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“A persisténcia é o caminho do éxito.”

Charles Chaplin



RESUMO

Com o aumento dos acidentes automotivos e da expectativa de vida e,
consequentemente, o da populacéo de idosos, as fraturas 0sseas e a osteoporose
estdo mais recorrentes, incentivando assim, a busca por novos biomateriais para
reparagao 0ssea. Em vista desta problematica, o objetivo desse trabalho consistiu
em estudar a influéncia de diferentes fases de fosfato de calcio na liberacao
sustentada utilizando a membrana de latex natural (LN) como carreador para
estimular a reparagado 6ssea. Conforme os resultados de MEV/FEG, o sol-gel
tratado a 400°C (CPP), 600°C (HA) e 1200°C (a-TCP), apresentaram particulas de
170-650nm, 110-620nm e 10-79nm, respectivamente. A analise de MEV/FEG da
superficie das membranas apresentou particulas de CPP inclusas na superficie e
no interior das membranas. No entanto, as membranas incorporadas com HA e a
a-TCP apresentaram uma inclusdo mais superficial. As analises DRX e FT-IR
confirmaram a identidade das fases presentes nas membranas. A membrana de LN
pura apresentou um valor de rugosidade 71 vezes menor que a amostra de maior
rugosidade (LN+ HA). No ensaio de angulo de contato, as amostras LN pura e LN +
CPP apresentaram molhabilidade parcial, enquanto as membranas incorporadas
com HA e a-TCP apresentaram molhabilidade completa. Nos ensaios de cinéticas
das liberacbdes, as membranas apresentaram uma liberacdo de 48% para CPP,
95% para HA e 71% para a-TCP durante 330 horas. O ensaio de atividade
hemolitica apresentou 1,1% para LN pura, 0% para LN+CPP, 2,2% LN+HA e 1,1%
para LN+a- TCP de hemdlise. O ensaio de citotoxicidade (MTT em osteoblastos foi
inconclusivo, pois enzimas contidas no latex desassociaram as células do fundo do
poco da placa de cultura. No entanto, apés uma lavagem das membranas LN foi
realizado um ensaio de adesao, onde as ceélulas aderiram na superficie. O ensaio
de toxicidade em C. elegans apresentou nas primeiras 24 horas que as amostras
NRL 1dia, LN 5 dias, CPP 1 dia, CPP 5 dias, HA 1 dia, HA 5 dias, e a-TCP 1 dia
nao sao toxicas. No entanto, a amostra a-TCP 5 dias apresentou toxicidade
significativa, onde somente 31% dos animais sobreviveram. Apds 48 horas de
ensaio, observou-se que as amostras NRL 1 dia, CPP 1 dia, CPP 2 dias e HA 1 dia
nao apresentaram toxicidade. No ensaio de embriotoxicidade em Danio rerio
(Zebrafish), as amostras NRL, CPP e HA apresentaram uma taxa de sobrevivéncia
de aproximadamente 60%, que foi somente 16% menor que controle. No entanto, a
amostra a-TCP a partir de 72 horas, apresentou um aumento de 24,82% na
mortalidade dos embrides. Estes resultados indicaram que as membranas de LN
puras e incorporadas com CPP e HA tem potencial para aplicagdes biomédicas em
reparo 0sseo.

Palavras-chaves: Biomateriais, Compositos, Fosfato de calcio, Latex natural,
Reparo ésseo.



ABSTRACT

The increase in car accidents and life expectancy, and consequently, elderly
population, bone fractures and osteoporosis are more frequent, thus encouraging
the search for new biomaterials for bone repair. In view of this problem, the
objective of this work was to study the influence of different phases of calcium
phosphate on sustained release using the natural latex (NL) membrane as carrier to
stimulate bone regeneration. According to the FEG/SEM results, the sol-gel treated
at 400°C (CPP), 600°C (HA) and 1200°C (a-TCP) had particles of 170-650nm, 110-
620nm and 10-79nm, respectively. FEG/SEM analysis of the membranes surface
showed CPP particles included on the surface and inside the membranes.
However, the incorporated membranes with HA and a-TCP had a more superficial
inclusion. XRD and FT-IR analyzes confirmed the identity of the phases present in
the membranes. The pure NL membrane presented a roughness value 71 times
lower than the sample of greater roughness (NL + HA). In the contact angle test, the
pure NL and NL + CPP samples showed partial wettability, while the incorporated
membranes with HA and a-TCP showed complete wettability. In the release kinetics
assays, the membranes showed a release of 48% for CPP, 95% for HA and 71%
for a-TCP for 330 hours. The hemolytic activity assay presented 1.1% for pure NL,
0% for NL + CPP, 2.2% NL + HA and 1.1% for NL + a-TCP hemolysis. The
cytotoxicity assay (MTT) in osteoblasts was inconclusive due enzymes contained in
the latex disassociated the cells from the bottom of the well of culture plate.
However, after one wash of the NL membranes, an adhesion assay was performed,
where the cells adhered on surface. The toxicity test in C. elegans, showed in the
first 24 hours that NL 1 day samples, NL 5 day, CPP 1 day, CPP 5 day, HA 1 day,
HA 5 day, and ao-TCP 1 day are non-toxics. However, the a-TCP 5 day sample
presented significant toxicity, where only 31% of the animals survived. After 48
hours assay, the samples NL 1 day, CPP 1 day, CPP 2 day and HA 1 day were
found to be nontoxic. Embryotoxicity assay in Danio rerio (Zebrafish) the NL, CPP
and HA samples showed a survival rate of approximately 60%, which was only 16%
lower than control. However, the a-TCP sample in 72 hours showed a 24.82%
increase in embryo mortality. These results indicated that pure and incorporated NL
membranes with CPP and HA have potential for biomedical applications in bone
repair. However

Keywords: Biomaterials, Bone repair, Calcium phosphate, Composites, Natural
rubber latex.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Problematica

Com o aumento dos acidentes automotivos e da expectativa de vida e
consequentemente o aumento da populagao de idosos, as fraturas 6sseas e a
osteoporose s&o mais recorrentes (Lazari, 2016). Assim, estes fatos
incentivaram a comunidade cientifica em buscar novos biomateriais para
substituicdo ou reparagao ossea.

A osteoporose € um disturbio multifatorial e progressivo do esqueleto
caracterizado por reducdo da massa 0ssea e deterioragcao da microarquitetura
O0ssea, aumentando o risco de fratura (Khajuria et al., 2011). Esta doenca
atinge idosos do sexo masculino e principalmente feminino apds a
menopausa, por apresentarem a diminuicdo ou cessacido de produciao
ovariana de estrégenos (Leite et al., 2014).

Durante o envelhecimento, a formagdo Ossea ocorre em uma
velocidade menor que sua reabsorcio, favorecendo mudancgas na arquitetura
e outras mudangas compensatoérias dentro do osso (Leite et al., 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a osteoporose
atinge 10 milhdes de brasileiros, além de causar mais de nove milhdes de
fraturas anualmente no mundo (Bonde, 2017). Os acidentes automobilisticos
também sdo um dos maiores causadores de fraturas Osseas. Segundo
BRASIL (2017), em 2016 ocorreram mais de 20 mil acidentes graves em
rodovias federais, gerando mais de 21 mil de feridos graves.

E valido ressaltar que o Sistema Unico de Saude (SUS) gasta por ano
R$ 51 milhdes com o tratamento de fraturas e R$ 24,77 milhdes com

medicamentos para tratamento da osteoporose (BRASIL, 2010)
1.2. Tecido 6sseo e reparagao 6ssea
O tecido 6sseo é o componente principal do esqueleto, e tem as

funcdes de servir de suporte para os tecidos moles e protege 6rgaos vitais,

como os contidos nas caixas craniana e toracica, bem como no canal
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raquidiano. Aloja e protege a medula 6ssea, formadora das células do
sangue, proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas
contragbes em movimentos uteis, e constitui um sistema de alavancas que
amplia as forgcas geradas na contragdo muscular. Além disso, 0s 0Ss0s
também tém a funcdo de armazenar Ca?*, PO,> e outros ions, e libera-los
controladamente para manter a concentragcao destes ions constantes nos
liquidos organicos. E também sdo capazes de absorver toxinas e metais
pesados, minimizando assim seus efeitos em outros tecidos (JUNQUEIRA,
2008).

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado
por 90% de matriz extracelular e 10% de agua. A matriz € 60-70% mineral
inorganica (fosfato de calcio microcristalino, sédio, magnésio e fluoreto entre
outros ions). O colageno tipo | (90%) e as proteinas nao colagenosas
(glicoproteinas, proteoglicanas, osteocalcina, osteopontina e fatores de
crescimento) sdo os componentes organicos da matriz (Introini, 2011). Estas
proteinas contribuem para a abundancia de sinais no interior da matriz
extracelular. As fibras de colageno flexiveis e resistentes reforcadas com
cristais de hidroxiapatita sao importantes para o requisito de forca
compressiva e alta resisténcia do osso a fratura (Mendes, 2012).

As células 6sseas estdo envolvidas nos processos de osteogénese,
manutencdo e remodelacdo éssea. Os osteoblastos sdo as células que
sintetizam a parte organica (colageno tipo | e V, proteoglicanas e
glicoproteinas) da matriz 6ssea, sendo, portanto, as células responsaveis pela
expressdo génica dessas proteinas de forma a promover um equilibrio de
troca idnica, principalmente de ions Ca®* e PO,”, iniciando a mineralizacéo da
matriz (Mendes, 2012).

As fraturas séo definidas como a perda da solugcédo de continuidade do
tecido 6sseo ou também como o resultado de uma fadiga da estrutura de um
osso (Velloso, 2008).

No local da fratura Ossea, ocorre uma hemorragia, pela lesdo dos
vasos sanguineos, destruicdo de matriz e morte de células 6sseas. Para que
a reparagao se inicie, os macréfagos devem realizar a remogao de coagulos
sanguineos e os restos celulares e da matriz. O periésteo (camada externa do

0Ss0) e o0 endosteo (camada interna do o0sso) proximos a area fraturada



26

respondem com intensa proliferagdo, formando um aglomerado de células
osteoprogenitoras mais conhecido como “cluster” que penetra entre as
extremidades 6sseas rompidas (Figura 1 A e B) (Introini, 2011). Nesse cluster,
bem como no conjuntivo que se localiza entre as extremidades Osseas
fraturadas, surge tecido désseo primario ou imaturo, tanto pela ossificacdo
endocondral de pequenos pedacos de cartilagem que ai se formam, como
também por ossificagdo intramembranosa. Podem ser encontradas no local
de reparagao, ao mesmo tempo, areas de cartilagem, areas de ossificagcao
intramembranosa e areas de ossificagcdo endocondral. Este processo evolui
de modo a aparecer, apos algum tempo, um calo ésseo que envolve a
extremidade dos ossos fraturados (JUNQUEIRA, 2008 #260).

Na Figura 1 C é possivel observar a formagédo do calo ésseo que é
constituido por tecido d&ésseo imaturo que une provisoriamente as
extremidades do osso fraturado. As tragcdes e compressdes exercidas sobre
0 osso durante a reparacao da fratura, e apds o retorno do paciente a suas
atividades normais, causam a remodelacdo do calo 6sseo e sua completa
substituigdo por tecido 6sseo secundario (Figura 1D) (Junqueira e Carneiro,
2008).

Periésteo  Proliferagdo do periosteo ~ Osso Osso primério neoformado

Endésteo <__ B g ‘

Cartilag%\m hialina Tecido 6sseo secundario recém-formado
AN

—

_—= ——

Fratura consolidada (tecido 6sseo secundério)

Fonte: (Junqueira e Carneiro, 2008)
Figura 1. Esquemas exemplificando o processo de reparagéo da fratura,por formagao de novo

tecido 6sseo a partir do enddsteo e do peridsteo.
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1.3. Biomateriais

O aumento na expectativa de vida e dos acidentes e o grande consumo
em dispositivos para tratamento das fraturas ésseas estimulou a pesquisa em
biomateriais como substitutos funcionais para o reparo ou substituicdo de
tecidos.

Biomaterial é todo tipo de substéncia ou mistura de substancias
naturais ou artificiais, que consegue atuar nos sistemas biolégicos com o
objetivo de substituicdo ou tratamento destes, assumindo o papel de uma
estrutura viva ou de um dispositivo biomédico (Tathe et al., 2010). Os
biomateriais podem ser utilizados em muitas aplicagbes, como biossensores,
suturas, implantes, valvulas cardiacas, substitutos 6sseos e diafragma, 6rgao
artificiais, dispositivos de liberacdo sustentada, curativos entre outros que
podem ser fabricados a partir de diferentes tipos de materiais, como
ceramicas, polimeros, metais e compositos (Pires et al., 2015).

Para um material ser considerado biomaterial ele depende da analise
de alguns requisitos como biocompatibilidade que se trata do efeito do
ambiente organico no material e o efeito do material no organismo, a
biodegradabilidade que é o fenbmeno em que o material é degradado ou
reabsorvido pelo organismo, a velocidade de degradagéo é uma caracteristica
fundamental para escolha de um material para cada tipo de aplicacéo
(Oliveira et al., 2010).

1.3.1. Histérico dos biomateriais

Segundo Pires et al. (2015), os biomateriais sao utilizados desde a
antiguidade, tendo registros do uso de suturas de linho e ouro no Antigo Egito
(2000 AC) e de intestino de gatos, na Europa, durante a Idade Média, assim
como de dentes artificiais feitos de conchas pelos maias (600 AC), de ferro
pelos franceses (200 AC) e de ouro e madeira pelos romanos, chineses e
astecas. Substitutos 6sseos feitos de madeira também foram encontrados no
Antigo Egito e na Europa, na Idade Média, tendo sido observada eficiente

osteointegracgao.
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Na Figura 2 pode-se observar o que pode ser a prétese mais antiga do
mundo, este halux feito de couro e madeira conhecido como “Dedo do Cairo”
foi encontrado em uma mumia feminina enterrada proxima da cidade de Luxor
no Egito, que foi datada entre 1069 e 664 antes de cristo (G1, 2012). O dedo
do Cairo parece ser uma proétese funcional, pois € articulado e mostra sinais
de uso (BBC, 2007).

Fonte: (G1,2012)
Figura 2. Prétese funcional conhecida como “Dedo do Cairo” feita de madeira e couro

encontrada em uma mumia na cidade de Luxor no Egito.

Fazendo uma analise da evolugdo dos biomateriais, no inicio da
pesquisa e desenvolvimento, os objetivos mudavam durante o tempo,
primeiro 0s pesquisadores buscavam a biocompatibilidade para que
pudessem substituir partes do corpo humano, com o fundamento de suporte
mecanico, ao passar do tempo as pesquisas buscavam bioatividade para que
tivesse mais influéncia no tratamento, depois a biodegradabilidade foi
estudada para que o material fosse degradado ou reabsorvido pelo organismo
apos cumprir sua fungéo e ja nos tempos atuais o foco esta na regeneragao
tecidual (Pires et al., 2015).
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1.3.2. Impacto econémico dos biomateriais

O mercado mundial de biomateriais movimentou mais de US$ 25,6
bilhbes no ano de 2008. Através da Figura 3 é possivel observar o
crescimento dessa movimentagcdo de capital no mercado mundial de
biomateriais, onde em 2012 este valor aumentou para US$ 44 bilhdes e
quatro anos depois em 2016 este valor aumentou novamente para US$ 70,9
bilhdes. Segundo o site MARKETS AND MARKETS (2016) o mercado de
biomateriais devera atingir US$ 149,17 bilhdes até 2021, o crescimento do
mercado global pode ser atribuido ao aumento dos fundos e doagdes por
o6rgaos governamentais em todo o mundo, o crescente mercado de
dispositivos implantaveis, avangos tecnoldgicos, aumento do numero de
procedimentos de substituicdo do quadril e do joelho e alto crescimento da
populagdo geriatrica, juntamente com a crescente incidéncia de doencas

cardiovasculares.

200- Expectativa
$149,17
7] bilhoes
o
T 1504
3
$ 1o 3
3 $44 ilhoes
1_8 50 $25,6 bilhoes
= Tlbilhdes| e
m lllllllllllllllllllllllll
0- T
Qe Y © N
Q N N a9
S S S

Figura 3. Grafico com os valores movimentados pelo mercado de biomateriais entre
os anos de 2008 e 2016 e previsdo de aumento em 2021(MARKETS AND MARKETS, 2016).
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No Brasil este mercado movimentou em 2008 mais de 550 milhdes de
délares tendo uma expectativa de 20% de aumento a cada cinco anos
(MARKETS AND MARKETS, 2011).

O segmento dos biomateriais que tem maior sucesso de vendas € o de
implantes ortopédicos, onde em 2016 atingiu US$ 57,7 bilhdes de ddlares em
vendas.

O mercado de estimuladores de crescimento 6sseo é avaliado em US$
1,4 bilhdes até 2022 (MARKETS AND MARKETS, 2017). E ja o mercado dos
substitutos de enxertos ésseos utilizados na odontologia é estimado em US$
416,3 milhdes em 2016, e devera chegar a US $ 664,3 milhdes até 2021
(MARKETS AND MARKETS, 2016).

1.4. Scaffolds para reparo 6sseo

Segundo Oliveira et al. (2008), os biomateriais sao utilizados ha muitos
anos para substituir perda 6ssea. No inicio eram aplicados autoimplantes
(material do proprio individuo), apesar de ser um otimo alternativo, ha
desvantagens como pouca oferta de material. Diante destas limitagdes, os
aloenxertos (material de outro individuo mesma espécie) e xenoenxerto
(material de individuo de outra espécie) foram utilizados, mas o risco de
rejeicdo e transmissdo de doengas incentivou a utilizacdo de biomateriais
(Oliveira et al., 2010).

Os biomateriais em scaffolds sdo aqueles que possuem arcabouco
tridimensional poroso, propriedades bioativas, que servem de molde para a
formacao do novo tecido (Oliveira et al., 2010).

Segundo Burg et al. (2000), os biomateriais podem ser utilizados como
arcabougo para induzir a migragdo e o crescimento de células vindas de
tecidos vizinhos, ou também pode ser materiais semeados com células antes
de ser implantado.

O biomaterial para ser um candidato na utilizagdo como scaffold na
reparacao oOssea precisa ser biocompativel, osteoindutivo e ostecondutivo
(Burg et al., 2000).

Atualmente muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas utilizando

scaffolds incorporados com estimuladores de crescimento G6sseo no
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tratamento de fraturas 6sseas. Como por exemplo, o trabalho de Rahman et
al. (2014) que estudaram uma blenda de poli(acido latico-co-acido glicélico
(PLGA) e polietilenoglicol (PEG) como scaffold com liberagdo sustentada de
Proteinas Morfogéneticas Osseas 2 (BMP-2), onde in vitro obteve 70% de
liberacdo em trés semanas de ensaio. Além disso, um teste de atividade
confirmou que a BMP-2 liberada estava ativa para induzir a osteogénese. O
scaffold de PLGA/PEG com liberagao de BMP-2 apresentou um aumento de
31% de reparo 6sseo em calvaria de ratos, em comparagéo com as fraturas
sem tratamento.

Ryan et al. (2015) estudaram diferentes métodos de produgado de
scaffolds de colageno poroso incorporados com Hidroxiapatita para obter
melhor interacdo com as células no tratamento de fraturas dsseas.

Como o foco deste trabalho sdo os scaffolds poliméricos é importante
comentar sobre o trabalho de Saska et al. (2012) que produziu uma
membrana de celulose bacteriana para a liberagao controlada de peptideos
de crescimento osteogénico (OGP). Neste trabalho a membrana apresentou
nao ser citotdéxica, genotdxica ou mutagénica podendo ser aplicada em
reparo 0sseo.

Recentemente De Olyveira et al. (2017) produziu uma membrana de
celulose bacteriana onde a fermentacéo bacteriana da celulose foi modificada
pela adicdo de sulfato de condroitina ao meio de cultura antes da inoculagao
da bactéria. Apos a producdo as membranas foram incorporadas com fosfato
de calcio através do método biomimético. As membranas de celulose
bacteriana produzidas com condroitina e recobertas com fosfato de calcio

apresentaram otima viabilidade celular, polaridade ideal para a aplicacdo em

reparo 0sseo.

1.5. Fosfato de Calcio

Os ossos e dentes de todos os vertebrados sdao compdsitos naturais
formados por moléculas de colageno ligadas em cadeias lineares arranjadas
em fibras. Entre estas moléculas ha pequenos compartimentos intersticiais

regularmente espacados, onde estdo presentes nanocristais de um solido
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inorganico conhecidos como fosfato de calcio, que representa 65% da massa
total do osso (Gomes et al., 2012).

Os fosfatos de calcio de maior relevancia em aplicagdes bioldgicas sao
principalmente os amorfos, HA e demais apatitas, monetita, brushita, fosfato
octacalcio, TCP e CPP. A influéncia das fases do fosfato de calcio sobre os
tecidos biolégicos e especialmente o seu comportamento de biodegradacgao e
interacdo sao determinadas pela sua composigao quimica, pela morfologia e
topologia da superficie (Pereira, 2014).

O fosfato de calcio € utilizado em uma série de aplicagdes biomédicas,
incluindo implantes dentarios, dispositivos percutaneos e no tratamento
periodontal, em implantes para reparar e reconstruir os tecidos, no tratamento
de defeitos dsseos, na substituicio total da articulagao, reconstrugcao cranio-
maxilo-facial, em otorrinolaringologia, em cirurgia da coluna, na substituigao
do globo ocular, etc. (Lindholm; Hamerschmidt, 2010).

Sabe-se que o0s processos de reparo 6sseo ocorrem de acordo com um
lento e complexo mecanismo do organismo como, por exemplo, a sintese da
matriz 6ssea (Junqueira e Carneiro, 2008), e para isso tem-se intensificado a
pesquisa de novas terapias para auxiliar a reparacdo. Tendo em vista estas
informagdes, a incorporacdo de diferentes fases de fosfato de calcio na
membrana de latex natural (LN) e o estudo de liberagdo sustentada sao

alternativas inovadoras para potencializar as propriedades de reparo ossea.

1.6. Latex natural (LN)

O latex natural (LN) € extraido da arvore da espécie Hevea brasiliensis
(Figura 4A), pertencente da familia das Euforbiaceas € nativa da bacia do rio
Amazonas no Brasil. Este material possui em sua constituicdo entre 40 a 45%
em peso de moléculas poliméricas que formam a borracha (cis-
poliisopreno)(Figura 4B), 4 a 5% em peso de outros constituintes organicos,
tais como proteinas, lipidios, carboidratos, e 50% de agua (Neves-Junior et
al., 2006).
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Figura 4. .A) Hevea brasiliensis, B) Mondmero de cis-poliisopreno.

Recentemente, pesquisas vém utilizando o LN também em aplicacbes
biomédicas. Mrue et al. (2004) utilizaram a membrana de latex natural pela
primeira vez como protese de um segmento do esdfago cervical de cées. Os
resultados mostraram que o latex teve propriedade indutora de regeneragao
tecidual (neo-eséfago), sendo totalmente eliminado apds dez dias de pés-
operatdrio nas fezes dos animais.

Sader et al. (2000) estudaram o comportamento da membrana de LN
como substituto parcial do pericardio de cies. Os resultados mostraram que a
membrana de latex foi satisfatoria para a substituicdo parcial do pericardio de
caes.

Segundo Rabelo et al. (2005), a técnica de implantagdo da membrana
de latex, poliamida e polilisina a 0,1%, apresentou bons resultados na
reparacdo de hérnias umbilicais em bovinos leiteiros. Apesar de ser um
material ndo absorvivel, ndo foi observada reacdo inflamatodria tipo corpo
estranho ou demais complicagdes com o0 uso da membrana, possivelmente

porque o0 material possui baixa antigenicidade.
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Balabanian et al. (2006) implantaram granulos de latex nas cavidades
Osseas alveolares depois da extragdo dental em ratos, avaliando a
biocompatibilidade do biomaterial. Os dados quantitativos confirmaram a
aceleracdo da neoformagdo 6ssea e a diminuicdo da presenga de tecido
conjuntivo ao redor do implante.

De Pinho (2004) pesquisou o uso da membrana de latex natural com
polilisina a 0,1% na reconstrugdo conjuntiva de olhos em coelhos neo-
zelandeses adultos. Apés analises histolégicas, os autores observaram que a
recuperacao foi satisfatéria em 60% dos olhos com membrana enquanto que,
nos olhos do grupo sem membrana, ela foi satisfatoria em apenas 20%.
Esses dados sugeriram que a membrana de latex favorece a cicatrizagao
conjuntival e a neoangiogénese.

Frade et al. (2011) pesquisaram possiveis reagdes alérgicas ao latex e
demonstraram que a biomembrana de latex € segura como curativo para
ulceras cutaneas, uma vez que nao foi observada indugdo de reagdes de
hipersensibilidade entre os voluntarios de baixo e alto risco submetidos ao
“patch test”, nem entre os pacientes ulcerados usuarios da biomembrana, por
meio de avaliagdes clinicas e imunoldgicas.

Rathnayake et al. (2012) produziram uma espuma de LN incorporada
com nanoparticulas de prata, que foi capaz inibir o crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus (Gram-positivo), Escherichia coli (Gram-negativas) e o
fungo Aspergilles Niger.

Araujo et al. (2012) estudaram os efeitos da biomembrana de latex
como implante transitério no fechamento de perfuragdes timpanicas, onde
latex provocou um maior processo de vascularizacdo do enxerto, com
interacdo satisfatoria com os tecidos da membrana timpéanica humana.

Furuya et al. (2017) pesquisaram a citotoxicidade e atividade anti-
tumoral de nanoparticulas de LN, onde foi verificado que os constituintes
exibiram efeito significativo no bloqueio do ciclo celular e desencadeiaram a
apoptose para células tumorais.

Alves (2003), mostrou que o latex possui a propriedade de formar

novos capilares, evento conhecido por angiogénese (Figura 5).
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Figura 5. Demonstracdo do aparecimento de novos capilares pelo processo de
angiogénese (Yoo e Kwon, 2013).

Ereno et al. (2010) utilizaram o LN como uma biomembrana passiva,
que atua na reparogdo Ossea (Figura 6A). Neste tipo de experimento, a
biomembrana de LN foi aplicada sobre a fratura éssea, impedindo a migragao
do tecido epitelial e conjuntivo, e facilitando a migragdo de células
regenerativas (Figura 6B).
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Figura 6. A) Radiografia Digital do: grupo controle e experimental grupo tratado, apdés 120 dias
a cirurgia (Ereno et al., 2010). B) Membrana de LN utilizada como barreira mecéanica, impede a

migracao de células epiteliais e conjuntivas, facilitando a migragcéo de células regenerativa.

Devido a estes 6timos resultados de biocompatibilidade e bioatividade,
Herculano et al. (2009) utilizaram a membrana de LN como matriz de
liberacdo sustentada. A partir deste trabalho estudos recentes tém
demonstrado que o LN é viavel para confec¢do de uma matriz de liberagéo
sustentada de compostos bioativos, tais como: peptideos (ocitocina e
desmopressina) (De Barros et al., 2016; De Barros et al., 2017), antibi6ticos
(metronidazol e ciprofloxacina) (Herculano et al., 2010; Dias Murbach et al.,
2014), anti-inflamatérios (cetoprofeno, diclofenaco de sddio e potassio) (Aielo
et al., 2014; Barros et al., 2015; Floriano et al., 2017), nanoparticulas (Prata e
Ouro) (Barboza-Filho et al., 2012; Guidelli et al., 2013), e fitoterapicos
(Casearia sylvestris, Stryphnodendron sp e prépolis) (Romeira et al., 2012;
Azevedo Borges et al., 2014; Zancanela et al., 2017), nicotina (Suksaeree et
al., 2012), corantes orgéanicos (Jayadevan et al., 2017), aumentando assim

suas aplicacbes biomédicas em proteses, enxerto e lesdes devido as suas
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caracteristicas de compatibilidade bioldgica e ao estimulo natural de promover

angiogénese.

Azevedo Borges et al. (2014); Nascimento et al. (2014); Borges et al.
(2015) incorporaram e caracterizaram uma fase do fosfato de calcio nas
membranas de LN, mas nao estudaram sua cinética de liberacdo. Desta
forma, neste trabalho nosso maior objetivo é estudar o comportamento da
liberacdo de diferentes fases de fosfato de calcio quando carreados pela
membrana de LN, pois estas fases utilizadas tem a razdo Ca/P distintas, onde
quanto maior essa proporcdo menor a solubilidade, oferecendo assim, a
possibilidade de uma liberagdo mais lenta ou mais rapida dos ions PO,> e
Ca?* (Tabela 1)(Guastaldi e Aparecida, 2010).

Tabela 1. Razao Ca/P dos fosfatos de calcio

Pirofosfato de calcio (Ca;P.07) 1,00
Hidroxiapatita (Cas(PO4)3(OH) 1,67
a- fosfato tricalcio (CaszOgP2) 1,50

Outros diferenciais deste trabalho com os de Nascimento et al. (2014) e
Borges et al. (2015) foi de produzir uma membrana de LN por precipitacéo do
fosfato de calcio sobre a membrana e n&o por pelo método biomimético ou
solubilizacido do LN e fases de fosfato de calcio em cloroférmio, dando a
possibilidade de adicionar outras moléculas de importante fungdo no reparo
0sseo e menor possibilidade de toxicidade pelos residuos de cloroférmio.
Além disso, foi estudado a citotoxicidade em células sanguineas,
osteoblastos, Caenorhabditis elegans e a embriotoxicidade em Danio rerio
(Zebrafish). A produgdo deste novo biomaterial visa auxiliar a reparagdo

o0ssea com rapidez, eficiéncia e baixo custo.
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. CONCLUSAO

As fases de fosfato de calcio foram sintetizadas pelo método sol-gel e
caracterizadas pelas técnicas de DRX, FTIR e MEV-FEG/EDS, onde
foram confirmadas as identidades das fases (CPP, HA e a-TCP)

predominantes de cada tratamento térmico.

A partir das técnicas de DRX, MEV-FEG/EDS foi observado que as fases
de fosfato de calcio foram incorporadas na superficie e no interior da
membrana, e que o CPP apresentou melhor inclusdo na superficie da
membrana de LN e adsor¢ao para o interior da membrana, por apresentar

melhor solubilidade e menor razao molar Ca/P.

Através da técnica de FTIR, foi possivel observar os grupos vibracionais
caracteristico de cada material, onde a técnica ndo apresentou novas
bandas indicando que n&do houve ligagdes intramoleculares capazes de

reter as fases de fosfato de calcio no interior da membrana de LN.
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As técnicas de angulo de contato e intumescimento indicaram que as
membranas incorporadas com as fases de fosfato de calcio apresentaram
menor molhabilidade, onde quanto maior a razdo Ca/P das fases
incorporadas as membranas, maior sera a hidrofobicidade.

A incorporagéo das fases fosfato de calcio nas membranas de LN, ndo
apresentou alteragéo significativa para deformacao especifica e modulo
de elasticidade, no entanto as membranas incorporadas com fosfato de
célcio apresentaram uma diminuicao significativa na tensao de ruptura em

comparagao com a membrana de LN pura.

A liberagcdo da HA foi mais lenta e duas vezes maior que o CPP e 23%
maior que a-TCP em aproximadamente 15 dias.

O ensaio de atividade hemolitica indicou que as membranas incorporadas

nao causaram hemolise significativa em até cinco dias de uso.

O ensaio de citotoxicidade por metabolismo MTT em osteoblastos
(MC3T3) nao foi eficiente, pois enzimas contidas no LN dissociaram as

células impossibilitando o ensaio.

Para o ensaio de adesédo celular sobre as membranas foi preciso realizar
uma lavagem nas membranas de LN pura com meio a-MEM completo e
incorporar as fases de fosfato de calcio. Apds estes procedimentos foi
possivel observar que as células estavam aderidas sobre a superficie de
todas as membranas com contato intimo através dos lamelipédios e
filopddios. Ligagdes intercelulares também foram encontradas
confirmando a oOtima adesdo. Divisbes celulares também foram
observadas nas membranas incorporadas com CPP, HA e a-TCP através
da técnica MEV/FEG indicando a proliferagdo das células sobre as

membranas.
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No ensaio de toxicidade in vivo utilizando o nematoide C. elegans foi
possivel observar que as amostras a-TCP 5d em contato com os animais
por 24h e 48 h apresentaram mortalidade de 69 % e 100%

respectivamente.

A amostra a-TCP 5d em contato de 48h foi capaz de matar até mesmo as

larva L1 provenientes da reprodugao dos animais adultos.

No ensaio de embriotoxicidade utilizando os embrides do peixe Danio
rerio (Zebrafish) foi possivel observar que a amostra o-TCP 5d
apresentou atraso no desenvolvimento, ma formagdo e morte

(Teratogénese).

Estes resultados indicaram que as membranas de LN e incorporadas com
CPP e HA tem potencial para aplicagcdes biomédicas em reparo 0sseo,
principalmente as membranas incorporadas com HA por ter sua

bioatividade bem evidenciada na literatura.
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