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RESUMO

Com a evolugdo da engenharia tecidual novos materiais estdo sendo
estudados visando o tratamento de defeitos 6sseos. O objetivo deste projeto foi
preparar e caracterizar scaffolds a base de polihidroxibutirato (PHB), apatita e
peptideo osteogénico, osteogenic growth peptide (OGP), para aplicacdo em
reparacdo Ossea. Além disso, avaliar a liberagcdo prolongada do peptideo
incorporado aos scaffolds na forma livre ou incorporado a lipossomas. Os scaffolds
de PHB foram confeccionados por prototipagem rapida (PR) empregando a
tecnologia Selective Laser Sintering (SLS). Posteriormente, a apatita foi incorporada
in situ por meio de ciclos alternados de imerséo em solug¢des de CaCl, e Na;HPO.,
respectivamente. Neste estudo foram selecionadas 2 marcacgdes para o OGP, uma
com 5,6-carboxifluoresceina (CF) e outra com triptofano (W), para analise de
liberacdo prolongada. Os peptideos foram incorporados ao sistema de liberacdo no
momento de seu preparo. A caracterizacdo por espalhamento de luz dos sistemas
de liberacdo desenvolvidos mostrou que os peptideos marcados com CF foram os
melhores desenvolvidos. Portanto estes peptideos foram adsorvidos nos scaffolds
de PHB-CaP. Estudos in vitro foram realizados para avaliar o perfil de liberacédo do
peptideo OGP-CF do sistema de liberacdo controlada. A incorporacdo da apatita as
matrizes de PHB foi confirmada por andlises de microscopia eletrénica de varredura/
espectroscopia de energia dispersiva (MEV/EDS), espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR), absorcdo atdbmica, a difratometria de raios-X (DRX). Estas
analises sugeriram que a principal fase precipitada foi B-TCP. O sistema de liberacdo
lipossoma/OGP-CF foi caracterizado pelas andlises de dicroismo circular e
espalhamento de luz, que confirmaram a presenca do peptideo nas amostras. Apos

a analise da liberacéo, observou-se que o sistema PHB-CaP/OGP-CF obteve bom



resultado, tendo sua liberacdo prolongada nas primeiras 10 h. Desta forma, os
scaffolds de PHB-CaP com OGP poderdo tornar-se materiais em potencial para

engenharia tecidual 6ssea.

Palavras-chaves: scaffolds, lipossomas, hidroxiapatita, engenharia tecidual,
prototipagem répida, polihidroxibutirato, peptideos osteogénicos, regeneracdo

Ossea.
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1. Introducéo

1.1. Scaffolds

O scaffold utilizado na engenharia tecidual € uma estrutura tridimensional (3D)
composta de biomateriais que atua como um molde para regeneracdo tecidual,
visando restaurar, manter e melhorar as fun¢fes dos tecidos, por isso € considerado
elemento chave para o sucesso da regeneracao tecidual. Esses scaffolds podem ser
extraidos de substancias naturais ou sintetizados por varias técnicas de
processamento de polimeros (CHANTARAPANICH et al, 2006).

Na engenharia de tecido 0sseo, o scaffold fornece um suporte estrutural para
o tecido recém-formado, servindo como suporte para interacdes celulares e matriz
intracelular 6ssea.

A composicao e a arquitetura dos scafffolds desempenham papéis cruciais na
capacidade de colonizacdo das ceélulas. Em se tratando de sua composicdo, o
material utilizado na fabricacdo do scaffold deve ser biocompativel, reabsorvivel,
com produtos de dissolucdo/degradacdo metabolizados pelo organismo,
osteocondutor e preferencialmente osteoindutor. Quanto a arquitetura, um scaffold
deve ser altamente poroso com uma rede de poros interconectados para
crescimento celular/tecidual e transporte de nutrientes e residuos metabdlicos, além
de possuir propriedades mecéanicas adequadas (ABDELAAL, O.A.M.; DARWISH,
S.M.H., 2013).

Scaffolds ideais ndo devem somente atender aos requisitos de composicao e
suporte estrutural, mas devem também fornecer sinais quimicos, mecanicos e
biol6gicos que sao requeridos para a resposta ao estimulo do ambiente (ZHU et al,

2013).
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A perda de um 6rgéo ou tecido resultante de uma lesdo ou de outro tipo de
dano é um importante problema de salde humana. O transplante de érgdos ou
tecidos é uma terapia padrao para o tratamento desses pacientes, porém ha uma
grande limitacdo nesta terapia devido a escassez de doadores e pelo fato das
préteses sintéticas e outros aparelhos médicos ndo serem capazes de substituir
todas as func¢des de um érgédo ou tecido danificado ou perdido.

Diante deste cenario, a producao de scaffolds para aplicacdo na engenharia
tecidual tem desempenhado um papel crucial no desenvolvimento das terapias de
transplantes e préteses de orgaos e tecidos (CHEN et al., 2002).

Diversas técnicas de fabricacdo de scaffolds vém sendo desenvolvidas.
Técnicas convencionais como evaporacdo de solventes, lixiviacdo de particulas e
liofilizacdo possuem pouca capacidade de controlar com precisdo o tamanho,
geometria, interconectividade e a distribuicho dos poros ou nado permitem a
construcdo de canais internos dentro dos scaffolds. Técnicas avancadas tém sido
recentemente desenvolvidas na engenharia tecidual como uma alternativa aos
métodos convencionais de fabricacdo de scaffolds, dentre elas destacam-se: 1.
eletroafiacéo, técnica de fabricacdo baseada na nanotecnologia, e 2. prototipagem
rdpida, uma classe de técnicas, na qual o scaffold 3D é fabricado camada por
camada até a obtencao do modelo final (ZHU et al, 2013).

Os scaffolds devem ter a forma anatdémica do 6rgdo que se quer substituir,
desta forma, a prototipagem rapida (PR) constitui no diferencial tecnoldgico, além de
gue a PR tem também demonstrado sua capacidade para incorporar células vivas e
fatores de crescimento (YU et al, 2008) nos scaffolds durante o processo de
fabricacdo do mesmo. Por isso o grande interesse em utilizar a técnica para construir

scaffolds biomiméticos de tecidos ésseos (ZHU et al, 2013).
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1.2. Prototipagem rapida

A prototipagem rapida é um método avangado e totalmente computadorizado
para fabricacdo de estruturas 3D, que vem sendo bastante utilizado atualmente na
engenharia tecidual. “Additive fabrication”, “solid free form fabrication”, “3D printing” e
“layer by layer fabrication”, sdo denominacgbes pelas quais esta técnica também é
conhecida. Esse método possui como principal vantagem a possibilidade do
preparo de estruturas complexas, de maneira rapida e com minuciosa riqueza de
detalhes desde o formato anatbmico desejado até a configuracdo dos poros da
superficie do material (YANG et al, 2001 e YANG et al, 2002).

A PR constitui-se em uma técnica de confeccéo fisico-quimica assistida por
computador (computer-assisted design- CAD), partindo-se de um modelo 3D virtual
que é, entao, fatiado e transferido (“imprimido”) para os materiais na forma de pé,
liquido ou lamina, dependendo da tecnologia empregada, camada por camada até a
obtencao do modelo final.

Dentre as técnicas de PR utilizadas na engenharia de materiais enquadram-
se as técnicas de “Sheet lamination” ou folha de laminagéo, a técnica da ligacéo
adesiva e a técnica de sinterizacao a laser seletivo (Selective Laser Sintering - SLS),
entre outras (YANG et al, 2002).

A técnica de sinterizacdo a laser seletivo (SLS) consiste do emprego de um
laser de géas carbbnico (CO;) para sinterizacdo seletiva do p6d de polimero ou
composito que ird compor o scaffold 3D. Este processo visa formar as camadas
sucessivas do material, fixando umas sobre as outras e a medida que, uma fatia
fisica vai sendo construida ela vai sendo empilhada, alinhada e aderida
simultaneamente a anterior até que a peca fique completa, criando o objeto

tridimensional. Ao final do processo, a peca € liberada do suporte (VOLPATO, N.,
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2008). A porosidade dos scaffolds fabricados via SLS pode ser controlada por meio
do ajuste dos parametros do processo (LEONG, K. F.et al. 2003; WILLIAMS, J.M. et
al., 2005) granulometria do material e projeto mecanico dos poros em trés

dimensdes (LUCCHESI, 2010).

1.3. Biomateriais

Biomaterial é qualquer substancia (ou combina¢cfes de substancias), sintética
ou natural, que ndo seja um farmaco, e que possa ser usada em qualquer periodo
de tempo seja completa ou parcialmente, como parte de um sistema que possibilite
tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do organismo
(AZEVEDOQO, et al, 2007).

Os biomateriais devem apresentar uma gama de propriedades quimicas
fisicas e biologicas que permitam que eles desempenhem a funcdo a qual séo
destinados, estimulando uma resposta adequada dos tecidos vivos. De maneira
resumida, pode definir-se um biomaterial como um material que ndo influencia
negativamente o seu ambiente bioldgico, ou seja, ndo deve causar reacdes toxicas,
alérgicas ou carcinogénicas e suas propriedades fisicas ndo devem ser afetadas
durante a sua utilizacéo in vivo. Os biomateriais podem ser classificados de acordo
com a resposta induzida ao meio biolégico como inertes, biotoleraveis e bioativos
(GASTALDI e APARECIDA, 2010).

Entretanto, 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, reabsorvivel ou ndo-reabsorvivel, e quando

reabsorvivel, este material deve ser substituido pela neoformacéo tecidual, e quando
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implantado em tecido 6sseo devera ser principalmente osteocondutor (permitir a
invasao vascular e celular proveniente da area receptora do biomaterial).

Os autoenxertos, aloenxertos e/ou xenoenxertos apesar de serem
biomateriais de escolha em muitos protocolos cirargicos, apresentam algumas
desvantagens que limitam seu emprego em alguns protocolos cirtrgicos especificos.
A restricdo do uso dos autoenxertos e dos aloenxertos, no tratamento de lesdes
Osseas, ocorre devido a escassez de areas doadoras bem como o potencial de
morbidade das mesmas e devido ao potencial risco de transmissao de patdgenos,
respectivamente. Os aloenxertos e xenoenxertos ainda se restringem também pelo
risco da ativacdo do sistema imunolégico do hospedeiro gerando incompatibilidade
biologica e consequentemente, a rejeicao do implante (FARRINGTON et al., 1996).

Estas desvantagens estimulam a engenharia tecidual e a biotecnologia a
desenvolverem novos materiais e métodos promissores para reparacdo dos tecidos,
principalmente para tecido 6sseo. Recentemente ocorreram grandes avancos no
desenvolvimento de biomateriais tridimensionais para reconstrucdo de tecido 0sseo.

Dentre estes biomateriais tridimensionais apresentam-se 0s varios materiais
aloplasticos, tais como: bioceramicas [(-fosfato de tricalcio (B-TCP), fosfato de calcio
bifasico (DCP) e hidroxiapatita (HA)], biovidros, polimeros [(celulose bacteriana,
colageno, acido (polilactico-co-glicdlico), polietiieno poroso de alta densidade)] e
0sso bovino poroso desmineralizado e liofilizado, além da associacdo entre esses
biomateriais (HENCH, 1998; OZTURK et al., 2005; BURSTEIN et al., 2006;
DUSKOVA et al., 2006; KLEIN; GLATZER, 2006; CZAJA, et al., 2007).

Apesar dos avancos conquistados no desenvolvimento de novos biomateriais

para engenharia tecidual, ainda busca-se um compdsito organico-inorganico
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preparado com polimeros e ceramicos bioativos, com caracteristicas e propriedades

mecanicas similares ao autoenxerto 0sseo (SASKA, 2011).

1.4. Compdsitos

Materiais compdésitos sdo definidos comumente como aqueles que possuem
pelo menos dois constituintes, ou duas fases, com propriedades fisico-quimicas
distintas entre si e que sdo separados por uma interface. A producdo de compdsitos
permite combinar diferentes materiais para produzir um unico dispositivo com
propriedades superiores as dos componentes unitarios e que permita que,
separadamente 0s seus constituintes mantenham suas caracteristicas, porém
guando misturados formem um composto com propriedades préprias, inerentes a
nova composicdo (OREFICE et al., 2006).

ALBEE, em 1930, iniciou um dos primeiros estudos sobre a utilizacdo de
materiais ceramicos como biomateriais utilizando uma ceramica de fosfato tricalcico
para reparacdo de um defeito 6sseo.

Compositos associados as bioceramicas vém se destacando no ambito
académico como materiais com potencial para aplicacdo em terapias da medicina
regenerativa, pois além de serem reabsorviveis sdo biocompativeis, excelente
osteocondutores, bioativos e possuem propriedades mecanicas satisfatérias. Estes
sdo formados a partir da combinacdo de polimeros naturais como, colageno,
celulose e polihidroxibutirato; ou a partir da combinacdo de polimeros sintéticos
como o poli (acido lactico-co-acido glicolico), poli (acido lactico) e poli (e-
caprolactona) (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).
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Os materiais empregados para a substituicdo de tecidos podem ser
classificados de acordo com a sua natureza quimica. Os mesmos sao classificados
em metélicos, plasticos, compostos ou ceramicos. Um recente desenvolvimento de
biomateriais ceramicos € a sintese biomimética de fosfato de célcio na matriz
polimérica para produzir compdésitos que podem iniciar a osteogénese quando
implantados em locais 6sseos (HUTCHENS et al., 2006).

A similaridade quimica das bioceramicas a base de fosfato de calcio com os
materiais normalmente encontrados no tecido ésseo foi a responsavel pela grande
aceitacdo dessas bioceramicas em reparacado tecidual. Entre as ceramicas com
melhor desempenho, estdo os biovidros, a alumina, o beta-fosfato tricalcico (B-TCP)

e a hidroxiapatita (HA) (COSTA et al., 2009).

1.5. Polihidroxibutirato

Para um material ser utilizado de maneira eficiente como restaurador tecidual,
uma caracteristica importante a ser considerada é sua capacidade de permitir a
proliferacdo e migracdo celular além do suporte para o desenvolvimento de um novo
tecido. Nos Ultimos anos diversos estudos tém apontado para o0s
polihidroxialcanoatos (polyhydroxyalkanoates - PHAS), e seus copolimeros como
materiais com boas propriedades biomédicas. Algumas pesquisas vém sendo
desenvolvidas aplicando os PHAs em diferentes tipos de materiais como suturas
cirargicas, dispositivos ortopédicos e materiais de reconstrucdo de tecidos e até
mesmo de tenddes. Essas aplicacdes visam produzir e processar esses materiais na
tentativa de melhorar seu potencial restaurador (ASRAN et al., 2010; AHMED et al.,

2010; CHEN, 2005).
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Os PHAs sado polimeros naturais sintetizados intracelularmente por varios
tipos de microrganismos em condi¢cbes de crescimento adversas e, constituem-se
em potenciais scaffolds para a engenharia tecidual por serem materiais
biocompativeis e biodegradaveis (CHEN, 2005; RATHBONE, et al.,2010; ELSAYED,
et al., 2009).

O polihidroxibutirato (PHB) — C4H¢O,- é um dos polimeros termoplasticos
mais comuns dentre os PHAs. Sintetizado a partir da bactéria Ralstonia eutropha
apresenta caracteristicas importantes para reparacao tecidual, dentre as quais se
destacam boa biocompatibilidade, uma superficie bastante favoravel para a adesao,
migracao e proliferagéo celular e, por isso, nos ultimos anos, o polihidroxibutirato
(PHB) tém se destacado na producéo de scaffolds para engenharia tecidual quando
comparado a outros polimeros reabsorviveis como o poli (acido latico) (PLA) e poli
(acido glicdlico) (PGA) e seus copolimeros (ELSAYED et al., 2009; ANDERSON,
1990).

No entanto, o PHB apresenta algumas desvantagens como alto grau de
cristalinidade, propriedade hidrofébica e baixa resisténcia mecanica, principalmente
guando materiais a base de PHB sao produzidos via SLS, que limitam sua aplicacéo
para dispositivos médicos (ASRAN et al., 2010; BARUD et al., 2011). Além disso,
seu carater hidrofébico interfere na adeséo celular podendo retardar os processos
iniciais da neoformacao 6ssea.

Desta forma, muitos métodos tém sido desenvolvidos para modificar a
superficie e propriedades fisico-quimicas dos scaffolds a base de PHB para
melhorar suas propriedades tanto mecanica quanto de biocompatibilidade, além do
tempo de reabsor¢cdo. Dentre estes métodos se destaca a adicdo de fases

inorganicas, como hidroxiapatita ou fosfatos de calcio, (CHEN e WU, 2005; DUAN et
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al., 2010) a estes polimeros, bem como também a incorporacdo de colageno ou
celulose bacteriana (CB) ao PHB (CHEN e WU, 2005; BARUD et al., 2011; ZHIJANG
e GUANG 2011).

A hidroxiapatita (HA) e nanoparticulas de bioceramicas (Ca-P) sdo um dos
materiais que vem sendo incorporado ao PHB a fim de melhorar suas propriedades
de superficie, aumentar sua bioatividade e adesdo celular (SHISHATSKAYA, et
al.,2006; MEDVECKY, et al., 2011; LUKLINSKA e SCHLUCKWERDER, 2011,
WNAG, et al., 2005; CARLO, et al., 2009).

Nanocompdsitos produzidos por nanoparticulas bioativas e polimeros
biodegradaveis sdo uma estratégia promissora para a regeneracao de tecido 6sseo.
DUAN et al. [2010], incorporaram nanoparticulas de fosfato de calcio (Ca-P) em
scaffolds de PHBV (copolimero do PHB) produzidos por SLS, melhorando
significativamente a proliferacdo celular e a atividade de fosfatase alcalina do

mesmo.

1.6. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita é o constituinte mineral natural encontrado no 0sso
representando de 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes. O grande interesse na
producdo da hidroxiapatita sintética € devido sua biocompatibilidade e
osteointegracao, propriedades que a torna um promissor material substituto do 0sso
humano em implantes e proteses (ANDERSON, A.J.; DAWES, E.,1990). Associada
a estas propriedades, a sua alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas
fazem da hidroxiapatita um excelente suporte para acdo prolongada de drogas
(BARUD, et al.,2011). Além disso, a hidroxiapatita sintética ndo € carcinogénica e

tampouco alergénica.



22

Os materiais a base de fosfato de calcio passaram a ser utilizados
principalmente como materiais para reposicdo e reparacdo 0ssea, no inicio da
década de 1980. BONFIELD et al. [1981] incorporaram particulas ceramicas
bioativas em polimeros biocompativeis. Atualmente vérios pesquisadores vém
estudando os materiais a base de fosfato de calcio principalmente para aplicacdes
tecnoldgicas na area de saude voltada ao uso clinico, com a inten¢do de substituir o
autoenxerto 6sseo em cirurgias ortopédicas. Além de possuir propriedade
osteoindutiva (estimular a osteogénese) ou osteocondutiva, o substituto 6sseo ideal
deve ser biocompativel e ser gradualmente substituido por novo tecido 0sseo.

As propriedades da hidroxiapatita apresentam caracteristicas fisico-quimicas
diferentes dependendo do processo de fabricacdo utilizado para sua obtencao.
Varios métodos de sintese tém sido utilizados para preparacdo da hidroxiapatita,
porém o meétodo de precipitacdo por via umida é o mais utilizado, pelo fato do
produto produzido apresentar caracteristicas similares as do tecido 0sseo e dentario
(COSTA et al., 2009).

Uma forma conveniente de classificar os fosfatos de calcio é por meio da
razdo molar entre os atomos de calcio e fosforo (razdo Ca/P), a qual varia de 0,5 a
2,0, conforme mostra a Tabela 1.

Estes fosfatos de célcio podem ser sintetizados por precipitacdo a partir de
solucBes contendo fons Ca** e PO,*. A solubilidade em &gua é uma das
propriedades mais importantes dos fosfatos de calcio explorada nas suas diversas
aplicacdes e que permite que seu comportamento in vivo seja predito. De forma

geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor sera a solubilidade (FOOK, et al., 2010).



Tabela 1 - Razdo Ca/P dos fosfatos de calcio.
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Fosfato de Calcio Formula Quimica Ca/P
Fosfato Tetracélcico (TeCP) CasO(P0Oy), 2,0
Hidroxiapatita (HA) Cai0(PO4)s(OH)- 1,67
Fosfato de Calcio Amorfo
(ACP) Ca3(PO4)2 . hH>O 1,5
Fosfato tricélcico (TCP) Caz(P0Oy,): 1,5
Fosfato Octacélcico (OCP) CagH2(PO4)6.5H,0 1,33
Monohidrogénio fosfato de
calcio dihidratado (DCPD) CaHPO,.2H,0 1.0
Monohidrogénio fosfato de
célcio (DCP) CaHPO, 1.0
Pirofosfato de calcio (CPP) CayP20y 1,0
Pirofosfato de célcio
dihidratado (CPPD) Ca2P207.2H,0 1.0
Fosfato Heptacalcio (TDHP) Ca7(P5016)2 0,7
Dihidrogénio fosfato
tetracalcico (TDHP) CaaHzP:020 0.67
Fosfato Monocalcico
Monohidratado (MCPM) Ca(H,P04)2.H,0 0.5
Metafosfato de célcio (CMP) Ca(POs) 0,5

(Fonte: AOKI, 1991)

Composicles estaveis da hidroxiapatita podem ter a razdo Ca/P estendida

para aproximadamente 1,5. O fosfato de calcio mais estavel e o0 menos solavel de

todos € a hidroxiapatita, de formula estequiométrica Caio(PO4)s(OH), com razédo

Ca/P igual a 1,67. A estrutura da hidroxiapatita permite substituicbes isomorfas de

céations e anions com grande facilidade. O Ca** pode ser substituido por metais tais

como o Pb®" Cd?*, Cu®*, Zn**, Sr**, Co** e Fe?"; os grupos fosfatos por carbonatos e

vanadatos e as hidroxilas por carbonatos, flior e cloro (COSTA et al., 2009).
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Devido as semelhangas quimica e estrutural com a fase mineral de ossos e
dentes, a HA é o fosfato de calcio mais pesquisado e utilizado como biomaterial
(KAWACHI et al.,, 2000). Entretanto, varios outros fosfatos de calcio vém
despertando amplo interesse biologico, pois também ocorrem em calcificacdes
normais e patoldgicas e durante as diferentes etapas de desenvolvimento 6sseo (LE
GEROS, 1991). Um exemplo seria 0s grupos carbonatos, que néo alteram a
cristalinidade da hidroxiapatita, mas podem acelerar os processos de dissolucdo da
estrutura, o que € verificado nas céaries dentarias e nos processos de reabsorcao
ossea.

O processo de cristalizacdo do fosfato de calcio presente no tecido 6sseo se
da pela formacédo de produtos metaestaveis intermediarios a fase da hidroxiapatita
controlada cineticamente. A transformacédo do ACP a OCP é observada dentro de
condi¢Bes in vitro, e o OCP por sua vez se converte ao fosfato de calcio que
apresenta composicao semelhante ao presente no tecido d0sseo (FOOK, et al.,
2010).

E de extrema importancia o controle de parametros microestruturais da HA
tais como cristalinidade e anisotropia para que se assegure seu adequado
comportamento in vivo, ja que devido as variacbes na sua estequiometria, estes
parametros variam de acordo com a metodologia empregada na preparacdo da
amostra.

A hidroxiapatita tem sido muito estudada por ser o principal constituinte da
fase inorganica do 0sso. Suas caracteristicas quimicas e estruturais possibilitam seu
uso na area médica como material biocompativel em implantes e préoteses (COSTA

et al., 2009).
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1.7. OGP

O OGP é um peptideo de ocorréncia natural cuja estrutura primaria é idéntica
a sequéncia C-terminal da histona H4 (NHs"-A-L-K-R-Q-G-R-T-L-Y-G-F-G-G-COO)).
(BAB, et al., 1992). O OGP est4 presente em ligacdo com proteinas, formando
complexos, tal como a a2-macroglobulina (a2-M) do soro. In vivo, o OGP regula a
expressao dos fatores de crescimento de transformacao TGF-B1, TGF-B2 e TGF-33,
fator de crescimento fibroblastico FGF-2 e fator de crescimento insulinico IGF-1
(BRAGER, et al., 2000).

O OGP age na diferenciacéo e/ou na proliferacdo tanto de células sanguineas
progenitoras quanto de células osteoprogenitoras, portanto, sua funcdo e de seus
derivados é de estimular a osteogénese e a hematopoiese (CHEN, et al., 2000; BAB
e CHOREYV, 2002; HUI, et al., 2007). O fato de estar presente fisiologicamente no
soro humano e de ratos, mesmo em concentracdes muito pequenas (BAB et al.,
1992), indica sua importancia biolégica (GREENBERG et al., 1995). O OGP confere
0 aumento na densidade trabecular 6ssea, estimula a cicatrizacdo 0ssea, permite
gue a atividade da fosfatase alcalina seja regulada, estimulando tanto a proliferacéo
celular quanto a mineralizacdo da matriz 6ssea (BAB e CHOREYV, 2002).

CHEN et al., (2007) e VANELLA et al., (2010) demonstraram que tanto o
OGP quanto o OGP [10-14] regulam diretamente a diferenciacdo de células
mesenquimais de medula em osteoblastos favorecendo assim a neoformacéao
O0ssea. GABET et al, (2004) comprovaram que o OGP e seus derivados quando
empregados por via sistémica estimulam a neoformacdo Ossea em fraturas
medulares de coelhos e ratos, reduzindo o tempo de maturidade medular e uniédo

cortical.
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O peptideo de crescimento osteogénico (OGP) é, portanto, uma alternativa
para conferir além da propriedade de osteocondutividade aos scaffolds, a
caracteristica de osteoinducao, desta forma, estes peptideos apresentam um grande
potencial para serem utilizados na medicina regenerativa, bem como, empregando-
os na funcionalizacéo de scaffolds constituidos de biomateriais com interesse na

aplicacéo para engenharia tecidual 6ssea.

1.8. Lipossomas

Lipossomas sado sistemas lipidicos dispersos constituidos por fosfolipidios,
moléculas anfifilicas, que em meio aquoso se organizam espontaneamente em
bicamadas formando vesiculas esféricas. Essas bicamadas circundam uma
cavidade aquosa interna e sdo envolvidas por um meio aquoso.

Pelo fato de serem constituidos por moléculas anfifilicas, os mesmos sao
capazes de encapsular substancias hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas, por isso sua
ampla aplicacdo em drug delivery, jA que permitem a incorporacdo de moléculas,
independente de sua solubilidade.

Ha& muitos anos os lipossomas tém sido estudados para a incorporacéo e
liberacdo controlada de farmacos (drug delivery), devido a sua versatilidade,
capacidade de protecdo, composicao, elasticidade e, principalmente, ao fato de
permitirem a incorporacdo de moléculas, independente de sua solubilidade.

Na década de 60, BANGHAM et al.(1965) descreveram os lipossomas como
modelos de membranas biologicas ja que mimetizam as células em protecéo,
composicao e funcionalidade (GIUBERTI, 2007).

A utilizacdo dos lipossomas como sistemas de liberagdo de farmacos foi

proposta na década de 70 por Gregory Gregoriadis (GREGORIADIS et al., 1971) e
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desde entdo, a mesma finalidade tem sido estudada na aplicacdo de nanoparticulas,
emuls@es, hormonios, peptideos, dendrimeros e anticorpos.

O objetivo da utilizacdo dos lipossomas como veiculos de farmacos € o
aumento do potencial terapéutico, permitindo a disponibilidade de somente uma
fracdo do farmaco no seu local de acdo e impedindo sua difusdo para demais 6rgaos
e tecidos que nao sejam alvo da sua acdo, a fim de que diminuam os efeitos
indesejados no organismo, evitando a toxicidade sisttmica (GRANT &
BANSSINATH, 2001).

As vantagens dos lipossomas em relacdo a outros sistemas de liberacdo de
farmacos é o fato de serem degradaveis, nao téxicos e imunogénicos,
caracteristicas que atendem as condi¢des fundamentais dos sistemas drug delivery,
ja que se tratam de estruturas a serem administradas in vivo.

Os lipossomas apresentam diversas aplicagcbes na area biomédica, dentre
elas destacam-se o0 uso em testes diagndsticos, a desintoxicacdo através de
agentes quelantes, na cosmetologia e aplicacdes como transportador de farmacos
antitumorais, 0s quais sao extremamente citotoxicos.

A preparacdo dos lipossomas se da pela mistura de lipideos naturais
extraidos e purificados, ou a partir de lipidios sintéticos, disponiveis comercialmente.
Uma grande variedade de lipidios e surfactantes pode ser utilizada para a
preparacao das vesiculas, como por exemplo, DPPG (Dipalmitoil fosfatidil glicerol),
DPPC (Dipalmitoil fosfadidil colina), POPG (Palmitoil oleil fosfatidil glicerol) e DPPE
(Dipalmitoil fosfatidil etanolamina). Geralmente, utilizam-se fosfolipidios catibénicos ou
anionicos. A composicdo destas vesiculas influencia as caracteristicas fisico-
guimicas dos lipossomas ja que possuem um efeito significativo sobre o

comportamento das mesmas e, consequentemente, na eficacia como transportador
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de farmacos.

Os lipossomas sao classificados em relagdo ao seu padréo estrutural
(tamanho, numero de lamelas, constituicdo lipidica e natureza de suas interacdes),
estabilidade e modo de preparacéo (LICHTENBERG & BARENHOLZ, 1988). Quanto
aos numeros de lamelas os lipossomas sdo classificados em vesiculas
multilamelares (MLV- multilamellar vesicles), aproximadamente concéntricas, com
diametro variando entre 400 e 3500 nm (JULIANO, 1981); ou unilamelares (LUV-

large unilamellar vesicles) de diametro inferior a 200 nm (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica de lipossomas: multilamelar (a) e unilamelar

(b)

I"cabega" hidrofilica
@ Moléculas hidrossoliveis
cauda” hidrofﬁhica[

l Moléculas lipossoluveis

Y Moléculas anfipaticas

(a) (b)

(Fonte: Araujo et al., 2003)

As demais classificacbes dos lipossomas levando em conta o padrédo
estrutura tamanho e quantidade de lamelas, bem como os métodos de preparacdo

estao descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacdo de lipossomas de acordo com os parametros estruturais ou

métodos de preparacao.

Parametros Estruturais Método de Preparacao
Vesiculas Multilamelares (>1um) - MLV Evaporacao de fase reversa
Vesiculas Oligolamelares (0,1-1um) - OLV Extruséo
Vesiculas Unilamelares (todos os tamanhos) - UV Congelamento e

Descongelamento
Vesiculas Unilamelares Pequenas (20-100nm) - SUV  Fuséo ou Sonicacao/ Extrusédo
Vesiculas Unilamelares Grandes (>100nm) — LUV Desidratacao - Reidratacéo,
Agitacado Mecanica (vortex)
Vesiculas Unilamelares Gigantes (>1um) - GUV Extruséo

(Fonte: Adaptado de: LICHTENBER & BARENHOLS, 1988; GRANT, 2002;

SANTOS & CASTANHO, 2002).

Neste trabalho, optou-se pela nédo definicio do tamanho das particulas,
podendo haver, portanto, particulas MLV, LUV e SUV.

A criacdo de novos métodos de preparacdo de lipossomas, que fossem
eficientes, reprodutiveis e com a possibilidade para aplicacdo em escala laboratorial
e industrial foi necessaria devido a larga aceitacdo da utilizacdo de lipossomas para
0s mais diversos fins.

A composicdo quimica, o numero de camadas, a distribuicdo de tamanhos, o
namero de lamelas e o volume encapsulado influenciam consideravelmente na
aplicacdo dos lipossomas, pois o tipo de lipossoma depende essencialmente do
método utilizado na sua preparacéao.

De um modo geral, a preparacdo de vesiculas lipidicas é realizada com a
dissolucdo da fase lipidica em um solvente organico, seguida da sua evaporagao
para a formacdo de um fino filme lipidico. Posteriormente o lipideo é hidratado com

uma fase aquosa. Nesta etapa, ocorre a formagdo de vesiculas multilamelares
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grandes. Na maioria dos sistemas, um processamento secundario como extrusao ou
sonicagdo € necessario se a finalidade é a obtencdo de um produto final com
tamanho de particula menor e bem definido (WOODLE & PAPAHADJOPOULOS,
1989).

As propriedades fisico-quimicas dos lipideos que formam as bicamadas que
constituem os lipossomas influenciam na cinética de liberacdo das substancias que
nelas estéo incorporadas.

Cada fosfolipidio tem uma temperatura de transicdo da fase de gel para a
fase de liquido-cristalina (Tm). A Tm é a temperatura na qual a estrutura de
bicamadas muda de uma fase gel mais ordenada para uma fase menos ordenada de
liquido-cristalina, permitindo o rompimento da estrutura de bicamadas e liberando o
conteudo que nela continha. Esta temperatura é designada temperatura de transicao
vitrea (GRANT & BANSSINATH, 2001).

Justificando a aplicacdo dos lipossomas no desenvolvimento de um sistema
de liberacdo controlada de substancias, uma mistura de fosfolipidios cujas
temperaturas de transicao vitrea diferem umas das outras é feita a fim de se obter
lipossomos com uma temperatura intermediaria de transicdo vitrea, que se
assemelha a temperatura do meio no qual se deseja que a substancia carreada seja
liberada, no caso de farmacos ou peptideos osteogénicos, a temperatura interna
corpérea.

A necessidade de encontrar um biomaterial com propriedades fisico-quimicas
e mecanicas capazes de mimetizar estruturas similares ao autoenxerto, aliada as
propriedades dos lipossomas incentivou este trabalho. Com isso buscou-se
funcionalizar estruturas 3D de PHB construidas com PR utilizando fosfato de calcio e

peptideo osteogénico por meio de incorporacdo em lipossomas a fim de conferir ao
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PHB melhores propriedades quimicas e biolégicas para aplicacdo em engenharia

tecidual.

2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo desenvolver scaffolds a base de PHB
produzidos por prototipagem rapida e posteriormente funcionalizados com apatita e
peptideo osteogénico (OGP), proporcionando a esses scaffolds caracteristicas
hidrofilicas, propriedades bioativas e osteoindutivas. Para tanto, os objetivos

especificos foram:

e Producao de scaffolds formados estruturalmente por polihidroxibutirato (PHB)
sintetizados por Prototipagem Rapida (RP) empregando a tecnologia
Selective Laser Sintering (SLS);

e Precipitacdo in situ de apatita a temperatura ambiente ao scaffold de PHB por
meio de ciclos alternados de imersdo em solucdes de CaCl, e Na;HPOy,,
respectivamente, na tentativa de proporcionar aos scaffolds caracteristicas
hidrofilicas, propriedades bioativas e osteoindutivas;

e Realizar caracterizacbes fisico-quimicas para melhor compreensdo da
interacdo dos cristais de apatita e dos peptideos osteogénicos ao PHB;

e Incorporacdo de peptideos osteogénicos em lipossomas preparados pela
mistura dos fosfolipidios DPPC e POPG de modo que a temperatura de
transicdo vitrea de 37 °C fosse alcancada permitindo a liberacdo dos

peptideos no meio fisioldgico;
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e Analisar a liberagéo controlada dos peptideos OGP-5,6 carboxifluoresceina e
OGP- triptofano por Espectroscopia de Fluorescéncia, apls serem

incorporados nas amostras.

3. Materiais e Métodos
Figura 2 apresenta o fluxograma do desenvolvimento do trabalho.

Figura 2 - Fluxograma da metodologia desenvolvida.

[ Preparacéo dos scaffolds ]

!

Precipitacéo in situ da apatita a
temperatura ambiente

nos scaffolds de PHB

!

Preparo do sistema de liberagao
controlada, DPPC+POPG (7:3)
contendo os peptideos OGP,
OGP-CF e OGP-W

.

Incorporacao dos peptideos OGP,
OGP-CF e OGP-W e dos sistemas
de liberagdo contendo os peptideos
nos scaffolds

!

Caracterizacéo dos compasitos:
MEV/EDS, Absor¢éo Atdmica,
DRX, TG, FT-IR, CD, DLS

!

Andlise da liberac&o controlada
de OGP-CF e OGP-W nos
scaffolds

(Fonte: Autor)
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3.1 Confeccéo dos scaffolds de PHB

Os scaffolds foram confeccionados empregando a tecnologia de impressao
3D disponivel no Centro de Tecnologia da Informacdo Renato Archer (CTI),
utilizando como matéria-prima para confeccdo das pecas 3D o polimero, poli-3-
hidroxibutirato (PHB) na forma de pd. Primeiramente foram gerados modelos
geomeétricos virtuais com poros regulares e interconectados estabelecendo a melhor
forma e tamanho. (Figura 3). Para desenvolver estes modelos geométricos virtuais
foram empregado os programas SolidWorks CAD 3D (Dassault Systemes
SolidWorks Corp., Franca). A partir destes modelos virtuais foram gerados os

modelos fisicos.

Figura 3 - Modelo virtual 3D dos scaffolds de PHB seguindo as respectivas

dimensdes para aplicacdo em futuros estudo in vitro.

T —

i et S

Para tanto, na confeccédo dos biomodelos 3D de PHB foi utilizada a tecnologia
Selective Laser Sintering (SLS) (Figura 4) empregando a maquina SinterStation
2000 (DTM Corporation). O PHB utilizado na confec¢do desses scaffolds possui
tamanho de particulas entre 10-100 pm (Biocycle®, PHB Industrial S/A, Brasil). No
processo de fabricagdo dos scaffolds foi utilizado laser de CO; na poténcia de 8 W

com uma varredura do laser de 0,15 mm e temperatura do alimentador de matéria-
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prima a 50 °C e do leito de construcdo a 100 °C. Os scaffolds foram produzidos nas

seguintes dimensdes: 11 mm de didmetro, 2 mm de espessura e poros de 700 pm.

Figura 4 - Processo de confeccdo dos scaffolds de PHB por SLS.

3.2. Preparacdo dos compdsitos de polihidroxibutirato e apatita (PHB-CaP)

A apatita foi incorporada aos scaffolds de PHB seguindo a metodologia de
Hutchens et al. (2006). A apatita (CaP) foi precipitada no PHB pela realizacdo de
ciclos de incubacado alternados, empregando para cada amostra solucao de CacCl,
0,1 M (pH 5,8) ) (Synth®) e posteriormente solu¢cdo de Na,HPO, 0,1 M (pH 9,2)
(Synth®). Todas as incubacdes foram realizadas por um periodo de 24 horas a
temperatura ambiente sob agitacao lenta (HUTCHENS et al.,2006).

Foram preparados dois grupos de amostras: em um grupo a incorporacao de
CaP se deu pela realizacdo de 2 ciclos de incubacao alternados enquanto em outro
grupo a incorporacao foi realizada submetendo os scaffolds a 3 ciclos de incubacéo.
Ambos os grupos foram separados em dois diferentes subgrupos, sendo um deles
submetido a tratamento prévio com alcool etilico absoluto 20%, que consistiu da
imersdo dos scaffolds em solugéo de etanol 20% por 24h a temperatura ambiente
(sob agitacdo continua) e no outro nenhum pré-tratamento foi realizado. Este pré-

tratamento foi realizado na tentativa de diminuir a hidrofobicidade dos scaffolds de
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PHB a fim de facilitar a incorporacao de fases de apatita. As amostras obtidas estao

descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Composic¢ao dos scaffolds confeccionados.

Amostras 2 ciclos 3 ciclos
Et-PHB-CaP 2-Et-PHB-CaP 3-Et-PHB-CaP
PHB-CaP 2PHB-CaP 3PHB-CaP

(Fonte: Autor). Et: pré tratamento com etanol 20%.

Para obtencéo dos scaffolds de PHB-CaP as amostras foram secas em estufa
a 37 °C. Depois de obtidos, os scaffolds de PHB- CaP foram caracterizados
utilizando-se as técnicas de microscopia eletrénica de varredura/ espectroscopia de
energia dispersiva (MEV/EDS), absorcao atbémica, difratometria de raios-X (DRX),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) a fim de se
determinar quais amostras seriam utilizadas para posterior incorporacdo dos

peptideos.

3.3 Preparo dos lipossomos contendo o OGP marcado com
carboxifluoresceina (CF) ou triptofano (W)

Os fosfolipideos empregados na preparacdo dos lipossomas foram o
dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC) e o Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol (POPG),
adquiridos da empresa Avanti®.

A mistura dos fosfolipidios DPPC: POPG foi preparada na proporcao 7:3 que
resultou em uma temperatura de transicdo proxima a temperatura corpoérea, 37°C, o

gue possibilitaria a maleabilidade da estrutura do lipossoma e a liberacdo dos



36

peptideos no local de interesse. As temperaturas de transi¢ao vitrea dos fosfolipidios
DPPC e POPG sao respectivamente, 42°C e -2°C.

Os peptideos utilizados neste estudo, OGP- triptofano (W) e OGP-5,6
carboxifluoresceina (CF), foram sintetizados pela metodologia de sintese em fase
sélida pela Empresa AminoTech (Sao Paulo — Brasil). A marcacéo fez-se necessaria
para quantificacdo do conteldo liberado nos estudos de liberacdo dos mesmos.
Assim, avaliando qual melhor sistema desenvolvido € apropriado para os estudos de
liberagdo para estas amostras 3D. Somente o melhor sistema desenvolvido foi
utilizado para incorporacao dos peptideos nos scaffolds PHB-CaP.

A incorporacdo dos peptideos OGP-CF e OGP-W nos lipossomas foi
realizada de acordo com o seguinte procedimento descrito por MORAES et al.,
2010, onde cada peptideo na concentracéo de 10 mol.L™ foi diluido em solucdo de
DPPC:POPG (7:3) a 1 mmol.L™* em metanol/cloroférmio (1:9).

Apos a diluicédo, a evaporacao dos solventes foi feita em N, até a obtencéo de
um filme formado nas paredes do tubo de centrifugacdo. Posteriormente, o filme
formado foi hidratado com solucdo tampéo PBS 1x (pH 7,2) por 2 h a temperatura
ambiente. As solucdes obtidas referentes ao melhor sistema desenvolvido do
respectivo peptideo apds hidratacdo foram utilizadas para incorporacdo dos

peptideos nos scaffolds PHB-CaP.

3.4 Incorporacéao dos peptideos OGP-CF

Foram selecionadas as amostras ideais para a realizacdo do teste de
incorporacdo apoOs analisados todos os resultados das caracterizacbes dos
compositos preparados, de modo que a incorporagdo fosse realizada apenas nos

scaffolds com as caracteristicas que se pretendia com a funcionalizagdo. A Tabela 4
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abaixo descreve as solucgdes preparadas e as amostras nas quais foram adsorvidos

0s peptideos.

Tabela 4 - Solucdes dos respectivos peptideos e tipos de amostras nas quais foram
incorporados.

Solucgéao Amostras Quantidade de
Amostras
OGP-CF 2-Et-PHB-CaP 3
DPPC+POPG/OGP-CF 2-Et-PHB- CaP 3

(Fonte: Autor).

A incorporacao dos peptideos foi feita pelo processo de adsor¢cdo. Por esse
processo, tanto dos peptideos livres quanto dos peptideos incorporados em
lipossomas, interagem aos compositos PHB-CaP por interacfes ionicas. A liberacao
dos peptideos nos sistemas lipossomais se da pela maleabilidade da membrana de
fosfolipidios do lipossoma que permite a passagem de moléculas, no caso dos
peptideos livres, a liberacdo ocorre em condicbes proximas as fisioldgicas de
temperatura e forca idnica.

Para que fosse possivel a analise de liberagdo dos peptideos das amostras
estabeleceu-se a concentracdo de 10° mol.L" para o preparo das solucdes
peptidicas que foram utilizadas para adsorcédo direta nos scaffolds de PHB-CaP e
também das solucBes peptidicas incorporadas aos lipossomas. Pois, estudo
realizado pelo grupo anteriormente verificou a falta de sensibilidade do equipamento,
espectrometro de fluorescéncia, para concentracées inferiores a 10 mol. L™ e 6tima
sensibilidade para concentracdes entre 10° mol. L™ e 10® mol. L™ (SASKA et al,
2012). Esta faixa de concentragdo foi determinada de acordo com estudos prévios

relatando a concentracdo ideal deste peptideo para reparacdo 0ssea. De acordo
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com BAB et al. (1992) e SPREAFICO et al. (2006), solu¢cBes peptidicas de
concentracdes maiores que 10™* mol.L™* mostraram acentuada proliferacdo celular,
sendo que a concentracdo de 10° mol.L™ promoveu uma melhor atividade da
fosfatase alcalina, maior formacao e mineralizacdo de nédulos de osso neoformado.

As solucdes de OGP-CF livre e do sistema lipossomal DPPC: POPG/OGP-CF
foram selecionadas como sendo os sistemas melhores desenvolvidos, segundo as
caracterizacoes realizadas previamente, portanto foram utilizadas para incorporacéo
dos peptideos nos scaffolds PHB-CaP.

Para o processo de incorporacdo, cada composito PHB-CaP obtido (vide
Tabela 4), foi imerso em 2 mL das respectivas solu¢cdes de OGP-CF livre e também
incorporados em lipossomas, DPPC:POPG/OGP-CF, por 72 h a 10 °C. Todos os
ensaios de incorporacao foram feitos em triplicata.

Apos esse periodo de 72 h, os scaffolds foram secos em estufa a 37 °C para

posterior andlise de liberacdo do peptideo.

3.5 Caracterizacado dos compaésitos

As técnicas de caracterizacbes fisico-quimicas foram empregadas na
tentativa de elucidar a interacdo dos peptideos OGP, OGP-CF e OGP-W com os
lipossomas e identificar as fases de apatitas incorporadas nos compaositos 2PHB-HA,
2-Et-PHB-CaP, 3PHB-CaP e 3-Et-PHB-CaP. Para tanto, os scaffolds foram
caracterizados utilizando-se as seguintes técnicas: microscopia eletrbnica de
varredura/espectroscopia de energia dispersiva- imagem espectral (MEV/EDS),
absorcao atdbmica, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR), difratometria de raios-X (DRX), analise termogravimétrica (TG), dicroismo

circular (circular dichroism - CD) e espalhamento de luz (dinamic light scattering -
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DLS).

3.5.1 Microscopia eletronica de varredura/espectroscopia de energia dispersiva
(MEV/EDS)

MEV acoplado a EDS para estudar aspectos morfolégicos dos compdésitos
formados, assim como, a razdo molar Ca/P nas amostras contendo apatita. Dado
gue auxiliou elucidar se a apatita incorporada aos sistemas é realmente deficiente
em Ca e também qual tipo de apatita esta sendo formado. Com os dados de EDS
determinar a razdo molar de Ca/P das amostras contendo apatita. Cada amostra foi
colocada em suporte de cobre para a realizagdo das microanalises semi-
guantitativas com tenséo de 5Kv. Posteriormente, as amostras foram recobertas com
uma fina camada de carbono com espessura durante 2s e corrente de 40 A. As
micrografias foram realizadas sob tensdo de 2Kv. As micrografias e o EDS foram
obtidas em microscopio eletrénico modelo FEG-MEV, JEOL — JEM 1200 realizadas

no Laboratorio de Microscopia Avancada (IQ-UNESP).

3.5.2 Absorcéo atébmica

Para realizar essa analise cada amostra foi dissolvida em uma solucéo
contendo proporcionalmente 1,5 mL de &cido nitrico (Synth®) e 0,3 mL peréxido de
hidrogénio (Synth®), para que os scaffolds de PHB (controle) e PHB-CaP ficassem
imersos. Os scaffolds foram pesados e suas respectivas massas anotadas,
inicialmente. Em seguida foram imersos na solucéo e colocados em banho maria a

80°C de 5 a 10 minutos até dissolucao completa das amostras.
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Aliquotas dessas solucdes obtidas foram utilizadas para determinar a
concentragdo de Ca e P assim como a razdo Ca/P dos scaffolds de PHB-CaP
empregando a analise de espectrometria de absor¢ao atbmica com chama.

O equipamento utilizado foi 0 espectrometro de absor¢éo atbmica em chama
de alta resolucéo com fonte continua ContrAA 300 (Analytik Jena, Jena, Alemanha)
equipado com uma lampada de arco curto de xendnio operando no modo “hot-spot”
modelo XBO 301 (GLE, Berlin, Alemanha) como fonte de radiacéo e queimador com
caminho 6ptico de 100 mm, disponivel no Departamento de Quimica Analitica do

Instituto de Quimica de Araraquara-1Q/ UNESP.

3.5.3 Difratometria de Raios - X (DRX)

A formacédo e identificacdo das fases cristalinas, em funcdo da variacdo da
concentracdo do precursor e dos tempos de sintese foram acompanhadas mediante
difratometria de raios X. Utilizou-se um difratdmetro de raios X modelo Rigaku
Rotaflex com &anodo rotatério, modelo rint 2000 com radiacdo Ko de cobre,
monocromatizada por cristal (UNESP - Instituto de Quimica - Araraquara). A
varredura foi entre 4° a 70 ° e a velocidade usada foi de 3 segundos a cada 0,02 6°.

Os raios X sdo radiacfes eletromagnéticas que podem ser polarizadas,
difratadas e refletidas. A condicdo para interferéncia construtiva da radiacdo X
refletida pelos planos cristalinos de um cristal € dada pela relacdo 2d sem 6 = nA,
gue é a lei fundamental da cristalografia de raios X, conhecida como lei de Bragg em
gue: n = numero de ondas, d= distancia interplanar, A, = comprimento de onda do
feixe monocromatico e 6 = angulo de difragdo. Ela estabelece que, para um dado
comprimento de onda (1), o raio refletido emergira apenas nos angulos (0), para 0s

quais a relacdo acima é satisfeita. Nestas condi¢cdes a intensidade difratada
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apresenta picos de maximo que sdo produzidos por um conjunto de planos
separados por uma distancia interplanar dp.

A identificacdo das fases cristalinas do PHB, e das fases de apatita presentes
nos compositos foi realizada comparando-se os dados obtidos com as fichas
cristalogréficas padrbes da base de dados ICDD — PDF-2 (International Center for

Difraction Data — Power Difraction File-2).

3.5.4 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT- IR)
Os espectros de FT-IR foram obtido 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 confeccdo das pastilhas. Os espectros
foram realizados sob as seguintes condi¢des: porcentagem de transmitancia (%T)
com actmulo de 32 varreduras, com uma resolucéo de 4 cm™, na faixa de absorgéo

de 4.000-400 cm™.

3.5.5 Anédlise termogravimétrica (TG)

Esta técnica possibilitou informacfes relevantes quanto ao comportamento
térmico do PHB e o0s novos materiais obtidos relacionando com a cristalinidade/
perda de massa. Com os dados da analise térmica quantificou-se a proporcédo de
massa residual de compostos Ca-P incorporada nos sistemas.

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 70 mL.min™* com

razdo de aquecimento de 10°C.min™.
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3.5.6 Espalhamento de Luz

O espalhamento de luz dindmico mede as variacdes dependentes da difusao
de intensidade de espalhamento resultante de particulas submetidas a movimento
browniano aleatério. Coeficiente de difusdo e informa¢des de tamanho de particula
podem ser obtidos a partir das andlises destas flutuacbes (KASZUBA et al., 2008).

A técnica de espalhamento de luz dindmica consiste de uma técnica néo
invasiva que permite a analise da distribuicdo e medida do tamanho de vesiculas
formadas neste processo de interacdo (FERREIRA et al., 2005).

Ao ser incidido um feixe de laser nas particulas, o feixe de luz é disperso. A
intensidade da luz dispersa detectada em um determinado angulo flutua a uma taxa
gue é dependente da velocidade de difusdo das particulas que constituem os
lipossomos, 0 que por sua vez é regulado pelo tamanho da particula. Dado o
tamanho das particulas pode ser gerada uma analise das variacdes na intensidade
da luz dispersa. As medidas das flutuacdes de intensidade da luz dispersa séo
convertidas em impulso elétrico, que séo alimentados a um dispositivo de correlagéo
digital. O tamanho das particulas de informacdo € gerado a partir dos dados
resultantes (KASZUBA et al., 2008).

O tamanho dos lipossomas e dos peptideos osteogénicos, bem como a
interacdo entre ele foi determinado empregando-se a técnica de espalhamento de
luz, em um equipamento da Microtrac modelo NANOTRAC WAVE a temperatura de
25°C, com angulo de medida de 180° e um laser Diodo (780 nm) (Grupo de
Polimeros "Prof. Bernhard Gross" do IFSC/USP). Na analise obteve-se a média do
didmetro usando o indice de refracdo dos lipossomas de 1,42 (ARDHAMMA, et

al.,2002). A distribuicdo das populagdes lipossomais foi caracterizada utilizando o
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indice de polidispersibilidade, o qual é medido pela extensdo da distribuicdo do

tamanho das vesiculas (FERREIRA et al., 2005).

3.5.7 Dicroismo Circular

As andlises de dicroismo circular (circular dichroism - CD) forneceram
informacdes que refletem tanto as caracteristicas estruturais, quanto as mudancas
conformacionais de interacao dos peptideos osteogénicos com os lipossomas.

O dicroismo circular € uma técnica que pode ser utilizada para elucidar
informacdes a respeito das estruturas secundarias de proteinas e peptideos, pois
permite estimar quantidades de hélice-a, folha-B e estruturas desordenadas
(aleatdrias ou randdomicas), adotadas pelas moléculas. Desta forma, a partir dos
espectros de dicroismo circular dos peptideos foi possivel determinar a estrutura
secundaria destes, portanto, a analise de dicroismo circular € uma importante sonda
de estrutura secundaria para estudos de enovelamento de proteinas e peptideos.

Os espectros de dicroismo circular foram realizados no em um
Espectropolarimetro Jasco (J 815) (UNESP - Instituto de Quimica — Araraquara) e
foram coletados na regido de comprimento de onda de 190 a 250 nm, a 25 °C com
largura de banda de 1nm, tempo de resposta de 0,5s e velocidade de varredura de

100nm/min. Os espectros finais foram obtidos a partir de 8 acumulacgdes, utilizando-

se cubetas de quartzo de caminho 6ptico de 1,0 mm.

3.6 Determinacdo da liberacéo do peptideo nos compdsitos
Considerando os resultados da andlise de espalhamento de luz dinamico,
observou-se que apesar do peptideo OGP-W ter obtido uma distribuicdo monomodal

de particula, o seu tamanho n&do o tornou ideal para utilizacdo em sistemas de
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liberagcdo controlada. Portanto a liberacdo do peptideo nos compdsitos foi
determinando somente para o peptideo OGP-CF.

Cada scaffold de PHB-CaP contendo os peptideos OGP-CF e sua respectiva
solugdo incorporada nos lipossomas foi imerso em 30 mL de solugcdo PBS
(phosphate buffer solution, pH 7,2), um volume capaz de preencher todo circuito do
equipamento. As amostras foram mantidas sob agitacdo a uma temperatura de 37°C
durante o periodo de analise.

Os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo utilizados na
determinacao da liberacdo do OGP-CF foram de 492 e 520 nm, respectivamente. As
medidas foram realizadas em triplicata. As aquisicbes dos dados da concentracao
de peptideo liberado 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
ML (Hellma QS 10 x 4 mm), sendo todo fluxo da solucdo mantido por uma bomba

peristaltica. O sistema utilizado estad compreendido na Figura 5.

Figura 5 - Sistema utilizado no estudo de liberacdo. Sistema completo (A),
Aproximagcdo do recipiente contendo as amostras e o tampdo PBS para fluxo
continuo, assim como as mangueiras de silicone responsaveis pelo fluxo de entrada
e saida do tampéo (B), Aproximacdo do interior do espectrofotdmetro onde esta
localizada a cubeta e detalhe para local de entrada e saida da cubeta,

proporcionando o fluxo e leituras continuas (C).
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Agitador
- Controlador
A) magnético Espectrofotémetro de
Bomba de fluorescéncia temperatura
peristéltica

O tempo de aquisicdo dos dados foi de 24 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. Apos 5 h de aquisi¢céo, as medidas foram realizadas a cada

30 min até completar 8 h e a cada 1 h até completar as 24 h de andlise.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo dos compadsitos

4.1.1 Microscopia eletronica de varredura/espectroscopia de energia dispersiva
(MEV/EDS)

Scaffold de PHB

As tecnologias de manufatura aditiva que processam pé, SLS e Three-
dimensional Printing (3DP), possuem uma vantagem intrinseca em relacdo as
demais tecnologias de manufatura aditiva para aplicacdo em scaffolds que é a
porosidade (Figura 6). Na Figura 6, observam-se tanto os poros extrinsecos quanto

os intrinsecos dos scaffolds de PHB, com porosidade de superficie uniforme.

Figura 6 - Imagens de MEV da superficie dos scaffolds de PHB produzidos por SLS.
A: a imagem mostra os poros maiores (~700um) produzidos durante o processo de

confeccdo dos scaffolds; B: a imagem mostra a porosidade intrinseca do scaffold

gerado pelo processo SLS.
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Compasito polihidroxibutirato — fosfato de célcio (Ca-P)

As Figuras 7 e 8 ilustram a superficie dos scaffolds modificada pela imerséo
em solugBes de cloreto de calcio e de fosfato basico de sédio. Conforme descrito
anteriormente as amostras foram divididas em 2 grupos, a Figura 7 ilustra os cristais
formados na superficie do PHB pré tratado em solucéo de etanol 20%. O grupo sem
o pré-tratamento em etanol esté representado na Figura 8.

As micrografias de MEV da superficie destas amostras secas revelaram
cristais de apatita recobrindo a superficie dos scaffolds de PHB com preservacao da
estrutura porosa intrinseca do scaffold. Observa-se que o grupo tratado em etanol,
Figura 7, aparentemente tem maior quantidade de material inorganico depositado na
superficie, sendo que as amostras que foram submetidas a 3 ciclos, Figura 7-b, tem
maior concentracdo, consequentemente apresentaram maior concentracdo de
cristais precipitados na superficie.

As Figura 7 e 8 indicam a precipitacdo de tipicos cristais de apatita na
superficie dos scaffolds de PHB em forma de esferas contendo cristalitos de
morfologia globular e em bastonetes (“rods”) com superficie irregular, formada por
pequenos fios ou placas, assemelhando-se a “agulhas” (romboédrica) caracteristicos
de fosfato octacalcico (OCP) (HUTCHENS et al., 2006; HONDA et al., 2007) ou
fosfato tricalcico (TCP) (KANAZAWA, 1989). Estes aspectos morfologicos indicam
gue as moléculas de apatita estdo fornecendo sitios de nucleag¢do secundaria para
formacdo de apatita adicional, formando assim particulas interconectadas.

(HUTCHENS et al., 2006).

Figura 7 - Micrografia dos scaffolds de PHB funcionalizados com Ca-P: (A) amostras

submetidas a 2 ciclos de imerséao e (B) amostras submetidas a 3 ciclos de imersao.
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Ambas as amostras foram submetidas ao tratamento prévio de imersdo em etanol

20%.

SEl  12kV WD11mm  SS30 x5,000 S5pm — SEI  12kV WD11mm SS30 x10,000 1pm b—
Sample 0000 20 Sep 2013 Sample 0000 20 Sep 2013

b

Observa-se que a morfologia dos cristais formados €& similar
independentemente do tratamento prévio realizado no scaffold de PHB, Figuras 7 e
8. Porém, apesar da semelhanca morfologica, observa-se que os cristais formados
sobre a superficie dos scaffolds submetidos ao tratamento prévio com solucdo
alcodlica 20% apresentam-se melhor definidos, podendo ser observadas nitidamente
as pontas dos mesmos em forma de “agulha”, Figura 7.

Analisando as micrografias, pode-se concluir que o grupo sem tratamento em
solucdo alcodlica 20%, independente do numero de ciclos teve o0s cristais
incorporados a sua superficie em menor quantidade, Figuras 8 a e b.

Nas amostras que receberam 3 ciclos de imersdo aparentemente ha uma
maior presenca de precipitado de cristais de apatita que se apresentam com aspecto
mais denso, diminuindo a porosidade nas regides de maior concentracdo. Portanto
pode ndo ser a melhor condigdo de incorporagédo pelo fato de obstruirem os poros

do scaffold, indispensaveis para um processo de reparacéo 0ssea.
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Figura 8 - Micrografia dos scaffolds de PHB funcionalizados com Ca-P (A) amostras
submetidas a 2 ciclos de imersao e (B) amostras submetidas a 3 ciclos de imersao;

ambas amostras sem tratamento prévio de imersdo em etanol 20%.

SEl 12kV WD11mm SS30 x1,000 10pm — — 10pm IQ-UNESP 3/15/2013
Sample 0000 20 Sep 2013 X 1,500 10.0kV SEL I WD 9.0mm 3:01:10

A formagdo dos compostos de fosfato de calcio acontece com diversas
estequiometrias, sendo que dificilmente se forma uma Unica espécie via precipitacéo
in situ ou mesmo algumas espécies se formam apenas em altas temperaturas. No
caso, a temperatura ambiente, se tem a formacdo de algumas espécies mais
comuns, dentre elas o fosfato de octacélcico (OCP), o B-fosfato tricalcico (B-TCP) e 0
- pirofosfato de calcio (PPC) (GOMES, et al., 2012.), além de carbonato-apatita.

Considerando que o PHB €é um composto organico hidrofébico as
possibilidades de interacdo dos ions calcio e fésforo com a superficie do polimero se
tornam restritas (MEDVECKY, L. et al, 2010]. Provavelmente por esse motivo as
amostras tratadas previamente em alcool favorecem a precipitacdo dos cristais de

apatita.

4.1.2 Analise por Espectroscopia de energia dispersiva- Imagem espectral
Considerando a caracteristica hidrofébica da superficie do scaffold de PHB e

consequentemente a dificuldade de interacdo com ions inorganicos, foi feita uma
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analise por EDS, espectroscopia de energia dispersiva- e imagem espectral das
amostras, Figuras 9-12.

O mapa de distribuicdo dos ions (Figura 9-12, b-d) indica que a superficie do
polimero foi modificada (recoberta) de maneira mais homogénea por fésforo e por
sédio, indicando a presenca de célcio apenas nas regides nas quais foi possivel
observar os cristais brancos na forma de esferas com superficie irregular. Portanto, a
interacdo do PHB com o fésforo € muito mais efetiva, provavelmente pela propria
natureza formadora de polimero dos ions fosfato. Outros polimeros como celulose
bacteriana, ricos em hidroxilas, apresentam caracteristica hidrofilica e, portanto,

interagem mais efetivamente com ions célcio e fosfato. (SASKA et al., 2010)

Figura 9 - Mapeamento de energia dispersiva-imagem espectral das amostras de

PHB modificadas com 2 ciclos de imersao sem tratamento prévio em etanol.
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Figura 10- Mapeamento de energia dispersiva-imagem espectral das amostras de

PHB modificadas com 3 ciclos de imersao sem tratamento prévio de etanol.

Data Type: Counts Mag: 12000 Acc. Voltage: 10.0 kV
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Figura 11- Mapeamento de energia dispersiva-imagem espectral das amostras de
PHB modificadas com 2 ciclos de imersdo. A amostra foi submetida ao tratamento

prévio de imersao em etanol 20%.

Data Type: Counts Mag: 4000 Acc. Voltage: 10.0 kV
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Figura 12 - Mapeamento de energia dispersiva-imagem espectral das amostras de

PHB modificadas com 3 ciclos de imersdao. A amostra foi submetida ao tratamento

prévio de imersao em etanol 20%.

Data Type: Counts Mag: 4000 Acc. Voltage: 10.0 kV

O comportamento observado nas micrografias e corroborado pelo mapa de
imagem espectral € de que ndo ha distribuicdo homogénea dos ions célcio e fésforo,
indicando que dados de EDS néo séo suficientes para se determinar a razdo Ca/P

depositada nas amostras.
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4.1.3 Absorgéo atdbmica

Para a determinacdo da propor¢do Ca/P nos scaffolds de PHB-CaP
modificados, primeiramente foi necesséario dissolver os scaffolds funcionalizados,
para posterior analise das concentracfes de Ca e P nas amostras. Esta andlise foi
realizada para todas as amostras em triplicata.

Para a anadlise de absorcdo atdmica foram feitas duas curvas de calibracao
(Figuras 13) com diferentes concentracdes de padrdo de Ca (0 a5mg. L") e P (0 a
1000mg. L™) previamente acidificados com é&cido nitrico 1%. Todas as medidas
foram feitas em seis replicatas (n= 6) com taxa de aspiracéo fixada em 5,0 mL min™.
O preparo das amostras foi realizado da seguinte maneira:

Para quantificagcdo de Ca: Em 200 pyL de amostra foram adicionados 5 mL de
Lantanio (La) e a mesma foi diluida para um volume final de 25 mL.
Para quantificacdo de P: Em 3,5 mL de amostra foram adicionados 5 mL de titanio

(Ti) e a mesma foi diluida para um volume final de 10 mL.

Figura 13 - Curva de calibracdo de Ca e P.
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Tabela 5 - Figuras de mérito nas determinagdes.

Limite de Limite de
Curva Intervalo Deteccéo Quantificagéo
~ A (nm) .
Padréo Linear (mg/L) LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
Ca 422,673 0,4-5 0,004 0,012
P 247,620 50-1000 3,6 10,9

(Fonte: Autor)

Determinou-se as concentracdes de Ca e P (mg.L™) nos respectivos
compositos, obtidos apds funcionalizacdo pela imersdo nas solu¢des de célcio e

fosfato, Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracbes de Ca e P presentes em cada compdsito que foi obtido

seguindo-se os protocolos descritos anteriormente, e a propor¢cdo Ca/P em cada

amostra.

Amostra [Cal mg L™ [Pl mg L™ [Ca/P] mg L-
2PHB-CaP 40,3 58,3 0,69
3PHB-CaP 20,9 66,1 0,31

2-Et- PHB-CaP 1145 115,6 0,99
3-Et-PHB-CaP 201,7 99,1 2,03

(Fonte: Autor)

Segundo os resultados dos valores de Ca e P determinados nas amostras,
demonstrados na Tabela 6, péde confirmar que o pré-tratamento dos scaffolds em
solucéo alcoodlica 20% promoveu melhor interacdo dos ions calcio e fésforo com a
superficie do PHB (amostras 2-Et-PHB-CaP e 3-Et-PHB-CaP). Este fato pode ser
atribuido a diminuicdo do carater hidrofébico da superficie do PHB proporcionada

durante o tratamento prévio.



56

Analisando separadamente os grupos de amostras, observou-se que 0 grupo
sem pré-tratamento apresentou concentracdo de fosforo semelhante tanto quando
submetidos a 2 ou a 3 ciclos de imersdes. No entanto, a concentracdo de célcio
diminui 50% quando realizado 3 imersdes, indicando que a solugdo de fosfato
aquosa removeu calcio precipitado formando um complexo soluvel, reduzindo assim
a concentracdo de composto Ca-P depositados na superficie do scaffold.

Considerando os resultados demonstrados, Tabela 6, observou-se que o
grupo pré-tratado em solucao alcodlica a 20% adsorveu 2 vezes mais foésforo do que
0 grupo que nao foi submetido ao pré-tratamento, porém, assim como observado
para 0 grupo que nao teve tratamento prévio, a concentracdo de fosforo das
amostras submetidas a 2 ciclos de imersdo foi semelhante a das amostras
submetidas a 3 ciclos.

A respeito da determinacdo da concentracdo de calcio nas amostras, a
concentragdo do grupo de amostras submetidas a 3 imersdes foi de
aproximadamente o dobro. Desta forma, a razdo Ca/P determinada para o grupo de
amostras submetidas a 2 ciclos de imersao foi de aproximadamente 1, enquanto
para o grupo de amostras submetidas a 3 imersdes, a razdo Ca/P determinada
passou para 2, indicando que o composto Ca-P formado é estavel no meio de
imersao.

Corroborando os resultados obtidos para o mapeamento, Figuras 9 a 12,
onde se constatou que o fésforo esta distribuido homogeneamente na superficie do
PHB, diferentemente do calcio que esta localizado em determinadas regifes, 0s
resultados da Tabela 5 indicam também uma concentracao de fésforo pouco variavel
em fung&@o do numero de imersfes. Nos dois grupos de amostras (com ou sem pré-

tratamento) se observa que a superficie do PHB foi totalmente modificada com
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fésforo no primeiro ciclo de imersdo. Os ions calcio, portanto reagem com o fésforo
formando espécies sollveis ou espécies ndo sollveis, o que resultou nas diferentes
razdes Ca/P. Porém, essa razao nado pode ser atribuida aos compostos formados
pois os resultados do mapeamento-imagem espectral e a concentracdo pouco
variavel, Tabela 5, comprovam que ha muito fésforo sem interagir com calcio.
Portanto,segundo os resultados da Tabela 6, dentre as amostras sintetizadas, a
amostra 2-Et-PHB-CaP apresenta a razdo molar Ca/P mais viavel para possiveis
aplicacbes em reparacao 6ssea.

Se o valor mensurado para esta amostra representasse fielmente a relacao
Ca/P dos compostos formados se poderia indicar a formacdo de brushita (fosfato
dicalcico dihidratado - DCPD), ou monetita (fosfato dicalcico anidro - DCP), cujas
fases sdo precursoras para nucleacdo de outras fases de apatita, como fosfato
octacalcico e fosfato de célcio amorfo, por exemplo, em meio fisiolégico. No entanto,
temos fortes indicios de que isso ndo ocorreu. Analisando os DRX e os IV podemos
inferir a provavel formacao de fosfato tricalcico (B-TCP: Ca3(PO,)2) e polifosfato de
célcio, Ca,P,0;. Pode ter ocorrido também a formacéao de fosfato de calcio amorfo
(ACP) visto que os picos de difracdo se alargam em relacdo aos do PHB puro. Outro
composto possivel de estar presente € o NasP,07.

Desta forma, espera-se que estes scaffolds, PHB-CaP ao serem aplicados
para reparacdo Ossea, a fase de apatita presente nos scaffolds dissolva mais
rapidamente que a HA, disponibilizando ions célcio e fésforo na interface
implante/osso favorecendo a formacdo de hidroxiapatita, permitindo uma

neoformacédo éssea em menor tempo (LEGEROS 1991).
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4.1.4 Difratometria de Raio-x (DR-X)

Os resultados da difratometria de raios X indicam a cristalinidade do PHB
puro, Figura 13 a, sendo os picos de maior intensidade localizados entre 13° e 17°
(20). A regido de 20 compreendida entre 20 a 40° apresenta picos de média
intensidade. Nesta regido situam-se 0s picos principais da maioria dos compostos a
base de fosfato de célcio, portanto, quando se faz funcionalizacdo dos scaffolds a
identificacdo dos possiveis compostos de fosfato de célcio formados oferece grande

dificuldades.

Figura 14 - Padrbes de difracdo de Raios X obtidos para os scaffolds PHB puro (a),
e funcionalizados com calcio e fosfato; 2PHB-CaP (b), 2-Et-PHB-CaP (c), 3PHB-CaP
(d) e 3-Et-PHB-CaP (e). As setas no gréafico indicam os picos referentes as fases de

apatita.
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Comparando-se os difratogramas dos compostos de PHB funcionalizados
(Figura 13b-13e) com o difratograma do PHB puro (Figura 13a), observam-se
modificacdes como o alargamento dos picos indicando que podem ter sido formados
compostos amorfos de fosfato de célcio. Também é possivel localizar 3 regides,
indicadas pelas setas, na Figura 13, espectro ¢, d e e, onde aparecem picos do
composto formado (26=11°; 30,0°, 31° e 32,5°). No espectro da amostra 3-Et-PHB-
CaP (Figura 13e) aparecem também os picos 19° e 26°.

Utilizando o programa Search and Match foi investigado quais seriam 0sS
possiveis compostos formados no processo de funcionalizacdo, onde foi identificada
possivel fase orgéanica formada: BTCP, (Casz(PO,),). Também podem ter sido
formados compostos contendo sédio - fosforo, NasP,0O7, como obsevado nos dados
de imagem espectral. A amostra utilizada nesta investigacdo foi a que apresentou
maior quantidade de deposicao de fosfato de célcio, 3-Et-PHB-CaP, vide Tabela 6.
Os padrées do Search and Match que mais se apresentaram possiveis,
considerando sobreposicdo de picos e possiveis deslocamentos estédo

representados nas Figuras 15-17.

Figura 15 - Difratograma de raios-X do PHB modificado com Ca-P da amostra com 3
ciclos imersfes, comparado com o padrao de B-whitlockite (pdf.6-426), difratograma

invertido.
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Figura 16 - Difratogramas de raios-X do PHB modificado com Ca-P da amostra com
3 imersdes, comparado com o padrao de B-fosfato tricélcio, B-TCP:Caz(PO4)2 (pdf.

11-177), difratograma invertido.
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Figura 17 - Difratogramas de raios X do PHB modificado com Ca-P das amostras
com 3 imersdes, comparado com o padrdo de fosfato de calcio (pdf.1-356),

difratograma invertido.
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4.1.5 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT- IR)

Na andlise por FT-IR, foram observadas na amostra controle de PHB puro
bandas referentes ao grupamento éster (C=0) em 1726 cm™ e bandas entre 1000 e
1300 cm-1 referente a ligacdo C-O (circulos vermelhos no espectro, destacando as
bandas). Em todas as amostras funcionalizadas com apatita foram observadas
bandas em 1140, 1098, 1020, 984 cm™ correspondentes ao estiramento dos fons
(PO,*) (HONG et al., 2006; HUTCHENS et al., 2006; CROMME et al., 2007; WAN et
al., 2007). As bandas com intensidade localizada ao redor de 1430 cm™
correspondem ao estiramento dos fons CO3* (HUTCHENS et al., 2006).

Nos espectros referentes as amostras 3PHB-CaP e 3-Et-PHB-CaP (Figura
18c e 18d) foram observadas bandas em 515 e 570 cm* também correspondentes

ao estiramento dos fons (PO,*) (HONG et al.,2006; HUTCHENS et al., 2006;
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CROMME et al.,, 2007; WAN et al.,, 2007). A amostra 3-Et-PHB-CaP ainda
apresentou em seu espectro outra banda referente ao estiramento dos fons (PO,>),

a banda em 960 cm™, Figura 18e.

Figura 18 - Espectro vibracional na regido do infravermelho obtido das amostras: (a)
PHB, (b) 2PHB-CaP, (c) 2-Et-PHB-CaP, (d) 3PHB-CaP e (e) 3-Et-PHB-CaP. As
setas indicam as bandas referentes aos ions PO,> e COs%. Os circulos vermelhos

destacam as bandas caracteristicas do PHB puro
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4.1.6 Analise termogravimétrica (TG)

As curvas de TG para as amostras funcionalizadas com Ca-P indicam que a
temperatura de inicio da decomposicdo do PHB é alterada pela presenca destes
ions deslocando-se para valores menores (+ 230°C) em relagcdo ao PHB puro
(279,5°C), Tabela 8. Os valores Tonset observados para os compadsitos diminuiram
aproximadamente 50°C, quando comparados aos valores para a amostra de PHB
controle.

A Figura 19 ilustra as curvas de TG para todas as amostras e nos permite
observar que o comportamento de degradacdo dos scaffolds de PHB modificados
nao se altera com ou sem pré-tratamento em solucdo alcodlica 20% e também é
independente em relacdo ao numero de ciclos de imersdo. Este comportamento
pode estar associado com a reducao da cristalinidade do PHB pela incorporacao da
fase inorganica. De acordo com GAO et al., 2010, a reducao da cristalinidade leva a
diminuicdo nos valores Tonset, corroborando aos dados do DRX observados para

amostras.
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Figura 19 - Curvas termogravimétricas para as amostras antes e apés 2 e 3 ciclos

de funcionalizacdo, com e sem pré tratamento em alcool a 20%.
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Tabela 7 - Temperatura inicial de decomposicdo (Tonset) dos compositos
desenvolvidos e da amostra controle e a porcentagem de residuo inorgéanico (Ca-P)

de cada compdsito.

Massa Massa Ca-
T onset Massa inicial _ Residuo
Amostras final P
(°C) (mg) %
(mg) (mg)
PHB 279,5 5,20 0,208 40 -
2PHB-CaP 2293 5,50 0,380 7,0 0,172
2-Et-PHB-CaP 235,7 5,40 0,513 95 0,305
3PHB-CaP 228.,4 4,60 0,360 8,0 0,152
3-Et-PHB-CaP 2239 5,60 0,672 12,0 0,464

(Fonte: Autor.)
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A Figura 19 permite observar que a perda de massa total ocorre em torno de
270°C devido & decomposicao total do polimero. A porcentagem de residuo a 600°C
foi maior para as amostras pré-tratadas em solugcdo alcodlica 20%. A amostra
submetida a 3 ciclos de funcionalizagdo, 3-Et-PHB-CaP, apresentou maior
quantidade de residuo depositado, aproximadamente 0,464 mg (12%). Enquanto
gue para as amostras sem pré-tratamento a maior massa de residuo depositado foi
na amostra com 2 ciclos de imersdo (2PHB-CaP), conforme verificado nas analises
de absorcao atomica (Tabela 6). Portanto, esta andlise confirma que a massa de
residuo inorganico Ca-P incorporado ao PHB aumentou conforme aumentaram o0s
ciclos de funcionalizacdo/imersdo dos scaffolds (para os compostos pré-tratados).
Além disso, observou-se que a amostra 3PHB-CaP apresentou uma menor
porcentagem residual em relacdo a amostra 2PHB-CaP, resultado que corrobora
aos valores mensurados na analise de absorcdo atbmica, onde a amostra com 3
ciclos de imerséo revelou uma menor concentracdo de composto Ca-P depositada
na superficie do scaffold.

Estes valores sdo mensurados quando descontando a porcentagem residual
do PHB puro (4%). A porcentagem de Ca-P incorporada em cada compdésito esta

descrita na Tabela 7.

4.1.7 Espalhamento de Luz (DLS)

A distribuicdo de tamanho dos peptideos osteogénicos OGP-CF e OGP-W
livres e incorporados nos lipossomas formados pelos fosfolipidios DPPC e POPG foi
determinada pela técnica espalhamento de luz, a fim de se avaliar o tamanho dos
agregados peptideos osteogénicos bem como a influéncia dos mesmos em

consequéncia da incorporacao nos lipossomas.
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Figura 20 - Distribuicdo do tamanho do peptideo livre em solugdo aquosa (A) e
distribuicdo do tamanho do peptideo OGP-CF incorporado nos lipossomas formados
pelos fosfolipidios DPPC: POPG em solugcdo aquosa (B), obtida pela analise de

espalhamento de luz dinamico.
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Analisando a distribuicdo do tamanho do peptideo OGP-CF, Figura 20-A,
verificou-se que o peptideo livre apresenta 2 agregados com tamanhos médios de
361nm e 89 nm. Isso se deve a hidrofobicidade do peptideo e da carboxifluoresceina
e por estarem em meio aquoso tendem a agregacdo. Ao analisar as medidas de
DLS do peptideo incorporado nos lipossomas, Figura 20-B, observou-se que o
agregado de particulas em 361 nm nao ocorreu e verificou-se que o tamanho do
diametro dos lipossomas fica em torno de 75 nm, portanto, o sistema favoreceu uma
distribuicdo monomodal das particulas, indicando a eficiéncia da incorporacédo e

disperséo do peptideo em meio aquoso quando na presenca dos fosfolipidios.

Figura 21 - Distribuicdo do tamanho do peptideo OGP-W livre em solucdo tampéo

PBS (A) e a distribuicio do tamanho do peptideo OFP-W incorporado nos

1000
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lipossomas formados pelos fosfolipidios DPPC: POPG em solucdo tampédo PBS (B)

obtida pela andlise de espalhamento de luz dinamico.
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A Figura 21-A ilustra a distribuicdo do tamanho da estrutura linear do peptideo
OGP-W livre variando entre tamanhos de 3 pm a 6,5 um, com uma média de 4,7 pum.
Isso pode ser explicado devido a estrutura randémica e a hidrofobicidade do
peptideo OGP, que tende a agregar em meio tamponado aquoso. Ao analisar as
medidas de DLS do peptideo OGP-W incorporado nos lipossomas formados pelos
fosfolipidios DPPC: POPG, Figura 21-B, observou-se que o agregado de particulas
em 4,7 um ndo ocorreu e que tamanho dos lipossomas ficou em torno de 93 nm.

O tamanho do lipossoma formado neste caso relaciona-se com a estrutura
primaria do peptideo, pois o triptofano nesta sequéncia sintetizada esta
desprotegido, portanto possui carga 2 em pH neutro. Isto pode ter favorecido a
formacédo de lipossomas maiores, quando comparado ao obtido com a incorporacéo
do OGP-CF, ja que este ndo possui cargas. Essa questdo poderia ser resolvida se
acetilando o residuo de aminoacido N-terminal, no caso, o triptofano.

Em consequéncia da formacédo de agregados, do tamanho dos peptideos

OGP-W ser muito maior que o tamanho dos poros intrinsecos dos scaffolds de PHB,
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nos quais seriam incorporados, constatou-se a necessidade de um estudo mais
aprofundado em busca de metodologias que permitissem a diminuigdo do tamanho
dos poros, antes de dar continuidade as demais etapas do trabalho. Portanto, optou-
se pela escolha do uso do peptideo marcado com carboxifluoresceina na

continuidade do trabalho.

4.1.8 Dicroismo circular (CD)

O peptideo OGP possui uma conformacao estrutural randémica, Figura 22, e
os dados de dicroismo circular revelam que o peptideo OGP-5,6 carboxifluoresceina
(CF) tem a tendéncia de se estruturar em hélice-a, pois sdo observados dois
minimos em 215 nm e 205 nm, com magnitudes aproximadas, além de uma banda

positiva em 190 nm (ROGER & NORDEN, 1997).

Figura 22 - Espectro de dicroismo circular da estrutura secundaria randémica do
peptideo OGP diluido 10 vezes em metanol (partindo de uma concentracdo de 10

>M).
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Observando-se o espectro de dicroismo circular dos peptideos incorporados
nos lipossomas, Figura 23, também se verifica que ha uma tendéncia de
estruturacdo em hélice-a, sendo observados dois minimos de baixa intensidade em
209 nm e 217 nm. Em ambos o0s espectros observa-se um sinal baixo e com pouca
resolucdo, isso se deve a baixa concentracdo do peptideo, uma vez que ele teve
que ser diluido 10 vezes (partindo de uma concentracdo de 10°M) devido o
espalhamento de luz provocado pela carboxifluoresceina (CF). Mesmo com a baixa
resolucdo notam-se dois minimos e um maximo caracteristico de a-hélice (ROGER
& NORDEN, 1997). Em muitos casos, peptideos tem sua estrutura secundaria
induzida por solventes organicos, como visto para 0 metanol, porém em meio
aquoso assume uma conformacéo aleatoria. (SOUZA, 2011). Quando o OGP-CF foi
incorporado em lipossomas (meio aquoso) teve sua estrutura secundaria

preservada, caracteristica essencial para a bioatividade do peptideo.

Figura 23 - Espectros de dicroismo circular de estruturas secundarias do peptideo
OGP-CF, diluido 10 vezes em metanol (partindo-se de uma concentracdo de 10-5M)
e das estruturas secundarias dos lipossomas com o OGP-CF incorporado em sua

estrutura.



70

6+ —— OGP-CF10x
Lipo+OGP-CF
e
c 47
—
Rl
< 2
7
a
<
£ o0 [
c VT  ——
€ Jl
[
T 2
T
G
£
c
T 4
T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250

comprimento de onda (nm)

4.2 Determinacao da liberacédo do peptideo nos compaésitos

A liberacdo do peptideo OGP-CF dos respectivos compaositos, foi avaliada por
espectroscopia de fluorescéncia, sendo inicialmente tracado o espectro de
fluorescéncia do peptideo livre, a fim de determinar o comprimento de onda maximo
de emisséo, sendo fixado o monocromador de excitacdo a 492 nm (obtido por
espectrofotometria UV-Vis). Fixando os comprimentos de onda de excitacdo a 492
nm e de emissao a 520 nm, foi obtida uma curva padréo de fluorescéncia do OGP-
CF, a 37 °C para auxiliar na quantificacdo do peptideo liberado dos respectivos
compositos. A liberacéo in vitro dos peptideos OGP-CF e compésito PHB-CaP foi,
portanto, monitorada por espectroscopia de fluorescéncia (Aexc = 492 nm e Aem =
520 nm) a 37°C por um periodo de 24 h em circuito fechado com fluxo continuo em
solucéo PBS (pH 7,2).

As Figuras 24 e 25 mostram os perfis acumulativos das quantidades liberadas
de peptideo OGP-CF em funcdo do tempo para os dois sistemas distintos, peptideo

livre ou incorporado ao lipossoma, respectivamente.
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Figura 24 - Perfil de liberagdo cumulativa do OGP-CF a partir das amostras de PHB-

CaP; peptideo adsorvido em solucéo de etanol absoluto.
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Figura 25 - Perfil de liberacdo cumulativa do OGP-CF incorporado aos lipossomas a

partir das amostras de PHB-CaP.
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Na Figura 24, pb6de-se observar que a quantidade de peptideo liberado é
consideravel em relacdo ao valor teérico incorporado (10®° mol.L™), apresentando
um perfil de liberacdo ideal. Nota-se uma liberacdo acelerada do peptideo na

primeira hora (1 h), a partir desse periodo, observa-se uma liberacdo mais lenta do
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peptideo até aproximadamente 2 h, com uma liberacdo méxima em 10 h seguida de
uma liberacdo constante atingindo um platdé dentro de 24 h. Esse comportamento é
tipico de um sistema de liberacdo controlada, podendo a liberagédo inicial mais
acelerada ser explicada pelo fato de uma fragdo do OGP-CF estar interagindo com a
superficie dos scaffolds PHB-CaP por interacdes mais fracas ou entdo pela ligeira
solubilidade do peptideo, que faz com que as moléculas mais externas sejam
rapidamente liberadas. Esse comportamento inicial é seguido por uma liberacédo
lenta, a qual corresponde as moléculas do peptideo que interagem mais fortemente
a estrutura ou estdo incorporadas no interior dos poros da estrutura 3D, mostrando
gue esse tipo de estrutura também pode ter carater reservatorio, proporcionando um
efeito prolongado a liberacgéo.

Na Figura 25, no entanto, foi observado o fenbmeno conhecido como burst
release ou liberacdo repentina, fenbmeno este que ocorre devido aos lipossomas
com OGP-CF estarem interagindo na superficie dos scaffolds em maior
concentracdo resultando em um valor superestimado nos primeiros instantes dos
ensaios de liberacdo (SOUSA; SOUZA; SOUZA, 2008). Esse perfil de liberacao
rapida no periodo inicial seguida por uma liberacdo mais lenta pode ser util quando a
liberacdo de altas doses da molécula carreada se faz necesséria. Desta forma, neste
sistema, observou-se que apesar deste efeito “burst” e de ndo apresentar um perfil
ideal de liberacédo a quantidade de peptideo liberado nos primeiros minutos até 1 h,
também pode ser considerado bom, pois estd proximo aos valores considerados
ideais (10° mol.L™") para promover proliferacdo das células osteoblasticas e
favorecer a atividade da fosfatase alcalina e consequentemente uma maior
neoformacdo e mineralizagdo de tecido 6sseo (BAB et al. 1992; SPREAFICO et al.

2006). Alem disso, nota-se que apos esta liberagdo repentina hd um ligeiro aumento
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na liberagdo seguido de uma liberacéo constante atingindo um platé dentro de 24 h,
mantendo uma concentracéo na casa de 10® mol.L™ .

Apesar de nao apresentar um perfil ideal de liberacdo, pode-se ressaltar que
0 sistema de lipossoma preparado contendo POPG e DPPC na proporgédo de 3:7
pode ter obtido a temperatura de transicdo vitrea (Tg) préxima a temperatura
corpérea, aproximadamente 36,5 °C. Pois, com este sistema observou-se a
liberacdo do peptideo OGP-CF, embora a quantidade liberada tenha sido aquém do
valor esperado. Porém, estudos futuros de calorimetria diferencial exploratéria
revelarédo o valor exato da Tg do sistema obtido, desta forma podera aferir se a baixa
taxa de liberacdo do peptideo esta relacionada a este fator. Outro fator é o tempo de
liberacdo que em estudos futuros podera ser ampliado para verificar se realmente
houve incorporacédo dos lipossomas no interior dos poros dos scaffolds, e que nao
foi somente superficial, pois os lipossomas aprisionados no interior do scaffolds
possam requerer um periodo maior para ocorrer o rompimento das particulas.

Contudo, os dados mensurados na liberacdo prolongada para os dois
sistemas, peptideo livre ou peptideo em lipossoma, mostraram que a incorporagao
do peptideo OGP-CF em solucdo de etanol absoluto proporcionou uma melhor
solubilidade da molécula e consequentemente favoreceu uma incorporacdo mais

eficaz para estes scaffolds do que em relacdo a incorporacédo do sistema peptideo-

lipossoma em solucéo tampéo PBS.

5. Concluséo
Baseada na metodologia proposta conclui-se que:
e O pré-tratamento do scaffold de PHB em solugédo alcoodlica 20% promoveu

melhor funcionalizagc&o da superficie com compostos Ca-P.
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Os resultados das andlises absorgdo atdmica e de energia dispersiva-imagem
espectral indicam que os ions fosfato interagem mais efetivamente com a
superficie do PHB quando comparados com os ions calcio.

As técnicas de andlise de absorcdo atdbmica e de energia dispersiva-imagem
espectral ndo sdo ideais para elucidar qual estrutura a razdo Ca/P dos
compostos formados.

Os dados de DRX e FTIR sugerem que a fase precipitada nos scaffolds foi (3-
TCP.

Os dados de DLS sugeriram que o peptideo OGP-W né&o apresentou tamanho
ideal para incorporagao nos scaffolds de PHB.

O sistema de liberacao lipossoma/OGP-CF apresentou-se eficaz na liberagcao

prolongada do peptideo osteogénico para este modelo de estudo.

Desta forma, tem-se que lipossoma/OGP-CF pode ser um sistema promissor

para liberacdo controlada do OGP em scaffolds de PHB produzidos por SLS. Além

disso, os scaffolds de PHB-CaP com OGP poderao tornar-se materiais em potencial

para engenharia tecidual 6ssea.

6. Perspectivas

Como proposta para estudos futuros, pode-se citar:
Modificacdo da técnica de funcionalizacdo dos scaffolds de PHB. Por
exemplo:

e Inversdo da ordem de imersdo dos scaffolds nas solucbes utilizadas

para tal,
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Imersdo dos scaffolds em uma Unica solu¢cdo contendo ambos os ions
de interesse;
Funcionalizar a superficie do PHB com outro composto quimico que
nao o etanol;
Diminuicéo do tamanho das particulas de OGP-CF e OGP-W aplicando
técnica de extrusdo, afim de que o tamanho do lipossoma possa ser

ideal para sistema de liberacao de farmaco.
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