 08883 o J0.2E38 Yas o
57 | aCovs. 1403 04000 0763280 003675 |Yes .
of | a2 vs. 14Cs 1488 -1.530 1o -0.8031 s e
58 | aCsvs. 7Cnl 1BE [LE23 1o 1.550 Yas i
Bl | 3. ws 7:PHR A7 02021 o 1.635 as v
B1 | aCvs. 701 D.E113 L 1o 1175 Yas e
bd | aC.vs. 702 05158 [LS52E 1o 1.278 Yas e
B3 | aC.ivs. 7L+ 0.0 -[L36A o [LBEED Mo 5
B4 | 3iC.vs 14:Cm 187 0E241 o 1.651 as v
BS | a3l ws. 14:PHBE 1.183 OS5 o 1.545 Yas e
bb | 3T+ ws. 14:01 0.5403 AT Io 0.9036 Yas -
BT | aC.vs. 14L2 0.7 EES L0 1o 1.130 Yas i
BH | aC.ws 14:Cs 0.0 -(L3EA o [LBEET Mo 5
ED | 7t ws. T:FHE i T} |- -0.3782 o DL34ED Mo s
0| 740k ws. 7201 L3S0 0,738 bo -0.01175 Yas '
™ | 7Ok ws. 702 OLETOE -UE3IT o OLOSET B Mo

T | 7 ws. .04 1488 -1.550 1o -0.8231 s o
T3 | 7Tk ws. 14T 000D -DLIE2T o 035D Mo s
T8 | 7int ws. 140PHE QLD -0.3567 bo DLENT Mo s
T8 | 740nk ws. 1401 - DLE4ED -1.009 1o -0.2828 Yas o
18 | 740 ws. 1452 04200 -0.7832 o 0. 0567 s :
T | 7Ot ws. 18T+ 48 {550 10 - 0LB234 Yas e
TH | 7R vs T L3500 -0.7237 o OLDXETED Mo s
™ | 7PBys TC2 LTS -E1ET o DLADTT Mo s
Bl | 7PHBvs 7T AT -1.53% 1o -0.8081 s e
B | 798 yvs 14Cn 0.OHED -DL3ET 2 o OL3TED Mo s
B! | 79 yvs 14-PHB L.OH15 03517 o 03T Mo e
Bl | 7Py 1401 LEI10 (L5943 o 02678 Yas o
B | 7PHB s 1407 D0 07682 b0 004175 [Yes '
BS | 7PHE s 140 AT -1.535 1o -0.8081 Yas i
BE | 7C1ws. 702 DL 1045 ..25ET bo OLASTT Mo e
BT | 701 ws. 704 B3 475 1o -0.£481 Yas e
BY | 701 vs. 14Cnt 0.37ED 01276 o 07332 Yas '
B9 | 701 vs. 14PHE D.ET1E CLO0EEE0 o 07347 Yas :
Bl | 701 wm. 18101 1LZTi0 -UE3ED o 0L Mo e
B4 | 701 vs 14103 T ) .0L&083 o 03152 Mo e
82 | 701 vm. 14C4 B3 A.175 1o -0.£481 Yas e
83 | 702 vws 70+ OS5 -1.278 10 -0.5526 s e
94 | 702 vs. 14Cn 027G LI TS b QUEET Mo 5
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85 | 7Covs. 14PHE 02670 00862 o 0 5307 Mo s

B | 7Cows. 1401 L3S 07387 b0 DS |Yes '

U | 7C2vs. 1402 L4 05127 bo D21 Mo

B8 | 702vs. 14T+ NI -1.278 10 -0.5528 Yas v
[0 | 7C+vs. 140t 187 DLER4 o 155 Yes T

M 754 ws. 18:PHB 183 05196 to 1.546 s e

MH | 704 ws. 14:01 0.5403 A7 I 0.5035 Yas -

ML | 7404 ws. 1402 0.7EED L4031 1o 1,130 Yas v

M | 704 ws. 140+ 0.0 -0.3537 fo 03537 Mo TS

104 | 4Tk ws. 14PHE - LS -0.3677 fo OL35ET Mo TS

M | 140t ws. 14201 -LE4TD -1.010 1o -0.2838 Yas -

108 | 140t ws. 1402 L4210 -0.7H42 bo 0057 TS Yas :

0¥ | 140k ws. 14154 1487 i.551 fo -0u8241 s e

108 | 14 PHE s 14 - DEAES -1.006 1o -0.3733 s -

B | 4 PHEys 1402 LA ES 077E7 bo 005325 |Yes ’

HO | 14 PHE s 140 -1.183 1,545 1o -0.81 95 Yas v

| 14019 ws. 14102 0.Z3E0 -0.1372 fo OUSEET Mo TS

M2 | 1401 ws. 14154 T T -0.3036 ko 0.1771 s "

3| 1402 ws. 14104 LL7EER -1.130 1o -0.4031 Yas v
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118 | 3:Cnt ws. 3:PHE [0.05ED (0LOSED 0,000 QLE0Ea

M2 | 3Cnkws. 3:C1 0.05ED 0L OP5400 0.00S000 L0053

120 | 3:Cnkws. 3:02 0.05ED (L0050 B I et B 0L0r0e3

T3 | 3:Cnt ws. 3:0+ [0.05ED 1247 1.121 QLS0Ea

122 | 3:Cnt ws. 7:Cm [0.05ED LS00 00045 QLE0Ea

123 | 3Cnt ws. 7:FHE 0.05ED 0LO7G DS L0053

124 | 3:Cnt ws. T:C1 0.0BED OL43EE 0. 375 QLS0Ea

15 | 3:Cntws. 7:02 [0.05ED 0LE30 03750 QLS0Ea

128 | 3:Cntws. 70+ [0.05ED 1247 1.121 QLE0Ea

12F | 3Cng ws. 14:Cn 0.05ED 0L OP 0003 L0053

128 | 3:Cnt ws. 147HE 0.0BED LOE40 0008000 |ouososd

18 | 3:Cnt ws. 141 [0.05ED (0L 70En 0550 QLS0Ea

130 | 3:Cnt ws. 1402 [0.05ED LS00 04245 QLE0Ea
[TH | 3Cre ws. 1410+ 0L0BED 1247 1.151 0L 0S0E3

132 | aPHBvs 301 [.0EED (LO40 0020 QLS0Ea

132 | a P8 ye 3Lz [.0EED CLOS0R0 00145 QLS0Ea

1M | 3P ye 30y [.0EED 1247 1.181 QLE0Ea

148 | 3P v 7Ll [.0EED 0LOE0E 0LO08E QLS0Ea

12 | 3FHEvs 7-PHE [.0EED OLOTEE 00000 |ouososa

147 | aPHBve 701 [.0EED L3 = QLS0Ea

138 | 3P Bys TL2 [LDEED 0_z310 02550 0L 0S0E3

18| 3P vs 7L+ [.0EED 1.247 1,181 QLS0Ea

140 | 3PHBve 14:Cnl [.0EED 0LOEE 0LO0ES QLS0Ea

13 | 3 PHEvs 14-PHE [.0EED 0LOE40 00020 QLS0Ea
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192 | aPHBvs 14:CH 0.0EED 0LT0EE ) 0LCEEa
128 | aPHBve 14102 0.0EED 0L4S08 08145 OLCEEa
18 | aPHBwe 140 0.0EED 1.247 ERT-]] 0L0E0Ea
122 | a:C1ws. 3Lz 0.0540 0LCE0ED 00255 0LCEEa
185 | a:C1ws. 3ty 0.0540 1.247 R OLCE0Ea
187 | 301 ws. 7:Cm 0.0540 0LOES08 000ES00 |0.0m0ea
182 | a1 ws. 7:FHE 0.0840 OLOTESE 002 OLCEEa
183 | a1 ws. 7:01 0.0540 LA 03815 OLCE0Ea
180 | a1 ws. 7L2 0.0540 LD 0270 0LCEEa
18 | 3T ws. 70+ 0.0540 1.247 153 OLCEEa
152 | 301 ws. 180ne 0.0540 (0LCEEE 000s00  |oos0ea
188 | a1 ws. 14PHE 0.0540 OO 0.0 000 OLCEEa
19 | 3T ws. 14101 0.0540 LTSS 0 E52S OLCE0Ea
1585 | 301 ws. 18102 0.0540 0400 &P 0LE0Ea
1% | a:C1 ws. 145+ 0.0540 1.247 153 0LCEEa
167 | a:Caws. als 0.08050 1.247 188 OLCEEa
1% | aifzws. 7:Cni 0.08050 0LOE0E 0O 0LCEEa
188 | aizws. 7:PHE 0.08050 OLOTESE 0008000 OLCEEa
180 | 3z ws. 701 008050 043 0. 3550 0L0E0Ea
161 | a:lzws. 7Lz 0.08050 OLED ] 0LOE0Ea
162 | a:Caws. 744 0.08050 1.247 A.188 OLCE0Ea
1B | a3 ws. 1410 0.08050 0L0EEE 0D 0LOE0Ea
16 | ailzws. 14PHE 0.08050 OO 0.CHES 0LCEEa
165 | aiCaws. 14101 0.08050 0TS 06260 OLCEEa
1B | 302 ws. 1402 0.08050 L4200 01,8000 0LOE0Ea
16T | 3Tz ws. 145+ 0.08050 1.247 185 OLCEEa
182 | asws. 7:Cni 1.247 0006 1.1BE 0LOE0E3
168 | 34 ws. 7:PHE 4T falar)s 1171 0LE0Ea
10| a3 ws. 7:01 1.247 LA 0213 OLCE0Ea
1M | aCiws 7Lz .247 OLEE0 0.2 58 0LCE0ea
12| al+ws. 7L+ f.247 1.247 oo 0LCEEa
T3 | atsws. 14:Cm 247 0L 1467 OLCEEa
174 | 3Ty ws. 18:FHB 4T CLOE0 1.1B3 0L0E0Ea
T3 | aiews. 14:01 .247 0TS 05403 OLCEEa
175 | a:C.iws. 14:02 1.247 L4306 0_7EE3 0LCE0Ea
1TT | 3T ws. 18:04 247 1.247 oo 0LE0Ea
178 | 7inews. 7:FHB 0.0E05 OLOTSE 00450 OLCE0Ea
178 | 7aCnews. 7:04 0.0E05 L4350 0370 OLCEEa
T80 | 7inews. 7:02 0.0E05 LD 0370 0LCEEa
T | 7inews. 704 0.0E05 1.247 .18 OLCEEa
TH2 | 70t ws. 1400 00605 (0LCEEE 0000 0L0E0Ea
18 | 7Tt ws. 14PHE 0.0E05 OO 00,003 OLCEEa
T8 | 7Tt ws. 18101 0.0E05 LTSS 06450 OLCE0Ea
185 | 7intws. 142 0.0E05 L4208 0.E200 0LCEEa
185 | 7inews. 14:C4 0.0E05 1.247 .15 OLCEEa
{87 | 7PHBws 704 0.0V 55 LA 03500 0LOE0Ea
T8 | rPHBws T2 0.0V 55 LD ) 0LCEEa
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