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RESUMO

Esta tese apresenta a preparacao e caracterizacao de novos materiais compdsitos
organico-inorganicos baseados em celulose bacteriana (CB) produzida pela bactéria
Gluconacetobacter xylinus, colageno tipo | (COL), hidroxiapatita (HA) e peptideos
regulatérios de fatores de crescimento, “osteogenic growth peptide” OGP e
“osteogenic growth peptide [10-14] OGP [10-14] para aplicacdo em regeneragcao
O0ssea. Estudos in vitro e in vivo foram realizados para avaliar o potencial
osteocondutor, osteoindutor e a bioatividade destes compositos. Os peptideos foram
sintetizados pelo método da fase sélida (estratégia Fmoc; SPFS-Fmoc); foram
purificados e caracterizados por HPLC, espectrometria de massas e anadlise de
aminoacidos. Os compdsitos foram preparados nas seguintes composicoes, CB-
COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL. Os compositos CB-COL foram
preparados inicialmente pela funcionalizacdo da CB pura hidratada pela
esterificagdo do aminoé&cido glicina empregando a metodologia SPFS-Fmoc, e em
seguida realizou-se a incorporagdo do colageno empregando 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC). Nos compésitos CB-HA, a precipitagédo da
HA foi realizada em CB pura hidratada seguindo ciclos alternados de imersdo em
solugdes de cloreto de célcio e fosfato de sodio, respectivamente. Adicionalmente,
para preparagao dos compésitos (CB-COL)-HA, o compésito CB-COL foi empregado
como matriz para precipitacdo da HA, cuja precipitagcéo foi similar ao compésito CB-
HA. Para preparagdo dos compdésitos (CB-HA)-COL, foram utilizadas matrizes de
CB-HA para incorporagdo do colageno empregando EDC. As caracterizagbes
realizadas neste trabalho confirmaram a incorporacao do COL as matrizes de CB e
CB-HA por analises de espectroscopia (FT-IR e Raman) e a difracao de raios-X
(DRX) mostrou as alteragdes no padrao de cristalinidade da CB ap6s a incorporagao
do colageno. Nos compositos contendo HA, as andlises de microscopia eletrdnica de
varredura/espectroscopia de energia dispersiva (MEV/EDS), DRX, FT-IR, Raman,
ressonancia magnética nuclear do *'P em estado sélido (RMN do *'P) demonstraram
que nas amostras contendo CB-HA a principal fase precipitada foi hidroxiapatita
deficiente em calcio (CDHA) e no compdsito (CB-COL)-HA foi carbonato-apatita. A
presenca dos peptideos nas amostras foi confirmada por Raman, bem como pela
andlise de liberagéo controlada do OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceina, que



ocorreu em um periodo de 10 h. A analise termogravimétrica revelou que a
porcentagem de fase inorgénica nos compositos contendo HA ndo excedeu 50% da
massa residual, e que no composito CB-COL, a massa residual de COL foi
aproximadamente 8%; adicionalmente, a estabilidade térmica dos compoésitos néo
foi alterada pela esterilizagdo por radiagcdo gama. As caracterizagbes foram
complementadas pelas andlises de taxa de intumescimento e angulo de contato e
resisténcia a tracao. Os experimentos in vitro realizados com células osteogénicas
obtidas de calvaria de ratos recém-nascidos revelaram as membranas contendo HA
obtiveram um atraso na adeséo e proliferacao celular, bem como, menor atividade
de fosfatase alcalina, comparado as membranas CB e CB-COL, com ou sem
peptideo. Por outro lado, as membranas CB e CB-COL contendo OGP
comparativamente na auséncia deste peptideo ou contendo OGP [10-14],
favoreceram maior mineralizagdo da matriz. A andlise in vivo foi realizada
empregando regeneracao éssea guiada, em defeitos 6sseos nao-criticos em fémur
de ratos, os quais foram tratados com as respectivas membranas contendo OGP
[10-14] adsorvidos. Estas membranas foram eficazes para regeneracdo Ossea
guiada para o modelo animal experimental proposto, promovendo a osteoconducéo
e a osteoindugéo. Os compdsitos contendo HA foram bioativos e as membranas CB-
HA e CB-HA OGP [10-14] promoveram uma melhor reparacdo éssea em
comparacao as demais, sendo que a membrana CB-HA OGP [10-14] foi mais eficaz,
apresentando uma reparagdo 0ssea em um menor tempo do que as outras
membranas. Desta forma, os novos compdsitos deverao ser considerados como um

biomaterial alternativo para engenharia tecidual 6ssea.

Palavras-chaves: celulose bacteriana, compdsitos, regeneragdo 0ssea, peptideos

regulatorios, osteoinducao.



ABSTRACT

This thesis presents the preparation and characterization of new organic-inorganic
composite materials based on bacterial cellulose (BC) synthesized by bacteria
Gluconacetobacter xylinus, type | collagen (COL), hydroxyapatite (HA) and
regulatory peptides of growth factors, osteogenic growth peptide (OGP) and
osteogenic growth peptide [10-14] (OGP[10-14]) for application in bone regeneration.
In vitro and in vivo studies were performed to evaluate the properties
osteoconductive and osteoinductive, and bioactivity these composites. The peptides
were synthesized through solid phase methodology (SPS - Fmoc strategy) and
purified and characterized by HPLC, mass spectrometry and amino acid assay. The
composites were prepared such as, BC-COL, BC-HA, (BC-COL), HA and (BC-HA)-
COL. Hydrated BC was modified initially by esterification of glycine amino acid
through SPS - Fmoc strategy followed by cross-linking of type | collagen employing
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) for preparation of BC-COL
composite. In the BC-HA composite, the biomimetic precipitation technique was
performed for precipitation of HA on hydrated BC; BC membranes were sequentially
incubated in solutions of CaCl, followed by Na,HPOQO,, respectively. Additionally, the
preparation of (BC-COL)-HA composites, the BC-COL composite was used as
template for precipitation of HA crystals, following the biomimetic precipitation
technique employed to BC-HA composite; and the preparation of (BC-HA)-COL, the
BC-HA composite was used as template for collagen incorporation employing EDC.
Characterizations performed in this study confirmed collagen incorporation to BC and
BC-HA matrices by spectroscopy analysis (FT-IR and Raman) and that by X-ray
diffraction (XRD) showed changes in the pattern BC crystallinity after collagen
incorporation. In the composites containing HA, analysis of scanning electron
microscopy/energy-dispersive spectroscopy (SEM/EDS), XRD, FT-IR, Raman, *'P
solid-state nuclear magnetic resonance (*'P NMR) revealed that in the samples
containing BC-HA, principal precipitated phase was calcium-deficient hydroxyapatite
(CDHA) and (BC-COL)-HA was precipitated carbonated apatite. Peptide
incorporation in the samples was confirmed by Raman scattering, as well as by
release analysis of labeled OGP with 5,6-carboxyfluorescein, whose release



Xi

occurred at 10 h. Thermogravimetric analyses revealed that the percentage of the
mineral phase in the composites containing HA did not exceeded 50% of the total
weight, and in the BC-COL composite presented a residue around 8%. In addition,
thermal stability of composites was not changed by sterilization by gamma radiation.
The characterization was complemented by swelling, contact angle and tensile
strength tests. Cell culture experiments performed with osteogenic cells were
obtained by of newborn rat calvarial revealed that features of cell morphology for
cultures grown on membranes containing HA showed a delay in cell adhesion and
proliferation, as well as, lower alkaline phosphatase activity compared to BC and BC-
COL membranes, with or without peptide. Furthermore, the membranes BC and BC-
COL containing OGP promoted greater matrix mineralization compared to these
membranes with OGP [10-14] or without peptide. In vivo analyze was performed
employed guided bone regeneration in non-critical bone defects in rat femur, which
were treated with respective developed composites and peptide OGP [10-14]
adsorbed in these samples. The results revealed that these membranes with OGP
[10-14] were effectives for guided bone regeneration to experimental animal model
proposed, promoting osteoconduction and osteoinduction. In addition, composites
containing HA were bioactives. However, BC-HA and BC-HA OGP [10-14]
membranes promoted better bone regeneration in relation to other membranes, and
the BC-HA OGP [10-14] membrane was more effective presenting a bone repair in
less time than the other membranes. Thus, these new composites should be

considered as an alternative biomaterial for bone tissue engineering.

Keywords: bacterial cellulose, composites, bone regeneration, regulatory peptides,

osteoinduction.
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Figura 43 - A: curvas termogravimétricas das amostras CB, (CB-COL)-HA, (CB-
COL)-HAy, (CB-COL)-HA OGP [10-14] e (CB-COL)-HA OGP [10-14]y. B: curvas
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d: (CB-COL)-HA OGP [10-14] T=0s e T=10s, respectivamente; e e f: (CB-COL)-
HA OGP T=0s e T=10s, respectivamente. B) Amostras do grupo da (CB-COL)-
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Figura 50 - Tipicas curvas de tensao-deformagdo das membranas CB (A), CB-HA
(B), (CB-HA)-COL (C), CB-COL (D) e (CB-COL)-HA (D) antes e apo6s a
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03 (D-F) e 07 (G-I) dias. Fluorescéncia verde (faloidina conjugada com Alex
Fluor 488) indica o citoesqueleto de actina e azul (marcagao do DNA por DAPI),
o nucleo celular. Barra para A-I = 100 JM......oooiiiiiiiie e 109
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de CB-COL (A, D e G), CB-COL OGP (B, E e H) e CB-COL OGP [10-14] (C, F e
), em 01 (A-C), 03 (D-F) e 07 (G-l) dias. Fluorescéncia verde (faloidina
conjugada com Alex Fluor 488) indica o citoesqueleto de actina e azul
(marcacgao do DNA por DAPI), o nucleo celular. Barra para A-1 = 100 um....... 110

Figura 53 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas
de CB-HA (A, D e G), CB-HA OGP (B, E e H) e CB-HA OGP [10-14] (C, F e I),
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de (CB-COL)-HA (A, D e G), (CB-COL)-HA OGP (B, E e H) e (CB-COL)-HA
OGP [10-14] (C, F e I), em 01 (A-C), 03 (D-F) e 07 (G-l) dias. Fluorescéncia
verde (faloidina conjugada com Alex Fluor 488) indica o citoesqueleto de actina
e azul (marcacao do DNA por DAPI), o nucleo celular. Barra para A-l = 100 pm.
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Figura 55 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas
de (CB-HA)-COL (A, D e G), (CB-HA)-COL OGP (B, E e H) e (CB-HA)-COL
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Figura 56 - Proliferacdo de células osteoblasticas derivadas de calvaria de rato
cultivadas sobre membranas de CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-
COL com ou sem peptideos OGP e OGP [10-14] adsorvidos, avaliada aos 10 e
14 dias. Os dados sao apresentados como média * desvio padrao. (*)
significancia estatistica quando comparado CB entre as todas as membranas
estudadas (p<0,01) para o periodo de 10 dias; (**) significancia estatistica entre
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XVii

Figura 58 — Atividade de ALP (umol timolftaleina/h/mg de proteina) de células
osteoblasticas derivadas de calvaria de rato cultivadas sobre membranas de
CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, com ou sem os peptideos
OGP e OGP [10-14] adsorvidos, avaliada aos 14 e 17 dias. Os dados sao
apresentados como média + desvio padrao (p<0,05).. ....ccceevviiiieiiiiiieeeene 119

Figura 59 - Formagé&o de matriz mineralizada detectada por vermelho de Alizarina
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Figura 61 - Imagens radiogréficas digital do grupo controle (l). A) Imagens
radiograficas mostrando o defeito ésseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e
120 dias, respectivamente; B) Ampliagao das respectivas imagens na regidao do
defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, em 120 dias observa-
se a cortical 6ssea totalmente reparada...........ccocceeieiiiiiiii i 130

Figura 62 — Grupo controle: 07 dias. A: infiltrado inflamatério (I) e coagulo
sanguineo (C) no interior do defeito ésseo; neoformagado Ossea trabecular
(seta); B: formagdo de matriz ostedide (seta) adjacente a parede do defeito
0sseo (F), medula éssea (mo), infiltrado inflamatério (l) e coagulo sanguineo; C:
observa-se em maior aumento presenca de osteoblastos ativos (cabecas de
setas) sintetizando a matriz ostedide (O) adjacente ao defeito ésseo (DO);
osteoblastos sendo englobados pela matriz ostedide (setas)........ccceeeeeeeeennnn. 131

Figura 63 — Grupo controle: 15 dias. A: neoformagao 6ssea trabecular em fase de
mineralizagao (osso imaturo) (setas) e medula 6ssea em remodelacdo (MO); B:
formacdo de matriz ostedide (O) adjacente a parede do defeito 6sseo (DO),
trabéculas 6sseas imaturas (setas), espagos medulares (EM); C: em maior
aumento, observa-se presenga de osteoblastos ativos (cabeca de seta)
sintetizando a matriz ostedide adjacente ao defeito 6sseo (DO), a qual se
apresenta como trabéculas d&sseas imaturas (T); osteoblastos sendo
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Figura 64 — Grupo controle: 30 dias. A: reparacdo do defeito 6sseo por 0sso
composto (RO), osso fémur (F) e medula éssea reparada (MO); B: inUmeros
vasos sanguineos (setas pretas) e Osteons (cabecas de setas), pequenos
espacos medulares (em) aprisionados no interior deste tecido ésseo; lamelas
Osseas paralelas (seta verde) e intersticiais (seta branca) C: nota-se a presencga
de lamelas paralelas nas corticais 6sseas externas e internas (setas verdes),
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Figura 65 — Grupo controle: 120 dias. A: reparacdo do defeito 6sseo por 0sso
maduro; B: Osso maduro com presenca de inUmeros vasos sanguineos e
Osteons (om) e na cortical 6ssea interna observa-se lamelas 6sseas paralelas
(seta verde); C: nota-se a presenca de lamelas paralelas nas corticais désseas
internas (seta verde), vasos sanguineos (setas azuis), ésteons (setas pretas) e
inimeros ostedcitos (cabegas de Setas). ... 136

Figura 66 - Imagens radiograficas digital do subgrupo lld - A) Imagens radiograficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 120 dias observa-se a
cortical GSSEa rePAraATa. .......cevvveiiir ittt 137

Figura 67 - Imagens radiograficas digital do subgrupo lle - A) Imagens radiograficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
0sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 30 dias observa-se a
cortical éssea interna totalmente reparada e em120 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada...........coooeeiiiiiiiiiiie 138

Figura 68 — Grupo II: 07 dias. A e B: neoformagéo dssea trabecular imatura no
interior dos defeitos 6sseos (NF) e observa-se também a presenca das
membranas CB (A) e CB OGP [10-14] (B) (setas pretas); C e D: neoformacgéo
Ossea trabecular imatura (NF) adjacente a parede do defeito ésseo (DO) e no
canal medular, espagos medulares (em), infiltrado inflamatério (asterisco) e
respectivas membranas (seta); E e F: observa-se em maior aumento presenca
de osteoblastos ativos (cabecas de setas) sintetizando a matriz ostedide (O)
adjacente ao defeito 6sseo (DO) e trabéculas Osseas; osteoblastos sendo
englobados pela matriz 0stedide (SEtas)........ccovuviiririiiiiiiiieeee e 139

Figura 69 — Grupo II: 15 dias. A e B: remodelagao éssea trabecular imatura no
interior dos defeitos 6sseos com presenca de grandes espacos medulares (em)
e trabéculas ésseas finas (setas) em A, em B espacos medulares menores e
trabéculas mais espessas, € observa-se também a presenca das membranas
CB (A) e CB OGP [10-14] (B); C e D: remodelacéao éssea com grandes espagos
medulares (em) em C e menores em D; matriz ostedide (O) adjacente ao defeito
6sseo (DO) e as membranas (asterisco); em C observa-se na ampliacao
macréfago adjacente a membrana (seta); E e F: observa-se em maior aumento
presenca de osteoblastos ativos (cabecas de setas) sintetizando a matriz
ostedide (O) adjacente ao defeito ésseo (DO) e trabéculas ésseas imaturas;
osteoblastos sendo englobados pela matriz ostedide (setas)............ccveeeen..... 141
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Figura 70 — Grupo II: 30 dias. A e B: reparacao do defeito ésseo por osso composto
(RO), parede do defeito 6sseo (DO) e medula éssea reparada (MO); C e D:
inUmeros vasos sanguineos (setas pretas), espagos medulares aprisionados no
interior das trabéculas ésseas em remodelagao (T) e membrana adjacente ao
tecido 6sseo reparado (asterisco); lamelas dsseas paralelas (seta verde) e fibras
colagenas desorganizadas (seta branca); E: nota-se a presenga de lamelas
intersticiais (seta verde) e concéntricas (seta azul) no tecido ésseo neoformado
(NF), fibras colagenas imaturas, ndo organizadas no interior do defeito ésseo
(seta vermelha) e vasos sanguineos (setas pretas); F: o tecido 6sseo
neoformado (NF) apresenta-se mais organizado em relagéo as fibras colagenas,
lamelas intersticiais (seta verde) e vasos sanguineos (setas pretas). ............. 143

Figura 71 — Grupo Il: 120 dias. A e B: reparacao do defeito 6sseo por osso maduro
(OM) e medula 6ssea reparada (MO); em B ainda observa-se presenca de
pequenos espacos medulares (cabecas de setas); e observa-se também a
presenca das membranas CB (A) e CB OGP [10-14] (B) (setas); C e D:
inomeros vasos sanguineos (cabecas de setas), ésteons (setas pretas) e
membrana adjacente ao tecido ésseo reparado (asterisco); lamelas Osseas
paralelas (seta verde) e concéntricas (seta azul); E e F: nota-se a presenca de
lamelas concéntricas (setas azuis) no tecido &ésseo neoformado, vasos
sanguineos (cabegas de setas), dsteons (setas pretas). .......cccoeveeviiiieeiinnnee 145

Figura 72 — Grupo Il: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as
membranas CB (A) e CB OGP [10-14] (B) (S€tas). .....ccccceeeeriivereeiiiieeee e 146

Figura 73 - Imagens radiograficas digital do subgrupo llld - A) Imagens radiograficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
0sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 15 dias observa-se a
cortical éssea interna em reparagdo e em120 dias observa-se a cortical 6ssea
totalmente reparada. ... 147

Figura 74 - Imagens radiogréficas digital do subgrupo llle - A) Imagens radiograficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
0sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 15 dias observa-se a
cortical 6ssea interna totalmente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada............ooooeeiiiiiiiiiee e 147

Figura 75 — Grupo lll: 07 dias. A e B: neoformagdo 6ssea trabecular imatura no
interior dos defeitos dsseos (NF) e observa-se também a presenga das
membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado
inflamatério (I); C e D: neoformacdo 6ssea trabecular imatura (NF) adjacente a
parede do defeito ésseo (DO) e no canal medular, medianos espacos
medulares (em), infiltrado inflamatério (I) e respectivas membranas (asterisco);
E e F: observa-se em maior aumento presenca de osteoblastos ativos (cabecas
de setas) sintetizando a matriz ostedide (O) adjacente ao defeito ésseo (DO) e
trabéculas Osseas imaturas (T); osteoblastos sendo englobados pela matriz
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Figura 76 — Grupo lll: 15 dias. A e B: remodelacdo 6ssea trabecular imatura no
interior dos defeitos 6sseos com presenca de medianos espacos medulares
(em) e também da medula 6ssea (MO), e observa-se a presenga das
membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D:
remodelacdo 6ssea com medianos espagcos medulares (em); em C e em D
observa-se na ampliagdo macréfagos (setas) adjacente as respectivas
membranas (asterisco); E e F: observa-se em maior aumento presenca de
osteoblastos ativos (cabegas de setas) sintetizando a matriz ostedide (O)
adjacente ao defeito 6sseo (DO) e trabéculas 6sseas imaturas (T)................. 151

Figura 77 — Grupo lll: 30 dias. A e B: reparacdo do defeito 6sseo por 0sso
composto (RO), parede do defeito 6sseo (DO) e medula éssea reparada (MO), e
observa-se a presenca das membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B)
(asterisco); C: inUmeros vasos sanguineos (setas pretas), espagos medulares
aprisionados no interior das trabéculas ésseas em remodelagédo (T) e membrana
adjacente ao tecido 6sseo (asterisco); D: lamelas paralelas na regido da cortical
0ssea interna (seta verde), presengca de vasos sanguineos (setas pretas) e
espacos medulares no interior do tecido 6sseo reparado (RO) e membrana
adjacente ao tecido ésseo (asterisco); células multinucleadas sao observadas
adjacentes as membranas CB-HA (C) e CB-HA OGP [10-14] (D) (ampliagao); E:
nota-se a presenca de lamelas concéntricas (seta azul) no tecido O6sseo
neoformado, vasos sanguineos (setas pretas) e ésteon (cabeca de seta); F: o
tecido désseo reparado apresenta-se mais organizado em relagdo as fibras
colagenas, lamelas paralelas (setas verde) e vasos sanguineos (setas pretas).
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Figura 78 — Grupo Ill: 120 dias. A e B: reparacao do defeito ésseo por osso maduro
(OM) e medula 6ssea reparada (MO); em B ainda observa-se presenca de
espacos medulares (cabecas de setas); e observa-se também a presenca das
membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: inUumeros
vasos sanguineos (setas), ésteons (cabecas de setas) e membrana (asterisco)
adjacente ao tecido 6sseo reparado (RO); E e F: nota-se a presenca de lamelas
paralelas (setas verdes) e concéntricas (setas azuis) no tecido ésseo reparado,
vasos sanguineos (setas pretas), ésteons (cabecas de setas)............cc..u...... 155

Figura 79 — Grupo Ill: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as
membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (setas)........ccccouvrreeeeereennnns 156

Figura 80 - Imagens radiograficas digital do subgrupo IVd — A) Imagens
radiograficas mostrando o defeito ésseo imediato e nos periodos de 07, 15,30 e
120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regiao do
defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 15 dias observa-
se a cortical éssea interna reparada e em 120 dias observa-se a cortical 6ssea
totalmente reparada. ... 157

Figura 81 - Imagens radiograficas digital do subgrupo IVe - A) Imagens radiograficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
0sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 7 dias observa-se a
cortical 6ssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada...........ooooueeiiiiiiiiiie 157
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Figura 82 — Grupo IV: 07 dias. A e B: neoformacgéo éssea trabecular imatura no
interior dos defeitos 6sseos (NF); em A observa-se maior presenca de tecido
conjuntivo (TC) no interior do defeito 6sseo; observa-se também a presenca das
membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado
inflamatério (I); C e D: neoformacdo 6ssea trabecular imatura, adjacente a
parede do defeito ésseo (DO) e do canal medular presenga de matriz ostedide
(O); infiltrado inflamatério (I) e respectivas membranas (asterisco); E e F:
observa-se em presenca de osteoblastos ativos (cabecgas de setas) sintetizando
a matriz ostedide (O), a qual ndo apresenta-se mineralizada; presenga de tecido
CONJUNEIVO AENSO (TC). .t 159

Figura 83 — Grupo IV: 15 dias. A e B: remodelagdo 6ssea das trabéculas imaturas
(NF) no interior dos defeitos ésseos e também da medula 6ssea (MO), e
observa-se a presenga das membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B)
(asterisco) e infiltrado inflamatério (I); C e D: remodelacao 6ssea das trabéculas
o0sseas neoformadas (NF) com medianos espacos medular (em), e infiltrado
inflamatério (l); E: observa-se em maior aumento presenca de osteoblastos
ativos (cabecas de setas) sintetizando a matriz ostedide (O) adjacente ao
defeito désseo (DO) e trabéculas 6ésseas imaturas (T); F: observa-se
osteoblastos englobados (cabecas de setas) pela matriz ostedide (O) adjacente
a parede do defeito 6sseo (DO) e inicio de formacdo dos vasos sanguineos
(1= €= ) PP PPPPPP 161

Figura 84 — Grupo IV: 30 dias. A e B: reparacdo do defeito ésseo por osso
composto (RO), parede do defeito 6sseo (DO) e medula éssea reparada (MO), e
observa-se a presenga das membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B)
(asterisco); C e D: presenca de vasos sanguineos (setas pretas), ésteons
(cabegas de setas) e espagos medulares no interior do tecido 6sseo reparado
(RO); em D, observam-se lamelas paralelas na regiao da cortical éssea externa
(seta verde); E e F: nota-se formacao de lamelas concéntricas envolvendo os
Osteons (cabeca de seta) no tecido 6sseo neoformado (NF) e vasos sanguineos
(=] e W 1= c= ) O PP PP P PP PPPRRRP 163

Figura 85 — Grupo IV: 120 dias. A e B: reparacao do defeito ésseo por osso maduro
(OM) e medula éssea reparada (MO); em A ainda observa-se presenca de
espacos medulares (cabecas de setas); observa-se também a presenca das
membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: vasos
sanguineos (setas pretas), Osteons (cabecas de setas) no tecido O6sseo
reparado (OM) e presenca de lamelas paralelas na regido da cortical 6ssea
externa em C e interna em D (seta verde); E e F: presenca de lamelas
concéntricas (setas azuis) em torno dos dsteons (cabecas de setas) no tecido
0sseo reparado e vasos sanguineos (setas pretas); em E, observa-se lamelas
paralelas (seta verde) e intersticiais (asterisco). .......ovvvvvrrveeeviiriiiiiiiiiiiines 165

Figura 86 — Grupo IV: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as
membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (setas)......ccccccceveerrrnnnnne 166
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Figura 87 - Imagens radiogréficas digital do subgrupo Vd - A) Imagens radiogréaficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
06sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 7 dias observa-se a
cortical 6ssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada...........ooouveiiiiiiiiiie 167

Figura 88 - Imagens radiogréficas digital do subgrupo Ve - A) Imagens radiograficas
mostrando o defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias,
respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regido do defeito
6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 7 dias observa-se a
cortical 6ssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada............ooooeeeiiiiiiiiiie e 167

Figura 89 — Grupo V: 07 dias. A e B: neoformacado 6ssea trabecular imatura no
interior dos defeitos 6sseos (NF); observa-se presenca de tecido conjuntivo (TC)
no interior do defeito 6sseo e presenga das membranas (CB-COL)-HA (A) e
(CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado inflamatério (I); C e D:
neoformagdo Ossea trabecular imatura (NF); adjacente a parede do defeito
0sseo (DO) e do canal medular presenca de matriz ostedide (O); infiltrado
inflamatério () e respectivas membranas (asterisco); E e F: observa-se em
presenca de osteoblastos ativos (cabecas de setas) sintetizando a matriz
ostedide (O), a qual ndo apresenta-se mineralizada............ccoccvveeeiiiiiiecennnee 169

Figura 90 — Grupo V: 15 dias. A e B: remodelacao 6ssea das trabéculas imaturas
(NF) no interior dos defeitos ésseos e também da medula 6ssea (MO), e
observa-se a presenga das membranas (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP
[10-14] (B) (asterisco) em A, observa-se trabéculas 6sseas mais finas do que
em B; C e D: remodelacao 6ssea das trabéculas 6sseas neoformadas (NF) com
grandes espagos medular (em), matriz ostedide (O) adjacente a parede do
defeito 6sseo (DO); E e F: observa-se em maior aumento presenca de
osteoblastos ativos (cabecas de setas) sintetizando a matriz ostedide (O)
adjacente ao defeito 6sseo (DO) e as trabéculas 6sseas imaturas (T)............ 172

Figura 91 — Grupo V: 30 dias. A e B: reparacao do defeito 6sseo por 0sso composto
(RO), parede do defeito 6sseo (DO) e medula éssea reparada (MO), e observa-
se a presenca das membranas (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14]
(B) (asterisco); C e D: presenca de vasos sanguineos (setas pretas), ésteons
(cabecas de setas) e espagos medulares no interior do tecido 6sseo reparado
(RO); E: formacao de lamelas concéntricas (seta azul) envolvendo os espacos
medulares no tecido ésseo neoformado e lamelas intersticiais bem definidas
(setas vermelhas); F: nota-se formagdo de lamelas concéntricas (seta azul)
envolvendo os Osteons (cabeca de seta) no tecido 6sseo neoformado e vasos
sanguineos (seta preta) e também lamelas intersticiais bem definidas (setas
VEIMIEINAS). .. 174

Figura 92 — Grupo V: 30 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as
membranas (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (setas)......... 175
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Figura 93 — Grupo V: 120 dias. A e B: reparacao do defeito 6sseo por 0sso maduro
(OM) e medula 6ssea reparada (MO); em B observa-se presenca de espacos
medulares no interior do 0sso reparado; presenga das membranas (CB-COL)-
HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: lamelas concéntricas
em torno dos ésteons (setas pretas) no tecido ésseo reparado (OM) e presencga
de lamelas paralelas na regido da cortical 6ssea interna (C e D), e adjacente
aos espacos medulares no interior do 0sso reparado (D) (setas verdes); E e F:
presenca de lamelas concéntricas (setas azuis) em torno dos éOsteons (setas
pretas) e lamelas paralelas (seta verde); em E, vasos sanguineos (cabecas de
1= = 1) PSP PP PRSP 176

Figura 94 — Grupo V: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as
membranas (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (setas)......... 177

Figura 95 - Imagens radiograficas digital do subgrupo VIid — A) Imagens
radiograficas mostrando o defeito ésseo imediato e nos periodos de 07, 15,30 e
120 dias, respectivamente; B) Ampliagdo das respectivas imagens na regidao do
defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 7 dias observa-
se a cortical dssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a
cortical éssea totalmente reparada. ..........ocueeeeeiiiiiiie i 178

Figura 96 - Imagens radiograficas digital do subgrupo Vle — A) Imagens
radiograficas mostrando o defeito ésseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e
120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das respectivas imagens na regiao do
defeito 0sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 7 dias observa-
se a cortical dssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a
cortical éssea totalmente reparada. ..........occueeeeeiiiiiiiei i 178

Figura 97 — Grupo VI: 07 dias. A e B: neoformagédo éssea trabecular imatura no
interior dos defeitos 6sseos (NF); observa-se presenca de tecido conjuntivo (TC)
no interior do defeito 6sseo em A, e presenga das membranas (CB-HA)-COL (A)
e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado inflamatério (I); C e D:
neoformagédo éssea trabecular imatura (NF); presenca de matriz ostedide (O)
adjacente a parede do defeito 6sseo (DO) e ao canal medular; infiltrado
inflamatério (I) e respectivas membranas (asterisco); E e F: observa-se em
presenca de osteoblastos ativos (cabegas de setas) sintetizando a matriz
ostedide (O), a qual ndo apresenta-se mineralizada, e osteoblastos sendo
englobados pela Matriz (SEtas). ......oouuieeeuiiriiiiie e 180

Figura 98 — Grupo VI: 15 dias. A e B: remodelagdo 6ssea das trabéculas imaturas
(NF) no interior dos defeitos 0sseos e também da medula éssea (MO), e
observa-se a presenca das membranas (CB-HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP
[10-14] (B) (asterisco); C e D: remodelacido Ossea das trabéculas ésseas
neoformadas (NF) com grandes espacos medular (em), matriz ostedide (O)
adjacente a parede do defeito 6sseo (DO) e infiltrado inflamatério (I); E e F:
presenca de osteoblastos ativos (cabecas de setas) sintetizando a matriz
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Figura 99 — Grupo VI: 30 dias. A e B: reparacao do defeito ésseo por osso
composto (RO), parede do defeito 6sseo (DO) e medula éssea reparada (MO), e
observa-se a presenca das membranas (CB-HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP
[10-14] (B) (asterisco); C e D: presenca de vasos sanguineos (setas pretas),
Osteons (cabegas de setas) e espagos medulares no interior do tecido 6sseo
reparado (RO); em D, presencga de lamelas paralelas na regiao do cortical éssea
externa; E e F: formacado de lamelas concéntricas (setas azuis) envolvendo os
espacos medulares e o0s Osteons (cabecas de setas) no tecido Osseo
neoformado e lamelas intersticiais bem definidas (setas vermelhas); vasos
SANQGUINEO0S (SETAS Pretas). ..coovvrreiiiiiiie ettt 184

Figura 100 — Grupo VI: 120 dias. A e B: reparacdo do defeito 6sseo por 0sso
maduro (OM) e medula 6ssea reparada (MO); presenca das membranas (CB-
HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: lamelas
concéntricas e intersticiais bem definidas no osso maduro (OM) e presenca de
lamelas paralelas na regiao da cortical éssea interna (C e D) e externa (D)
(setas verdes); E : presenca de lamelas concéntricas (setas azuis) em torno dos
osteons e intersticiais (estrelas); F: presenca de lamelas concéntricas (setas
azuis) em torno dos Osteons e lamelas paralelas (setas verdes) e intersticiais
(ESTIEIAS). weeeeeeeie i e e e e e 186

Figura 101 — Grupo VI: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as
membranas (CB-HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (setas)......... 187
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Introducgéo 1

1 INTRODUCAO

O aumento de expectativa de vida, bem como o interesse na qualidade de
vida, atualmente estimula o desenvolvimento de novos biomateriais para diversas
aplicagdes clinicas.

A engenharia tecidual recentemente conquistou grandes avangos no
desenvolvimento de biomateriais tridimensionais para reconstru¢do de tecido ésseo,
dentre eles, varios materiais aloplasticos, tais como: bioceramicas [B-trifosfato de
célcio (B-TCP), fosfato de calcio bifasico (DCP) e hidroxiapatita (HA)], biovidros,
polimeros (celulose bacteriana, colageno, acido (polilactico-co-glicélico), polietileno
poroso de alta densidade) e 0sso bovino poroso desmineralizado e liofilizado, bem
como, a associagao entre esses biomateriais (HENCH, 1998; OZTURK et al., 2005;
BURSTEIN et al., 2006; DUSKOVA et al., 2006; KLEIN; GLATZER, 2006; CZAJA, et
al., 2007).

Os enxertos autélogos 6sseos (autoenxertos désseos) ainda sao considerados
“padrao ouro” para reconstrucdo de defeitos Osseos relacionados a enfermidades
congénitas, traumas ou lesdées oncolégicas, devido a suas propriedades biolégicas
favoraveis, pois por si s6 possuem as trés propriedades primordiais, osteoconducéo,
osteogénese e osteoinducado; além disso, este tipo de enxerto apresenta auséncia
de rejeicao imunoldgica. Contudo, a utilizagdo de autoenxertos resulta em algumas
desvantagens como: 1. quantidade e areas doadoras limitada; 2. o potencial de
morbidade da area doadora; 3. consideravel reabsorcéo; 4. viabilidade limitada por
causa da escassez de vascularizacdo em caso de enxertos ndo vascularizados; 5.
tempo cirdrgico adicional (BURCHARDT, 1983). Algumas desvantagens dos
autoenxertos, aloenxertos e/ou xenoenxertos que limitam o emprego destes
materiais em alguns protocolos cirargicos especificos levaram a engenharia tecidual
e a biotecnologia a desenvolverem novos materiais € métodos promissores para
reparacao dos tecidos, principalmente para tecido 6sseo. Com isso, 0os substitutos
6sseos ou de tecido mole, sintéticos e/ou processados biotecnologicamente
tornaram-se materiais potenciais para aplicacdes clinicas nas diversas areas da
saude.

Um biomaterial ideal deve apresentar variedade de formas e tamanhos, com
suficiente resisténcia para ser usado em locais onde ha incidéncia de carga, e

também ser biocompativel, biodegradavel e ser substituido pela neoformacao



Introdug¢édo 2

tecidual, e quando implantado em tecido &sseo deverd ser principalmente
osteocondutor.

Recentemente, as membranas reabsorviveis ganham espacgo para aplicagao
em regeneracdo 6ssea guiada (ROG) com o desenvolvimento de novos
biomateriais, pois os resultados mostram que ndo ha diferenca significativa na
neoformacdo o6ssea com emprego de membranas nao reabsorviveis e de
reabsorviveis quando usadas em ROG. A regeneracdo O6ssea guiada controla a
estimulacdo de neoformagcdo Ossea em defeitos d6sseos pelos processos de
osteogénese, osteoconducdo ou osteoindugdo, restabelecendo as caracteristicas
estruturais e funcionais. Os quatro principios que regem a ROG sé&o: 1. restricdo de
infiltrado de tecido conjuntivo no local do defeito; 2. criacdo e manutencdo do
espaco; 3. protecao fundamental do coagulo; 4. estabilizacao da ferida.

Nos anos 90, as membranas de escolha para ROG eram as nao reabsorviveis
compostas de politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE) (BOSCH et al., 1995; KAY,
et al., 1997), devido a suas caracteristicas biol6gicas inertes, e, por apresentar
resultados efetivos e previsiveis como barreira mecanica. Porém este material
apresenta desvantagens, como a necessidade de fixacdo com parafusos, bem
como, de uma segunda intervengdo cirargica para sua remogao, além do seu alto
custo. Dentre os materiais mais usados atualmente como membranas reabsorviveis
pode-se citar o colageno (principalmente do tipo I), o poli (acido lactico), o poli (acido
lactico-co- &cido glicélico), a poliglactina 910 e o polietilenoglicol (KAY et al., 1997;
GOISSIS et al., 1999; TAKAKUDA et al., 2003; TAGUCHI et al., 2005; DUSKOVA et
al., 2006; SONG et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010; FORTI et al., 2011). Estas
membranas ainda podem estar associadas a bioceramicas ou a fatores de
crescimento apresentando propriedades osteoindutoras.

Apesar dos avancos conquistados no desenvolvimento de novos biomateriais
para engenharia tecidual, ainda busca-se um compdsito organico-inorganico
preparado com polimeros organicos e ceramicos bioativos, com caracteristicas e
propriedades mecénicas similares ao autoenxerto 06sseo. Com base nestas
necessidades que se objetivou neste trabalho, desenvolver membranas
reabsorviveis para ROG, de baixo custo, baseado em celulose bacteriana, colageno
tipo I, hidroxiapatita e fator de crescimento, com a capacidade de promover a
regeneragdo do tecido é6sseo num menor tempo, ndo necessitando de uma segunda

intervengéo cirurgica para sua remogao.
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1.1 Compdsitos

Uma definigdo comumente empregada para materiais compoésitos € descrita
como, aqueles que possuem pelo menos dois constituintes, ou duas fases com
propriedades fisico-quimicas distintas e que sdo separados por uma interface. O
intuito de produzir compositos tem por finalidade combinar diferentes materiais para
produzir um unico dispositivo com propriedades superiores as dos componentes
unitarios. (OREFICE et al., 2006). Separadamente os constituintes do compésito
mantém suas caracteristicas, porém quando misturados eles formam um composto
com propriedades préprias, inerentes a nova composicdo. Dois exemplos de
compositos fibrosos naturais relacionados a este trabalho sao: 1. a madeira, a qual é
formada basicamente por fibras de celulose e lignina (resina amorfa que une as
fibras de celulose); 2. o tecido 6sseo, o qual é formado por uma fase inorganica,
basicamente de carbonato-apatita, depositada numa matriz organica, cuja
composicado € em torno de 95% de colageno tipo |. Dessa forma, os compositos sao
formados pela matriz, que é a fase continua (“rede de fibras”) e envolve a outra fase,
a fase dispersa. Dentre os varios tipos compdésitos, os compdsitos poliméricos
apresentam algumas vantagens como: baixo peso, resisténcia a corrosdo e a
temperaturas elevadas e boas propriedades mecanicas, quando comparados aos
materiais convencionais de engenharia (CONTANT et al., 2004).

No entanto, o alvo atual da engenharia tecidual é o desenvolvimento de
compositos poliméricos, livres de metal, com propriedades mecénicas comparaveis
aos tecidos vivos, principalmente ao tecido 6sseo, para substituicdo ou reconstrugéo
parcial ou total do érgdo ou tecido a ser reparado. Compdsitos formados a partir da
combinacdo de polimeros naturais (colageno, celulose, polihidroxibutirato) ou
sintéticos [poli (acido lactico-co-acido glicdlico), poli (acido lactico), poli(e-
caprolactona)] associados as bioceramicas tém se destacado na comunidade
académica (ZHANG et al., 2004; CHEN; WU, 2005; WIEGAND et al., 2006; HONDA
et al., 2007; SONG et al., 2007; YU et al., 2008; HUTCHENS et al., 2009; CARDOSO
et al., 2010) por serem biocompativeis, excelentes osteocondutores, bioativos e com
propriedades mecéanicas satisfatorias, além de serem reabsorviveis, portanto

materiais em potencial para serem aplicados em terapias da medicina regenerativa.
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1.2 Estrutura e propriedades do tecido osseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo especializado em constante processo
de remodelamento, e possui uma estrutura tridimensional constituida principalmente
de cristais inorganicos de apatita e fibras colagenas. Como descrito acima, o 0sso é
um composto organico-inorganico nanoestruturado contendo trés niveis de estrutura,
exibindo propriedades mecanicas, como alta resisténcia a fratura e flexibilidade. Os
trés niveis estruturais compreendem o nanométrico (proteinas colagenas e nao
colagenas e cristais de HA), o micrométrico (lamelas ésseas, canais de Havers ou
Osteons, e as células) e o macrométrico (osso cortical e osso trabecular) (LIU;
WEBSTER, 2006).

A macroestrutura do tecido 6sseo consiste, portanto, em o0sso cortical
(compacto), osso trabecular (esponjoso) e medula éssea, bem como, os vasos
sanguineos. No o0sso cortical, a matriz colagena esta organizada em forma de
lamelas intersticiais, paralelas e concéntricas, sendo que as intersticiais estao
presentes em toda matriz éssea mineralizada entre as lamelas concéntricas e
paralelas; as paralelas encontram-se principalmente nas regibes das corticais
Osseas, interna e externa, e as concéntricas, geralmente em torno de vasos
sanguineos e/ou terminagbes nervosas constituindo os canais de Havers ou
Osteons, que estdo interconectados por canais de Volkmann, os quais se
comunicam com a medula éssea. No osso trabecular, as fibras colagenas se
orientam de forma desorganizada na matriz dssea, e este 0sso se organiza em
formas de trabéculas ésseas circundadas por espacos medulares constituidos
principalmente de células mesenquimais e hematopoiéticas, vasos sanguineos e
tecido adiposo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O osso cortical é encontrado nas
diafises dos ossos longos e na superficie externa dos ossos planos, e 0 0sso
trabecular € encontrado nas extremidades e cavidades medulares de ossos longos,
bem como nas vértebras e no centro de ossos planos. No entanto, as diferengas
entre esses dois tipos de 0ssos, cortical e trabecular, ndo sdo somente estruturais,
mas também funcionais. Enquanto o osso cortical possui a fungéo de protecao dos
tecidos e Orgdos vitais, devido a resisténcia a incidéncia de cargas, o 0ssO
trabecular, menos resistente, atua nas fungdes metabdlicas. (MARX; GARG, 1998).
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Os constituintes do tecido ésseo estdao em equilibrio dindmico, ou seja, as
células mortas estao sempre sendo respostas e adicionalmente, a fase mineral e o
colageno estdo em processo constante de reabsor¢do e deposicao durante a vida
adulta saudavel, permitindo a manutencao da forma e volume dos ossos (AMADEI et
al., 2006). A fase mineral do osso compreende 70% de seu peso e consiste
basicamente de cristais de carbonato-apatita. O o0sso representa o maior
reservatorio de calcio do corpo humano. Além das funcbes de sustentacdo e
protecdo de tecido vital, ele desempenha também fungdo metabdlica realizando
trocas de minerais com o sangue. Além disso, serve como um filtro para uma
variedade de ions gerados no sangue, os quais podem ser preliminarmente aderidos
a matriz organica iniciando o processo de mineralizagdo, ou em uma fase posterior,
serem incorporados a rede dos cristais de apatita (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Durante o processo de neoformacao éssea, na ossificagao intramembranosa,
as células mesenquimais presentes na medula éssea se diferenciam em
osteoblastos e iniciam a sintese de matriz ostedide, formando assim o 0sso primario
ou imaturo. As fibras de colageno sao depositadas randomicamente formando uma
estrutura entrelacada nao mineralizada. Conforme ocorrem as trocas ibnicas entre
os tecidos e o fluido sanguineo, a matriz vai sendo mineralizada e este o0sso vai
sendo reabsorvido e sendo substituido por osso secundario ou lamelar, numa fase
denominada de osso composto. As células envolvidas no processo de osteogénese,
manutencdo € remodelacdo éssea sdao o0s osteoblastos, os osteécitos e os
osteoclastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoblastos sao células completamente diferenciadas responséaveis pela
osteogénese, cuja fungédo é sintetizar os componentes organicos da matriz éssea,
como proteinas colagenas (colageno do tipo | e V) e proteinas nao colagenas
(sialoproteina 6ssea, fibronectina, osteocalcina, osteonectina, osteopontina,
proteoglicanos, fosfatase alcalina, proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), entre
outras) (ANSELME, 2000). Desta forma regula a expressao génica dessas proteinas
para promover um equilibrio dindmico das trocas ibnicas, principalmente de ions
Ca?* e PO,%, iniciando a nucleacéo de cristais de apatita a matriz ssea.

Os osteoblastos estdo localizados na superficie dos ossos em formagéo,
constituindo uma espécie de epitélio. A atividade de sintese pode ser medida pela
morfologia destas células: quando empenhadas na producdo de matriz, elas tém

citoplasma basofilico e um formato cuboidal a colunar, ao passo que quando a
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atividade de sintese diminui, elas se tornam planas e os basdéfilos citoplasmaticos
diminuem. A matriz neoformada na superficie de ossos mais velhos é chamada
ostedide e se localiza entre a superficie do osso mais velho e a camada de
osteoblastos; esta matriz ndo é calcificada e a aposigdo de osso é completada
quando os fons Ca®* e PO4* sdo depositados nesta matriz neoformada. Quando a
matriz ostedide & secretada, alguns desses osteoblastos sdo aprisionados e estas
células passam a ser denominadas ostedcitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
AMADEI et al., 2006). Portanto, os ostedcitos sdao células maduras, inclusas na
matriz e estdo distribuidos randomicamente. A cavidade onde eles se encontram é
chamada de lacuna e o espaco ocupado pelas extensdes citoplasmaticas é
chamado canaliculo. Essas lacunas estido conectadas umas as outras, bem como
aos espacos vasculares por canaliculos onde passam fluidos e nutrientes esséncias
para manutengéo do tecido ésseo. Essas células vivas correspondem por 15% do
peso do 0SS0 e sao responsaveis pelo processo incessante de remodelamento. Os
ostedcitos secretam fatores de crescimento que facilitam o recrutamento de pré-
osteoblastos para a remodelagéo do esqueleto (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A remodelacao éssea se da pela acao simultanea da sintese e da reabsorcao
Ossea e ocorre pela acado das células denominadas osteoclastos, que sao células
gigantes multinucleadas, geralmente encontradas em cavidades na superficie do
0sso; estas células agem como destruidoras do osso e podem ser vistas em
pequenos grupos ou isoladamente em superficies que estdo sendo erodidas ou
reabsorvidas (AMADEI et al., 2006).

Acredita-se que a diferenciacao de células pré-osteoblasticas em osteoclastos
esta relacionada a expressao da RANK-L (receptor for activation of nuclear factor
kappa B ligand) e M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), sendo que a
RANK-L é imprescindivel para maturagcdo dos macréfagos. O paratormoénio age em
osteoblastos e em células da medula éssea, produzindo RANK-L, e a interleucina-1
estimula a sintese de M-CSF por células da medula éssea favorecendo a
diferenciacdo dos osteoclastos (TEITELBAUM, 2000; AMADEI et al., 2006; BIELBY
et al., 2007).
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1.3 Fator de Crescimento

A reparacao 6ssea & um processo fisiolégico complexo envolvendo muitos
fatores regulatérios locais e sistémicos, como fatores de crescimento e diferenciagéo
celular, horménios, citocinas, e proteinas da matriz extracelular. Essas moléculas
interagem com células pré-osteoblasticas desencadeando o processo de formacgao
tecidual. Porém os estagios de migracdo, proliferagdo, quimiotaxia, diferenciagao
celular e sintese de proteina extracelular podem ser afetados, ja que cada uma
dessas etapas é dependente das condicdes no local da injuria, como nivel de fatores
de crescimento, horménios, nutrientes e pH (TSIRIDIS et al., 2007).

A maioria dos fatores de crescimento atua como mediadores locais
desempenhando sua fungdo a concentracées muito baixas nos liquidos corporais,
da ordem dos picogramas. A fungdo dos fatores de crescimento é regulada por
diferentes mecanismos que controlam a ativacdo genética. Apds o estimulo inicial
fornecido pelas plaquetas frente a uma injuria, o proprio tecido é capaz de sintetizar
algumas das substancias necessarias para dar continuidade ao processo de reparo,
como citocinas pro-inflamatéria, fatores de crescimento da superfamilia TGF-B
(transforming growth factor-), entre outros fatores, bem como, fatores angiogénicos
(TSIRIDIS et al., 2007).

Células osteoprogenitoras, osteoblastos e osteoclastos estdo sujeitas a agao
de fatores de crescimento. A funcao dos fatores de crescimento ndo é somente de
estimular a proliferag@o de células mediante a regulagé@o do ciclo celular, iniciando a
mitose, mas também de manter a sobrevivéncia celular, além de estimular a
migragédo, a diferenciagdo e também a apoptose celular. Os osteoblastos se
proliferam mediados por fatores de crescimento liberados por si proprios e pelo 0sso
durante o processo de reabsorcao; dentre os mais importantes estdo o TGF- e os
fatores liberados pela matriz 6ssea, como o fator de crescimento similar a insulina
(IGF-1 e 2), o fator de crescimento fibrobldstico (FGF-2) e o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) (AMADEI et al., 2006; TSIRIDIS et al., 2007), os
quais sao mitogénicos potentes (ASSOIAN et al., 1983; BIELBY et al., 2007). Além
disso, outros fatores sdo secretados durante o processo de reparagao, tais como 0s
morfogenéticos (BMPs) e fatores angiogénicos (VEGF- vascular endothelial growth
factor) (BIELBY et al., 2007). O TGF-B desempenha papel no desenvolvimento
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embrionario, diferenciacao celular, secrecao de hormoénio e funcado imunolégica, e
atua sinergicamente com o TGF-a na inducdo da transformacédo fenotipica
(ASSOIAN et al., 1983). Dentro da superfamilia dos TGF-B, estédo incluidos TGF-1,
TGF-B2, TGF-B3 e os outros fatores importantes, como BMPs 1-8, os quais
promovem varios estdgios de ossificacao intramembranosa e endocondral durante o
processo de reparacao 6ssea (CHO et al., 2002).

Dentre esses varios fatores de crescimento, a BMP-2 ganhou atencdo da
comunidade cientifica na sua utilizagdo em combinagcdo com diversos carreadores
para promog¢ao de regeneragdo 0ssea, principalmente na engenharia tecidual. Na
literatura, a busca incessante por desenvolver um biomaterial com excelentes
propriedades osteoindutoras, como 0 0sso autdgeno, para cirurgias reconstrutivas,
recentemente mostrou que alguns polimeros e bioceramicas podem ser 6timos
carreadores para as BMPs, principalmente o colageno (PANG et al., 2004; EPPLEY
et al., 2005; JUNG et al., 2006; SINGH et al., 2006).

O conceito de osteoindugao foi primeiro descrito por Urist em 1965 (URIST,
1965) quando observou a neoformacdo dOssea no interior de matrizes désseas
desmineralizadas. Desde entdo, estas proteinas tem sido descritas como fatores
responsaveis pela neoformacgao éssea (EPPLEY et al., 2005; VEILLETTE; MCKEE,
2007), pois por meio de quimiotaxia, as BMPs atraem células mesenquimais para o
local da formacao 6ssea e induz a conversao destas células em uma linhagem pré-
osteoblasticas. As BMP-2, 6 e 9 sao descritas como importantes para o inicio do
processo de diferenciacao das células mesenquimais em pré-osteoblastos, enquanto
as BMP-4 e 7 agem preferencialmente para promover a diferenciacdo dos pré-
osteoblastos em osteoblastos (CHEN et al.,, 2003). Estudos clinicos utilizando
rhBMP-2 empregando colageno como carreador para protocolo cirdrgico de coluna
vertebral apresentaram resultados similares ou superior comparado com
autoenxertos (BODEN et al., 2000; BODEN et al., 2002; SINGH et al., 2006;
GLASSMAN et al.,, 2008). Contudo, a relacdo custo-eficacia das BMPs ¢é
questionavel, devido & grande quantidade necessaria (12 mg; 1,5 mg.mL", dose
terapéutica do INFUSE) para se obter uma regeneracdo éssea eficaz em
comparagao as técnicas cirurgicas convencionais (EPSTEIN, 2011).

Nos ultimos anos, a tendéncia tem sido o emprego de peptideos sintéticos,
pela facilidade de reconhecimento e ligacdo aos sitios especificos das proteinas da

matriz extracelular, aumentando a interagao célula-material, e por ndo promoverem
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reacao imunogénica. Neste contexto, a sequéncia de aminoacidos especifica, Arg-
Gly-Asp (RGD), das proteinas da matriz extracelular como a fibronectina e a
osteopontina, €& reconhecida pelos receptores transmembranais (integrinas)
(OLIVIER et al., 2004; KIM et al., 2008), e promove uma melhor adesao, e
consequentemente uma maior proliferacdo de células osteoblasticas. Esta
sequéncia RGD tem sido bastante explorada para a funcionalizacdo de biomateriais
com intuito de estimular o processo inicial de adesao celular (HU et al., 2003; JUNG
et al., 2005; FINK et al., 2011).

Desta forma, neste presente trabalho, sequéncias peptidicas reguladoras de
fator de crescimento ésseo, OGP e OGP [10-14], foram escolhidas para conferir aos

compositos desenvolvidos propriedade de osteoinducao.

1.3.1 Peptideos de crescimento osteogénico — (OGP e OGP [10-14])

O peptideo de crescimento osteogénico (OGP — osteogenic growth peptide)
foi descoberto no inicio dos anos 90, e trata-se de um peptideo de ocorréncia natural
cuja estrutura primaria (Figura 1) é idéntica a sequéncia C-terminal da histona H4.
Esta presente fisiologicamente no soro humano, de ratos, e aparentemente de
outras espécies de mamiferos em concentracdo micromolar (BAB et al., 1992), ou
seja, esta conservacao evolucionaria indica a importancia biolégica do OGP
(GREENBERG et al., 1995). A maioria (cerca de 90%) do OGP sérico encontra-se
especialmente na forma de um complexo de proteina de ligacdo OGPBP-OGP
(OGPBP: OGP binding protein) (BAB et al., 1992). O OGP pode se ligar ndo
covalentemente a a,-macroglobulina (a2-M) do soro, em ambas as formas, nativa e
ativada. A forma ativada gera ligagbes covalentes com as proteinases, em um
processo que envolve uma mudanga conformacional, tornando a molécula mais
compacta, desta forma, diminui a disponibilidade do OGP para o sistema. A forma
nativa aumenta imediatamente a disponibilidade do OGP para o sistema circulatério
(GAVISH et al., 1997). Além disso, a,-M parece ser a principal, se nao o unico
complexo OGPBP plasmaético.

A concentragdo do OGP sérico é aumentada transitoriamente durante uma
injuria local ao tecido ésseo, medula 6ssea ou a reagdes osteogénicas sistémicas, e
também quando baixas doses de OGP exd6geno, requerido para a estimulacao da

formacao 6ssea, sugerem uma funcao auto-regulativa para os complexos OGPBPs
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(BAB et al., 1992; GUREVITCH et al., 1996; GREENBERG et al., 1997). Bab et al.
(1999) verificaram que o OGP end6geno é um produto da clivagem proteolitica do
PreOGP, o qual é traduzido do mRNA da H4(85-103). Este mecanismo biossintético,
aparentemente esta presente em muitas, se ndo em todas, as células, podendo
desempenhar uma fung¢do crucial no circuito de feeback positivo do OGP,
controlando a proliferacao e diferenciagao celular. Ainda, a clivagem proteolitica do
OGP pode gerar o pentapeptideo OGP [10-14].

Figura 1 — Estrutura primaria dos peptideos OGP e OGP [10-14].

NH,-H-A-L-K-R-Q-G-R-T-L-Y-G-F-G-G-OH NH,-H-Y-G-F-G-G-OH

OGP [10-14]

A funcao do OGP e de seus derivados, como o pentapeptideo OGP [10-14]
(Figura 1) é de estimular a osteogénese e a hematopoiese. Age na proliferacao e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras e de células progenitoras
hematopoiéticas. A regeneracdo hematopoiética esta relacionada ao um efeito
secundario do OGP (CHEN et al., 2000; BAB; CHOREV, 2002; HUI et al., 2007).

In vitro os peptideos, OGP e OGP [10-14], possuem excelente potencial
mitogénico para células de linhagem osteobléstica e fibroblasticas (BAB et al., 1992;
GREENBERG et al., 1993; BAB; EINHORN, 1994), favorecem o aumento da
atividade da fosfatase alcalina (ALP) e da mineralizagdo da matriz dssea
(ROBINSON et al., 1995; BAB; CHOREV, 2002); além disso, 0 OGP mostrou-se ter
uma melhor atividade da ALP quando comparado aos horménios de crescimento e
ao FGF (ROBINSON et al.,, 1995). Ainda, tanto o OGP quanto o OGP [10-14]
regulam diretamente a diferenciacdo de células mesenquimais de medula em
osteoblastos favorecendo assim a neoformacado Ossea (CHEN et al.,, 2007;
VANELLA et al., 2010).

Chen et al. (2000) verificaram que a preservacao da sequéncia C-terminal,

principalmente das cadeias laterais da Tyr e Phe, bem como, os residuos de Gly séo
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importantes para ser ter uma 6tima bioatividade, além disso, esses autores
observaram que o OGP [10-14] indicou uma melhor atividade osteogénica em
reverter a perda 6ssea trabecular em camundongos, comparado ao OGP. Outros
estudos in vivo demonstraram que a administragdo diéria via sistémica do OGP
estimulou a ossificagdo endocondral em locais de fratura tanto em ratos quanto em
coelhos, reduzindo o tempo de reparagao 6ssea (SUN; ASHHURST, 1998; BRAGER
et al., 2000; GABET et al., 2004), além disso, aumentou a densidade trabecular
Ossea e estimulou a modelagdo 6ssea de osso imaturo para osso lamelar (BAB et
al., 1992; GREENBERG et al., 1995).

In vivo, o OGP regula a expressdao dos fatores de crescimento de
transformacao TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3, fator de crescimento fibroblastico FGF-2,
fator de crescimento insulinico IGF-1 e do colageno tipo | (BRAGER et al., 2000).
Além disso, o OGP favorece a reparacao da medula éssea recém transplantada ou
irradiada, com aumento consideravel das células hematopoiéticas (GUREVITCH et
al.,, 1996), e ainda com a vantagem de ser prontamente sintetizado, pode substituir
ou suplementar a terapia convencional, a qual € muito cara. OGP [10-14] quando foi
utilizado por via sistémica em ratos com medula 6ssea danificada por tratamento
quimioterapico, apresentou ser eficaz na regulacdo hematopoiética num estagio
inicial do sistema de regulacdo dos fatores de crescimento hematopoiéticos (CHEN
et al., 2000). Defeitos 6sseos tratados com scaffolds de PLGA com OGP sintético
adsorvido foram reparados em um menor tempo em relagdo aos animais que
receberam o OGP por via sistémica; este estudo apontou um importante resultado
na via de administracdo destes peptideos, revelando um efeito terapéutico mais
eficaz quando aplicado localmente (SHUQIANG et al., 2008).

Desta forma, estes peptideos apresentam um grande potencial para serem
utilizados na medicina regenerativa, bem como, empregando-os na funcionalizacao

de biomateriais.
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1.4 Celulose Bacteriana (CB)

A celulose é o biopolimero mais abundante no mundo, com uma producao
anual de mais de 50 bilhdes de tonelada (YU et al., 2008), a maior parte da
producdo ocorre a partir das paredes celulares das plantas, entretanto, pode ser
obtida quimica e enzimaticamente por acdo bacteriana. A celulose é um
homopolissacarideo linear formado por unidades de [B-D-glicopiranose unidas em
cadeias longas, nao ramificadas, por ligacées glicosidicas B (1—4). Este polimero
pode ser dividido em duas formas nativas: celulose pura, obtida diretamente de seu
estado natural, por exemplo, do algoddo, da celulose bacteriana, da celulose
produzida por algumas algas; € a celulose complexa, que inclui a maior parte da
celulose presente na natureza, componente fundamental da parede celular de
plantas superiores, que contém impurezas como lignina, pectina e hemicelulose
(ATALLA; VANDERHART, 1999).

Atualmente acredita-se que a CB, um dos biopolimeros mais promissores,
possa se tornar um dos produtos biotecnolégicos mais importantes tanto para area
da saude quanto para o setor industrial, pois pode ser obtida em larga escala com
baixo custo de fabricacao a partir de rotas biossintéticas de bactérias dos géneros
Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium, Alcaligenes. Esta celulose é
quimicamente pura, livre de componentes biogénicos como ligninas, hemiceluloses e
outros polissacarideos encontrados embebidos na celulose vegetal, fator que diminui
o custo final da producéo.

Gluconacetobacter xylinuns (Acetobacter xylinum) é uma bactéria gram-
negativa quimioheterotrofica, que secreta celulose como camada de
exopolissacarideos; esta celulose extracelular esta disposta em forma de fitas
compostas de microfibrilas flutuantes organizadas de forma linear ao longo do eixo
axial da bactéria (BROWN JR et al., 1976). Vigorosos tratamentos com bases fortes
em altas temperaturas permitem a remocao das células bacterianas embebidas na
trama e é possivel conseguir um biomaterial ndo pirogénico, atoxico e biocompativel
(CZAJA et al., 2006).

A membrana formada em condi¢6es de cultura estética resulta numa estrutura
tridimensional constituindo em um sistema ultrafino de nanofibras (10-50 nm), cujas

fibras sdo orientadas uniaxialmente, o que ndo ocorre em celulose vegetal, cuja
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dimensao das fibras é micrométrica. Esta estrutura 3-D da CB resulta numa celulose
altamente cristalina (60-80%) quando comparado a celulose vegetal (~40%) e similar
a cristalinidade do algodao (~70%) (YU et al., 2008), além disso, apresenta uma
maior resisténcia mecéanica (CZAJA et al., 2004). As ligagdes de hidrogénio inter e
intra-molecular € que mantém as cadeias de celulose juntas conferindo essas
propriedades, além de baixa solubilidade e alta retengcéo de agua.

A sintese da celulose pelo Gluconacetobacter xylinuns é catalisada por quatro
enzimas:

e glicoquinase, responsavel pela fosforilacao da glicose (CeH10Os)n;

e fosfoglicomutase, a qual catalisa a isomerizagao da glicose-6-fosfato a
glicose-1-fosfato;

e (glicose-1-fosfato uridiltransferase, que sintetiza UDP-glicose (UDPG);

e celulose sintase, a qual produz celulose a partir da UDP-glicose.

Na auséncia ou caréncia da enzima glicose-1-fosfato uridiltransferase nao
ocorre a formagao das microfibrilas de celulose (VALLA et al., 1989).

Diferentemente de outros tipos de membrana sintética, a membrana de CB
exibe uma alta resisténcia a corrosdo quimica, é bioabsorvivel, biocompativel,
porosa, €, ainda possui boa resisténcia mecanica (GEYER et al.,, 1994),
propriedades Unicas que a tornam um biopolimero com grande potencial a ser
explorado pela biotecnologia e outras areas da ciéncia biomédica. Soma-se a isso, o
seu potencial de uso em outros produtos comerciais, no campo alimenticio (aditivo
de baixo valor calérico, estabilizante, modificador de textura), nos setores
farmacolégicos (curativo temporario, excipiente, etc), na industria de opto-eletrénicos
(papel eletronico), entre outras (KLEMM et al., 2005; BODHIBUKKANA et al., 2006;
PERCORARO et al., 2008; EICHHORN et al., 2010).

No Brasil, nas décadas de 80 e 90, o curativo de CB (Biofill®) foi usado como
instrumento na reconstrugédo e substituicdo temporaria da pele, em queimaduras e
outras situagdes como Uulceras crénicas e enxertos (REBELLO et al.,, 1987;
FONTANA et al., 1990; MAYALL et al., 1990; WOUK et al., 1998; ANDRADE et al.,
2010), apresentando caracteristicas importantes, sendo biocompativel, inerte e
seletivamente permeavel, permitindo assim, trocas gasosas. Atuou também como
uma barreira contra 0s microorganismos, proporcionando uma recuperagcao mais
rapida e menos dolorosa ao paciente, reduzindo as cicatrizes provocadas por esses
tipos de ferimentos. De acordo com FARAH (1990), a membrana de CB aplicada
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sobre a regido lesionada com perda de tecido epitelial agiu como uma nova pele,
eliminando a sintomatologia dolorosa (pela isolacdo de terminagdes nervosas) e
acentuando a absor¢édo dos exudatos da ferida. Em odontologia, a membrana de CB
foi empregada em regeneracdo 6ssea guiada em defeitos periodontais ou peri-
implantares (NOVAES et al., 1990; NOVAES; NOVAES, 1993; NOVAES; NOVAES
1995; DOS ANJOS et al., 1998; SIMONPIETRI et al., 2000). A CB funcionou como
uma barreira mecanica impedindo que células fibroblasticas e tecido conjuntivo
fibroso invadissem o local dos defeitos 6sseos, promovendo uma neoformacgao
Ossea efetiva no local, além de ser um tratamento de baixo custo.

Mundialmente, a CB também vem sendo extensivamente alvo de estudos
tanto no desenvolvimento de novos materiais quanto nos estudos in vitro e in vivo,
devido a suas excelentes propriedades fisico-quimicas e biologicas. KLEMM et al.
(2001) utilizaram membranas tubulares de CB in vivo (BASYC®) em regeneragéo de
artérias em microcirurgias, as quais foram efetivas servindo como um étimo scaffold
para microcirurgias vasculares. WIPPERMANN et al. (2009) também relataram que
enxertos tubulares de CB em artéria car6tida de porcos foram eficazes. Estudos in
vivo em subcutaneo de ratos verificaram que a CB foi biocompativel, podendo ser
usada como scaffold para produtos de engenharia tecidual (HELENIUS et al., 2006;
MENDES et al., 2009); e em dorso nasal de coelho, a membrana de CB também se
apresentou biocompativel, sendo considerada um bom material para uso na
elevagao do dorso nasal (AMORIM et al., 2009). A aplicacdo da membrana de CB
como substituto de dura-méter apresentou ser eficaz em cirurgias realizadas em
caes (MELLO et al., 1997). Mello et al. (2001) utilizaram a membrana de CB em
regeneragdo do nervo periférico (nervo isquiatico) e observaram o realinhamento e
crescimento axonal apds a recolocagdo do fragmento do nervo seccionado como
enxerto. Além disso, a CB mostrou-se ser um scaffold com potencial para
substituicao de menisco (BODIN et al., 2007) e para cartilagem articular (GASPAR et
al., 2011). Svensson et al. (2005) relataram que a CB promoveu uma melhor
proliferacdo de condrécitos comparado ao colageno tipo Il, sugerindo que a CB pode
ser um excelente scaffold para engenharia tecidual para cartilagem.

Fang et al. (2009) realizaram estudo in vitro com células mesenquimais
derivadas da medula 6ssea de humanos (hBMSC) em compdsito a base de CB e
hidroxiapatita (HA), onde verificaram que este compédsito ndo foi citotdéxico e

promoveu proliferagéo e diferenciacao celular. Outros estudos in vitro relacionados a
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compositos CB-HA revelaram que os mesmos tém um o6timo potencial para
aplicagdo em regeneracao 6ssea (GRANDE et al., 2009; ZIMMERMANN et al.,
2011). Portanto, compésitos de CB-HA poderdo ser 6timos candidatos para
regeneracado 0ssea, devido a HA conferir a celulose propriedades bioativas e de
osteoconducgao.

Basicamente, duas metodologias principais tém sido propostas para
preparacao de compoésitos CB-HA. Uma inclui um processo biomimético, no qual a
membrana de CB é submetida a um pré tratamento com solugdes de Ca(OH). ou
CaCly, e em seguida estas membranas sao imersas em solugcao de SBF (simulated
body fluid) para induzir a precipitacdo de HA, assim ocorrendo a formacao de cristais
de HA principalmente na superficie das membranas (BODIN et al., 2006; HONG et
al., 2006; CROMME et al., 2007; NGE; SUGIYAMA, 2007; WAN et al., 2007; SHI et
al., 2009; GAO et al., 2010; WAN et al., 2011). A outra metodologia consiste em uma
incubacdo prévia das membranas de CB em solugdo de CaCl,, seguido
posteriormente em imersdo em solugdo de fosfato de sédio (HUTCHENS et al.,
2006; HUTCHENS et al., 2009).

Outros compdsitos a base de CB com potencial aplicacdo em medicina
regenerativa tém sido desenvolvidos tais como compoésitos de CB com colageno
(WIEGAND et al., 2006; LUO et al., 2008; ZHIJIANG; GUANG, 2011) e compdsitos
de CB, gelatina e HA (WANG et al., 2011). Compésitos de CB/colageno promoveram
maior adesao, espraiamento e proliferagéo celular em relagdo a CB pura em cultura
de células fibroblasticas (3T3) (ZHIJIANG; GUANG, 2011) e ainda foram capazes de
reduzir significativamente a quantidade de proteases (enzimas proteoliticas) e
interleucinas além de reduzirem consideravelmente a atividade dos radicais livres
(oxigénio reativo — ROS) (WIEGAND et al., 2006). Wang et al. (2011) demonstraram
que os compositos de CB/gelatina/HA exibiram excelente compatibilidade e
proliferagao celular para células mesenquimais de medula éssea. Desta forma, estes
compositos, CB/colageno e CB/gelatina/HA poderao favorecer a reparagao tecidual
tanto de tecidos moles quanto de tecido 6sseo.

De acordo com os resultados demonstrados na literatura, a CB, além de suas
excelentes propriedades ja descritas, tem servido também como uma eficiente matriz
para o desenvolvimento de novos compoésitos para aplicacdo na regeneracao e
engenharia tecidual.
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1.5 Colageno

O colageno tipo | é a proteina animal mais abundante constituindo a matriz do
0ss0, da pele, e de outros tecidos. As principais fontes de colageno sao a derme ou
os tenddes de origem animal tanto bovina quanto suina. A estrutura de tripla hélice
do colageno consiste da repeticdo da sequéncia de 03 residuos de aminoacidos:
Gly-Pro-X, podendo ser também hidroxiprolina ou hidroxilisina em substituicao a
prolina, onde o X pode ser qualquer residuo de aminoacido. Devido a sua
abundancia nos tenddes, o colageno tipo | foi o primeiro a ser caracterizado. Suas
fibrilas possuem enorme resisténcia a tensdo. Estas fibrilas medem
aproximadamente 50 nm de didmetro e varios micrometros de comprimento, estando
empacotadas lado a lado paralelamente em feixes, chamadas fibras colagenas
(NELSON; COX, 2005).

A matriz de colageno tipo | oferece um ambiente favoravel para indugéo de
diferenciacao de osteoblastos in vitro e osteogénese in vivo (MIZUNO et al., 1997).
O colageno tipo Il constitui as fibras reticulares dos tecidos e também é muito
utiizado na confeccao de membranas para ROG. As membranas de colageno
quando nao mineralizadas sao normalmente frageis (baixa resisténcia mecanica a
tracdo) dificultando sua manipulagcdo clinicamente. A grande vantagem é que
possuem excelente afinidade celular, estimulando a quimiotaxia de fibroblastos e
agindo como suporte de migracdo dessas células (osteoconducédo). Outras
vantagens sdo: boa adaptacdo a superficies Osseas, principalmente de raizes
dentarias e efeito hemostatico (DUSKOVA et al., 2006). Quando embebidas na
matriz 6ssea sdo gradualmente metabolizadas pela acdo da enzima colagenase, ou
ainda, podem ser incorporadas parcialmente na matriz 6ssea.

A reabsorcao do colageno ocorre paralelamente a neoformacao 6ssea, bem
como junto a neoformacado de tecidos periodontais como cemento e ligamentos
periodontais, com um tempo de reabsor¢cdo que varia de 06 a 08 semanas,
dependendo da resisténcia do material, porém pode chegar a um periodo de 04 a 06
meses (HURZELER et al.,, 1998). Neste caso, o0 0sso neoformado esta protegido
contra o crescimento de tecido conjuntivo dentro da regido do defeito. Apesar de
impedir infiltracdo celular, esta membrana €& permeavel para nutrientes, e a

degradacao ocorre através de reagdes enzimaticas sem irritar os tecidos adjacentes.
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Os resultados revelam que essas membranas possuem adequada resisténcia
mecanica (COIC et al., 2010), além do mais, conseguem favorecer a manutenco do
espaco a ser regenerado, semelhante as membranas nao reabsorviveis.

As membranas de colageno desenvolvidas nos ultimos anos tém apresentado
caracteristicas fisico-quimicas ideais para aplicagao clinica (GOISSIS et al., 1998;
CHARULATHA; RAJARAM, 2003; YUNOKI et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010;
FORTI et al., 2011). Segundo a literatura, a determinacao da densidade da reacao
de reticulagdo (cross-linking) influencia diratemente as propriedades fisicas das
matrizes de colageno, ou seja, 0 aumento da reticulacao das fibrilas de colageno
proporciona o aumento da resisténcia a tracdo e a degradagcdo enzimdtica e uma
maior estabilidade térmica (PARK et al., 2002; CHARULATHA; RAJARAM, 2003;
YUNOKI et al., 2004; RODRIGUES et al., 2010).

Um agente reticulador que tem apresentado resultados excelentes para a
reticulacdo do colageno é o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropril)carbodiimida (EDC), na
tentativa de substituir o glutaraldeido e entre outros agentes quimicos convencionais
empregado para reticular fibrilas de colageno. O EDC é soluvel em agua e atua
como um catalisador da reacdo entre 0os grupos aminos e carboxilicos livres, em
contraste do glutaraldeido e de outros agentes, pois o EDC ndo permanece como
uma parte dessa ligacao, simplesmente ap6s a reacao se torna um derivado de
uréia soluvel em agua, o qual possue baixa citotoxicidade. Por outro lado, os
agentes convencionais participam da ligacdo covalente estavel da reticulagédo, ou
seja, impedindo que ocorra a depolimerizagéo e liberacdo dos reagentes toxicos
residuais (PARK et al., 2002).

Estudos com membrana de colageno em ROG tém relatado resultados
satisfatérios in vivo, por exemplo, a taxa de regeneragcao 6ssea possui efetividade
similar as membranas de e-PTFE, isto devido ao advento de membranas de
colageno com boa resisténcia mecanica. No passado, era dificil obter resultados tao
satisfatérios e previsiveis devido a dificuldade de se produzir membranas de
coldgeno com estas caracteristicas (CAPORALI et al., 2006; JUODZBALYS et al.,
2007).

Uma excelente matriz para incorporacdo de colageno é a CB, pois possui
propriedades mecanicas consideraveis que podem conferir uma melhor resisténcia a
tracdo para estas membranas. Segundo a literatura, os compdsitos de CB-colageno
foram preparados empregando duas metodologias distintas; sendo uma delas,
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adicionando colageno tipo | ao meio de cultura das bactérias Gluconacetobacter
xylinus (WIEGAND et al., 2006; LUO et al., 2008); e a outra foi realizada deixando as
membranas de CB imersas em uma solucao de colageno para posterior liofilizagéo
(ZHIJIANG; GUANG, 2011). Nestas duas metodologias as moléculas de colageno
nao se ligam covalentemente aos grupos hidroxilas da CB. No primeiro processo
descrito, o colageno foi incorporado ao meio de cultura durante a produgdo da
celulose pelas bactérias, desta forma restringe a uniformidade em termo de
quantidade de colageno incorporado as fibras de CB; assim a homogeneidade do
compoésito é questionavel devido ao fato de que a quantidade de colageno é
determinada pelo metabolismo da bactéria dificultando a padronizagéo do conteudo
de colageno no compésito. Esta padronizacao é primordial, uma vez que o objetivo
final destes produtos é para aplicacdo médica. Além disso, as metodologias
empregadas para purificacdo destes compésitos, CB-colageno, também séao
questionaveis, pois a técnicas de purificacdo empregando solucao de hidréxido de
sédio (LUO et al., 2008) e autoclave, para purificagéo e esterilizagdo (WIEGAND et
al., 2006), desnaturam as moléculas de colageno nos compositos, devido ao elevado
pH e elevada temperatura, respectivamente. Em adicdo, a esterilizacdo por
autoclave nao elimina os residuos bacterianos presentes na CB. Portanto, vendo a
importancia de tais compdsitos na medicina atual e das deficiéncias apresentadas
por estas metodologias empregadas, instigou-se a desenvolver compdsitos
alternativos mais eficientes e economicamente viaveis. Desta forma, neste trabalho
0s compositos a base de CB e colageno foram desenvolvidos com moléculas de
colageno ligadas covalente e homogeneamente a CB; além disso, a quantidade de
colageno incorporada pode ser controlada, e consequentemente esta incorporagao
pode ser padronizada.
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1.6 Hidroxiapatita

Os fosfatos de calcio sdo materiais ceramicos com razées molares Ca/P
variadas, e a forma mais conhecida é a hidroxiapatita, a qual esta presente nos
0ssos e dentes. A quimica estrutural da hidroxiapatita biologica é muito complexa,
devido a sua composicdo nao ser totalmente pura (ndo estequiométrica),
frequentemente é uma hidroxiapatita deficiente em calcio ou enriquecida com ions
carbonatos, formando a carbonato-apatita (STEPHEN, 2005).

Apatita € um termo geral para minerais com férmula quimica definida por:
M,,(Y)sZ,'- Este nome, apatita, foi dado por Werner em 1790 e tem origem da
palavra grega apato, que significa engano, por ter sido confundida com a pedra
preciosa turmalina (AOKI, 1991).

Os fosfatos de calcio de relevancia biolégica sdo o fosfato de célcio amorfo
(ACP), a brushita (DCPD), a monetita (DCP), o fosfato octacalcio (OCP), o fosfato
tricalcio (TCP), o pirofosfato de calcio (CPP) e a hidroxiapatita (HA).

A hidroxiapatita (HA) pura, especificamente hidroxiapatita de calcio, é um
composto de composicao estequiometria, (Ca)i0(PO4)s(OH). (Ca/P = 1,67), e
cristalografia definida; pertence a um sistema hexagonal, cuja célula unitaria contém
uma representagdo completa do cristal de apatita, consistindo em grupos de Ca, PO,
e OH empacotados juntos em um arranjo (STEPHEN, 2005). E um dos componentes
do tecido 6sseo e dentes e se pesquisa a muitos anos diferentes formas de sinteses
e aplicacoes desses fosfatos de calcio na reconstrugcéo e regeneragéo de estruturas
Osseas. As hidroxiapatita sintéticas, sdo muito utilizadas para esta finalidade por
serem material bioativo e com razdes molares Ca/P menor que 1,67, desta forma,
mais eficazes clinicamente devido a suas similaridades com a composicao do tecido
0sseo e pela sua propriedade de osteocondugédo (REIKERAS; GUNDERSON, 2006).

As bioceramicas tém diferentes taxas de solubilidade in vitro, a qual se reflete
na degradagéo in vivo (DCP (monohidrogeno fosfato de calcio) >> OCP (fosfato
octacélcio) >>a-TCP (a-fosfato tricalcio) >> B-TCP (B-fosfato tricalcio) > CDHA

' Formula geral para apatitas. M - s3o tipicamente cations metalicos divalentes como Ca®*, Sr**, Ba®, Pb* ou Cd*; Y - sdo
tipicamente um dos seguintes anions trivalentes: PO,>, AsO,*, VO,*, CrO,* ou MnO,%; Z - sdo geralmente F, OH’, Br ou CI.
O anion divalente COs> no lugar de Z, da origem as carbonatoapatitas.
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(apatita deficiente de célcio) >> HA), ou seja quanto maior for a razao molar Ca/P
menor a solubilidade (LE GUEHENNEC et al., 2004). Porém, a taxa de dissolugéao
nao € somente influenciada pela razdo molar Ca/P. mas também pela influéncia de
outros fatores como pH local, composi¢cdo quimica, cristalinidade e tamanho das
particulas (MISCH, 2006).

As bioceramicas quando em contato com os tecidos e fluidos corporais
iniciam-se na interface, material-tecido, reacées em escala molecular do tipo
dissolucdo de fons Ca®* e POs* e consequentemente ha um aumento do pH local
promovido pela liberagdo de ions Ca?*. Este aumento no pH estimula a atividade da
fosfatase alcalina presente nas células osteoblasticas pré-existentes e
concomitantemente, os osteoblastos ativos recém diferenciados, para sintetizarem
mais fosfatase alcalina, colageno tipo | e entre outras proteinas nao colagenas.
Dessa maneira, o pH da interface biomaterial-tecido se restabelece gradativamente,
pois a0 mesmo tempo ocorre a nucleagdo de cristais de fosfato de calcio (HA) as
fibras coldgenas ou a transformacao da bioceramica em questdo para uma fase
mais estavel. Estes fatos estdo relacionados com a liberagdo de ions POs* das
moléculas ATP, pirofosfato, entre outras, contendo fosfato dos tecidos adjacentes
pela acao da ALP, além da acdo dos tampdes biolégicos, que contém ions HCOg,
favorecendo a precipitacdo de carbonato-apatita, bem como, a diminuicdo de
mediadores quimicos no local, produzidos pelos leucécitos (STEPHEN, 2005). A
Tabela 1 mostra a ocorréncia dos fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos.

Varios ions presentes no meio fisiolégico podem ser incorporados a rede da
hidroxiapatita, dando origem nao s6 as carbonato-apatitas, mas também as
fluorapatitas, apatitas com substituicbes parciais de so6dio, apatitas com
substituicoes parciais de potassio, dentre outras. Os membros do grupo das apatitas
sdo diferenciados com base nos seus anions predominantes, isto é: fluorapatita (F),
hidroxiapatita (OH) ou cloroapatita (Cl), dentre outros.

O fon carbonato, COs?, pode fazer substituicdes tanto no grupo da hidroxila
OH quanto no do fosfato PO,%, desighadas como substituicdes do tipo A ou B,
respectivamente. Nas substituicbes do tipo B, o aumento no teor de carbonato,
associado a substituicdes de ions Ca®* por fons Na* causam mudancas morfoldgicas
nos cristais de apatita, desde acicular para bastbes, sendo esta dupla substituigéo,
necessaria para que haja um balanco de cargas (LEGEROS, 1991). Os arranjos

atdbmicos da fluorapatita, Ca,,(PO,);F, e da cloroapatita, Ca,,(PO,),Cl,, onde o
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fluoreto (F) e o cloreto (Cl), respectivamente, substituem o grupo (OH) na estrutura
da apatita, sao similares, sendo que a fluorapatita apresenta-se como a forma mais
estavel dentre as apatitas.

Tabela 1 - Fosfatos de calcio em sistemas biol6gicos. Fase da apatita, férmula quimica e razédo molar
Ca/P.

Fase da apatita Férmula razao molar Ca/P

fosfato dicélcio (monetita) - DCP CaHPO, 1,0
fosfato dicalcio dihidratado (brushita) - DCPD CaHPO42H,0 1,0
pirofosfato de calcio - CPP Ca,P,0- 1,0
fosfato octacalcio - (OCP) CagHy(PO4)s.5H0 1,33

fosfato de célcio amorfo - (ACP)  —memeemeeee- 1,40 - 1,50
a e B-fosfato tricalcio - (a e B-TCP) (Ca)g(POy)s 1,48
hidroxiapatita deficiente em calcio - (CDHA) Cag(HPO,)(PO,4)5(0OH) 1,50
hidroxiapatita - (HA) Cayo(PO4)6(0OH), 1,67

Fonte: Legeros (1991) e Stephen (2005).

Contudo, as bioceramicas apresentam uma limitagcdo em aplicagéo clinica,
devido a baixa resisténcia mecanica, como por exemplo, baixo moddulo de
elasticidade, quando comparado a outros biomateriais metalicos e poliméricos, ndo
permitindo que sejam usadas como forma de ancoragem para implantes submetidos
a carregamentos, mas sim para o recobrimento em materiais de alta resisténcia
mecanica (LIU; WEBSTER, 2006; CHEVALIER; GREMILLARD, 2009), ou como
materiais de preenchimento ésseo. A HA sintética por ser um material biocompativel
e bioativo é implantada sob a forma de blocos ou granulos (CHO; GOSAIN, 2004;
REIKERAS; GUNDERSON, 2006). O cimento de hidroxiapatita facilita o contorno
6sseo além de ser clinicamente usado como uma bioceramica reparadora de 0sso
pela sua similaridade com a composi¢cdo do 0osso mineral e pela capacidade de sua
osteoconducado. Sepulveda et al., (2002) mostraram que a hidroxiapatita apresenta
alto potencial de osteoconducdo, sendo um importante biomaterial para a
substituicao éssea em ortopedia, cirurgia reconstrutiva cranio-facial, implante dento-
alveolar e cirurgias orais. Kveton e Coelho (2004) realizaram uma revisdo de 10
anos de experiéncias cirargicas com HA em osso temporal, onde 109 pacientes
foram operados, dos quais 97% dos casos ocorreram regeneragao e
restabelecimento da integridade do osso temporal.
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A busca e o desenvolvimento de novos materiais poliméricos bioativos tem
atraido inumeros pesquisadores para tentar solucionar os problemas de resiténcia
mecéanica destes compdsitos organico-inorganicos (HOLLISTER et al., 2005; LIU;
WEBSTER, 2006; CHEVALIER; GREMILLARD, 2009). Compésitos a base de HA e
colageno tem apresentado bons resultados em termos de resisténcia mecanica e
estabilidade quimica, portanto, um material em potencial para regeneracdo 6ssea
(SONG et al, 2007; YUNOKI et al, 2007). Membranas compostas de
HA/colageno/PLGA demonstraram-se uma resisténcia a tragdo consideravel para
aplicagdo médica, além de apresentarem resultados efetivos in vitro com linhagem
osteoblastica MC3T3-E1 (LIAO et al.,, 2005). In vivo compdsitos a base de
HA/colageno/PLA favoreceram aumento da densidade Ossea, neoformacao
trabecular e apresentou-se mais lamelar em comparagdo com composito HA/PLA
(WANG et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho objetivou desenvolver compdsitos a base de CB contento as
propriedades osteocondutivas do colageno e bioativas da HA, e ainda adsorver os
peptideos reguladores de fatores de crescimento ésseo, OGP e OGP [10-14] a estes
compositos para proporcionar lhes propriedade de osteoindug¢do. Para tanto, os

objetivos especificos foram:

e Obtencao de materiais compositos organico-inorganicos
estruturalmente formados por celulose bacteriana sintetizada por
Gluconacetobacter xylinus, colageno tipo |, hidroxiapatita e OGP ou
OGP [10-14], na tentativa de gerar biomateriais com propriedades
analogas a estrutura do tecido ésseo.

e Realizar caracterizagdes fisico-quimicas para melhor compreensao da
interagdo do colageno e dos cristais de hidroxiapatita a celulose
bacteriana.

e Analisar a liberagdo controlada do peptideo OGP-5,6
carboxifluoresceina por Espectroscopia de Fluorescéncia, apos serem

incorporados nas amostras.

e Analisar a influéncia da radiagdo gama empregada para esterilizar as
membranas analisando se esta radiacdo interfere nas propriedades

fisico-quimicas das mesmas.

e Avaliar a potencialidade destes biomateriais para regeneragao 6ssea,
bem como as propriedades osteoindutoras na presenca de peptideos
sobre importantes eventos do processo de osteogénese in Vvitro,

utilizando cultura priméria de células osteogénicas.
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e Andlise do estudo in vivo, empregando regeneracao éssea guiada, em
defeitos 6sseos nao-criticos em fémur de ratos para analisar a
biocompatibilidade, a eficiéncia do peptideo regulador empregado,
bem como, a densidade Ossea nos defeitos 6sseos, além do

comportamento de reabsorcdo das membranas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Com intuito de desenvolver novos compoésitos organicos-inorganicos
bioativos, osteocondutores e osteoindutores a base de celulose bacteriana (CB) para
regeneracao Ossea, neste trabalho foram desenvolvidas membranas para ROG,
constituidas de CB, colageno tipo |, hidroxiapatita e peptideos moduladores de
fatores de crescimento 6sseo. Desta forma, primeiramente realizou-se a sintese dos
peptideos moduladores de fatores de crescimento 6sseo, OGP e OGP [10-14],
vastamente estudados na literatura na proliferacdo e diferenciacdo de células
osteogénicas; concomitantemente prepararam-se os compositos CB-HA, CB-COL,
(CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL. Determinada a concentracado dos peptideos a ser
incorporada nas amostras, avaliou-se também a liberagéo controlada dos mesmos.
Além disso, para avaliar o potencial osteoindutor das amostras foram realizados
testes in vitro e in vivo. A Figura 2 apresenta o fluxograma do desenvolvimento deste

trabalho.
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Figura 2 - Fluxograma da metodologia desenvolvida.
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2.1 Sintese quimica do OGP e do OGP [10-14]

Os peptideos OGP e seu derivado OGP [10-14] (Figura 1) foram sintetizados
manualmente pelo método da fase sélida (STEWART; YOUNG, 1984), segundo o
protocolo padrdo que emprega o grupamento base-labil 9-fluorenilmetiloxicarbonila
(Fmoc) como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a
protecdo da maioria das cadeias laterais de residuos de aminodcidos trifuncionais
(CHAN; WHITE, 2000). Partiu-se de 500 mg de uma resina Fmoc-Gly-Wang (grau
de substituicdo de 0,66 mmol/g) (Novabiochem®) e diisopropilcarbodiimida/1-
hidroxibenzotriazol (DIC/HOB) (Fluka® e Advanced Chem Tech®, respectivamente)
como agentes de condensacao. Na rota sintética apdés o acoplamento do quinto
residuo de aminoacido (Tyr), a peptidil-resina obtida foi dividida em duas fracoes;
uma delas foi armazenada para futura desprote¢éo e clivagem e com a outra se
prosseguiu com a sintese da sequéncia do OGP, como ilustrado na Figura 1. Os

grupos protetores das cadeias laterais dos Fmoc-aminoacidos estao representados
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na Tabela 2. Os Fmoc-aminoacidos utilizados na sintese foram adquiridos da
Novabiochem® ou da Advanced Chem Tech®.

Tabela 2 - Grupos protetores dos aminoacidos utilizados na sintese do OGP e OGP [10-14].

Fmoc - aminoacido  Abreviacdo Protetor da cadeia laterial
Arginina Arg, R pmc:2,2,5,7,8-pentametil-cromano-6-sulfonila
Glutamina Gln, Q tri:tritila
Lisina Lys, K boc:tert-butiloxicarbonila
Tirosina Tyr, Y tbu :tert-butila
Treonina Thr, T tbu : tert-butila

Na etapa de condensacdo de cada aminodcido, foi utilizado um excesso
molar, em relagdo ao grau de substituicao inicial de trés equivalentes para cada
Fmoc-aminoacido e trés equivalentes para DIC e HOBt, em uma mistura DCM
(diclorometano):DMF (dimetilformamida) (1:1) (DCM, Synth® e DMF, Synth®). Na
desprotecao dos grupos a-aminicos (remocao do grupo Fmoc), foi empregada uma
solucao de piperidina 20% (v/v) (Merck®) em DMF.

A eficiéncia das etapas de condensacao foi monitorada pelo teste de Kaiser
(KAISER et al., 1970) e, quando positivo (presenca de grupos aminos livres), o
processo de acoplamento era repetido com 50% da quantidade inicial dos
reagentes.

A clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecdao dos
grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada com uma solugdo contendo
94,5% é&cido trifluoracético (TFA), 2,5% etanoditiol (EDT), 0,5% tioanisol e 2,5%
agua deionizada a 25°C por 2 h sob agitacdo. Os reagentes desta solucao foram
adquiridos respectivamente da Fluka®, Sigma® e Acros®; a agua deionizada foi
obtida através do sistema de filtracdo Barnstead, equipado com cartuchos para
retencao de sais e de compostos organicos. Os peptideos brutos OGP e OGP [10-
14] foram precipitados e lavados com éter etilico gelado e centrifugado (seis vezes),
dissolvidos em solugéo aquosa de &cido acético 10%, concentrados e liofilizados.

Ao final, os produtos isolados, foram analisados e purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas escalas analitica e semi-preparativa,
respectivamente. O material bruto foi analisado primeiramente, em um cromatografo

liquido de alta eficiéncia analitico Varian ProStar, com uma coluna de fase reversa
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C1s (Phenomenex, 250 x 4,6 mm; d = 5 um; 300 A). Nesta andlise foram utilizados
solvente A (4gua deionizada contendo 0,045% de TFA) e solvente B [acetonitrila
(Mallinchrodt®) contendo 0,036% de TFA] empregando um gradiente linear de 5 a
95% de B em 30 min com fluxo de 1,5 mL.min™!, com detecgdo em 220 nm. Apéds
esta analise, o peptideo bruto foi purificado em modo semi-preparativo utilizando um
Cromatdgrafo System Gold BECKMAN, com coluna de fase reversa Cqg (Delta Pack
- Waters, 300 x 19 mm; d = 5 um; 100 A). Nesta andlise foram utilizados solvente A e
solvente B empregando um gradiente ajustado de acordo com o perfil e o pico de
eluicdo obtidos no cromatograma analitico, que foi de 25 a 45% de B em 120 min
com fluxo de 5 mL.min™', com deteccao em 220 nm.

A proporcao de aminoacidos, bem como o rendimento da sintese e o
conteudo peptidico das sequéncias sintetizadas e purificadas foram determinados

através de andlise de aminodcidos e espectrometria de massas (ES-MS positivo).

2.1.1 Analise de aminoacidos

Os peptideos foram previamente pesados (aproximadamente 1 mg) e
hidrolisados em 1 mL de HCI 6 mol.L™" e 160 pL de Fenol 5% em agua a 110°C por
72 h em atmosfera de N, sob agitagdo. Apds a hidrélise, o material foi concentrado a
vacuo, dissolvido posteriormente em tamp&o de diluicdo citrato de sédio 0,2 mol.L™,
pH 2,2 e filtrado em unidade GV Millex (0,22 um) (Millipore®) antes de ser injetado
no aparelho.

As analises de aminoacidos foram efetuadas pelo Cromatégrafo Liquido
Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor automatico
SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A, empregando o
método de funcionalizacdo poés-coluna por orto-ftalaldeido (OPA). O sistema foi
calibrado com uma mistura padrdo de aminoacidos, obtendo-se um valor para o
tempo de eluicdo de cada aminoacido e o fator de converséo entre a area de cada
pico e a concentragdo da amostra.

Para calculo da proporcdo relativa dos aminoacidos das amostras

determinou-se a relacao entre as suas concentragdes unitarias e a média.
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2.1.2 Espectrometria de Massas

Analises realizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de
massas (CL/ESI) das amostras dos peptideos puros, para confirmagao e
identificagdo dos picos com massa molecular correspondente aos valores teéricos
dos mesmos. O sistema CL/ESI Waters - Micromass, constituido por um médulo de
separacao Alliance modelo 2690, detector “Photodiode Array” modelo 996, injetor
automatico com capacidade de 120 amostras e um espectrobmetro de massa
Micromass modelo ZMD. O sistema é controlado por uma Workstation Compaq
modelo AP200.

Estes ensaios foram realizados no Departamento de Biofisica da UNIFESP.

2.2 Sintese do peptideo OGP marcado com carboxifluoresceina

A sintese do peptideo OGP (HoN-A-L-K-R-Q-G-R-T-L-Y-G-F-G-G-OH) foi
realizada manualmente seguindo a metodologia de sintese em fase sélida, como
descrita acima. Posteriormente o peptideo foi marcado com carboxifluoresceina para
analisar a liberagao controlada do mesmo nas membranas de CB.

Para tanto, nesta sintese foram utilizados: 1g de resina Fmoc-Gly-Wang (grau
de substituigdo de 0,55 mmol/g - Novabiochem®), e DIC/HOBt (Fluka® e Advanced
Chem Tech®, respectivamente) como agentes de condensacdo. Na etapa de
condensacao de cada aminoacido, foi utilizado um excesso molar, em relagédo ao
grau de substituicdo inicial de 3 equivalentes para cada Fmoc-aminoacido e 3
equivalentes para DIC e HOBt, em uma mistura DCM:DMF (1:1) (DCM, Synth® e
DMF, Synth®).

Na rota sintética apdés o acoplamento do ultimo residuo de aminoacido (A =
Alanina), a peptidil-resina obtida foi dividida em duas fra¢cdes; uma foi armazenada
para futura desprotecéo e clivagem e com a outra fracao prosseguiu-se a marcagao
da com 5,6 carboxifluoresceina (CF) (Sigma®).

O protocolo sintético empregado para marcacao da peptidil-resina (968 mg)
foi 0 método de sintese em fase sélida utilizando CF e DIC/HOBt (Fluka®), como
agentes de condensagdo, com um excesso molar em relagdo ao grau de
substituicdo da peptidil-resina (0,33 mmol/g) de cinco equivalentes para cada
reagente em uma mistura de DMF/DCM 9:1; a reacdo de acoplamento da CF a
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peptidil-resina foi a temperatura ambiente por 2 h. Apés o acoplamento, a CF-
peptidil-resina obtida foi dividida em duas fragdes, e somente uma fragdo (546 mg)
foi clivada.

A clivagem final do OGP-CF da respectiva resina e a desprote¢ao dos grupos
protetores das cadeias laterais foi efetuada com uma solugédo contendo 95% TFA,
2,5% Tioanisol e 2,5% agua deionizada, a 25°C por 2 h sob agitagao.

O peptideo bruto OGP-CF foi precipitado e lavado com éter etilico gelado e
centrifugado (seis vezes), dissolvidos em acetonitrila e agua deionizada (1:1),
concentrado e liofilizado.

Ao final, os produtos isolados, foram analisados e purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC- high-performance liquid
cromatrography), nas escalas analitica e semi-preparativa, respectivamente. O
material bruto foi analisado primeiramente, em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia analitico Varian, com uma coluna de fase reversa Cig (Kromazil, 150 x 4,6
mm; d = 5 um; 300 A). Nesta andlise foram utilizados solvente A (4gua deionizada
contendo 0,045% de TFA) e solvente B (acetonitrila (Mallinchrodt®) contendo 0,036%
de TFA) empregando um gradiente de 5 a 95% de B em 30 min com fluxo de 1,5
mL.min", com deteccdo em 220 nm. Apds esta andlise, o peptideo bruto foi
purificado em modo semi-preparativo utilizando um Cromatégrafo System Gold
BECKMAN, com coluna de fase reversa Cig de fase reversa (Phenomenex, 250 x
21,2 mm; d = 5 um; 300 A). Nesta analise foram utilizados solvente A e solvente B
empregando um gradiente ajustado de acordo ao perfil e ao pico de eluicao obtidos
no cromatograma analitico, que foi de 20 a 60% de B em 120 min com fluxo de

3 mL.min'1, com deteccdo em 220 nm.

2.3 Preparacado das Membranas de Celulose Bacteriana

As mantas de celulose bacteriana (CB) foram fornecidas pela empresa
Fibrocel — Produtos Biotecnolégicos LTDA, situada em Ibiporda (PR). O cultivo das
bactérias Gluconacetobacter xylinus foi realizado em meio de cultura estatica em
frascos elenmeyers de 500 mL com tempo de cultivo de 120 h a 28°C (5 mm de
espessura). O meio de cultura foi composto de 2% (m/v) glicose, 0,5% (m/v)
peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,27% (m/v) fosfato dissddico anidro e 0,115%

(m/v) acido citrico monohidratado.
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A celulose foi obtida em forma de uma membrana gelatinosa formada na
interface meio de cultura/superficie. Para remover as bactérias, a membrana passou
por tratamento quimico empregando solugéo de hidréxido de sddio 2% a 80°C por 1
h e em seguida utilizou-se solucao de hipoclorito de sédio 1% por 30 min, sendo
posteriormente lavada exaustivamente com &gua destilada e acondicionada em
agua deionizada. Apés varias trocas de agua deionizada as membranas foram
autoclavadas por 15 minutos a 120°C.

Para obtengcdo das membranas CB as amostras foram secas a 50°C em
molde prensado. Apdés a secagem, as membranas foram acondicionadas em
envelopes apropriados para serem esterilizadas com radiagdo gama a 20 kGy pela
EMBRARAD (Cotia - Brasil).

2.3.1 Preparacao dos compdsitos

As membranas desenvolvidas foram a base de celulose bacteriana, colageno
tipo 1, hidroxiapatita e peptideos OGP e OGP [10-14] vide a Tabela 3.

Tabela 3 - Composigao das amostras que foram confeccionadas.

amostras amostras com OGP amostras com OGP [10-14]
CB CB CB
CB-HA CB-HA CB-HA
CB-COL CB-COL CB-COL
(CB-COL)-HA (CB-COL)-HA (CB-COL)-HA
(CB-HA)-COL (CB-HA)-COL (CB-HA)-COL

Para confecgcéao das respectivas membranas, previamente as matrizes de CB
altamente hidratadas com 5 mm de espessura foram cortadas com auxilio de moldes
de 25 mm e 13 mm de diametro interno (Figura 3). As amostras com 13 mm de

diametro foram utilizadas para andlise in vitro.
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Figura 3 - Celulose bacteriana de 5 mm de espessura padronizadas em 25 mm de diametro.

2.3.1.1 Preparacdao dos compdsitos de celulose bacteriana e colageno (CB-
CcoL)

No preparo destas amostras empregou-se solugdao de colageno tipo | de
tenddo de rato (Sigma® — Saint Louis/EUA) e matrizes de CB altamente hidratadas
com 5 mm de espessura e 25 mm de didmetro.

Para a realizagdo do processo de incorporacdo do colageno, primeiramente
foi realizada troca da agua da CB por DMF. Esta troca foi realizada por meio de
filtracdo a vacuo em filtro de placa porosa. Depois de completada a troca, realizou-
se a modificacdo da superficie da CB pela esterificacdo de Fmoc-Gly (Advanced
Chem Tech®) as hidroxilas livres da celulose. Esta reagdo de esterificagdo entre os
grupos OH da CB e os grupos COOH do aminoécido foi realizada no intuito de
disponibilizar grupos de maior potencial nucleofilico, aumentando a eficiéncia de
ligacdo com os grupos carboxilicos do colageno.

Para a reagao de esterificagdo foram utilizados os seguintes reagentes: 238
mg de Fmoc-Gly; 162 mg de 1,1’-cabonildiimidazol (CDI) (Sigma®); 127 uL N-
metilimidazol (NMI) (Fluka® em 8 mL de DMF. O tempo de acoplamento foi em
média de 2 h a TA. Ap6s a reacao foram realizadas varias lavagens com DMF e
posterior imersdo em DMF por 24 h para remocdo completa do excesso dos
reagentes.

A analise quantitativa por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi
utilizada para determinar grau de incorporacao de Fmoc-Gly aos grupos OH da CB
utilizando um aparelho Shimadzu UV1601-PC. A absorbancia das amostras foi

medida empregando um comprimento de onda de 290 nm.
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Para realizar estas medidas, pequenas fragdes de CB/Fmoc-Gly foram
pesadas e em seguida tratadas com piperidina 20% (v/v), em uma cubeta de quartzo
(10 x 10 mm) apds agitacédo prosseguindo-se com a leitura da absorbancia, contra
um branco onde se omitiu a amostra.

O grau de incorporagao (Gl) do aminoacido foi calculado empregando a
equacéao abaixo:

Equacdol:

A amostra — A referéncia
Gl (mmol/g) =

1,65 x massa da amostra (mg)

Gl — grau de incorporagéo; A - Absorbancia

Apods, este procedimento, foi realizada a desprotegdo dos grupos a-aminicos
empregando uma solugdo de piperidina 20% (v/v) por 2 h a TA. Decorrida a
desprotecdo, sucessivas lavagens com DMF foram realizadas para remocao do
excesso da solucdo de piperidina, seguido de lavagens com DMF e posterior
lavagens sucessivas com agua deionizada para a troca de solventes e proceder a
incorporacao de colageno a matriz de CB.

Para isso, empregou-se uma solucdo de colageno tipo | (4 mg.mL") e
5 mmol.L™ de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) em 10 mL de agua
deionizada. Posteriormente os cilindros de CB/Gly foram imersos nesta solugao
ajustando-se o pH inicial em 6,0 com NaOH 0,2 mol.L'" mantendo-o nesta condicdo
por 24 h a 4°C, sob agitagdo. Decorrido o periodo, as amostras foram lavadas com
agua deionizada a vacuo para remocao do excesso de colageno e EDC. As
amostras de CB-COL foram secas em molde prensado e acondicionadas em
envelopes apropriados para serem esterilizadas com radiacdo gama a 20 kGy. As
amostras de CB-COL também foram utilizadas para posterior incorporagdao dos
peptideos, OGP e OGP [10-14], as quais foram acondicionadas a temperatura de
4°C.
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2.3.1.2 Preparacao dos compositos de celulose bacteriana e hidroxiapatita (CB-
HA)

A hidroxiapatita foi incorporada a CB segundo a metodologia de Hutchens et
al. (2006). Os cilindros de membranas de CB foram imersos em solugéo de etanol
20%, a temperatura ambiente (TA) por 24 h. Para precipitacdo da HA, cada uma das
amostras previamente desidratadas foram imersas primeiramente em 20 mL de
solugdo de CaCl, 0,05 mol.L™" (pH 5,8) (Merck®) por 24 h a TA, e posteriormente
cada amostra foi imersa em 20 mL de solucdo de Na;HPO, 0,1 mol.L"" (pH 9,2)
(Chemco®) por 24 h a TA. O pH final da solugéo foi em média de 7,5.

Para obtengcdo das membranas CB-HA as amostras foram secas em molde
prensado. Apdés a secagem, as membranas foram acondicionadas em envelopes
apropriados para serem esterilizadas com radiacao gama a 20 kGy. As amostras de
CB-HA que foram utilizadas para posterior incorporagéao dos peptideos, OGP e OGP

[10-14], foram acondicionadas a temperatura de 4°C.

2.3.1.3 Preparacao dos compositos de celulose bacteriana, colageno e
hidroxiapatita [(CB-COL)-HA]

Para obtengéo destas membranas foi incorporado inicialmente coladgeno a CB
seguida da incorporacao de HA de acordo com os protocolos CB-COL e CB-HA
descritos acima. As amostras de (CB-COL)-HA foram secas em molde prensado, e
as membranas obtidas foram acondicionadas em envelopes apropriados para serem
esterilizadas com radiacdo gama a 20 kGy. Os procedimentos para posterior
incorporacao dos peptideos foram os mesmos daqueles descritos para CB-HA e CB-
COL.

2.3.1.4 Preparacdo dos compdsitos de celulose bacteriana, hidroxiapatita e
colageno [(CB-HA)-COL]

O preparo destas membranas constituiu-se primeiramente pela incorporagéao
de HA a CB pelo protocolo CB-HA descrito acima, seguido da incorporagéo de
colageno pelo processo de adsor¢cao empregando uma solu¢dao contendo colageno
tipo | (4 mg.mL") e 5 mmol.L”" EDC em &gua deionizada; cada amostra foi imersa
em 8 mL desta solugao por 24 horas a 4°C sob agitacao, ajustando o pH para 6,0
com solugdo de NaOH 0,2 mol.L'". A secagem destas amostras foi realizada em
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molde prensado, posteriormente foram acondicionadas em envelopes apropriados
para serem esterilizadas com radiacdo gama a 20 kGy. Os procedimentos para

posterior incorporagdo dos peptideos foram idénticos ao protocolo CB-HA e CB-
COL.

O fluxograma apresentado na Figura 4 resume a preparagao dos compositos.

Figura 4 - Fluxograma da preparagéo dos compositos.
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2.3.2 Determinacao da liberacao do peptideo nos compdositos

Para andlise de liberacdo, a concentragao do peptideo OGP-CF incorporado
as amostras membranas, foi de 10® mol.L™ para melhorar a sensibilidade do
método. Cada amostra foi imersa em 25 mL de solugdo PBS (phosphate buffer
solution, pH 7,2), em um volume capaz de preencher todo circuito do equipamento.
As amostras foram mantidas sob agitacao a uma temperatura de 37°C durante o
periodo de andlise. Os comprimentos de onda de excitagdo e de emissao utilizados
foram de 492 e 520 nm, respectivamente. As medidas foram realizadas em triplica.
As aquisicoes dos dados da concentracao de peptideo liberada foram realizadas em
um sistema fechado acoplado a um espectrofotometro de fluorescéncia VARIAN
CARY ECLIPSE (Analysis Package software) por meio de mangueiras de silicone
ajustadas a um cubeta de fluxo de 450 pL (Hellma QS 10 x 4 mm), sendo todo fluxo
da solugédo mantido por uma bomba peristéaltica. O tempo de aquisi¢édo dos dados foi
de 72 h, monitorado da seguinte maneira: a primeira medida em tempo inicial (T =0
min), posteriormente seguido de medidas a cada 1 min durante 60 min, depois a
cada 5 min durante a segunda hora e a cada 15 min durante 300 min. Apés 5 h de
aquisi¢ao, as medidas foram realizadas a cada 30 min até completar 8 h e a cada 1

h até completar as 72 h de analise.

2.3.3 Incorporacgao dos peptideos, OGP e OGP [10-14], nas amostras

A incorporacao dos peptideos foi realizada pelo processo de adsorcao. Por
este processo o peptideo interage aos compédsitos e com a CB por ligagdes de
hidrogénio e/ou ibnicas, cuja liberacdo ocorre com a elevagdo da forga ibnica do
meio (condigdes bioldgicas). A partir dos valores obtidos no ensaio de liberacdo do
peptideo OGP-CF, estimou-se o valor da concentracdo das solugbes peptidicas em
que as respectivas membranas foram imersas (10 mol.L™"), assim obtendo-se uma
concentracao final incorporada aos materiais de 10® mol.L™", para os dois peptideos.
Esta concentracdo foi preestabelecida em estudos in vitro realizados anteriormente
que, de acordo com Bab et al. (1992) e Spreafico et al. (2006), concentracdes
menores que 10 mol.L™ resultam em acentuada proliferagéo celular, sendo que a
concentragdo de 10° mol.L™" promove uma melhor atividade da fosfatase alcalina,
maior formagdo e mineralizagdo de nédulos de osso neoformado. Para este

processo, as amostras (13 mm de didmetro) foram obtidas seguindo os respectivos
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protocolos de processo descritos para CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-
HA)-COL. Cada amostra foi imersa em 5 mL da respectiva solugdo por 72 h a 10°C.

2.4 Caracterizacao dos compdositos

As técnicas de caracterizagdes fisico-quimicas foram empregadas na
tentativa de elucidar a interagdo do coldgeno aos compdsitos e identificar as fases
de apatitas incorporados nas amostras (CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-
HA)-COL com ou sem peptideos adsorvidos), e também de analisar o efeito da
radiagdo gama sob as mesmas.

Para tanto, foram utilizadas as seguintes técnicas:

2.4.1 Microscopia eletrénica de varredura/espectroscopia de energia
dispersiva (MEV/EDS)

As micrografias foram realizadas para verificar a estrutura fina da morfologia
da superficie das amostras e a microanalise semi-quantitativa por EDS para verificar
a razao molar Ca/P dos compoésitos CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL. Cada
amostra foi colocada em suporte de cobre para a realizagao das microanalises semi-
quantitativas com tensdo de 5 Kv. Posteriormente, as amostras foram recobertas
com uma camada de ouro com espessura de 10 nm durante 80 segundos, tenséo de
3 Kv e corrente de 15 pA. As micrografias foram realizadas sob tenséo de 10-25 Kv.
As micrografias e o EDS foram obtidos em microscépio eletronico modelo FEG XL
30 (Philips) realizadas no Laboratério de Caracterizacao Estrutural (Universidade
Federal de Sao Carlos — SP). O software Imaged foi utilizado para analisar o
tamanho das fibras da membrana de CB e a calibragéo foi feita utilizando a escala

em barras da respectiva micrografia.

2.4.2 Difratometria de raios-X (DRX)

Os padroes de difragdo de raios-X, para determinar a estrutura cristalina,
foram obtidos usando um difractémetro Siemens Kristalloflex, com um filtro de niquel
e radiacdo de Cu (Ka), com varredura angular entre 4° a 70° com passo de 0,02 s

(20) e tempo de aquisicdo de contagem de 3 s para cada amostra. As amostras
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foram fixadas sobre um suporte de vidro. A identificacdo das fases cristalinas da
celulose, la e IB, e das fases de apatita presentes nos compositos foi realizada
comparando-se os dados obtidos com as fichas cristalograficas padrées da base de
dados ICDD — PDF-2 (International Centre for Diffraction Data — Power Diffraction
File-2).

2.4.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

Os espectros de FT-IR foram obtidos usando um espectrometro FT-IR 8.300 —
Shimadzu. As respectivas amostras foram previamente pesadas, trituradas e
diluidas em KBr na propor¢cao 1:100 para a confec¢ao das pastilhas. Os espectros
foram realizados sob as seguintes condigdes: porcentagem de transmitancia (%T)
com acumulo de 32 varreduras, com uma resolucdo de 4 cm™', na faixa de absorcédo
de 4.000-400 cm™".

2.4.4 Espectroscopia de espalhamento Raman

Os espectros Raman das amostras foram adquiridos usando um
espectrometro Raman HORIBA JOBIN YVON modelo LabRAM HR 800, operando
com um laser de He-Ne em 632,81 nm, e acoplado a uma camera CCD modelo
DU420A-OE-325 do mesmo fabricante como detector. Os espectros foram obtidos

na regido de 100 a 4.000 cm™, com 5 varreduras com tempo de 200 s por varredura.

2.4.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) no estado
sélido dos nucleos *'P

Esta técnica foi empregada para elucidar a composigdo da fase inorganica
dos compositos obtidos. Para esta andlise, foi utilizado a técnica MAS (rotagéao em
torno do angulo magico) para o monitoramento da formagédo e/ou interacdo das
fases de HA nas amostras CB-HA, (CB-HA)-COL e (CB-COL)-HA. Todas as
medidas foram realizadas em temperatura ambiente no espectrdmetro de 300 MHz
(9,4T), Varian Unity INOVA. Para a realizacao das medidas foi utilizado uma sonda
de 7 mm MAS, com rotacédo de 5-6 kHz.
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As medidas de alta resolucdo MAS do °'P foram realizadas em 121,5 MHz.
Os dados do *'P foram coletados com um simples pulso de excitagdo (n/2) de 7 us e
com tempo de relaxagdo de 200 s. Todas as amostras foram referenciadas a partir
da solucéo de H3PO4 85%. Para a deconvolugao dos espectros obtidos foi utilizado o
programa DMFIT (MASSIOT et al., 2002).

2.4.6 Analise termogravimétrica (TG)

As curvas de TG foram obtidas utilizando-se um equipamento TA-Instruments
usando uma célula SDT. As amostras foram aquecidas em cadinho de alumina de
25°C a 600°C sob atmosfera de nitrogénio com fluxo continuo de 100 mL.min™" com

razdo de aquecimento de 10°C.min™".

2.4.7 Taxa de intumescimento

As amostras CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL com ou
sem os peptideos OGP ou OGP [10-14] sob a forma de membranas (13 mm de
didametro) foram imersas separadamente em agua deionizada por 240 min a
temperatura ambiente. As membranas foram removidas em tempos determinados,
inicialmente 1 e 5 min, seguida de medidas a cada 5 min até totalizarem 30 min e
depois medidas a cada 15 min até um total de 240 min. O excesso de agua
superficial foi rapidamente removido com papel de filtro e em seguida as membranas
foram pesadas imediatamente. O grau de intumescimento das amostras foi realizado
em triplicata.

O conteudo de agua nas membranas intumescidas foi calculado pela seguinte
equacao:

Equagéo 2: |Intumescimento (%) = [(Mi — Ms)/ Mi] x 100 |

onde Ms é o peso da membrana seca e Mi € o peso da membrana

intumescida.
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2.4.8 Angulo de contato

O éangulo de contato foi medido por um equipamento Dataphysics modelo
OCA-15 equipado com uma camera CCD. O método utilizado para realizar as
medidas foi o de gotejamento utilizando agua deionizada (tensé@o superficial: 72.30
mN/m); a gota foi dispensada por uma seringa com uma agulha de 0,5 mm de
diametro, com um volume de 10 pL, numa velocidade de gotejamento de 1 pL.s™
sobre as superficies das membranas. As imagens das gotas capturadas foram
analisadas empregando o software SCA20. Desta forma, o angulo de contato
formado pela gota na superficie da amostra foi mensurado. As medidas para angulo
de contato foram realizadas para todas as amostras representadas na Tabela 3, em
triplicata (n=3), antes e apds serem esterilizadas com radiacdo gama 20 kGy a
temperatura ambiente. As medidas foram realizadas imediatamente apds o
gotejamento (T=0s) e apds 10s (T=10s), e a média + erro padrdo destes valores
foram calculados. A medida do angulo de contato entre a gota a superficie do
material caracteriza a molhabilidade desta superficie conforme apresentado na
Tabela 4. Esta propriedade influencia diretamente na resposta bioldégica de um
material implantado podendo alterar adsorcao de proteinas, coagulacao sanguinea e

principalmente afetar a adesao celular.

Tabela 4 - Angulos de contato e condicdes de molhabilidade.

6=0 molhabilidade completo
0<6<90° molhabilidade parcial
0 >90° nao ha molhabilidade

Fonte: Thomazini (2009).

Os diferentes angulos de contatos formados no limite da interceptacdo do
liqguido com o sélido estdo apresentados na Figura 5. Quando ocorre o
espalhamento da gota do liquido ou molhabilidade em grau variado, a forca de
adesao entre as moléculas das duas fases supera a forga de coeséao; por outro lado,
quando a forca de atracao entre as moléculas é superior a forca de coesao entre as

fases, ndo ha molhabilidade ou espalhamento da gota.
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Figura 5 - Representacédo dos niveis de interagdo gota-superficie de acordo com o angulo de contato.

fangente
fangente
liquido
liquido

liguido
solido solido solido
6 < 90° 0° <8 <90° 6 > 90°

onte: Thomazini (2009). Figura adaptada.

2.4.9 Ensaio mecanico de resisténcia a tracao

As propriedades mecanicas de limite de resisténcia a tracdo, alongamento e
médulo de elasticidade foram realizadas em uma maquina de ensaios mecanicos
dotada de servovalvula, MTS-810 (Material Teste System — MTS 810; MTS System
Corporation — do Laboratério de Ensaios Mecanicos do Departamento de Materiais
Odontologicos e Prétese FOAR/UNESP), equipada com o software Test Star I, com
uma célula de carga de 10kN e uma velocidade constante de 0,5 mm.min™”. Os
testes foram realizados com as membranas CB, CB-HA, CB-COL, (CB-COL)-HA e
(CB-HA)-COL antes e apéds a esterilizacdo com radiacdo gama. As membranas
foram recortadas de forma retangular com aproximadamente 6,50 - 7,50 mm de
largura, e a espessura exata de cada amostra foi medida utilizando um paquimetro
digital. Cinco amostras de cada tipo de membrana (n = 05) foram utilizadas para os
ensaios mecanicos. Antes de cada medida, cada amostra foi imersa em solugéao
SBF (simulated body fluid: solu¢cao de Kokubo) (KOKUBO et al., 1990), por 10 min a
temperatura ambiente, para fim de simular a resisténcia a tracdo, das mesmas, nos
primeiros minutos trans-cirargicos. De acordo com resultados prévios realizados,
observou-se que a resisténcia a tracdo da celulose bacteriana Umida é maior em
relacdo a CB seca (95,1 e 40 MPa, respectivamente). Decorrido os 10 min, o
excesso de SBF foi rapidamente removido com papel de filtro e em seguida as
amostras foram fixadas nos grampos acoplados a maquina MTS-810.
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A analise dos dados foi realizada pelo software Test Works 4 do sistema Test
Star Il. A resisténcia a tragao foi determinada pelo ponto maximo da curva tenséo —
deformacgéo.

2.5 Andlises in vitro

Para as andlises in vitro as amostras foram preparadas na forma de disco,
apresentando dimensdes padronizadas de 13 mm de diametro (n = 5), e colocadas
em placas com pogos individualizados (2 placas de acrilico de 24 pogos)
esterilizadas. As amostras analisadas foram CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e
(CB-HA)-COL com ou sem peptideos adsorvidos.

Para tanto, procedeu-se o0s seguintes ensaios:

2.5.1 Isolamento das células e cultura primaria de células osteogénicas

As células foram isoladas de fragmentos de calvarias de ratos Wistar recém-
nascidos com 2-4 dias (DE OLIVEIRA et al., 2007) por meio de digestdo enzimatica
sequencial, com solucao de tripsina e colagenase. As células foram plaqueadas
sobre as respectivas membranas contidas em placas de 24 pogos, na densidade de
2x10* células/pogo, e cultivadas por periodos de até 21 dias em Meio Essencial
Minimo, modificacao a, com L-glutamina (a —MEM), suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 7 mmol.L" de B-glicerofosfato, 50 pg.mL" de gentamicina, 5 pg.L" de
acido ascorbico a 37°C em uma atmosfera umida contendo 5% de CO,. O meio de
cultura foi trocado a cada 2-3 dias e a progressao da cultura foi avaliada por

microscopia de fase em culturas crescidas sobre poliestireno.

2.5.2 Morfologia celular

A analise de adesao e morfologia celular foi realizada nos periodos de 1,3 e 7
dias por fluorescéncia direta. As culturas crescidas sobre as superficies das
membranas foram processadas para fluorescéncia segundo metodologias
previamente descritas (DE OLIVEIRA et al., 2003; DE OLIVEIRA; NANCI, 2004).
Para tanto, as culturas foram fixadas por 10 min a temperatura ambiente em solugao

de paraformaldeido 4% em 0,1 mol.L"" de tampao fosfato de sédio (PB), pH 7,2. A
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permeabilizacéo foi feita com solucéo de Triton X-100 a 0.5% em PB por 10 min,
seguida de bloqueio com leite desnatado a 5% em PB durante 30 min. As células
foram marcadas por faloidina conjugada com Alexa Fluor 488, fluorescéncia verde,
(1:200, Molecular Probes®), para visualizacdo do citoesqueleto de actina. Antes da
montagem das laminas para observagcdo no microscépio as amostras foram
brevemente lavadas com agua deionizada, e os nucleos celulares foram marcados
com 300 nmol.L" dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindol, fluorescéncia azul,
(DAPI, Molecular Probes®), por 5 min para visualizagdo do DNA nuclear. Apés a
montagem das laminulas de vidro sobre as membranas com o kit anti-fading
(Vectashield®, Vector Laboratories) e as amostras foram examinadas por um Gnico
examinador cegos aos grupos por epifluorescéncia usando um microscopio Optico
(Leica DMLB, Alemanha) com objetivas N Plan (X10/0.25, X20/0.40) e HCX PL
Fluotar (X40/0.75, X100/1.3), acoplado a uma camara digital fotografica (Leica DC
300F). As imagens adquiridas foram processadas utilizando-se o software Adobe
Photoshop (Adobe Systems).

2.5.3 Proliferacao e viabilidade celular

A analise da viabilidade celular foi determinada quantitativamente pelo ensaio
colorimétrico de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT,
Sigma®), cujo sal é reduzido sob a forma de cristais (cor purpura) por proteinases
mitocondriais ativas apenas em células viaveis. Ao 102 e 142 dia, o meio de cultura
foi removido e os pogos foram lavados com tampao PBS aquecido a 37°C, em
seguida as células foram incubadas em 10% de MTT (5 mg.mL™") em 1 mL de meio
de cultura a 37°C por 4 h em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de
ar atmosférico. Decorrido este periodo, 0 meio de cada poco foi entdo aspirado e os
cristais foram solubilizados em 1 mL de solugdo de isopropanol &cido (0,04 mol.L
de HCI em isopropanol). As placas foram agitadas por 5 min para a solubilizacao
completa do precipitado formado, e uma aliquota de 150 pL desta solucdo de cada
poco foi transferida para placas de 96 pogos. A absorbancia foi medida por um
espectrofotometro (Epoch, BioTek Instruments, Inc., EUA) no comprimento de onda
em 570 nm.
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2.5.4 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

2.5.4.1 Medida do conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi determinado ao 14° e 172 dia, seguindo o
método de Lowry et al. (1951). O meio de cultura foi removido dos pogos e em
seguida os pogos foram lavados trés vezes com PBS aquecido a 37°C e 0s pogos
foram preenchidos com 2 mL de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma®). Apés 30 min,
1 mL do lisado de células de cada pogo foi transferido para tubos de ensaio, e
misturado a 1 mL de solucdo de Lowry (Sigma®) e deixados em repouso por 20 min
a temperatura ambiente. Subsequentemente, o extrato foi diluido em 0,5 mL de
solugao de reagente fenol de Folin e Ciocalteau’s (Sigma®) € novamente deixado em
repouso a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, a absorbancia foi
determinada usando um espectrofotémetro (CE3021 — Cecil, Reino Unido) em 680
nm. O conteudo de proteina total foi calculado, a partir de uma curva padrao
determinada a partir com albumina bovina (Sigma®) dando uma faixa de 25 a 400 ug

proteina.mL™" e os dados foram expressos em pg proteina.mL™.

2.5.4.2 Medida da atividade da ALP

A atividade de ALP foi avaliada no mesmo concentrado de células lisadas
usadas para determinar o teor de proteina total. Desta forma, a atividade de ALP foi
determinada por meio da liberagdo de timolftaleina por hidrélise do substrato de
monofosfato de timolftaleina, utilizando kit comercial de acordo com as instrugées do
fabricante (Labtest Diagnoéstica, Brasil). Em todos os tubos foram adicionados 50 pL
de monofosfato de timolftaleina, o qual foi misturado em 0,5 mL de tampao
dietanolamina (0,3 mol.L", pH 10,1) e deixados por 2 min a 37 °C. Apos, foi
acrescentada a solugdo uma aliquota de 50 L obtida de cada pog¢o, permanecendo
por 10 min a 37 °C. Para obter a coloragao foram adicionados 2 mL de Na,CO3 a
0,09 mol.L™" e NaOH a 0,25 mol.L™". Decorridos 30 min, a absorbancia foi medida em
espectrofotobmetro utilizando comprimento de onda de 590 nm e a atividade de
fosfatase alcalina, medida a partir da curva padrdao usando a timolftaleina em uma

escala de 0,012 a 0,4 umol de timolftaleina/h/mL. Os dados foram normalizados pelo
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contetdo de proteina total, que foi determinado pelo método de Lowry modificado
(Lowry et al., 1951).

2.5.5 Formacao de matriz mineralizada

A formacgdo de matriz mineralizada foi detectada em 21 dias pela coloragéo
vermelho de Alizarina (Sigma®), o qual cora areas ricas em célcio. No entanto, para
esta andlise somente as amostras sem hidroxiapatita foram analisadas. As culturas
crescidas sobre as membranas foram fixadas com formalina a 10% por 2 h a
temperatura ambiente. Depois da fixagdo, as amostras foram desidratadas em série
crescente de alcool etilico (30, 50, 70 e 100%), mantendo cada solugdo por 1 h
respectivamente, e processadas para coloracdo com 2% de vermelho de Alizarina
(Sigma®), pH 4,2 por 10 min. Apds esse periodo, 0 excesso de corante foi removido
pela lavagem abundante das membranas com agua bidestilada e as placas foram
novamente mantidas semi-abertas até a secagem. As membranas foram analisadas
por epifluorescéncia em microscopio optico (Leica DMLB) e imagens foram obtidas
para documentacao.

A quantificacao foi avaliada pelo método colorimétrico descrito por Gregory et
al. (2004). Primeiramente, 280 pL de acido acético 10% foi adicionado em cada pogo
contendo as membranas coradas por vermelho de Alizarina, e as placas foram
incubadas em temperatura ambiente por 30 min sob agitacdo. Esta solucdo foi
transferida para uma microcentrifuga e depois agitada por 1 min, e a suspenséo foi
coberta com 100 pL de éleo mineral (Sigma®), aquecida a 85°C por 10 min, e
transferida para banho de gelo por 5 min. A suspenséo foi entdo centrifugada a
20.000 g por 15 min e 100 pL de sobrenadante foi transferido para um novo tubo
agora de microcentrifuga. Entdo, 40 pL de hidréxido de aménia a 10% foram
adicionados para neutralizar o acido contido na solucdo; assim, esta solucao
contendo 140 pL foi transferida para placas de 96 pogos e em seguida a
absorbancia foi mensurada em um espectrometro Epoch (Biotek) em 405 nm. Os
valores observados foram normalizados por aqueles obtidos de membranas

cultivadas na auséncia de células (controle negativo).
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2.5.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
Statistica 8.0. Para andlise de homogeneidade de variancia foi empregado o Teste
de Levene e para analise de normalidade foi empregado o Teste de Lilliefors. O
teste de ANOVA foi realizado para avaliar os valores mensurados nas respectivas
andlises descritas acima: proliferacdo e viabilidade celular, atividade de ALP e
Kruskall-Waills para formacdao de matriz mineralizada e o pés-teste empregado foi
para comparagdes multiplas foi Teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica
estabelecido foi de 5%.

2.6 Andlise in vivo

2.6.1 Procedimento cirurgico

O estudo constituiu de 120 ratos (Rattus Norvegicus Holtzman), adultos,
machos, os quais foram divididos em seis grupos, (Tabela 5), contendo cinco (5)
animais por grupo nos seguintes periodos de analise: 07, 15, 30 e 120 dias. Neste
estudo foram selecionadas as amostras sem peptideos e amostras com o peptideo
OGP [10-14], esta escolha foi determinada pelos estudos in vitro realizados
previamente.

O experimento foi realizado dentro dos padrées da norma ASTM F981-04
“Standard Practice for Assessment of Compatibility of Biomaterials for Surgical
Implants with Respect to Effect of Materials on Muscle and Bone” (Anexo 1), o qual
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara — UNESP (Anexo 2).

Tabela 5 - Divisao dos animais em grupos de acordo com o material a ser implantado.

Grupo — Fémur
Direito Esquerdo
| Controle —
[l CB CB OGP [10-14]
Il |CB-HA CB-HA OGP [10-14]
IV |CB-COL CB-COL OGP [10-14]
V (CB-COL)-HA | (CB-COL)-HA OGP [10-14]
VI | (CB-HA)-COL | (CB-HA)-COL OGP [10-14]
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Os animais foram anestesiados por meio de administracao intramuscular de
cloridrato de ketamina (25 mg/kg) e de cloridrato de xilazina (5 mg/Kg), dosagem
esta suficiente para 30 minutos de anestesia. Todos o0s procedimentos cirlrgicos
foram realizados sob rigoroso protocolo asseéptico. Apds a anestesia e tricotomia da
regido dos membros posteriores, os animais foram acomodados em posi¢éo dorsal,
onde receberam incisdo sobre a regido do fémur (Figura 6), seguida de
descolamento e rebatimento dos tecidos contendo epiderme, tecido muscular e
periosteo, até a exposicao do osso fémur (Figura 7).

Figura 6 - Rato na posigao dorsal (A); tricotomia, assepsia e marcagao do local da incisdo no lado
esquerdo (B) e no lado direito (C).

Os defeitos 6sseos nao-criticos foram realizados com o auxilio de uma broca
lanca de 2,0 mm de didmetro (Sistema Neodent, Brasil), seguido de uma broca
helicoidal de 2,0 mm de didmetro (Sistema Neodent, Brasil) sob irrigacdo constante

de soro fisiolégico 0,9%. A confeccao dos defeitos consistiu na perfuracao do fémur
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em espessura total da primeira cortical até atingir a medula 6ssea mantendo-se a

integridade da segunda cortical 6ssea (Figura 8).

Figura 8 - Preparo do defeito 6ésseo. Sequéncia das brocas utilizadas para preparagéo do defeito
0sseo; perfuragdo com broca langa (A); defeito criado com a broca langa (B); perfuracdo com broca
helicoidal (C) e defeito 6sseo realizado com a broca helicoidal (D).

Em cada fémur foi realizado um defeito ésseo, ou seja, um no fémur direito e
um no fémur esquerdo. Cada defeito 6sseo foi recoberto por um tipo de membrana
seguindo a divisdo dos grupos apresentada na Tabela 5, exceto o defeito controle
que foi preenchido somente com coagulo sanguineo (Figura 9). Nao foram utilizados
meios de fixacdo para as membranas, jA que estas se estabilizam sob o peridsteo
pela reposi¢cdo dos tecidos moles. No pds-operatério foi administrado Tramadol, na
dosagem de 12,5 mg.kg', em dose Unica por via intraperitonial, pés-efeito
anestésico, segundo Cannon et al. (2010). A sutura do segundo plano foi realizada
através de pontos simples com Vicryl 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson) e o primeiro
plano foi suturado através de ponto continuo com Mononylon 4-0 (Ethicon, Johnson
& Johnson) (Figura 10).
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Figura 9 - Colocagéo da membrana de CB-COL sobre o defeito 6sseo (A); membrana de CB-COL
adaptada sobre o defeito 6sseo (B); membrana de (CB-COL)-HA adaptada sobre o defeito ésseo (C).

Figura 10 - Sutura do segundo plano com Vicryl 4-0 (A); sutura do primeiro plano com mononylon 4-0

(B).

A eutandsia dos animais ocorreu nos periodos de 7, 15, 30 e 120 dias de pos-
operatorio, com cinco (5) animais para cada periodo, correspondente as repeticdes
de cada condicao experimental. O procedimento foi realizado, primeiramente, por
meio de anestesia geral com a administragdo intramuscular de cloridrato de
ketamina (25 mg/kg) e de cloridrato de xilazina (5 mg/Kg) e apdés remocao dos
fémures, foi realizado o aprofundamento anestésico, e em seguida, as pegas foram
reduzidas preservando-se os tecidos moles supra-periostais e fixadas em solu¢ao de
formol 10%. Antes de serem encaminhados para o processo histotécnico de rotina
para coloracdo em hematoxilina e eosina (H&E), esses espécimes foram analisados
radiograficamente.
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2.6.2 Analise radiografica dos espécimes ex vivo

A analise radiografica dos espécimes foi realizada ap6s os animais, dos
referidos 06 grupos de estudos (Tabela 5), serem eutanasiados nos respectivos
periodos de 7, 15, 30 e 120 dias; totalizando 220 espécimes. A andlise consistiu em
observar o osso neoformado no interior dos defeitos 6sseos nos respectivos
periodos de eutanasia. Como parametro de anadlise foi utilizado as Radiografias
Imediatas (RI), que foram realizadas em animais eutanasiados do grupo controle (l).
Para tanto, no fémur esquerdo desses animais, foram confeccionados defeitos
0sseos utilizando o mesmo protocolo cirdrgico para experimentacao in vivo: 0s
defeitos 6sseos consistiram na perfuracdo do fémur em espessura total da primeira
cortical até atingir a medula 6ssea mantendo-se a integridade da segunda cortical
Ossea (defeito de 2 mm de diametro), desta forma, simulando o procedimento trans-
cirurgico, em seguida, foram realizadas as tomadas radiograficas.

Os exames radiograficos foram realizados utilizando o sistema digital
DenOptix QST (Gendex Dental Systems, Des Plaines, IL) com placa de fésforo no
tamanho 2 (31 x 41 mm) e utilizando aparelho de raios X Gendex 765DC com 7 mA;
65 kV e 0,04 s, pertencente ao Departamento de Diagnéstico e Cirurgia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara/UNESP. A distancia do cilindro localizador
a placa de fésforo foi padronizada em 30 cm. Desta forma, o osso fémur foi
posicionado de forma com que o defeito ésseo ficasse perpendicular a placa de
foésforo.

As placas de fosforo foram escaneadas numa resolug¢éao de 300 dpi, utilizando
software VinxWin Pro e salvas no formato TIFF.

As imagens radiograficas foram analisadas em relagcdo a média da densidade
dos pixels de acordo com a reparacao do defeito 6sseo nos periodos de 7, 15, 30 e
120 dias utilizando as radiografias imediatas como parémetro para as andlises.
Estas medidas foram realizadas com os programas VinxWin Pro e Adobe Photoshop
7.0. A densidade 6ssea foi medida em pixels da regido central dos defeitos 6sseos
medindo 0 0sso neoformado e comparando com a densidade da escala de chumbo
(0,5 — 3,5 mmPb) radiografada juntos os espécimes.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Statistica
8.0. O teste de ANOVA foi realizado para avaliar os valores mensurados para
densidade G6ssea e o0 pds-teste empregado foi para comparagdées multiplas foi Teste
de Tukey. O nivel de significancia estatistica estabelecido foi de 5%.
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2.6.3 Processamento histologico

Os espécimes fixados em solugcado de formol 10% tamponado, apds serem
devidamente radiografados, foram descalcificados em solugdo de Anna Morse
(MORSE, 1945), a qual é constituida de solugéo de &cido férmico a 50% e solugao
de citrato de sédio a 20% na proporcao 1:1 trocada a cada 48 h durante 30 a 60
dias. Ap6s o periodo de descalcificacdo os espécimes foram lavados em agua
corrente por 24 h e depois imersos em uma solugao de sulfato de sédio a 5% por 48
h para neutralizagcdo do excesso de acido. Decorrido este periodo, os espécimes
foram novamente lavados em agua corrente por mais 6 h, e posteriormente imersos
nas seguintes solucgées: alcool 70% por 12 h, alcool 90% por 1 h, alcool absoluto por
24 h (realizando trocas a cada 8 h), lavagem rapida com alcool-xilol (1:1), seguido de
imersao em xilol por 3 h (realizando troca a cada 1h) e inclusao final em parafina.

Os espécimes foram preparados com cortes semi-seriados de 6 um para
coloracao em hematoxilina e eosina (H&E). Os cortes histolégicos foram analisados
e fotografados em um microscoépio de luz (Jenaval-Zeiss) acoplado a uma camara
digital (Leica DFC425), pertencente ao Departamento de Morfologia da Faculdade
de Odontologia de Araraquara/UNESP. Os parametros analisados foram: 1.
qualidade do osso mineralizado; 2. atividade celular incluindo a presenca de
osteoblastos ativos, matriz ostedide e osteoclasto; 3. evidéncia de formagao de
tecido conjuntivo fibroso dentro do defeito 6sseo; 4. processo de angiogénese; 5.
reacdo inflamatéria; 6. degradagdo das membranas. Estes parédmetros foram
analisados por um Unico pesquisador.

2.6.4 Andlise estatistica

A analise estatistica dos espécimes em relacdo a intensidade de reacao
inflamatéria foi mensurada por meio de escore (Tabela 6) dado para cada espécime
e correlacionando com os periodos de analise 7, 15, 30 e 120 dias. Para tanto,
foram analisados 20 cortes histol6gicos de cada espécime.



Materiais e Métodos 52

Tabela 6 - Classificagao para intensidade de reagao inflamatoria presente nos espécimes.

Classificagao Escore
ausente 0
muito leve 1
leve 2
moderada 3
intensa 4

Fonte: Norma ASTM F981-04

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Statistica
8.0. O teste de ANOVA foi realizado para avaliar os valores atribuidos a reacao
inflamatéria presente em cada espécime seguindo a Tabela 6, nos respectivos
periodos 7, 15, 30 e 120 dias. O pés-teste empregado foi para comparagées
multiplas foi Teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica estabelecido foi de
5%.

Para andlise estatistica da degradagdo das membranas, primeiramente foi
medido a espessura da membrana de cada respectivo espécime em cinco regiées
diferentes em um mesmo corte histolégico escolhido aleatoriamente dentre os vinte
cortes de cada espécime. Os periodos de analise foram 7, 15, 30 e 120 dias. Essas
medidas foram realizadas utilizando o programa Imaged. Os resultados também
foram analisados pelo Statistica 8.0. empregando o teste de ANOVA e o pos-teste
Teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica estabelecido foi de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese e purificacdo dos peptideos OGP e OGP [10-14]

A sintese dos peptideos, OGP e OGP [10-14], foi desenvolvida pela
metodologia da fase sdlida (SPFS) utilizando 500 mg de resina Fmoc-Gly-Wang
(grau de substituicdo de 0,66 mmol.g”") em seringa de polipropileno de 10 mL,
equipada com um filtro de polietileno poroso acoplada a um sistema a vacuo com
frasco coletor de residuos.

Apds os acoplamentos dos primeiros cinco aminoacidos, a massa obtida na
sintese foi de 720 mg, a qual foi dividida em duas fragbes iguais de 360 mg. A
primeira fracao foi desprotegida resultando em 304 mg de peptidil-resina, e com a
segunda fracao prosseguiu-se com o processo da sintese da sequéncia do OGP,
que apds desprotecao resultou em 525 mg de peptidil-resina.

Cada uma das peptidil-resinas resultante do processo sintético foi submetida
ao processo de clivagem utilizando 1 mL de solucao de clivagem (94,5% TFA, 2,5%
EDT, 0,5% tioanisol e 2,5% agua deionizada) para cada 100 mg de peptidil-resina, a
25°C por 2 h sob agitagdo. Apos o procedimento de clivagem foi realizada a
extracao dos respectivos peptideos OGP e OGP [10-14] com &cido acético 10% em
sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um filtro de
polietileno poroso acopladas a um sistema de vacuo com frasco coletor para cada
um dos peptideos extraidos. O extrato bruto de cada peptideo foi liofilizado e o valor
da massa obtida para OGP e OGP [10-14] foram 21,7 mg e 3,7 mg,
respectivamente.

Os peptideos assim obtidos foram submetidos a analise qualitativa em HPLC,
e o perfil cromatogréfico do extrato bruto do OGP [10-14] apresentou um pico Unico
com porcentagem de pureza relativa de 97%; desta forma, devido ao valor da massa
bruta deste peptideo ter sido relativamente baixa, optou-se por ndo prosseguir com o
processo de purificagdo em escala semi-preparativa, sendo esta massa considerada
pura (Figura 11).
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Figura 11 - Cromatograma obtido em escala analitica do peptideo OGP [10-14].
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A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente
obtidos na andlise do OGP, foi definida a condi¢cdo relativa a concentragédo de
solvente para purificacdo do peptideo em escala semi-preparativa. Os
cromatogramas obtidos antes e apds o processo de purificacdo estao representados
na Figura 12.

Figura 12 - Cromatogramas obtidos em escala analitica do peptideo OGP em a: bruto e em b:
purificado.
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O perfil cromatografico do OGP puro apresentou um pico Unico em relagéo ao
cromatograma observado a partir da analise do extrato bruto. O parametro, tempo
de retengdo do OGP purificado foi mantido em relagcdo ao pico correspondente ao
OGP bruto (dados comprovados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, CL/ESI-MS).

O rendimento da purificagéo foi calculado através de uma relagdo com a
massa do peptideo em seu estado bruto. Os valores de rendimento da purificacéo e
as purezas relativas dos peptideos estao exemplificados na Tabela 7.

O valor de rendimento da purificagdo do OGP, e o valor da massa do OGP
[10-14], embora baixos, € coerente com o processo de purificacdo de peptideos. Os
resultados de pureza relativa do peptideo indicam que os métodos desenvolvidos
para essa finalidade foram satisfatérios.

Tabela 7 - Rendimento da purificagio e pureza relativa do OGP [10-14] e do OGP.

Peptideo Massa - peptideo  Massa - peptideo apdés Rendimentoda  Pureza

bruto (mg) purificacao (mg) purificacdo (%) relativa (%)
OGP [10-14] 3,7 97
OGP 21,7 5,2 24 100

3.1.1 Caracterizacao dos peptideos OGP [10-14] e OGP

A identidade dos peptideos OGP [10-14] e OGP foi confirmada por
determinagdo das correspondentes massas moleculares, 499,5 e 1523,5 g.mol™,
determinada pela técnica ES-MS positivo [ES m/z = 500 (M)] e [ES m/z = 1525 (M) e
763 (M+2H)*?], respectivamente.

Os resultados obtidos nas analises de aminoacidos para determinacdo da
propor¢do relativa de cada um dos aminodcidos utilizados para a sintese dos
peptideos OGP e OGP [10-14] foram proximos aos valores tedricos. O aminoacido
treonina pode sofrer degradacao durante a hidrélise acida o que pode explicar o
aumento da diferenca entre os valores tedricos e obtidos.

Contudo, os resultados mostraram que os procedimentos utilizados para a
sintese das sequéncias, desprotecao, clivagem e purificacdo foram obtidos com

sucesso, levando a obtengao das sequéncias desejadas, sendo confirmadas através
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dos dados de pureza relativa, massa molecular e andlise de aminoacidos dos

produtos sintetizados.

3.2 Sintese e purificacdo do peptideo OGP marcado com carboxifluoresceina

A sintese do peptideo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceina foi
desenvolvida pela metodologia da fase sélida (SPFS) em 1g de resina Fmoc-Gly-
Wang (grau de substituicdo de 0,55 mmol.g™") em seringa de polipropileno de 10 mL,
equipada com um filtro de polietileno poroso acoplada a um sistema a vacuo com
frasco coletor de residuos. Ap6s os acoplamentos dos residuos de aminodacidos, a
massa de total de peptidil-resina foi de 1,73 g, cuja massa foi dividida em duas
partes, e uma delas (968 mgq) foi utilizada para acoplar a carboxifluoresceina (CF).
Decorrido o acoplamento da CF foi realizado o processo de clivagem de uma fragéo
da peptidil-resina marcada, e em seguida a extracdo do peptideo, OGP-CF, em
sistema de seringa de polipropileno de 10 mL, equipada com um filtro de polietileno
poroso acoplada a um sistema a vacuo com frasco coletor para o peptideo extraido.
O extrato bruto do peptideo foi liofilizado e o valor da massa obtida OGP-CF foi de
87 mg.

O peptideo assim obtido foi submetido a analise qualitativa em HPLC; o perfil
cromatografico do extrato bruto do OGP-CF esta apresentado na Figura 13A. A
partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente obtidos na
andlise do OGP-CF, foi definida a condicao relativa a concentracao de solvente para
purificacdo do peptideo em escala semi-preparativa. O cromatograma obtido apds o
processo de purificacdo esta representado na Figura 13B.

O perfil cromatografico do OGP-CF puro apresentou um pico Unico em
relagdo ao cromatograma observado a partir da analise do extrato bruto. O
parametro tempo de retengcdo do OGP-CF purificado foi mantido em relagdo ao pico
correspondente ao OGP-CF bruto.

O rendimento da purificagdo foi calculado através de uma relagdo com a
massa do peptideo em seu estado bruto. Os valores de rendimento da purificagdo e

a pureza relativa do peptideo OGP-CF foram 33,3% e 95% respectivamente.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos em escala analitica do peptideo OGP-CF (A — bruto; B —
purificado).
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O valor de rendimento da purificag@o e o valor da massa do OGP-CF (29 mg),
embora baixos, € coerente com o processo de purificacdo de peptideos. Os
resultados de pureza relativa do peptideo indicam que os métodos desenvolvidos
com essa finalidade foram satisfatérios. A identidade do peptideo OGP-CF foi
confirmada por determinagdo da correspondente massa molecular, 1882,2 g.mol™,
determinada pela técnica ES-MS positivo [ES m/z = 1882 (M) e 942 (M+2H)*3,

respectivamente.

3.3 Determinacao da liberacao do peptideo nos compositos

A liberagéo do peptideo OGP-CF dos respectivos compdsitos, foi avaliada por
espectroscopia de fluorescéncia, sendo inicialmente tracado o espectro de
fluorescéncia do peptideo livre (Figura 14A), a fim de determinar o comprimento de
onda maximo de emissdo, sendo fixado o monocromador de excitagdo a 492 nm
(obtido por espectrofotometria UV-Vis). Fixando os comprimentos de onda de
excitacdo a 492 nm e de emissdo a 520 nm, foi obtida uma curva padrdo de
fluorescéncia do OGP-CF, a 37°C (Figura 14B) para auxiliar na quantificacdo do
peptideo liberado dos respectivos compdsitos, empregando a metodologia descrita
no item 2.3.2.1. A liberacao in vitro do peptideo OGP-CF da membrana CB foi,
portanto, monitorada por espectroscopia de fluorescéncia (Aexc = 492 Nm e Aem = 520
nm) a 37°C por um periodo de 72 h em circuito fechado com fluxo continuo em
solugao PBS (pH 7,2). A Figura 15 mostra que a quantidade de peptideo OGP-CF foi
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liberada gradualmente em até 10 h, sendo a quantidade liberada equivalente a 60%
do valor tedrico incorporado a membrana de CB; a partir deste periodo a
concentragao do peptideo liberado manteve-se constante.

Figura 14 — A: Espectro de fluorescéncia do peptideo OGP-CF. B: curva padrao OGP-CF, mostrando
a equacgao da reta e o coeficiente de correlagéo.
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Figura 15 — Curva de liberagao do peptideo OGP-CF adsorvido na membrana CB; em A, a reta
pontilhada indicando a liberagdo maxima (600 min) deste peptideo no sistema; em B, curva de
liberagdo com valores das médias e as barras indicando erro padrao para experimento em triplicata.
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Desta forma, sugere-se que a quantidade do peptideo incorporado a
membrana de CB foi de cerca de 60% da solucdo utilizada para a imersado da
amostra, e que 100% da quantidade incorporada, foi liberada para o sistema apéds
10 h. Em estudos de incorporagédo de antibiéticos, Wei et al.(2011) sugerem que a
estrutura fibrilar nanométrica tridimensional caracteristica da CB, pode atribuir este

comportamento de liberacao a este polimero.
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Os demais compoésitos também apresentaram comportamento semelhante,
exibindo liberacao maxima em um periodo de 10 h.

3.4 Caracterizacdo dos compositos

A Figura 16 mostra dois compésitos, CB-COL e (CB-COL)-HA, apés o
processamento de secagem em estufa a 37°C sob a forma de membranas.

Figura 16 — Compoésitos apds a secagem em estufa. A: membrana CB-COL e B: membrana (CB-
COL)-HA.

Na caracterizacdo dos compdsitos contendo peptideos adsorvidos, foram
utiizadas somente as amostras com OGP [10-14], obtidas antes e apds a
esterilizacdo com radiagdo gama, pois o tipo do peptideo adsorvido néo interfere na
maioria das técnicas de caracterizagdo empregadas. Excegédo se faz com a taxa de
intumescimento e angulo de contato que, o tipo de peptideo e consequentemente

sua sequéncia exerce influencia no resultado final e na sua compreenséo.

3.4.1. Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis) nas amostras
CB/Fmoc-Gly

O valor obtido na analise quantitativa utilizada para determinar teor de Fmoc-
Gly esterificado aos grupos OH da CB, nas amostras CB-COL, foi em média 0,0010
+ 0,0004 mmol.g”. O grau de incorporagao foi mensurado em trés regides diferentes
de cada amostra, sendo utilizadas trés amostras por andlise. O comprimento de
onda utilizado foi 290 nm. A Figura 17 ilustra um esquema da reagdo de
esterificagdo entre os grupos hidroxilas da CB e os grupos carboxilicos do
aminodcido protegido Fmoc-Gly.



Resultados e Discussdo 60

Figura 17 — Reacgéao de esterificacdo esquematica entre os grupos OH da CB com os grupos COOH
do Fmoc-Gly (passo 1). Obtencao da CB modificada e pronta para acoplamento do colageno (passo
2).

e
acoplamento

3.4.2 Microscopia eletréonica de varredura/espectroscopia de energia
dispersiva (MEV/EDS)

3.4.2.1 Membrana de celulose bacteriana

A Figura 18A mostra uma micrografia tipica da membrana de CB seca, a qual
se observa um agregado de cadeias de celulose numa estrutura ultrafina formada
por nanofibras longas e continuas (sistema nanométrico). A analise do tamanho das
fibras realizado com o programa Imaged, revelou que a amostra de CB apresentou
fibras na ordem de 11 a 56 nm em espessura (média de 27 nm). A micrografia de
MEV da superficie da membrana CB OGP [10-14] mostrou que a metodologia
empregada para a incorporagao do peptideo nao altera a morfologia de superficie
das membranas apéds funcionalizagdo (Figura 18C). As Figuras 18B e 18D mostram
a micrografia em secdo transversal das amostras CB e CB OGP [10-14],
respectivamente; nessas imagens foi possivel observar que a celulose é sintetizada

em camadas de redes de nanofibrilas.

3.4.2.2 Compdsito celulose bacteriana — colageno (CB-COL)

A micrografia da superficie do compésito CB-COL (Figura 19A) revelou que o
colageno preencheu e recobriu de forma homogénea toda estrutura nanométrica da
CB (Figura 18A). A metodologia empregada para obtencdo da membrana CB-COL
permitiu desenvolver uma membrana com superficie mais compactada, com o
preenchimento dos poros. Esta € uma caracteristica importante para uma membrana
a ser empregada como barreira mecanica em regeneracao 6ssea guiada (ROG),

pois podera favorecer ainda mais a fungdo de oclusdo celular, impedindo a
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infiltragdo de células mesenquimais indiferenciadas e de fibroblastos, bem como, a
invaginacao de tecido conjuntivo ao defeito 6sseo com mais eficacia.
Figura 18 - Micrografia de MEV das membranas de CB e CB OGP [10-14]: A: superficie da CB e B:

secdo transversal da CB; C: superficie da CB OGP [10-14] e D: secao transversal da CB OGP [10-
14].
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Na secao transversal (Figura 19B) pode-se observar que as fibras de CB
recobertas com coldgeno se orientaram em camadas. A micrografia de MEV da
superficie da membrana CB-COL OGP [10-14] mostrou que a metodologia
empregada para a incorporagao dos peptideos alterou algumas regiées da superficie
da respectiva membrana, conferindo regidées porosas a superficie, mas em sua
totalidade a superficie da membrana CB-COL OGP [10-14] apresentou uma
morfologia mais compacta como observado no compésito CB-COL. Sugere-se que
as regides porosas formadas foi devido ao compédsito CB-COL ter ficado imerso na
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solucéo peptidica por 72 h, favorecendo a formacao destas regides (Figura 19C e
19D).

Figura 19 - Micrografias de MEV mostrando a superficie da membrana do compésito CB-COL (A),
segao transversal do compdésito CB-COL (B), superficie da membrana do compésito CB-COL OGP
[10-14] (C) e regides com porosidade da superficie da membrana do compésito CB-COL OGP [10-14]
(D).
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3.4.2.2 Compadsito celulose bacteriana — hidroxiapatita (CB-HA)

A Figura 20 mostra a formagéo do compésito de CB-HA. As micrografias de
MEV da superficie desta amostra seca revelaram cristais de HA de ordem
nanométrica recobrindo as fibras da CB de forma homogénea e se observou
também poros distribuidos regularmente na superficie da membrana. Tipicos cristais
de apatita nanométricos foram observados em forma globular e em bastonetes
(“rods”) caracteristicos de hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA) (MOREJON-
ALONSO et al.,, 2008; SHI et al, 2009) ou carbonato-apatita (KAFLAK;
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KOLODZIEJSKi, 2008) (Figuras 20A e 20B). Estes cristais cresceram mais
lateralmente ao redor das nanofibrilas. A substituicdo dos fons PO4> por fons COs*
resultou na diminuicdo do tamanho do cristal e também alterou a morfologia do
cristal, de forma de agulha para “rods” e em seguida para forma globular (KAFLAK;
KOLODZIEJSKI, 2008). Nesta amostra CB-HA a morfologia dos cristais observados
correspondem tanto para uma CDHA quanto para uma carbonato-apatita.

A mesma morfologia globular para os cristais de apatita foi observada no
compésito CB-HA OGP [10-14] como pode ser observado nas Figuras 20C e 20D.
Estes resultados comprovaram que a metodologia de incorporagdo dos peptideos
também néo alterou a morfologia dos cristais de apatita.

Figura 20. Micrografias de MEV mostrando em A e B superficie da membrana do compdésito CB-HA
nos aumentos de 30.000x e 60.000x respectivamente, e em C e D micrografias de MEV superficie da
membrana do compoésito CB-HA OGP [10-14] nos aumentos de 15.000x e 60.000x respectivamente.
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Os dados do EDS mostraram que as razdes molares Ca/P qualitativamente
mensuradas estao de acordo com a morfologia dos cristais de HA observados para
as amostras CB-HA e CB-HA OGP [10-14]. Para o compésito CB-HA foi obtido uma
razdo molar Ca/P entre 1,50-1,53 com uma média de 1,50, dados estes referente a
CDHA (Figura 21 A). No compésito CB-HA OGP [10-14] foi observado uma razéo
molar Ca/P entre 1,27-1,37 dados estes referentes ao octafosfato de calcio (OCP) -
CagHz(PO4)s, cuja razao molar Ca/P foi de 1,33, ou ainda, esta razao molar Ca/P
pode ser referente a uma carbonato-apatita (TSENG et al., 2007) (Figura 21B). Esta
diminuicdo na razdo molar Ca/P pode ser devido ao inicio da dissolugdo dos ions
Ca?* e PO,%, ou ainda, a substituicdo dos ions Ca** por Na*, ou a substituicdo de
fons PO4* por COs?; esta substituicido reflete-se no mesmo percentual de perda
para o conteudo de Ca durante o processo de incorporagao dos peptideos. Apesar
destas analises de EDS serem qualitativas pode-se sugerir que a incorporacao

altera a razédo molar Ca/P, mas ndo a morfologia dos cristais.

Figura 21 - Espectro de EDS para CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B). Aumento 2.000x.

10000

7000

8000 6000 |
5000
6000
4000

Counts
Counts

4000 30004
2000
2000
1000 4

Energy (KeV) Energy (KeV)

3.4.2.3 Compositos (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL

Nas Figuras 22 e 23 estdo representadas as micrografias de MEV da
superficie dos compésitos (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14].

A Figura 22 revela que a superficie da membrana foi recoberta com nano-
cristais de HA, sendo que o colageno e os cristais de HA preencheram e recobriram

de forma homogénea toda estrutura nanométrica porosa da CB.
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Figura 22 - Micrografias de MEV mostrando em (A) e (B) a superficie da membrana do composito
(CB-COL)-HA, e em (C), imagem de MEV em segao transversal do compésito (CB-COL)-HA.
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As particulas de HA aparecem em forma de esferas uniformes recobrindo
toda a superficie da CB (Figura 22A). Estas esferas sdo compostas de cristalitos de
HA com morfologia tipo agulha ou lamelar (Figura 22B), caracteristicos da fase
fosfato de octacélcio (OCP) (HUTCHENS et al., 2006; HONDA et al., 2007; NGE;
SUGIYAMA, 2007), porém apresentam-se de forma mais arredondada do que um
cristal de OCP puro. Estes aspectos morfoldgicos indicam que as moléculas de
apatita estdo fornecendo sitios de nucleagdo secundaria para formagao de apatita
adicional, formando assim particulas interconectadas (HUTCHENS et al., 2006).
Como ja descrito, a substituicdo dos ions PO,% por fons COs® resultou na redugao
no tamanho do cristal e também na alteragdo da morfologia do cristal, de agulha
para “rods” e posteriormente para forma globular (KAFLAK; KOLODZIEJSKI, 2008),
corroborando a morfologia dos cristais de HA observados no interior do compésito,
que apresentaram em forma globular similar a CDHA ou carbonato-apatita (Figura
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22C). Além disso, a presenga de polimeros funcionalizados com peptideos
promoveu a nucleagdo e crescimento de fase inorganica nanocristalina similar a
apatita 6ssea e com morfologia dos cristais de carbonato-apatita de forma de placas
alongadas (HU et al., 2009). Desta forma, observou-se que a maioria dos cristais
formados é da fase carbonato-apatita para o compésito (CB-COL)-HA.

Verificou-se na Figura 23 que a incorporagcado dos peptideos ao composito
(CB-COL)-HA alterou a morfologia dos aglomerados esféricos dos cristais de apatita
observados em menor aumento na Figura 23A. No compdsito (CB-COL)-HA OGP
[10-14] foram observados aglomerados de cristais de apatita tipo bastées (“rods”),
corroborando aos dados discutidos acima, os quais sugerem que a presenca de
peptideos promove a nucleacdo e crescimento de fase inorganica nanocristalina
similar a apatita 6ssea e com morfologia dos cristais de carbonato-apatita de forma
de placas alongadas (HU et al., 2009). Entretanto, em maior aumento (Figura 23B)
observa-se que os cristais de apatita sdo compostos por cristalitos com morfologia
tipo agulha ou lamelar, similares aos observados no compoésito (CB-COL)-HA, e
também observa-se presenca de cristais de apatita tipo bastonetes. Neste caso, a
imersao do composito (CB-COL)-HA em solucédo peptidica por 72 h favoreceu a
formacéao destes tipos de cristais de apatita.

Figura 23. Micrografias de MEV mostrando em A (15.000x) e B (60.000x) a superficie da membrana
do composito (CB-COL)-HA OGP [10-14].

Apesar dos dados de EDS serem qualitativos, pode-se verificar para (CB-
COL)-HA uma razdo molar Ca/P igual a 1,36, proximo ao fosfato de octacélcio
(OCP), cuja razao molar Ca/P é 1,33; ou ainda, pode ser uma fase de transicao do
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OCP para fosfato de calcio amorfo (Figura 24A). Porém, Tseng et al. (2007)
observaram valores de razao molar Ca/P, para dentina de rato até cinco meses,
similar ao que foi observado neste estudo. Os autores concluiram que a razéo molar
Ca/P, com valor abaixo de uma CDHA, pode ser justificada devido a substituicao de
fons PO4> por COs” e esta substituicdo refletiu na mesma porcentagem de perda
para o conteudo de Ca, o que levou a uma diminuicdo na razao molar Ca/P,
justificando mais uma vez a presenca de carbonato-apatita nesta amostra. Na
amostra (CB-COL)-HA OGP [10-14] a razdao molar Ca/P observada foi similar ao
composito (CB-COL)-HA; os valores mensurados foram entre 1,29 — 1,40 com uma
média de 1,36, dados referentes a uma apatita em transicdo da fase OCP (Figura
24B).

Figura 24 - Espectro de EDS para as amostras (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B).
Aumento 2.000x.
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Nas Figuras 25 e 26 a seguir, estdo representadas as micrografias dos
compositos (CB-HA)-COL e (CB-HA)-COL OGP [10-14]. A Figura 25A mostrou a
formagéo do compoésito (CB-HA)-COL, com deposicédo de cristais de HA sobre as
fibras de CB com morfologia diferente aos cristais de HA observados no compdsito
(CB-COL)-HA. Também foi possivel observar o colageno preenchendo os espacos
criados pela deposicao de HA do sistema, mostrando que a superficie da membrana
foi recoberta de forma heterogénea pelo colageno. Em um maior aumento observou-
se que as esferas do compoésito (CB-HA)-COL sdo compostas de cristalitos de HA
com morfologia tipo “rods” e lamelar (Figuras 25B). Em uma imagem em secao
transversal pdde-se observar aglomerados de cristais de apatita tipo placas

alongadas (Figura 25C), corroborando aos dados discutidos anteriormente, os quais
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sugerem que a presenca de proteina promoveu a nucleagao e crescimento de fase
inorganica nanocristalina similar a apatita 6ssea e com morfologia dos cristais de
carbonato-apatita de forma de placas alongadas. Além disso, na superficie do
material, o colageno do compdsito (CB-HA)-COL favoreceu a nucleagcdo e
crescimento dos cristais de HA da fase OCP para CDHA em forma de “rods”
hexagonais. Contrastando com o compésito precursor CB-HA, que nao apresentou
cristais com morfologia em forma lamelar, sugere-se que, com a adi¢cdo de colageno,
os ions de célcio e fosfatos ainda livres no sistema, podem ser induzidos a iniciarem

uma nova formacao e nucleacao de cristais de apatita, sendo esta fase OCP amorfo.

Figura 25 - Micrografias de MEV mostrando em (A) e (B) a superficie da membrana do composito
(CB-HA)-COL, e em (C), imagem de MEV em segao transversal do compésito (CB-HA)-COL.
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A Figura 26 revelou que a incorporacao dos peptideos ao compdésito (CB-HA)-
COL alterou a morfologia dos aglomerados esféricos dos cristais de apatita, os quais
apareceram mais densos como observado no composito (CB-COL)-HA.
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As micrografias em maior aumento revelaram que os cristais de apatita sdo
compostos de cristalitos com morfologia tipo “rods” ou lamelar similares aos
observados no compésito (CB-HA)-COL. Neste composito foi possivel observar
também que a presenca de peptideo promoveu a nucleacao e crescimento de fase
inorganica nanocristalina em forma de placas alongadas. Desta forma, a imersao do
composito (CB-HA)-COL em solugao peptidica por 72 h promoveu a nucleagao dos
cristais de HA.

Figura 26 - Micrografias de MEV mostrando em A e B a superficie da membrana do compésito (CB-
HA)-COL OGP [10-14].

Estudos prévios tém constatado que grupos funcionais, tais como, hidroxilas,
fosfatos e carboxilicos propiciam a nucleagéo de fases de apatitas (HARTGERINK et
al., 2001; NGE; SUGIYAMA, 2007; WAN et al., 2007). Materiais com repetitivos
padroes de grupos anidnicos e concentrados catidbnicos promoveram a orientacao de
nucleagéo de cristais in vivo (HARTGERINK et al., 2001). Desta forma, a estrutura
molecular da celulose bacteriana pode ter contribuido para deposicdo homogénea
dos cristais de apatita. Os grupos hidroxilas da celulose tém dipolo negativo forte, os
quais promovem a ligacdo dos cations Ca** livres da solugdo de CaCl, e formam
ligacdes coordenadas, e assim os fons PO4* ligam-se ao célcio associado a CB
formando o nucleo inicial para formar as fases precursoras de apatita (HONG et al.,
2006; HUTCHENS et al., 2006). Além disso, a CB ¢ altamente porosa, embora estes
poros sejam relativamente pequenos, de ordem nanométrica, permitem que os ions
entrem livremente dentro da matriz favorecendo a formacéo de cristais de HA no

interior de sua estrutura tridimensional.
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Camadas de cristais de apatita mais uniformes foram observadas nos
compositos (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL sem peptideos, as quais foram formadas
por nucleos esféricos de cristais de apatita, sugerindo que a presenca do colageno,
que contém inumeros grupos carboxilicos, favoreca a nucleagao e crescimento dos
cristais. Neste caso, um numero grande de nucleos cresceu competitivamente no
composito (CB-HA)-COL em relagéao ao compésito CB-HA.

Desta forma, as imagens revelaram que a funcionalizacdo da celulose
bacteriana favorece uma maior precipitacdo de apatita, ou ainda promove a
formagéo da fase precursora de HA, o OCP, e ainda, a composigao da superficie,
estrutura e o meio afetam diretamente o processo de formagao da apatita.

Na amostra (CB-HA)-COL o EDS revelou uma razao molar Ca/P entre 1,42 -
1,5 com uma média de 1,40, dados estes referentes a CDHA, cuja razdo molar Ca/P
situa-se entre 1,4 -1,5 (Figura 27A). Para a amostra (CB-HA)-COL OGP [10-14] a
razdo molar Ca/P foi entre 1,40 — 1,42 (Figura 27B) com uma média de 1,41, ou
seja, similar aos dados apresentados para o compésito (CB-HA)-COL. Ambos os
valores para razao molar Ca/P foram similares, dados estes que confirmam a MEV
que nao houve alteracdo na fase de apatita precitada nos dois compdsitos, mesmo
apdés a incorporagao dos peptideos.

Figura 27 - Espectro de EDS para as amostras (CB-HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B).
Aumento 2.000x.
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3.4.3 Difratometria de raios-X (DRX)

3.4.3.1 Compdsito celulose bacteriana — COL (CB-COL)

Os difratogramas de raios-X das membranas de CB e de CB-COL e do
colageno tipo | estdo representados na Figura 28. Os picos para CB foram
identificados como celulose nativa (PDF#50-2241 ICDD, PDF-2, International Centre
for Diffraction Data, Power Diffraction File-2) e os picos caracteristicos observados
em 20 = 15°e 22,5° foram atribuidos as fases da celulose, 1a e 1B, respectivamente
(10044,1104p € 0104 planos em 15°e 11044 € 20043 em 22.5°) (BARUD et al., 2008).
As fases cristalinas tipicas da CB foram também observadas nas membranas de CB-
COL. Os picos da difragdo em 26 = 15° e 22,5° sdo caracteristicos da celulose. O
padrao de DRX para o colageno resultou em um halo em torno de 26 = 15° 35° o
qual é tipico padrao de DRX de colageno puro; mostrando ser um polimero bastante
amorfo (ZHANG et al., 2004). Nota-se que o padrdao de CB-COL nao se trata de uma
simples mistura de CB e COL, pois no padrdo do DRX do compoésito CB-COL
observou-se o aparecimento de um novo pico ao redor 16,8° sugerindo que a
incorporacao do colageno afetou a cristalinidade da CB principalmente na regido 26
= 15° além disso, houve uma diminuicdo na intensidade dos picos da CB. Esta
diminuicdo também pode estar relacionada a presenca do colageno inserido a
estrutura de CB.

Figura 28 - Padroes de difragdo de DRX da CB, colageno puro, CB-COL com os respectivos picos
assinalados.
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3.4.3.2 Compdsito celulose bacteriana — hidroxiapatita (CB-HA)

A Figura 29 mostra os padrdes de difracdo de raios-X (DRX) das membranas
de CB e de CB-HA. Como no compdsito CB-COL, as fases cristalinas tipicas da CB
foram também observadas no compdsito CB-HA. Os picos da difracdo em 26 = 15°¢
22,5°sa0 atribuidos a celulose, fases 1a e 1B. Os dados do DRX revelaram fases de
HA e CDHA no composito CB-HA (fichas cristalogréficas utilizadas ICDD — PDF-2:
55-0592 para HA e 46-0905 para CDHA), porém com os picos sobrepostos Os picos
assinalados com setas em 26 = 299, 322, 39,52 e 51,22 é referente a fase HA. Estes
picos mostram que a HA depositada sobre a estrutura da CB é uma HA
semicristalina. As sobreposi¢coes e o alargamento dos picos das fases de apatita
indicam uma baixa cristalinidade, € os padroes de DRX observados para HA nestas
amostras sdo muito similares ao padrdo de DRX de apatitas de tecido 6sseo,
mostrando baixa cristalinidade (DANILCHENKO et al., 2004). Outro aspecto
observado refere-se a cristalinidade da CB, que segundo (HUTCHENS et al., 2006)
a diminuicao na intensidade dos picos da CB é devido a deposi¢cao de HA sobre as
nanofibras da CB que promoveu o rompimento das ligagdes de hidrogénio.

Figura 29 - Padrdes de difragdo de DRX para as amostras CB (a) e CB-HA (b) com respectivos picos
de difragao assinalados; seta: picos referentes & CDHA e a HA e asterisco: picos referentes a CB.
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3.4.3.3 Compdositos (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL

A Figura 30 mostra os padrdes de DRX para os compdésitos (CB-COL)-HA e
(CB-HA)-COL.

Para o compésito (CB-COL)-HA foram observadas as fases de HA e CDHA.
As fichas cristalograficas utilizadas foram da base de dados ICDD-PDF-2, 55-0592
para HA e 46-0905 para CDHA. Contudo, os picos para estas fases também ficaram
sobrepostos nos picos assinalados com setas em 26 = 29°%, 339, 39,5% como no
composito CB-HA. Porém, os picos assinalados em 26 = 26°, 32°, 46,2° e 49,5°
predominou a fase CDHA.

Figura 30 - Padrdes de difragdo de DRX para as amostras CB (a), CB-COL (b), CB-HA (c), (CB-
COL)-HA (d) e (CB-HA)-COL (e). Os picos de difragdo assinalados por seta: sdo picos referentes a
CDHA e a HA, e os picos assinalados por asterisco: sdo picos referentes a CB; e os picos referentes
ao OCP estéo assinalados por ponto cheio (e ).
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No compésito (CB-HA)-COL foram observadas a presencga das fases CDHA e
OCP. As fichas cristalograficas utilizadas foram da base de dados ICDD-PDF-2, 46-
0905 para CDHA e 44-0778 para OCP. Os picos referentes a estas duas fases
CDHA e OCP também apareceram sobrepostos nos picos assinalados em 26 = 262,
39,5°, porém, a fase predominante no compésito foi CDHA. Na regido em torno 26 =
32° ha indicativo da presenca de CDHA e os picos em 26 = 4,92, 95° e 26°
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indicaram a presenca de OCP no compésito (CB-HA)-COL. O carater amorfo dos
cristais revelou que a formacéao dos cristais de OCP foi precedida pela precipitagao
de ACP (TSENG et al., 2006). Entretanto, o alargamento dos picos de difracao
relacionados a HA pode sugerir que os cristais precipitados foram pequenos e de
baixa cristalinidade. Sugere-se entdo que a fase inorganica da (CB-COL)-HA e da
(CB-HA)-COL mineralizada foi uma HA de baixa cristalinidade, similar a apatitas de
tecido ésseo (DANILCHENKO et al., 2004) como descrito anteriormente para o
padrdo observado em CB-HA, dados estes que também corroboram a morfologia
dos cristais observados para ambos os compaositos. A propor¢éo da intensidade dos
picos da membrana (CB-HA)-COL pode estar relacionada pelo fato do coldgeno
estar recobrindo os cristais de HA previamente depositados sobre a estrutura da CB.

Os picos assinalados, em ambos os compdésitos, em 20 = 16° e 22,8° sao
referentes a CB, os quais apareceram um pouco deslocados em relagdao aos dados
de DRX da CB pura onde os picos sdo assinalados em 26 = 15° e 22,59
respectivamente. Os picos referentes a CB foram recobertos nestes compdsitos. Na
amostra (CB-COL)-HA a diminuigdo da intensidade dos picos é bastante evidente,
pois esta relacionada a incorporacdo do colageno e a deposicdo de HA sobre as
nanofibras da CB. Em osso natural, os nano-cristais de HA e o colageno fazem uma
sobreposicao de quatro picos no alcance de 26 = 32° a 35° (LIAO et al., 2004). Na
amostra (CB-HA)-COL a menor intensidade dos picos caracteristicos da celulose
nativa, pode estar relacionado com a presenca do colageno na estrutura da CB
conferindo um carater amorfo ao composito, ou ainda uma possivel mudanca no

plano de cristalinidade da CB pela incorporacao do colageno (26 = 16,8°)

3.4.4 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR)

3.4.4.1 Compadsito celulose bacteriana — COL (CB-COL)

A Figura 31 apresenta espectros de infravermelho para as amostras CB,

colageno puro liofilizado, celulose bacteriana modificada com glicina e CB-COL.
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Figura 31 - A: espectro vibracional na regido do infravermelho obtido das amostras: CB (a), colageno
puro (b), CB-glicina (c) e do compésito CB-COL (d). B: espectro na regido de 1800 — 1000 cm™
mostrando as bandas da regido de 1645 e 1545 cm™ em maior detalhe.
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As principais atribuicbes que caracterizam a celulose sdo: ~3450cm’
estiramento OH; ~2900 cm™ - estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico
CH,; 2700 cm™ - estiramento simétrico CHy; 1645 cm™ - deformagao OH; 1432 cm™
- deformacdo CHy; ~1370 cm™ - deformagéo CHs; ~1332 cm™ - deformacédo OH e na
regido de 1320 -1030 cm™ deformacdo CO. As principais bandas vibracionais
relacionadas a proteinas estao representadas na Tabela 8.

A banda na regido de ~3500 cm™ foi observada em todas as amostras, mas
esta banda apresentou-se em menor intensidade para as amostras CB-Gly e CB-
COL. Isto sugere a interacdo de glicina, nas amostras CB-Gly e CB-COL com as
hidroxilas nao esterificadas da celulose, indicando provaveis ligagdes de hidrogénio
entre a CB e a glicina. Foi observado também um decréscimo na intensidade desta
banda para o compdsito CB-COL, sugerindo que também houve interagdo do
colageno com grupos (OH) do sistema CB-Gly, que ainda estavam disponiveis apés
processo de reticulagdo com EDC. Nas amostras CB-Gly observou-se que a
intensidade banda ~2900 cm™ diminui consideravelmente em relacdo & amostra CB,
sugerindo a interacdo da glicina com a CB; e no espectro CB-COL houve um
decréscimo na intensidade desta banda quando comparado ao sistema CB-Gly, o
que sugere uma maior intera¢ao do colageno com o sistema CB-Gly, empregado na
obtencédo da CB-COL.
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Tabela 8 - Frequéncia das principais de celulose e de proteinas.

Nuamero de onda (cm™)

- Vibracao
Celulose Proteina
~3500 ~3500 estiramento O-H
3330-3280 (m) estiramento N-H (amida)
2960 — 2850 2960 - 2850 estiramento C-H de grupos CH, e CH3
1660-1650 (s) 1660-1650 (s) deformagdo H-O-H de 4agua adsorvida /
estiramento C=0 (amida I)
1550-1540 (s) deformacdo N-H (amida Il)
1430 deformagéo de CH, ou deformacgéo no plano
OH
1425-1390 (w) estiramento simétrico COO"
1330 deformagdo C-H (CHj) ou deformagédo no
plano OH

aparecem duas bandas de deformacéo,
devido ao acoplamento da deformagao
angular no plano da ligagdo O-H e a
deformagéo de C-O

1420 e 1300-1200

~1168 estiramento assimétrico nas ligagdes C-O-C

1040 estiramento simétrico de &lcool priméario C-O

~890 ligagcbes P-glicosidicas entre unidades de
glicose

O colageno puro apresentou as bandas tipicas para proteinas em torno de
1656 e 1547 cm™, referentes a estiramento C=0 amida | e deformagéo N-H para
amida Il, respectivamente.

Nos espectros de CB, CB-Gly e CB-COL observaram-se uma banda tipica em
1645 cm™ correspondente ao estiramento C=0 de amida I. Esta banda foi observada
com menor intensidade no espectro de CB-COL, e, apresentou um deslocamento
para o vermelho de 11 cm™ (1656 cm™), confirmando a presenca de colageno. As
bandas observadas ao redor de 1420 e 1320-1210 cm™ correspondente a
deformagdo C-O de acidos carboxilicos ou a estiramento simétrico de COO™ de
aminodcidos livres estdo presentes nos trés sistemas contendo CB. Observou-se
qgue a intensidade desta banda diminuiu com a presenca de glicina e de colageno,
sugerindo a formagéao do sistema CB-Gly e do compdésito CB-COL.

3.4.4.2 Composito celulose bacteriana — hidroxiapatita (CB-HA)

A analise por FT-IR, as membranas de CB-HA apresentaram um espectro
com bandas de fosfato tipicas com estrutura de apatita (Figura 32). Bandas intensas
foram observadas em 1093, 1020, 962, 570-600 cm™ correspondentes ao
estiramento dos fons (PO,*) (HUTCHENS et al., 2006; CROMME et al., 2007; WAN
et al., 2007). As bandas com intensidade baixa localizadas ao redor de 1428 e 838
cm” correspondem ao estiramento de fons (COs®") (HUTCHENS et al., 2006). A
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presenca destas bandas nao esta totalmente compreendida, pois o grupo carbonato
aparece na solugcao durante a precipitagdo da fase mineral mesmo quando se usa
uma solugao livre de carbonato (SONG et al., 2007).

A banda de baixa intensidade em torno de 3500-3200 cm™' (estiramento OH)
observado no espectro da CB sofreu um decréscimo na intensidade no espectro do
composito CB-HA, sugerindo possivel interagdo dos cristais de HA com os grupos
hidroxilas da celulose. No espectro CB-HA pode-se observar que a diminuicao da
intensidade desta banda pode estar diretamente relacionada a ligagbes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilas e as fases de apatita. A ligagdo quimica entre
HA e a CB estabilizou o compdsito podendo manter uma integridade mecanica
necessaria para substituicido éssea (HUTCHENS et al., 2006). Outras atribuicoes

para celulose bacteriana estdo representadas na Tabela 8.

Figura 32 - Espectro vibracional na regiao do infravermelho obtido das amostras CB (a) e do
composito CB-HA (b).
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3.4.4.3 Compositos (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL

Comparativamente, a Figura 33 mostra os espectros de FT-IR de todas as
membranas. As bandas de infravermelho tipicas de fosfato (PO4*) associadas &
estrutura de apatita apareceram em torno de 1093, 1020, 570-600 cm™, as quais séo
atribuidas ao estiramento dos ions (PO,*) (HONG et al., 2006; HUTCHENS et al.,
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2006; CROMME et al., 2007; WAN et al., 2007) como observado para o compdsito
CB-HA, que apresentou bandas mais intensas nesta regido. O espectro do
composito (CB-COL)-HA apresentou as bandas mais alargadas do que os espectros
de CB-HA e (CB-HA)-COL, sugerindo a presenca de HA com baixa cristalinidade
(CROMME et al., 2007), resultados estes que corroboram aos dados do DRX e
MEV/EDS. As bandas fracas localizadas em 1428 e 870 cm™' que correspondem ao
estiramento de fons CO3>~ também foram observadas nos espectros (CB-COL)-HA e
(CB-HA)-COL, porém a banda em 870 cm™' apresentou-se um pouco mais intensa
para o composito (CB-COL)-HA, sugerindo que neste compésito pode haver uma
proporcdo maior de carbonato-apatita. No entanto, esta banda em 870 cm™
apresentou um deslocamento para o vermelho de 32 cm™ em relagdo & banda
observada no espectro de CB-HA (838 cm™'), podendo sugerir que houve interagdes
de natureza eletrostatica entre os ions CO5>~ e as moléculas de colageno.

Figura 33 - A: espectro vibracional na regido do infravermelho obtido das amostras: (a) CB, (b) COL,

(c) CB-COL, (d) CB-HA, (e) (CB-COL)-HA, e (f) (CB-HA)-COL. B: espectro na regido de 1800 — 400
cm’' mostrando as bandas da regido de 870 e 838 cm™ em maior detalhe.
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A banda na regido de 3500 cm™ apresentou-se, no espectro dos compositos
(CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, com maior intensidade do que para o compdésito CB-
COL, sugerindo que este aumento pode estar relacionado aos grupos OH da
hidroxiapatita precipitada sobre os respectivos sistemas. Com relagédo ao composito
(CB-HA)-COL a banda nesta regiao apresentou-se também menos intensa do que
no sistema CB-HA, sugerindo que quando o colageno é incorporado interage com os
grupos OH dos cristais de HA deixando esses grupos menos disponiveis.
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A banda na regido de 2900 cm™ atribuida ao estiramento CH, apresentou-se
menos intensa para a amostra (CB-COL)-HA quando comparado a amostra CB-
COL, podendo sugerir que o estiramento CH, € menor devido a interacdo dos
cristais de hidroxiapatita na amostra. No sistema (CB-HA)-COL esta banda também
se apresentou com menor intensidade em relacdo ao compésito CB-HA, sugerindo
que o colageno incorporado ao sistema interagiu com os grupos OH presentes nas

fibras de celulose, assim como com as hidroxilas dos cristais de hidroxiapatita.

3.4.5 Espectroscopia de espalhamento Raman

De acordo com os resultados observados para analises de FT-IR dos
compositos contendo colageno, observou-se que a regidao espectral atribuida para a
banda amida | referente ao estiramento C=0O das proteinas sobrepéem-se a banda
referente a deformacdo H-O-H de agua adsorvida na celulose. Entretanto, para
melhor caracterizar esta regido sobreposta realizou-se para as amostras, CB, CB-
COL, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL com ou sem peptideo adsorvido,
espectroscopia de espalhamento Raman. Nesta técnica, o modo vibracional
inelastico a ela conferido, faz com que seja possivel observar regibes de modo
vibracionais caracteristicos de cada molécula diferentemente das observadas nos
espectros de FT-IR, ou seja, a espectroscopia Raman € uma técnica complementar
ao FT-IR.

A Figura 34 representa as regides espectrais para espectro de espalhamento
Raman do composito CB e CB OGP [10-14]. Tipicos picos espectrais atribuidos para
celulose foram observados em torno de 380, 437, 461, 521 cm™ que se referem aos
modos vibracionais de flexao para 3(CCC), 5(CCQO), 6(COC), 3(CO) e de tor¢ao para
7(COH). Em 1096 e 1125 cm™ observa-se os modos vibracionais referentes as
3(CH2), 3(HCC), 8(HOC), (COH) e aos estiramentos v(CC) e v(CO) e em 1380 cm’”
para deformacdo HCC, HCO e HOC (WILEY; ATALLA, 1987), cujos picos foram
também observados nos espectros de espalhamento Raman das outras amostras
analisadas, CB-COL, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL (Figura 35). Nesses espectros
Raman, as regides atribuidas para celulose foram caracteristicos ao comportamento
vibracional de celulose | cristalina relacionada a celulose bacteriana (SCHENZEL et

al., 2005). Além disso, nos espectros das amostras contendo colageno ou peptideo
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adsorvido observou-se a presenca da banda caracteristica ao estiramento C=0 em
torno de 1600 — 1620 cm™ atribuido a amida | (SOCRATES, 2001), confirmando a
presenga tanto do colageno incorporado aos compdsitos quanto do peptideo
adsorvido nas respectivas amostras (Figuras 34 e 35).

A banda na regido de 3400-3200 cm™' pode ser atribuida tanto para grupos
OH da celulose quanto para estiramento N-H de ligacdes amida Il. Nos espectros
observados verificou-se um aumento na intensidade desta regido espectral para as
amostras CB-COL, CB OGP [10-14] e CB-COL OGP [10-14] em comparagéao a CB
pura. Este aumento em intensidade pode ser sugerido pela incorporagdo do
colageno as fibras de CB devido a presenca de grupos N-H tanto do colageno
quanto do peptideo. Além disso, foi observado que o pico a ~2890 cm™' (estiramento
CH de CH,) também revelou um aumento nas amostras contendo principalmente o
peptideo, rico em glicina, que contribui efetivamente com o aumento de grupos CHy,
e consequentemente o aumento de intensidade do pico a este comprimento de

onda.

Figura 34 — Espectros do espalhamento Raman das amostras CB e CB OGP [10-14]. Abaixo estao
representados os espectros na regido de 1800 — 100 cm™ mostrando as bandas da regido de 1602 a
1625 cm™ em maior detalhe.
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Figura 35 — Espectros do espalhamento Raman das amostras CB-COL, (CB COL)-HA e (CB-HA)-
COL, com ou sem OGP [10 14]. Espectros na regiao de 1800 - 100 cm’” mostrando as bandas da
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Para as amostras contendo fases de apatita, observou-se nos espectros

Raman (Figura 35), picos caracteristicos para o0 modo de flexdo v4 PO,

na regiao

de 591-588 e 613 cm™ de baixa intensidade. As intensidades relativas desses picos
estao relacionadas a cristalinidade do cristal, pois quanto mais organizado estiver o
cristal de apatita maior sera sua intensidade; desta forma, os resultados observados
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nesses espectros corroboram aos dados de MEV/EDS, DRX e FT-IR das respectivas
amostras, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL (ANTONAKOS et al., 2007; LI et al., 2007).
Na regido de 961 — 954 foi observado um pico com alta intensidade referente ao
modo vibracional vi PO, para ambas as amostras (ANTONAKOS et al., 2007; LI et
al., 2007).

Desta forma, o emprego de ambas as técnicas de espectroscopia permitiu
solucionar o problema de separacéo e identificacdo de sobreposicdo de bandas e
assim, determinar a presenca estrutural de cada molécula. Desta forma, com
emprego da espectroscopia Raman foi possivel comprovar a presenga tanto do
colageno incorporado aos compositos quanto do peptideo adsorvido, mesmo em

baixas concentragdes, nas respectivas amostras.

3.4.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) no estado
solido dos nucleos *'P das amostras CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL

A Figura 36 mostra o espectro de RMN-MAS do *'P medido para a amostra
CB-HA, onde se observa a presenca de trés (3) sitios de fosforo, os quais sao
categorizados dentro de dois grupos PO, e HPO,> (TSENG et al., 2006). O
primeiro sitio, centrado em 3,2 ppm, apresentou maior concentragdo (77%) de
grupos fosfatos, cujo pico pode ser atribuido a fase cristalina de hidroxiapatita
deficiente em célcio (CDHA), dado este, que corrobora aos resultados observados
no MEV/EDS, DRX e FT-IR. De acordo com Tseng et al. (2006), a presenca de
CDHA pode ser relacionada a uma fase de apatita presente na transicao da fase
fosfato de octacélcio (OCP) para fase HA, a qual esta atribuida ao grupo PO,* da
HA. Estudos prévios mostraram que a HA e o OCP possuem similaridade estrutural,
levando a hip6tese de que o OCP ¢é a fase precursora tanto de apatita biologica
(BROWN, 1966) quanto de HA sintéticas (AOBA et al., 1998; BODIER-HOULLE et
al., 1998). No entanto, esta fase de transigéo observada por Tseng et al. (2006) nao
deixa de ser uma CDHA. Legeros (1991) afirmou que a transformacao de fosfato de
céalcio amorfo (ACP), fosfato de dicalcio dihidratado (DCPD — brushita), fosfato de
dicalcio (DCP — monetita), ou OCP para HA em solugdes contendo ions Ca®** ou
somente Pi resultaram na formagdo de CDHA, com a incorporacdo de HPO,?.
Contudo, no presente trabalho utilizou-se uma solucdo de NaHPO4, ou seja,
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forneceu-se o ion HPO,* durante o processo de precipitacdo, o que favoreceu a
formagéao de CDHA.

Figura 36 - Espectro de RMN-MAS do *'P para amostra CB-HA e sua respectiva deconvolug&o.

Os picos observados em 2,9 e 2,7 ppm estao relacionados a fase cristalina da
HA. Segundo a literatura, a presenga de ions carbonato presentes na HA,
caracteriza uma fase de apatita impura, denominada carbonato-apatita tipo B ou
carbonato-apatita, o que pode resultar no deslocamento quimico do *'P da HA
(PANDA et al., 2003). Tseng et al. (2007), analisaram dentina de rato e revelaram
com os dados de RMN para *'P que este sinal em 3,2 + 0,3 ppm é referente a uma
apatita deficiente em OH, cujos ions OH" podem estar substituidos por anions como
carbonato, gerando uma carbonato-apatita tipo A (LEGERQOS, 1991). Desta forma, o
pico observado em 2,9 ppm é atribuido a carbonato-apatita, e o pico em 2,7 ppm a
HA.

A partir desse conjunto de dados observou-se que o compdsito CB-HA
apresentou uma composicdo quimica uniforme, onde a sua preparagao levou a
formacdo de um compdsito cuja fase inorganica é constituida de 77% de CDHA
distribuida entre as fibrilas de CB.

Os dados de RMN-MAS do *'P dos compésitos (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL
elucidaram que tipo de fase de apatita foi precipitado nos respectivos compdsitos. A
Figura 37 mostra o espectro de RMN-MAS do *'P medido para a amostra (CB-COL)-
HA, onde se observou a presenca de um pico assimétrico. A partir da deconvolugao
do espectro foi possivel obter 2 sitios de grupos fosfatos. O primeiro centrado em 2,9

ppm, o qual apresentou maior concentragdo (84%) e estd relacionado a uma
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carbonato-apatita, como descrito anteriormente (HAYAKAWA; OSAKA, 2000;
PANDA et al., 2003; HONG et al., 2006; TSENG et al., 2007; SZCZESNIAK et al.,
2008), e 0 segundo em 2,7 ppm esté relacionado a fase cristalina da HA.

Figura 37 - Espectro de RMN-MAS do *'P para amostra (CB-COL)-HA e sua respectiva

deconvolugéo.
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Nas carbonato-apatitas tipo B, a substituicdo dos fons PO,> por COz*
influéncia simultaneamente a presencga de outros cations, ou seja, a substituicao de
os fons Ca** por Na*. Estas substituicdes ocorrem por precipitacdo direta ou por
hidrélise de ACP, brushita, monetita, ou OCP em solugdo contendo carbonato. A
substituicdo por carbonato promove os seguintes efeitos: diminuicdo no tamanho do
cristal, mudanca na morfologia do cristal, maior solubilidade (LEGEROS, 1991) e
diminuicdo da razdo molar Ca/P (HONG et al., 2006). No processo de precipitacao
de HA deste trabalho utilizou-se solugcbées de CaCl, e de Na,HPO,4, ndo contendo
ions carbonatos em sua composicao, mas o método favoreceu a incorporacdo do
mesmo a estrutura da apatita. Além disso, a presenga de colageno na amostra pode
estar favorecendo uma maior formagao desta fase de apatita com relagdo a amostra
CB-HA, pois segundo a literatura a presenca de aminoacidos favorece a
transformacao de OCP em HA (TSENG et al., 2008) ou favorece a precipitagdo de

fase inorgéanica. Isto devido as interagdes tanto de residuos de aminodcidos acidos

quanto basicos com os componentes catidnicos ou anidnicos, respectivamente, da

superficie mineral (DUER, 2010).
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Os dados observados de RMN-MAS do °'P nesta amostra corroboram aos
resultados de MEV/EDS, DRX e FTIR apresentados para a mesma. Desta forma,
observou-se que a fase inorgénica precipitada neste compoésito, (CB-COL)-HA,
apresentou uma morfologia uniforme, principalmente no interior do compaésito, onde
sua preparagao levou a formagcdo de uma fase inorganica constituida de 84% de
carbonato-apatita distribuida entre e a rede de fibrilas do compésito CB-COL.

A Figura 38 mostra o espectro de RMN-MAS do *'P para a amostra (CB-HA)-

COL, a qual mostrou a presenca de um pico largo assimétrico indicando que esta
amostra apresentou uma baixa cristalinidade. A partir da deconvolugdo do espectro
foi possivel obter apenas dois (2) sitios de grupos fosfatos. O primeiro centrado em
3,5 ppm, o qual apresentou maior concentracdo (89,5%); este apresenta uma
largura de linha que cobriu a regido de deslocamento quimico do grupo fosfato das
fases CDHA e OCP que esta na faixa de 3,2 — 3,7 ppm. Portanto, este pico pode
estar sobreposto devido a baixa cristalinidade das fases cristalinas de CDHA e de
OCP, que possuem valores de deslocamento quimico proximos, 3,5 e 3,2 ppm,

respectivamente.

Figura 38 - Espectro de RMN-MAS do *'P para amostra (CB-HA)-COL e sua respectiva

deconvolugéo.

Esta baixa cristalinidade corrobora aos resultados do MEV/EDS, DRX e FT-
IR. Na literatura, os picos observados para a fase OCP puro foram mensurados em
quatro (4) sitios assinalados em -0,2, 2,0, 3,3 e 3,7 ppm, sendo os picos em 3,3 e
3,7 ppm atribuidos aos grupos PO,*, e os em -0,2 e 2 ppm atribuidos aos grupos
HPO,* (TSENG et al., 2004). Para um OCP impuro ou amorfo o sinal tem sido
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mensurado em 3,4 = 0,3 ppm (ROTHWELL et al., 1980); e para CDHA o pico tem
sido mensurado em 3,2 ppm (TSENG et al., 2006). Contudo, estes resultados
revelaram que nao ha presenga de OCP puro e HA estequiométrica, e sim, a
presenca de OCP amorfo e CDHA, resultados que podem confirmar as hipdteses
estudadas previamente que mostraram que o OCP é a fase precursora tanto de
apatita biolégica quanto de HA sintéticas (BROWN, 1966; AOBA ET AL., 1998;
BODIER-HOULLE et al.,, 1998). Esta transicdo de fases se da primeiro pela
precipitacdo de ACP e posteriormente se transforma em OCP, cuja fase é
subsequentemente hidrolisada em apatita. Além disso, a presencga de colageno pode
favorecer a transformacdo de OCP em HA, ou entdo, pode mudar a cinética da
reacdo e ocorrer 0 processo de precipitacdo de fase OCP pela presenca do
aminodcido aspartato (TSENG et al., 2008). Outras hipoteses estudadas, na
literatura, sdo que tanto residuos de aminodacidos acidos quanto basicos sao
igualmente importantes na interagdo com os componentes catiénicos ou anidnicos,
respectivamente, da fase inorganica do tecido 6sseo (DUER, 2010). Essas hip6teses
podem justificar a presenca de OCP neste compdsito ndao observado para o
composito CB-HA.

O pico observado em 0,9 ppm pode estar relacionado a presenga de
CaHPO4.2H,O amorfo (brushita). A brushita é a forma hidratada da monetita
(CaHPOQO4) muito similar ao OCP. No entanto, os cristais de fosfato de célcio
presentes tanto no OCP quanto na monetita sdo semelhantes estruturalmente, e ha
especulagbes que a formagdo de uma mistura intra-cristalina de OCP e monetita
pode ocorrer pela precipitacao direta ou pela hidrélise do OCP. As reagdes de
hidrélises dos ions PO4*> e HPO,% sdo o ponto chave para reagdo quimica da fase
OCP para HA (TSENG et al., 2006).

A partir desses resultados observou-se que o compésito (CB-HA)-COL
apresentou uma morfologia relativamente uniforme e similar ao compdésito CB-HA, a
Unica diferenca observada foi que o colageno favorece tanto o crescimento desses
cristais quanto a formagdo de uma fase inorganica mais amorfa, onde a sua
preparacao levou a formagéo de um compésito cuja fase inorganica foi constituida
de 89,5% de CDHA distribuida entre as fibrilas de CB.

A Tabela 9 resume os valores dos descolamentos quimicos do ®'P, suas
respectivas fases inorganicas, morfologia dos cristais e razdo molar Ca/P para as
amostras CB-HA, (CB-HA)-COL e (CB-COL)-HA.
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Tabela 9 - Principais valores para os descolamentos quimicos do *'P, razées molares Ca/P e
morfologia dos cristais das referidas fases inorganicas das amostras CB-HA, (CB-HA)-COL e (CB-
COL)-HA.

Amostra Siso >'P (ppm) fase de apatita morfologia  Ca/P
CB-HA 3,2 CDHA rods 1,5-1,53
(CB-HA)-COL 35 CDHA rods  1,42-1,50
(CB-COL)-HA 2,9 carbonato-apatita  globular 1,36

3.4.7 Analise termogravimétrica (TG) das amostras CB, CB-COL, CB-HA,
(CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL

As analises termogravimétricas para todas as amostras com ou sem adsor¢ao
do peptideo OGP [10-14] tanto antes quanto apds a esterilizagdo com radiacao
gama 20 kGy (y), em geral, revelaram que no intervalo de temperatura préximo a
40°C-250°C ocorreu uma pequena perda de massa, em torno de 8-10%, devido a
perda de agua superficial (Figuras 39 a 43) (WAN et al., 2007; BARUD et al., 2008).

Um evento importante de perda de massa foi observado para todas as
amostras numa faixa que variou de 267°C a 308°C (temperatura de decomposicao:
Tonset) dependendo da amostra, conforme mostrado na Tabela 10. Este evento esta
relacionado a decomposicdo da CB, cuja decomposicao inclui processos de
degradacao e decomposi¢do das unidades glicosidicas deste polimero seguido da
formacao de residuos carbonaceos, que correspondem em torno de 23% do residuo
final, encontrados nas amostras de CB e CBy (ROMAN; WINTER, 2004; BARUD et
al., 2007; BARUD et al., 2008). A porcentagem residual em 600°C para as amostras
CB OGP [10-14] e CB OGP [10-14]y também foi em torno de 23% (Figura 39). Além
disso, foi possivel observar que adsorcdo do peptideo aumentou ligeiramente a
estabilidade térmica da CB, bem como, o emprego da radiacdo gama (20 kGy) para
esterilizacao.
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Tabela 10 - Temperatura Tonset dos compdsitos desenvolvidos antes e apds a esterilizagéo,
relacionados a decomposicao da CB.

Tonset(oc)
Amostra sem esterilizagcao apos esterilizagcao
CB 289 308
CB OGP [10-14] 315 315
CB-COL 267 268
CB-COL OGP [10-14] 267 273
CB-HA 306 308
CB-HA OGP [10-14] 302 303
(CB-COL)-HA 302 300
(CB-COL)-HA OGP [10-14] 303 300
(CB-HA)-COL 267 270
(CB-HA)-COL OGP [10-14] 285 287

Figura 39 - Curvas termogravimétricas para as amostras CB e CB OGP [10-14], antes a apds
esterilizagdo com radiacdo gama (y).
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As curvas de TG para as amostras CB-COL e CB-COLy estao apresentadas
na Figura 40A. O evento relacionado a degradacao da celulose ao redor de 300°C,
nas amostras CB-COL foi observado em torno de 268°C, CB-COL (Tonset 267°C) e
CB-COLy (Tonset 268°C). Porém, antes deste importante evento de perda de massa,
pbde-se observar um pequeno evento de perda de massa em torno de 200°C nestas
amostras; estes eventos podem estar associados tanto com o processo de
degradacao da celulose, quanto a degradacao das moléculas de colageno (ROVERI
et al., 2003; BARUD et al., 2007; BARUD et al., 2008). As Tonset observadas nas
curvas TG para o compésito CB-COL revelaram que a estabilidade térmica da CB
diminuiu com a incorporacido do colageno; os valores Tonset observados para CB-
COL e CB-COLy diminuiram 22°C e 40°C, respectivamente, quando comparado aos
valores observados para as amostras CB e CBy, respectivamente. Além disso, a
esterilizacdo aumentou ligeiramente a estabilidade térmica da membrana de
celulose, mas a radiagdo gama nd&o promoveu alteragdes nas temperaturas
caracteristicas para o compésito CB-COL. Este comportamento pode estar
associado com a quebra de ligacdes de hidrogénio e com a reducdo da
cristalinidade da CB pela incorporagdao do colageno. Desta forma, a baixa
cristalinidade leva a diminuigao nos valores Tonset (GAO et al., 2010), corroborando
aos dados do DRX. Na Figura 40B, o evento importante de perda de massa foi
também observado em torno 268 °C, devido a decomposicao do compdésito. As Tonset
para a amostra CB-COL OGP [10-14] e para CB-COL OGP [10-14]y variou em 6°C,
0 que esté dentro do erro da andlise. Deste modo, a incorporag¢ao dos peptideos ao
compoésito ndo alterou a temperatura de decomposicdo do compoésito CB-COL e
nem alterou a Tonset ap0s a radiagdo gama. Estes resultados permitiram inferir que a
radiagdo gama € um tratamento adequado para esterilizacdo, uma vez que nao
alterou a estabilidade térmica dos compésitos CB-COL e CB-COL OGP [10-14].

A porcentagem residual em 600°C para as amostras CB-COL e CB-COL OGP
[10-14] antes e apo6s a esterilizacao foi ao redor de 31%. Desta forma, com esta
andlise pdde-se confirmar que o conteddo de colageno incorporado a CB foi
padronizado, com valor ao redor de 8%, quando descontando a porcentagem
residual da CB pura (23%).
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Figura 40 - Curvas termogravimétricas para as amostras CB, CB-COL e CB-COLy (A); curvas
termogravimétricas para as amostras dos compésitos CB-COL, CB-COLy, CB-COL OGP [10-14] e
CB-COL OGP [10-14]y (B).
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Com relagao a incorporacao da fase mineral a CB pura, a apatita precipitada
na CB promoveu um ligeiro aumento na temperatura de decomposi¢ao onset (Tonset)
em 17°C, significando um aumento na estabilidade térmica da CB (Figura 41A).
Porém, nédo ha diferenga significante entre as Tonset do compoésito CB-HA e CB-HAy,
portanto a radiagdo nao alterou as temperaturas caracteristica do compdésito CB-HA
(Figura 41A), além disso, os valores para Tonset da CBy e CB-HAy foram iguais
(Tabela 10).

Para os compdsitos CB-HA e CB-HAy foram observados massas residuais em
torno de 55-60%, significando que o conteudo de HA no compdsito foi em torno de
32-37%.

Segundo Szczesniak et al. (2008), geralmente a estabilidade térmica é
aumentada com a adicdo de uma fase mineral a fase organica, e esse
comportamento pode ser analisado em funcdo da temperatura de decomposicao
onset (Tonset), a qual caracteriza a estabilidade térmica dos materiais;
comportamento este que pdde ser comprovado neste estudo. Desta forma, os
compésitos CB-HA apresentaram estabilidade térmica adequada para o processo de
esterilizagdo com radiacao gama.

Com a incorporagao dos peptideos ao compdsito observou-se um pequeno
decréscimo na temperatura de decomposi¢do onset em 5°C nas amostras CB-HA,
revelando uma ligeira perda na estabilidade térmica do compésito. Porém, nao ha
diferenca significativa entre as Tonset do compoésito CB-HA OGP [10-14] e CB-HA
OGP [10-14]y (Tabela 10), portanto observou-se que a radiagcdo gama também nao
alterou as temperaturas caracteristica do compoésito CB-HA com os peptideos. Para
os compoésitos CB-HA OGP [10-14] e CB-HA OGP [10-14]y foram observadas
massas residuais em torno de 55%, significando que o conteudo de HA no
composito foi em torno de 32%, massa similar ao composito CB-HA sem peptideo.
Este resultado demonstrou que o compdsito imerso em solugdo por 72 h para

incorporacao dos peptideos nao leva a perda de cristais de HA durante o processo.
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Figura 41 - Curvas termogravimétricas das amostras CB, CB-HA e CB-HAy (A); curvas
termogravimétrica para as amostras dos compositos CB-HA, CB-HAy, CB-HA OGP [10-14] e CB-HA
OGP [10-14]y (B).
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A Figura 42 representa comparativamente as curvas TG para todos os
compositos antes e apds a esterilizacdo. Comparando-se com a temperatura de
decomposigao do compésito precursor CB-COL (Tonset 267°C), observou-se que a
incorporacdo da apatita promoveu um aumento de 35°C na temperatura de
decomposigdo do composito (CB-COL)-HA (Tabela 10). Este aumento na
estabilidade do compésito (CB-COL)-HA pode estar relacionado a formagao de
novas das ligacdes de hidrogénio com a precipitacdo da fase mineral (SZCZESNIAK
et al., 2008), e também ha uma barreira dificultando a entrada dos gases. Os valores
de Tonset para (CB-COL)-HA e para (CB-COL)-HAy foram similares; além disso, a
decomposicdo deste compdésito ocorreu em dois eventos, ao contrario do composito
precursor CB-COL, que apresentou uma sequéncia de eventos em sua curva TG
(Figura 40). Este comportamento sugere que a incorporagdo de apatita tornou-o
mais estavel devido a apatita gerar uma barreira dificultando a entrada dos gases,
uma vez que as Tonset aumentaram em torno de 35°C para (CB-COL)-HA e para
(CB-COL)-HAy (Tabela 10). Os compésitos (CB-COL)-HA também apresentaram
estabilidade térmica adequada para o processo de esterilizagdo com radiagdo gama.

Figura 42 - Curvas termogravimétricas das amostras CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-
COL antes e ap0s a esterilizagdo com radiagcdo gama 20 (kGy).
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No composito (CB-HA)-COL foram também observados uma sequéncia de
eventos de perda de massa como no compésito CB-COL (Figura 42); além daquele
evento inicial de perda de agua superficial, outros dois eventos sucederam-se, um
em torno de 187°C e outro em torno de 270°C. Estes eventos podem estar
associados ao processo de degradacdo moléculas de colageno em 187°C e a
degradacao da celulose em 270°C (ROVERI et al., 2003; BARUD et al., 2007;
BARUD et al., 2008). O composito (CB-HA)-COL apresentou um padrao de curva TG
similar ao compésito CB-COL, sendo que independente da metodologia empregada
para incorporar 0 colageno aos compdésitos, as mesmas nao influenciaram na
estabilidade térmica dos compdsitos contendo colageno. Além disso, observou-se
que os valores das Tonset do compésito (CB-HA)-COL antes e apds a esterilizacao
diminuiram consideravelmente em torno de 40°C em relagdo ao compdsito precursor
CB-HA (CB-HA Tonset 306°C; CB-HAy Tonset 308°C (vide Tabela 10). Estes
resultados revelaram que a incorporagéo do coldgeno por alterar a cristalinidade do
composito CB-HA como observado nos dados de DRX, promoveu esta variagao na
temperatura de decomposicao do compésito (CB-HA)-COL comparado ao composito
CB-HA. A radiacdao gama também se apresentou como metodologia adequada para
esterilizacdo do compdsito (CB-HA)-COL.

Comparado aos outros compaésitos desenvolvidos, o compdésito (CB-HA)-COL,
apresentou estabilidade térmica similar ao compoésito CB-COL.

A massa residual total observada para os compoésitos (CB-COL)-HA e (CB-
HA)-COL foi em torno de 60% e 51%, respectivamente (Figuras 43A e 43B).
Entretanto, considerando que em torno de 20% destas massas residuais totais
sejam da CB pura como observado anteriormente, restam em média 40% de massa
residual para (CB-COL)-HA e 31% de massa residual para (CB-HA)-COL. Dessa
forma, dos 40% de massa residual do compdésito (CB-COL)-HA, em torno de 8% sao
da massa residual do colageno como observado acima; portanto neste compdsito a
fase inorganica foi de aproximadamente 32%, valor correspondente a fase mineral
precipitada no compdsito CB-HA, mostrando que a metodologia empregada para
precipitacdo de HA foi reprodutivel independente da matriz utilizada, seja ela CB ou
CB-COL. Em relacao ao composito (CB-HA)-COL, apéds andlise sistematica da
porcentagem residual da fase inorganica do compdsito precursor observou-se que
esta fase pode variar entre 32-37%, e a média de massa residual para apatita neste
composito foi de 31%; é importante mencionar a dificuldade em se verificar a
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porcentagem de massa residual final tanto do colageno quanto da fase inorgéanica
utilizando esta metodologia na incorporacdao do colageno. Desta forma, duas
hipéteses podem ser discutidas: 1. se houve uma dissolugdo dos cristais de HA
quando o colageno foi incorporado € a quantidade real de colageno incorporado a
ser mensurado ficou comprometida ; 2. se a quantidade de colageno incorporado ao
sistema foi realmente pequena em torno de pelo menos 1% e a fase inorganica
precipitada foi em torno de 30%. Levando em consideracao a hipo6tese 2, observou-
se que a porcentagem de apatita incorporada é similar para todos os compésitos
que contém esta fase inorgéanica independente da metodologia de precipitacao. Por
outro lado, a porcentagem de colageno no compédsito CB-COL foi maior se
comparado ao composito (CB-HA)-COL, sugerindo que a metodologia para
incorporacao de colageno a CB pura foi mais eficiente do que ao compésito CB-HA.

Para os compésitos (CB-COL)-HA OGP [10-14] e (CB-HA)-COL OGP [10-14]
foram observados valores para Tonset em 303°C e 285°C, respectivamente. Estes
compositos apOs a esterilizagdo apresentaram valores para Tonset em 300°C e
287°C, ou seja, a radiagdo gama também ndo interferiu nas temperaturas
caracteristicas dos mesmos (Figura 43). Além disso, o processo de adsorcado do
peptideo OGP [10-14] ao compdsito (CB-COL)-HA também néao alterou os valores
para temperatura de decomposicao deste compdsito, como observados para os
compositos CB-COL e CB-HA. Entretanto, o processo de adsorcao do peptideo
OGP [10-14] ao compdsito (CB-HA)-COL favoreceu um aumento na estabilidade
térmica em torno de 18°C tanto antes quanto apos a esterilizacdo, como observado
na Figura 43B; sugerindo que estes compésitos imersos em solugdo peptidica
obtiveram a formagédo ou uma maior estabilidade de ligagdes de hidrogénio entre a
apatita e o colageno, assim promovendo este acréscimo na estabilidade térmica ao
composito.

A analise dos resultados para Tonset de todos compdsitos desenvolvidos
neste trabalho mostrou que, na maioria das amostras, a maior variagdo na Tonset
esta relacionada com as mudancgas estruturais da CB pura pela incorporacao de
colageno ou apatita e nao pela adicao posterior de apatita ou colageno aos
compositos precursores, e ainda, que o emprego da radiacdo gama para

esterilizagdo das amostras nao interferiu na estabilidade térmica das mesmas.
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Figura 43 - A: curvas termogravimétricas das amostras CB, (CB-COL)-HA, (CB-COL)-HAy, (CB-
COL)-HA OGP [10-14] e (CB-COL)-HA OGP [10-14]y. B: curvas termogravimétricas das amostras
CB, (CB-HA)-COL, (CB-HA)-COLy, (CB-HA)-COL OGP [10-14] e (CB-HA)-COL OGP [10-14]y.
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3.4.8 Taxa de intumescimento e Angulo de contato

Os resultados de porcentagem de agua absorvida em todas as amostras
antes e apos a esterilizacdo com radiacdo gama 20 kGy estao representados na
Figura 44. Depois de 4 h, a taxa de intumescimento para as seguintes membranas,
CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, foi 160%, 206%, 87%, 192% e
126% respectivamente. Os resultados mostraram que com a adicdo de colageno
aumenta consideravelmente a porcentagem de intumescimento das amostras sem
esterilizagédo, provavelmente devido ao aumento de cargas relacionadas aos grupos
aminos livres e carboxilicos do colageno; e a diminuicdo de intumescimento
observada no compésito CB-HA pode estar relacionada ao um maior preenchimento

dos poros no interior deste compdésito pela deposicao de HA.

Figura 44 - Porcentagem de intumescimento dos compdsitos antes e apds a esterilizagdo com
radiagdo gama 20 kGy. Barras verticais mostram o erro padrao.

As medidas de angulo de contato para as amostras CB, CB OGP e CB OGP
[10-14], revelaram que as superficies destas amostras apresentaram-se levemente
mais hidrofobicas apds a esterilizagao, cujos valores estdo apresentados na Tabela
11. Os resultados mensurados nesta analise mostraram que a radiagdo gama
alterou as interagdes intermoleculares, sugerindo que esta acéao fisica reduziu a
quantidade de grupos OH superficiais da CB, tornando a superficie deste composito

um pouco mais hidrofébica. Dados estes corroboram as taxas de intumescimento
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descritas acima, onde as amostras CBy e CB OGP [10-14]y tiveram menor
porcentagem de intumescimento do que as amostras de CB e CB OGP [10-14], ou
seja, também se apresentaram mais hidrofobicas. Contudo, a amostra CB OGP apés
a esterilizacdo nao apresentou um aumento significativo do seu angulo de contato
em relagdo a amostra CB OGP sem esterilizagao, dado este que ndo corroborou aos
resultados da taxa de intumescimento (Figura 44).

Tabela 11 - Valores mensurados para o angulo de contato para as amostras CB, CB-COL, CB-HA
(CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, com adigao de OGP e OGP [10-14].

Sem esterilizagao Apos esterilizagao
Amostras
T=0s T=10s T=0s T=10s

CB 22,0+1,8 15,7+0,5 31,1+£0,4 258+25
CB OGP 29,8+1,8 28,4+2,6 34,0+0,8 249+0,8
CB OGP [10-14] 249+18 13,5+0,6 40,6 +1,3 31,0+£1,7
CB-COL 105,7+25 101,0+1,4 1143+1,1 103,3+22
CB-COL OGP 109,8+25 108,4+2,1 1143+11 1172+14
CB-COL OGP [10-14] 87,9+1,2 86,0 + 0,3 89,1+1,2 88,9+ 2,1
CB-HA 16,7+2,4 0 16,8 +1,2 12,7+1,6
CB-HA OGP 242+1,2 13,1 £2,1 29,1+1.3 19,7+14
CB-HA OGP [10-14] 23,7+1,6 15,7+0,6 23,9+0,2 159+1,0
(CB-COL)-HA 46,1+28 31,2+£0,7 59,1 +1,6 37,8+1,2
(CB-COL)-HA OGP 53,5+0,5 36,8 £ 2,1 64,2+1,9 46,5+ 1,1
(CB-COL)-HA OGP [10-14] 51,4+ 2,1 35,2+ 2,1 78,5+ 1,1 57,6 +0,9
(CB-HA)-COL 40,8+ 0,7 21,2+1,5 54,6 £1,1 373+1,5
(CB-HA)-COL OGP 37,56+0,6 29,5+1,0 48,4 +1,2 33,0+1,7
(

CB-HA)-COL OGP [10-14] 449+25 28,427 47,6 £2,0 31,6 +2,0
Cada valor é a média de 03 determinacdes e com respectivo erro padrao.

Além disso, a adsorcao dos peptideos OGP e OGP [10-14] tornou a superficie
da CB mais hidrofébica, principalmente com a adicao do peptideo OGP, tanto antes
quanto apos a esterilizagéo (Figura 45). No entanto, os resultados de porcentagem
de intumescimento revelaram que a adsorcao dos peptideos a CB somente tornou
menos hidrofilica apds a esterilizagao, revelando que no interior dessas amostras
com peptideos houve uma reducao de grupos OH disponiveis apds a esterilizacao.
Hip6tese que pode explicar as diferencas de resultados entre angulo de contato e

taxa de intumescimento encontrado para a amostra CB OGPy.
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Figura 45 - A) Amostras do grupo da CB antes da esterilizagdo com radiagdo gama 20 kGy; a e b: CB
T=0s e T=10s, respectivamente; ¢ e d: CB OGP [10-14] T=0s e T=10s, respectivamente; e e f: CB
OGP T=0s e T=10s, respectivamente. B) Amostras do grupo da CB antes da esterilizagdo com
radiagdo gama 20 KGy; a e b: CB T=0s e T=10s, respectivamente; ¢ € d: CB OGP [10-14] T=0s e
T=10s, respectivamente; e e f: CB OGP T=0s e T=10s, respectivamente.
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As mensuracoes para amostras do grupo CB-COL mostraram que a
incorporacao de colageno a CB aumentou consideravelmente o angulo de contato
nas amostras deste grupo conferindo-as uma superficie mais hidrobofica em relagao
as amostras do grupo CB, principalmente apds a esterilizagédo (Tabela 11).

A reducdo da hidrofilicidade da superficie das amostras pode ser devido a
reducéo de grupos hidroxilas, carboxilicos e aminos livres pela acdo da radiagao
gama, sugerindo que ocorreu reticulacao das fibrilas de colageno com o emprego da
radiacao reduzindo os grupos carboxilicos e aminos disponiveis nas amostras.
Estudos prévios relataram que quanto mais eficaz for a reticulacao das fibrilas de
colageno, menor € a taxa de intumescimento do material (PARK et al., 2002;
CHARULATHA; RAJARAM, 2003), ou seja, o material € menos hidrofilico. Desta
forma, ocorre uma alteragdo na distribuicdo de cargas na molécula de colageno,
influenciando na propriedade hidrofilica do material. Dados estes que corroboram
aos observados pela analise de porcentagem de intumescimento apresentados na
Figura 44. Assim, observou-se que a redugao de grupos OH, carboxilicos e aminos

livres foi uniforme, pois ocorreu tanto na superficie quanto no interior do composito,
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revelando que a reticulacdo do colageno foi eficaz empregando tanto o agente
quimico (EDC) quanto o agente fisico (radiacao gama).

A adsor¢cdo dos peptideos promoveu alteragbes na amostra, ou seja, o
peptideo OGP [10-14] conferiu um perfil de superficie mais hidrofilico a amostra CB-
COL, e o peptideo OGP promoveu um perfil mais hidrofébico (vide Tabela 11 e
Figura 46).

Figura 46 - A) Amostras do grupo da CB-COL antes da esterilizagdo com radiagdo gama 20 kGy; a e
b: CB-COL T=0s e T=10s, respectivamente; ¢ e d: CB-COL OGP [10-14] T=0s e T=10s,
respectivamente; e e f: CB-COL OGP T=0s e T=10s, respectivamente. B) Amostras do grupo da CB-
COL antes da esterilizagdo com radiagdo gama 20 kGy; a e b: CB-COL T=0s e T=10s,
respectivamente; ¢ e d: CB-COL OGP [10-14] T=0s e T=10s, respectivamente; e e f: CB-COL OGP
T=0s e T=10s, respectivamente.
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Na andlise de taxa de intumescimento observou-se que a incorporagao de
fases de HA a CB ou ao composito CB-COL proporcionou a estas amostras, mesmo
com a adsorcao dos peptideos, maior hidrofilicidade na superficie das mesmas. Ja
os resultados observados de porcentagem de intumescimento, revelaram que a
propriedade hidrofilica com a incorporagéo de HA a estes materiais, CB e CB-COL,
diminuem consideravelmente, de 160% para 87% em CB — CB-HA e de 206% para
192% em CB-COL — (CB-COL)-HA (Figura 44). Mais uma vez, levanta-se a
hipbétese de que esta reducdo de absorcdo de agua pode estar relacionada a
estrutura tridimensional da rede de fibrilas da CB apds a incorporacdo da fase

inorganica ou ainda pela disposicdao de grupos OH disponiveis no interior da
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amostra. De acordo com Song et al. (2007), a adicdo de HA a matriz de colageno
reduz significativamente a taxa de intumescimento dos compdsitos, principalmente
com porcentagem de HA superior a 40%, devido ao um maior preenchimento interno
dos poros no compdsito. As curvas de andlise termogravinométrica (TG), revelaram
valores da fase inorganica similar a este valor para os compésitos CB-HA, (CB-
COL)-HA e (CB-HA)-COL. Portanto, estes valores para taxa de intumescimento
correspondem aos resultados da literatura. Contudo, sugerimos que o aumento da
hidrofilicidade superficial das amostras esta mais relacionado a energia de superficie
do material, e a taxa de intumescimento a disposicao de grupos funcionais como
OH, NH**, COO" e estrutura intermolecular da fase inorganica ligada aos polimeros
CB e/ou colageno, do que a composicao quimica. Pois nas amostras do grupo CB-
HA, observou-se que estas amostras apresentaram uma maior hidrofilicidade de
superficie, principalmente para a membrana CB-HA sem esterilizacdo que ap6s 10 s
observou-se que o angulo de contato foi a 0° ou seja, superficie extremamente
hidrofilica, porém apés a esterilizacdo este angulo teve um ligeiro aumento para um
angulo em torno de 12,7 graus (Tabela 11). No entanto, os peptideos conferiram a
estas superficies um aumento da hidrofibicidade, porém estas superficies ainda
continuaram mais hidrofilicas em relagcdo as outras membranas (Tabela 11 e Figura
47).

Apesar da superficie das amostras (CB-COL)-HA serem mais hidrofilicas com
relacéo a das amostras do grupo CB-COL, os peptideos tanto o OGP quanto o OGP
[10-14] favoreceram um carater menos hidrofilico as amostras desse compésito. Ao
contrério do que foi observada para o compdsito CB-COL, a amostra (CB-COL)-HA
contendo OGP [10-14] apresentou-se mais hidrofébica em relacdo a amostra
contendo OGP (Tabela 11 e Figura 48). Estes resultados corroboram aos resultados
observados para porcentagem de intumescimento para ambos os compositos, CB-
COL e (CB-COL)-HA, contendo os referidos peptideos, mesmo apds a esterilizacao.
No entanto, sugere-se que esta diferengca de comportamento de hidrofilicidade dos
peptideos adsorvidos em cada membrana estd diretamente relacionada a
composi¢ao do material.
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Figura 47 - A) Amostras do grupo da CB-HA antes da esterilizagdo com radiagdo gama 20 kGy; a e
b: CB-HA T=0s e T=10s, respectivamente; ¢ e d: CB-HA OGP [10-14] T=0s e T=10s,
respectivamente; e e f: CB-HA OGP T=0s e T=10s, respectivamente. B) Amostras do grupo da CB-
HA antes da esterilizagdo com radiagado gama 20 kGy; a e b: CB-HA T=0s e T=10s, respectivamente;
c e d: CB-HA OGP [10-14] T=0s e T=10s, respectivamente; e e f: CB-HA OGP T=0s e T=10s,
respectivamente.

Figura 48 - A) Amostras do grupo da (CB-COL)-HA antes da esterilizagdo com radiacdo gama 20
kGy; a e b: (CB-COL)-HA T=0s e T=10s, respectivamente; ¢ e d: (CB-COL)-HA OGP [10-14] T=0s e
T=10s, respectivamente; e e f: (CB-COL)-HA OGP T=0s e T=10s, respectivamente. B) Amostras do
grupo da (CB-COL)-HA antes da esterilizagao com radiagdo gama 20 kGy; a e b: (CB-COL)-HA T=0s
e T=10s, respectivamente; c e d: (CB-COL)-HA OGP [10-14] T=0s e T=10s, respectivamente; e e f:
(CB-COL)-HA OGP T=0s e T=10s, respectivamente.
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Os angulos de contato mensurados para as amostras do grupo (CB-HA)-COL
mostrou que apoés a esterilizagdo as amostras apresentaram-se menos hidrofilicas,
sugerindo que ocorreu a reticulagcdo das fibrilas de colageno e/ou diminuicao de

grupos OH, como discutido anteriormente (Figura 49).

Figura 49 - A) Amostras do grupo da (CB-HA)-COL antes da esterilizagdo com radiagdo gama 20
kGy; a e b: (CB-HA)-COL T=0s e T=10s, respectivamente; ¢ e d: (CB-HA)-COL OGP [10-14] T=0s e
T=10s, respectivamente; e e f: (CB-HA)-COL OGP T=0s e T=10s, respectivamente. B) Amostras do
grupo da (CB-HA)-COL antes da esterilizagdo com radiagdo gama 20 kGy; a e b: (CB-HA)-COL T=0s
e T=10s, respectivamente; c e d: (CB-HA)-COL OGP [10-14] T=0s e T=10s, respectivamente; e e f:
(CB-HA)-COL OGP T=0s e T=10s, respectivamente.
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Em geral, estas amostras apresentaram superficies mais hidrofilicas
comparadas as amostras (CB-COL)-HA. Apesar dessas amostras teoricamente
terem os mesmos constituintes em sua composicao, a principal fase inorganica para
(CB-HA)-COL é CDHA e para (CB-COL)-HA é carbonato-apatita, ou seja, a CDHA
possui mais grupos OH em sua composi¢ao do que a carbonatohidroxiapatita e este
fator corrobora com os valores observados. Além disso, no compdésito (CB-COL)-HA
o colageno esta ligado a CB, e no compdésito (CB-HA)-COL, o colageno, recobre as
fibrilas de CB com CDHA. Esses dois fatores podem influenciar tanto na energia de
superficie quanto na taxa de intumescimento. No entanto, a adicdo do colageno ao
composito CB-HA tornou a superficie menos hidrofilica, resultado que confirma os
dados observados para taxa de intumescimento.
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Para este composito, (CB-HA)-COL, a adsorcdo dos peptideos OGP
promoveu uma superficie mais hidrofilica comparada a amostra (CB-HA)-COL,
mesmo apos a esterilizagéo, contradizendo os resultados observados para taxa de
intumescimento (Figura 44). Esta amostra foi a Unica que, com adicdo de ambos os
peptideos, OGP e OGP [10-14] e apds a esterilizagdo, a superficie tornou-se mais
hidrofilica.

Em geral, os peptideos conferiram uma superficie mais hidrofébica para a
maioria das amostras, exceto para (CB-HA)-COL, e para CB-COL, cuja superficie se
apresentou mais hidrofiica com a adsorcdo de OGP e OGP [10-14],
respectivamente. Além disso, o angulo de contato ou propriedade hidrofobica
aumentou e a taxa de intumescimento dos materiais diminuiu apdés o emprego da

radiacao gama a 20 kQGy.

3.4.9 Ensaio mecanico de resisténcia a tracao

A Figura 50 mostra as curvas tipicas para tensao-deformacgéo para cada tipo
de membrana antes e apds a esterilizacdo. As amostras CB, CB-HA, CB-COL, (CB-
HA)-COL e (CB-COL)-HA foram testados com uma média de espessura de 0,04,
0,15, 0,06, 0,16, 0,11 mm, respectivamente. Todas as amostras tanto antes quanto
apos a esterilizacdo apresentaram um padrdo de tensido-deformacdo similar, ou
seja, a tensdo aumenta linearmente (elasticamente) com relacdo a deformacao,
apresentando um padrdo de resisténcia a tragdo na ruptura. Os resultados
revelaram que a incorporagcao tanto de colageno quanto de HA a CB diminui a
resisténcia a tracdo e o moédulo de elasticidade, porém aumentou a elongacéao a
ruptura. Além disso, quando a HA é incorporada as amostras CB e CB-COL, em
geral, aumenta o valor de elongacgao a ruptura.

De acordo com esses dados de resisténcia a tracdo e com as curvas tensao-
deformagédo (Figura 50), verificou-se que quanto menor o médulo de elasticidade
maior a deformacdo a ruptura, sendo que o compésito (CB-HA)-COL foi o que
apresentou maior deformacao a ruptura, principalmente apés a esterilizagao.

Além disso, observou-se que o aumento da elongagédo a ruptura promoveu
diminuicdo na resisténcia a tracdo para todas as amostras apds a esterilizacao,

exceto para o composito (CB-HA)-COL, o qual apresentou modulo de elasticidade
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com valores préximos tanto antes quanto apéds a esterilizacdo (0,18 e 0,16 GPa

respectivamente).

Figura 50 - Tipicas curvas de tensédo-deformagéao das membranas CB (A), CB-HA (B), (CB-HA)-COL
(C), CB-COL (D) e (CB-COL)-HA (D) antes e apo6s a esterilizagao sob carga de tracéo.
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Os valores das médias e erro padrao de resisténcia a tracao (MPa) e
elongacdo de ruptura (%) obtidos por meio do ensaio estatico de tracdo estédo
expostos na Tabela 12.

Tabela 12 - Valores mensurados no ensaio de resisténcia a tragdo para as amostras CB, CB-HA,
(CB-HA)-COL, CB-COL e (CB-COL)-HA antes e apo6s a esterilizagdo com radiagdo gama (20 kGy).

Amostra Resi§téncia a Deformacao Modulo de elasticidade
tracao (MPa) (%) (GPa)
CB 95,1 +4,6 11,805 0,9 £0,03
CBy 83,5+6,0 78+0,8 1,13+0,1
CB-HA 382+1,4 23,0+2.2 0,19+0,03
CB-HAy 358+1,8 13,9 +0,4 0,27 £ 0,02
(CB-HA)-COL 39,6 £0,7 23,8+23 0,18 £ 0,01
(CB-HA)-COLy 32,5+£2,0 248+6,8 0,16 £ 0,01
CB-COL 76,7 £4,9 145+28 0,63 0,11
CB-COLy 84,6 £4,8 10,1 £1,1 0,88 + 0,08
(CB-COL)-HA 57,7+1,8 216+26 0,23 +£ 0,03
(CB-COL)-HAy 45,0+4,0 10,8 +1,7 0,45 + 0,07

Cada valor é a média de 5 determinagbes e com respectivo erro padrao

Os valores para modulo de elasticidade desses compdésitos ainda estéo longe
do valor de referéncia para o médulo de elasticidade do tecido 6sseo, 7 a 20 GPa
(HENCH, 1991). Porém, estes compésitos quando comparados aos da literatura
apresentaram valores extremamente superiores para resisténcia a tracao, médulo de
elasticidade e para deformacéao a ruptura. Song et al. (2007) obtiveram dois tipos de
membranas para regeneracao éssea de nanocompdsitos de coldgeno-hidroxiapatita
com 20% e 40% de HA, os quais apresentaram valores para resisténcia a tracao de
1,55 e 2,37 MPa, respectivamente; os valores para o0 médulo de elasticidade foram
42 e 83 MPa, respectivamente e as porcentagens de deformacgao foram de 5,7 e
4,1%, respectivamente. De acordo com Teng et al. (2008), os valores obtidos para
seu compasito de colageno-HA foram 4,8 MPa para resisténcia a tracao, 178,6 MPa
para mddulo de elasticidade e 4,1% para deformagéo a ruptura.

Coic et al. (2010) estudaram a resisténcia mecanica a tracdo para trés
membranas comerciais para regeneracao Ossea guiada e observaram que as
medidas para resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade e deformacédo a ruptura
diminuiram apdés serem umedecidas, e obtiveram o0s seguintes valores para

membranas Umidas: 1. Biomend Extend® (Zimmer™): resisténcia a tragdo 4 MPa,
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médulo de elasticidade 20 MPa e deformaco a ruptura 25%; 2. TBR® (Neomem™):
resisténcia a tracdo 1,6 MPa, modulo de elasticidade 10 MPa e deformacgédo a
ruptura 26%. Os ensaios para membrana Bio-Gide® (Geistlich™) foram realizados
somente para membrana seca e 0s resultados obtidos foram, resisténcia a tragdo 15
MPa, modulo de elasticidade 105 MPa e deformacao a ruptura 31,5%.

Baseados nestes dados da literatura, conclui-se que a CB serviu como uma
excelente matriz para incorporacado do colageno e da hidroxiapatita, principalmente
em relacdo a quantidade de colageno; contudo, neste trabalho foram obtidos
compositos com valores superiores principalmente para médulo de elasticidade, o
qual foi em GPa, excelentes valores para resisténcia a tragdo mesmo com a
presenca de HA, além disso, o minimo valor para deformacao a ruptura foi quase
trés vezes superior mesmo apoés a esterilizagao.

Outro resultado importante foi que esses testes mecanicos revelaram que os
novos compasitos desenvolvidos neste trabalho apresentaram grandes avang¢os nas
propriedades mecanicas quando se utilizou colageno e HA para confecgdo de

membranas para regeneracao éssea.
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3.5 Analises in vitro

3.5.1 Morfologia celular

Ao final dos periodos de 01, 03 e 07 dias, as células cultivadas sobre as
membranas CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA, (CB-HA)-COL e com os
respectivos peptideos, OGP e OGP [10-14] adsorvidos foram submetidas ao
protocolo de fluorescéncia direta para avaliagdo da adesao e morfologia celular. A
epifluorescéncia das culturas marcadas com faloidina conjugada com Alexa Fluor
488 (fluorescéncia verde) revelou que, em um (1) dia, as células crescidas sobre as
membranas CB e CB OGP [10-14] estavam aderidas e exibiam morfologia
predominantemente arredondada (Figura 51A e C), enquanto que aquelas cultivadas
sobre a membrana CB OGP apresentaram-se mais espraidas e em maior nimero
em comparagao as membranas CB e CB OGP [10-14] (Figura 51B). Aos terceiro dia,
as células cultivadas sobre CB, CB OGP e CB OGP [10-14] apresentaram-se em
estagios mais avancados de espraiamento (Figura 51D-F). Ao sétimo dia, notou-se
confluéncia da cultura, com areas de multicamadas, em quase toda a extensao das
membranas de CB, CB OGP e CB OGP [10-14] (Figura 51G-I).

As células cultivadas sobre a membrana CB-COL no primeiro dia,
apresentaram aderidas e exibiram morfologia arredondada (Figura 52A). Observou-
se um menor espraiamento celular e um reduzido numero de células sobre as
membranas CB-COL e CB-COL OGP [10-14] (Figura 52A e C) em relacdo a
membrana CB-COL OGP (Figura 52B). Aos trés dias, as células cultivadas sobre as
membranas CB-COL, CB-COL OGP e CB-COL OGP [10-14] apresentaram-se
espraiadas (Figura 52D-F), porém com uma tendéncia a um maior nimero de
células sobre a membrana CB-COL OGP (Figura 52E) e também em relagdo as
membranas do grupo CB. Aos 07 dias, as culturas sobre as membranas CB-COL,
CB-COL OGP e CB-COL OGP [10-14] exibiram confluéncia celular, com a presenca
de areas de multicamadas (Figura 52G-l), contudo observou-se uma maior
populacao celular na membrana CB-COL OGP (Figura 52H).
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Figura 51 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas de CB (A, D e
G), CB OGP (B, E e H) e CB OGP [10-14] (C, F e 1), em 01 (A-C), 03 (D-F) e 07 (G-l) dias.
Fluorescéncia verde (faloidina conjugada com Alex Fluor 488) indica o citoesqueleto de actina e azul
(marcagao do DNA por DAPI), o nicleo celular. Barra para A-l = 100 pm.
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Figura 52 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas de CB-COL (A, D
e G), CB-COL OGP (B, E e H) e CB-COL OGP [10-14] (C, F e I), em 01 (A-C), 03 (D-F) e 07 (G-1)
dias. Fluorescéncia verde (faloidina conjugada com Alex Fllor 488) indica o citoesqueleto de actina e
azul (marcagéo do DNA por DAPI), o nucleo celular. Barra para A-l = 100 um.

CB-COl CB-COL OGP CB-COL OGP (10-14)

7° DIA

Nas membranas CB-HA e CB-HA OGP, em um dia, as células cultivadas
sobre elas exibiram morfologia predominantemente arredondada (Figura 53A e B),
enquanto aquelas crescidas sobre a membrana CB-HA OGP [10-14] apresentaram-
se aderidas e espraiadas (Figura 53C). As células cultivadas sobre as membranas
CB-HA, CB-HA OGP e CB-HA OGP [10-14], ao terceiro dia apresentaram-se
espraiadas (Figura 53D-F). Sobre a membrana CB-HA OGP um reduzido nimero de
células sobre esta membrana foi observado com relagdo as outras do mesmo grupo.
(Figura 53E). No entanto, ao sétimo dia, as células cultivadas sobre as membranas
CB-HA OGP e CB-HA OGP [10-14] apresentaram-se agrupadas e em sub
confluéncia celular, ou seja, em estagios de morfologia similares (Figura 53H e |);
porém nesse periodo, um menor numero de células foi observado em culturas

crescidas sobre as membranas CB-HA em comparacdo as culturas crescidas sobre
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CB-HA OGP e CB-HA OGP [10-14] (Figura 53G). Além disso, ao sétimo dia, as
culturas crescidas sobre este grupo de membranas, CB-HA, apresentaram um
numero reduzido de células em relagdo as membranas dos grupos, CB, CB-COL,
(CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, principalmente em relagdo as membranas contendo
peptideos adsorvidos; exceto para a membrana (CB-HA)-COL que apresentou
padrao semelhante de morfologia celular para as culturas crescidas na membrana
de CB-HA.

Figura 53 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas de CB-HA (A, D e
G), CB-HA OGP (B, E e H) e CB-HA OGP [10-14] (C, F e I), em 01 (A-C), 03 (D-F) e 07 (G-) dias.
Fluorescéncia verde (faloidina conjugada com Alex Fluor 488) indica o citoesqueleto de actina e azul
(marcagao do DNA por DAPI), o nucleo celular. Barra para A-1 = 100 pm.
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As células cultivadas sobre as membranas (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA
OGP, no primeiro dia, mostraram-se aderidas e algumas células ja exibiam
morfologia espraiada (Figura 54A e B). No entanto, as células crescidas sobre a
membrana (CB-COL)-HA OGP [10-14] exibiam aspectos mais avancados de
espraiamento em relagéo aos observados em células cultivadas sobre CB-COL)-HA
e (CB-COL)-HA OGP (Figura 54C). Em trés dias, as células crescidas sobre as trés
membranas apresentaram-se espraiadas (Figura 54D-F); porém, observou-se um
reduzido nimero de células crescidas sobre (CB-COL)-HA OGP em comparagéo ao
observado em (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (Figura 54E), este padrao
morfologia observado para estas amostras foi similar ao observado para o grupo das
membranas CB-HA no mesmo periodo (Figura 53D-F). No periodo de 07 dias,
notou-se o inicio da confluéncia celular em culturas crescidas (CB-COL)-HA (Figura
54G), enquanto culturas crescidas sobre (CB-COL)-HA OGP e (CB-COL)-HA OGP
[10-14] mostraram-se confluentes e com areas de multicamadas (Figura 54H e J).
Com estes resultados, pode-se verificar que as amostras CB-COL OGP e (CB-COL)-
HA OGP apresentaram qualitativamente padrées de morfologia celular similares ao
sétimo dia; além disso, as culturas crescidas sobre estas duas membranas
mostraram-se mais confluentes e com areas de multicamadas do que as outras
membranas no mesmo periodo.

A epifluorescéncia para a membrana (CB-HA)-COL, em 01 dia, revelou que
as células crescidas sobre esta membrana estavam aderidas e redondas (Figura
55A), em relacdo aquelas cultivadas sobre as membranas (CB-HA)-COL OGP e
(CB-HA)-COL OGP [10-14] que exibiram maior espraiamento celular e numero de
células (Figura 55B e C). No periodo de 3 dias, as células cultivadas sobre as trés
membranas apresentavam-se espraidas (Figura 55D-F). Ao sétimo dia, notou-se um
reduzido numero de células crescida sobre a membrana (CB-HA)-COL como
discutido anteriormente (Figura 55G); enquanto sobre as membranas (CB-HA)-COL
OGP e (CB-HA)-COL OGP [10-14] as culturas estavam confluentes e com areas de
multicamadas (Figura 55H e ).
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Figura 54 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas de (CB-COL)-HA
(A, D e G), (CB-COL)-HA OGP (B, E e H) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (C, F e l), em 01 (A-C), 03 (D-
F) e 07 (G-l) dias. Fluorescéncia verde (faloidina conjugada com Alex Fldor 488) indica o

citoesqueleto de actina e azul (marcagcao do DNA por DAPI), o nucleo celular. Barra para A-l = 100
um.
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Figura 55 - Epifluorescéncia de células osteoblasticas cultivadas sobre membranas de (CB-HA)-COL
(A, D e G), (CB-HA)-COL OGP (B, E e H) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (C, F e I), em 01 (A-C), 03 (D-
F) e 07 (G-l) dias. Fluorescéncia verde (faloidina conjugada com Alex Fldor 488) indica o

citoesqueleto de actina e azul (marcagcao do DNA por DAPI), o nucleo celular. Barra para A-l = 100
um.
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3.5.2 Proliferacao e viabilidade celular

Os valores obtidos no ensaio de MTT para proliferacao e viabilidade celular
para as respectivas membranas estao representados na Figura 56 e Tabela 13, suas

respectivas médias e desvio padrao.

Figura 56 - Proliferagdo de células osteoblasticas derivadas de calvéria de rato cultivadas sobre
membranas de CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL com ou sem peptideos OGP e
OGP [10-14] adsorvidos, avaliada aos 10 e 14 dias. Os dados sdo apresentados como média *
desvio padrao. (*) significancia estatistica quando comparado CB entre as todas as membranas
estudadas (p<0,01) para o periodo de 10 dias; (**) significancia estatistica entre as membranas em 14
dias (p<0,01).
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A membrana de CB apresentou taxa de proliferacao celular similar quando
comparado as outras membranas (p>0,05) ndo apresentando diferenca
estatisticamente significante, exceto para a membrana CB OGP que apresentou
uma aumento na proliferacao celular em 10 dias (p=0,008).

Uma analise entre as membranas do grupo CB, a membrana CB OGP
favoreceu uma maior proliferagédo celular estatisticamente significante (p<0,01) com
valor similar a prolifera¢do celular promovida pela membrana CB OGP [10-14] em 14
dias de cultura celular (p=0,16). Aos 14 dias, as membranas CB e CB OGP [10-14]
apresentaram proliferacao celular estatisticamente similar (p=1,0) e o peptideo OGP

favoreceu uma melhor proliferacao celular nesse periodo para a membrana de CB.



Resultados e Discussdo 116

Tabela 13 — Valores mensurados para MTT das culturas de células osteoblasticas derivadas de
calvaria de rato cultivadas sobre membranas de CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL
com ou sem peptideos OGP e OGP [10-14] adsorvidos, avaliada em 10 e 14 dias. Os dados sao
apresentados como média + desvio padrédo (letras diferentes indicam diferenca estatisticas entre os
grupos e tempos (p < 0,05).

Tempo (dias)

Membranas 10 14
M DP M DP
CB 0,30 0,09 ABCa 0,68 0.23 Bab
CB OGP 0,49 0,03 DEb 0,84 0.05 ca
CB OGP [10-14] 0,31 0,08 ABCa 0,64 0.07 Bab
CB-HA 0,36 0,04 BCDa 0,19 0.00 Aab
CB-HA OGP 0,23 0,03 ABb 0,26 0.05 Aa
CB-HA OGP [10-14] 0,27 0,05 ABa 0,21 0.04 Ab
CB-COL 0,43 0,01 cpa 1,05 0.01 bpb
CB-COL OGP 0,44 0,02 cDa 1,00 0.06 Da
CB-COL OGP [10-14] 0,44 0,03 cDa 1,01 0.09 Da
(CB-COL)-HA 0,37 0,03 BCDa 0,25 0.01 Aab
(CB-COL)-HA OGP 0,37 0,02 BCDa 0,22 0.02 Ab
(CB-COL)-HA OGP [10-14] 0,31 0,02 ABCa 0,25 0.04 Aa
(CB-HA)-COL 0,17 0,02 Aa 0,15 0.03 Aa
(CB-HA)-COL OGP 0,19 0,03 Aa 0,13 0.01 Aa
(CB-HA)-COL OGP [10-14] 0,25 0,04 ABa 0,25 0.03 Aa

Conjunto de letras mailsculas indica diferenca entre os grupos num mesmo periodo e as letras
minUsculas indicam diferenga do mesmo grupo em fungéo do tempo.

Nos compdsitos CB-COL, ao 10° e 142 dias, a diferenca da taxa proliferacao
celular entre as membranas deste grupo foi estatisticamente nao significante em
ambos os periodos (p=1,0), isto é, para o compdsito CB-COL os peptideos OGP e
OGP [10-14] nao favoreceram uma maior proliferacdo celular para células
osteoblasticas derivadas de calvaria de rato. Contudo, aos 10° dia, os valores para
MTT destas membranas foram estatisticamente maior em comparagdo as
membranas do grupo (CB-HA)-COL com e sem peptideo e para membrana CB-HA
OGP (p<0,01). Em 14 dias, as membranas CB-COL com e sem peptideo
promoveram uma melhor proliferacédo celular em relacdo aos outros (p<0,01).

Nos dois periodos de analise 10 e 14 dias, entre os grupos contendo fase
inorgénica em sua composi¢éo, observou-se uma tendéncia de uma menor taxa
proliferativa das culturas crescidas sobre essas membranas.

As membranas CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP apresentaram
uma maior proliferacao celular em relagdo as membranas (CB-HA)-COL e (CB-HA)-
COL OGP em 10 dias (p<0,01), porém a taxa proliferativa foi estatisticamente similar

as outras membranas para 0 mesmo periodo de andlise; em 14 dias, a taxa de
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proliferacdo celular n&do foi estatisticamente significante entre as membranas
contendo apatita, mesmo com adsorcao dos peptideos (p>0,05).

Para tanto, quando realizada a comparacao dessas membranas dentro de
cada respectivo grupo, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, observou-se
estatisticamente que as membranas CB-HA demonstraram uma taxa de proliferagéo
maior do que as CB-HA com peptideos; no grupo (CB-COL)-HA, a membrana (CB-
COL)-HA OGP [10-14] favoreceu uma menor taxa de proliferacdo, porém no grupo
(CB-HA)-COL o peptideo OGP [10-14] que promoveu uma maior proliferacao celular
em relagdo as outras membranas do mesmo grupo no periodo de 10 dias. Em 14
dias todas essas membranas apresentaram comportamento de proliferagéo celular
semelhantes (p>0,05).

Portanto, os peptideos OGP e OGP [10-14] em geral apresentaram uma
maior acao proliferativa estatisticamente significante entre os grupos das amostras
(p>0,05) nos dois periodos, 10 e 14 dias para as membranas de CB, em que o
peptideo OGP favoreceu uma maior taxa proliferativa, e no grupo (CB-HA)-COL o
peptideo OGP [10-14] que promoveu uma maior proliferacdo celular. Estes
resultados mostram que a agdo sinérgica e antagbnica destes peptideos esteve
diretamente relacionada ao tipo de membrana os quais foram adsorvidos.

3.5.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

3.5.3.1 Medida do conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi determinado pelo método de Lowry (LOWRY
et al., 1951), nos periodos experimentais 14 e 17 dias. Os resultados demonstraram
que a sintese de proteina total foi maior para as culturas crescidas sobre as
membranas dos grupos CB e CB-COL em 10 e 14 dias (Figura 57).
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Figura 57 — Conteudo de protéina total (mg de protel'na.mL'1) de células osteoblasticas derivadas de
calvaria de rato cultivadas sobre membranas de CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL,
com ou sem os peptideos OGP e OGP [10-14] adsorvidos, avaliada aos 14 e 17 dias. Os dados sao
apresentados como média * desvio padrao.
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3.5.3.2 Medida da atividade da ALP

A fosfatase alcalina € uma enzima presente na membrana de osteoblastos
maduros atuando como um marcador precoce de diferenciagdo osteoblastica
(KARSENTY, 1998). A acao enzimética da ALP, em pH alcalino, hidrolisa grupos
fosfatos presente em moléculas organicas, fosfodiésteres ou de pirofosfato (potente
inibidor da mineralizagdo) entre outras moléculas, liberando assim ions fosfatos
necessarios ao processo de mineralizacao (CIANCAGLINI et al., 2006). No entanto,
esta enzima é crucial para a iniciacdo do processo de mineralizacdo da matriz
0ssea, mas nao para progressao e manutencao desse processo (BELLOWS et al.,
1991).

Na analise de atividade de ALP observou-se uma maior atividade desta
enzima para os grupos das membranas CB-COL e (CB-COL)-HA em 14 e 17 dias,
respectivamente (Figura 58 e Tabela 14). Dentro do grupo CB-COL, as membranas
com os peptideos OGP e OGP [10-14] promoveram uma maior atividade do que
para a membrana CB-COL, e a atividade na CB-COL OGP foi superior em relagéo a
todas membranas estudas (p<0,001; ver Anexo 3) em 14 dias. Porém aos 17 dias,
as culturas crescidas sobre a membrana CB-COL OGP apresentaram menor

atividade da ALP estatisticamente significante em relagdo as membranas CB-COL e
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CB-COL OGP [10-14] (p<0,001), sugerindo que as culturas crescidas sobre as
membranas CB-COL OGP estdao em fase de progressao de diferenciacdo celular e
mineralizacdo da matriz; fato este que também pode ser atribuido para as
membranas do grupo CB, CB e CB OGP, pois com os dados mensurados para
mineralizacdo da matriz, verificou-se que ocorreu uma maior deposi¢cao de calcio
nessas respectivas membranas.

A membrana CB-COL apresentou atividade da ALP estatisticamente igual nos
dois periodos de analise (p>0,05), além disso, outras membranas obtiveram o
mesmo padrdo de atividade da ALP observado para CB-COL, em 14 dias; tais como,
CB-COL OGP [10-14], (CB-COL)-HA, (CB-COL)-HA OGP, (CB-COL)-HA OGP [10-
14], (CB-HA)-COL OGP e (CB-HA)-COL OGP [10-14].

No grupo das membranas (CB-COL)-HA, a atividade da ALP foi maior aos 17
dias nas 03 membranas, com uma tendéncia maior da atividade para as membranas
com peptideo OGP, porém nao estatisticamente significativa (p=0,45 e p=0,82,

respectivamente) (Figura 58 e Tabela 14).

Figura 58 — Atividade de ALP (umol timolftaleina/h/mg de proteina) de células osteoblasticas
derivadas de calvéria de rato cultivadas sobre membranas de CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e
(CB-HA)-COL, com ou sem os peptideos OGP e OGP [10-14] adsorvidos, avaliada aos 14 e 17 dias.
Os dados séao apresentados como média + desvio padrédo (p<0,05).
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Tabela 14 — Valores mensurados para atividade da ALP das culturas de células osteoblasticas
derivadas de calvéria de rato cultivadas sobre membranas de CB, CB-COL, CB-HA, (CB-COL)-HA e
(CB-HA)-COL com ou sem peptideos OGP e OGP [10-14] adsorvidos, avaliada em 14 e 17 dias. Os
dados séo apresentados como média + desvio padrao (letras diferentes indicam diferenca estatisticas
entre os grupos e tempos (p < 0,05).

Tempo (dias)

Membranas 14 17
M DP M DP
CB 4.752 2.882 Ba 3.743 0.434 Ca
CB OGP 4.208 0.408 Ba 2.350 0.712Ba
CB OGP [10-14] 3.249 2.178 ABa 3.012 0.669 CBa
CB-HA 3.262 0.746 ABa 1.671 1.718 ABa
CB-HA OGP 2.823 0.199 ABa 2.345 0.547 CBa
CB-HA OGP [10-14] 2.540 0.430 ABa 3.056 1.147 CBa
CB-COL 9.430 0.317 Ca 6.804 0.984 Da
CB-COL OGP 20.278 0.871 Db 4.427 0.743 Ca
CB-COL OGP [10-14] 13.794 1.921 Eb 7.558 1.411 Da
(CB-COL)-H 4.195 0.345 Ba 9.163 1.235 Eb
(CB-COL)-HA OGP 7.161 0.232 Ca 11.750 3.042 Eb
(CB-COL)-HA OGP [10-14] 6.575 0.410 Ca 9.618 2.356 Ea
(CB-HA)-COL 0.850 0.623 Aa 0.549 0.190 Aa
(CB-HA)-COL OGP 1.772 0.780 ABa 1.695 0.124 ABa
(CB-HA)-COL OGP [10-14] 3.193 0.323 ABa 1.653 0.896 ABa

Conjunto de letras mailsculas indica diferenga entre os grupos num mesmo periodo e as
letras mindsculas indicam diferenga do mesmo grupo em relagéo ao tempo.

Comparando as membranas com OGP entre si, aos 14 dias, a atividade de
ALP da cultura crescida na membrana CB-COL OGP com descrito acima foi maior
que para as outras membranas, e em 17 dias a atividade de ALP foi maior para a
membrana (CB-COL)-HA, e estatisticamente significante entre as membranas do
mesmo grupo (Tabela 14). Sendo que, para as membranas com OGP [10-14],
guando comparadas entre si, a atividade de ALP foi maior para a membrana CB-
COL OGP [10-14] (p<0,001) em 14 dias, porém aos 17 dias, as membranas (CB-
COL)-HA OGP [10-14] promoveram uma maior de atividade de ALP, porém
estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo as outras membranas com OGP
[10-14]. No entanto, os valores mensurados para atividade de ALP para estas duas
membranas foram similar aos mensurados para as membranas (CB-COL)-HA e (CB-
COL)-HA OGP no mesmo periodo de analise.

Os resultados obtidos neste ensaio de atividade de ALP sugerem que as
membranas dos grupos CB-COL e (CB-COL)-HA favorecam o processo de
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mineralizacao, apesar da presenca de HA nos compositos (CB-COL)-HA ter
atrasado em 3 dias a atividade de ALP em relacao ao compdésito CB-COL; porém
ndo podemos descartar a hipétese de que 0s grupos que apresentaram baixos
valores de atividade enzimatica podem estar num estdgio mais avancado de
mineralizacdo das culturas celulares; ou ainda, que esses baixos valores nas
membranas dos grupos CB-HA e (CB-HA)-COL estatisticamente similares (p>0,05)
podem estar relacionados ao atraso observado na adeséo e proliferacdo celular.
Desta forma, o pico de atividade de ALP das culturas crescidas sobre elas
provavelmente ocorra em periodos superiores a 17 dias.

Estes resultados sugerem que as membranas contendo o peptideo OGP
podem favorer o processo de mineralizagao, porém esta indugdo em menor tempo

esté diretamente relacionada ao tipo de carreador empregado.

3.5.4 Formacao de matriz mineralizada

Aos 21 dias, as culturas foram coradas com vermelho de Alizarina para
deteccao de matriz calcificada. Por epifluorescéncia, notou-se a formacédo de
nédulos de mineralizagdo sobre as membranas CB e CB-COL Maior numero de
nddulos foi observado em culturas crescidas sobre membranas em que peptideo
OGP estava adsorvido. Na membrana CB-COL nado se observou formagdes
nodulares tipicas (Figura 59).
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Figura 59 - Formacdo de matriz mineralizada detectada por vermelho de Alizarina aos 21 dias em
culturas de células osteoblasticas. Nodulos de mineralizagdo foram observados sobre as membranas
CB (A-C) e CB-COL (E e F). Barra para A-C = 200 pum.

21° DIA JCB OGP CB OGP (10-14)

200 pm
[R—

CB-COL CB-COL OGP (10-14)

Analises quantitativas das culturas coradas com vermelho de Alizarina
revelaram significativamente maiores valores de absorbancia de matriz calcificada
sobre as membranas CB e CB OGP (p<0,05) (Figura 60).

As amostras foram analisadas estatisticamente em grupos (do mesmo
material) e depois para as membranas com OGP e para as membranas com OGP
[10-14] separadamente.

Para o grupo da CB, observou-se que as membranas CB e CB OGP
promoveram significativamente maior formagdo de nddulos mineralizados das
culturas de células osteoblasticas sobre as respectivas membranas, do que sobre a
membrana CB OGP [10-14] (p=0,03). No grupo CB-COL, a membrana CB-COL
OGP promoveu uma formacao de nddulos mineralizados significativamente maior,
do que CB-COL OGP [10-14] e CB-COL, porém a membrana CB-COL OGP [10-14]
apresentou valores maiores para mineralizacdo do que CB-COL (p=0,02) (Figura
59).

Para as comparacdes entre as membranas com OGP [10-14] observou-se
que nao houve diferenca significante entre os valores de absorbancia para
quantificagéo de célcio (p>0,05). Para tanto, as membranas com OGP apresentaram
diferenga significantes entre si, sendo que a membrana CB foi a que serviu como
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melhor carreadora para o peptideo OGP em meio in vitro, pois foi a que apresentou
maior quantidade de nddulos mineralizados sobre a superficie da membrana
(p<0,05) em relagédo as membranas CB-COL (Figura 60).

Figura 60 — Mineralizacéo das culturas de células osteoblasticas crescidas sobre as membranas CB

e CB-COL em 21 dias, expressadas pelo valor mensurado da absorbancia em 405 nm. Os valores
estdo apresentados como média * e desvio padrao (Kruskal-Wallis, * p<0,05; ** p>0,05).
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A baixa quantidade formacao de nddulos mineralizados sobre as membranas
do grupo CB-COL em relacao as membranas do grupo CB, pode sugerir que tenha
ocorrido algum efeito sobre a progressao na diferenciagcdo em fenétipo osteoblastico
(DE OLIVEIRA et al.,, 2008). Embora, neste presente estudo, foram detectados
valores maiores para a atividade de ALP em culturas crescidas sobre as membranas
do grupo CB-COL em 17 dias, a andlise quantitativa para a mineralizacdo da matriz
revelou um alto potencial osteogénico para as membranas do grupo CB. Outros
autores também descrevem a falta de correlagdo entre a atividade da fosfatase
alcalina e formagao de matriz mineralizada para culturas primarias osteogénicas tem
sido descrito também por outros autores (HOEMANN et al., 2009).

Apesar disto, as andlises de epifluorescéncia e MTT indicaram que os
compdsitos a base de CB e colageno nao afetaram a adesao e proliferagdo celular.
Estes resultados corroboram ao estudo realizado por Becker et al. (2002), o qual
demonstrou que a liga de titanio recoberta por colageno tipo | ndo teve efeito sobre
proliferacdo de células osteoblastica. Adicionalmente, uma taxa de crescimento
reduzido de células derivadas de calvaria de rato foi descrito para culturas crescidas
sobre colageno comparado com aquelas crescidas sobre poliestireno (LYNCH et al.,
1995). Outra hipétese para estes achados pode estar relacionada ao protocolo de
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esterilizacdo empregado para estas amostras. A radiacdo gama pode alterar as
cadeias polipeptidicas das moléculas de colageno, desta forma, alterando as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas (DZIEDZIC-GOCLAWSKA et al., 2005).

A organizagdo das moléculas de colageno influencia a morfologia celular, a
organizacao actinica, bem como, a distribuicdo de subunidades da integrina (Mercier
et al., 1996). Desta forma, uma possivel alteragdo na estrutura do colageno
promovida pela radiacdo gama pode ter afetado a adeséo e proliferacéo celular em
culturas crescidas sobre as membranas do grupo CB-COL. Esta hipotese também
pode ser levada em considera¢do para as culturas crescidas sobre os grupos das
membranas CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, pois as analises de
epifluorescéncia e MTT indicaram que estes compdsitos, mesmo com peptideo
adsorvido a eles, afetaram a adeséao e proliferacao celular, bem como apresentaram
também baixos valores para atividade de ALP para estas culturas. A compreensao
desses fendmenos ficou comprometida uma vez que pelo método de deteccao de
ions calcio empregado néo foi possivel detectar a presenca de matriz mineralizada
sobre as membranas CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL, visto que a HA utilizada
em seu recobrimento também foi corada pelo vermelho de Alizarina; desta forma,
estes 03 compdsitos tanto podem ter adiantado a progressao das culturas crescidas
sobre eles quanto ter atrasado. Futuros estudos de expressédo génica das proteinas
Osseas poderao ser realizados para os esclarecimentos destes eventos.

Contudo, durante os processos de interacées célula/material, as células
primeiramente se aderem ao material e se espraiam, sendo que esta primeira fase
de interacao celular influencia na capacidade proliferativa e de diferenciagao celular,
e ainda, as células param de ciclar antes de iniciar o processo de diferenciagao
(ANSELME, 2000). Portanto, era de se esperar que 0s grupos com baixos valores
para MTT (baixa taxa proliferativa) apresentassem os maiores valores de fosfatase
alcalina, sendo que, maiores valores da atividade desta enzima favoreceriam o
processo de mineralizagdo, ou quando estes valores esivessem baixos poderia
indicar uma maior progressao no processo de mineralizacao da matriz (diferenciagéo
osteoblastica) (LEONE et al, 1997). Porém, durantes essas interacbes
osteoblasto/material, a expressao das proteinas foram modificadas segundo as
caracteristicas da superficie do material, tais como: rugosidade, energia de
superficie, molhabilidade e composicao quimica (ANSELME, 2000), ou seja, estas
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caracteriasticas de superficie podem favorecer o crescimento da cultura celular, mas
também promover um efeito deletério nas culturas.

Além disso, estudos in vitro prévios realizados com CB demonstraram que as
células osteoblasticas foram mais sensiveis nos ensaios de citotoxicidade do que as
culturas de células fibroblasticas L929 (CHEN et al., 2009), o que também pode
justificar o atraso no espraiamento celular observado para essas culturas sobre
estas membranas nos primeiros dias de incubagdo. E importante mencionar que a
diferenga na composicdo quimica e na topografia das membranas influenciaram
diretamente a adeséo e a proliferagao celular.

O grupo de membranas CB-HA foi o que apresentou menor nimero de
células crescidas sobre as mesmas em relagdo aos outros grupos, mesmo na
presenca dos peptideos, corroborando aos dados mensurados para angulo de
contato, onde estas membranas apresentaram superficies mais hidrofilicas do que
as outras membranas. Um outro fator que pode ter favorecido o atraso dessas
culturas pode estar relacionado ao processo dinamico de troca ibnica entre ions
célcio e fosfato entre material/células, o que nao ocorreu de forma expressiva em
sistemas in vitro como in vivo. Dessa forma ocorreu um aumento do pH do meio de
cultura devido a presenca de grande quantidade de ions Ca®" presentes nos
compositos e a agao desta enzima pode ser inibida ou ficar limitada no sistema; uma
vez que o pH levou um maior tempo para se restabelecer aos valores de condigdes
ideais para o crescimento celular e da atividade da fosfatase alcalina, sendo que o
pH € diretamente dependente da realizacdo das trocas do meio de cultura a cada 2-
3 dias. Esta hipétese poderia justificar o atraso na adesao celular nos primeiros dias
de incubacdo e da morfologia esferoidal das células, pois o aumento da
concentracdo de fons Ca®* no meio levou a uma redugéo da atividade especifica da
fosfatase alcalina (LEONE et al., 1997).

De acordo com a literatura, membranas de alginato, com ions Ca*,
promoveram uma morfologia celular esferoidal e um atraso no crescimento das
culturas celulares de linhagem fibroblastica crescidas sobre estas membranas,
sendo que estes resultados foram atribuidos aos altos niveis de fons Ca®* sobre a
superficie das membranas (NWE et al., 2010). Anada et al. (2008) relataram que a
adesao e estagio inicial de proliferacao celular estiveram diretamente relacionados a
quantidade do revestimento com OCP sobre HA sintética, ou seja, quanto menor a

camada do revestimento menor a taxa de adeséao e proliferagéo celular e o OCP foi
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capaz de induzir a diferenciacdo de células da medula éssea em células
osteoblasticas. Além disso, o OCP aumentou a expressdo de proteinas Osseas,
como colageno tipo | e ALP. No presente trabalho, foi observado que o grupo das
membranas (CB-COL)-HA apresentou uma maior atividade para ALP em relacéo as
outras membranas contendo HA, sendo que no compdésito (CB-COL)-HA a principal
fase inorgénica é carbonato-apatita e com uma razdo molar Ca/P em torno 1,33,
razdo molar similar a do OCP, o que pode justificar que, a fase mineral incorporada
ao compasito favoreceu a atividade a ALP como descrito acima.

Comparando os resultados de morfologia celular com os valores mensurados
para angulo de contato para os grupos das amostras estudadas, pode-se observar
que o tipo de linhagem celular empregado, apresentou melhores resultados em
superficie mais hidrofébica, pois este tipo de superficie favoreceu maior adesao e
espraiamento celular nos primeiros dias de cultura, resultado este que foi
evidenciado, principalmente no grupo das membranas CB-COL, mas néao
favoreceram a diferenciacdo em fendtipo osteogénico nos periodos experimentais
estudados.

Os resultados dos ensaios in vitro demonstraram que cada peptideo tem uma
resposta celular diferente para cada membrana desenvolvida, por exemplo, o OGP
apresentou uma melhor atividade, quando adsorvido nos compdsitos CB-COL e
(CB-COL)-HA, e o OGP [10-14] parece apresentar atividade, quando adsorvido na
CB-HA e (CB-HA)-COL. Entretanto, com estas hipéteses levantadas, as células
osteoblasticas pareceram preferir um carreador com superficie de hidrofilicidade
mediana, ou seja, nem tanto hidrofilico e nem muito hidrofébico. Esta hipétese pode
ser confirmada pelos resultados obtidos por Kalaskar et al. (2008), os quais
estudaram a modificacdo da superficie da celulose vegetal ligando Fmoc-
aminoacidos empregando a metodologia de sintese em fase sélida. Estes autores
observaram que o0s aminoacidos aromaticos promoveram maior adesdo e
espraiamento de fibroblastos em relacdo as superficies modificadas com
aminodcidos hidrofilicos e alifaticos, cujo angulo de contato mesurado foi superior a
65°, cujo valor favoreceu a adesao e proliferacdo celular. Desta forma, a adeséo e
espraiamento celular € um processo complexo, o qual ndo é somente dependente
da hidrofilicidade de superficie do material, mas também da interacdo quimica
especifica entre moléculas ligadas a superficies bioativas, e ainda, dependendo das
células utilizadas, o efeito do biomaterial sobre a taxa de proliferagdo e morfologia
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celular pode ser bastante diferente.

Segundo a literatura, nos ultimos anos, biomateriais de colageno ou baseado
em colageno tém sido extensivamente usados para regeneracao 6ssea, sendo uma
das principais razées em parte, devido ao colageno representar em torno de 90 %
da matriz éssea organica; desta forma, a incorporagdo do coldgeno em diferentes
substratos pode desenvolver superficies capazes de melhorar a resposta celular e
tecidual, como adesdo e crescimento celular e aumento da regulagdo de genes
associados ao 0sso, incluindo colageno tipo |, osteopontina e fosfatase alcalina (LEE
et al.,, 2009). Compdsitos de CB/coldgeno também promoveram maior adesao,
espraiamento e proliferagdo celular em relacdo a CB pura em cultura de células
fibroblasticas (3T3) (ZHIJIANG; GUANG, 2011) e ainda, Wiegand et al. (2006) os
compositos CB-colageno foram capazes de reduzir significativamente a quantidade
de proteases (enzimas proteoliticas) e interleucinas e também reduziram
consideravelmente a atividade dos radicais livres (oxigénio reativo — ROS). Portanto
o compésito CB-COL poderia favorecer a reparagdo tecidual, principalmente de
tecidos moles.

No entanto, neste presente estudo, a incorporacdo do colageno a CB
promoveu beneficios em termos de propriedades mecanicas, mas nao favoreceu o
processo de mineralizagdo da matriz, mas, a funcionalizagdo do compdsito CB-COL
com os peptideos OGP e OGP [10-14] promoveu a aquisicdo do fendtipo
osteogénico; desta forma os peptideos, OGP e OGP [10-14], como também outros
peptideos e proteinas devem ser levados em consideracdo como uma estratégia
fundamental para o desenvolvimento dos compdsitos a base de CB.

Apesar da menor quantidade de células crescidas sobre as membranas CB-
HA, outros estudos in vitro na literatura demostraram que este compésito €
biocompativel e promove a adesao, proliferacao e diferenciacao celular de linhagem
de células osteoblasticas de medula éssea humana (hBMSC) (FANG et al., 2009) e
de linhagem osteobléstica MC3T3-E1 (ZIMMERMANN et al., 2011).

A maioria dos estudos in vitro refere-se a CB e esta tem se destacado na
producao de novos materiais, no entanto, ainda sdo escassos estudos in vitro e in
vivo relacionados a compdsitos desenvolvidos a partir de CB.

Backdahl et al. (2006) avaliaram in vitro o potencial da CB como scaffold com
o0 objetivo de regenerar vasos sanguineos utilizando células de musculo liso;

observaram que a CB promoveu uma excelente adesdo, proliferagdo e migragao
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celular. Membranas de CB também favorecerem a adesao e proliferagao celular de
células-tronco adultas removidas da medula 6ssea de caes (MENDES et al., 2009).
Moreira et al. (2009) relataram que a CB nao possui potencial genotoxico, porém a
CB favoreceu uma ligeira reducédo na taxa de proliferacdo celular em culturas de
células de fibroblastos de embriao de rato (3T3) e células CHO (células de ovério de
hamster chinés). Além disso, scaffolds de celulose bacteriana microporosos
promoveram excelente adesao e proliferacao de células osteoprogenitoras (MC3T3-
E1) (ZABOROWSKA et al., 2010).

Segundo a literatura, quando os peptideos OGP ou OGP [10-14] séo
adicionados ao meio de cultura para diferentes linhagens celulares, como:
osteoblastica, fibroblastica e de células mesenquimais, estes peptideos promovem o
aumento da taxa da proliferagdo celular (BAB et al., 1992; BAB et al., 1993;
GREENBERG et al., 1993; BAB; EINHORN, 1994); além disso, em culturas de
células mesenquimais ou osteoblasticas, os peptideos aumentam a atividade da
ALP e mineralizagdo da matriz (ROBINSON et al.,, 1995; BAB; CHOREV, 2002).
Embora, no presente estudo, os peptideos estavam adsorvidos nos materiais e nao
no meio de cultura, pode-se observar o potencial desses peptideos como relatado
na literatura, ou seja, os mesmos favoreceram a proliferacdo celular e que
principalmente, o peptideo OGP, favoreceu um aumento na atividade da ALP nos
periodos analisados para a membrana CB-COL (14 dias) e mineralizacdo das
culturas crescidas nas membranas CB e CB-COL.

No entanto, obsevou-se que o efeito dos peptideos, OGP e OGP [10-14], foi
dependente do tipo do carreador.
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3.5 Analises in vivo

3.6.1 Analises radiografica e histologica

As 220
experimentais apresentados na Tabela 5 foram analisadas utilizando os programas

imagens radiograficas dos referidos espécimes dos grupos
VinxWin Pro e Abobe Photoshop 7.0. Os valores da densidade éssea foram
mensurados em pixels da regido central dos defeitos ésseos recém reparados ou
completamente reparados e depois foram convertidos para mmPb comparando com
a densidade da escala de chumbo (0,5 — 3,5 mmPb) radiografadas juntos os

espécimes. Os valores mensurados estdo demonstrados na Tabela 15.

Tabela 15 - Densidade 6ssea do 0sso neoformado medida em pixels da regi@o central dos defeitos
0sseos dos referidos grupos I, 11, 1ll, IV, V e VI da andlise experimental in vivo segundo os periodos
experimentais. Os valores estio apresentados sdo as médias * erro padrao em mmPb referentes a
escala padrdo de chumbo utilizada nas radiografias.

Grupos Amostras Periodos
07 dias 15 dias 30 dias 120 dias

I Controle 0,94 + 0,11 Aa 2,06 + 0,07 Bb 2,08 + 0,02 Ab 2,56 + 0,13 Ac
Ild CB 1,39+0,08 ABa 1,70+ 0,12 ABab 2,31 + 0,02 ABbc 2,84 + 0,32 ABc
lle CB OGP[10-14] 1,21 £ 0,09 ABa 1,99+0,12ABab 2,52 + 0,21 ABb 3,37+ 0,15 Bc
Ild CB-HA 1,76 + 0,11 BCb 2,27 + 0,07 Cb 2,93 + 0,10 BCbc 3,43+ 0,12 Bc
Ille CB-HA OGP[10-14] 1,65 £ 0,09 Bb 2,36 + 0,13 Cb 3,46 + 0,09 Cc 3,32+ 0,12 ABc
Ivd CB-COL 0,96 + 0,06 Aa 2,05+ 0,08 Bb 2,58 + 0,13 ABbc 3,09 + 0,24 ABc
IVe CB-COL OGP[10-14] 1,55+ 0,05 ABCa 2,12+0,06 Bab 2,76 £0,11 ABCbc 3,42+ 0,08 Bc
Vvd (CB-COL)-HA 1,56 £ 0,04 ABCa 1,96 +0,10 ABa 2,37 + 0,12 ABbc 3,18+ 0,16 ABb
Ve (CB-COL)-HA OGP[10-14] 1,35+0,10 ABa 2,18 £ 0,10 Bb 2,49 + 0,13 ABbc 2,85+ 0,12 ABc
Vid (CB-HA)-COL 1,59 +0,02ABCa 2,15+0,11Bab 2,56 + 0,13 ABb 2,84 +0,17 ABc
Vle (CB-HA)-COL OGP[10-14] 1,84 +0,11 Ca 2,11 +£0,11 Ba 2,33+ 0,17 ABb 3,16 + 0,18 ABc

Controle imediato = 0,49 + 0,03. Conjunto de letras maiusculas indica diferenga entre os grupos num
mesmo periodo e as letras mindsculas indicam diferen¢a do mesmo grupo em fungéo do tempo.

Grupo I: Controle

A Figura 61 mostra as imagens radiograficas para o grupo controle (I) nos

respectivos periodos de andlise. Ao sétimo dia, observou-se radiograficamente que
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0 espaco intramedular esta em processo de reparacdo e ao 152 dia apresentou-se
em processo de reparacdo quase completo. Os valores de densidade Oéssea
mensurados para o 0sso neoformado neste grupo nos periodos de 07, 15, 30 e 120
dias foram 0,94 + 0,11, 2,06 + 0,07, 2,08 + 0,02 e 2,56 + 0,13 mmPb,
respectivamente. O valor de densidade éssea aumentou mais que duas (2) vezes
para o periodo de 15 em relagdo ao periodo de 07 dias, contudo este valor se
mantém até aos 30 dias.

Figura 61 - Imagens radiogréficas digital do grupo controle (I). A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das
respectivas imagens na regido do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, em 120
dias observa-se a cortical 6ssea totalmente reparada.

imediato

No periodo de 07 dias, observou-se histologicamente a presenca de tecido
conjuntivo fibroso, coagulo sanguineo no interior do defeito ésseo (Figura 62A) e
uma leve reacdo inflamatéria (estatisticamente nao significante; p>0,05) Neste
periodo, observou-se inicio da reparacdo O0ssea adjacente as paredes do defeito
0sseo e a cortical 6ssea interna integra dos fémures, com presenca de formacao de
matriz ostedide em processo de mineralizagdo, sintetizadas por osteoblastos
originados das células do mesénquima (ossificacao intramembranosa) (Figuras 62B
e C). Na medula éssea, também se observou presenca de neoformacao éssea
trabecular principalmente abaixo do defeito 6sseo.
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Figura 62 — Grupo controle: 07 dias. A: infiltrado inflamatério (1) e coagulo sanguineo (C) no interior
do defeito 6sseo; neoformacdo éssea trabecular (seta); B: formacdo de matriz ostedide (seta)
adjacente a parede do defeito ésseo (F), medula éssea (mo), infiltrado inflamatério (I) e coagulo
sanguineo; C: observa-se em maior aumento presenga de osteoblastos ativos (cabegas de setas) e
osso jovem (O) adjacente ao defeito ésseo (DO); osteoblastos sendo englobados pela matriz ostedide
(setas).
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Em 15 dias, observou-se uma neoformacao éssea trabecular no interior do
defeito 6sseo em fase de mineralizagdo (osso primario, ou imaturo) (Figura 63A),
osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas ésseas circundadas por grandes
espagos medulares preenchidos por tecido mesenquimal; presenca de matriz
ostedide adjacente ao peridsteo promovendo a reparagao da cortical 6ssea externa
(Figuras 63B e C). Além disso, a partir de 15 dias de pdés-operatério observou-se
auséncia de reacao inflamatéria em todos os espécimes do grupo controle (Figura
63B). Resultados esses que corroboram com as imagens e valores para densidade
Ossea obtidos para o grupo controle.

Decorrido 30 dias, os defeitos ésseos se apresentaram reparados por tecido
6sseo em fase de modelacdo de osso trabecular a lamelar, denominado 0sso
composto (Figura 64A), no qual as fibras colagenas apresentaram-se de forma
desorganizadas com poucas lamelas concéntricas ao redor dos canais de Havers ou
Osteons e dos pequenos espacos medulares aprisionados no interior deste tecido
0sseo, porém ainda em processo deposicao de matriz mineralizada sobre o 0sso
trabecular entrelacado previamente formado; lamelas intersticiais também foram
observadas entre os numerosos vasos sanguineos e ésteons (Figuras 64B e C). A
medula déssea apresentou-se organizada com auséncia de trabéculas Osseas.
Contudo, este tecido 6sseo reparado apresentou-se em menor espessura que 0
tecido 6sseo adjacente. Os defeitos dsseos na regido da cortical 6ssea interna
apresentaram-se preenchidos por medula éssea e algumas trabéculas Osseas
pequenas com caracteristicas de osso trabecular maduro (Figura 64B), resultados
que corroboram aos dados radiogréaficos, os quais mostraram que a cortical interna

do defeito 6sseo ainda ndo apresenta uma delimitagcao definida.
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Figura 63 — Grupo controle: 15 dias. A: neoformagao 6ssea trabecular em fase de mineralizagao
(osso imaturo) (setas) e medula 6ssea em remodelagdo (MO); B: formagdo de osso jovem (O)
adjacente a parede do defeito ésseo (DO), trabéculas 6sseas imaturas (setas), espagos medulares
(EM); C: em maior aumento, observa-se presenga de osteoblastos ativos (cabega de seta)
sintetizando trabéculas ésseas imaturas adjacentes ao defeito 6sseo (DO), a qual se apresenta como
trabéculas 6sseas imaturas (T); osteoblastos sendo englobados pela matriz ostedide (setas).
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Figura 64 — Grupo controle: 30 dias. A: reparagado do defeito 6sseo por osso composto (RO), osso
fémur (F) e medula éssea reparada (MO); B: inUmeros vasos sanguineos (setas pretas) e dsteons
(cabegas de setas), pequenos espagos medulares (em) aprisionados no interior deste tecido 6sseo;
lamelas ésseas paralelas (seta verde) e intersticiais (seta branca) C: nota-se a presencga de lamelas
paralelas nas corticais 6sseas externas e internas (setas verdes), fibras colagenas desorganizadas no
interior do defeito 6sseo (seta branca) e vasos sanguineos (setas pretas).
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Aos 120 dias, o tecido ésseo no local defeito apresentou-se com
caracteristica de osso maduro (lamelar) (Figura 65A), ou seja, presenca lamelas
concéntricas, paralelas e intersticiais bem definidas; presenca de numerosos
Osteons e vasos sanguineos (Figura 65B). As lamelas paralelas foram observadas
principalmente na cortical 6ssea interna reparada (Figura 65C). As imagens
radiograficas também revelaram que a cortical 6ssea esta totalmente reparada aos
120 dias de pos-operatério (Figura 61), sendo que o 0sso neoformado no interior
defeito 6sseo apresentou uma densidade déssea maior em relagdo ao periodo
anterior, porém esta densidade 6ssea ainda apresentou um valor inferior quando
comparado a densidade da cortical 6ssea adjacente ao defeito. O valor mensurado
aos 120 dias para o grupo controle foi similar aos valores observados no periodo de
30 dias para os defeitos tratados com as membranas CB OGP [10-14], CB-COL,
(CB-HA)-COL (2,52, 2,58 e 2,56 mmPb, respectivamente); valor significativamente
inferior em relacdo aos valores de densidade 6ssea apresentada para 0os grupos

tratados no mesmo periodo (p<0,01).
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Figura 65 — Grupo controle: 120 dias. A: reparagdo do defeito ésseo por osso maduro; B: Osso
maduro com presenga de inimeros vasos sanguineos e Osteons (om) e na cortical éssea interna
observa-se lamelas 6sseas paralelas (seta verde); C: nota-se a presenga de lamelas paralelas nas
corticais 6sseas internas (seta verde), vasos sanguineos (setas azuis), 6steons (setas pretas) e
inimeros ostedcitos (cabegas de setas).
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Grupo Ill: Membranas de CB e CB OGP [10-14]

As Figuras 66 e 67 mostram as imagens radiogréaficas para o grupo Il, lado
direito (Ild) e esquerdo (lle), respectivamente, nos referidos periodos de analise. Em
07 dias, as membranas CB e CB OGP [10-14] promoveram uma reparagao do
espaco intramedular e ao 15° dia, este espaco, apresentou-se com caracteristica de
normalidade similar ao grupo |. Porém, a densidade do osso neoformado em ambos
os defeitos, Ild e lle, apresentou-se maior em comparag¢ao ao grupo | ao 7° dia, mas
quando comparado ao periodo de 15 dias, observou-se que o grupo | apresentou
uma densidade 6ssea maior, estatisticamente significante (p<0,01), em relacéo a
densidade do osso neoformado dos subgrupos lld e lle. Os valores de densidade
6ssea mensurados para 0 0sso neoformado no interior dos defeitos para os
subgrupos lld e lle nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias foram para lld: 1,39 £ 0,08,
1,70 £ 0,12, 2,31 + 0,02 e 2,84 + 0,32 mmPb, respectivamente, e para lle: 1,21 +
0,09, 1,99 £0,12, 2,52 + 0,21 e 3,37 £ 0,15 mmPDb, respectivamente.

Figura 66 - Imagens radiogréaficas digital do subgrupo lld - A) Imagens radiogréficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das
respectivas imagens na regido do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 120
dias observa-se a cortical 6ssea reparada.

imediato

imediato
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Figura 67 - Imagens radiograficas digital do subgrupo lle - A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliagcao das
respectivas imagens na regiao do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 30
dias observa-se a cortical éssea interna totalmente reparada e em120 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada.

CB OGP (10-14

)
J

&
L4

imediato

CBOGP (10-14)

imediato

No grupo Il, periodo de 07 dias, os resultados histolégicos revelaram
presenca de neoformacado 6ssea trabecular no interior dos defeitos 6sseos para os
dois subgrupos, Ild e lle, com osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas
Osseas circundadas por grandes espagos medulares preenchidos por tecido
mesenquimal; no entanto, histologicamente os defeitos ésseos tratados tanto com a
membrana CB quanto com a membrana CB OGP [10-14] ndo apresentaram
diferengas em relacdo a neoformagédo de trabéculas dsseas, isto €, estagio de
mineralizacao similar (Figuras 68A-D), cujos aspectos histolégicos observados, para
este periodo, corroboram aos valores mensurados para densidade éssea nos dois
subgrupos (lld 1,39 mmPb e lle 1,21 mmPb; p=1,0), as duas membranas
favoreceram o mesmo padrdao de neoformagédo 6ssea neste periodo. Com relacao
ao grupo controle, a neoformagéo 6ssea observada neste periodo se apresentou em
estagio mais avangado nos dois subgrupos. Além disso, observou-se a presenca de
matriz ostedide adjacente a membrana e a parede do defeito ésseo (Figuras 68E e
F); na medula 6ssea, também se observou uma presenca de neoformacgédo 6ssea
trabecular preenchendo praticamente todo espaco do canal medular (Figuras 68A e
B). Uma leve reacao inflamatdéria foi observada neste periodo para os subgrupos, Ild
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e lle; ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos
(p>0,05).

Figura 68 — Grupo II: 07 dias. A e B: neoformagéo 6ssea trabecular imatura no interior dos defeitos
6sseos (NF) e observa-se também a presenca das membranas CB (A) e CB OGP [10-14] (B) (setas
pretas); C e D: neoformacéo 6ssea trabecular imatura (NF) adjacente a parede do defeito 6sseo (DO)
e no canal medular, espagos medulares (em), infiltrado inflamatério (asterisco) e respectivas
membranas (seta); E e F: observa-se em maior aumento presenca de osteoblastos ativos (cabegas

de setas) e osso jovem (O) adjacente ao defeito 6sseo (DO) e trabéculas 6sseas; osteoblastos sendo
englobados pela matriz ostedide (setas).

CB OGP [10-14]
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Em 15 dias, observou-se uma remodelacao éssea intensa do osso trabecular
neoformado no interior do defeito 6sseo e principalmente o da medula Gssea
(Figuras 69A e B). Nas Figuras, 69C e D, observou-se que a remodelagédo éssea foi
maior no defeito 6sseo tratado com a membrana CB do em relacdo ao defeito
tratado com a membrana CB OGP [10-14], sugerindo que o peptideo promoveu uma
maior estabilidade no processo de modelagdo e remodelacdo Ossea, pois se
observou que neste subgrupo, lle, as trabéculas 6sseas formadas apresentaram-se
aparentemente mais espessas do que as do subgrupo lld; apesar do subgrupo lle
apresentar um valor para densidade éssea ligeiramente maior que do subgrupo Iid a
diferenga entre estes valores ndo foi estatisticamente significante (p>0,05); porém,
sugere-se que ha uma tendéncia das trabéculas 6sseas observadas no subgrupo
lle, apesar de imaturas, estarem mais mineralizadas do que as observadas no
subgrupo lld, devido as imagens observadas para o subgrupo lle. O valor da
densidade do osso neoformado para o subgrupo lle continuou maior em relacao a
membrana CB sem o peptideo até aos 120 dias embora esta diferenga ser somente
estatisticamente significante aos 120 dias (p<0,01).

Apesar dos valores mensurados para densidade éssea serem maiores para o
grupo | em relagéo ao grupo Il aos 15 dias de pds-operatério, no grupo I, observou-
se que a cortical 6ssea interna do defeito désseo tanto do subgrupo Ild quanto do lle
apresentou-se em formacdo onde se pode observar uma linha mais radiopaca
delimitando o defeito 6sseo principalmente para membrana CB OGP [10-14]. Ao
contrario do grupo controle, que se observou esta delimitacado somente aos 120 dias.

Ainda neste periodo de 15 dias, observou-se que as trabéculas 6sseas dos
dois subgrupos, Ild e lle, estdo circundadas por grandes espag¢os medulares e
apresentando osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas 6sseas (Figuras
69C-F); além disso, presenca de formacdo de matriz ostedide em processo de
mineralizacdo adjacentes a membrana e as paredes dos defeitos ésseos (Figuras
69E e F). O infiltrado inflamatério permaneceu de muito leve a leve em todos os
espécimes nos dois subgrupos ndo se detectou diferenga estatisticamente
significante entre os subgrupos (p<0,001), em 15 dias; no entanto observou-se
presenca de macréfagos adjacentes a membrana CB (Figura 69C, ampliagcéo).
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Figura 69 — Grupo II: 15 dias. A e B: remodelacdo éssea trabecular imatura no interior dos defeitos
0sseos com presenga de grandes espagos medulares (em) e trabéculas dsseas finas (setas) em A,
em B espacos medulares menores e trabéculas mais espessas, e observa-se também a presenga
das membranas CB (A) e CB OGP [10-14] (B); C e D: remodelagdo 6ssea com grandes espagos
medulares (em) em C e menores em D; osso jovem (O) adjacente ao defeito 6sseo (DO) e as
membranas (asterisco); em C observa-se na ampliagdo macréfago adjacente a membrana (seta); E e
F: observa-se em maior aumento presenca de osteoblastos ativos (cabegas de setas) e 0sso jovem
(O) adjacente ao defeito 6sseo (DO) e trabéculas ésseas imaturas; osteoblastos sendo englobados
pela matriz ostedide (setas).
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Apos os 30 dias de pos-operatério, os defeitos désseos também se
apresentaram reparados por tecido 6sseo em fase de modelacédo de osso trabecular
a lamelar, denominado osso composto, como observado no grupo controle, porém
com a presenca de espacos medulares maiores em relacdo ao grupo | (Figuras 70A-
D). No entanto, o tecido ésseo neoformado nos defeitos ésseos no grupo |l
apresentou-se mais mineralizado do que o grupo controle, pois os valores
mensurados de densidade éssea para os subgrupos lld e lle foram 2,31 e 2,52
mmPb, respectivamente e para o grupo controle foi de 2,08 mmPb e estas
diferengas foram estatisticamente significante (p<0,01). As imagens radiograficas
revelaram que a cortical 6ssea interna estava totalmente reparada aos 30 dias de
pds-operatério para o subgrupo lle (membrana CB OGP [10-14]) onde pode se
observar com mais nitidez a cortical 6ssea interna totalmente reparada (Figura 67); e
no subgrupo lld, a cortical éssea interna apresentou-se ainda em formagéo (Figura
66), ou seja, o peptideo OGP [10-14] também favoreceu um tecido ésseo mais
mineralizado neste periodo de analise. O tecido 6sseo neoformado nos defeitos
6sseos de ambos os subgrupos, Ild e lle, também apresentaram fibras colagenas
imaturas, ndo organizadas, com poucas lamelas concéntricas ao redor dos ésteons
e dos espagos medulares, similar ao grupo controle; lamelas intersticiais também
foram observadas entre os numerosos vasos sanguineos e Osteons (Figuras 70E e
F). Este tecido ésseo reparado apresentou-se em espessura similar ao tecido 6sseo
adjacente, ao contrario do que foi observado no grupo controle, resultado este que
também pode estar relacionado aos maiores valores para densidade &ssea
observados para o grupo Il em relagédo ao grupo |. A medula 6ssea apresentou-se
organizada com auséncia de trabéculas 6sseas.

A densidade do osso neoformado tanto do subgrupo Ild quanto do lle aos 30
dias foram maiores em relagdo ao periodo anterior e também ao grupo controle.
Neste grupo ll, a densidade 6ssea aumentou de forma crescente até o ultimo
periodo observado. Em geral, os valores mensurados para a densidade dos ossos
neoformados nos defeitos tratados tanto com a membrana de CB quanto com a
membrana CB OGP [10-14] foram inferiores quando comparados aos outros grupos
tratados até aos 30 dias; contudo, aos 120 dias estes valores foram similares ou

superiores a outros grupos tratados como mostra a Tabela 15.
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Figura 70 — Grupo 1l: 30 dias. A e B: reparagao do defeito ésseo por osso composto (RO), parede do
defeito 6sseo (DO) e medula 6ssea reparada (MO); C e D: inUmeros vasos sanguineos (setas
pretas), espacos medulares aprisionados no interior das trabéculas 6sseas em remodelagéo (T) e
membrana adjacente ao tecido 6sseo reparado (asterisco); lamelas dsseas paralelas (seta verde) e
fibras colagenas desorganizadas (seta branca); E: nota-se a presenga de lamelas intersticiais (seta
verde) e concéntricas (seta azul) no tecido 6sseo neoformado (NF), fibras colagenas imaturas, nao
organizadas no interior do defeito 6sseo (seta vermelha) e vasos sanguineos (setas pretas); F: o
tecido 6sseo neoformado (NF) apresenta-se mais organizado em relagdo as fibras colagenas,
lamelas intersticiais (seta verde) e vasos sanguineos (setas pretas).
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Aos 120 dias, o tecido ésseo no local defeito apresentou-se com
caracteristica de osso maduro nos dois subgrupos, lld e lle (Figuras 71A-D), embora
em menor espessura que o tecido 6sseo adjacente ao local reparado; presenca de
lamelas concéntricas e intersticiais bem definidas, numerosos 6steons e vasos
sanguineos foram observados; porém as lamelas paralelas foram observadas em
menor quantidade que o grupo controle (Figuras 71E e F). Contudo, as imagens
radiograficas revelaram que para os subgrupos, Ild e lle, a cortical 6ssea
apresentou-se reparada. Porém, observaram-se regiées um pouco mais radiolucidas
no local dos defeitos reparados revelando que o osso neoformado ainda nédo é um
0SS0 completamente compacto.

Apesar de, esses tecidos ésseos neoformados apresentarem caracteristicas
histol6gicas semelhantes em relagdo ao grupo controle, o tecido ésseo formado nos
subgrupos lld e lle apresentaram valores para densidade 6ssea superior ao grupo
controle (2,84 e 3,37 mmPb, respectivamente; controle: 2,56 mmPb) (p<0,01); além
disso, o peptideo OGP [10-14] promoveu um tecido 6ésseo mais mineralizado neste
periodo de analise. Desta forma, observou-se que o peptideo OGP [10-14] adsorvido
na membrana CB promoveu um tecido 6sseo mais mineralizado em relagdo a
membrana de CB pura ap6s 15 dias de pds-operatério. As membranas CB e CB
OGP [10-14] ainda estavam presentes aos 120 dias de pds-operatorio e adjacente a
estas membranas observaram-se varias células multinucleadas (Figuras 72A e B,
respectivamente). Com os dados estatisticos pode-se avaliar que estas membranas
nao foram reabsorviveis (p >0,05), pois ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante de reabsorgao entre os periodos de andlises (07, 15, 30 e 120 dias).
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Figura 71 — Grupo II: 120 dias. A e B: reparagdo do defeito 6sseo por osso maduro (OM) e medula
Ossea reparada (MO); em B ainda observa-se presenga de pequenos espagos medulares (cabegas
de setas); e observa-se também a presenga das membranas CB (A) e CB OGP [10-14] (B) (setas); C
e D: inlmeros vasos sanguineos (cabegas de setas), 6steons (setas pretas) e membrana adjacente
ao tecido ésseo reparado (asterisco); lamelas 6sseas paralelas (seta verde) e concéntricas (seta
azul); E e F: nota-se a presencga de lamelas concéntricas (setas azuis) no tecido 6sseo neoformado,
vasos sanguineos (cabegas de setas), ésteons (setas pretas).
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Figura 72 — Grupo II: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as membranas CB (A) e
CB OGP [10-14] (B) (setas).

Grupo lll: Membranas de CB-HA e CB-HA OGP [10-14]

As Figuras 73 e 74 mostram as imagens radiograficas para o grupo lll, lado
direito (llld) e esquerdo (llle), respectivamente, nos referidos periodos de analise. Ao
sétimo dia, as membranas CB-HA e CB-HA OGP [10-14] promoveram uma
reparagao do espago intramedular e também o inicio da reparacdo da cortical 6ssea
interna, e ainda, o osso neoformado apresentou-se mais denso em relagdo aos
outros grupos tratados, exceto com relagdo a membrana (CB-HA)-COL OGP [10-14].
Os valores de densidade 6ssea mensurados para 0 0sso neoformado no interior dos
defeitos para os subgrupos llld e llle nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias foram
para llld: 1,76 £ 0,11, 2,27 £ 0,07, 2,93 £ 0,10 e 3,43 £ 0,12 mmPb, respectivamente,
e para llle: 1,65 + 0,09, 2,36 + 0,13, 3,46 + 0,09 e 3,32 + 0,12 mmPb,
respectivamente. Resultados estes que foram confirmados pelos resultados
histoldgicos, onde se pode observar que as membranas CB-HA e CB-HA OGP [10-
14] promoveram uma maior neoformacao éssea trabecular, em relacao aos outros
grupos experimentais |, Il, IV, V e o subgrupo VId (Figuras 75A e C), com excegao
ao subgrupo Vle (Figuras 75B e D) que apresentou uma neoformacao Ossea
trabecular semelhante ao grupo Ill. Estes resultados corroboram aos valores
observados para densidade 6ssea em 07 dias como mostrado na Tabela 15.
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Figura 73 - Imagens radiograficas digital do subgrupo Illd - A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliagao das
respectivas imagens na regiao do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 15
dias observa-se a cortical éssea interna em reparacdo e em120 dias observa-se a cortical éssea
totalmente reparada.

imediato

Figura 74 - Imagens radiograficas digital do subgrupo llle - A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das
respectivas imagens na regiao do defeito ésseo; as setas brancas indicam o defeito ésseo, e em 15
dias observa-se a cortical 6ssea interna totalmente reparada e em 30 dias observa-se a cortical 6ssea
totalmente reparada.

CB-HA OGP (10-14)

imediato

CB-HA OGP (10-14)

imediato
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As trabéculas ésseas imaturas observadas no interior dos defeitos ésseos em
reparagdo nos subgrupos llld e llle, aparecem circundadas por tecido mesenquimal
e osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas; no entanto, histologicamente os
defeitos dsseos tratados tanto com a membrana CB-HA quanto com a membrana
CB-HA OGP [10-14] também n&o apresentaram diferencas em relagdo a
neoformacao de trabéculas 6sseas (Figuras 75A-D), como também observado para
as membranas do grupo Il. Somente com os valores mensurados para a densidade
0ssea pode-se sugerir que a membrana CB-HA favoreceu o inicio de mineralizagdo
do osso primario mais cedo do que a membrana CB-HA OGP [10-14] (llid: 1,76
mmPb e llle: 1,65 mmPb, p<0,01). Com relacdo ao grupo controle, a neoformacao
Ossea observada neste periodo se apresentou em estagio mais avangado nos dois
subgrupos, llid e llle; comportamento similar ao observado para grupo Il. Neste
subgrupos, llid e llle, observou-se matriz ostedide adjacente ao tecido conjuntivo
denso entre a membrana e o defeito 6sseo e também adjacente as paredes dos
defeitos 6sseos (Figuras 75E e F). O canal medular se apresentou preenchido
parcialmente com osso trabecular imaturo, principalmente abaixo do defeito 6sseo
(Figuras 75A e B). Infiltrado inflamatério moderado adjacente as membranas foi
observado nos dois subgrupos, llld e llle. Entre os dois respectivos subgrupos nao
foi observado diferenca estatisticamente significante (p>0,05), porém, comparado

aos grupos controle e Il foi estatisticamente significante (p<0,001).
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Figura 75 — Grupo llI: 07 dias. A e B: neoformagao 6ssea trabecular imatura no interior dos defeitos
0sseos (NF) e observa-se também a presenga das membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B)
(asterisco) e infiltrado inflamatério (l); C e D: neoformacéo 6ssea trabecular imatura (NF) adjacente a
parede do defeito désseo (DO) e no canal medular, medianos espagos medulares (em), infiltrado
inflamatério (I) e respectivas membranas (asterisco); E e F: observa-se em maior aumento presenca
de osteoblastos ativos (cabegas de setas) e osso jovem (O) adjacente ao defeito 6sseo (DO) e
trabéculas 6sseas imaturas (T); osteoblastos sendo englobados pela matriz osteoide (setas).

CB-HA OGP [10-14]
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No periodo de 15 dias, observou-se nas imagens radiograficas espaco
intramedular com caracteristica de normalidade, e a cortical 6ssea interna
apresentou-se como uma linha mais radiopaca delimitando o defeito 6sseo
principalmente para membrana CB-HA OGP [10-14]. Histologicamente, os defeitos
0sseos apresentaram reparados por o0sso trabecular, e se observou uma
remodelacdo éssea intensa do osso trabecular neoformado no interior do defeito
6sseo e principalmente na medula éssea, nos subgrupos llld e llle (Figuras 76A-D).
As trabéculas Osseas apresentaram-se aparentemente mais espessas e
mineralizadas e consequentemente, com menos células em suas trabéculas
(Figuras 76E e F). Nas Figuras, 76C e D, pode-se observar que a remodelagao
ossea foi similar tanto nos defeitos ésseos tratados com a membrana CB-HA quanto
dos defeitos tratados com a membrana CB-HA OGP [10-14], porém com os dados
mensurados para densidade 6ssea (llld: 2,27 mmPb e llle: 2,36 mmPb; p =1,0)
apesar de esta diferenca néo ser estatisticamente significante, pode-se sugerir que
os defeitos 6sseos tratados com a membrana CB-HA OGP [10-14] tem uma ligeira
tendéncia em promover uma mineralizacdo mais rapida dessas trabéculas ésseas
imaturas, além de neoformacdo da cortical éssea interna mais rapidamente,
diferente para a membrana CB-HA. Ainda neste periodo, observou-se que as
trabéculas 6sseas nos subgrupos, llld e llle, estavam circundadas por grandes
espagcos medulares e apresentando osteoblastos menos ativos adjacentes a estas
trabéculas 6sseas (Figuras 76C-F) com relacdo aos outros grupos. Matriz ostedide
também foi observada em processo de mineralizacao adjacentes a membrana e as
paredes dos defeitos 6sseos em 15 dias (Figuras 76E e F). O infiltrado inflamatério
neste periodo apresentou-se com intensidade muito leve em todos os espéecimes
nos dois subgrupos (p>0,05); em 15 dias; no entanto observou-se presenca de
alguns macréfagos adjacentes as membranas CB-HA e CB-HA OGP [10-14] (Figura
76C e D, ampliacao).
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Figura 76 — Grupo Ill: 15 dias. A e B: remodelagéo 6ssea trabecular imatura no interior dos defeitos
0sseos com presenga de medianos espagos medulares (em) e também da medula éssea (MO), e
observa-se a presenga das membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D:
remodelagao 6ssea com medianos espagos medulares (em); em C e em D observa-se na ampliagao
macréfagos (setas) adjacente as respectivas membranas (asterisco); E e F: observa-se em maior
aumento presenga de osteoblastos ativos (cabegas de setas) e osso jovem (O) adjacente ao defeito
0sseo (DO) e trabéculas ésseas imaturas (T).
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Em 30 dias, as imagens radiogréficas revelaram que a cortical éssea esta
totalmente reparada com caracteristicas de osso compacto aos 30 dias de pds-
operatorio para o subgrupo llle (membrana CB-HA OGP [10-14]), e no subgrupo llid,
a cortical 6ssea ainda apresentou-se em neoformagédo, mas pode se observar com
mais nitidez a delimitagdo da cortical oOssea interna. Comportamento similar
observado para o subgrupo lle no mesmo periodo, ou seja, a membrana CB-HA
favoreceu 0 mesmo processo de reparo que a membrana CB OGP [10-14], mas com
densidade do osso neoformado diferentes. Por meio da analise histoldgica, pode-se
observar que os defeitos dsseos se apresentaram reparados por tecido ésseo em
fase de modelacdo de osso trabecular a lamelar (osso composto), porém mais
organizado do que os grupos | e Il (Figuras 77A-D). No entanto, em estagios mais
avangados de organizacdo de deposicdo de matriz mineralizada, principalmente
para o subgrupo llle que apresentou, na maior parte, lamelas paralelas caracteristica
de osso cortical maduro (Figura 77F), cujas imagens radiograficas para subgrupo llle
confirmaram que o0 0sso neoformado neste subgrupo apresentou-se mais integro e
radiopaco do que o subgrupo llid (Figuras 73 e 74).

Os tecidos 6sseos reparados apresentaram-se em menor espessura ao tecido
0sseo adjacente para o subgrupo llle, mostrando que este grupo apresentou-se num
estagio mais avancado de remodelacdo Ossea do o0sso neoformado, pois
confrontando com os valores mensurados para a densidade 6ssea revelou-se que
as membranas CB-HA OGP [10-14] promoveram padrdo de reparacao 6ssea em 30
dias estatisticamente significante similar aos valores observados para os outros
grupos tratados em 120 dias (p<0,01) (vide Tabela 15). Ainda neste periodo,
observou-se que a medula Gssea apresentou-se organizada com auséncia de
trabéculas Osseas, e também se observou auséncia de reacdo inflamatéria
adjacente as membranas nos dois subgrupos, llld e llle, porém se observou a

presenga de algumas células multinucleadas adjacentes a essas membranas.
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Figura 77 — Grupo Ill: 30 dias. A e B: reparacéo do defeito 6sseo por osso composto (RO), parede do
defeito 6sseo (DO) e medula 6ssea reparada (MO), e observa-se a presenga das membranas CB-HA
(A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C: inimeros vasos sanguineos (setas pretas), espagos
medulares aprisionados no interior das trabéculas ésseas em remodelagdo (T) e membrana
adjacente ao tecido 6sseo (asterisco); D: lamelas paralelas na regido da cortical 6ssea interna (seta
verde), presenga de vasos sanguineos (setas pretas) e espagos medulares no interior do tecido
0sseo reparado (RO) e membrana adjacente ao tecido 6sseo (asterisco); células multinucleadas séao
observadas adjacentes as membranas CB-HA (C) e CB-HA OGP [10-14] (D) (ampliagéo); E: nota-se
a presenga de lamelas concéntricas (seta azul) no tecido 6sseo neoformado, vasos sanguineos
(setas pretas) e 6steon (cabeca de seta); F: o tecido 6sseo reparado apresenta-se mais organizado
em relagao as fibras colagenas, lamelas paralelas (setas verde) e vasos sanguineos (setas pretas).

CB-HA™ ™~
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Neste grupo lll, a densidade éssea também aumentou de forma crescente até
o ultimo periodo observado. Em geral, os valores mensurados para a densidade dos
ossos neoformados nos defeitos tratados tanto com a membrana de CB-HA quanto
com a membrana CB-HA OGP [10-14] foram maiores quando comparados aos
outros grupos tratados até aos 30 dias; além disso, aos 120 dias estes valores ja sdo
similares aos outros grupos tratados, como por exemplo, subgrupo lle e IVe como
mostra a Tabela 15.

Aos 120 dias, a cortical 6ssea apresentou-se reparada para o subgrupo llid. A
cortical 6ssea da regiao do defeito de ambos os subgrupos Illd e llle apresentaram-
se integras e similares as corticais adjacentes ao defeito 6sseo. As Figuras 78A - D,
mostram que o tecido 6sseo no local defeito apresentou-se com caracteristica de
0ss0 maduro nos subgrupos, llld e llle; presengca de lamelas concéntricas,
intersticiais e paralelas bem definidas, numerosos Osteons e vasos sanguineos
(Figuras 78E e F); as lamelas paralelas apresentaram-se em maior quantidade na
regido da cortical 6ssea interna para os subgrupos llid e llle.

Embora apresentarem caracteristicas histolégicas semelhantes, o subgrupo
Ille apresentou maiores espacos medulares no tecido 6sseo reparado em relacao ao
subgrupo llld; o que pode justificar o valor de densidade 6ssea mensurado para o
subgrupo llle que se manteve em relagdo ao valor mensurado no periodo de 30
dias. Neste periodo de 120 dias, observou-se que o peptideo OGP [10-14] nao
promoveu um tecido ésseo mais mineralizado do que a membrana CB-HA, contudo
o peptideo favoreceu um padrao de reparacao 6ssea eficiente em apenas 30 dias de
pbés-operatério. As membranas CB-HA e CB-HA OGP [10-14] também foram
observadas aos 120 dias de pds-operatério; e adjacente a estas membranas
observou-se infiltrado inflamatério muito leve em ambos os subgrupos llld e llle, e
também a presenca de células multinucleadas adjacentes a essas membranas
(Figuras 79A e B). Com os dados estatisticos pode-se avaliar que estas membranas
nao sao reabsorviveis (p>0,05), pois nao apresentaram diferenga estatisticamente
significante de reabsorcao da CB entre os periodos de andlises de 07 a 120 dias,
sendo que a diferenga estatistica significante observada esteve relacionada a
reabsor¢cédo dos cristais de apatita.
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Figura 78 — Grupo Ill: 120 dias. A e B: reparagao do defeito ésseo por osso maduro (OM) e medula
Ossea reparada (MO); em B ainda observa-se presenga de espagos medulares (cabegas de setas); e
observa-se também a presenga das membranas CB-HA (A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C e
D: inimeros vasos sanguineos (setas), 6steons (cabegas de setas) e membrana (asterisco) adjacente
ao tecido ésseo reparado (RO); E e F: nota-se a presenga de lamelas paralelas (setas verdes) e

concéntricas (setas azuis) no tecido 6sseo reparado, vasos sanguineos (setas pretas), osteons
(cabegas de setas).

w7 CB-HA OGP [10-14]
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Figura 79 — Grupo Ill: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as membranas CB-HA
(A) e CB-HA OGP [10-14] (B) (setas).

Grupo IV: Membranas de CB-COL e CB-COL OGP [10-14]

As imagens radiograficas para o grupo 1V, lado direito (IVd) e esquerdo (IVe),
respectivamente, nos referidos periodos de analise estdo mostradas nas Figuras 80
e 81. Ao 7° dia, ambas as membranas, CB-COL e CB-COL OGP [10-14],
promoveram uma reparagao do espacgo intramedular e também inicio da reparagéao
da cortical 6ssea. Porém, o osso neoformado apresentou-se menos denso em
relacdo aos outros grupos tratados, apesar da densidade éssea ter sido similar ao
grupo controle. A diferenca entre o subgrupo 1Vd e o grupo | foi que a membrana
CB-COL favoreceu a neoformacado éssea mais rapidamente independente da
qualidade do tecido 6sseo neoformado. Os valores de densidade éssea mensurados
para o osso neoformado no interior dos defeitos para os subgrupos 1Vd e IVe nos
periodos de 07, 15, 30 e 120 dias foram para 1Vd: 0,96 £ 0,06, 2,05 + 0,08, 2,58 +
0,13 e 3,09 = 0,24 mmPb, respectivamente, e para IVe: 1,55 £ 0,05, 2,12 £ 0,06,
2,76 £ 0,11 e 3,42 £ 0,08 mmPb, respectivamente.
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Figura 80 - Imagens radiograficas digital do subgrupo IVd — A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliagcao das
respectivas imagens na regiao do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 15
dias observa-se a cortical 6ssea interna reparada e em 120 dias observa-se a cortical 6ssea
totalmente reparada.

| 1 |

imediato 7d

imediato

Figura 81 - Imagens radiogréaficas digital do subgrupo IVe - A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliagcao das
respectivas imagens na regido do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6sseo, e em 7
dias observa-se a cortical dssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada.

CB-COL OGP (10-14)

imediato

CB-COL OGP (10-14

)

imediato 7d
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Os resultados histoldgicos corroboram aos dados radiograficos observados
para as membranas CB-COL e CB-COL OGP [10-14], grupo IV. As Figuras 82A - D
mostram o inicio de neoformagao 6ssea trabecular para os subgrupos, IVd e IVe. Os
defeitos 6sseos tratados com a membrana CB-COL OGP [10-14] promoveram uma
neoformagao éssea mais eficaz do que com a membrana CB-COL, porém com uma
neoformacgao 6ssea trabecular inferior ao grupo Ill. Resultados estes que corroboram
aos valores mensurados para densidade 6ssea observados neste periodo de anélise
para os respectivos subgrupos 1Vd 0,96 mmPb e IVe 1,55 mmPb (outros valores
vide Tabela 15). Comportamento semelhante foi observado para o grupo VI, que aos
07 dias o peptideo também favoreceu uma neoformacdo 6ssea mais rapida e com
uma densidade 6ssea similar a da membrana (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL (Tabela
15), ou seja, a membrana CB-COL OGP [10-14] apresentou a mesma eficacia nos
primeiros sete dias de pos-operatério comparado a essas respectivas membranas.
No interior dos defeitos 6ésseos pode-se observar, principalmente no subgrupo IVd,
presenga predominante de matriz ostedide (Figura 82E) adjacente ao tecido
conjuntivo denso entre a membrana e o defeito ésseo e também adjacente as
paredes dos defeitos 6sseos (Figuras 82E e F). As trabéculas 6sseas imaturas
observadas no interior dos defeitos ésseos em reparagdo em ambos 0s subgrupos
IVd e IVe, apareceram circundadas por uma grande quantidade de tecido
mesenquimal e osteoblastos ativos adjacentes aos diversos pontos de matriz
ostedide (Figuras 82E e F). A medula déssea apresentou-se com presenca de
neoformacao éssea trabecular imatura preenchendo parcialmente o espaco do canal
medular, principalmente abaixo dos defeitos 0sseos (Figuras 82A e B). Infiltrado
inflamatério de intensidade de leve a moderado foi observado adjacente as
membranas para ambos os subgrupos, IVd e Ve (p>0,05), porém foi
significativamente diferente quando comparado aos grupos controle e | (p<0,001).

Neste grupo 1V, a densidade 6ssea também aumentou de forma crescente até
0 Ultimo periodo observado para as membranas, CB-COL e CB-COL OGP [10-14].
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Figura 82 — Grupo IV: 07 dias. A e B: neoformagéo 6ssea trabecular imatura no interior dos defeitos
osseos (NF); em A observa-se maior presenga de tecido conjuntivo (TC) no interior do defeito 6sseo;
observa-se também a presenga das membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (asterisco) e
infiltrado inflamatdrio (I); C e D: neoformagdo 6ssea trabecular imatura, adjacente a parede do defeito
6sseo (DO) e do canal medular presenga de neoformagao éssea trabecular (O); infiltrado inflamatério
(I) e respectivas membranas (asterisco); E e F: observa-se em presenga de osteoblastos ativos
(cabegas de setas) e neoformacgdo éssea trabecular (O), a qual ndo apresenta-se mineralizada;
presenga de tecido conjuntivo denso (TC).

CB-COL
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No periodo de 15 dias, observou-se o espaco intramedular com caracteristica
de normalidade, e a cortical 6ssea interna apresentou-se como uma linha mais
radiopaca e reparada em ambos os subgrupos, IVd e IVe (Figuras 80 e 81).
Histologicamente, os defeitos GOsseos apresentaram-se reparados por 0SSO
trabecular com trabéculas 6sseas mais espessas do que observado no periodo
anterior. Contudo, os cortes histoldgicos revelaram que as corticais ésseas interna
dos subgrupos nao estavam reparadas no centro do defeito 6sseo. Além disso, uma
remodelacao 0ssea intensa do osso trabecular neoformado foi observada no interior
do defeito 6sseo e principalmente na medula éssea (Figuras 83A-D). As trabéculas
Osseas apresentaram-se mais espessas e aparentemente mais mineralizadas em
ambos os subgrupos IVd e IVe (Figuras 83E e F), com densidade 6ssea superior
quando comparado ao grupo I, porém em menor densidade éssea quando
comparado ao grupo lll. Nas Figuras, 83C e D, pode-se observar que a remodelacao
6ssea foi similar tanto nos defeitos 6sseos tratados com a membrana CB-COL
quanto dos defeitos tratados com a membrana CB-COL OGP [10-14], corroborando
aos dados mensurados para densidade éssea foram estatisticamente similares (IVd:
2,05 mmPb e IVe: 2,12 mmPb; p>0,05).

Com esses resultados observados sugeriu-se que o colageno favoreceu uma
maior deposi¢cdo de matriz ostedide e posterior mineralizagdo desta apds 15 dias de
pbs-operatério, sendo que a presenca do peptideo apresentou uma leve tendéncia
na aceleracao da mineralizagdo éssea neste periodo comparado a membrana CB-
COL, mas néo estatisticamente significante. De acordo com os outros grupos, Il e lll,
também se observou que o peptideo OGP [10-14] favoreceu a neoformacdo da
cortical 6ssea interna mais rapidamente, diferente para as membranas sem o
peptideo.

Ainda em 15 dias, observou-se que as trabéculas 6sseas dos subgrupos, 1Vd
e IVe, estavam circundadas por grandes espacos medulares e apresentando
osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas 6sseas (Figuras 83C-F). Matriz
ostedide também foi observada em processo de mineralizagéo adjacentes ao tecido
conjuntivo denso entre a membrana e o defeito 6sseo em reparagéo, e adjacente as
paredes dos defeitos désseos (Figuras 83E e F). O infiltrado inflamatério neste
periodo apresentou-se com intensidade leve nos dois subgrupos (p>0,05); no grupo
IV, observou-se auséncia macrofagos adjacentes as membranas CB-COL e CB-COL
OGP [10-14].
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Figura 83 — Grupo IV: 15 dias. A e B: remodelagao 6ssea das trabéculas imaturas (NF) no interior
dos defeitos ésseos e também da medula 6ssea (MO), e observa-se a presenca das membranas CB-
COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado inflamatério (I); C e D: remodelagéo 6ssea
das trabéculas 6sseas neoformadas (NF) com medianos espagos medular (em), e infiltrado
inflamatério (1); E: observa-se em maior aumento presenga de osteoblastos ativos (cabegas de setas)
e neoformacdo 6ssea (O) adjacente ao defeito 6ésseo (DO) e trabéculas ésseas imaturas (T); F:
observa-se osteoblastos englobados (cabecgas de setas) pela matriz ostedide e osso neoformado (O)
adjacente a parede do defeito 6sseo (DO) e inicio de formagao dos vasos sanguineos (setas).
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As imagens radiograficas revelaram que a cortical 6ssea estd totalmente
reparada aos 30 dias de pds-operatério para o subgrupo Ve (membrana CB-COL
OGP [10-14]), e no subgrupo IVd, a cortical 6ssea ainda apresentou-se em
neoformagédo, mas pode-se observar com mais nitidez a cortical dssea interna
totalmente reparada. Comportamento similar observado para os subgrupos lle e llid
no mesmo periodo, ou seja, a membrana CB-COL favoreceu 0 mesmo processo de
reparo que a membrana CB OGP [10-14] e CB-HA, mas com densidade do 0sso
neoformado diferente. Os cortes histoldgicos para este periodo revelaram que os
defeitos ésseos também se apresentaram reparados por tecido 6sseo em fase de
modelacdo de osso trabecular a lamelar (osso composto), como observado nos
grupos |, Il e lll (Figuras 84A-D). No entanto, em estagios avangados de organizagcao
de deposicao de matriz mineralizada como observado no grupo Ill; o subgrupo Ve
apresentou, na maioria dos espécimes, lamelas paralelas principalmente na regiao
da cortical éssea externa, cuja caracteristica histologica refere-se a osso cortical
maduro (Figura 84F).

O tecido ésseo neoformado dos subgrupos, IVd e Ve, apresentaram fibras
colagenas de forma mais organizadas, do que os grupos | e Il, com lamelas
concéntricas em volta dos ésteons e dos espagcos medulares; lamelas intersticiais
também foram observadas entre os numerosos vasos sanguineos e dos Osteons
(Figuras 84E e F); e o padrdo de reparacao foi similar ao grupo Il e lll, apesar
desses tecidos 6sseos neoformados no grupo IV apresentarem densidade éssea
com valor inferior ao grupo Il e na membrana CB-COL com peptideo foi superior ao
grupo |l para CB-COL OGP [10-14] (Tabela 15). Ainda neste periodo, observou-se
que a medula 6ssea apresentou-se organizada com auséncia de trabéculas ésseas
e auséncia de reacgédo inflamatéria adjacente as membranas dos subgrupos 1Vd e
IVe, porém se observou a presenca de algumas células multinucleadas adjacentes a

essas membranas.
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Figura 84 — Grupo IV: 30 dias. A e B: reparagao do defeito 6sseo por osso composto (RO), parede
do defeito 6sseo (DO) e medula 6ssea reparada (MO), e observa-se a presenga das membranas CB-
COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: presenga de vasos sanguineos (setas pretas),
Osteons (cabegas de setas) e espagos medulares no interior do tecido 6sseo reparado (RO); em D,
observam-se lamelas paralelas na regido da cortical 6ssea externa (seta verde); E e F: nota-se
formacéo de lamelas concéntricas envolvendo os 6steons (cabega de seta) no tecido ésseo
neoformado (NF) e vasos sanguineos (seta preta).
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Aos 120 dias, a cortical 6ssea apresentou-se mais radiopaca para o subgrupo
IVe. A cortical 6ssea da regiao do defeito de ambos os subgrupos IVd e Ve
apresentaram-se integras e similares as corticais adjacentes ao defeito 6sseo,
embora a regido de reparacao do defeito do subgrupo IVd ter apresentado com uma
intensidade de radiopacidade um pouco menor (Figuras 80 e 81), diferenca esta
confirmada pelos valores de densidade do osso neoformado que foi de 3,09 mmPb
para subgrupo IVd e de 3,42 mmPb para o subgrupo IVe. As analises histologicas
confirmaram os dados obtidos com as imagens radiograficas, sendo que se
observou que o tecido 6sseo no local defeito apresentou-se com caracteristica de
0sso maduro nos dois subgrupos, 1Vd e Ve (Figuras 85A-D); presenca de lamelas
concéntricas, intersticiais e paralelas bem definidas, numerosos 6steons e vasos
sanguineos (Figuras 85E e F); as lamelas paralelas apresentaram-se em maior
quantidade na regido das corticais 6sseas externa e interna para os subgrupos 1Vd e
IVe. Embora apresentarem caracteristicas histolégicas semelhantes, o subgrupo 1Vd
apresentou aparentemente maiores espagos medulares no tecido 6sseo reparado
em relacdo ao subgrupo Ve, corroborando aos valores mensurados para densidade
6ssea em 120 dias que se apresentou maior para subgrupo Ve (3,42 mmPB) do que
para o subgrupo 1Vd (3,09 mmPb). Desta forma, a membrana CB-COL OGP [10-14]
aos 120 dias apresentou padréo similar de reparacao e densidade 6ssea em relagéo
as membranas CB-HA e CB OGP [10-14].

As membranas CB-COL e CB-COL OGP [10-14] também foram observadas
aos 120 dias de poés-operatério; e adjacente a estas membranas observou-se
auséncia de infiltrado inflamatério nos dois subgrupos IVd e Ve, e também
observou-se presenca de células multinucleadas adjacentes a essas membranas
(Figuras 86A e B). Com os dados estatisticos pode-se avaliar que estas membranas
também nao sao reabsorviveis (p>0,05), pois nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante de reabsorcao entre os periodos de analises de 07 a
120 dias.
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Figura 85 — Grupo |V: 120 dias. A e B: reparagdo do defeito 6sseo por osso maduro (OM) e medula
Ossea reparada (MO); em A ainda observa-se presenca de espagos medulares (cabegas de setas);
observa-se também a presenca das membranas CB-COL (A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (asterisco);
C e D: vasos sanguineos (setas pretas), 6steons (cabegas de setas) no tecido 6sseo reparado (OM)
e presenga de lamelas paralelas na regido da cortical 6ssea externa em C e interna em D (seta
verde); E e F: presenca de lamelas concéntricas (setas azuis) em torno dos Osteons (cabegas de
setas) no tecido ésseo reparado e vasos sanguineos (setas pretas); em E, observa-se lamelas
paralelas (seta verde) e intersticiais (asterisco).
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Figura 86 — Grupo 1V: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as membranas CB-COL
(A) e CB-COL OGP [10-14] (B) (setas).

Grupo V: Membranas de (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14]

As imagens radiograficas para o grupo V, lado direito (Vd) e esquerdo (Ve),
respectivamente, nos referidos periodos de andlise estdo apresentadas nas Figuras
87 e 88. Ambas as membranas, (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14], em
sete dias promoveram uma reparagédo do espago intramedular e também reparacao
da cortical 6ssea interna, a qual apareceu delimitada e praticamente reparada em
para os subgrupos Vd e Ve. Os valores mensurados de densidade para o 0sso
neoformado no interior dos defeitos para os subgrupos Vd e Ve nos periodos de 07,
15, 30 e 120 dias foram para Vd: 1,56 £ 0,04, 1,96 + 0,10, 2,37 + 0,12 e 3,18 £ 0,16
mmPb, respectivamente, e para Ve: 1,35 + 0,10, 2,18 + 0,10, 2,49 + 0,13 € 2,85 &
0,12 mmPb, respectivamente.
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Figura 87 - Imagens radiogréaficas digital do subgrupo Vd - A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliagcao das
respectivas imagens na regidao do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6ésseo, e em 7
dias observa-se a cortical éssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada.

(CB-COL)-HA

imediato

Figura 88 - Imagens radiogréficas digital do subgrupo Ve - A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das
respectivas imagens na regido do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito ésseo, e em 7
dias observa-se a cortical éssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada.

(CB-COL)-HA OGP (10-14)

imediato

(CB-COL)- HA OGP (10-14

( )

imediato 7d

As Figuras 89A - D mostram os defeitos 6sseos em inicio de neoformacao
Ossea trabecular para as membranas (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14],



Resultados e Discussdo 168

grupo V no periodo de 07 dias. Os defeitos 6sseos tratados com as respectivas
membranas apresentaram reparacao éssea similar aos grupos Il e lll ao sétimo dia,
com presencga de osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas ésseas imaturas
circundadas por grandes espacos medulares preenchidos por tecido mesenquimal,
bem como, pode-se observar, principalmente no subgrupo Vd, presenga
predominante de matriz ostedide (Figura 89E) adjacente ao tecido conjuntivo denso
entre a membrana e o defeito ésseo e também adjacente as paredes dos defeitos
6sseos (Figuras 89E e F). Apesar de histologicamente os defeitos dsseos tratados
tanto com a membrana (CB-COL)-HA quanto com a membrana (CB-COL)-HA OGP
[10-14] ndo apresentaram diferencas em relacdo a neoformacédo de trabéculas
Osseas, porém a densidade 6ssea mensurada para o subgrupo Vd, 1,56 mmPb, foi
estatisticamente superior ao valor mensurado para o subgrupo Ve 1,35 mmPb
(p<0,05), mostraram que a membrana sem o peptideo favoreceu o inicio da
mineralizacao do osso primario mais cedo; porém ambas as membranas, (CB-COL)-
HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14] promoveram uma neoformacao éssea mais eficaz
do que com as membranas do grupo Il, do subgrupo 1Vd e do grupo controle, em 07
dias, quando comparados aos valores mensurados para densidade 6ssea (vide
Tabela 15). Radiograficamente foi observado reparacao da cortical 6ssea interna, a
qual apareceu delimitada e praticamente reparada em para os subgrupos Vd e Ve;
contudo os cortes histolégicos revelaram que o centro do defeito 6sseo nao estava
reparado semelhante ao observado no grupo IV. Além disso, a incorporacao de
hidroxiapatita ao compésito CB-COL promoveu um aumento consideravel na
neoformagdo Ossea inicial (Figura 89A) com uma densidade Ossea superior
comparado ao defeito 6sseo tratado com a membrana CB-COL (IVd: 0,96 mmPb e
Vd: 1,56 mmPb), porém este compdésito (CB-COL)-HA apresentou uma neoformacao
Ossea inicial com densidade éssea inferior ao compdsito CB-HA (llid: 1,76 mmPb).
Contudo, o peptideo adsorvido a este compésito (CB-COL)-HA, favoreceu um atraso
na mineralizagdo das trabéculas Osseas neoformadas quando comparado as
membranas CB-COL OGP [10-14] e (CB-COL)-HA, apresentando uma densidade
0ssea similar ao valor mensurado para a densidade éssea dos defeitos 6sseos
tratados com a membrana de CB. A medula 6ssea apresentou-se com uma
neoformacao éssea trabecular imatura preenchendo praticamente todo o espaco do
canal medular (Figuras 89A e B). Infiltrado inflamatério de intensidade moderada foi
observado adjacente as membranas para ambos os subgrupos, Vd e Ve (p>0,05),
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porém apresentou significancia estatistica quando comparado aos grupos controle e
l.

Figura 89 — Grupo V: 07 dias. A e B: neoformagéo 6ssea trabecular imatura no interior dos defeitos
6sseos (NF); observa-se presencga de tecido conjuntivo (TC) no interior do defeito 6sseo e presenca
das membranas (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado inflamatério
(I); C e D: neoformagao éssea trabecular imatura (NF); adjacente a parede do defeito 6sseo (DO) e
do canal medular presengca de neoformagdo Ossea trabecular (O); infiltrado inflamatério (I) e
respectivas membranas (asterisco); E e F: observa-se presenga de osteoblastos ativos (cabegas de
setas) e neoformagao Ossea trabecular (O), a qual ndo apresenta-se mineralizada.
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No periodo de 15 dias, os defeitos ésseos apresentaram-se reparados por
0sso trabecular imaturo (Figuras 90A-D). As trabéculas 6sseas apresentaram-se
mais espessas e aparentemente mais mineralizadas nos subgrupos Vd e Ve
(Figuras 90E e F) do que observado no periodo anterior; com densidade Ossea
superior principalmente em relagdo a membrana (CB-COL)-HA OGP [10-14] quando
comparado ao grupo I, porem o grupo V apresentou menor densidade dssea
quando comparado ao grupo Il e similar, quando comparado aos grupos |, IV e VI
(Tabela 15). Nas Figuras, 90C e D, pode-se observar que a remodelagdo 6ssea foi
maior no defeito ésseo tratado com a membrana (CB-COL)-HA do que em relagéao
ao defeito tratado com a membrana (CB-COL)-HA OGP [10-14], sugerindo que o
peptideo promoveu uma maior estabilidade no processo de modelacdao e
remodelacdo 6ssea também para este grupo como ao observado para o grupo I,
isto é, as trabéculas Osseas formadas apresentaram-se aparentemente mais
espessas do que as do subgrupo Vd; dados estes que corroboram aos dados
observados para densidade 6ssea (Vd 1,96 mmPb e Ve 2,18 mmPb; p<0,01), ou
seja, as trabéculas Osseas observadas no subgrupo Ve, apesar de imaturas,
apresentaram mais mineralizadas do que as observadas no subgrupo Vd. Com
esses resultados observados sugeriu-se que a hidroxiapatita incorporado ao
compésito CB-COL nado favoreceu uma maior deposicdo de matriz ostedide e
posterior mineralizacdo, sendo que somente com a adsorcdo do peptideo foi
possivel manter um padrao de neoformacgao e mineralizagdo éssea semelhantes aos
defeitos tratados com as membranas CB-COL OGP [10-14], (CB-HA)-COL e (CB-
HA)-COL OGP [10-14] apresentando praticamente a mesma eficacia aos 15 dias de
pds-operatério comparado a essas respectivas membranas, onde se observou
também que o espago intramedular apresentou-se reparado, e a cortical dssea
interna apresentou-se como uma linha mais radiopaca e reparada nos dois
subgrupos, Vd e Ve, como observado também para o grupo IV; porém padrdao de
reparacgao inferior aos das membranas CB-HA e CB-HA OGP [10-14].

Neste grupo V, a partir do 152 dia, a densidade éssea também aumentou de
forma crescente até o ultimo periodo observado para as membranas, (CB-COL)-HA
e (CB-COL)-HA OGP [10-14]. Aléem disso, as imagens radiograficas também
revelaram que peptideo OGP [10-14] favoreceu a neoformacédo da cortical 6ssea
interna mais rapidamente, diferente para as membranas sem o peptideo para os

grupos Il e Ill, porém, neste grupo V, a membrana (CB-COL)-HA também favoreceu
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a neoformacdo da cortical 6ssea interna, embora a densidade éssea do 0sso
neoformado tenha sido menor do que a membrana com peptideo (Tabela 15). No
entanto, os cortes histolégicos revelaram que as corticais 6sseas internas nao
estavam reparadas no centro dos defeitos ésseos desses grupos (I, 1l e V) como
observado em 07 dias para o grupo V.

Ainda neste periodo, observou-se que as trabéculas ésseas dos subgrupos,
Vd e Ve, também estavam circundadas por grandes espacos medulares e
apresentavam osteoblastos ativos adjacentes a estas trabéculas 6sseas (Figuras
90C-F). Matriz ostedide também foi observada em processo de mineralizagao
adjacentes ao tecido conjuntivo denso entre a membrana e o defeito 6sseo em
reparacao, e adjacente as paredes dos defeitos 6sseos (Figuras 90E e F). A partir
dos 15 dias de pds-operatério observou-se auséncia de infiltrado inflamatério em
todos os espécimes do grupo V.
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Figura 90 — Grupo V: 15 dias. A e B: remodelagao 6ssea das trabéculas imaturas (NF) no interior dos
defeitos 6sseos e também da medula 6ssea (MO), e observa-se a presenca das membranas (CB-
COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (asterisco) em A, observa-se trabéculas ésseas mais
finas do que em B; C e D: remodelagao éssea das trabéculas ésseas neoformadas (NF) com grandes
espagos medular (em), osso jovem (O) adjacente a parede do defeito ésseo (DO); E e F: observa-se
em maior aumento presencga de osteoblastos ativos (cabegas de setas), osso jovem (O) adjacente ao
defeito 6sseo (DO) e as trabéculas ésseas imaturas (T).
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As imagens radiograficas revelaram que a cortical 6ssea foi totalmente
reparada aos 30 dias de pds-operatorio para ambos os subgrupos Vd e Ve,
mostrando que a membrana (CB-COL)-HA promoveu o0 mesmo padréo de reparagao
do defeito 6sseo, mas com uma densidade 6ssea com valor menor do que com a
membrana (CB-COL)-HA OGP [10-14] (Figuras 87 e 88). Comportamento
semelhante observado também para os subgrupos llle e IVe, mas com valores de
densidade do osso neoformado diferentes. As analises histol6égicas mostraram que
os defeitos dsseos também se apresentaram reparados por tecido 6sseo em fase de
modelagdo de o0sso trabecular a lamelar (osso composto), como observado nos
grupos I, II, Ill e IV (Figuras 91A-D). No entanto, em estagios de organizacao de
deposi¢cdo de matriz mineralizada como observado no grupo Il. O tecido ésseo
neoformado nos defeitos 6sseos de ambos os subgrupos, Vd e Ve, apresentaram
fibras colagenas organizadas de maneira similar aos grupos | e Il, com lamelas
concéntricas em volta dos espagcos medulares e dos Osteons; lamelas intersticiais
também foram observadas entre os numerosos vasos sanguineos e poucos osteons,
porém mais evidentes do que nos grupos | e Il (Figuras 91E e F). Além do padrao
histol6gico desses tecidos 6sseos neoformados no grupo V serem similar ao grupo
Il, a densidade éssea mensurada para os subgrupos Vd (2,37 mmPb) e Ve (2,49
mmPb) apresentaram densidade 6ssea com valor semelhantes aos dos subgrupos
lld (2,31 mmPb) e lle (2,52 mmPb), respectivamente. A medula éssea apresentou-se
organizada com auséncia de trabéculas 6sseas aos 30 dias. Células multinucleadas

adjacentes as membranas foram observadas neste periodo (Figuras 92A e B).



Resultados e Discussao 174

Figura 91 — Grupo V: 30 dias. A e B: reparagdo do defeito 6sseo por osso composto (RO), parede do
defeito ésseo (DO) e medula 6ssea reparada (MO), e observa-se a presenca das membranas (CB-
COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: presenga de vasos sanguineos
(setas pretas), 6steons (cabegas de setas) e espagos medulares no interior do tecido 6sseo reparado
(RO); E: formagao de lamelas concéntricas (seta azul) envolvendo os espagos medulares no tecido
6sseo neoformado e lamelas intersticiais bem definidas (setas vermelhas); F: nota-se formagao de
lamelas concéntricas (seta azul) envolvendo os Osteons (cabeca de seta) no tecido 6sseo
neoformado e vasos sanguineos (seta preta) e também lamelas intersticiais bem definidas (setas
vermelhas).
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Figura 92 — Grupo V: 30 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as membranas (CB-COL)-
HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (setas).

No periodo de 120 dias, a cortical 6ssea apresentou-se reparada para os
subgrupos Vd e Ve, cuja regidao dos defeitos apresentou-se integra, mas com
lacunas radiolucidas principalmente para o subgrupo Ve, o que pode ter favorecido o
valor de densidade 6ssea ser menor neste periodo (2,85 mmPb) em comparagao ao
subgrupo Vd (3,18 mmPB). Histologicamente, o tecido ésseo no local defeito
apresentou-se com caracteristica de osso maduro nos dois subgrupos, Vd e Ve
(Figuras 93A-D); no entanto, em menor espessura do que o tecido ésseo adjacente
os defeitos dsseos reparados; presenca de lamelas concéntricas, intersticiais e
paralelas bem definidas, numerosos 6steons e vasos sanguineos (Figuras 93E e F);
as lamelas paralelas apresentaram-se na maioria dos espécimes em maior
expressao na regiao das corticais 6sseas externa para os subgrupos Vd e Ve.
Embora apresentarem caracteristicas histolégicas semelhantes, o subgrupo Ve
apresentou aparentemente maiores espacos medulares no tecido 6sseo reparado
em relacao ao subgrupo Vd, corroborando aos valores mensurados para densidade
6ssea em 120 dias. Desta forma, a membrana (CB-COL)-HA OGP [10-14] aos 120
dias ndo apresentou padrao similar de reparacao e densidade 6ssea em relacao as
membranas contendo OGP [10-14] dos outros grupos tratados. As membranas (CB-
COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14] também foram observadas aos 120 dias; e
adjacente a estas membranas observou-se presenca de células multinucleadas
adjacentes a essas membranas (Figuras 94A e B). Com os dados estatisticos pode-

se avaliar que estas membranas também néo sao reabsorviveis (p>0,05), pois nao
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apresentaram diferenca estatisticamente significante de reabsorcdo entre os
periodos de analises de 07 a 120 dias.

Figura 93 — Grupo V: 120 dias. A e B: reparacao do defeito 6sseo por osso maduro (OM) e medula
O0ssea reparada (MO); em B observa-se presenga de espacos medulares no interior do 0sso
reparado; presenga das membranas (CB-COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (asterisco); C
e D: lamelas concéntricas em torno dos Osteons (setas pretas) no tecido ésseo reparado (OM) e
presenca de lamelas paralelas na regido da cortical éssea interna (C e D), e adjacente aos espagos
medulares no interior do osso reparado (D) (setas verdes); E e F: presenga de lamelas concéntricas
(setas azuis) em torno dos Osteons (setas pretas) e lamelas paralelas (seta verde); em E, vasos
sanguineos (cabecgas de setas).

(CB-COL)-HA
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Figura 94 — Grupo V: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as membranas (CB-
COL)-HA (A) e (CB-COL)-HA OGP [10-14] (B) (setas).

Grupo VI: Membranas de (CB-HA)-COL e (CB-HA)-COL OGP [10-14]

As Figuras 95 e 96 mostram as imagens radiograficas para o grupo VI, lado
direito (VId) e esquerdo (Vle), respectivamente, nos referidos periodos de analise.
Ao sétimo dia, ambas as membranas, (CB-HA)-COL e (CB-HA)-COL OGP [10-14],
promoveram uma reparagao do espago intramedular e também reparagéo da cortical
0ssea interna, porém cortical 6ssea interna apareceu em estagio mais avangado de
reparacao para o subgrupo VId; imagens semelhantes as dos subgrupos Ve e Vd e
Ve descritas anteriormente. Os valores de densidade 6ssea mensurados para o
osso neoformado no interior dos defeitos para os subgrupos VId e Vle nos periodos
de 07, 15, 30 e 120 dias foram para VId: 1,59 +£ 0,02, 2,15 + 0,11, 2,56 + 0,13 € 2,84
+ 0,17 mmPb, respectivamente, e para Vle: 1,84 + 0,11, 2,11 £ 0,11, 2,33 £ 0,17 e
3,16 £ 0,18 mmPb, respectivamente.

No entanto, os cortes histolégicos demonstraram que nao ocorreu a
reparagcao no centro dos defeitos 6sseos, como observado também para os grupos
descritos acima (Figuras 97A e B).

No grupo VI, ao sétimo dia, foi observado histologicamente a presenca de
neoformagao éssea trabecular no interior dos defeitos ésseos para ambos os
subgrupos, VId e Vle, com osteoblastos ativos adjacentes a trabéculas Osseas
imaturas circundadas por grandes espagos medulares preenchidos por tecido
mesenquimal (Figuras 97A-D).
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Figura 95 - Imagens radiograficas digital do subgrupo VId — A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliagcao das
respectivas imagens na regidao do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito 6ésseo, e em 7
dias observa-se a cortical éssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
Ossea totalmente reparada.

(CB-HA)-COL

imediato

Figura 96 - Imagens radiograficas digital do subgrupo Vle — A) Imagens radiograficas mostrando o
defeito 6sseo imediato e nos periodos de 07, 15, 30 e 120 dias, respectivamente; B) Ampliacdo das
respectivas imagens na regido do defeito 6sseo; as setas brancas indicam o defeito ésseo, e em 7
dias observa-se a cortical dssea interna praticamente reparada e em 30 dias observa-se a cortical
6ssea totalmente reparada.

(CB-HA)-COL OGP (10-14)

imediato

(CB-HA)-COLOGP (10-14)

o

imediato

Os defeitos 6sseos tratados com as respectivas membranas apresentaram

reparacao 6ssea similar aos grupos I, lll e V. Embora, o subgrupo VId apresentar
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trabéculas 6sseas aparentemente mais espessas, em 07 dias de pds-operatério, em
relagdo ao subgrupo Vle, apresentou valor para densidade 6ssea inferior do que os
defeitos tratados com a membrana (CB-HA)-COL OGP [10-14] (VId: 1,59 mmPb e
Vie: 1,84 mmPb); além disso, a membrana (CB-HA)-COL OGP [10-14] foi a que
apresentou um valor maior para densidade éssea neste periodo de analise (p<0,01).
Ainda no subgrupo Vle, pode-se observar, presenca predominante de matriz
ostedide adjacente as paredes dos defeitos O0sseos formando trabéculas 6sseas
imaturas (Figura 97F). Os resultados observados, neste periodo, para o grupo VI
sugerem que a membrana (CB-HA)-COL OGP [10-14] favoreceu o inicio de
mineralizacdo do osso primario mais cedo do que a membrana (CB-HA)-COL.
Apesar do peptideo OGP [10-14] também favorecer inicio de mineralizagdo do 0sso
primario mais precocemente para o compoésito CB-COL (subgrupo [Ve), a
neoformacao 6ssea observada para a membrana (CB-HA)-COL OGP [10-14] se
apresentou em estagio superior de mineralizagdo, ou seja, a presenca de
hidroxiapatita na membrana pode ter sido o fator responsavel por promover uma
maior mineralizacdo destas trabéculas o6sseas. No entanto, a incorporacdo de
colageno ao composito CB-HA promoveu um aumento consideravel na neoformagao
Ossea inicial somente quando o peptideo foi adsorvido ao compésito (CB-HA)-COL
(Figura 97A) com maior densidade 6ssea (1,84 mmPB) comparado aos defeitos
0sseos tratados com as membranas CB-HA e CB-HA OGP [10-14] (llid: 1,76 mmPb
e llld: 1,65 mmPb, respectivamente); e o compésito (CB-COL)-HA promoveu uma
neoformagao 6ssea inicial com valores de densidade éssea préximos aos defeitos
tratados com as membranas CB-COL OGP [10-14] e (CB-COL)-HA, ou seja, a
membrana (CB-HA)-COL apresentou a mesma eficacia nos primeiros sete dias de
pds-operatério comparado a essas respectivas membranas (vide Tabela 15). A
medula dssea apresentou-se com presenca de neoformacdo Ossea trabecular
imatura preenchendo parcialmente o espaco do canal medular (Figuras 97A e B).
Infiltrado inflamatério de intensidade moderada foi observado adjacente as
membranas para ambos os subgrupos, Vid e Vle (p>0,05), no entanto, apresentou
significancia estatistica quando comparado aos grupos controle e |. Neste grupo VI,
a densidade Ossea também aumentou de forma crescente até o ultimo periodo
observado para as membranas, (CB-HA)-COL e (CB-HA)-COL OGP [10-14].
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Figura 97 — Grupo VI: 07 dias. A e B: neoformagao éssea trabecular imatura no interior dos defeitos
0sseos (NF); observa-se presenga de tecido conjuntivo (TC) no interior do defeito ésseo em A, e
presenga das membranas (CB-HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (asterisco) e infiltrado
inflamatério (l); C e D: neoformagédo 6ssea trabecular imatura (NF); osso jovem (O) adjacente a
parede do defeito ésseo (DO) e ao canal medular; infiltrado inflamatério (l) e respectivas membranas
(asterisco); E e F: observa-se em presencga de osteoblastos ativos (cabecas de setas) e neoformagao
Ossea trabecular (O), a qual ndo apresenta-se mineralizada, e osteoblastos sendo englobados pela
matriz (setas).
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Ao 15° dia, o valor da densidade éssea na regiao central do defeito em
reparagcao para ambas as membranas (CB-HA)-COL e (CB-HA)-COL OGP [10-14]
foi similar, além disso, esses valores também foram proximos aos observados para
as membranas, CB-COL, CB-COL OGP [10-14] e (CB-COL)-HA OGP [10-14]. De
acordo com os resultados descritos acima, ressalta-se mais uma vez que estes
quatro tipos de membranas apresentaram praticamente a mesma eficacia nos 15
dias de pds-operatério. As imagens radiograficas referidas ao periodo de 15 dias
mostraram que o0 espaco intramedular também se apresentou reparado, e a cortical
0ssea interna apresentou-se ainda em formagéao, porém praticamente reparada nos
dois subgrupos, VId e Vle, como observado também para os grupos IV e V.

No entanto, os cortes histolégicos da regido central da reparacdo Ossea
mostraram que os defeitos 6sseos apresentaram-se reparados por 0sso trabecular
imaturo; como descrito anteriormente, analisando as imagens radiograficas, sugeriu-
se também que a cortical éssea interna somente nao se apresentou reparada na
regido central do defeito 6sseo (Figuras 98A-D); nas Figuras, 98C e D, observou-se
que a remodelacao éssea foi similar em ambos os subgrupos, VId e Vle, e mostrou-
se uma remodelacao intensa na medula 6ssea (Figuras 98A e B). As trabéculas
Osseas apresentaram-se aparentemente mais espessas € mais mineralizadas nos
subgrupos VId e Vle (Figuras 98E e F) do que observado no periodo anterior; com
densidade 6ssea préxima quando comparado aos subgrupos IVd, IVe e Ve, porém
em menor densidade éssea quando comparado ao grupo Il e maior quando
comparado ao grupo ll, e subgrupo Vd.

As trabéculas ésseas destes subgrupos, VId e Vle, estavam circundadas por
grandes espagos medulares e apresentavam osteoblastos ativos adjacentes a estas
trabéculas 6sseas (Figuras 98C-F); além disso, presenca de formagdo de matriz
ostedide em processo de mineralizacdo adjacentes a membrana e as paredes dos
defeitos ésseos (Figuras 98E e F). Com esses resultados histolégicos observados
sugeriu-se que o colageno incorporado ao composito CB-HA nao favoreceu uma
maior deposigdo de matriz ostedide e posterior mineralizagdo, sendo que somente
com a adsorgdo do peptideo foi possivel manter um padrdo de neoformagéo e

mineralizacao éssea mais eficaz somente em sete dias de p6s-operatdrio.
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Figura 98 — Grupo VI: 15 dias. A e B: remodelagao 6ssea das trabéculas imaturas (NF) no interior
dos defeitos 6sseos e também da medula 6ssea (MO), e observa-se a presenga das membranas (CB-
HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: remodelagdo dssea das trabéculas
6sseas neoformadas (NF) com grandes espagos medular (em), osso jovem (O) adjacente a parede
do defeito 6sseo (DO) e infiltrado inflamatério (1); E e F: presenga de osteoblastos ativos (cabegas de
setas) e osso jovem (O) adjacente ao defeito 6sseo (DO) e as trabéculas 6sseas imaturas (T).
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Entretanto, com os resultados observados pelas imagens radiograficas
sugeriu-se que a presenca de colageno nos compdsitos favoreceu uma reparagao
da cortical 6ssea interna independentemente da presenca do peptideo OGP [10-14],
mas 0s compaositos ou membranas sem colageno na composi¢ao, o peptideo esteve
relacionado na promocado da neoformacdo da cortical Ossea interna mais
rapidamente, diferente para as membranas sem o peptideo como CB e CB-HA.

O infiltrado inflamatério permaneceu com intensidade leve em todos os
espécimes nos dois subgrupos (p>0,05).

Aos 30 dias, as imagens radiogréficas revelaram que a cortical 6ssea também
se mostrou totalmente reparada para ambos os subgrupos VId e Vle, mostrando que
a membrana (CB-HA)-COL promoveu o mesmo padrdo de reparagdo do defeito
0sseo e com uma densidade éssea com valor maior do que com a membrana (CB-
HA)-COL OGP [10-14] (Figuras 95 e 96). Histologicamente os defeitos &ésseos
também se apresentaram reparados por tecido 6sseo em fase de modelacao de
0sso trabecular a lamelar (osso composto), como observado nos grupos |, I, lll, IV e
V (Figuras 99A-D). No entanto, em estagios de organizagao de deposicao de matriz
mineralizada como observado nos grupos Il e V. O tecido ésseo neoformado nos
defeitos 6sseos de ambos os subgrupos, VId e Vle, apresentaram fibras colagenas
organizadas de maneira similar aos grupos Il, IV e V, com lamelas concéntricas em
volta dos espacos medulares e dos ésteons; lamelas intersticiais também foram
observadas entre 0s numerosos vasos sanguineos e de Osteons, porém mais
evidentes no subgrupo Vle (Figuras 99E e F). No subgrupo Vle, predominou-se
lamelas paralelas na maioria dos espécimes principalmente na regido da cortical
O0ssea externa (Figura 99D). Confrontando com os valores mensurados para a
densidade 6ssea revelou-se que as membranas (CB-HA)-COL e (CB-HA)-COL OGP
[10-14] promoveu um padrao de reparagao 6ssea similar em 30 dias préximo aos
valores observados para os subgrupos tratados lld, lle, IVd, Vd e Ve, e inferior aos
subgrupos e Vle e ao grupo lll (Tabela 15). Ainda neste periodo, observou-se que a
medula 0ssea apresentou-se organizada com auséncia de trabéculas dsseas, e
também se observou auséncia de reacao inflamatéria adjacente as membranas nos
subgrupos 1Vd e IVe e presenca de algumas células multinucleadas adjacentes a

essas membranas (Figuras 99C e D, ampliagao).
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Figura 99 — Grupo VI: 30 dias. A e B: reparagao do defeito 6sseo por osso composto (RO), parede
do defeito 6sseo (DO) e medula éssea reparada (MO), e observa-se a presenca das membranas (CB-
HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (asterisco); C e D: presenca de vasos sanguineos
(setas pretas), 6steons (cabegas de setas) e espagos medulares no interior do tecido ésseo reparado
(RO); em D, presenca de lamelas paralelas na regiao do cortical 6ssea externa; E e F: formacéo de
lamelas concéntricas (setas azuis) envolvendo os espagos medulares e os Osteons (cabegas de
setas) no tecido 6sseo neoformado e lamelas intersticiais bem definidas (setas vermelhas); vasos
sanguineos (setas pretas).
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No periodo de 120 dias, a cortical 6ssea apresentou-se reparada para ambos
0s subgrupos VId e Vle, sendo que as regides dos defeitos apresentaram-se
integras sem presenca de lacunas radiolucidas como observado para o grupo V. Os
valores para densidade do osso neoformado neste periodo foram de 2,84 mmPb
para o subgrupo VId e de 3,16 mmPb para o subgrupo Vle mostrando que o
peptideo favoreceu uma maior densidade 6ssea aos 120 dias em comparagao ao
defeito tratado com a membrana (CB-HA)-COL, porém nao estatisticamente
significante (p>0,05). As andlises histologicas mostraram que o tecido 6sseo no local
do defeito apresentou-se com caracteristica de osso maduro nos subgrupos, VId e
Vle (Figuras 100A-D); presenga de lamelas concéntricas, intersticiais e paralelas
bem definidas, numerosos 6steons e vasos sanguineos (Figuras 100E e F); as
lamelas paralelas apresentaram-se na maioria dos espécimes em maior quantidade
na regidao da cortical éssea interna para os dois subgrupos VId e Vle. Embora
apresentassem caracteristicas histologicas semelhantes, aos valores mensurados
para densidade déssea apresentou-se ligeiramente maior para subgrupo Vle do que
para o subgrupo VId. Desta forma, pode-se sugerir que a membrana (CB-HA)-COL
OGP [10-14] aos 120 dias pode favorecer mais o processo de mineralizacao do que
a membrana (CB-HA)-COL.

Contudo, os resultados das imagens radiograficas e andlise histologica
revelaram que a densidade 6ssea foi similar para ambos os grupos dos compdsitos
(CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL ap6s 30 dias de pos-operatério, mesmo com a
adsorcao do peptideo OGP [10-14]. Portanto, a ordem de incorporacéo do colageno
e da apatita, bem como, a fase de apatita incorporada, carbonato-apatita ou CDHA,
nao interferem no processo de regeneracao do tecido ésseo.

As membranas (CB-COL)-HA e (CB-COL)-HA OGP [10-14] também foram
observadas aos 120 dias de poés-operatério; e adjacente a estas membranas
observou-se presenca de células multinucleadas adjacentes a essas membranas
(Figuras 101A e B). Com os dados estatisticos pode-se avaliar que estas
membranas também ndo sdo reabsorviveis (p>0,05), pois nao apresentaram
diferenga estatisticamente significante de reabsorgcdo entre os periodos de andlises
de 07 a 120 dias. Os valores médios da reabsorcdo das membranas estao

mostrados na Tabela 16.
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Figura 100 — Grupo VI: 120 dias. A e B: reparacéo do defeito 6sseo por osso maduro (OM) e medula
Ossea reparada (MO); presenca das membranas (CB-HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B)
(asterisco); C e D: lamelas concéntricas e intersticiais bem definidas no osso maduro (OM) e
presenca de lamelas paralelas na regido da cortical 6ssea interna (C e D) e externa (D) (setas
verdes); E : presenca de lamelas concéntricas (setas azuis) em torno dos ésteons e intersticiais
(estrelas); F: presenca de lamelas concéntricas (setas azuis) em torno dos Osteons e lamelas
paralelas (setas verdes) e intersticiais (estrelas).

(CB-HA)-COL OGP [10-14]
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Figura 101 — Grupo VI: 120 dias. Células gigantes multinucleadas adjacentes as membranas (CB-
HA)-COL (A) e (CB-HA)-COL OGP [10-14] (B) (setas).

Tabela 16 — Valores mensurados para a espessura das respectivas membranas estudadas nos
seguintes periodos de andlise 07, 15, 30 e 120 dias. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrao (letras diferentes indicam diferenca estatisticas entre os grupos e tempos (p < 0,05).

Tempo (dias)

Membranas 7 15 30 120

M DP M DP M DP M DP
CB 0.04 0.01 Aa 0.04 0.00 Aa 0.06 0.01 Aa 0.04 0.01 Aa
CB OGP [10-14] 0.13 0.03 BCa 0.11 0.03 BCa 0.12 0.02 BCDa 0.10 0.00 Ba
CB-COL 0.12 0.01 Bca 0.10 0.02 Ba 0.08 0.00 ABa 0.11 0.02 Ba
CB-COL OGP [10-14] 0.09 0.01 Ba 0.10 0.02 Ba 0.12 0.01 BCDa 0.11 0.02 Ba
CB-HA 0.18 0.02 Db 0.15 0.04 Cab 0.13 0.03 cpba 0.14 0.03 BCa
CB-HA OGP [10-14] 0.15 0.01 cba 0.14 0.01 BCa 0.13 0.01 cba 0.14 0.01 BCa
(CB-COL)-HA 0.14 0.01 BcDa 0.10 0.01 Ba 0.11 0.01 ABCa 0.11 0.01 Ba
(CB-COL)-HA OGP [10-14] 0.10 0.01 Ba 0.11 0.01 BCa 0.12 0.02 BCDa 0.13 0.02 BCa
(CB-HA)-COL 0.12 0.02 BCa 0.14 0.01 BCa 0.13 0.01 cpba 0.12 0.03 BCa

(CB-HA)-COL OGP [10-14] 0.12 0.01 BCa 0.15 0.02 Ca 0.16 0.01 Da 0.16 0.02 cCa
Conjunto de letras mailsculas indica diferenga entre os grupos num mesmo periodo e as letras
minusculas indicam diferenga do mesmo grupo em fungéo do tempo.

Para tentar compreender melhor o comportamento da reabsorcdo da
membrana de CB foi proposto um modelo de regressédo para estimar a reabsorgéo
da membrana em funcdo do tempo de implantagdo in vivo de acordo com o
protocolo cirurgico apresentado (Figura 102). O coeficiente de correlagcdo entre a
reabsorgao e o tempo foi r = 0,8465, podendo-se dizer que ha uma correlagao forte.
Na Figura 102, nota-se uma tendéncia decrescente em fungcédo do tempo, portanto
espera-se em um periodo maior de implantacao por intermédio de reacgéao tipo corpo

estranho e hidroliticas a CB possa ser degradada.
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Figura 102 — Tendéncia linear proposta para reabsorgao da membrana de CB versus o tempo.
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Contudo, para que este modelo de regressao proposto possa ser realmente
empregado, o mesmo precisa ser melhor ajustado; desta forma, propéem-se realizar
em estudos futuros andlises em tempo intermediario a 30 e 120 dias e maior que
120 dias para que enfim possa determinar o tempo de reabsor¢cao da membrana de
CB.

Em geral, os resultados das analises radiograficas e histoldgicas sugerem que
o peptideo OGP [10-14] favoreceu uma reparagdo 0ssea mais rapida e com um
valor de densidade éssea maior, mas esta eficacia foi diretamente dependente do
tipo de carreador utilizado, sendo que a membrana CB-HA OGP [10-14] promoveu
uma melhor reparagdo éssea comparada as outras membranas aos 15 e 30 dias, no
entanto em 07 dias a membrana (CB-HA)-COL OGP [10-14] favoreceu um inicio de
neoformagéao 6ssea com uma densidade 6ssea maior que os outros grupos. Além
disso, esses resultados comprovaram que a adsorgao do peptideo OGP [10-14] as
membranas conferiu a elas a propriedade de osteoinducdo, e as membranas
contendo HA e colageno foram mais osteocondutivas até os primeiros 15 dias de
pds-operatério do que as membranas de CB, e as membranas CB-HA foram mais
bioativas. Consequentemente, a troca i6nica entre os ions célcio e fosfato dos
compositos e dos fluidos corporais da interface osso/membrana promoveram a
deposicao de maior fase de cristais de HA as trabéculas ésseas neoformadas.

Quando os biomateriais a base de fosfato de calcio sdo implantados em
tecido ésseo, 0 aumento de pH, na interface material-osso, promovido pela liberagcao
dos ions Ca**, estimula a atividade da fosfatase alcalina (pH 6timo em torno de 8,5 a
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10,3) e concomitantemente os osteoblastos ativos sdo estimulados a sintetizar mais
fosfatase alcalina. Dessa maneira, o pH da interface biomaterial/tecido se
restabelece gradativamente pela da acdo dos tampdes biolégicos e diminuicao de
mediadores quimicos no local produzidos pelos leucdcitos e principalmente pela a
liberacdo de fons POs;* dos tecidos adjacentes pela acdo fosfatase alcalina
promovendo a nucleagao de cristais de HA as fibras colagenas.

Este processo dindmico ndo ocorre em sistemas in vitro, como descrito
anteriormente, a concentragcao de fosfatase alcalina nao é suficiente para equilibrar o
pH do meio de cultura, assim a ac&o desta enzima pode ser inibida ou ficar limitada
para liberar ions POs* no sistema. Hipétese, que pode justificar o atraso na ades&o
celular nos primeiros dias de cultura e as taxas de viabilidade celular e de atividade
de fosfatase alcalina das culturas crescidas sobre as membranas contendo HA,
principalmente as do grupo do compésito CB-HA. No entanto, as membranas (CB-
COL)-HA, (CB-COL)-HA OGP e (CB-COL)-HA OGP [10-14] apresentaram maior
adesdo e proliferacao celular e atividade da fosfatase alcalina em relagcdo as
membranas dos grupos CB-HA e (CB-HA)-COL. Apesar do compésito (CB-COL)-HA
conter apatita em sua composigao, a fase precipitada neste compésito foi carbonato-
apatita, a qual a dissolugdo € mais rapida em relagéo a hidroxiapatita deficiente em
célcio presente nos compositos CB-HA e (CB-HA)-COL, o que pode ter favorecido o
restabelecimento do pH mais cedo e ainda a quantidade de ions Ca®* neste tipo de
apatita € menor. A taxa de dissolugdo de bioceramicas esté relacionada com razéo
molar Ca/P, ou seja, quanto maior for a razdo molar Ca/P menor a solubilidade. A
ordem de solubilidade de alguns fosfatos de célcio precursores da HA
estequiométrica é a seguinte: fosfato de octacalcio (OCP) — Ca/P: 1,33> B-fosfato de
tricalcio (B -TCP) — Ca/P: 1,48 > hidroxiapatita deficiente de célcio (CDHA) — Ca/P:
1,5 > hidroxiapatita (HA) — Ca/P: 1,67. Essa diferenca de dissolugédo e dependente
da composicédo e das e propriedades cristalograficas dos fosfatos de calcio, sendo
que, a HA estequiométrica (Ca/P=1,67) é quase insolluvel em fluidos corporais (LE
GUEHENNEC et al., 2004; MISCH, 2006).

Apesar dos defeitos ésseos, do grupo controle, em 30 dias estarem reparados
por osso maduro, este 0sso demonstrou ser menos denso e consequentemente
menos denso com relagdo aos grupos tratados com membranas. Esta caracteristica
biol6gica do tecido 6sseo neoformado, neste grupo controle, pode ser devido a

reparacao 6ssea ser de primeira intencdo nestes defeitos do que nos defeitos
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6sseos dos grupos tratados por regeneracao éssea guiada que a reparacao éssea
ocorreu por segunda intencao.

Todas as membranas analisadas no estudo in vivo apresentaram-se
biocompativeis € ndo promoveram reacdo inflamatéria apés 30 dias, sendo que
todas as membranas aos 120 dias mostraram-se com caracteristica de material
biotoleravel, com fina camada de tecido conjuntivo adjacente as membranas ou
inexistente na maioria dos espécimes e com presengca de poucas células
multinucleadas adjacentes as respectivas membranas. Na literatura, estudos
utilizando materiais de CB pura implantados em subcutaneo de ratos (HELENIUS et
al., 2006) ou enxertados em artérias de suinos (WIPPERMANN et al., 2009) nao
apresentaram reagdes inflamatérias agudas ou de corpo estranho até 90 dias de
pbds-operatério. Salata et al. (2001) realizaram regeneracao Ossea guiada em
defeitos ésseos mandibulares empregando CB e observaram células gigantes tipo
corpo estranho em 30 dias de pés-operatério. Contudo, neste trabalho a maioria das
células gigantes de corpo estranho foi observada ap6s 120 dias de pds-operatorio.
Estudos prévios realizados com scaffolds de celulose vegetal revelaram que quando
implantados em subcutdneo de ratos também apresentaram reacdo de corpo
estranho em 120 dias (MARTSON et al., 1999). Scaffolds de celulose vegetal
regenerada com hidroxiapatita quando implantados em defeitos 6sseos em fémur de
ratos promoveram uma intensa reacao inflamatéria em 15 dias e reacdao de corpo
estranho até um ano de pos-operatério, cujos scaffolds foram preenchidos por tecido
conjuntivo e nao promoveram reparacao dos defeitos 6sseos (EKHOLM et al., 2005).

Este padréo de reacao inflamatéria crénica pode ser observado em scaffolds
de colageno e OCP, no periodo de 15 dias, onde células gigantes foram observadas
adjacentes ao material (KAMAKURA et al., 2006).

O tamanho dos cristais de HA presente nos biomateriais deve ser levando em
consideracao, pois substancias com particulas de tamanho que possa ser fagocitado
podem estimular a resposta inflamatéria devido a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias pelos macréfagos durante a fagocitose. Implantes e particulas maiores
do que os fagécitos mononucleares nao provocam reagdes inflamatérias acentuadas
porque as células ndo sdo capazes de fagocitar o implante segundo Oréfice et al.,
(2006). Os macrofagos sao capazes de fagocitar particulas muito pequenas (< 5 um)
enquanto particulas de tamanho maior (> 10 um) induzem a formacéao de células

gigantes tipo corpo estranho, cuja caracteristica foi observada para as membranas



Resultados e Discussdo 191

implantadas nesse estudo; a localizagdo do tecido, tamanho e forma do material sdo
fatores que podem influenciar em reagdes tipo corpo estranho (ANDERSON et al.,
2008), e segundo os dados da caracterizagdo fisico-quimica das membranas
contendo HA, os cristais de HA sido de ordem nanométrica, sugerindo que o
tamanho destas estruturas favorece a atividade macrocitica, levando também a
fusdo das células para formar células gigantes tipo corpo estranho em periodos
longos.

Na literatura, estudos sobre o preparo e caracterizagdo fisico-quimica de
compositos de CB-HA estdo bem difundidos, porém ha poucos estudos in vitro
relacionados a estes compédsitos (FANG et al., 2009; GRANDE et al.,, 2009;
ZIMMERMANN et al., 2011); além disso, ndo ha relatos na literatura de estudos in
vivo com compdésitos CB-HA. Apesar de ter poucos estudos com compoésito a base
de CB e colageno, somente em dois estudos in vitro (WIEGAND ET AL., 2006;
ZHIJIANG; GUANG, 2011), este composito apresentou ser promissor. No entanto,
tanto estudos in vitro quanto in vivo relacionados a membrana de CB sdo bem
difundidos na literatura, cujos estudos tém revelado que as membranas de CB sao
um biomaterial em potencial para aplicagcdes em regeneracao tecidual devido a suas
excelentes propriedades biolégicas (FONTANA et al., 1990; NOVAES JR et al.,
1990; MELLO et al., 1997; DOS ANJOS et al.,, 1998; BATISTA et al., 1999;
SIMONPIETRI et al., 2000; KLEMM et al., 2001; KLEMM et al., 2005; HELENIUS et
al., 2006; MENDES et al., 2009).

Resultados clinicos promissores foram obtidos utilizando membranas de CB
em defeitos periodontais intra-6sseos (NOVAES JR et al., 1990; DOS ANJOS et al.,
1998; SIMONPIETRI et al., 2000) ou peri-implantares (NOVAES; NOVAES, 1993)
em regeneragdo Ossea guiada. Além disso, a reparagdo Ossea, em defeitos
periodontais e formagédo de tecido mole em locais de recessdo gengival, foi efetiva
utiizando as membranas de CB, as quais apresentaram resultados similares aos
obtidos com membranas de politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) (DOS ANJOS
et al., 1998). Por outro lado, De Macedo et al. (2004) observaram que os defeitos
0sseos tratados com as membranas de CB apresentaram uma formagédo déssea
lamelar incompleta em relacdo aos defeitos tratados com membranas de e-PTFE,
onde se verificou osso lamelar maduro.

Desta forma, os resultados obtidos nas andlises radiograficas e histolégicas
para os compdésitos desenvolvidos nesse trabalho sdo pioneiros, além disso, esses



Resultados e Discussdo 192

resultados mostraram que todos compdsitos foram compativeis as estruturas
examinadas, bem como, mostraram-se ser materiais em potencial para aplicacdo em
regeneragao dssea.

Os resultados obtidos nos estudos in vitro e in vivo demonstraram que houve
uma limitagdo em trabalhar com os peptideos moduladores de fator de crescimento,
OGP e OGP [10-14], pois os resultados obtidos in vitro tiveram comportamento
diferente in vivo, dificuldades estas que também sao relatadas na literatura (PEI, et
al., 2002). O sucesso clinico para aplicacdo de fatores de crescimento esta
relacionado a fatores como dose terapéutica ideal para o sistema em estudo e o
desenvolvimento de um melhor carreador especifico para um determinado fator; e
isto foi observado neste trabalho onde as membranas de CB e de CB-COL foram
melhores carreadores para os peptideos in vitro. No entanto, in vivo os resultados
revelaram que a membrana CB-HA OGP [10-14] foi a que favoreceu a reparagao
com uma densidade éssea consideravel em menor tempo. De acordo com a
literatura, os peptideos OGP e OGP [10-14] administrados por via sistémica com
doses terapéuticas diarias aceleram o processo de reparacao de defeitos ésseos e
fraturas, além de conferir uma massa éssea trabecular maior para estes defeitos
reparados e promover mais rapidamente a transi¢cao do osso imaturo a lamelar (BAB
et al., 1992; SUN; ASHHURST, 1998; BRAGER et al., 2000; CHEN et al., 2000). No
entanto, a liberagao controlada do peptideo OGP em scaffolds de PLGA foi relatado
por Wang et al. (2008), os quais verificaram que os scaffolds contendo OGP foram
mais eficazes do que o grupo controle, que recebeu doses diarias de OGP por
administracdo via sistémica; desta forma, revelando que o efeito local do peptideo foi
mais eficiente do que por administragéo via sistémica.

A reabsor¢cdo de biomateriais esta relacionada a varios fatores, como,
tamanho de particula, porosidade, estrutura quimica (composicao e cristalinidade) e
pH dos fluidos corporais circundantes ao material (MISCH, 2006). Particulas
nanométricas sao reabsorvidas mais rapidamente que as particulas micrométricas,
devido a acdo rapida dos osteoclatos e macréfagos sobre a superficie de particulas
de menor tamanho. Materiais cristalinos também alteram a taxa de reabsorcéo, uma
vez que estruturas cristalinas sdo mais resistentes a reabsorcdo do que estruturas
amorfas ou semi-cristalinas. Além disso, a composicao quimica também €& um fator
importante, por exemplo, impurezas como carbonato de calcio presente na apatita

promovem reabsor¢cao mais rapida desta fase de apatita do que quando se tem uma
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hidroxiapatita estequiométrica, pois as impurezas tornam o cristal mais amorfo. Com
a andlise estatistica observamos que as membranas ndo foram reabsorvidas até o
periodo de 120 dias, devido a matriz de CB (p>0,05). No entanto, membranas CB-
HA revelaram que os cristais de apatita (hidroxiapatita deficiente em calcio) foram
reabsorvidos; houve diferenga estatisticamente significante da degradagdo das
membranas CB-HA entre os periodos de 07 e 120 dias (p < 0,05), e o efeito da
degradacao foi dependente ao periodo analisado (p = 0,03) (Saska et al, 2011).
Mello et al. (1997) observou que a reabsorcdo das membranas de CB, como
substituto de dura-mater em cachorros, foi estatisticamente significante entre os
periodos de 30 e 270 dias de pds-operatério, ou seja, superior ao periodo que foi
observado no presente trabalho. Desta forma, sugere-se que a membrana de CB
possa ser degradada pelo organismo por agcéao de células multinucleadas, porém em
periodos maiores do que relatado na literatura devido ao fato da prépria membrana
nao favorecer a formacdo de intensa reacdo de corpo estranho adjacente as
mesmas.

Uma tendéncia na literatura para tentar resolver o problema da reabsorcao da
CB in vivo é incorporar a membrana, a enzima celulase; cuja enzima é capaz de
quebrar as ligagbes glicosidicas B1—4 da cadeia polimérica, favorecendo a
degradacdo enzimatica da celulose (HU; CATCHMARK, 2011b). A celulase de
Trichoderma reesei incorporada a CB promoveu uma degradacgao progressiva da CB
em SBF, pH 7,4 (HU; CATCHMARK, 2011a).

Contudo, a terapia com peptideos moduladores de fatores de crescimento
0sseo adsorvidos nos biomateriais vem oferecer uma nova abordagem para
aplicagao cirurgica a fim de melhorar a reparacao éssea tanto em tempo de reparo
qguanto em qualidade do osso neoformado. Além disso, a principal indicagéo clinica

destas membranas desenvolvidas é para regeneracao éssea guiada.



Conclusd@o 194

5 CONCLUSOES

Novos compésitos a base de celulose bacteriana, colageno tipo | e
hidroxiapatita foram desenvolvidos, bem como, conferindo a estes compositos,
propriedade osteoindutiva com a adsor¢ao dos peptideos OGP e OGP [10-14].

Com as caracterizagdes fisico-quimicas destes compaositos concluiu-se que:

¢ O protocolo desenvolvido para esterificagdo dos grupos hidroxilas da CB com
residuo de aminoacido Fmoc-Gly foi eficaz para posterior incorporacado das
moléculas de colageno, pois padronizou-se a quantidade de colageno
incorporado as matrizes de CB.

¢ Os resultados indicam que sintese in situ da HA em baixa temperatura é uma
rota eficaz para obten¢do de nanocompdésitos CB-HA, (CB-COL)-HA e (CB-
HA)-COL com boa homogeneidade.

e Os compésitos (CB-COL)-HA e (CB-HA)-COL mostraram algumas
caracteristicas similares ao o0sso natural, como fases de composicao,
tamanho de cristais e cristalinidade de carbonato-apatita e HA deficiente em
calcio, respectivamente.

e Andlise térmica revelou que a esterilizagao por radiacdo gama (20 kGy) néao
interferiu na estabilidade térmica dos materiais, portanto é um método
eficiente para esterilizacdo desses compositos. Além disso, foi possivel
verificar que houve uma padronizacdo do conteddo incorporado aos
compositos tanto de apatita quanto de colageno.

e Em geral, os peptideos conferiram uma superficie mais hidrofobica para a
maioria das amostras, exceto para (CB-HA)-COL, e para CB-COL, cuja
superficie se apresentou mais hidrofilica com adsorcao de OGP e OGP [10-
14], respectivamente.

e Os testes mecéanicos revelaram que os novos compésitos desenvolvidos
apresentaram grandes avangos nas propriedades mecanicas quando se
utilizou colageno e HA para confeccdo de membranas para regeneragao
0ssea, pois a CB serviu como uma excelente matriz para incorporacao do
colageno e da hidroxiapatita, principalmente em relagdo a quantidade de
colageno empregada.
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e A liberacdo controlada do peptideo OGP marcado com 5,6-
carboxifluoresceina nas membranas ocorreu dentro 10 h; apesar do curto
tempo de liberagdo, o peptideo demonstrou uma acdo osteoindutiva
consideravel.

¢ Nos estudos in vitro com cultura priméaria de células osteogénicas foi possivel
observar que as membranas do grupo CB e CB-COL promoveram uma
maior taxa de proliferacdo celular, porém os compositos CB-COL nao
favoreceram diferenciacéao celular num fenétipo osteogénico; bem como, os
compaositos contendo HA, favoreceram um atraso na adesdo, espraiamento
e proliferacdo celular, contudo o compdsito (CB-COL)-HA, com e sem
peptideos, apresentaram uma maior atividade de ALP, sugerindo que a
carbonato-apatita influenciou numa melhor resposta desta enzima devido a
menor quantidade de ions Ca®* no material. Além disso, observou-se que os
peptideos OGP e OGP [10-14] influenciam na proliferacdo celular e o
processo de mineralizacdo dependo do tipo do carreador. Contudo, estes
peptideos conferiram a estes compésitos e a CB propriedade osteoindutiva.

¢ No estudo in vivo observou-se que todos os compdsitos desenvolvidos foram
biocompativeis e que o peptideo OGP [10-14] promoveu densidade 6ssea
ligeiramente maior para os defeitos Osseos tratados dentro de cada
respectivo grupo de membrana. Dentre estes grupos, a membrana CB-HA
OGP [10-14] foi que promoveu uma regeneracao 6éssea mais eficiente aos
30 dias de pds-operatério com uma densidade dssea semelhante as outras
membranas em 120 dias. Dessa forma, estas membranas desenvolvidas
com peptideo foram eficazes para regeneracao 6ssea guiada para o modelo
animal experimental proposto, promovendo a osteocondugdo e a
osteoinducao; além dos compaositos contendo HA serem bioativos.

e Com relagdo a reabsorgdo das membranas, espera-se que as mesmas se
reabsorvam em um tempo superior a 120 dias. Porém, mais estudos

precisam ser investigados para se obter uma conclusao mais precisa.
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6 PERSPECTIVAS

Como proposta para estudos futuros, pode-se citar:

e Estudo in vivo com as membranas contendo peptideo OGP empregando o
mesmo protocolo cirdrgico, utilizado neste estudo, para melhor

compreensao dos efeitos osteoindutivos deste peptideo in vivo.

e Realizar um estudo experimental in vivo em tempos, intermediario (60 dias) e
superior (180 dias) ao estudado neste trabalho, empregando o mesmo
protocolo cirdrgico para que o modelo de regressao proposto seja melhor
ajustado; desta forma podendo prever realmente em quanto tempo a
celulose bacteriana se degradara.

e Encapsulamento dos peptideos OGP e OGP [10-14] em vesiculas poliméricas
reabsorviveis para melhorar a liberacdo dos mesmos nos sistemas in vivo
consequentemente controlando a concentragao liberada, na tentativa de se
conseguir uma dose terapéutica diaria ideal para potencializar os efeitos
osteoindutores destes peptideos.

Espera-se com esses estudos obter informagdes adicionais que permitam uma
conclusao mais precisa de qual peptideo € mais eficaz in vivo, além de melhorar a

disponibilidade dos mesmos para os eventos osteogénicos.
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