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RESUMO

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

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

Biomaterial. Membrana.



ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

dolares.

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

poder aquisitivo e melhorias tecnolégicas no tratamento de enfermidades. Com o



25

aumento da expectativa de vida, haverd a necessidade em se ampliar essa oferta
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

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

1.1 Latex natural da seringueira

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

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

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

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

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

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

Fonte: Mendonga et al. (2010).

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

ocupada por osso maduro e aceleracdo da formacédo 6ssea.

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

IAN apresentaram melhor atividade na regeneracéo 0ssea.

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

inerte e ndo téxica aos macréfagos.

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

1.2 Alginato de sodio

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

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

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

extensdo e sequéncia dos mondmeros (NERY, 2014).

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

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

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

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

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

em plaquetas a partir de esferas e capsulas de alginato.

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

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

que possa favorecer um microambiente favoravel a regeneracéo 0ssea.

1.3 Tecido 6sseo

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

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

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

Figura 4 — Tipos celulares presentes no 0sso, e sua participa¢do no evento de regeneracao 6ssea.

@ Osteoblasto
‘\ﬁ\_ .

@Osteoclasto @» Mondcito/macrofago

Fonte: Adaptado de Pajarinen et al. (2019).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.4 Fator de crescimento (PDGF-BB)

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

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

outros.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dificultou repovoamento da area e ao longo tempo de exposicédo ao PDGF-BB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Obtencao e caracterizacdo de membranas de latex natural com alginato para

regeneracdo dssea.

2.2 Objetivos especificos

-Desenvolvimento e caracterizacdo de membranas de latex natural com

diferentes proporcdes de alginato de sédio (com ou sem reticulacdo com célcio);

-Caracterizacdo quimica e fisica das blendas, miscibilidade, morfologia,
estabilidade térmica, resisténcia mecanica, propriedade de barreira, hidrofilicidade,

degradacéo;
-Avaliar a biocompatibilidade in vitro por hemalise e citotoxicidade;

-Analisar a regeneracéo 6ssea in vivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Confeccdo das membranas

O latex natural foi obtido pela BDF Comércio de Produtos Agricolas Ltda,
Guaranta/SP (lote: 01703/13), a partir da mistura de diferentes clones (RRIM 600 e
PB 235). O latex foi estabilizado com hidréoxido de aménia 0,7% (m/m de borracha)
para fornecer um pH 10 (para evitar a degradacdo e permitir sua estabilizacdo) e
centrifugado a 8000 rpm para fornecer uma solucdo de 60% (m/v) de borracha e
reduzir as proteinas presentes no latex natural relacionadas a reagdo alérgica. O
Quadro 1 mostra a caracterizagdo do produto segundo o fornecedor. O alginato de

sodio utilizado foi obtido pela empresa Exodo Cientifica (codigo AS08563RA).

Quadro 1 - Especificac¢es fisico-quimicas do latex natural utilizado fornecido pela empresa BDF.

Requisitos Valores
Solidos totais 61%
Borracha seca 60%
Diferenca entre sélidos totais e borracha seca 1%
Hidroxido de amonia 0,7%
pH 10,2
Viscosidade 30 seg
Estabilidade mecanica 515 seg
Acido Graxo Volatil 0,0136%
Cor Normal
Odor Normal

Fonte: BDF Comércio de Produtos Agricolas Ltda.
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Foram produzidas membranas de latex natural, alginato e blendas com
diferentes propor¢cdes massicas, reticuladas ou ndo com cloreto de célcio, por
deposicdo das solugdes da mistura dos polimeros em moldes e evaporacdo do
solvente. Para confec¢do das membranas de latex, foi utilizada uma solugéo de latex
natural 60% (m/v). Para a confeccdo das membranas de alginato, foi utilizada uma
suspencao de alginato de sédio 3% (m/v, em agua destilada). As blendas foram
preparadas nas proporcdes de 1:1, 2:1, 3:1 e 4:1 (v/v, alginato:latex) e secas por 24
horas a 60°C. A reticulacao foi realizada nas membranas secas, sob imersdo em de
solugcdo de cloreto de calcio 1% (m/v, em agua destilada) por 10 minutos, e

posteriormente secas por 24 horas a60°C.

As diferentes formulacdes das blendas foram citadas neste trabalho conforme
suas proporc¢des entre o latex e o alginato, e sua reticulacdo, segundo a Tabela 1; os

valores sao referentes a uma placa de Petri de 60 mm.

Tabela 1 — Abreviacdo dos materiais elaborados assim como as respectivas composi¢cées massicas.

Latex Alginato Reticulacéo
Nomenclatura Volume % Volume % (20 mL)
(mL) (m/m) (mL)  (m/m)
L 2 100,00 0 0,00 Nao
1 2 95,24 2 4,76 Nao
2 2 90,91 4 9,09 Nao
3 2 86,96 6 13,04 Nao
4 2 83,33 8 16,67 Nao
A 0 0,00 10 100,00 Nao
1C 2 95,24 2 4,76 Sim
2C 2 90,91 4 9,09 Sim
3C 2 86,96 6 13,04 Sim
4C 2 83,33 8 16,67 Sim
AC 0 0,00 10 100,00 Sim

Fonte: Autoria prépria.
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O PDGF-BB (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA, codigo P4056) foi utilizado
apenas no teste in vivo. Para a incorporacdo do PDGF-BB, realizou-se triagem dentre
as membranas para utilizar composicdo que apresentasse as caracteristicas
desejadas, tais como aumento da degradacdo sem prejuizo da sua seguranca nos
testes in vitro. A incorporacdo do PDGF-BB foi feita por adsorcdo, no momento da
aplicacao in vivo o PDGF-BB foi solubilizado com agua destilada e foi depositado 20
uL na superficie da membrana, correspondendo a 200 ng de fator de crescimento por
membrana (LEE et al., 2002; PARK et al., 1998; PARK et al., 2000).

3.2 Caracterizagcao

3.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para as imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), as amostras
foram recobertas com ouro (modelo SCD 050, marca Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein),
e as micrografias foram obtidas em um MEV por Canhdo de Emissdo por Campo
(MEV-FEG, marca JEOL, modelo JSM 7500F, com software de operacdo PC-SEM v
2.1.0.3, Toquio, Japédo) acoplado com um equipamento de Energia Dispersiva de
Raio-X (EDS, marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry, com software de operacéo
NSS 2.3, Massachusetts, EUA). As micrografias do MEV-FEG foram obtidas sob 2 kV
e as analises de EDS sob 10 kV, da face superior, em areas aleatérias da mesma
amostra, no Laboratério de Microscopia Avancada, Instituto de Quimica de
Araraquara, UNESP.
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3.2.2 Espectroscopiano Infravermelho com Transformada de Fourier em modo
de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR foram medidos usando o aparelho Bruker Tensor 27
(software OPUS), com o acessorio de ATR (com cristal de diamante), no intervalo de

4000-380 cm™L, com 16 varreduras e resolucao de 4 cm™L, fonte de tungsténio e
mercurio, laser de Hélio-Nebnio e detector de KBr/DLaTGS.

3.2.3 Resisténcia mecanica a tracao

Para os testes, foi utilizada a maquina universal de ensaios (EMIC DL2000), com
uma célula de carga de 50 kgf, a uma velocidade de 500 mm/min (ASTM D412), a
temperatura ambiente, com tracdo até a ruptura. Foram utilizados corpos de prova
retangulares com dimensdes de aproximadamente 0,5 mm de espessura, 25 mm de
largura e 80 mm de comprimento (REZENDE et al., 2010), as medidas de espessura
foram obtidas com micrdmetro analdgico (precisdo de 0,01 mm, marca STANDARD
GAGE, modelo 0114010) e a largura e comprimento foram medidas com paquimetro
digital (precisdo de 0,01 mm, marca Homes). O calculo de tensédo (MPa) foi calculado
segundo a Equacédo 1, o alongamento (mm/mm) segundo a Equacédo 2, e o mdodulo
de Young (MPa) foi calculado segundo a Equacéo 3 (considerando a regido linear até
5% de alongamento, deformacéo elastica), onde F € a forca (N), A € a area da secéo

transversal da amostra (mm?), L € o comprimento final (mm) e Ly € o comprimento

inicial da amostra (mm). O ensaio foi realizado em quintuplicata e expresso como

média e desvio padréo.

Tenss F
ensao = —
A

(1)

-L
Alongamento = (LL 0/ (2)
0
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Tensao

Modul Young =
¢dulo de Young Alongamento 3)

3.2.4 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas com o equipamento TGA-50
(Shimadzu), onde aproximadamente 5 mg de amostra foi acondicionada em cadinho
de alumina, sob taxa de aquecimento de 10°C/min, de 25°C a 800°C, sob atmosfera de
nitrogénio (25 mL/min). A termogravimetria derivada (DTG) foi obtida a partir da
primeira derivada da variagdo da massa em relacdo a temperatura, utilizando
programa OriginPro 2017, para auxilio na determinacdo das temperaturas de perda

de massa.

3.2.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), utilizou-se o equipamento
DSC-60 (Shimadzu), onde aproximadamente 5 mg de amostra foi colocada em um
cadinho de alumina. Todas as amostras foram submetidas a ciclos de resfriamento e
aguecimento (-120°C a 200°C, sob taxa de 10°C/min) para eliminar a historia térmica
do material, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de 25 mL/min). Para a interpretacao
da temperatura de transicdo vitrea (Tg), considerou-se a segunda corrida térmica do

experimento.
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3.2.6 Angulo de contato (molhabilidade)

As medidas de angulo de contato foram realizadas pelo método de gota séssil
(17 pL de agua destilada a 0,5 pL/segundo) no gonidmetro DataPhysics modelo
OCA20 em atmosfera ambiente a 21°C por 30 segundos. O angulo de contato foi
calculado automaticamente pelo programa SCA20, por meio da analise do perfil da
gota utilizando a equacéo de Young-Laplace para ajustar seu contorno. O ensaio foi

realizado em triplicata e expresso como média e desvio padréo.

3.2.7 Intumescimento

Para analise da cinética do grau do intumescimento, as membranas (diametro
de 37,4 mm) foram submersas em 30 mL ¢c-SBF (fluido corporal simulado) a 37°C e pH
7,4 (OYANE et al.,, 2003). Em cada intervalo de tempo, o excesso de liquido foi
removido da superficie e a absorcdo das membranas intumescidas foi apurada
gravimetricamente em balanca analitica com precisdo 0,1 mg (marca Shimadzu,
modelo AUY 220). O grau de intumescimento (%) foi determinado em funcédo da
massa inicial e final da amostra segundo a Equagdo 4, onde mf € a massa final
hidratada (g), mi € a massa inicial seca (g). O ensaio foi realizado em quintuplicata e

expresso como média e desvio padrao.

. _ (mg-my)
Intumescimento = TXlOO 4)
[
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3.2.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada gravimetricamente, pelo
método dessecante, segundo as normas da ASTM E96. As membranas foram
utilizadas para selar os recipientes (abertura de 1,2 cm?) contendo silica-gel (umidade
relativa 0%). Os frascos foram mantidos em dessecador com solucédo saturada de
cloreto de sédio (40 g/100 mL de agua), proporcionando uma atmosfera com 75% de
umidade relativa, a 36,5°C. A variacdo da massa foi registrada em intervalos de
tempos regulares de 24 horas durante 7 dias. A permeabilidade ao vapor de agua
(g.mm/h.cm2.mmHg) foi calculada segundo a Equacao 5, onde, Am € a variacao da
massa (g), e é a espessura da membrana (mm), t € o tempo (horas, h), A é a area
(cm?), S é pressao de saturacdo de vapor de agua (47,1 mmHg a 37°C) e ARU é a
diferenca de umidade relativa. O ensaio foi realizado em triplicata e expresso como

média e desvio padréo.

Am.e

P bilidad de agua = ———
ermeabilidade a0 vapor de agua =~~~

(5)

3.2.9 Degradacéo in vitro em fluido simulado

Para o ensaio de degradacéo, as amostras foram feitas em placa de Petri de 60
mm, e submersas em c-SBF 1X (pH 7,4), 36,5°C, sem agitacdo, em 40 mL. Para evitar
a degradacao por microrganismos, o ¢c-SBF foi esterilizado em autoclave (121°C, por
20 minutos) e as membranas foram submetidas a radiacao ultravioleta (UV) por 20
minutos em cada superficie. Apds o ensaio de degradacédo, as amostras foram secas
em dessecador a temperatura ambiente até estabilizacdo da massa. A analise
gravimétrica de perda massa (%) foi obtida pela Equacéo 6, onde mj € a massa inicial
seca (g) e mf € a massa final da amostra (g) nos tempos de 7, 15, 30, 60 e 120 dias.

O ensaio foi realizado em quintuplicata e expresso como média e desvio padréo.
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Perda de massa = (mri;—mf)xmo (6)

O ensaio de degradacgéo também foi avaliado por resisténcia mecéanica a tragédo
nos tempos de 7, 15, 30, 60 e 120 dias conforme a secédo 3.2.3. A analise por FTIR-

ATR foi realizada conforme a secao 3.2.2 e comparado entre o 30° dia de degradacéo

e 0 espectro original. As medidas foram normalizadas em 835 cm™, referente a
deformacéo fora do plano (=CH), presente apenas no latex, uma vez que todas

amostras apresentam a mesma quantidade de latex (JIANG et al., 2015).

3.2.10 Caracterizacao in vitro em modelos celulares

3.2.101 Hemodlise

O efeito hemolitico in vitro dos filmes foi realizado em conformidade com a norma
da International Standard Organization 10993 parte 4 (ISO), por contato direto (Figura
9). O sangue de carneiro desfibrinado (Newprov) foi lavado 2x com solucao salina
0,9%, a 1000 rpm por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante. Membranas de 6
mm de diametro foram incubadas em contato direto com 1 mL solucdo de 5% de
eritrécitos (v/v, em solucao salina 0,9% m/v) por 1h a 37°C. No controle negativo (CN)
nao foi adicionado material e como controle positivo (CP) foi utilizado adgua destilada.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas 1000 rpm por 10 minutos, 100 yL do
sobrenadante foi transferido para placa de 96 pocos e a densidade Optica (DO, em
absorbéancia) foi medida em leitora de microplaca sob 540 nm. O experimento foi
realizado em quintuplicata e expresso como média e desvio padrdo. A hemolise (%)
foi estimada conforme a Equacéo 7, onde DOa, DOcn € DOcp se referem a DO da
amostra, CN e CP, respectivamente, onde até 5% de hemdlise foi considerado como
nao hemolitico (ANDIAPPAN et al., 2013).
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(DO,—-DOc¢N)

Hemolise =
(DOcp—DOcN)

x100 (7)

Figura 9 — Imagem representativa do teste de hemolise por contato direto. As setas pretas indicam a
localizacdo das membranas (latex a esquerda e alginato reticulado a direita), os asteriscos amarelos
mostram a presenca das hemacias, retangulo indica o sobrenadante com hemolise.

Fonte: Autoria prépria.

3.2.10.2 Cultivo celular

A linhagem celular de pré-osteoblasto MC3T3-E1 subclone 14 foi obtida do
Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em garrafas de cultura
(75 cm?) com meio de cultura completo composto por Meio Minimo Essencial Alfa (a-
MEM, suplementado com ribonucleosideos e desoxirribonucleosideos da Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA, cddigo M0644) suplementado com 10% de FBS
(Soro Bovino Fetal, Gibco®, New York, EUA), 2 mM de L-glutamina e 1% de
antibiotico/antimicético (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 0,25
ug/mL de fungizona, Gibco®, New York, EUA), a 37°C, em atmosfera umidificada, a

5% de CO2. As trocas de meio ocorreram trés vezes por semana. Ao atingirem
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confluéncia de 80-90%, as células foram dissociadas com TrpreTNI (Gibco®, New

York, EUA) e subcultivadas na proporcao de 1:6 a 1:8.

3.2.10.2.1 Adesao e morfologia celular

Esta analise foi utilizada para avaliar se os materiais servem de suporte para a
adesao e crescimento celular, possibilitando sua utilizagdo ndo s6é como barreira
mecénica, mas também como fonte de células, o que poderia acelerar a regeneracao.
Para esta andlise, as membranas foram preparadas dispersando a solu¢do da mistura
dos polimeros em laminula circular de 13 mm, secas a 60°C, esterilizadas por luz

ultravioleta por 20 minutos de cada lado, e por fim foram depositados em placa de 24

pocos. As células MC3T3-E1 foram adicionados na concentracdo de 2x10%
células/poco e cultivadas por 7 dias. Apds este periodo, o0 meio de cultura foi removido,
lavadas com tampao fosfato (PBS 1X, pH 7,4), fixadas em solucéo de glutaraldeido
2,5% (v/v, em PBS 1X) por uma hora a temperatura ambiente, desidratadas em série
crescente de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e duas vezes em 100%, 10 minutos
cada), secas a temperatura ambiente e armazenadas em dessecador (sob vacuo e

silica a temperatura ambiente) até a andlise por MEV-FEG segundo sec¢éo 3.2.1.

3.2.10.2.2 Proliferacao celular

As células foram plagueadas na densidade de 2x10* células/pogo sobre as
amostras segundo a sec¢do 3.2.10.2.3. A proliferacdo celular foi aferida pelos métodos
colorimétricos de metabolizacdo e reducdo de MTT e resazurina, em triplicata. A
analise por MTT foi realizada conforme a se¢do 3.2.10.2.1. Para o método da
resazurina, foram adicionados 40 pL de resazurina (0,15 mg/mL, em PBS 1x pH 7,4),
incubados por 4 horas a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, o sobrenadante foi
substituido por meio de cultura completo, e a DO da fluorescéncia foi mensurada em

espectrofluorimetro (LS 45, Perkin Elmer, EUA, programa FL Winlab) sob
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comprimento de onda de 570 nm para excitagao e de 585 nm para emissao (AHMED
et al., 1994).

3.2.10.2.3 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade celular foi realizado conforme as recomendacdes da

norma técnica ISO 10993 partes 5 e 12, por contato direto com a linhagem MC3T3-

El. As células foram plaqueadas na densidade de 2x10% células/poco em placa de 24
pocos (2 cm?), permanecendo 24 horas para adesdo. As membranas de 6 mm de
didmetro foram esterilizadas por luz ultravioleta por 20 minutos de cada lado e
colocadas sobre a cultura por 24, 48 e 72 horas de contato com 1 mL de meio de
cultura completo. Apos cada intervalo de tempo, as membranas e o meio de cultura
completo foram removidos, adicionou- se 400 pL de meio de cultura novo (sem soro
nem vermelho fenol) com 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazoilium
(MTT) (0,5 mg/mL) e incubado por 4 horas a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, o meio
foi descartado, adicionou-se 400 puL de dimetilsulféxido, incubando por 10 minutos no
escuro para dissolver os cristais de formazan. Por fim a DO foi medida em leitor de
microplaca (PowerWave Epoch 2, BioTeK Instruments, EUA, com programa versao 2.09.1)
no comprimento de onda de 570 nm (MOSMANN, 1983). O experimento foi realizado
em quadruplicata com 2 experimentos independentes, e a viabilidade celular (%) foi
calculada em relagéo ao controle negativo (CN, poliestireno), conforme Equacéo 8 e

expressa como média e desvio padrao.

DO,

Viabilidade celular = X100 (8)

CN
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3.3 Aplicacao in vivo em modelo de defeito de calvaria

Para o experimento in vivo, a membrana selecionada foi a membrana 4 (16,6%
m/m de alginato) por apresentar melhor desempenho no teste de degradacdo e
citotoxicidade in vitro e adesao celular. A membrana foi esterilizada por 6xido de
etileno pela empresa OXETIL Ltda, e o PDGF-BB foi adsorvido na superficie da
membrana em contato com o defeito da calvaria conforme secéo 3.1. O experimento
foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas sob o protocolo CEUA/FCF/CAr n° 25/2015 (parecer n°® 81/2015)
(Anexo A).

3.3.1 Cuidado animal

Neste trabalho, foram utilizados ratos Rattus norvegicus, variacado albinus,
Holtzman, machos, adultos, com massa corporal entre 300-400 g, provenientes do
biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara, FOAr-UNESP. Os animais foram
mantidos no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCFAr-UNESP em
gaiolas plasticas forradas com maravalha (troca trés vezes por semana), em gabinetes
microprocessador com ventilacdo e ambiente com temperatura (22+1°C) e umidade
(65-75%) controlados, ciclo claro/escuro de 12:12 horas, alimentados com agua e

racao ad libitum.

3.3.2 Cirurgia

Conforme o protocolo CEUA/FCF/CAr n°® 25/2015 (parecer n° 81/2015), foram
utilizados 42 animais os quais foram divididos em 3 grupos (controle/coagulo,
membrana 4 e membrana 4 com 200 ng de PDGF-BB, denominados de C, 4 e 4P,

respectivamente), contendo 7 animais por grupo nos seguintes periodos de andlise
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de 15 e 60 dias.

Os animais foram anestesiados (injecao intramuscular de cloridrato de ketamina
25 mg/kg e de cloridrato de xilazina 5 mg/Kg), tricotomizados na regido parietal, foi
realizada antissepsia com riodeine (polivinil pirrolidona iodo em solu¢cdo aquosa,
contendo 1% de iodo ativo), seguido de descolamento e rebatimento dos tecidos
contendo epiderme, tecido muscular e periosteo, até a exposi¢cao do osso parietal. Os
defeitos 0sseos criticos na calvaria foram realizados com o auxilio de uma trefina de
5 mm de didmetro sob irrigacdo constante de soro fisiologico 0,9% (m/v, em agua
destilada), mantendo-se a integridade da dura-mater evitando-se a regido das suturas
osseas. O defeito foi preenchido com coagulo (controle), membrana ou membrana
com fator de crescimento, e posteriormente suturados com por meio de pontos simples
com Vicryl 4-0. No pés-operatorio os animais receberam cetoprofeno, pentabidtico
(Fort-Dodge, Brasil, 0,02 mL/100g) e foram mantidos em decubito lateral sob

temperatura de aproximadamente 32°C até se moverem (Figura 10).

Figura 10 — Cirurgia para criacéo do defeito na calvaria: a) remocéo da porcdo da calota cortada, b)
recuperacado poés-cirargica em decubito lateral.

Fonte: Autoria prépria.

O grupo de 60 dias recebeu doses de corantes intravitais fluorescentes para
avaliacdo da cronologia da mineralizagdo durante crescimento 6sseo, segundo o

cronogramau



50

- vermelho de alizarina S 30 mg/Kg 7 dias antes da cirurgia
- vermelho de alizarina S 30 mg/Kg 1 dia antes da cirurgia
- calceina azul 30 mg/Kg 10 dias ap0s cirurgia

- tetraciclina 20 mg/Kg 20 dias ap0s cirurgia

- calceina verde 20 mg/Kg 30 dias apos cirurgia

- alaranjado de xilenol 100 mg/Kg 40 dias apos cirurgia

- vermelho de alizarina S 30 mg/Kg 50 dias apés cirurgia

- Eutanasia 60 dias ap0s cirurgia

ApOs cada periodo, os animais foram submetidos a eutanasia por overdose de
anestesia. Os cranios foram separados por guilhotina, imediatamente mantidos 48
horas em paraformaldeido 4% (em PBS pH 7,4), posteriormente lavados por 4 horas

em agua corrente e por fim, armazenados em etanol 70% até as analises (MicroCT).

3.3.3 MicroCT

A andlise microtomografica foi obtida a partir equipamento Skyscan 1176
(Astselaar, Bélgica, 2003) (Figura 11). As amostras foram obtidas com um filtro de
aluminio de 1,0 mm, cortes de 17,48 um, por 360° (passo de rotacdo de 0,5°),
voltagem de 70 kV, corrente de 357 YA e exposicao de 400 ms. A amostras foram
reconstruidas pelo programa NRecon (versdo 1.7.3.1) e NReconServer (verséo
1.7.3.2) sob os parametros de bean-hardening correction (40%), ring artifacts
reduction (20), smoothing (1), dinamic image range (0,0045-0,065). Posteriormente,
foram orientadas por meio do programa Data Viewer (verséo 1.5.6.2) e salvas no eixo

coronal x-z). Em seguida, as micrografias foram analisadas pelo programa
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CTAnalyser (versdo 1.17.7.2), onde a regido de interesse (ROI) foi delimitada (regiao
circular de 5 mm de didmetros equivalente ao defeito criado) utilizando uma imagem
2D de referéncia do defeito, com limites equivalentes a 1 mm de espessura (58 cortes,
para abranger toda a profundidade da regeneracdo, de forma a obter o volume de
interesse (VOI), com binarizacdo (escolha de um valor limiar para os pixels,
“threshold”) cujos valores situados entre 70-255 foram convertidos em um valor
denominado saturado, em uma imagem de 8 bits, obtendo uma imagem em preto e
branco. A analise foi realizada em quintuplicata e os resultados expressos como média

e desvio padréo.

Figura 11 — Andlise da regeneracdo éssea por MicroCT: a) suporte para imobilizar as amostras, b)
equipamento de microCT Skyscan 1176.

3.4 Anéalise estatistica

Para criacdo dos gréaficos e analise estatistica, utilizou-se o programa OriginPro
2017 e os dados foram registrados como média e desvio padrdo. Para selecdo dos
métodos estatisticos, os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (Levene). Os dados foram comparados pelo teste de t-
Student ou o teste ANOVA (one way) seguido do pos-teste de Tukey. Para todas as

analises foi adotado o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 12 € uma micrografia sob ampliacdo de 1000x mostrando a morfologia
da superficie das membranas produzidas. Nas membranas sem reticulacéo, nao foi
possivel observar porosidade nas superficies nem separacéo de fase entre o latex e
o alginato, apresentando um aspecto denso e continuo. Porém, nas membranas
reticuladas com calcio notam-se mais irregularidades na superficie, sendo que na
membrana de alginato reticulada observam-se detalhes mais claros (protuberancias),
provavelmente ao sal reticulado com o alginato e depositado na superficie. Bierhalz
et al. (2014) também observaram a presenca de bario na superficie do alginato depois

de sua reticulacdo com esse cétion.

Esse aumento na irregularidade da superficie das blendas reticuladas pode ser
devido a imersédo na solucédo de cloreto de célcio. Ho e Khew (2000) notaram que
durante a formacédo do filme de latex formam-se exsudatos em sua superficie, e
quando eles foram lixiviados, aumentou a rugosidade da superficie do filme. Além
disso, uma vez que o alginato € hidrofilico e solivel em agua, também pode ocorrer a
solubilizacdo da camada mais superficial, antes de sua reticulagdo (RHIM, 2004).
Assim como também pode ter ocorrido contracdo devido a tensdo criada pela
reticulacdo, uma vez que as membranas de alginato reticuladas se mostraram

deformadas e extremamente rigidas e quebradicas apds secagem.

Na fabricacdo de membranas com fibroina de seda e alginato, Moraes et al.
(2014) observaram separacdo de fase entre os dois polimeros em todas as
proporcdes utilizadas, notando estruturas globulares, mesmo a partir de solugbes
homogéneas. O solvente € um fator importante para a miscibilidade, deposi¢do e
formacao das membranas. Um e Park (2007) observaram a separagao de fase na
mistura de fibroina de seda com alcool polivinilico (PVA) em solucdo aquosa,
entretanto, quando produziram as membranas a partir do acido formico como

solvente, observaram a formagéo de blendas misciveis por MEV. A solucao de latex
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é estabilizada em um pH alcalino, o que pode favorecer a miscibilidade com o alginato,
uma vez que sua viscosidade diminui com o aumento do pH (LEE; MOONEY, 2012).

A presenca de protuberancias na superficie também pode ser devido a ambos
0os polimeros apresentarem cargas negativas (WONGTHEP et al.,, 2012; LEE;
MOONEY, 2012). Daemi, Barikani e Barmar (2013) justificou a formacdo de
irregularidades na superficie de membranas de alginato com poliuretano devido a
ambos polimeros apresentarem carga negativa do grupo carboxilato (COO-), o que

poderia levar a repulsé@o entre os polimeros.

Figura 12— Micrografia da morfologia superficial a partir do MEV sob ampliacdo 1000x das membranas:
a)l,b)1C,c)2,d)2C,e) 3,f) 3C,g) 4, h)4C,i) A, j) ACeKk) L.
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— 10pm  IQ-UNESP 2/9/2018
X 1,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 6.9mm 9:50:54

Fonte: Autoria propria.

A Figura 13 é uma micrografia da membrana 4. Para a formacdo da imagem, o
MEYV utiliza uma tenséo de aceleracéo dos elétrons de 2 kV (Figura 13.a,b), gerando
informacédo da camada mais superficial do material, originando assim uma imagem
com aspecto tridimensional bem definida (elevada profundidade de campo), sendo util
para avaliar a estrutura topografica. O EDS é um espectrometro de Raio-X que utiliza
uma tensédo de aceleracdo maior (10 kV) (Figura 13.c,d) para analise, de forma que
0s elétrons apresentam uma penetracdo maior na amostra, ocorrendo sobreposicao
entre os sinais de diferentes profundidades, gerando uma imagem de nitidez inferior,
mas que permite a avaliagdo da composicdo quimica (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007). A andlise de EDS foi escolhida para demonstrar a presenca do

calcio utilizado na reticulagéo.

O sinal do ouro no EDS é devido ao recobrimento da amostra. E possivel notar
a presenca de sodio em ambas as amostras, pois antes da reticulagdo, o alginato
estava ligado com o cétion monovalente para permitir sua solubilizagdo. A presenca

de célcio é observada apenas na membrana reticulada (Figura 13.e,f)..
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Figura 13 — Analise por MEV-EDS sob ampliacdo de 300x: a) micrografia por MEV da membrana 4,
b) micrografia por MEV da membrana 4C, c) micrografia por EDS da membrana 4, d) micrografia por
EDS da membrana 4C, €) EDS da membrana 4, f) EDS da membrana 4C.
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Fonte: Autoria prépria.
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4.2 Espectroscopiano Infravermelho com Transformada de Fourier em modo
de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A Figura 14 resume o espectro de FTIR-ATR das membranas puras. Na
membrana de latex, composto principalmente pelo polimero cis-1,4-isopreno,
destacam-se principalmente as bandas em 2956 cm™, 2904 cm® e 2840 cm,
relacionadas com estiramento assimétrico CHs, simétrico de CHs e simétrico de CHz,
1661 cm relacionado com estiramento de C=C, 1441 cm com deformacéo de CHz,
1376 cm™ com deformacéo assimétrica de CHz, 839 cm™ com deformacédo angular
fora do plano de =CH, 576 cm™ e 476 cm™ deformacgdo de C-C-C (NALLASAMY;
MOHAN, 2004). No espectro do latex, observa-se também uma banda larga em 3500-
3000 cm de ligacdo de hidrogénio, 1700-1620 cm e 1580-1520 cm™ de amida | e Il,
respectivamente. Estas bandas estdo relacionadas as proteinas presentes no latex
natural, e estdo ausentes no espectro do isopreno sintético (FERREIRA et al., 2009).

No espectro da membrana de alginato (Figura 14), observa-se uma banda de
absorcdo larga entre 3600-300 de ligacdo de OH, entre 2980-2800 cm™* de CH
alifatico, 1595 cm™* e 1401 cm™ devido ao estiramento assimétrico e simétrico da
carboxila (COO-), 1129 cm* estiramento de C-O, 805 cm™ e 778 cm™ aos residuos de
acido manurdnico e gulurénico que compde o alginato (DAEMI; BARIKANI, 2012;
PAPAGEORGIOU et al., 2010).
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Figura 14 — Espectro de FTIR do polimero cis-isopreno (azul) e das membranas de alginato
(vermelho), alginato reticulado com calcio (verde) e latex natural (preto).
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Fonte: Autoria prépria.

A reticulagdo € comprovada principalmente com o deslocamento da banda de
estiramento assimétrico da carboxila de 1595 cm para 1592 cm, além da reducéo
das intensidades das bandas. Essa mudanca ocorre na hidroxila e carbonila ao quelar

os ions de calcio, e é ocasionada pela mudanca de densidade de carga, raio e massa
atdmica (DAEMI; BARIKANI, 2012).

As blendas apresentam espectro misto, exibindo as bandas de ambos os
polimeros, sendo que é possivel distinguir a banda de alginato em aproximadamente
1595 cmt e em 1592 cmt, para a membrana sem e com reticulagédo (Figura 15.a,b).
Porém, a maioria das bandas s&o caracteristicas do espectro do latex natural,
componente em maior proporgao.



Figura 15 — Espectro de FTIR das blendas com diferentes proporcées de alginato: a) sem
reticulagéo, b) com reticulagéo.
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4.3 Resisténcia mecanica a tracao

Com o acréscimo de alginato, ocorreu uma reducdo do alongamento
acompanhado por um aumento da tensdo de ruptura e do modulo de Young, além
disso, esses parametros foram intensificados com a reticulagdo, com diferenca
estatistica apenas para as maiores proporc¢des de alginato, conforme a Tabela 2. Nao
foi possivel mensurar a membrana com alginato de calcio reticulada, pois ela se

apresentou extremamente quebradica ao prender na maquina de ensaio mecanico.

Tabela 2 — Valores médios das propriedades mecénicas do teste de tragdo das membranas.

Amostra Alongamento Tenséao Mdédulo de Young
(mm/mm) (MPa) (MPa)
1 4,88 = 0,692 1,13 £ 0,172 1,71 £0,102
2 3,13 £0,72° 1,62 +0,30° 4,57 +0,34°
3 3,29 £0,40° 2,41 £0,27°¢ 8,26 + 0,88¢
4 2,21 +0,38¢ 2,41 +0,13¢ 10,88 + 1,184
L 10,84 +1,78 0,88 £ 0,21 0,73+0,03
1C 4,79 £ 0,53~ 1,13 + 0,202 1,67 + 0,152
2C 3,42 + 0,328 1,56 +0,15° 4,01 +0,76°
3C 3,16 +1,08¢ 2,64 +0,49¢ 10,09 + 1,10¢
4C 1,15 +0,44P 2,47 +£0,35P 13,66 + 1,28P
A 0,08 + 0,004 16,46 + 9,14 129,90 + 55,37

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferengcas néo significativas (p > 0,05). A
estatistica foi realizada comparativamente entre os materiais com e sem reticulacao.
Fonte: Autoria prépria.

O latex é um elastdmero, podendo ser observado pelo seu baixo valor do médulo
de Young e alto estiramento. Neves-Junior et al. (2006) e Rezende et al. (2010)
observaram valores semelhantes aos obtidos, com modulo de Young abaixo de 1
MPa, uma vez que também utilizou o latex natural sem agentes reticulantes. A Figura
16 mostra uma curva de tensdo-deformacao tipica de um elastbmero como o latex

natural, apresentando um formato sigmoide, com trés regides: inicialmente uma regiao
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elastica, com tensdo e deformacéo crescentes linearmente onde a deformacgéo pode
ser recuperada ao seu valor inicial; seguida da regido plastica onde ocorre pouca
variacdo de tensdo com bastante alongamento, gerando uma deformacéo
permanente; por fim ocorre uma regido de aumento da tenséo, devido ao alinhamento
das cadeias poliméricas na direcdo da tenséo (cristalizacdo induzida pela
deformacéo), até ocorrer o rompimento da amostra (NEVES-JUNIOR et al., 2006).

Figura 16 — Gréfico da tensao versus deformacédo da resisténcia mecanica a tracdo das membranas
em diferentes proporc¢des.
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Fonte: Autoria prépria.

O alginato apresenta pouca deformacéo e maior tenséo de ruptura, assim como
as blendas formadas com sua adi¢cdo. Daemi, Barikani e Barmar (2013) observaram
0 mesmo comportamento com a adi¢cdo de alginato em elastdmeros de poliuretano,

devido a natureza quebradica dos grupos dos acidos urbnicos e as ligacdes de
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hidrogénio formadas. Segundo Trovatti et al. (2013), o incremento das propriedades
mecanicas seria devido ao fendbmeno de percolacdo mecanica, onde 0S grupos
hidroxila da celulose bacteriana, e neste trabalho do alginato, exerceriam um papel de

reforco ao formar ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular.

4.4 Termogravimetria (TG)

As andlises térmicas permitiram caracterizar 0os materiais com respeito a sua
estabilidade térmica, agua livre ou ligada, pureza ou interagdo entre os polimeros das
blendas. A Figura 17 e Figura 18 apresentam as curvas termogravimétricas de perda
de massa das membranas em funcéo da temperatura. Alguns eventos de degradacao
térmica ocorrem sobrepostos para ambos polimeros. O latex, por ser hidrofébico,
apresenta pouca variagdo de massa no inicio, ao contrario do alginato. Esta perda
inicial (considerada até 200°C) deve-se a desidratacdo das amostras (SOARES et al.,
2004). Os principais intervalos de perda de massa atribuidos ao alginato (BEKIN et
al., 2013; SOARES et al., 2004) estao entre 200-290°C e 478-616°C; para o latex esta
entre 290-478°C e 616-800°C (RAO; JOHNS, 2008; RIPPEL, 2005).

Pode-se observar que ha sobreposicao de perda entre os dois polimeros. Porém,
com o aumento da proporcao de alginato, observa-se um aumento de perda relativa
a umidade (até 200°C), em que o latex apresenta apenas aproximadamente 0,5% de
perda de massa e o alginato e alginato de calcio 25,2 e 22,8%, respectivamente.
Segundo Bekin et al. (2013), isso € devido aos grupos hidrofilicos do alginato
(carboxila e hidroxila), enquanto que com a reticulacdo, h4 a ligacdo de calcio na

carboxila, adsorvendo menos umidade.

O latex apresenta maior estabilidade térmica, até aproximadamente 300°C. A
perda de massa entre 200-290°C aumentou com a propor¢cdo de alginato, e é
associado a quebra das liga¢Ges glicosidicas (BEKIN et al., 2013), assim como entre
290-370°C (porém, apresentou menor contribuicdo proporcionalmente a contribuicdo
da degradacéao do latex). A maior perda de massa do latex ocorre em uma Unica etapa,

associada com a formacao de produtos volateis, entre 290-478°C. Entre 400-450°C é
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associado com a decomposi¢cdo mais lenta das cadeias poliméricas, provavelmente
de regibes reticuladas formadas durante a degradacdo térmica, uma vez que néo
foram utilizados agentes reticulantes para o latex (RIPPEL, 2005). A degradacao nas
temperaturas acima de 500°C esta relacionada a formacédo de oxidos e carbonatos
intermediarios, em ambos os materiais (BEKIN et al., 2013; PATEL et al.2016; RAO;
JOHNS, 2008; RIPPEL, 2005; SOARES et al., 2004).

Figura 17 — Curva termogravimétrica em atmosfera de nitrogénio das membranas dos polimeros
puros e das blendas: a) nao reticuladas, b) reticuladas com cloreto de calcio.
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Figura 18 — Curva termogravimétrica derivada das membranas dos polimeros puros e das blendas: a)
nao reticuladas, b) reticuladas com cloreto de calcio.
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4.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram interpretadas a partir do segundo aquecimento, a fim de
eliminar a influéncia da historia térmica do material (por exemplo, uma relaxacdo de
tensdo, comum em elastdmeros). A Figura 19 mostra a curva DSC do latex, com todos
os ciclos de aquecimento e resfriamento. Tanto na primeira, quanto na segunda
varredura € obtido o mesmo valor de temperatura de transicao vitrea (Tg, valor de
temperatura onde acima dele o polimero passa de um estado rigido para um estado
onde as cadeias poliméricas apresentam mais mobilidade) de -61°C (RIEGEL,;
FREITAS; SAMIOS, 1999).

Figura 19 — Curva de calorimetria exploratéria diferencial em atmosfera de nitrogénio, exemplificando
os ciclos de aguecimento e resfriamento da membrana de latex. Pico endotérmico para baixo.
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A partir da curva DSC é possivel inferir sobre a intera¢éo entre os dois polimeros,
a partir da Tg. Blendas séo misturas entre pelo menos dois polimeros, os quais néo
Sao necessariamente misciveis e homogéneos, podendo ocorrer separacao de fase,
onde seria esperado o aparecimento de duas temperaturas de Tg ou a mudancga da
Tg dos materiais (RIAZ; ASHRAF, 2014).

N&o foi possivel observar a Tg do alginato, e sua incorporacdo ndo causou
alteracdo da Tg do latex em nenhuma das blendas, conforme apresentado na Figura
20 (a,b). Estes resultados sugerem que ha boa miscibilidade e compatibilidade entre
0S materiais, entretanto, Moraes (2010) encontrou interacdo na mistura de alginato
com o fibrina de seda, observando alteracdo dos picos de Tg. Pichayakorn et al. (2012)
ndo observaram mudanca na Tg na blenda entre o latex natural desproteinizado e o
PVA, porém, observou uma reducdo Tg quando utilizado glicerina, considerando

ambas as blendas compativeis.

Figura 20 — Curva de calorimetria exploratéria diferencial em atmosfera de nitrogénio dos polimeros
puros e das blendas: a) ndo reticuladas, b) reticuladas com cloreto de célcio. Pico endotérmico para
baixo.
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Na mistura entre o latex com a quitosana, Rao e Johns (2008) observaram a
presenca de duas Tg, demonstrando que os polimeros sédo incompativeis, inclusive
observando a variacdo da Tg de ambos materiais, sendo que para o latex a Tg variou
de -65°C (para o latex puro) até -71°C (para a blenda com 70% de quitosana). Daemi,
Barikani e Barmar (2013) também observaram a incompatibilidade entre alginato e
poliuretano por alteracdo da Tg devido a possivel interacdo de ligacdo de hidrogénio

entre o segmento mais flexivel do poliuretano com o segmento mais rigido do alginato.

4.6 Angulo de contato

O angulo de contato se refere ao angulo que forma entre a superficie de um
liguido ao entrar em contato com um solido, e avalia a molhabilidade de um material.
E considerado molhavel pelo liquido (hidrofilico quando usada a Agua), angulos abaixo
de 90° (COUTINHO, 2007).
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A membrana AC apresentou a maior molhabilidade, seguida pela de A, 2C e
pelas membranas 1 e 2 (sendo que estas ndo apresentaram diferenca estatistica entre
elas (Tabela 3). As membranas de latex, 3, 4, 1C, 3C e 4C ndo apresentaram diferenca
significativa, apresentando os maiores angulos de contato, ou seja, menor
hidrofilicidade (Figura 21.a-k). Pode-se observar que as membranas de alginato
apresentaram maior molhabilidade e a de latex natural apresentou a menor
molhabilidade. O acréscimo de alginato aumentou a molhabilidade das membranas,
para as membranas 1 e 2 e 2C, porém, para as demais ndo houve diferenca

significativa.

Tabela 3 — Medidas do angulo de contato (média + desvio padréo) a partir da técnica de gota séssil.

Amostra Média Desvio

Padrao
L 86+ 2,42
1 58 + 3,2b
2 52+ 2,9b
3 84+ 6,02
4 88+ 2,62
A 42 + 0,8°
1C 84+ 5,7
2C 70+ 8,09
3C 89+ 1,32
4C 90+ 1,52
AC 24+ 6,2°

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferencgas néo significativas (p > 0,05). Fonte:
Autoria propria.
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Figura 21 — Micrografias representativas do angulo de contato da gota de agua destilada (17 L) na
superficie dos materiais: a) L, b) A, ¢) AC, d) 1, e) 2, ) 3, g) 4, h), 1C, i) 2C, j) 3C e k) 4C.
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Fonte: Autoria prépria.

A hidrofobicidade do latex estd de acordo com a literatura, uma vez que é
composto principalmente pelo polimero de isopreno. Trovatti et al. (2015) observaram
valores de 100° para a membrana de latex, e 90° com a adicdo de porosidade (devido
a penetracdo na matriz), com uma reducdo do angulo para 80° quando adicionado

20% de massa de celulose bacteriana.

O aumento da hidrofilicidade com o acréscimo de alginato também foi observado
por Moraes (2010), onde a fibroina de seda apresentou 81°, e apés a incorporacédo de
alginato reduziu para 72°. Dentre a literatura apresentada, o presente trabalho obteve
o maior aumento da hidrofilicidade em relacdo a massa de alginato adicionada,
obtendo angulo de 58+3° com adicdo de 4,75% (m/m) de alginato no latex, sendo um
resultado semelhante ao de Daemi, Barikani e Barmar (2013), o qual reduziu a
hidrofobicidade do poliuretano de 75+2 para 60+2° com a adicdo de 4% de alginato.A
hidrofilicidade da superficie € importante na interacdo célula e biomaterial, uma vez

gue as células preferem aderir em superficies hidrofilicas (MORAES, 2010).
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4.7 Intumescimento

O intumescimento foi realizado em solucédo c-SBF durante 7 dias, e a absorcéo
de agua foi comparada proporcionalmente a massa inicial da amostra. Nao foi possivel
analisar a membrana de alginato sem reticulacdo, uma vez que dissolvera
completamente. A membrana de alginato reticulada apresentou o maior
intumescimento e a de latex apresentou 0 menor, as demais apresentaram valores

intermediarios (Figura 22 e Figura 23).

Foi possivel observar que com o aumento da quantidade de alginato houve
aumento do intumescimento e do tempo para atingir a massa maxima, porém, quando
realizada a reticulacdo com cloreto de calcio (1%), houve reducdo no grau de
intumescimento quando comparado com a amostra ndo reticulada. Isso é devido a
reticulagéo com o célcio, que se liga a carboxila deixando-a indisponivel para absorver
umidade, além de que a reticulacédo reduz a mobilidade das cadeias, impedindo que

a membrana expanda (BEKIN et al., 2013).

A Figura 22 mostra o maior valor de absor¢ao de agua e o0 tempo em que ocorreu,
podendo-se observar que também houve um maior tempo para o equilibrio com o
aumento do alginato, o qual também foi menor com a reticulacdo. Porém, as
membranas nao reticuladas apresentaram uma redugédo no grau de intumescimento
nos tempos finais do experimento, provavelmente devido a dissolucéo de alginato e
com isso a menor capacidade de retencao de liquido ao longo do tempo, indicando o

inicio de sua degradacéo.

Esses resultados complementam os resultados de angulo de contato, os quais
embora ndo tenha sido observado melhora na molhabilidade da superficie para as
maiores concentracdes de alginato como era esperado, foi observado maior
intumescimento. Uma possibilidade para o resultado inesperado do angulo de contato,
seria que com o0 acréscimo de alginato, haveria uma modificacdo da superficie da
membrana, assim como a reticulacdo, modificando sua interacdo com a gota de agua,
uma vez que a rugosidade pode influenciar na analise de angulo de contato
(COUTINHO, 2007).
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Figura 22 — Cinética de intumescimento das membranas realizado em c-SBF por 5 dias.
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Figura 23 — Grafico apresentando o tempo em que as diferentes membranas apresentaram o
intumescimento maximo.
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Segundo a literatura, uma ferida pode produzir entre 0,17-0,86 g/cm?/dia de
exsudato (DEALEY; CAMERON; ARROWSMITH, 2006). As membranas elaboradas
para 0 ensaio de intumescimento apresentaram média das massas de
aproximadamente 0,64+0,19 g e area de aproximadamente 11 cmz2, ou seja, cada
membrana precisaria absorver entre 4,4-13,2 g de agua por dia, equivalente a
absorcao de 292-1478% da massa das membranas. Com esses valores, apenas a
membrana de alginato reticulada com cloreto de calcio seria passivel de utilizacao, ou

as membranas 4 e 4C, porém com trocas mais constantes.

4.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A Tabela 4 mostra a permeabilidade de vapor de agua em gramas de agua por
dia, onde é possivel observar que a membrana de alginato apresenta a maior taxa de
permeabilidade (por ser hidrofilico), e o latex, por ser um material hidrofébico,
apresenta uma das menores taxas, devido a sua hidrofobicidade.

As blendas apresentam taxas intermediarias de permeabilidade. Outro ponto é
que a reticulagdo com célcio reduz a taxa em relagdo as membranas nao reticuladas,
devido ao seu efeito de reforco, aumentando a propriedade de barreira, dificultando a
passagem do vapor. Os valores de permeabilidade ao vapor de agua, padronizados
pela area (m?) e diferenca da umidade relativa (entre o interior do frasco com umidade

0% e o ambiente do dessecador com umidade 75%) estédo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Permeabilidade ao vapor de agua pela técnica de dessecante.

Amostras Permeabilidade ao vapor de agua
(g.mm/h.cm2.mmHg) (g/dia.m?)
L 2,80E-08 +1,92E-092 45,78 + 5,05
1 2,40E-08 +7,01E-102 40,01 + 1,52
1C 2,19E-08 +5,21E-10® 39,30 + 1,91
2 3,04E-08 +3,63E-092 48,63 + 5,80
2C 3,20E-08 +4,99E-098 52,16 + 8,15
3 3,44E-08 +4,29E-10® 60,84 + 1,78
3C 3,23E-08 +3,58E-098 51,47 + 7,25
4 3,53E-08 + 3,05E-092 76,69 + 15,28
4C 3,76E-08 + 1,83E-092 64,60 + 2,87
A 1,35E-07 +2,08E-08° 905,14 +12,04

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferengas néo significativas (p > 0,05). Fonte:
Autoria propria.

O controle da permeabilidade € importante no caso de feridas de pele, pois esta
relacionada tanto com o ndo ressecamento da ferida quanto como a possibilidade de
eliminacdo do excesso de exsudato. A permeabilidade da pele saudavel é cerca de
204 g/m2dia (KWEON et al., 2001). A literatura apresenta alguns resultados
controversos, onde segundo Moraes (2010), a maioria dos curativos ficam entre 76 a
9360 g/m2.dia, e segundo Trovatti et al. (2015), o recomendado é entre 2000-2500
g/m2.dia.

Embora o escopo deste trabalho seja a aplicacdo como uma barreira para
regeneracao 6ssea, o produto também teria a possibilidade de aplicacdo dérmica.
Desta forma, apenas a blenda 4 sem reticulacdo se enquadraria para curativo
dérmico. Um detalhe é que a norma da American Society for Testing and Materials
(ASTM E96) estabelece que se considere no calculo a diferenga de umidade relativa
e a espessura da membrana, parametros que ndo foram encontrados na maioria da
literatura consultada, dificultando a comparacéo, por isso a Tabela 4 apresenta os

valores para os diferentes calculos.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura onde o latex funciona
como barreira. Trovatti et al. (2015) também observaram que com o acréscimo de
celulose bacteriana aumentou a permeabilidade do latex, sendo maior para as
membranas porosas. Yun, Yoo e Kim (2007) também obtiveram um acréscimo na

permeabilidade com o acréscimo de alginato ao poliuretano.

4.9 Degradacdao in vitro em fluido simulado

O estudo da degradacéo in vitro foi realizado mimetizando o meio fisiol6gico com
c-SBF (1X, pH 7,4) a fim de entender a variacdo de suas propriedades ao longo do
tempo, selecionar a formulagcdo com as propriedades desejadas e prever a

necessidade de sua remocao futura.

E possivel observar (Figura 24) aumento da perda de massa com o acréscimo
de alginato, tanto para as membranas nao reticuladas quanto para as reticuladas com
calcio, porém, a perda é mais significativa durante os primeiros 7 dias, sendo que
houve diferenca estatistica na perda de massa com 0 tempo apenas para as
membranas 2, 2C, 3, 3C, 4 e 4C até o 60° dia, e apenas a membrana 1 e 1C nao

apresentaram diferenca estatistica em relagéo a reticulacéo (p < 0,05).
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Figura 24 — Variacao da massa durante a degradacao.
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Durante a degradacéo, foi observada a perda de massa das amostras, 0 que
poderia levar a uma consequente perda das propriedades mecanicas. Através das
curvas de tensao deformacdo, foi observado a variacdo do médulo de elasticidade
(modulo de Young), alongamento maximo e tensdo de ruptura. O mddulo de Young é
parametro que determina a dureza do material, sendo a tensdo maxima suportada

sem sofrer deformacéo permanente.

A Figura 25 mostra a variagdo do modulo de Young durante a degradagao. Nao
foi observado diferenca estatistica de redu¢do do modulo de Young ao longo do tempo
em nenhuma membrana, talvez pelo grande desvio observado. A comparacéo entre

as membranas foi realizada apenas no tempo de 120 dias, de forma que a membrana
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4 apresentou maior médulo de Young que as membranas 1, 2, L e 1C, nédo

apresentando diferenca para as demais.

Figura 25 — Variagao do médulo de Young nos durante a degradacéo.
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A Figura 26 representa a variacdo do alongamento durante a degradacéao,
embora todas as membranas apresentem a mesma quantia de latex, apenas na
membrana de latex apresenta uma tendéncia de reducédo do alongamento ao longo
do tempo, porém, isso ndo foi confirmado estatisticamente, assim como nenhuma
membrana apresentou diferenca estatistica ao longo do tempo nem na comparacao

entre grupos no tempo de 120 dias.
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Figura 26 — Variacao do alongamento durante a degradacéo.
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Para a tensdo de ruptura representada na Figura 27, apenas a membrana 4C
apresentou uma reducao na tensédo de ruptura ao longo do tempo. Na comparacao
estatistica entre grupos no tempo de 120 dias, apenas a membrana de latex

apresentou valor inferior as membranas 2, 3, 4 e 4C.
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Figura 27 — Variacao da tenséo de ruptura durante a degradacao.
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Os valores de resisténcia mecéanica das membranas produzidas estdo dentro
intervalo encontrado na literatura para regeneracdo 6ssea guiada, onde o modulo de
Young encontrado variou entre 0,18 MPa para policaprolactona, 1,54 MPa para a
caprolactona com silica e 15,7 MPa para a membrana comercial Bio-Guide. A tensao
de ruptura variou entre 1,63 MPa para caprolactona, 8,45 MPa para a caprolactona
com silica, 4,8 MPa para a Bio-Guide e 13 MPa para as membranas comerciais Jason
e Collprotect (LEE et al., 2010; ORTOLANI et al., 2015). Ha et al. (2014) compararam
a resisténcia mecanica e a regeneracao 0ssea entre as membranas de seda, colageno
e PTFE, e obtiveram que a membrana de seda apresentava maior propriedade
mecanica, assim como maior formacgéo 0ssea. Esses resultados reforcam a escolha

das blendas com melhor resisténcia mecanica para manutencdo do espaco.

O alginato € um polimero hidrofilico solivel em agua, composto por ligacdes 1-

4 de acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurdnico (G), no qual os grupos carboxila
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do monémero G podem se ligar a cétions polivalentes, formando reticulagdes e
reduzindo sua solubilidade. O que explica o aumento da perda de massa proporcional
ao acréscimo de alginato no latex, e a reducdo da variagdo com a reticulagdo com

calcio.

A degradacdo gravimétrica das membranas parece ocorrer principalmente na
primeira semana, também observado na literatura (HUNT et a |., 2010; PEREIRA et
al.,, 201; PEREIRRA et al., 2013). Porém, pode-se notar que as membranas
reticuladas ainda apresentam maior resisténcia que as membranas nao reticulas, o
que pode ser devido a presenca de alginato ainda ligado ao célcio na membrana. A
reticulacdo aumenta a resisténcia do material, de forma a reduzir seu intumescimento,
permeabilidade ao vapor de agua, assim como a degradacdo (BEKIN et al., 2014;
BIERHALZA et al., 2014).

A degradacdo das membranas € devido a presenca do alginato, o qual aumenta
a hidrofilicidade da blenda, uma vez que a membrana composta apenas por latex
apresentou menor perda de massa e nenhuma diferenca estatistica em suas
propriedades mecénicas, mesmo com todas as membranas contendo a mesma
quantidade de latex. O latex € composto principalmente por cis-1,4-poliisopreno, um
polimero hidrofdbico, o que justifica sua baixa perda de massa, provavelmente devido

a perda de sais, carboidratos e proteinas também presentes.

Os trabalhos encontrados sobre degradacdo abordam a fotodegradacéo, pelo
ambiente e por microrganismos. A degradacdo do latex natural em meio liquido é
dependente da luz, recuperando apenas 22% da massa na presenca de luz e 97%
sem luz (STAMBOULISA; BAILLIE; PEIJS, 2011). A degradacdo na atmosfera
ambiente mostrou reduzir 59% do alongamento em dois meses, contudo, no mar a
perda foi de 48% em 12 meses (MOTT; ROLAND, 2001). O que demonstra sua

resisténcia ao meio liquido.

Alteracbes na estrutura das membranas durante a degradacado foram
analisadas por FTIR-ATR (Figura 28). As amostras foram normalizadas em 835 cm™
(deformacéao fora do plano, =CH), uma vez que esta presente apenas no latex e &

utilizada para analises deste material. A presenca de alginato nas membranas foi
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observada na regido de 1600 cm-! (estiramento assimétrico de COOH e COO-), regido
mais sensivel a mudanca na reticulagdo com cétions (LAWRIE et al., 2007).

Embora néo foi possivel observar uma relacao entre o tempo de degradacao e
a alteragdo na proporcdo das bandas, as amostras apresentaram alteracbes no
espectro durante a degradagdo. Em todas as amostras apareceram bandas de
intensidade baixa na regido entre 1750-1700 cm™ (C=0), regido relacionada a
oxidacdo da amostra (LAMBERT et al., 2013; MANIGLIA-FERREIRA et al., 2007).

A alteracdo mais significativa foi observada na regido 1600 cm-!, presente
principalmente nas membranas de alginato reticuladas com célcio degradadas em pH
7,4, embora também est4d presente na membrana de latex. Esta banda esta

relacionada a formagéao de C-O.

Figura 28 — Espectro de FTIR da degradacdo em c-SBF nos tempos 0 e 30 dias. As amostras foram
normalizadas em 835 cm-. A seta indica a principal regido alterada na degradacao relacionada a
oxidagao.
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Foi registrada a degradacao do latex natural por actinomicetos, observando uma
reducdo da absorbancia em 835 cm, aparecimento da banda em 1720 cm™ e um
alargamento da banda em 1660 cm™ (LINOS et al., 2000). Na degradagdo com
Bacillus sp. foi observado uma reducéo entre 1400-1200 cm™ referente a quebra de
C=C, assim como o surgimento de bandas em 1634 cm, 1680 cm™ e 1590 cm™
(SHAH et al., 2013).

Durante o teste de degradacéo, foi observada a reducao da banda relacionada
com o alginato em 1600 cm, com o aparecimento de bandas em 1539 cm™, 1576 cm-
1,1620 cm, 1662 cm™, 1743 cm™, e em menor intensidade em 1688 cm™, 1711 cm-
1,1724 cmt e 1743 cm,

Devido a alteracdo da banda relacionada com o alginato, pode-se inferir que
houve degradacéo do material, uma vez que essa regido é sensivel a estrutura do go
grupo carboxilato, ao solvente e ao cétion ligado (PAPAGEORGIOU et al., 2010). A
banda em 1724 cm poderia estar relacionada a formacédo de Acido alginico, assim
como as bandas entre 1560-1600 cm™ a ligacdo de diferentes cations. No entanto,
esta hipétese € menos provavel, uma vez que também foram observadas no latex. A
analise da guta-percha (trans-1,4-poliisoprene) extraida de canais dentarios sadios
também apresentaram o aparecimento de entre 1715-1737 cm relacionadas a

oxidacao, quando havia contaminacéo a intensidade da banda era maior. Os autores
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também observaram reducdo da massa molar (MANIGLIA-FERREIRA et al., 2007;
SILVA-JR et al., 2006).

4.10 Caracterizagéo in vitro

4.10.1 Hemoélise

A hemdlise é um processo que se define como a ruptura (lise) da membrana
celular das hemacias (glébulos vermelhos do sangue), com a consequente libertacao
da hemoglobina para o exterior da célula. O efeito hemolitico de um material consiste

na capacidade de induzir hemélise por contato com o sangue.

Neste trabalho foi realizado o contato direto das membranas com o0s eritrocitos.
Segundo Andiappan et al. (2013), acima de 5% de hemolise o material € considerado
hemolitico. Foi possivel observar que nenhuma das amostras apresentou atividade
hemolitica (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.Tabela 5) corroborado por
outros trabalhos (BORGES et al., 2015; MIRANDA et al., 2017).

Tabela 5 — Hemdlise (%) in vitro por contato direto.

Amostras  Hemolise (%)

L 2,48 +1,20
1 3,04 +2,46
2 2,82 £2,75
3 2,22 +1,10
4 1,30 +2,28
A 1,30 *=3,39
1C 0,13 £2,45
2C 0,91 +1,77
3C 1,04 +0,68
4C 1,83 1,72
AC 0,00 +2,35

Fonte: Autoria prépria.
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4.10.2 Adeséao e morfologia celular

As células apresentaram pouco contraste de altura em relacdo ao material
(contraste topografico), provavelmente por estarem bem aderidas, dificultando sua
visualizacéo (Figura 29). Nao foi possivel observar as células nas membranas 1, 1C,
2 nem na de alginato (devido a sua dissolu¢gdo no meio de cultura). Inclusive, as
células aderidas na laminula de vidro utilizada como controle estdo dificeis de
visualizar, porém, é possivel notar no vidro elas apresentam um formato mais
fusiforme, enquanto nas membranas elas apresentam uma morfologia mais
expandida. Sabe-se que as células respondem a topografia da superficie, Dalby et al.
(2007) observaram que células osteoprogenitoras cultivadas em superficies lisas
apresentaram uma morfologia mais fusiforme além de reduzida producdo de
marcadores 0sseos, embora apresentassem uma boa densidade celular, enquanto
que as cultivadas em superficies com diferentes topografias apresentaram uma menor

densidade celular e maior expressao de marcadores 6sseos.

Figura 29 — Micrografia por MEV sob diferentes amplia¢des das células aderidas na superficie das
membranas: a) vidro, 300x, b) 2C, 1000x, c) 3, 1000x, d) 3C, 1000x, e) 4, 300x, f) 4C, 300x, g) A,
1000x, h) L, 1000x.
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4.10.3 Proliferacéo celular

O teste de proliferacao foi realizado com as células aderidas a superficie das
membranas e analisado utilizando a resazurina. A resazurina é um corante azul,
soluvel em &gua, com baixa fluorescéncia, que é internalizado pelas células e
metabolicamente reduzido a resorufina, que apresenta coloracdo rosa e grande
fluorescéncia (e, posteriormente para hidroresorufina, incolor). Devido a baixa
toxicidade e a resorufina ser liberado para fora das células, a técnica permite
acompanhar a proliferagdo das células continuamente, uma vez que tem correlagédo
direta com a quantidade de células viaveis (RAMPERSAD et al., 2012).

Embora os resultados foram inconclusivos, uma vez que mesmo na auséncia
de células, foi possivel notar que nas membranas que continham latex ocorreu a
reducdo da resazurina. Como €é possivel observar na Figura 30, a coluna 5 continha
apenas a membrana de alginato, e apresentou a coloracdo azul da resazurina,
enquanto as demais (que continham latex) apresentaram a coloracdo rosa da

resorufina, na auséncia de células.

Figura 30 — Proliferacéo celular por resazurina. Placa controle sem a presenca de célula, apenas com
as membranas.

Fonte: Autoria propria.
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Trabalhos mostraram que algumas substancias podem reagir com a resazurina.
Neufeld et al. (2018) relataram diversas substancias que podem interferir com a
resazurina, como cisteina, acidos (vitamina C), grupo tiol, entre outros. Csepregi et al.

(2018) também notaram a formacéo de complexos com ciclodextrinas.

A resazurina age como um receptor de elétrons (assim como o MTT), onde seu
potencial de reducdo € +380 mV, de forma que quanto mais positivo, maior a
tendéncia de receber elétrons, como por exemplo de compostos antioxidantes
presentes na membrana. Por esse motivo que sua redugcdo ndo é exclusivamente na
mitocéndria, também ocorrendo no citoplasma, de forma a ndo prejudicar a respiracdo
celular e permitindo avaliar a citotoxicidade mais amplamente. Embora o MTT seja
reduzido exclusivamente por enzimas intramitocondriais, seu potencial de reducéo é
de -110 mV, apresentando uma menor tendéncia de receber elétrons que a
resazurina, podendo sofrer menos influéncia do latex (RAMPERSAD et al., 2012).

Desta forma, o experimento foi realizado utilizando o MTT como marcador celular.

O teste do MTT é um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular.
Desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente
viaveis, clivam o anel de tetrazdlio, transformando-se de um composto de coloracéo
amarela em um composto de coloracdo roxa (formazan), que sao cristais insolaveis
em solucgdes aquosas. Assim, a producéo de formazan reflete o estado funcional da
cadeia respiratoria (MOSMANN, 1983). Porém, Stepanenko e Dmitrenko (2015)
resumiram diversas substancias que podem interferir no teste de MTT, tais como
farmacos anticancer, peptideos e extratos vegetais que podem causar uma reducao

direta do MTT, inclusive na auséncia de células.

O teste de proliferacéo foi realizado com as células aderidas na superficie do
material, mas os resultados obtidos também foram inconclusivos, pois como pode-se
observar (Figura 31), todas as amostras (com excecdo das membranas de alginato e
alginato de calcio) apresentaram coradas com os cristais de formazan e os valores de
absorbancia foram extremamente altos. Como as membranas sdo elaboradas com o
latex natural, € provavel que mesmo ap0s seu processamento (centrifugagéo,
secagem, esterilizacdo UV) ainda estejam presentes compostos antioxidantes que
causaram a reducdo do MTT em cristal de formazan. Barros et al. (2018), observaram

uma ligeira reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) ao utilizar a
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membrana de latex como carreador, sugerindo a presenca de atividade antioxidante.
Outros autores também observaram a presenca de compostos antioxidantes no latex
de H. brasiliensis (ALTMAN, 1948; SILVA, 2017; ZHANG; LECLERCQ; MONTORO,
2017).

Ainda que se observe as membranas coradas, foi possivel observar areas com
coloracdo mais intensa, e sob maior ampliacédo (Figura 31.b,c) observam-se pequenos
pontos mais escuros na superficie das membranas, indicando a presenca das células

na sua superficie.

Figura 31 — Analise da adesdo celular por MTT: a) visdo geral das amostras, b) foco na membrana de
latex, ¢) micrografia da membrana de latex por microscopia éptica (40x), d) micrografia por microscépio
Optico (40x) da membrana de alginato com célcio. A seta indica as células.

-

>
Fonte: Autoria prépria.
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4.10.4 Citotoxicidade

Para contornar atividade redutora do latex, foi realizado o teste de citotoxicidade
de forma a ndo manter contato entre as membranas e o MTT, conforme descrito na
metodologia. O teste foi realizado com as membranas boiando sobre a cultura celular
(Figura 32.a), porém, na Figura 32.b pode-se observar que houve um halo na

monocamada onde as membranas estiveram presentes.

Figura 32 — Ensaio de citotoxicidade por contato direto: a) representagdo do teste, b) revela¢do por
MTT, onde nota-se formacao de halo de auséncia celular. A seta indica o local da formac¢é&o do halo de
auséncia celular.
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Fonte: Autoria prépria.

A norma da ISO 10993 considera como citotéxico quando ocorre a reducdo de
70% da viabilidade, em relacdo ao controle, assim todas as amostras foram
consideradas biocompativeis (Figura 33). Pode-se observar que no terceiro dia, as
amostras com maior proporcdo de latex apresentaram maior viabilidade celular e as
com maior proporgao de alginato apresentaram uma viabilidade menor sem diferenca
em relacdo ao controle negativo. Também n&o houve diferenga estatistica em relacao

a reticulacdo ou ndo, para cada proporgéo, com exceg¢do da membrana 3.

Na (Figura 32.b), nota-se um halo de auséncia de células, isso pode ser devido
a presenca de enzimas proteoliticas presentes no latex, que poderiam causar a
dissociacdo as células. Sabe-se que os latex de diversas plantas apresentam
compostos com atividade proteolitica (por exemplo, a papaina do latex da papaia
Carica papaya, também utilizado em cultura celular) (PANCHISION et al., 2007,
VOLOVITZ et al., 2016). Lynn e Clevette-Radford (1986) observaram a presenca de
havaina (serino protease) e Peng et al. (2008) de cisteino protease no latex de H.
brasiliensis, e Frade et al. (2004) relataram o debridamento em feridas tratadas com
a membrana de latex natural. Resultados preliminares no nosso grupo mostraram que
o soro do latex realmente tem a capacidade de dissociar as células, mas ainda permitir

seu plagueamento novamente (MIRANDA, 2018).
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Figura 33 — Gréfico da citotoxicidade por contato direto pela técnica de MTT em 24, 48 e 72 horas.
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*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferengas ndo significativas (p > 0,05),
estatistica realizada apenas para 72 h. Fonte: Autoria prépria.

Compostos a base de latex natural podem apresentar citotoxicidade. Hanson e
Lobner (2004) observaram que elasticos ortoddnticos apesentaram citotoxicidade em
células neuronais, causando a morte das células da mesma maneira que 0 zinco,
sendo que ao usar o 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como quelante, esse
efeito foi atenuado. Baek et al. (2005) também observaram a citotoxicidade de luvas
de latex em fibroblastos utilizando diferentes solventes para extracdo, e observaram
gue o meio de cultura com soro fetal, apresentou maior citotoxicidade, por prover a

extracdo tanto de compostos polares quanto apolares.

Porém, nos trabalhos que utilizam o latex como biomaterial ndo utilizam os
vulcanizantes que séo usados na induastria, apresentando resultados positivos,
semelhantes aos observados nessa pesquisa, inclusive de outras espécies laticiferas.
Floriano et al. (2014) compararam a citotoxicidade de diferentes clones e o
armazenamento (com e sem amonia) e obtiveram que o uso de aménia causou uma
reducdo da viabilidade, sendo que os clones RRIM 600 e IAN 873 aumentaram a
viabilidade celular em aproximadamente 300%.

O latex de outras plantas também tem se mostrado seguro. Ribeiro et al. (2016)
observaram que o latex de Harconia speciosa € seguro em testes de cito- e
genotoxicidade em modelo de raiz de Allium cepa. Almeida et al. (2014) também
demostraram que o latex da H. speciosa apresentou atividade semelhante ao latex da

seringueira, observando angiogénese em teste de CAM (membrana corialantéide de
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ovo de galinha Gallus domesticus) e biocompatibilidade em fibroblastos observando

aumento da viabilidade em cerca de 150% em 72 horas de teste.

O estudo de diversas plantas laticiferas tem mostrado que seus latexes
apresentam compostos mitogénicos. Delgado e Paumgartten (2014) observaram que
o latex da planta coroa-de-cristo (Euphorbia milii) apresentou aumento na proliferacao
celular de linfocitos humanos, possivelmente devido a presenca de ésteres de forbol
ou de lecitinas. Gomes et al. (2005) reportaram que duas cisteino proteases presentes
no latex de Carica candamarcensis estimularam a proliferacdo de fibroblastos e
células epiteliais em até 60%, sendo a primeira protease com ac¢do na via MAPK

(proteina quinase ativada por mitdgenos).

Embora ndo tenha encontrado estudos relacionando proteases do latex da
seringueira, Jin et al. (2017) encontraram a expressao de MAPK no latex da H.
brasiliensis. Recentemente Yodthong et al. (2018) reportaram que o L-quebrachitol
(encontrado principalmente no soro do latex da seringueira) promoveu a proliferacdo
e diferenciacao celular de MC3T3 (com regulacao da rota de MAPK) e mineralizacao
(ativando a expressdo de marcadores Osseos relacionados a mineralizacao),
indicando acdo na osteoblastogénese. Estas pesquisas estdo de acordo com Furuya
et al. (2017) que utilizaram nanoparticulas de latex com hidroxiapatita e Borges et al.
(2017) que utilizaram membranas de latex para adesdo celular, em que ambos
trabalhos também utilizaram a linhagem MC3T3 e observaram a diferenciacdo e

mineralizacao das células ésseas.

Os dados corroboram com os resultados da literatura, onde embora tenha sido
encontrado efeito dissociativo na monocamada celular, ndo foi encontrado efeito

citotoxico nas condigBes experimentais, mas sim um aumento na viabilidade celular.

4.11 Aplicagéo in vivo em modelo de defeito de calvaria

A membrana selecionada para o experimento foi a membrana 4, pois segundo

os resultados ela apresentou a maior taxa de degradacao in vitro, melhor resisténcia
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mecanica apos o teste de degradacdo, sem efeito hemolitico nem citotoxico, com
viabilidade celular semelhante ao controle. Nenhum animal faleceu durante o
experimento, nem apresentou alteracdo comportamental ou alimentar. Também né&o

foi observado deslocamento da membrana (Figura 34).

Figura 34 — Reducdo dos espécimes, parte superior do cranio onde foi realizada a cirurgia. Seta
vermelha indica a &rea do defeito critico, setas pretas indicam a presenca da membrana.

Fonte: Autoria prépria.

A Figura 35 mostra a reconstrugdo apenas da regido do defeito, onde é possivel
observar que a regeneracao ocorreu da periferia para o centro, apresentando a forma
de bisel, o que é esperado nesse modelo. Embora ndo se observou diferenca
estatistica na regeneracdo 0ssea, notou-se que nos grupos de 60 dias em que foi
empregado o PDGF-BB, foi maior a frequéncia dos defeitos em que permaneceram
abertos no centro, apesar de que isso foi observado em todos 0s grupos, uma vez que
€ 0 que se caracteriza por defeito critico. Nenhum animal faleceu durante o

experimento.



95

Figura 35 — Reconstrucdo representativa da regeneracao 6ssea por MicroCT: a) controle, 15 dias, b)
controle, 60 dias, ¢) membrana, 15 dias, d) membrana, 60 dias, €) membrana+PDGF, 15 dias, f)
membrana+PDGF, 60 dias.

(-
Fonte: Autoria propria.

As imagens 3D foram reconstituidas para cada amostra e 0s seguintes

parametros morfométricos foram obtidos:

- volume do tecido 6sseo (BV, em mm3): quantidade de tecido mineralizado

presente no interior do defeito;

- area de superficie 6ssea (BS, em mm?): area total da superficie do tecido

mineralizado;

- porcentagem de tecido 6sseo (BV/TV, em %): também chamado de densidade
de volume 6sseo, indica o volume de osso dentro do volume de tecido analisado. E
razdo do volume de tecido mineralizado (BV) pelo total do volume analisado (TV,

também chamado de VOI). Também chamado de densidade de volume;
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- superficie 6ssea especifica (BS/BV, em mm): proporcédo entre superficie e
volume Gsseos dentro do TV. E um parametro para caracterizar a espessura e

complexidade de estruturas;

- densidade de superficie 6ssea (BS/TV): razdo da area total da superficie 6ssea
(BS) pelo volume total analisado (TV).

A membrana aplicada nesse trabalho é inédita, sendo uma blenda entre o
alginato e o latex natural (com e sem o fator de crescimento PDGF-BB), mesmo com
a utilizagdo isolada dos materiais, foram encontrados diversos resultados
contraditorios na literatura, sendo que os materiais utilizados neste trabalho nédo

apresentaram diferenca estatistica em relacéo ao controle (Figura 36).

E possivel observar que todos 0s grupos apresentaram crescimento 6sseo, com
diferenca estatistica entre 15 e 60 dias de regeneracao, porém, de maneira geral, sem
diferenca estatistica entre os grupos em 15 nem em 60 dias, mostrando que pela
andlise por microCT, nem a membrana ou a membrana+PDGB-BB promoveram

alteracdo na regeneracao 0ssea.

Figura 36 — Parametros morfométricos obtidos pelo MicroCT: a) BV, b) BS, c) BV/TV, d) BS/BV, e)
BS/TV.

a) 10- i : b) : c
| b 804 ac } ;
|l } | |
el |
> 4 540- a.b X
SN I
0 1l ;

C 15 C60 415 460 4P 15 4P 60 C 15 C 60 4 15 4 60 4P_15 4P_60



97

c) i ; d) 50 a
35-
i b a
30+ 40- w
~25- o
=] |
20 E
e ] ‘ 2
3 15- ©20-
[aa] 1 a n
10 o b b b
1 10+ { T T
5_ a a
0 { 0

C 15 C_ 60 415 4 60 4P_15 4P_60 C 15 C 60 415 4 60 4P_15 4P_60

e) 354 c

a,b

0:5— J [

C 15 C60 415 460 4P_15 4P_60

*Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferengas nédo significativas (p > 0,05). Fonte:
Autoria prépria.

BS/ TV (mm™)
BN
T

O PDGF-BB influencia a regeneracdo o6ssea, atraindo e estimulando a
proliferacdo de células progenitoras (MASTROCINQUE et al., 2004; MILLIS, 1999),
sendo quimiotaxico para mondcitos, neutrofilos e fibroblastos e estimula a proliferagéo
e atividade de células 6sseas (MARDEN et al., 1993). Entretanto, os resultados deste
trabalho ndo apresentaram influéncia do PDGF-BB sobre a regeneracdo 0Ossea.
Alguns trabalhos também observaram desde a falta de influéncia do fator de
crescimento como também influéncia negativa. Rosério et al. (2015) aplicaram 250
ng em defeito critico de calvaria e observaram que quando aplicado com o fator de
crescimento BMP-2, o PDGF-BB teve efeito antagonista, reduzindo sua atividade de
forma dose-dependente, e quando aplicado sozinho néo teve diferenca em relagéo ao
controle. Marden et al. (1993) também observaram o efeito negativo de forma dose-

dependente do PDGF-BB em relagdo ao fator de crescimento osteogenina.
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O alginato também foi utilizado para regeneracdo Ossea com resultados
positivos (ISHIKAWA et al.,1999). Porém, no atual trabalho ele foi utilizado na forma
de uma blenda com o latex natural e ndo teve diferenca na regeneracao 0ssea em
relacdo ao controle. Jo et al. (2017) também ndo observaram diferenca entre o
controle e a blenda de alginato com fibroina. Sua falta de sitios receptores para
adesao celular e capacidade de adsor¢céo de proteinas também podem comprometer
sua eficiéncia. Segundo Ueyama et al. (2002), o defeito critico regenerou
completamente com a aplicacdo da membrana de alginato, contudo observaram um
atraso na regeneracdo 6ssea. Ueyama et al. (2006) realizaram a reticulacdo durante
a aplicacdo do alginato, reportando que ele funcionou como barreira oclusiva,

entretanto prejudicou a regeneragao 0ssea por ser muito grosso.

O latex natural tem apresentado diversos resultados positivos na regeneracao
Ossea guiada, promovendo maior deposicdo éssea, além de estar relacionado com
atividade angiogénica. No entanto, Arnez et al. (2012) ndo encontraram beneficio na

regeneracao 0ssea ao utilizar a fracdo proteica angiogénica do latex natural.

Uma possivel justificativa para ndo ter ocorrido melhora na regeneracéo 6ssea
pode ser devido a alta degradacdo do material, que poderia causar porosidade na
membrana possibilitando infiltracdo de células ndo osteogénicas e comprometendo
sua funcdo de oclusdo, assim como a falha em promover estrutura, colabando no

defeito.

Outra possibilidade seria relacionada ao PDGF. Sob condicdes fisiologicas o
PDGF atua principalmente na fase inicial de regeneracdo 6ssea, e sua permanéncia
nas fases posteriores podem prejudicar a regeneracdo. Uma comparacao da literatura
mostrou que os trabalhos em que o PDGF apresentou liberacdo prolongada néo
houve uma regeneracdo satisfatoria. Lee et al. (2001) e Delgado et al. (2012)
observaram uma rapida liberacdo utilizando a quitosana e poli acido latico-co-acido
glicolico (PLGA) respectivamente, obtendo um aumento da regeneragao 0ssea. Kaipel
et al. (2012) utilizaram matriz de fibrina, ocorrendo a liberagdo do PDGF por
aproximadamente 14 dias, e Lu et al. (2007) observaram a liberagéo por até 21 dias
utilizando capsulas de alginato, sendo que ambos observaram prejuizo no reparo
0sseo. Como os materiais utilizados na membrana sao aniénicos e o PDGF ser

catibnico, pode ter ocorrido uma interagdo com a membrana, impedindo sua liberacao
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ou ainda ter prolongado sua permanéncia no defeito. A liberacao rapida obtida por Lee
et al. (2001) pode ser devido a natureza catibnica da quitosana. Segundo Lu et al.
(2007), a liberacao prolongada do PDGF pelo alginato pode ser devido a sua ligacéo
a matriz polimérica, enquanto a reticulacdo com calcio poderia reduzir os dominios de

ligacéo.

Segundo a literatura, a aplicacéo isolada dos materiais utilizados nesta pesquisa
apresentou resultados controversos, desde o estimulo até o atraso da regeneracéo
0ssea. Porém, neste trabalho ndo obtivemos diferenca em relagédo ao controle para

ambas as membranas (com e sem o fator de crescimento).



100

5 CONCLUSAO

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

proporcional a adicao de alginato e sua reticulagéo.

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

para algumas proporc¢oes.

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

do fator de crescimento PDGF-BB.

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

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

Como proposta para estudos futuros, seria interessante a realizacdo de outras

analises a fim de complementar os resultados obtidos, tais como:

- realizacdo da liberacéo in vitro do fator de crescimento a fim de avaliar se ele
fica retido na membrana ou ocorre liberacdo, e por quanto tempo, uma vez que a

literatura citada mostrou influenciar os resultados in vivo;

- avaliar a atividade cicatrizante da liberacdo em modelo in vitro de ferida com
osteoblastos (scratch test), no qual avalia a proliferacdo ou migracdo das células
O0sseas quando realizado uma falha na monocamada celular aderida a placa de
cultura. Este ensaio foi aprendido quando realizei um curso pelo CBAB (Centro
Brasileiro-Argentino de Biotecnologia) em agosto de 2018;

-avaliacdo histologica, para poder comparar a qualidade do osso formado,
angiogénese, infiltrado celular e fibras colagenas. Devido ao tempo demandado para
a histologia de tecido ésseo, nédo foi possivel a realizacdo neste projeto. Contudo, as
amostras ja estdo em processamento para histologia (picrosirius, tricrébmico de

Masson e hematoxilina e eosina);

-avaliacdo in vivo por corantes fluorescentes vitais, para observar a taxa de
aposicao 0ssea. Como podde ser visto, fez parte da metodologia a administracdo dos
corantes, uma vez que nao prejudicam o experimento. Porém essa analise requer
corte de amostra mineralizada, e os materiais de consumo tinham um custo que fugia

do orcamento deste projeto, sendo postergado para analises futuras.
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ANEXO A — Aprovacao do comité de ética.

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes JULIO DE MESQUITA FILHO" |
Campus da Araraquara !

Parecer n° 06/2018 — Comisséo de Etica no Uso de Animais

A Comissio de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, reunida em 18 de
abril de 2018, analisou e aprovou o pedido de prorrogacdo por um ano do relatorio
final do Protocolo CEUA n° 0252015 para uso de animais na pesquisa
“Latex/alginato de sodio: desenvolvimento de uma nova blenda polimérica com fator
de crescimento (PDGF-BB) para regeneracao oOssea guiada®, apresentado pelo
Pesquisador Felipe Azevedo Borges.

Portanto, o relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
MARCO de 2019, em formulario para este fim.

Araraquara, 18 de abril de 2018.
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Profa. Dra. CARLA RAQUEL FONTANA
Coordenadora da CEUA




