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PROCURANDO Nemo. Dire¢do: Andrew Stanton,
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RESUMO

O latex natural extraido da Hevea brasiliensis apresenta atividade angiogénica, sendo
empregado como proteses vasculares, suporte para osteoblastos, hanoparticulas sintese,
liberacdo de compostos, regeneracao tecidual. Além disso, também tem sido utilizada
como uma barreira para regeneracao 6ssea guiada, dificultando invaséo por células ndo
osteogenicas na lesdo 6ssea. O alginato € biocompativel, biodegradavel, hidrofilico, e
possui a capacidade de ativar macréfagos, auxiliando no processo de cicatrizacao e
reepitelizacao do tecido. O PDGF-BB é um fator de crescimento que apresenta atividade
angiogénica, mitogénica e quimiotadxica. Desta forma, este trabalho visou produzir,
caracterizar e empregar blendas de latex e alginato (em diferentes proporcfes, com e sem
reticulacdo por célcio) para uso na regeneracao 6ssea guiada. Os resultados mostraram
gue as blendas foram homogéneas, sem separacao de fase, com superficie densa e sem
porosidade. A adicdo de alginato, melhorou a hidrofilicidade da membrana de latex,
segundo o intumescimento, angulo de contato e permeacao ao vapor de agua. O alginato
aumentou as propriedades mecanicas de tracdo do latex proporcional a adicdo de
alginato, aumentando a ten¢éo de ruptura de 0,88 MPa para até 16,46 MPa, e reduzindo
o alongamento de 10,8 mm/mm para 1,5 mm/mm, assim como também aumentou sua
degradacdo in vitro (de aproximadamente 1% para o latex natural, para 10% para
membrana com 16% de alginato). As blendas nédo apresentaram efeito hemolitico (valores
abaixo de 5%) nem citotoxico, proporcionando aumento da viabilidade da linhagem
MC3T3-E1 de até 140%, conforme a propor¢do utilizada. Porém, ao ser utilizada em
modelo de defeito na calvaria de ratos, ndo foi encontrada diferenca na regeneracao 6ssea
entre o controle, a membrana ou a membrana acrescida do fator de crescimento PDGF-
BB.

PALAVRAS-CHAVE: Latex. Alginato. Blenda polimérica. PDGF-BB. Regeneracao 0ssea.

Biomaterial. Membrana.



ABSTRACT

The natural latex extracted from Hevea brasiliensis presents angiogenic activity, being
used as vascular prostheses, support for osteoblasts, nanoparticles synthesis, release of
compounds, tissue regeneration. In addition, it has also been used as a barrier to guided
bone regeneration, difficult ting the invasion by non-osteogenic cells in the bone lesion.
The alginate is biocompatible, biodegradable, hydrophilic, and has the ability to activate
macrophages, aiding in the healing process and tissue re-epithelization. PDGF-BB is a
growth factor that presents angiogenic, mitogenic and chemotactic activity. In this way, this
work aimed to produce, characterize and apply latex and alginate blends (in different
proportions, with and without calcium crosslinking) for use in guided bone regeneration.
The results showed that the blends were homogeneous, without phase separation, with a
dense surface and no porosity. The addition of alginate improved the hydrophilicity of the
latex membrane, according to swelling, contact angle and permeation to water vapor.
Alginate increased the mechanical properties of the latex proportional to the addition of
alginate, increasing the tensile strength from 0.88 MPa to up to 16.46 MPa, and reducing
the elongation from 10.8 mm/mm to 1.5 mm/mm, as well as increased in vitro degradation
(from about 1% for natural rubber latex to 10% for membrane with 16% alginate). The
blends did not present a hemolytic effect (values below 5%) or cytotoxic, increasing the
viability of the MC3T3-EL1 lineage up to 140%, according to the proportion used. However,
when used in a model of defect in rat calvaria, no difference was found in bone
regeneration between the control, the membrane or the membrane plus the PDGF-BB
growth factor.

KEYWORDS: Latex. Alginate. Polymer blend. PDGF-BB. Bone regeneration. Biomaterial.
Membrane.
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1 INTRODUCAO

As falhas 6sseas podem ter origem em diferentes etiologias, como acidente de
transito, arma de fogo, esporte de risco, além de casos onde € necesséria a reposicao
O0ssea ou estimulo de sua formacdo como em retiradas de tumores, revisdo de

artroplastia, cirurgia craniofacial, implantodontia, entre outras (ZABEU et al., 2008).

Nos Estados Unidos da América (EUA), cerca de 7,9 milhdes de pacientes
apresentam fraturas anualmente, onde 10% exibem uma cicatrizacdo comprometida.
Em 2006, foram gastos 500 milhdes de ddélares somente em tratamentos para
estimulo do crescimento 6sseo (FELDSTEIN et al.,, 2012). Além disso, nos EUA
ocorreram cerca de 2 milhdes de fraturas relacionadas com osteoporose em 2005,
com custo de 17 bilhdes de délares, com projecdes de crescimento de 50% até 2025
(WU et al., 2013).

No Brasil, as fraturas tém se mostrado um dos principais motivos de
afastamento pelo Instituto Nacional de Seguridade Social, pois, 6 das 20 maiores
causas de beneficios concedidos sdo relacionados as fraturas (com 99573
beneficiarios). Ja no estado de Sao Paulo, 7 séo relacionados as fraturas (com 34940
beneficiarios), enquanto na cidade de Sdo Paulo sdo 9 (com 9568 beneficiarios)
(MOREIRA; GERCINA, 2014).

Segundo alguns dados sintetizados por Pires, Bierhalz e Moraes (2015), o
mercado de biomateriais movimentou cerca de 25,6 bilhdes de ddlares em 2008
(sendo 2% referentes ao Brasil), e 0 mercado global tem apresentado crescimento de
22,1% ao ano. Em 2010, o Brasil movimentou aproximadamente 690 milhdes de

dolares.

Na area de biomateriais, 0 segmento com mais vendas € o setor de implantes
ortopédicos, com movimentacdo de aproximadamente 1 a 2,5 milhdes de unidades,
destacando-se préteses de quadril, joelho e ombro. O crescimento desse mercado
pode ser atribuido aos seguintes fatores: envelhecimento da populagéo, aumento do

poder aquisitivo e melhorias tecnolégicas no tratamento de enfermidades. Com o
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aumento da expectativa de vida, haverd a necessidade em se ampliar essa oferta
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Dentre os materiais utilizados em ortopedia, pode-se citar os materiais metalicos
(como o titdnio e aco inoxidavel), ceramicos (como a hidroxiapatita e biovidro) e
poliméricos (como o colageno e fibroina de seda). Esta Ultima categoria apresenta
diversas formas (fibra, sélido, gel), com diferentes propriedades (elasticidade a
rigidez) e com degradacédo controlavel, motivos pelos quais despertou interesse para
aplicacao nesse trabalho (RODRIGUES, 2013).

1.1 Latex natural da seringueira

O latex natural é um sistema coloidal extraido principalmente da seringueira
(Hevea brasiliensis (Willd. Former Adr. de Juss.) Muell — Arg). E composto por
aproximadamente 50% (m/v) de agua, 4-5% de proteinas, lipideos e carboidratos e
30-45% de borracha (o hidrocarboneto cis-1,4-poliisopreno) (Figura 1). As particulas
de borracha estdo circundadas por particulas (organicas e inorganicas) carregadas
negativamente por proteinas fosfolipidicas que Ihe conferem estabilidade coloidal e

gue nédo sao removidas por centrifugacdo (NAWAMAWAT et al., 2011).

Figura 1 — Estrutura quimica do cis-1,4-isopreno.
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Fonte: Goodman; Schilder e Aldrich (1974).

O latex apresenta 14 proteinas relacionadas a reacdo alérgica, dentre as
principais, a Hev-b1 a Hev-b14 (YEANG et al., 2002). Porém, ha varios métodos para

torna-lo imune, sendo a centrifugacdo um modo pratico, pois preserva as proteinas
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relacionadas a angiogénese (MRUE et al., 2004; MENDONCA et al., 2010) (Figura 2).
As reacOes alérgicas relacionadas ao latex podem ser devidas aos agentes
vulcanizantes, aceleradores de vulcanizacdo e aos antioxidantes adicionados, que
sdo desnecessarios em engenharia de tecidos (HANSON; LOBNER, 2004).

Figura 2 — Angiogénese observada na regido delimitada em decorréncia do uso do latex natural em
modelo de membrana corialantéide.

Fonte: Mendonga et al. (2010).

A literatura apresenta resultados promissores devido a sua eficiéncia como
barreira a invasdo de tecido ndo 6sseo e pela sua atividade angiogénica (Figura 2).
Ciapetti et al. (1994) estudaram a biocompatibilidade in vivo de membranas de latex
para regeneracdo tecidual guiada em regeneracdo periodontal. Balabanian et al.
(2006) utilizaram granulos de latex natural como implante em alvéolos de ratos
observando reducédo da espessura da capsula de tecido conectivo, aumento da area

ocupada por osso maduro e aceleracdo da formacédo 6ssea.

Herculano (2009) utilizou este material para regeneracdo 0ssea guiada de tibias
de coelho, apresentando neoformacéo 0ssea. Ereno et al. (2010) também a utilizaram
como uma barreira oclusiva para regeneracao 0ssea guiada em calvaria de coelhos,
comprovando a formacéao de hidroxiapatita por ressonancia paramagnética eletrénica.
Martins et al. (2010) obtiveram maior homogeneidade na formacdo Ossea com
membranas de latex ao comparar com o politetrafluoretileno (PTFE) em defeito critico
em calvaria de coelhos.
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Nesi et al. (2012) utilizaram este biomaterial como barreira na exodontia,
concluindo ser eficiente na estabilizagdo do coagulo sobre o alvéolo dental,
culminando por sugerir diminuicdo da perda 6ssea. Kinoshita et al. (2014) utilizaram a
membrana com nanoparticulas de prata na regeneracao 0ssea guiada de calvaria de
coelho observando maior atividade osteogénica. Oliveira (2008) observou uma maior
formacao do tecido 6sseo empregando a membrana de latex natural como cobertura
no auxilio da fuséo intervertebral lombar. Floriano (2013) obteve melhores resultados
ao utilizar latex sem amdnia como estabilizante, além que os clones RRIM 600 e 873

IAN apresentaram melhor atividade na regeneracéo 0ssea.

De acordo com a literatura pesquisada, nenhum trabalho in vivo apresentou
degradacédo do latex durante o periodo experimental. Entretanto, Wang et al. (1997)
mostraram que osteoclastos podem fagocitar particulas de latex, permanecendo
totalmente funcionais e Neale et al. (2000) comprovaram que a fagocitose de
particulas de latex ndo afetou na diferenciacdo em osteoclasto, sendo considerado

inerte e ndo téxica aos macréfagos.

Suas aplicagbes na regeneracédo tecidual tém se mostrado promissoras,
acelerando a cicatrizacao e proporcionando angiogénese (MRUE et al., 2004) (Figura
3). A vascularizacdo € importante para a cicatrizacdo, uma vez que fornece o aporte
de nutrientes e oxigénio ao tecido que estd se regenerando. Uma teoria para a
aceleracdo da cicatrizacao € o estimulo da fase inflamatéria natural por estresse
oxidativo, aumentando o recrutamento de células inflamatérias (ANDRADE et al.,
2011).

1.2 Alginato de sodio

O alginato de sddio (sal de sodio do acido alginico) é um polissacarideo anidnico
natural presente nas paredes celulares e nos espacos intercelulares das algas pardas
(Laminaria hyperborean e digitara, Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera,

Sargassum e Turbinarias estdo entre as com maior contetdo), porém, também pode
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ser produzido por algumas bactérias (Azotobacter vinelandii e algumas espécies de
Pseudomonas) (NERY, 2014).

E um copolimero linear, formado pela repeticdo de dois mondmeros, o acido
(1,4)-a-L-gulurénico (unidade G) e o acido (1,4)-B-D-manurénico (unidade M), com
variagcdes na proporcéo e distribuicdo ao longo da cadeia (Figura 3). As propriedades
fisicas e quimicas deste material sdo influenciadas pela composi¢cdo, massa molar,

extensdo e sequéncia dos mondmeros (NERY, 2014).

Figura 3 — Estrutura quimica do alginato e sua reticulagdo com calcio.
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Fonte: Kashima e Imai (2012).

O alginato é biocompativel, biodegradavel, hidrofilico, tem baixo custo e possui
diversas aplicacdes. Também possui a habilidade de ativar macréfagos, auxiliar no
processo de cicatrizacdo e reepitelizacdo do tecido. Devido a sua capacidade de
gelificacdo e a sua propriedade hemostética, os curativos confeccionados com
alginato podem ser utilizados na recuperacéo de feridas, pois promovem a analgesia,

auxiliam na construcéo do tecido de granulacao e na coagulacao (NERY, 2014).

Este polissacarideo apresenta a capacidade de gelificacdo de maneira
reversivel, na presenca de calcio ou outros cétions divalentes ou trivalentes, formando
um hidrogel termoestavel (NERY, 2014; BITTENCOURT, 2008). Esta reticulacdo
promove a modificacdo de suas propriedades, como aumento da resisténcia
mecanica, propriedades de barreira, tempo de degradacéo, morfologia, entre outros,
podendo ser controlada conforme o tempo de reticulacdo, concentracdo do agente
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reticulante, entre outros. Ele pode ser utilizado na concentragéo de 1-20% (m/v), no
entanto a concentracdo ideal para proliferacdo dos condrécitos € 1,5% (m/v). Este
polimero natural apresenta diversas aplicacdes na area de cosmético, alimenticia e
farmacéutica. Dentre seus diversos usos, 0s mais relevantes a tematica sao na
medicina e engenharia de tecidos, sendo utilizado em liberag&o sustentada (LU et al,
2008).

Man et al. (2012) utilizaram microesferas de alginato preparados com plasma
rico em plaqueta a fim de servir como arcabouco tridimensional para células tronco do
tecido adiposo, obtendo significante aumento da angiogénese e mineralizacéo.
Bittencourt (2008) também utilizou como arcabouco de condrdcitos, tanto para cultura
in vitro quanto para aplicagao in vivo, obtendo formagé&o de tecido cartilaginoso. Lu et
al. (2008) controlaram a liberagéo de fatores de crescimento presentes no plasma rico

em plaquetas a partir de esferas e capsulas de alginato.

Moraes et al. (2014) observaram reducédo da hidrofobicidade e aumento da
dureza, ao adicionar alginato a fibroina de seda e Srisuwan et al. (2013) observaram
aumento da dissolucao do material com aumento da quantidade de alginato.

Assim, a incorporacao do alginato ao latex natural formaria blendas com
propriedades intermediarias entre os dois materiais, para a criacao de uma membrana

que possa favorecer um microambiente favoravel a regeneracéo 0ssea.

1.3 Tecido 6sseo

A matriz 6ssea apresenta aproximadamente 35% de material organico chamado
de osteodide (formado por glicoproteinas, fibras de colageno e proteoglicanos que
fornecem a flexibilidade e resisténcia a tracao) e 65% de material inorganico (cristais
de fosfato, o qual confere ao 0sso sua resisténcia a compressdo) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

As principais células 0sseas sdo: osteoblastos (responséaveis pela formacéo

matriz 6ssea ndo mineral), ostedcitos (formam-se a partir do aprisionamento dos
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osteoblastos na matriz, responsaveis pela manutencdo da matriz éssea) e
osteoclastos (que produzem um meio &cido para reabsorcdo da matriz). Os
osteoclastos séo células moveis e multinucleadas que estdo presentes nas areas de
reabsorcéo do tecido 6sseo (lacunas de Howship). Os osteoblastos se localizam nas
superficies Osseas, lado a lado, sintetizando a parte organica (colageno,
proteoglicanos e glicoproteinas) da matriz 6ssea. Uma vez aprisionado na matriz
0ssea, sao chamados de ostedcitos (PAJARINEN et al., 2019) (Figura 4).

Figura 4 — Tipos celulares presentes no 0sso, e sua participa¢do no evento de regeneracao 6ssea.
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Fonte: Adaptado de Pajarinen et al. (2019).

Histologicamente o 0sso pode ser primario (ou imaturo) ou secundario (maduro
ou lamelar). No tecido 6sseo primario, as fibras de colageno se dispbe irregularmente,
sendo mais radioltcido (sdo atravessadas mais facil pelo raio-X). No tecido ésseo
maduro, a principal caracteristica sdo as fibras de colageno organizadas
paralelamente. Elas podem se dispor em camadas concéntricas, que posteriormente
sofrem mineralizacdo (tornando-se radiopaco), circundando os canais de Havers (ou
osteons), e entre as lamelas encontram-se os osteocitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013) (Figura 5).
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Figura 5 — Representacao da hierarquia de organizacao do osso.
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Fonte: Adaptado de VectorStock.com, image Id: 4102961, artista: MerlinPixi.

A regeneracdo Ossea pode ocorrer de duas formas, via ossificacdo
intramembranosa ou endocondral. A regeneracdo intramembranosa ocorre em
fraturas pequenas e rigidamente fixadas, onde as células tronco diferenciam para
osteoblastos, 0os quais depositam a matriz extracelular mineralizada (PAJARINEN et
al., 2019)

A regeneragdo endocondral ocorre em defeitos grandes, como os defeitos
criticos, e em locais com pouca estabilidade mecéanica, seguindo quatro etapas
(Figura 4). Inicialmente ocorre a formacédo do hematoma, onde 0s vasos sanguineos
extravasam sangue, formando um coagulo (que proporciona a presenca de plaquetas
que liberam fatores de crescimento, como PDGF) e um aporte inadequado aos
ostedcitos, de forma que o tecido 6sseo adjacente morra. Posteriormente, forma-se o
calo 6sseo, em que se formam vasos sanguineos no interior do coagulo a medida que
se dissolve, os macrofagos removem os restos celulares, os osteoclastos reabsorvem
o tecido 6sseo morto, os fibroblastos constroem uma rede fibrosa de colageno onde

os condroblastos produzem cartilagem, a fim de manter o 0sso unido. A seguir, ocorre



32

a ossificacao do calo, onde o calo externo € substituido por 0Sso esponjoso por meio
da ossificacdo endocondral. Por fim ocorre a remodelacdo 6ssea com a substituicdo
do calo interno de 0SS0 esponjoso por 0sso compacto, ocorrendo das extremidades
para o centro (LIU; KERNS, 2014; PAJARINEN et al, 2019).

A calvéria é biologicamente inerte devido ao menor aporte sanguineo e auséncia de
muasculo para estabilizar o local, ocorrendo a regeneracdo intramembranosa
(RENTSCH et al., 2014). Em defeitos criticos, a regeneracdo € restrita as margens,
sendo o restante preenchido com tecido fibroso (Figura 6). Esta falha 6ssea é
comumente utilizada como modelo de cicatrizacdo éssea por ndo regenerar
espontaneamente e por minimizar as dificuldades devido a diferencas de idade, local
e espécie. Em ratos, o tamanho do defeito critico € a partir de 5 mm (GOMES;
FERNANDES, 2011).

Figura 6 — Evolugdo do reparo 6sseo em defeito critico em calvaria ao longo do tempo (da esquerda
para direita) exemplificando a regeneracdo centripeta (das margens para o centro).

Fonte: Adaptado de Youngstrom et al. (2017).

Uma forma em otimizar o reparo baseia-se na utilizacdo da técnica de
regeneracao Ossea guiada (Figura 7), onde se aplica uma barreira que impede a
infiltracdo de células que dificultam a regeneracdo (como fibroblastos e células
epiteliais), auxiliando na manutencgédo do espacgo (LIU; KERNS, 2014).
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Figura 7 — Regeneracao 6ssea guiada: a) ilustracdo mostrando a separacao dos tecidos, b) aplicacdo
da membrana de latex na regeneracao 6ssea guiada.
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Fonte: a) Elgali et al., 2017, b) Nesi; Oliveirae M

Se uma membrana é empregada como barreira em contato direto com a
superficie do osso e recobrindo o defeito, apenas células da regido éssea migram para
o defeito, sem a interferéncia das células do tecido mole circundante (LIU; KERNS,
2014). A membrana ndo deve apresentar porosidade que permita a infiltracdo de
micro-organismos ou permitir migracao das células indesejadas; e deve apresentar
rigidez suficiente para promover manutencdo do espaco suportando a pressao do
tecido circundante sem colapsar e a0 mesmo tempo apresentar plasticidade para ser
facilmente moldado e ajustado a forma do defeito (ELGALI et al., 2017). As
membranas podem ser classificadas como reabsorviveis (alginato, quitosana,
colageno, entre outras) e ndo reabsorviveis (por exemplo, o politetrafluoretileno). A
maior limitacdo de barreiras ndo reabsorviveis € a necessidade de um segundo
procedimento para sua remocdo, contudo, com a degradacdo das membranas
reabsorviveis pode ocorrer colapso e falha na manutencéo do espaco (LIU; KERNS,
2014).

1.4 Fator de crescimento (PDGF-BB)

Uma forma de reduzir o tempo de cicatrizacao € através do uso de substancias

bioativas que promovam, por exemplo, a quimiotaxia, mitose ou diferenciacéo celular,
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como o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), BMP (proteina
morfogenética 6ssea), VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular), entre

outros.

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) estd presente
principalmente nos alfa-granulos das plaquetas, somente sendo liberados no processo
de coagulacdo e no mecanismo de adesédo plaguetaria na lesdo a vasos sanguineos
(MASTROCINQUE et al., 2004). Também é produzido por macrofagos, células
endoteliais, fibroblastos e células musculares e esté relacionado a regeneracao 0ssea
(AL-ZUBE et al., 2009) (Figura 8).

Figura 8 — Regeneracdo 6ssea pela aplicacdo do fator de crescimento: a) aplicacdo do PDGF-BB, b)
controle.

Fonte: Al-Zube et al. (2009).

Estas proteinas apresentam atividades angiogénica, mitogénica para células
mesenquimais, incluindo fibroblastos e osteoblastos, estimulam a expresséo de TGF-
B pelos macréfagos e quimiotaxica para macrofagos e fibroblastos (MASTROCINQUE
et al., 2004; MILLIS, 1999).

E uma glicoproteina de natureza catidnica, possui a capacidade de permanecer
estavel em temperaturas menores que 100°C e com ponto isoelétrico muito basico
(pH 10). Ela pode ser separada em duas fracdes proteicas (que diferem no contetudo
de carboidratos unidos covalentemente), PDGF-A e PDGF-B, podendo existir como
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heterodimero (AB) ou homodimero (AA, BB). A forma BB é mais mitogénica que a AB,
que por sua vez € mais que a AA (MILLIS, 1999)

Lynch et al. (1989) concluiram que PDGF e IGF-I ttm se mostrado potentes
agentes mitogénicos e quimiotaticos para osteoblastos e fibroblastos in vivo, podendo
estimular a migracao destas células na area e promover sua proliferacdo. Além disso,
estes fatores de crescimento parecem ser capazes de estimular processos
metabdlicos de recrutamento de células, levando a formacéo de novo colageno e 0sso
(Figura 8). Uma simples aplicacdo mostrou-se efetiva e resultou em melhora do
crescimento 6sseo com preenchimento dos defeitos periodontais quando comparados
a pratica comum (HOWELL et al., 1997).

Embora néo esteja definida a dose ideal, sabe-se que a associa¢cdo com outros
fatores de crescimento (IGF-I e TGF- ) pode ser capaz de dobrar a aposi¢cédo éssea
em 48 horas (HOWELL et al., 1997; PFEILSCHIFTER et al., 1990). Howell et al. (1997)
determinaram a seguranca da aplicacdo em humanos, sendo que uma dose Unica de

150 pL/mL de PDGF-BB e IGF-I proporcionou significativo crescimento 0sseo.

Tal et al. (1996) utilizaram gel de colageno e Marzouk et al. (2007) utilizaram
microesferas de vinil estireno, baseando-se na capacidade de manutencéo do espaco
e a liberacdo dos fatores de crescimento. As regeneracdes dos grupos tratados nao
foram satisfatérias devido a lenta degradacdo e liberagdo dos materiais, 0 que

dificultou repovoamento da area e ao longo tempo de exposicédo ao PDGF-BB.
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5 CONCLUSAO

Segundo o MEV, as membranas apresentaram aspecto denso e compacto, sem
porosidade ou separacao de fase. As andlises de FTIR, TG e DSC ndo mostraram
interacdo entre os materiais. O acréscimo de alginato aumentou a hidrofilicidade das
membranas, observado por angulo de contato, intumescimento e permeagao ao vapor
de agua. A adicdo de alginato e sua reticulagdo, funcionaram como refor¢co nas
propriedades mecanicas do latex natural, assim como a perda de massa foi

proporcional a adicao de alginato e sua reticulagéo.

Nos testes in vitro as membranas nao apresentaram efeito hemolitico nem
citotoxicidade em células MC3T3-E1, apresentando aumento da viabilidade celular

para algumas proporc¢oes.

Na aplicacéo in vivo de defeito em calvaria, ndo foi possivel observar diferenca
na regeneracdo 0ssea entre o controle, a membrana 4 e a membrana 4 com 200 ng

do fator de crescimento PDGF-BB.

A membrana ndo apresentou prejuizo na sua utilizacdo conforme os testes
realizados, porém, também ndo apresentou melhora na regeneracdo 6ssea. Mais
estudos sdo necessarios para complementar a discussdo e compreender 0s
resultados obtidos. Testes in vitro de liberacdo e em modelo de ferida para avaliar se
a liberacdo apresenta atividade em modelo de cultura de células 6sseas, assim como

a como avaliacao histoldgica para avaliar a qualidade da regeneracao a nivel celular.
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