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Fonseca GF. Sintese e caracterizacdo de scaffolds de Pcl/Biovidro: estudo in
vitro da biocompatibilidade e da diferenciacdo celular [dissertacdo]. Sdo José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2018.

RESUMO

As membranas reabsorviveis tem sido utilizadas para promover o crescimento
0sseo em defeitos causados por doengas periodontais, periapicais ou por
exodontia. Essas membranas possuem diversas composicoes, podendo ter em
sua estrutura polimeros como Policaprolactona (PCL) que combinado com o
biovidro que facilita a neoformacdo 6ssea. O objetivo desta pesquisa foi
desenvolver um scaffold de PCL com 10% de biovidro obtido por meio de duas
rotas, Fusdo e Sol-Gel. Foram preparadas solugdes de 15% PCL dissolvidos em
acetona pura e incorporados 10% de biovidro de acordo com meio de obtencéo
das particulas, resultando em 3 solucdes: Controle: somente PCL, e dois grupos
experimentais: PCL/Biovidro, divididas de acordo com o tipo de producgéo das
particulas de biovidro: PCL/biov. fuséo - solu¢do de PCL com 10% de Biovidro
por fuséo e PCL/biov. Sol-Gel - solugdo de PCL com 10% de Biovidro Sol-Gel.
A solucdo foi eletrofiada com os seguintes parametros: 12 kv, 12 cm de
distancia ponta/coletor e fluxo de 1ml/h. As mantas obtidas tiveram suas
propriedades fisico/quimicas e bioldgicas analisadas por: Morfologia (MEV e
FEG), propriedades fisico-quimicas; (Andlise do didmetro medio das fibras,
Angulo de contato, EDS, FTIR) e Celular: MTT, Fosfatase alcalina, Ades&o
celular, Proteina total e Formacdo de nddulos de mineralizacdo. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente pelos testes ANOVA e Tukey (5%) e
os resultados apresentados em gréaficos e tabelas. Foi evidenciado a incorporacéo
das particulas de biovidro nas fibras de PCL, tal incorporacdo proporcionou
caracteristicas como maior porcentagem de fosfatase alcalina (ALP) e formacéo
de matriz 6ssea quando comparado a fibra de PCL sem a presenca de biovidro.
O sccaffold de PCL proporcionou um meio favoravel para adesdo e proliferacéo
celular, e a adicdo das particulas de biovidro intensificaram o processo de
formacdo de matriz 6ssea, principalmente o biovidro obtido pelo método sol-gel,
atuando de forma ativa no processo de regeneracdo e favorecendo uma
reparacao adequada no defeito dsseo.

Palavras-chave: Biocompatibilidade. Scaffold. Tecido dsseo. Osteogénese.



Fonseca GF. Characterization and synthesis of Pcl/Bioglass scaffolds: An in
vitro study about biocompatibility and celular diferenciation [dissertation]. Sdo
José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2018.

ABSTRACT

Resorbable membranes have been used to promote bone growth in defects
caused by periodontal, periapical or exodontic diseases. These membranes have
several compositions, and can have in their structure polymers such as
polycaprolactone (PCL) that combined with the bioglass that facilitates the bone
formation. The objective of this research was to develop a PCL scaffold with
10% bioglass obtained through two routes, Fusion and Sol-Gel. A solution of
15% PCL dissolved in pure acetone and incorporated in 10% of bioglass
according to the medium of the particles was prepared, resulting in 3 solutions:
Control: PCL only, and two experimental groups: PCL/Biovidro, divided
according to type of production of the bioglass particles: PCL/biov. fusdo - PCL
solution with 10% of Bioglass by melting and PCL / biov.Sol-Gel - PCL solution
with 10% of bio.sol-gel. The solution was electrophied with the following
parameters: 12 kv, 12 cm tip / collector distance and 1ml / h flow. The obtained
blankets had their physical / chemical and biological properties analyzed by:
Morphology (SEM and FEG), physicochemical properties; (Analysis of mean
fiber diameter, contact angle, EDS, FTIR) and Cellular: MTT, alkaline
phosphatase, cell adhesion, total protein and formation of mineralization
nodules. The data were analyzed statistically by ANOVA and Tukey tests (5%)
and the results presented in graphs and tables. It was evidenced the
incorporation of the bioglass particles in the PCL fibers, such incorporation
provided characteristics as a higher percentage of alkaline phosphatase (ALP)
and formation of bone matrix when compared to PCL fiber without the presence
of bioglass. The PCL sccaffold provided a favorable medium for adhesion and
cell proliferation, and the addition of the bioglass particles intensified the
process of bone matrix formation, mainly the bioglass obtained by the sol-gel
method, acting actively in the regeneration process and favoring adequate
repair of the bone defect.

Keywords: Biocompatibility. Scaffold. Bone Tissue. Osteogenesis.
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1 INTRODUCAO

A auséncia de elementos dentérios por fatores como extracdo, doenca
periodontal crénica e infecgOes periapicais ocasionam um processo de
cicatrizacdo acelerado, tendo como consequéncia o colapso dos tecidos moles e
6sseo (Lin et al., 2008; Marton et al., 2017; Vaca-Cornejo et al., 2017).
Consequentemente, essas condicdes levam a perda 0ssea, tornando a instalacéo
de préteses ou implantes um desafio para o profissional, visto que a auséncia de
suporte 6sseo ndo permite uma adequada reabilitacdo tanto funcional quanto
estética.

Para reestabelecer a porcdo Ossea perdida e restaurar o equilibrio no
organismo, biomateriais sdo utilizados (Sinhoreti et al., 2013). Os biomateriais
devem apresentar caracteristicas que 0S tornem compativeis com 0 corpo
humano, permitindo sua utilizacdo de forma confiavel e eficaz, além disso, é
importante que o biomaterial, de acordo com sua composicdo, apresente a
capacidade de induzir o organismo a produzir um determinado tecido
(Guastaldi, Aparecida, 2010). Dentre a classe dos biomateriais utilizados tém-se
as membranas reabsorviveis. Essas membranas atuam como uma barreira entre o
tecido conjuntivo e o tecido 0sseo, evitando a proliferacdo te tecido mole no
interior do defeito 6sseo e propiciando o crescimento de células osteogénicas
(Gordh et al., 1998). Essas membranas podem ser compotas por polimeros como
Poli-acido latico (PLA), Poli-acido glicélico (PGA) e Policaprolactona (PCL)
(Bottino et al., 2011).

Um estudo anterior utilizou PCL para reconstituicdo de tecidos, no qual
foi observado o crescimento de cardiomidcitos sobre os scaffolds (Gishto et al.,

2015). Além disso, fibras de PCL sdo confeccionadas com substancias
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adicionais como antimicrobianos, para atuarem como carreadoras de farmacos
permitindo uma aplicacdo local do medicamento com potencial efeito
satisfatorio, inibindo de forma parcial ou total o crescimento bacteriano sobre a
superficie de aplicacéo.

Para confeccdo e aplicacdo desses scaffolds de PCL é associado outro
biomaterial que possa aumentar a resisténcia e eficacia dessa estrutura. Para tal
feito, geralmente é realizado a incorporacdo de biovidros na fibra de PCL.
Assim como o PCL, o biovidro apresenta uma 6tima biocompatibilidade,
biodegrabilidade, além de possuir a caracteristica de bioatividade o que facilita a
neoformacéo dssea (Shankhwar et al., 2016). Bem como a liberacdo de ions que
provocam uma resposta intra e extra-celular de rapida reparacéo 6ssea (Sharifi et
al., 2016).

A capacidade indutora e condutora de tecido 6sseo produzida pelo
biovidro ocorre devido a sua superficie de hidroxicarbonato apatita, auxiliando a
adesdo, proliferacdo e o metabolismo de osteoblastos. Além disso, 0 material
pode ser utilizado para estabilizar a taxa de degradacéo e estabilidade de alguns
polimeros, aumentando o tempo de vida atil dos scaffolds (Rizwan et al., 2017).

Para a realizacao deste trabalho o biovidro 45S5, foi o material de escolha
para formar o composto com o PCL por apresentar aspectos positivos ja bem
descritos na literatura, como por exemplo, propriedades com potencial de
diferenciacéo e adesdo celular devido a formacéo de grupos de fosfato de célcio
em sua superficie qguando em contato com meio aquoso, proporcionando a
neoformacdo Ossea (Silva et al.,, 2011). Além disso, essa propriedade
proporciona ao material a capacidade de rapida ligacdo com o tecido dsseo, a
qual ndo ocorre da mesma forma em outros tipos de biovidros (Jones, 2015).

Entre os diferentes métodos para a sintetizacdo de scaffolds utilizando
biomateriais, a eletrofiacdo aparece como um instrumento eficiente para

producdo dessas estruturas (Shao et al., 2017). Esta metodologia proporciona
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vantagens como um baixo custo e facil manipulacdo, aspectos que auxiliam na
obtencéo de fibras consistentes e homogéneas (Greiner, Wendorff, 2007). Por
essas caracteristicas, a eletrofiacdo foi escolhida para sintetizar os Scaffolds de
PCL/biovidro idealizados neste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Métodos de producao de biomateriais

Para a producdo de biomateriais diferentes técnicas podem ser utilizadas,
dentre elas tem-se as técnicas de Sintese Template, Separacdo de Fase e
Eletrofiacdo (Feng et al., 2002). Todos os métodos possuem vantagens e
desvantagens, as quais cabem ao pesquisador selecionar a melhor técnica de
acordo com os objetivos do trabalho. Na técnica de Sintese Template, a solucéo
e injetada sob alta pressio em um molde previamente preparado, com
caracteristicas como a porosidade pré-definido, tendo como resultados fibras
alinhadas e com diametros variados (Feng et al., 2002).

A técnica de producédo do tipo Separacdo de Fases, consiste em 4 etapas,
em um primeiro momento é sintetizado a solucdo a qual em seguida é levada a
baixas temperaturas para congelar o solvente e por fim, é realizado a liofilizacéo
do material para a confeccdo da matriz porosa (Ma, Zhang, 1999; Hiraoka,
2015). Ja o método de impressdo 3D, permite a sintetizacdo de scaffolds por
técnicas como a baseada por extrusdo (EB), utilizando-se de agulhas coaxiais
permite a confeccdo de estruturas pré-definidas (Sarker et al., 2018).
Apresentando resultados positivos na sintetizacdo de biomaterias, a eletrofiagao
€ um método eficiente para a confeccdo dessas estruturas (Shao et al., 2017).
Permitindo a producéo de scaffolds com baixo custo, facil manipulagdo e com
fibras consistentes (Greiner, Wendorff, 2007).
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2.2 Eletrofiacéo

O método por eletrofiacdo foi o escolhido para a realizacdo deste
trabalho, sendo necessario uma solucdo polimérica com viscosidade suficiente
para criar uma tensdo superficial, a qual € injetada em um campo elétrico
formado por aplicacdo de alta tensdo (Costa et al., 2012) uma vez rompida a
tensdo superficial da solugcdo, ocorre a formacdo de fibras em escala
nanométrica, submicrométricas ou micrométrica as quais sdo depositadas em
um anteparo metélico (Doshi, Reneker, 1995; Instrumentacéo, 2012).

O processo de eletrofiacdo permite a obtencdo de fibras com porosidade
(Thakkar, Misra, 2017) fazendo com que a fibra reproduza caracteristicas do
tecido procedente, visto que sua porosidade permitira a formacdo de uma
vascularizacdo sobre o scaffold e consequentemente a adesdo e proliferacdo
celular (Loh, Choong, 2013; Thakkar, Misra, 2017). Segundo Engler et al.
(2004) quanto mais semelhante a estrutura for da matriz extracelular melhor foi
a resposta celular (Engler et al., 2004). Um estudo recente, demostra que tanto o
PCL como o biovidro atuam como biomateriais que possibilitam a formacéo de
um fibra com caracteristicas semelhantes a matriz-extracelular (Keothongkham
etal., 2017).

2.3 Policaprolactona (PCL)

Dentre os polimeros utilizados para producdo de biomateriais por

sintetizacdo por eletrofiacdo, a Policaprolactona (PCL), foi o polimero de
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escolha deste trabalho por apresentar propriedades fisicas, quimicas e biologicas
que lhe caracterizam com uma boa resisténcia mecanica e baixa taxa de
degradacdo (Thuaksuban et al., 2018). O PCL pode ser utilizado de forma
individual ou em conjunto com outras substéncias para a producdo de diversas
estruturas, podendo ser empregado desde a regeneracao de cartilagem a tecido
nervoso (Groppo et al., 2017). Devido as suas caracteristicas, estruturas que
contem PCL sdo capazes de promover a mineralizacdo e regeneracdo de tecidos

como o tecido 6sseo (Cheng et al., 2016).

2.4 Tecido 0sseo e doencas que 0 acometem

O tecido 6sseo desempenha um importante papel estrutural e funcional no
corpo humano. Dentre suas funcdes, ele proporciona ancoragem aos elementos
dentarios, permitindo entre inUmeras caracteristicas uma eficiéncia mastigatoria
(Ozcan, Sekerci, 2017). O tecido 6sseo possui uma arquitetura complexa e
dinamica, que lhe confere uma capacidade regenerativa pelo processo de
remodelacdo Ossea frente a uma agresséo tecidual (Judas et al., 2012). Para que
esse processo de remodelacdo ocorra é de suma importancia a atividade de duas
ceélulas, os osteoclastos e os osteoblatos os quais irdo reabsorver o tecido 6sseo e
promover a deposicdo de uma nova matriz éssea, respectivamente. Esse
processo é constituido por trés fases, sendo iniciada pela reabsorcdo do tecido
6sseo danificado pelos osteoclastos e finalizada pela neoformacéo 0ssea pelos
osteoblastos (Crane, Cao, 2014; Chen et al., 2015).

Doencas bucais inflamatdrias como a gengivite e a periodontite afetam
cerca de 90% da populagdo mundial segundo (Pihlstrom et al., 2005) essas

doencas sdo caracterizadas por uma inflamacdo neutrofilica que acomete 0s
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tecidos de protecdo e suporte dos elementos dentarios, tecidos moles e tecido
0sseo, podendo ocasionar a perda dos mesmos (Pihlstrom et al., 2005; Shi et al.,
2018; Zhang et al., 2018). Além de tais doencas, a perda 0ssea e a atrofia da
crista alveolar podem ser ocasionadas pela extracdo do elemento dentario, seja
por trauma ou extraido clinicamente por motivos diversos (Kim et al., 2017).
Estudos como o de (Schropp et al., 2003) demonstra que apds a extracdo ocorre
perda dssea tanto horizontal quanto vertical de até cinquenta por cento em um

periodo de 12 meses.

2.5 Biomaterias

No intuito de minimizar a perda 0ssea, biomateriais de origem sintética
(Aloplésticos) e de origem natural (Xenoenxertos, Enxertos Homdlogos,
Enxertos Autégenos) sdo empregados, proporcionando diferentes graus de
sucesso no tratamento (Beck, Mealey, 2010). Os biomateriais de origem
sintética possuem como objetivo, proporcionar um ambiente semelhante a
matriz extracelular para que ocorra diferenciacdo, adesdo e proliferacdo celular
(Strub et al., 2018). O grande desafio dos biomateriais de origem sintética é a
mimetizacdo das caracteristicas do tecido 6sseo, requerendo desses scaffolds
aspectos como resisténcia o suficiente para dar suporte as células, porosidade e

fatores de diferenciacdo e proliferacao celular (Orciani et al., 2017).
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2.6 Biovidros

O Dbiovidro possui uma capacidade de bioatividade, interagindo
quimicamente com o tecido 0sseo, formando resistentes ligacbes com o tecido,
devido a presenca de uma camada superficial do biovidro que se assemelha a
apatita, sendo composta por estruturas quimicas semelhantes a porcdo
inorganica do tecido dsseo, a qual corresponde a um total de 65% de todo o
tecido (Farias, 2016; Aguiar et al., 2017). Essa bioatividade, torna o biovidro
protagonista do processo de diferenciacdo celular e osteogénse, excluindo a
presenca de fatores indutores de crescimento 0sseo, diferenciando de trabalhos
como o de Heydari et al. (2017) em que se utiliza osteoindutores incorporados
aos scaffolds , ao invés de explorar a capacidade osteoindutora e osteocondutora
do biovidro (Heydari et al., 2017). Neste estudo o biovidro ndo € apenas um
agregado na membrana reabsorvivel, e sim o principal fator de desenvolvimento

de tecido dsseo.

2.7 Biovidro por Fusédo

Para a obtencdo de biovidro, os métodos Sol-Gel e Fusdo sdo os mais
utilizados (Roy et al., 2017). A técnica por fusdo possui como vantagens a
simples reprodutibilidade, alto rendimento e baixo custo de producédo, porém a
area de superficie das particulas obtidas por fusdo € inferior a das obtidas por
Sol-Gel, além de possuir reduzidos grupos funcionais devido a alta temperatura
necessaria para calcinacdo do biovidro por fuséo, acarretando em uma menor

interacdo com 0 meio (Hench, Jones, 2005).
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2.8 Biovidro por Sol-gel

O método de sintese por Sol-Gel proporciona a obtencéo de particulas de
biovidro com caracteristicas Unicas (Lefebvre et al., 2008) . O processo consiste
de duas etapas principais: hidrélise e condensacdo, durante a sintese sao usados
sais de cations como precursores de silica e sais metalicos, que geralmente séo
nitratos (Cividanes et al., 2010). Esses céations se ligam a silica formando um
vidro com baixa temperatura de fusdo. Permitindo assim, a formacdo de
biovidros em baixa temperatura com formas geométricas complexas e
porosidades (Oliveira-Ogliari et al., 2015).

Os nitratos de sbédio e calcio, possuem vantagens como baixo custo,
simples composicao e alta solubilidade, caracteristicas que os tornam elementos
de escolha para sintese de biovidro por Sol-Gel. Entretanto, é necessario a
realizacdo de tratamentos térmicos acima de 600 ° C para remover subprodutos
de nitrato, os quais séo nocivos as células vivas (Woodhouse et al., 2005; Jones.,
2009). A realizacdo desses tratamentos térmicos que vdo de 610°c a 800°c,
resultam na formacdo de uma fase cristalina que reduz a bioatividade dos
biovidros (Rezwan et al, 2006; Lefebvre et al., 2007) . Essa alteracdo na
bioatividade das particulas, ocorre por reduzir a presenca de grupos como a
hidroxila na superficie do material (Jones., 2009; Arcos, Vallet-Regi., 2010).

Para evitar a perda de grupos com hidroxila como os grupos silanois (Si-
OH) e consequentemente a reducdo da bioatividade das particulas de biovidro,
foi idealizado um biovidro por sol-gel sem a presenca de nitrato. Tendo como
fonte de silica, acido silicico em meio aquoso e como fonte de sodio e célcio,
foram utilizados cloreto de sbédio e cloreto de calcio que sdo substancias
encontradas no corpo humano. Além disso, foi incorporado fésforo a partir do

fosfato de amoénio monobasico. Desta forma, esse biovidro com formulacao


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493114001684?via%3Dihub#bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493114001684?via%3Dihub#bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493114001684?via%3Dihub#bb0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493114001684?via%3Dihub#bb0110
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493114001684?via%3Dihub#bb0010
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inovadora, teve como objetivo ser superior aos biovidros encontrados na
literatura, uma vez que nao € necessario o tratamento térmico em altas
temperaturas para a remocao de subprodutos de nitrato, preservando assim sua

bioatividade.
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3 PROPOSICAO

Objetivo geral:

e Produzir um scaffold de PCL+Biovidro por eletrofiagdo para

diferenciacéo celular.

Obijetivo especifico:

e Analisar a influéncia de dois diferentes métodos de obtencdo de
biovidro, Método de fusdo/resfriamento e o Meétodo sol-gel, na
diferenciacéo, adesdo e proliferacdo de células mesenquimais obtidas a

partir de fémur de ratos.

As hipoteses testadas neste trabalho sao:

H,. N&o existe diferenca na influéncia das particulas de biovidro por
fusdo e Sol-Gel, sobre o processo de diferenciacéo e proliferacéo
osteoblastica.

H,. Todos os scaffolds (PCL, PCL/Biovidro por fusdo e PCL/Biovidro

Sol-Gel), séo capazes de induzir a formacéo de matriz ¢ssea.
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4 MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados na pesquisa estéo citados na tabela 1.

Tabela 1 - Materiais e fabricante

Material Descricéo Fabricante
oCL Polimero a bas:e de Sigma-Aldrich
policaprolactona (Ester)
Acetona Acetona pura Sigma-Aldrich
45% de SiO, 24,5% de
Biovidro* CaO; 24,5% de Na,O e Producdo prépria

6% de P,Os

Legenda:* Lefebvre et al., 2007
Fonte: Elaborado pela prépria autora

4.1 Sintese dos Biovidros

4.1.1 Método de fusdo/resfriamento

Para obtencé@o do biovidro 45S5 foi utilizada a metodologia descrita por
Lefebvre et al. (2007) que se baseia nos processos de preparacdo de vidros
convencionais  produzidos tradicionalmente, através do método de
fuséo/resfriamento. Esse método envolve a fuséo de uma mistura dos materiais
de partida, no caso do biovidro 45S5, correspondente a 45% SiO,, 24,5% CaO,



24

24,5% Na,O e 6,0% P,0s em massa. Os 6xidos Na,O e CaO empregados na
sintese foram obtidos a partir de seus respectivos carbonatos.

Em uma etapa prévia a fusao, os reagentes SiO,, CaCO; e Na,CO3 foram
misturados em seguida, essa mistura foi levada ao forno para descarbonatagéao
(separacgéo do carbonato de célcio em oxido de célcio e didxido de carbono). A
mistura dos 6xidos obtida foi armazenada em frascos plasticos em dessecador
até o momento do preparo do biovidro. O P,Os foi acrescentado a mistura
somente momentos antes do processo de fundicdo do biovidro, devido sua
higroscopicidade (Stachel, Barz, 2007). A fusdo do biovidro 45S5 foi realizada
em forno a 1350°C/15 min, em cadinho ZAS (zircbénia-alumina-silicio).
Posteriormente, o vidro fundido foi vertido em agua. O vidro, em forma de

fritas, foi recolhido, seco e posteriormente moido em moinho de bolas por 72 h.

4.1.2 Rota Sol-Gel

Para a preparacdo do biovidro pela rota sol-gel, foi utilizado acido silicico
como precursor pelo processo sol-gel. Uma solucdo de 1mol/L de Metasilicato
de Sodio (Na,SiOs) foi usado como precursor na obtencdo do acido silicico. Em
seguida, a solucéo obtida foi misturada com uma resina de troca iénica (IR120 —
Rohm and Haas) levando a uma troca entre os ions H- e Na-. Posteriormente,
essa mistura foi filtrada com auxilio de uma bomba de vacuo e sua concentracao
determinada por meio de titulacdo do acido silicico com hidroxido de sddio
padronizado.

Para titulacdo, foram formuladas trés solugGes de 1g de NaOH, 25 mL de
agua destilada e do 20 mL de SiO, em um béquer de 600 mL. Aproximadamente

3 mL de HF foram adicionadas na solucdo para a neutralizagdo da soda,
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formando SiFg, indicada por uma cor azulada na solucdo. Essa mistura foi
titulada com NaOH padronizada até o fim da reacdo, com a formacdo de
Si(OH),, indicada pela cor azul-esverdeado, e o volume utilizado da soda foi
anotado. Em seguida, 200 mL de agua em ebulicdo foram adicionadas na
solucéo e a titulagdo prosseguiu até que a solucéo apresentasse uma coloracao de
azul intenso. A partir do volume utilizado, calculou-se a concentracdo do acido
silicico.

Para a sintese do biovidro pelo processo sol-gel, preparou-se uma solucéo
de acido silicico com cloreto de célcio, cloreto de sodio e fosfato de aménio na
propor¢do 45% de SiO,; 24,5% de CaO; 24,5% de Na,O e 6% de P,Os5 em
massa, acrescidos de etilinoglicol com 20% do volume total da solucéo.

A solucéo entéo foi secada em estufa por 24 h a uma temperatura de 80°C.

4.2 Preparo da solucdo de PCL com Biovidro

Para a sintese da nanofibra o PCL foi dissolvido em acetona pura, sendo
em seguida adicionado o biovidro. Tanto o PCL quanto o Biovidro foram
aferidos em uma balanca de preciséo. O conjunto, Acetona pura, PCL, Biovidro
foram colocados em um agitador (IKARH Basic,Staufen, Alemanha) no qual

permaneceram por um periodo de 24 h.
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4.3 Solugbes de PCL com adicéo de dois diferentes métodos de obtencdo de

Biovidro

Para a formulagdo das solugdes de PCL com os diferentes biovidros
(Fusdo/Resfriamento e Sol-gel), foi estabelecida a concentracdo de 15% de PCL
e 10% de biovidro no volume total da solu¢cdo como preconizado na literatura
(GoOnen et al., 2016; Singh, Pramanik, 2017) (Equacéo 1).

C=m 1)
v

Onde C € a concentracdo em porcentagem do biovidro na solucdo (10%);
m € a massa do biovidro (0,15 mg) dividido pelo V, que é o volume da acetona

pura (1,5 ml),

4.4 Sintese das Nanofibras: técnica da eletrofiacéo

Para a confeccdo das nanofibras (NFs), foi utilizado o equipamento de
eletrofiacdo, sendo sua estrutura composta por uma fonte de alta tensdo, uma
seringa pléastica de 5 ml com agulha de ponta reta e didmetro do orificio de 0,7
mm (Figura 1). O processo de eletrofiacdo possui algumas variaveis que visam
otimizar o processo de sintetizacdo das NFs, podendo ser modificada a tensao,
fluxo da solugédo e a distancia da ponta da seringa ao anteparo. O processo de
sintetizacdo foi realizado no laboratério de Bioengenharia e Biomateriais do

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Séo José dos Campos — UNESP.
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Figura 1 — Equipamento de Eletrofiacdo

d

Legenda: a) fonte ejetora da solucéo, b) seringa com a solugéo pra eletrofiacdo, c) fio condutor para
aplicacdo de alta tensdo, d) fio terra, €) anteparo para coletar as fibras, f) capela de eletrofiacéao.
Fonte: Elaborado pela autora

4.5 Sintese dos scaffolds de PCL e PCL/Biovidro

Para a realizacdo deste trabalho, foi sintetizado 194 scaffolds com
diametro de 15 mm e espessura de 0,07 mm (Figura 2 e 4). Os scaffolds de PCL,
PCL/Biovidro por fusdo e PCL/Biovidro por sol-gel foram eletrofiados sob a
tensdo de 12 kv, distancia da ponta da agulha ao anteparo de 12 cm e fluxo de
0,1 mL/h. Sendo tanto o grupo em meio osteogénico (MTS-O) como néo

osteogénico (MTS) em duplicata, e estruturado de acordo com a Tabela 2.

Figura 2 — Sintese dos Scaffolds

Floxograma de producdo dos scaffolds. a) Biovidro, b) Policaprolactona (PCL), c) solugdes de
PCL/Biovidro sob agitacdo, d) Equipamento para Eletrofiacdo, e) Scaffold de PCL/Biovidro.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2 — Grupos e quantidade de amostras

Grupos MTT Fosf./Proteina Ndédulo MEV Total por grupo
PCL 4 4 4 3 15
PCL/biov. fusao 4 4 4 3 15
PCL/biov. sol-gel 4 4 4 3 15
Controle celular 4 4 4 3 15

Legenda: Tabela ilustrativa de quantidade de amostras por grupos.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 3 - Scaffold PCL/Biovidro

Legenda: a) visdo lateral do Scaffold, b) visdo frontal do scaffold com 15 mm de diametro,
c) evidenciacdo da espessura, 0,7 mm, do scaffold com paquimetro digital.
Fonte: Elaborado pela prépria autora

4.6 Testes para caracterizacdo das NFs sintetizadas

Foi realizada uma caracterizagcdo microestrutural, envolvendo a
determinacdo da estrutura cristalina, quantidade, composicdo quimica,

distribuicdo de fases, forma e tamanho das NFs.
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4.6.1 Andlise de superficie com Microscopia Eletrdnica de Varredura com
emissdo de campo (MEV - FEG)

Para analisar a topografia superficial das NFs, foi utilizado o Microscépio
Eletrénico de Varredura (MEV) (JEOL/JSM-5310, Téquio, Japdo) com canhéo
de emissdo de campo “Field Emission Gun” (FEG) (Tescan/Vega 3, Brno,
Republica Tcheca) instalados no Laboratério Associado de Sensores e Materiais
do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE). Para isso, as amostras
foram posicionadas em uma plataforma de aluminio (stub), auxiliado por uma
fita dupla face de carbono (3M, Sumaré SP, Brasil) e metalizadas com uma
camada fina de ouro (80 A), que foi depositado através de vaporizagio ibnica
(sputtering) na maquina metalizadora (Emitech SC 7620, Sputter Coater,
Quorum Technologies, Newhaven, Reino Unido) por 130 s com uma corrente de
10-15 mA em vacuo de 130 mTorr e & uma taxa de metalizacdo de 3,5 nm/min.
As imagens foram obtidas no MEV com detector de elétrons secundarios (ES),
projetados sobre a superficie da amostra; e também por meio do detector de
elétron retro espalhado (BSE). As magnificacdes utilizadas foram de 2.000 X,
4.000 X, 6.000 X e 10.000X.
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4.6.2 Analise do diametro médio das fibras

O didmetro das NFs foi definido utilizando o software Imagel (Versédo
1.44, National Public of Health) por meio das micrografias obtidas em FEG.
Foram analisadas 3 micrografias por grupo (PCL, PCL/biov. por fuséo e
PCL/biov. sol-gel) com 10 mensuragdes de diametro em 5 regides distintas,
sendo 50 analises para cada imagem. Os resultados do diametro médio das fibras
para cada grupo foram apresentados em estatistica descritiva (média e desvio-

padréo) e inferencial com nivel de significancia de 5%.

4.6.3 Analise da molhabilidade utilizando a técnica do angulo de contato

Para a analise de molhabilidade, foram preparadas 6 amostras das fibras:
PCL, PCL/Biovidro por fusdo e PCL/ Biovidro por sol-gel. As NFs foram
eletrofiadas sobre laminas de vidro com dimens6es 26 x 76 mm, sendo o total de
2 laminas para cada scaffold. A energia livre de superficie (ELS) foi realizada a
partir do método automatico de medicdo do angulo de contato médio por meio
de um gonibémetro (Ramé Hart-Inc, 100-00-115, Montain Lakes, Nova Jersey,
EUA) com a técnica de gota séssil com dois liquidos de diferentes tensdes
superficiais: agua destilada e diodometano. Previamente a anélise, cada amostra
foi manuseada com luvas cuidadosamente para evitar contaminagdo. Uma
seringa graduada para dispersdo gradual (série 100-10-12-22, calibre 22) com
agulha hidrofébica deposita a gota e o angulo de contato médio direito e
esquerdo € calculado pelo programa computacional (DROPimage Advanced

Software). A temperatura ambiente e a umidade do ar foram controladas. Os
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angulos de contato médios da agua e do diodometano (°), os componentes polar
e dispersiva (em mN/n), bem como a ELS foram calculados pelo proprio

programa.

4.6.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica da superficie das NFs foi analisada utilizando o
espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) (Parkin-
Elmer, modelo Spectrum GX) no modo UATR na regido do médio 500-4000
cm™, 32 varreduras e resolucdo de 4 cm™ através do programa Spectrom Saurch

Plus.

4.6.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Para realizacdo de anélise qualitativa da composi¢cdo quimica dos
elementos quimicos das NFs, foi utilizado um espectrdmetro por dispersdo de
energia (EDS) (Bruker Nano GmbH 410, Berlin, Alemanha) associado
ao software Espirit 1.9 (Bruker, Berlin, Alemanha) no MEV (Inspect S50, FEI

Company, Brno, Republica Tcheca).
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4.7 Cultura Celular

Os procedimentos para isolamento celular e testes in vitro foram
realizados no Laboratério de Estudos Interdisciplinar de Células (LEIC) do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos — UNESP. Para o
desenvolvimento da parte in vitro, o trabalho foi submetido ao comité de ética
do ICT-Unesp (Protocolo 02/2018) (ANEXO A)

Inicialmente, foram coletadas células da medula 0ssea de fémures de ratos
machos, Rattus novergicus, Wistar albinos com idade média de 90 dias, as quais
foram isoladas e cultivadas com meio de cultura essencial minimo alfa MEM
(Gibco) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda,
Campinas Brasil) e gentamicina (500 pg/mL) (Gibco) em recipientes para
cultura de 25 mL e 75 cm? (TPP, Biosystems, Curitiba, Brasil). Essas células
foram mantidas em um meio de cultura para garantir sua viabilidade e mantidas
em estufa a uma temperatura de 37°C com umidade atmosféerica contendo 5% de
CO,. A selecdo das células mesenquimais ocorreu pela sua capacidade de adesdo
ao poliestireno, sendo expandidas até atingirem mais de 80% da ocupacéo do
recipiente. Previamente a cultura celular, todas as amostras foram submetidas a
esterilizacdo em raio ultravioleta (UV) por 30 min.

Para o plagueamento celular, apés a confluéncia, inicialmente o meio do
frasco de cultura foi aspirado com auxilio de pipeta soroldgica e descartado, as
celulas foram lavadas com PBS e foi adicionado ao frasco 3 ml da solucéo de
tripsina 0,25% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), para que as células se
desprendessem do fundo do frasco. Em seguida, o conteudo de tripsina foi
neutralizado com 6 ml de meio alfa MEM, transferido para um tubo Falcon de
15 mL (TTP, Biosystems, Curitiba, Brasil) e centrifugado em 5000 rpm por 5
min a 25°C (Centrifuga Labnet— HERMLE Z 300K, NJ, USA) com consequente
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formacdo do pellet (agregado de células). O sobrenadante do pellet foi
descartado, as celulas ressuspendidas em meio alfa MEM e distribuidas nos
pocos das placas de 24 pocos contendo as amostras. O plaqueamento celular
ocorreu com 20.000 celulas/poco, ap6s a contagem celular realizada pelo
contador automatico Countess® (Invitrogen, EUA). O desenvolvimento das
células foi avaliado por microscopia de fase invertida (Microscépio Carl Zeiss
Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany).

Os meios de cultura utilizados para o plagueamento celular foram
diferentes quanto ao seu conteudo, sendo que um deles foi 0 meio de cultura
suplementado citado acima e o outro foi 0 meio de cultura osteogénico, o qual
adicionalmente a suplementacdo, também continha 5 mg/mL de acido ascorbico
(Neon) e 2,16 g de beta glicerofosfato (Sigma-Aldrich ref 50020 ). Ambos os
meios de cultura foram trocados dos pocos a cada dois dias.

Os grupos estudados foram plagueados com: a) grupo controle celular:
celulas mesenquimais em meio osteogénico e ndo osteogénico; b) grupo PCL/
Biovidro por fusdo : células mesenquimais plagueadas com o composito (PCL/
Biovidro por fusédo) utilizando meio de cultura osteogénico e ndo osteogénico; c)
grupo PCL/ Biovidro Sol-Gel: células mesenquimais plagueadas com o
composito (PCL/ Biovidro Sol-Gel) utilizando meio de cultura osteogénico e
ndo osteogénico; d) grupo PCL: células mesenquimais plagueadas com PCL
utilizando meio de cultura osteogénico e ndo osteogénico.

Na maioria dos testes, em todos os grupos foi utilizado n=5 para repeticéo
técnica e foram realizadas duas repeti¢ces biologicas. Todos 0s testes in vitro

foram realizados de acordo com a 1SO-10993-5.
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4.7.1 Determinacéo da viabilidade celular (MTT)

Apbs 7 dias, foi realizada a confeccdo da cultura celular para anélise
quantitativa de células viaveis. Esse teste foi realizado por meio da exposicao
das ceélulas ao agente téxico pela incubacdo com MTT e avaliacdo
espectrofotométrica do MTT incorporado. No grupo controle, foram utilizadas
células mesenquimais em uma fracdo de MTT a 0,5 mg/ml em PBS preparada,
procedendo-se em seguida a incubacdo das culturas primarias com esta solucéo
por 4 h a 37°C, em estufa contendo 5% de CO,. Apds esse periodo, a solugéo de
MTT foi removida e adicionada a 500 pl da solucdo de DMSO (Dimethyl
Sulfoxide - Dimetilsulfoxido) que permaneceu nos pogos por 10 min em estufa
de CO, a 37°C. A seguir a placa foi colocada sob agitacdo por 10 min para
solubilizagdo completa do precipitado formado. Aliquotas de 100ul foram
retiradas dos pocos e transferidas para placa de 96 pocgos (Greiner) para medida
colorimétrica em leitor de microplaca no comprimento de onda 570 nm (Biotek
EL808IV).

4.7.2 Conteudo de Proteina Total

A proteina total foi quantificada apds 10 dias de cultura, de acordo com o
método modificado de Lowry et al. (1951). Apos a remocédo do meio de cultura,
0s pocos foram lavados trés vezes, com PBS a 37°C, e preenchidos com 2 ml de
lauril sulfato de sodio a 0,1% (Sigma-Aldrich), para extracdo das proteinas.
Apds 30 min, 1 ml da solucdo de cada poco foi misturada com 1 ml da solucéo

de Lowry (SigmaAldrich) e deixado por 20 min a temperatura ambiente. A esta
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mistura foi acrescentado 1ml de reagente de Folin e Ciocalteau (Sigma-Aldrich)
e deixado por 30 min a temperatura ambiente. A seguir, a absorbancia foi
aferida a 680 nm em espectrofotdmetro (Micronal AJX 1900). O conteldo de
proteina total foi calculado a partir de uma curva-padréo determinada a partir de

albumina bovina e expresso em ug/ml.

4.7.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

Foi determinada apdés 10 dias de cultura celular, nos mesmos lisados
utilizados para quantificar a proteina total, por meio da liberacdo de
timolftaleina por hidrdlise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando
kit comercial de acordo com as instru¢Ges do fabricante (Labtest Diagnostica).
Inicialmente, 50 pl de timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 ml
de tampAo dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. A solucio foi acrescentada aliquota
de 50 ul dos lisados obtidos de cada pogo, permanecendo por 10 min a 37°C em
banho-maria. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 ml de 32
Na,CO; a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. A absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (Micronal AJX 1900) utilizando comprimento de onda de 590
nm e a atividade de fosfatase alcalina foi calculada a partir de curva-padréo
usando a timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4 umol de

timolftaleina/hora/pg proteina.
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4.7.4 Adesao celular

Apbés 7 dias de cultura, a adesdo celular (n=3 para cada grupo
experimental) sobre todas as amostras foi observada ao MEV utilizando o
equipamento MEV (Inspect S50, FEI Company, Brno, Republica Tcheca).
Inicialmente, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS para remover as
células ndo aderentes e, em seguida, fixadas quimicamente com paraformaldeido
a 4% a temperatura ambiente durante 20 min. Em seguida as amostras foram
desidratadas por meio de uma série ascendente de etanol e previamente a
analise, as amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro usando um

sistema sputter-revestimento.

4.7.5 Formacéo dos nodulos de mineralizagéo

A formagdo de nodulos de mineralizagdo foi avaliada apds 14 dias de
cultura (n=4 para cada grupo experimental). Para tanto, as células aderidas
foram fixadas em solucdo de formol 10% por 2 h a temperatura ambiente. Apds
fixacdo, as amostras foram desidratadas com uma série gradual de alcool e
coradas com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Brasil), pH
4,2 por 10 min. O corante vermelho de Alizarina S cora areas que sdo ricas em

calcio.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados (MTT, Fosfatase Alcalina, Proteina Total) foram plotados
e a estatistica descritiva (média £ desvio padrdo) foi realizada. As diferencas
estatisticas entre os grupos foram analisadas por andlise de variancia 1- fator
(ANOVA) e pelo teste de Tukey para multiplas comparacgdes (p = 0,05). Para a
analise do diametro médio das nanofibras foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis (p = 0,05).

Figura 4 — Fluxograma do namero de amostras e testes
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Legenda: Fluxograma representativo do nimero total de amostras e suas distribui¢des de acordo com
0s testes realizados, tanto fisico/quimicos quanto bioldgicos.
Fonte: Elaborado pela autora.



38

6 RESULTADOS

6.1 Microscopia Eletronica por emissao de campo (FEG)

A partir das Figuras 5e 6, foi realizada a anlise das particulas dos biovidros por
Fusdo e Sol-Gel. As particulas por fusdo apresentaram auséncia de porosidades,

enguanto as particulas por Sol-Gel, demonstraram porosidades em sua
superficie.

Figura 5- Micrografia das particulas de biovidro por Fusdo e Sol-Gel
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Legenda: a) particulas de biovidro por Fusdo, b) particulas de biovidro por Sol-Gel, ambas com
aumento de 4.000 vezes.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura6 — Micrografia das particulas do biovidro por Fuséo e biovidro Sol
Gel.
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Legenda: a) particula Sol-Gel com aumento de 70.000x, b) particulas Sol-Gel com aumento de
50.000x, c) particula Sol-gel , Zoom na imagem, com aumento de 50.000x. d) particula por Fusdo
com aumento de 50.000x, e) particula por Fusdo com aumento de 20.000x, f) particula por Fuséo,
Zoom na imagem com aumento de 20.000x.

Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 7 apresenta micrografias obtidas por FEG, nas quais foi possivel
observar a presenca de particulas de biovidro nos Scaffods de PCL/biov. por
fusédo e PCL/biov. sol-gel, e a auséncia das mesmas no Scaffold de PCL. Na
Figura 8, as particulas de biovidro ficaram em evidéncia devido ao modo Retro
Espalhado, o qual permitiu observar a presenca das particulas de biovidro nao s6
na superficie, mas como também no interior das fibras do Scaffold de PCL/biov.
sol-gel. Demonstrando que as particulas obtidas por sol-gel possuem uma menor

granulometria, ficando dispersas de forma mais homogénea nas fibras de PCL.
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Figura 7 — Micrografias obtidas por FEG
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Legenda: Micrografias com aumento de 2.000, 4.000, 6.000 e 10.000 vezes, respectivamente. a)
Scaffold de PCL, b) Scaffold de PCL/biov. por fusdo, c) Scaffold de PCL/biov. sol-gel. As setas

vermelhas indicam particulas de biovidro nos scaffolds de PCL/biov. por fusdo e PCL/biov. sol-gel.
Fonte: Elaborado pela autora.



41

Figura 8- Micrografias obtidas por FEG em modo Retro Espalhado
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Legenda: Micrografias em modo Retro Espalhado com aumento de 4.000, 6.000 e 10.000 vezes,
respectivamente. a) Scaffold de PCL, b) Scaffold de PCL/biov. por fuséo, c) Scaffold de PCL/biov. sol-
gel. As setas indicam particulas de biovidro nos scaffolds de PCL/biov. por fusdo e PCL/biov. sol-gel.
Fonte: Elaborado pela prépria autora

6.1.1 Média da espessura das nanofribras

Para a afericdo do diametro das fibras, foi utilizado o programa Image J.
em seguida, foi realizada um estatistica descritiva apresentando a media e

desvio padrdo do didmetro das fibras (Figura 9). Foi também realizada uma
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estatistica inferencial, demonstrando que houve diferenca significativa entre o
diametro das nanofibras, segundo o teste de Kruskal-Wallis (p-valor = 0,0001 <
0,05).

Figura 9- Gréfico de colunas (média £ dp) e diagrama de Caixa (box-plot),

segundo o diametro dos trés tipos de nanofibras
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Legenda: a) Grafico de colunas mostrando a média + desvio padrdo, b) Diagrama de caixa (box-plot)
de comparacdo da mediana. PCL F corresponde ao Scaffold PCL/biov. por fusdo e o PCL SG ao
Scaffold PCL/biov. sol-gel.

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Foi analisado e comparado o0 grupo controle com o0s compdsitos
(PCL/biov. por fusdo e PCL/biov. sol-gel). Os grupos (PCL/biov. por fusdo e
PCL/biov. sol-gel) apresentaram em sua estrutura quimica; silica (Si-O-Si) e
fosfato (PO4), porém somente o grupo PCL/biov. sol-gel, apresentou em sua
estrutura o grupamento Silanol (SiOH), o qual proporciona uma intensa adesao
celular (Souza, 2014) (Figura 10 e 11). O scaffold sintetizado apenas com PCL,
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apresentou bandas caracteristicas do PCL puro, demonstrando que ndo ocorreu
alteracdo na composicado quimica do material durante o processo de eletrofiacéo
(Tabela 3).

Figura 10 — Espectro de infravermelho das amostras (PCL, PCL/biov. por fusédo
e PCL/biov. sol-gel)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3- Tabela representativa de ligacdes encontradas na analise FTIR

Atribuicdes Frequéncia
VibragOes de estiramento de CO 1726 cm-!
Modos de curvatura CH, 1473, 1397 e 1361 cm-!
Alongamento CH, 2942 e 2862 cm-1
Vibragoes de alongamento COC 1233, 1107 e 1042 cm-!
Estiramento de CO 1160 cm-1
Estiramento de CC 1290 cm-1

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 — Espectro de infravermelho das particulas de biov. por fusdo (V1) e

biov. sol-gel (V2)
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.3 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)
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3500

T
4000

As imagens 12 e 13 evidenciam a presenca de elementos quimicos que
comp6em os Biovidros (Si, Na, Ca, C), utilizados neste trabalho. Demonstrando

assim, a presenca de biovidro nos Scaffolds de PCL/biov. por fusédo e PCL/biov.

sol-gel.



Figura 12 — EDS do compdsito PCL/biov. por fusdo
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 13- EDS do composito PCL/biov. sol-gel
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Fonte: Elaborado pela autora.
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6.4 Determinacao da viabilidade celular (MTT)

Os grupos PCL, PCL/Biovidro por fusdo e PCL/Biovidro por sol-gel
apresentaram maior viabilidade celular que o grupo controle celular em meio
ndo osteogénico (MTS), sendo observada diferenca estatistica entre o grupo
controle e os demais (p<0,05). Entretanto ndo houve diferenca estatistica entre o
grupo PCL e o PCL/biov, produzido por sol-gel (p>0,05). O grupo
PCL/biovidro por fusdo apresentou maior nimero de celulas viaveis quando

comparado aos outros grupos (p<0,005) (Figural4).

Figura 14- gréafico de viabilidade celular, analise MTT
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na presenca de meio osteogénico (MTS-O) ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo controle Celular e o PCL/biov. produzido por sol-gel

(p>0,05), os quais diferiram estatisticamente dos grupos PCL e PCL/biov
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produzido por fusdo (p<0,05), que ndo diferiram entre si (p>0,05) e

apresentaram maior viabilidade celular que os dois primeiros grupos (Figural5).

Figura 15- gréfico de viabilidade celular, analise MTT
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.5 Conteudo de Proteina Total

Na Figura 16 observamos um grafico representativo da andlise de
quantificacdo de proteina total, sendo evidenciada a atividade metabdlica celular
em todos os grupos. O grupo de PCL/biov.por fusdo apresentou maior atividade
tanto no meio ndo osteogénico (MTS) quanto no meio osteogénico (MTS-0).
Embora, no meio ndo osteogénico nédo tenha sido observada diferenca estatistica
entre os grupos (p>0,05).

Enquanto que no meio ndo osteogénico o grupo PCL exibiu os menores
valores e diferiu de todos os grupos (p<0,05). Por outro lado, o grupo PCL/biov.

por fusdo com os maiores valores também diferiu de todos os grupos (p<0,05).
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Ja o grupo controle e o grupo PCL/biov. por sol-gel ndo diferiram entre si
(p>0,05).

Figura 16- Grafico do conteudo de proteina total
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Fonte: Elaborado pela autora

6.6 Conteudo de Fosfatase Alcalina

Na presenca de meio osteogénico (MTS-O) os scaffolds de PCL e
PCL/Biovidro por fusdo ndo exibiram diferenca estatistica na expressdo de ALP
quando comparados ao grupo controle (p>0,05). Entretanto o grupo PCL/biov.
por sol-gel, que exibiu a expressdo mais alta de ALP, apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao grupo Controle celular e PCL/biov. por fusdo
(p<0,005) (Figura 17).

Na cultura celular com meio ndo osteogénico, também os grupos PCL e
PCL/biovidro por fusdo ndo exibiram diferenca estatistica na expressao de ALP
quando comparados ao grupo controle (p>0,05). Novamente, o grupo PCL/biov.
por sol-gel, exibiu a expressdo mais alta de ALP e apresentou diferenca

estatistica com o grupo Controle celular e PCL (p<0,005) (Figura 17).
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Figura 17- Grafico representativo da atividade da fosfatase alcalina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.7 Adesao celular

Figuras de 18 a 21 apresentam amostras representativas da adesao celular
sobre os sacaffolds de PCL, PCL/biov. por fusdo e PCL/biov. sol-gel. Apds 7
dias de cultura, as amostras foram analisadas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) para evidenciacao da interacdo celular sobre as amostras. Foi
possivel observar que todos os scaffolds proporcionaram um espraiamento

celular de forma satisfatoria.
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Figura 18- Fotomicrografia por MEV

Adesao celular (MTS-0)

Legenda: )caffold PCL, b) affold PL/ividro por séo, C) cffld/Biovidr oI—geI.
Aumento de 2000x em todas as figuras.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 19- Fotomicrografia por MEV

Adesao celular (MTS-0O)

Legenda: a) Scaffold PCL. Seta indicando particula do corante vermelho de Alizarina, b) Scaffold de
PCL/Biovidro por fusdo. Seta indicando aparente nddulo ésseo, c) Scaffold PCL/Biovidro sol-gel. Seta
indicando aparente nédulo 6sseo. Aumento de 4000x em todas as figuras.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 20- Fotomicrografia por MEV
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Legenda: ) ald PCL, b)ScaffoId d Ciovidro po fuséo, c) cffo CL/Biovio sol-gel.
Aumento de 800 em todas as Figuras.
Fonte: Elaborado pelo autora.
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Figura 21- fotomicrografia por MEV
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Legenda: a) Scaffold PCL, eta indicadocristal do corane vermelho d Alizarna, b) Saffold de
PCL/Biovidro por fusdo, c) Scaffold PCL/Biovidro sol-gel. Aumento de 2000x em todas as Figuras.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.8 Formacéo de nddulos de mineralizagéo

A formacdo de nodulos de mineralizacdo foi avaliada apos 14 dias de
cultura celular. Em meio de cultura ndo osteogénico (MTS), apenas 0S grupos
PCL/biov. por fusdo e PCL/biov. sol-gel , apresentaram formacédo de nodulos de
mineralizacdo (Figuras 22, 23 e 24). Em meio de cultura osteogénico (MTS-0),
todos os grupos PCL, PCL/biov. por fusdo, PCL/biov. sol-gel e grupo controle
celular apresentaram formacéo de nddulos de mineralizacdo como evidenciado

na Figura abaixo (Figura 25).
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Figura 22- Auséncia de nodulo de mineralizagdo evidenciado no grupo Scaffold

PCL (a) e Controle celular (b) em meio néo osteogénico (MTS)
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Legenda: (a) scaffold PCL, indicado pela seta, (b) controle celular. Ambos em meio ndo osteogénico.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 23- Nddulo de mineralizacdo evidenciado proximo ao scaffold do grupo

PCL/biov. por fusdo em meio ndo osteogénico (MTYS)
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Legenda: As setas em vermelho indicam o scaffold PCL, enquanto as setas pretas indicam os nddulos
de mineralizacéo.
Fonte: Elaborado pela autora.



53

Figura 24- Nddulo de mineralizacdo evidenciado proximo ao scaffold do grupo

PCL/biov. sol-gel em meio ndo osteogénico (MTS)
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Legenda: As setas indicam os nodulos de mineralizagao.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 25- Nodulos de mineralizacdo nos grupos PCL, PCL/biov. por fuséo,

PCL/biov. sol-gel, controle celular

Meio osteogénico Meio osteogénico
Scaffold PCL

Scaffold PCL/Biov. Por fusdo

Meio osteogénico
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Legenda: Noédulos de mineralizacdo foram observados em diferentes regides e pocos de cultura,
estando proximos aos scaffold amostra. As setas indicam os nodulos de mineralizacdo em todas as
amostras, em meio osteogénico (MTS-0)

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.9 Potencial Zeta

A anélise por potencial Zeta mostrou a reatividade da superficie das
particulas de biovidro por fusdo e por sol-gel. Sendo o potencial Zeta,
influenciado de acordo com o meio o qual as particulas interagem. Quanto
maior o valor do potencial Zeta em modulo maior € a estabilidade das particulas
no meio. Os valores obtidos evidenciaram um maior valor em mddulo, nas

particulas de biovidro por sol-gel (Tabela 4).

Tabela 4 — Potencial Zeta dos biovidros por fuséo e sol-gel

Potencial Zeta (mV) (biov. por fuséo) | Potencial Zeta (mV) (biov. sol-gel)

0,69 -22,70
0,37 -23,54
0,62 -18,61
0,56 -21,62

Fonte: Elaborado pela autora.
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7 DISCUSSAO

Defeitos 0sseos gerados por doengas como a periodontite ou extracdo do
elemento dental, por vezes impossibilitam a reabilitacdo por meio de implantes
(Marton et al., 2017). Visando restabelecer esses sitios afetados, membranas
reabsorviveis e ndo reabsorviveis foram desenvolvidas, atuando como
osteoindutora/condutora ou apenas como uma barreira entre o tecido conjuntivo
e 0sseo, respectivamente (Gordh et al., 1998).

Membranas ndo reabsorviveis como as de Politetrafluoretileno - densa
(PTFE), atuam como um arcaboug¢o, mantendo o coagulo ou material de
preenchimento em posicdo impedindo que o tecido conjuntivo prolifere no
interior do defeito 0sseo, proporcionando um ambiente favoravel para reparacéo
Ossea (Barber et al., 2007). J& as membranas reabsorviveis, possuem em sua
composicdo particulas como hidroxiapatita que induz a diferenciacdo e
proliferacdo de células osteogénicas, proporcionando assim uma 6sseo-inducéo
e 0sseo-conducdo (Shebi, Lisa, 2018).

Apesar das membranas reabsorviveis disponiveis no mercado
proporcionarem uma acao 0sseo-indutora e condutora eficiente, possuem um
alto custo tanto para o odontdlogo quanto para o0 paciente, por vezes
impossibilitando o seu uso. Esse estudo teve como objetivo sintetizar um
scaffold de PCL com particulas de biovidro por dois diferentes métodos de
obtencdo (Fusao e sol-gel), os quais possuem uma bioatividade capaz de induzir
a diferenciacéo e proliferacdo de células ostegénicas. Esse material possibilitaria
a reparacao dos defeitos dsseos por 6sseo-inducdo e conducdo, porém com um
baixo custo de producéo ao contrario das membranas ja existentes.

Testes com cultura celular proporcionam uma analise minuciosa da
interacdo entre as células e o material analisado. O método de cultura celular

viabiliza um meio com condicBes controladas para o estudo (Béchle, Ralf,



S7

2004). Neste trabalho a biocompatibilidade dos scaffolds de PCL/Biovidro por
fusdo ou sol-gel, foi analisada por testes in vitro, seguindo os parametros de
adesdo, proliferacdo, viabilidade celular, contetdo de proteina total, atividade de
fosfatase alcalina e formagdes nodulares de matriz mineralizada. Essa
metodologia foi utilizada em estudos in vitro com objetivos semelhantes (Silva
etal., 2018)

A biocompatibilidade do material esta relacionada a forma com que as
células interagem com a superficie do mesmo, demonstrando aspectos como
uma boa adeséo e espalhamento, isso influenciara diretamente na proliferacdo e
diferenciagéo celular (Bowers et al., 1992). Neste estudo, podemos observar que
a adesdo celular, em todos os grupos (PCL, PCL/Biovidro por fusdo e
PCL/Biovidro por sol-gel) apresentaram células aderidas ao scaffold como pode
ser observado nas micrografias realizadas por MEV apos 14 dias (Figura 18 a
21).

O teste realizado para avaliar a viabilidade celular foi o MTT, sendo uma
analise colorimétrica realizada neste estudo num periodo de 7 dias, fornecendo
evidéncias da predilecdo e biocompatibilidade do material estudado (Pino-
Minguez et al., 2015). Os grupos PCL, PCL/Biovidro por fusdo e PCL/Biovidro
por sol-gel apresentaram maior viabilidade celular que o grupo controle celular
em meio ndo osteogénico, corroborando com Rodrigues et al. (2015) o qual
mostrou que o PCL auxilia numa maior viabilidade celular (Rodrigues et al.,
2015) (Figura 14).

O grupo PCL/Biovidro por sol-gel apresentou uma menor taxa de
viabilidade celular que o grupo PCL/Biovidro por fusdo, corroborando com os
resultados da andlise de Potencial Zeta (Tabela 4), no qual mostrou uma maior
carga em modulo nas particulas de biovidro por sol-gel (21.62), evidenciando a
presenca de grupos funcionais silanol (Si-OH) na superficie das particulas

permitindo uma maior reatividade entre o silicio (Si) e 0 meio celular o que de
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acordo com Mestres et al. 2012 reduz a proliferacdo em detrimento a uma
melhora na diferenciacdo celular (Mestres et al., 2012; Arcos, Greenspan, 2002).

O processo de diferenciacdo osteoblastica possui marcadores que indicam
a osteogenicidade. De acordo com o estudo realizado por Farley e Baylink
(1986), o marcador de maior relevancia de diferenciacdo osteoblatica é a
fosfatase alcalina (ALP) (Farley, Baylink., 1986). Para a avaliacdo do processo
de diferenciacao celular, foi realizado o cultivo celular em dois diferentes meios,
sendo um o meio que possui acido ascorbico e B-glicerolfosfato que contribuem
com a diferenciacéo celular, meio osteogénico (MTS-O), e 0 outro com auséncia
desses aditivos, meio ndo osteogénico (MTS). Neste trabalho, o meio
osteogénico proporcionou condigdes em que o biovidro ndo atuou como Unico
agente na diferenciacdo celular, assim os scaffolds de PCL e PCL/Biovidro sol-
gel ndo exibiram diferenca estatistica na expresséo de ALP, ocorrendo formacao
de nédulo de mineralizagcdo em todos os grupos (Figura 25).

Quando foi utilizado o meio ndo osteogénico o biovidro tornou-se o Unico
agente indutor de diferenciacdo, sendo o scaffold composto de PCL/Biovidro
sol-gel o maior promovedor de diferenciacéo, exibindo diferenca estatistica com
relacdo a expressao de ALP quando comparado aos outros grupos, corroborando
com Leonor et al. (2011), o qual demonstrou a influéncia direta do grupamento
silanol (Si-OH) no processo de diferenciacédo celular (Leonor et al., 2011)
(Figura 17).

Além disso, trabalhos como o de Xiaoxia Yan et al. (2004) e Bowers et al.
(1992) correlacionam a elevada taxa de diferenciacdo celular com a topologia
do material, demonstrando que uma superficie mais irregular ou com presenca
de porosidade proporciona uma melhor interacdo entre célula e material, o que
pode ser observado na micrografias obtidas por FEG, nas quais observamos uma
superficie solida e com auséncia de porosidades no biovidro por fusdo enquanto

as particulas de biovidro por sol-gel apresentam presenca de porosidades em sua
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superficie, auxiliando na inducdo de diferenciacdo (Yan et al., 2004; Bowers et
al., 1992) (Figura 6).

O scaffold de PCL/Biovidro por fusdo embora tenha exibido valores
acima do grupo PCL e controle celular no meio ndo osteogénico, ndo foi capaz
de induzir com eficécia a expressdo de ALP, indo ao encontro com os resultados
de potencial zeta no qual os valores demonstram uma carga reduzida e positiva
na superficie das particulas de biovidro por fusdo, sugerindo a presenca reduzida
de grupos funcionais, ao contrario das particulas por sol-gel. Outro fator
influenciador neste resultado é auséncia do grupamento funcional silanol (Si-
OH) nas particulas por fusdo, como pode ser observado no grafico obtido por
FTIR (Figura 11), grupamento esse que segundo Zhong e Greenspan (2000)
quando em contato com um meio aquoso, proporciona a formacdo de
Hidroxiapatita Carbonatada (HCA) na superficie da particula de biovidro em
poucos minutos, favorecendo a interagdo com o tecido 06sseo (Zhong,
Greenspan, 2000).

Apesar da baixa expressdo de ALP, o grupo PCL/Biovidro por fuséo foi
capaz de induzir a formacdo de noddulos de mineralizacdo em meio néo
osteogénico, assim como o grupo PCL/Biovidro por sol-gel, corroborando com
estudos na literatura que relataram que os valores de ALP podem néo ser
proporcionais a inducdo de formacdo de nddulos (Hoemann et al., 2009)
(Figuras 23 e 24). Ao contrario dos grupos que possuem biovidro, 0s grupos
PCL e controle celular ndo foram capazes de induzir a formacgéo dos nodulos de
mineralizacdo em meio ndo osteogénico, demonstrando a importancia do silicio
presente em ambos os biovidros na formacdo da matriz éssea imatura (ostedide)

como observado no trabalho de (John et al., 1970) (Figura 22).
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8 CONCLUSAO

Concluimos que o sccaffold de PCL proporciona um meio favoravel para
adesdo e proliferacdo celular, porém a adicdo das particulas de biovidro
intensificam o processo de diferenciacdo celular e formacdo de matriz 6ssea,
principalmente o biovidro obtido pelo método sol-gel por apresentar uma maior
reatividade. Assim, o biovidro poderd atuar de forma ativa no processo de

regeneracao, favorecendo uma reparacdo adequada no defeito 0sseo.
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