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RESUMO

A angiogénese tem sido estudada em terapias como o tratamento de insuficiéncia
vascular periférica, terapias antigénicas e reducdo do fluxo sanguineo que chega a
comprometer os tecidos, sendo também um processo importante nas abordagens de
regeneragdo tecidual usando biomateriais. Os biomateriais compreendem uma
representativa fracdo dos produtos utilizados na area de satide. Dentre estes, os vidros
bioativos (VB) tém demonstrado flexibilidade de composi¢do que permite a
incorporagdo de diferentes ions com atividades fisiologicas e propriedades terapéuticas.
O cobalto (Co) ¢ um ion terapéutico que estimula a formacdo de novos vasos
sanguineos pela ativagdo do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e pelo
fator induzivel por hipdxia subunidade 1 A (HIF1A). Scaffolds hibridos de poli (alcool
vinilico) e vidro bioativo aparecem como uma estratégia promissora para acelerar o
reparo tecidual. No entanto, os efeitos dos vidros incorporados com Co na angiogénese
precisam ser investigados mais detalhadamente. Também ndo existem estudos em
scaffolds hibridos, utilizando o método sol-gel e um sistema de formacdo de espuma,
com a incorpora¢ao direta do ion terapéutico cobalto. Nesse contexto, este trabalho teve
como objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial angiogénico de VBs
derivados do processo sol-gel contendo Co em sua estrutura, e de scaffolds hibridos
contendo Co. Analises estruturais confirmaram a presenca de Co na estrutura dos vidros
bioativos e dos scaffolds hibridos. A viabilidade in vitro de células expostas a diferentes
concentragdes do produto idnico (PI) dos materiais ndo foi alterada. Demonstrou-se,
através do ensaio de formagdo de tubos com HUVECs, que o PI do VB 2,5% de Co
mimetiza o desempenho do VEGFA na indugdo de formacao de vasos sanguineos. Foi
observado ainda o aumento da expressdo dos genes VEGFA e HIF1A, apds 14h de
contato com o PI. Através dos estudos in vivo em ratos Wistar, mostrou-se que o VB
incorporado com Co em sua estrutura foi capaz de aumentar a expressao de VEGFA e
HIF1A, caracterizando uma estimulacdo do processo de angiogénese devido a liberagdo
de Co. J& nos estudos com os scaffolds hibridos apds a incorporacao do Co, observou-se
a formacdo de hidroxiapatita e excelente viabilidade celular nos ensaios in vitro. A
incorporagdo de Co em VBs e scaffolds hibridos apresentou-se como promissora
estratégia para aprimoramento do seu potencial para a angiogénese e engenharia de
tecidos.

Palavras-chave: poli (alcool vinilico), vidro bioativo; sol-gel, formagdo de espuma,

cobalto.
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ABSTRACT

Angiogenesis has been studied in therapies such as the treatment of peripheral vascular
insufficiency, antigenic therapies and reduction of blood flow that can compromise
tissues, and it is also an important process in tissue regeneration approaches using
biomaterials. Biomaterials comprise a representative fraction of the products used in the
health area. Among these, bioactive glasses (BGs) have demonstrated flexibility in
composition that allows the incorporation of different ions with physiological activities
and therapeutic properties. Cobalt (Co) is a therapeutic ion that stimulates the formation
of new blood vessels by activating vascular endothelial growth factor A (VEGFA), and
by the hypoxia inducible factor 1 subunit A (HIF1A). Hybrid scaffolds made of poly
(vinyl alcohol) and bioactive glass appear as a promising strategy to accelerate bone
tissue repair. However, the effects of glasses incorporated with Co on angiogenesis need
to be investigated in more detail. There are also no studies on hybrid scaffolds, using the
sol-gel method and a foaming method, with the direct incorporation of the therapeutic
ion cobalt. In this context, this work aimed to develop, characterize and evaluate BGs
derived from the sol-gel process, containing cobalt in its structure, and of hybrid
scaffolds containing Co. Structural analyzes confirmed the presence of Co in the
structure of bioactive glasses and hybrid scaffolds. The in vitro viability of cells
exposed to different concentrations of the ionic product (IP) of the materials has not
been altered. It was demonstrated, through the tube formation test with HUVECS, that
the IP of the BG containing 2.5%Co mimics the performance of VEGFA in the
induction of blood vessels formation. It was also observed an increase in the expression
of the VEGFA and H1F1A genes, after 14 hours of contact with the IP. Through in vivo
studies in Wistar rats, it was shown that the BG incorporated with Co in its structure
was able to increase the expression of VEGFA and H1F1A, characterizing a stimulation
of the angiogenesis process due to the release of Co. For the hybrid scaffolds after the
incorporation of Co, the formation of hydroxyapatite and excellent cell viability were
observed in in vitro tests. The incorporation of Co in BGs and hybrid scaffolds proved
to be a promising strategy to improve its potential for angiogenesis and tissue

engineering.

Keywords: polyvinyl alcohol, bioactive glass; sol-gel, foaming, cobalt.



Capitulo 1. INTRODUCAO

O processo bioldgico em que os vasos preexistentes formam novos vasos ¢ chamado
angiogénese '3, um processo extremamente importante na regeneragdo de um tecido.
Os vasos fornecem nutrientes e retiram residuos e sua falta ¢ um dos problemas para
construgdo de scaffolds ou construgdes projetadas implantadas no corpo *. Um dos
maiores desafios enfrentados no campo da engenharia de tecidos (ET) ¢ promover o
crescimento da vasculatura nos tecidos manipulados, permitindo a integrag@o suficiente
do tecido ao hospedeiro. Um scaffold ideal deve possuir propriedades angiogénicas
inatas ou incorporar fatores de crescimento que promovam a vascularizagio °. A falta de
vascularizagdo pode levar a falha desta integracdo entre o tecido e o hospedeiro. Para se
obter angiogénese, o0 uso de proteinas e genes que codificam para fatores de crescimento
sd0 métodos iniciais que podem ser associados aos biomateriais na forma de matrizes
porosas bioativas. Uma estratégia alternativa ¢ direcionar a via celular do Fator
induzivel por hipoxia (HIF), que responde a baixa concentra¢do de oxigénio (hipoxia) e
resulta na ativacdo de uma cascata de genes pro-vasculogénicos criticos para a

angiogénese, incluindo o VEGFA, imitando assim a resposta regenerativa normal.

A ET ¢ um campo interdisciplinar que tem crescido rapidamente na area da satde,
dedicado a fabricacdo de tecidos e o6rgaos intactos através de biomateriais, imitando o
desenvolvimento bioldgico natural. Seu principal objetivo é regenerar componentes
biologicos para uma eventual terapia de substituicdo por meio da manipulagdo de
células, materiais de scaffolds, naturais ou sintéticos, que suportam células e moléculas
bioativas ©. Sdo utilizadas trés ferramentas fundamentais pela ET para a regeneragdo dos

tecidos: células, moléculas sinalizadoras e matrizes porosas .

Matrizes porosas obtidas a base de ceramicas bioativas tém sido estudadas como
estrutura para crescimento de tecido 6sseo e para vascularizagdo 3. O processo por
agentes formadores de espuma resulta em estruturas de poros orientadas !°. Materiais
hibridos a base de polimeros biodegradaveis associados com vidros bioativos (VBs)
oferecem resisténcia mecanica e rigidez, além da melhora nas propriedades mecanicas,
quando comparados com seus componentes individuais ''!2. Esses materiais sdo de
particular interesse para a ET, pois materiais hibridos organico-inorganico sdo materiais

sintéticos intimamente misturados, onde pelo menos um dos dominios tem dimensdes



variando de poucos angstrons a varios nandmetros. As condi¢des de sintese promovidas
pelo processo sol-gel tais como, precursores organometalicos, baixa temperatura de
processamento e versatilidade do estado coloidal permitem a mistura de componentes
organicos e inorganicos na escala nanométrica em praticamente qualquer proporcao de

mistura 13-14,

Dentre os varios materiais aplicados nesta area, o poli (alcool vinilico) (PVA) tem sido
frequentemente explorado como material de implante em aplicagdes biomédicas,
aproveitando de sua excelente resisténcia mecanica, biocompatibilidade e baixa
toxicidade !'>1®. Outro material sdo os VBs que surgiram como uma alternativa aos
materiais inertes utilizados como implantes, dando origem ao campo dos materiais
bioativos, caracterizados como aqueles que podem provocar uma reagdo controlada em
ambiente fisiologico levando a regeneracdo do tecido, que induzem uma resposta
especifica em sua superficie quando implantados, resultando na formagdo de uma forte

ligagdo entre o tecido e o material -8,

Os VBs permitem uma grande flexibilidade em sua composi¢do, sendo possivel a
incorporagdo de varias concentracdes de diferentes ions com atividades fisioldgicas e
propriedades terapéuticas, que sdo liberados durante o processo de dissolugdo do
material '*2°. O cobalto (Co) é um ion que tem chamado a aten¢do de estudiosos por ser
um ifon que estimula a angiogénese a partir do mecanismo de hipdxia, estabilizando o
fator de transcrigdo HIFIA 2!22 que depois se transloca no nucleo para estimular a
regulacdo positiva de genes pro-vasculogénicos como o fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGFA), influenciando a formagdo de novos vasos sanguineos, tendo
importante papel na regeneracdo de tecidos. VBs contendo esse ion tém sido avaliados
para aplica¢do na ET 23, apresentando aumento na expressdo de VEGFA ?* e do HIF %°.
Essa abordagem foi adotada como uma potencial estratégia de neovascularizagdo em

26,27 - Recentemente, vidros bioativos liberadores de cobalto foram

varios estudos
desenvolvidos 28, e sua capacidade de ativar a via HIF sob condi¢gdes normoxicas foi

demonstrada %°.

Foi desenvolvido um trabalho por nossa equipe de pesquisa onde relatamos a sintese de
um vidro sol-gel incorporado com 2,5% de CoO e uma avaliagdo preliminar de

biocompatibilidade foi realizada in vitro *°. Foi realizado um estudo de liberagdo id6nica



mostrando que o vidro bioativo na composi¢ao 58S mostrou a capacidade de liberar Co
dentro da faixa considerada terapéutica. Além disso, foi realizado estudo in vivo, no
qual foi observado infiltrado celular na camada profunda da derme, adjacente ao local
onde o material foi inserido, compativel com os estagios iniciais da cicatrizagdo. No
entanto, tornou-se necessario aprofundar o estudo da angiogénese com experimentos
complementares in vitro e in vivo, ¢ também em scaffolds hibridos, como uma
abordagem para expandir o conhecimento de seus efeitos e subsequente aplica¢do para

angiogénese.

Sendo assim, o foco desse trabalho foi incorporar o ion terapéutico Co as
microparticulas de VB e aos scaffolds hibridos de PVA e VB, utilizando a associagao
dos métodos sol-gel e de formagdo de espuma, visando melhorar as propriedades
mecanicas e estruturais desses biomateriais e, o mais importante, promover a
angiogénese que € vital para a regeneragdo Ossea 3!*2, Especificamente, os objetivos
foram avaliar os efeitos da incorporagdo do Co nas propriedades estruturais e biologicas

in vitro e in vivo desses biomateriais e sua capacidade de expressao angiogénica.

Esta tese de doutorado estd dividida em capitulos para o melhor entendimento das
etapas de trabalho realizadas. O capitulo 2 apresenta o objetivo geral do trabalho, assim
como os objetivos especificos desta tese de doutorado. Uma revisdo da literatura ¢
apresentada no Capitulo 3, com foco na descricdo do PVA, processamento, estrutura,
propriedades de VBs e sobre a angiogénese. Os Capitulos 4 e 5 apresentam os
resultados obtidos durante a execucdo desse trabalho. Esses capitulos foram
apresentados na forma de artigos, e divididos de acordo com os seus objetivos

especificos.

No Capitulo 4, ¢ apresentado o estudo de VBs incorporados com Co, um ion terapéutico
com capacidade de aprimorar o processo de angiogénese, obtidos pelo processamento
sol-gel, e o efeito dessa incorporagdo na estrutura do material. Foi avaliado o potencial
angiogénico dos VBs incorporados com Co através de estudos biologicos in vitro e in
vivo. Foi estudada a expressao de diferentes marcadores da diferenciagdo angiogénica
em Células Endoteliais de Veia Umbilical Humana (HUVECs) que foram expostas ao

produto i6nico (PI) dos VBs.



O Capitulo 5 descreve o estudo de scaffolds hibridos de PVA e VB com a incorporacao
de cobalto em sua estrutura. Neste capitulo ¢ apresentado o efeito da incorporacdo do
Co na estrutura dos scaffolds hibridos, nas propriedades mecanicas e de dissolugdo.
Estudos biologicos in vitro dos scaffolds hibridos foram realizados, assim como a
validade do processo de esterilizacdo dos scaffolds hibridos, a biocompatibilidade em
HUVEC:s através do produto idnico destes scaffolds, bem como o crescimento celular e
o crescimento de microorganismos. Por fim, as consideracdes finais sobre este trabalho
de Doutorado sdo apresentadas no Capitulo 6, assim como sugestdes para trabalhos

futuros no Capitulo 7.



Capitulo 2 . OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral estudar o potencial angiogénico da incorporagdo

de Co em vidro bioativo pelo processo sol-gel, através de experimentos in vitro € in

vivo, e o desenvolvimento de scaffolds hibridos de poli (4lcool vinilico)/vidro bioativo

obtidos pelo processo sol-gel, utilizando o método de formagdo de espuma, e avaliar o

efeito da incorporacdo desse ion terapéutico nas propriedades estruturais e bioldgicas

dos materiais.

2.2 Objetivos Especificos

Estudar o efeito da incorporagdo de Co nas propriedades estruturais de pastilhas
de vidro bioativo derivados do processo sol-gel com 2,5% de CoO (% molar);
Avaliar a viabilidade celular de HUVECs expostas ao PI das pastilhas;

Analisar a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA) por
HUVECs ap6s 20h de exposi¢ao ao PI dos vidros bioativos.

Averiguar a expressdo génica do HIFIA e do VEGFA com 14h e 20h de
exposicao ao produto idnico em HUVECs.

Investigar a formagao de novos vasos sanguineos na regido profunda da derme
de ratos ap6s 28 dias de implante de pastilhas de vidro bioativo incorporadas ou
nao com Co;

Obter scaffolds hibridos de poli (4lcool vinilico) e vidros bioativos contendo 5 e
10% de CoO (% molar) derivados da composi¢cdo 58S pelo processo sol-gel e
método de formagao de espuma;

Analisar a composi¢do quimica e o efeito da incorporacio de Co nas
propriedades térmicas e estruturais dos scaffolds hibridos.

Avaliar o perfil de dissolucdo dos scaffolds hibridos em fluido corporal
simulado.

Verificar a eficacia da esteriliza¢do nos scaffolds hibridos esterilizados a 4 kGy;
Analisar a viabilidade de HUVECs ap6s exposicdo ao produto ionico dos
scaffolds hibridos;

Avaliar do crescimento celular ap6s exposicdo ao produto i6nico dos scaffolds

hibridos em diferentes concentragdes de CoO (5% e 10%).



Capitulo 3 . REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia de Tecidos
A engenharia de tecidos (ET) surgiu como uma abordagem promissora nas Ultimas duas
décadas para a regeneracao de tecidos e 6rgdos lesionados ou perdidos como resultado

de lesdes traumaticas, doencgas e envelhecimento3—33

, que permanece como um desafio
significativo na clinica. A ET compreende estudos de células para fisiologia e biologia
tecidual, bem como a interacao destas células com os biomateriais, sendo destinada a

promover a regeneragdo da lesdo pela restauragdo funcional de um tecido ou 6rgio 3.

A defini¢do da ET ¢ ampla e pode incluir dispositivos que sejam acelulares ou celulares.
No caso de dispositivos acelulares, haverd crescimento do tecido pré-existente através
do implante. J& nos dispositivos celulares, existird o fornecimento de novas células ao
sitio de implante, o que aumentara a populacdo de células existentes ou ird reintroduzir

a populagio de células ausentes 7.

A obtencao de tecidos doadores que sdo desenvolvidos dentro de matrizes com células
especificas ¢ alvo no campo da ET, onde estas células podem ser implantadas
diretamente no local destinado, ou estimuladas a se proliferarem de maneira organizada
em cultura tecidual externa, onde podem ter seu crescimento orientado por meio de um
substrato, denominado scaffold. Apds a cultura celular, o tecido ¢ implantado no local

previamente definido .

A presenga de um material que age como uma superficie de adesdo e promocao do
crescimento celular € essencial, pois permite a sinalizagdo entre as células, a producao
de moléculas bioativas e a formacdo de matriz extracelular, favorecendo, assim, a
regeneracdo tecidual *°. Através da fabricagdo de matrizes estruturais, da inclusdo de
células e da incorporacdo de moléculas indutoras, acredita-se ser possivel facilitar o

mecanismo de regeneragao.

As matrizes estruturais utilizadas sdo produzidas a partir de diferentes tipos de
biomateriais e devem possuir propriedades adequadas para o tecido ao qual se deseja
substituir *°. A matriz ou o scaffold constitui o componente principal e é responsavel

por providenciar formacdo da estrutura necessaria e apropriada para o suporte do



componente celular 3. Os scaffolds sio materiais temporarios estruturados
tridimensionalmente, possuem matriz porosa com poros interconectados que
desempenham um importante papel de guiar o crescimento celular in vitro ou in vivo. O
local e a resposta sistémica dos tecidos para os implantes compreendem um aspecto de

biocompatibilidade .

Langer e Vacanti *3 discutiram e descreveram como o campo da ET poderia contribuir
para fornecer solucdes clinicas. Eles destacaram diversas vezes a importancia da
utilizagdo de biomateriais na engenharia de tecidos, relatando o tratamento da doenca de
Parkinson e a regeneracdo de nervos periféricos para projetar o modelo de transplantes

vasculares e a recuperacao da cartilagem.

Um biomaterial pode ser definido como qualquer tipo de material utilizado para
fabricacdo de dispositivos para substitui¢ao de uma parte ou de uma funcao do corpo, de
maneira aceitavel fisiologicamente, sendo de origem natural ou sintética. Essa
substituicdo deve ser realizada de forma segura, confidvel e econdmica. Todo material
usado in vivo deve ser aprovado pela FDA (United States Food and Drug
Administration). No Brasil, existem leis e normas a serem seguidas, como o0s
regulamentos éticos e de bem-estar animal do Governo Brasileiro (lei 11794/2008) e as
normas da Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM). O sucesso de um
biomaterial ou de um implante depende de trés fatores principais: a biocompatibilidade
do implante, o estado de saude do paciente beneficidrio e a competéncia do cirurgido

que implanta e monitora seu progresso 3’

Os biomateriais sao amplamente usados para aplicacdes médicas. Seu uso envolve
crescimento celular em cultivo, ensaios em laboratorios clinicos, matrizes de
diagnodsticos genéticos e diversos tipos de implantes. Estudos prévios afirmam que a
combinagdo de células e biomateriais podem resultar em reparo tecidual rapido,
previsivel e controlado *'. Em um estudo realizado por Won et al. ** foi produzido um
scaffold microestruturado a base policaprolactona para ser usado na regeneracdo de

tecidos. Ryan et al. 3

desenvolveram um scaffold de colageno e vidro bioativo com
cobre, para exercerem fun¢do osteocondutora e de cicatrizagdo 6ssea como uma opcao
de tratamento de Osteomielite em idosos. Os biomateriais sdo essenciais para

auxiliarem a vascularizacdo e regeneracao Ossea.



3.2 Angiogénese

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig para descrever
a vascularizagdo na placenta. O estudo sistematico da angiogé€nese teve inicio com
Judah Folkman e, progressivamente, foram desenvolvidos varios modelos in vitro e in
vivo para o estudo de seus mecanismos moleculares, modulagdo e a sua importancia nos

processos fisiologicos e patologicos #4.

Um importante esclarecimento de discussdes especificas envolvendo vascularizagdo ¢ a
terminologia a ser usada: angiogénese ou vasculogénese. Esses dois termos sdo
geralmente usados intercambiaveis na literatura, mas permanecem como entidades
diferentes, sendo que, a angiogénese ¢ estritamente a formag¢do de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes, enquanto que a vasculogénese resulta da
diferenciagdo de células progenitoras endoteliais (EPCs) *° e esta presente no estagio de
desenvolvimento precoce de um organismo quando vasos sanguineos sdo originalmente
formados 4. Na vasculogénese ocorre a diferenciagdo de células endoteliais a partir de
angioblastos durante o desenvolvimento embrionario 3, mas também pode estar presente

em outras fases da vida, como na gestacao por exemplo.

A matriz extracelular (MEC) ¢ essencial para todos os estdgios da angiogénese. No
adulto, a angiogénese comeca com a ativacao da célula endotelial (CE), degradacao da
membrana basal, ¢ brotamento vascular dentro da matriz intersticial. Sinais moleculares
essenciais para todos os estagios da formacdo de vasos sanguineos sdo fornecidos pela
MEC 4748, Nos estagios iniciais, fatores de crescimento estimulam células endoteliais
(CEs) em vasos sanguineos pré-existentes, fazendo com que as CEs liberem enzimas
denominadas proteases, as quais degradam a membrana basal. A MEC permite que as
células migrem para os vasos existentes, proliferem na matriz circundante, ¢ formem
brotos ligantes aos vasos nas proximidades *¢. A Figura 3.1 mostra a cascata de eventos

da angiogénese, que esta descrita a seguir.
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Figura 3-1. Cascata de eventos de angiogénese.
Fonte: THE ANGIOGENESIS FOUNDATION, 2016 %,

O processo de angiogénese em um adulto saudavel ocorre como uma série ordenada de
eventos. Os vasos sanguineos fornecem nutrientes e oxigénio por todo o corpo, e sdo
constituidos por tecido conjuntivo, tecido muscular liso, endotélio e possuem um
revestimento interno de CEs montado por pericitos (a membrana basal) embutidos no
compartimento estromal (vérias células estromais e MEC). Em adultos saudaveis, um
balango da sinalizagdo de fatores de crescimento mantém as células endoteliais num
estado de repouso ou de laténcia. Para monitorar e fornecer quantidades suficientes de
oxigénio aos tecidos circundantes, os vasos sanguineos tém receptores induzidos por
oxigénio ou hipdxia e receptores que permitem, através da remodelagdo do vaso, o
ajuste do fluxo sanguineo em conformidade. A hipdxia ou outros sinais endogenos
ativam células e induzem a liberacdo de fatores de crescimento e peptideos, tais como
VEGFA, Ang-2, FGF e quimiocinas, para promover o crescimento de novos capilares
sanguineos a partir de vasos pré-existentes. Os pericitos destacam-se do vaso
(sinalizagdo de Ang-2), e as células endoteliais sdo ativadas e perdem o seu contato
proximo a medida que o vaso dilata (sinalizagdo de caderina VE). Na formagdo de
brotos, seleciona-se uma célula de ponta (sele¢do influenciada por Neuropilina, VEGFA
/ VEGFR e NOTCH / DLL4 e JAGGEDI1) que libera metaloproteinases de matriz
(MT1-MMP) para degradar a membrana basal e remodelar a MEC. As células da ponta
sdo polarizadas e estendem numerosos filopddios para guiar a migragdo do broto (via

sinais de orientacdo de semaforinas, efrinas e integrinas) em direcdo a estimulos
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angiogénicos (gradiente de VEGFA). As células de ponta sdo principalmente
migratdrias e ndo proliferam. Células Stalk seguem a célula da ponta e proliferam,
estendendo o brotamento. As células de proliferacdo Stalk estabelecem juncdes com
células endoteliais vizinhas e liberam moléculas, tais como EGFL7 (uma quimiocina
que atrai células endoteliais expressa a partir da proliferacdo das proprias células
endoteliais), que se ligam a componentes de membrana extracelular e regulam a
formagdo de limen vascular. A fusdo de ramos vizinhos ocorre quando duas células de
ponta se encontram, estabelecem jun¢des EC-CE (VE-caderina, Ang-1), e formam um
limen continuo. A MEC ¢ depositada para estabelecer uma nova membrana basal
(TIMPs), a proliferacao de células endoteliais cessa, € os pericitos sdo recrutados para
estabilizar o novo vaso (PDGFR / PDGF-B, Ang-1). Uma vez estabelecido o fluxo
sanguineo, a perfusdo de oxigénio e nutrientes reduz os estimulos angiogénicos
(expressao de VEGFA) e inativa os sreceptores de oxigénio das células endoteliais,

restabelecendo o estado de repouso do vaso sanguineo *°.

Senger e Davis *® relataram que os estagios para a formagdo de vasos sanguineos sdo: 1)
Brotamento vascular; 2) Formagdo do lumen; 3) Maturagdo do vaso sanguineo e 4)

Estabiliza¢do do vaso sanguineo *®

. Eles ainda relataram que a MEC fornece um
scaffold de imobilizagdo para citocinas que sdo importantes para a angiogénese. Ja
Carmeliet e Jain %’ relataram varios modos de formagdo de vasos identificados (Figura
3.2). No embrido de mamiferos em desenvolvimento, os angioblastos se diferenciam em
células endoteliais, que se unem em um labirinto vascular (Figura 3.2b). Diferentes

sinais especificam a diferencia¢do arterial ou venosa >°

. O brotamento subsequente
assegura a expansao da rede vascular (Figura 3.2a). A arteriogénese entdo ocorre, sendo
o processo no qual os canais de células endoteliais ficam cobertos por pericitos ou
células vasculares de musculo liso (VSMCs), proporcionando estabilidade e controle de
perfusdo. Os tecidos também podem se tornar vascularizados por outros mecanismos,
mas a relevancia desses processos nao ¢ bem compreendida. Por exemplo, os vasos pré-
existentes podem se dividir por um processo conhecido como intussuscep¢ao
(invaginacdo), dando origem a outros vasos (Figura 3.2c). Em outros casos, ocorre a co-
opcdo do vaso, em que as células tumorais sequestraram a vasculatura existente (Figura
3.2d), ou as células tumorais podem alinhar vasos - um fendmeno conhecido como

mimetismo vascular (Figura 3.2¢). Células tumorais putativas do tipo tronco podem até

se diferenciar em células endoteliais (Figura 3.2f).



11

Existem modos conhecidos de formacdo de vasos sanguineos em tecidos higidos e
tumores invasivos e ndo-invasivos (a - f). A formac¢do do vaso pode ocorrer por
germinagdo da angiogénese (a), pelo recrutamento de células progenitoras endoteliais
residuais residentes na parede vascular (EPCs) derivadas da medula o6ssea e/ou
vasculares que se diferenciam em ECs (b). Por um processo de divisdo de vasos
conhecido como intussuscepc¢ao (c). Em d-f, as células tumorais podem co-optar por
vasos pré-existentes (d), ou os vasos tumorais podem ser revestidos por células tumorais
(mimetismo vascular) (e) ou podem ser revestidos por células endoteliais, com
anormalidades citogenéticas em seus cromossomos, derivadas de células tronco
tumorais putativas (f). Ao contrario dos tecidos normais, que usam angiogénese
germinante, vasculogénese e intussuscepg¢ao (a - ¢), os tumores podem usar todos os seis

modos de formagdo de vasos (a - f) 7.
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Figura 3-2. Modos de formagdo de vasos sanguineos.
Fonte: Carmeliet; Jain, 2011 #7.

Folkman, Haudenschild e Zetter °' sustentaram a idéia de que alguns sinais pro-
angiogénicos liberados a partir de células de tumor solido desempenham um papel
fundamental para o crescimento e sobrevivéncia de células endoteliais. Dentre os

fatores citados por Folkman e colaboradores, os principais estdo descritos a seguir:

- Fator de Crescimento Endotelial Vascular A (VEGFA): é uma molécula pro-
angiogénica, uma proteina 45KD que aumenta a permeabilidade vascular e exibe
atividade angiogénica 3. O VEGFA ¢ um mitégeno potente para CEs e é considerada a
molécula mais importante para regular o desenvolvimento vascular. O VEGFA pode

estimular a proliferacdo, a migracdo, a diferenciacdo da CE e a formacdo de estruturas
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capilares +.

- Fator Induzivel de Hipoxia (HIF): pode induzir resposta angiogénica pela ativacao do
gene VEGFA na area de lesdo vascular de mucosa gastrointestinal e esofagica causada
por fatores ulcerogénicos e lesoes.

- HIF1A: ¢ um fator de transcricdo que ativado sob condi¢des de hipdxia, se acumula
nas células endoteliais e pode se ligar ao promotor do gene do VEGFA, induzindo a
expressio desse gene 2.

- Fator de crescimento de Fibroblasto (FGF): ¢ outro modulador mais bem caraterizado
de angiogénese. Pode promover neovascularizacdo in vivo e estd envolvido no
crescimento de novos vasos sanguineos durante a cicatrizagdo da ferida e durante a
embriogénese.

- Células-tronco derivadas de Tecido Adiposo Humano (ASCs): podem formar capilares
via sinalizacdo por FGF béasico (bFGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF).

- Micro RNAs (miRNAs, miRs): sdo essenciais para o desenvolvimento da vasculatura.
Podem modificar de maneira especifica o comportamento bioldgico das células
endoteliais, incluindo a angiogénese.

- Células-tronco cancerosas (CSCs): sdo um pequeno subconjunto de células cancerosas
dentro de um cancer que tem a capacidade de auto renovagdo e podem causar a
linhagem heterogénea de células cancerosas que compreendem o tumor. Tém sido
comprovado que elas dao origem a células endoteliais e formam vasos sanguineos do

tumor 3.

Durante o crescimento do tumor, uma “interrup¢ao angiogénica” ¢ desencadeada pela
privacdo de nutrientes e de hipdxia, levando normalmente uma vasculatura em repouso
a renovar continuamente novos vasos sanguineos que permitem a progressao deste

tumor 3.

A inibicdo da angiogénese ¢ uma estratégia promissora para tratar doengas como o
cancer, enquanto promover a angiogénese pode ser benéfico no tratamento das doengas
isquémicas, tais como o infarto agudo do miocardio. Compreensdes moleculares para
estes processos € novas abordagens terapéuticas sdo, portanto, ferramentas promissoras
para entender patologias fundamentais e expandir as opgdes de tratamento disponiveis

em quadros anormais de angiogénese >3. A Figura 3.3 mostra os efeitos consequentes da
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angiogénese excessiva e deficiente. A diminuicao do equilibrio entre fatores pré e anti-

angiogénicos causa a angiogénese patologica.

Angiogénese Angiogénese

Excessiva insuficiente

Antiangiogénese Proangiogénese

Proangiogénese Antiangiogénese

SIRT1: afeta propriedades angiogénicas de
MSC
SKP: promove angiogénese em Acidente

Metformina: medicamento antidiabético
que atenua a angiogénese

ATF4: promove angiogénese tumoral
Aterosclerose: neoangiogénese
PMF: inibe angiogénese

Vascular Encefélico
PCL/gelatina: aumenta a vascularizacdo
Actina: beneficios para a angiogénese

Figura 3-3. Efeitos da angiogénese excessiva e insuficiente.
Fonte: Adaptado de ZHAO; LI, 2015 3.

Os materiais biologicos apresentam uma caracteristica importante na capacidade de
induzir o rapido crescimento vascular durante a regeneragdo Ossea, sendo a
vascularizagdo uma etapa critica da regeneragdo de tecidos. A vascularizacdo ¢ critica
para a regeneracdo Ossea. Implantes portadores de genes e células pré-angiogénicas
demonstraram induzir crescimento de vasos no tecido 6sseo, e estudos tém demonstrado
que bioceramicas podem desempenhar um papel critico na angiogénese durante a

regeneracdo ossea #3433,

A angiogénese ¢ critica para a regeneragao de tecidos, e depende do estimulo hipdxico e
da producao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA). O fator de inducao
da hipoxia (HIF) ¢ o mecanismo principal para detectar e responder a alteragdes na
disponibilidade local de oxigénio em uma ampla variedade de organismos, apresentando
efeito em genes que influenciam a angiogénese (por exemplo, VEGFA, angiopoietina) e

no metabolismo celular (transporte de glicose), além de poder recrutar células
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inflamatorias e mesenquimais, que irdo influenciar a diferenciagéo .

Gonzalez et al’’ estudaram a neovascularizagio em corneas de coelhos, e
desenvolveram uma técnica de indug¢do da angiogénese através de implantes de
“pellets” de polimetilmetacrilato (PMMA) contendo bFGF, que foi lentamente liberado
na coérnea dos coelhos. Esta técnica consiste basicamente na estimulacdo de
vascularizagdo na cornea do coelho através do implante de um "pellet" de polimero
inerte, misturado com um fator de crescimento, em um pequeno bolso feito
cirurgicamente no estroma corneal. O estimulo angiogénico induziu a formacdo de
brotos capilares a partir da rede vascular existente na area corneo-escleral, promovendo

a vascularizag¢io local e favorecendo a angiogénese .

Tendo em vista que apenas estimular a angiogénese através da obtengdo células
endoteliais em germinagdo ndo sdo suficientes para o sucesso da recuperacdo de uma

isquemia %

, estratégias terapéuticas com o uso de células in vivo e abordagens de
liberacdo de fatores de crescimento para promoverem ambientes favoraveis a indugao
da angiogénese precisam ser desenvolvidas, bem como o estudo de sua potencial

contribui¢do para a regeneracao de tecidos moles e do tecido ¢sseo.

3.3 Fontes de células para a Engenharia de tecidos

As células aplicaveis a engenharia de tecidos podem ser classificadas como autologas
(do proprio paciente), alogénicas (célula humana de outro paciente) e xenogénica
(origem animal). As células autdlogas sdo as mais apropriadas para a engenharia de
tecidos, uma vez que as células alogénicas e xenogénicas sdo imunogénicas, tornando-
se necessaria a utilizacdo de terapias com imunosupressores. Nesse contexto, um tipo

bastante atraente de células para a engenharia de tecidos sdo as células-tronco >°.

A célula ideal para ser utilizada deve possuir algumas caracteristicas, tais como estar
disponivel em quantidade suficiente, ser capaz de exercer a fungdo destinada a ela, ser
isolada com minima morbidade da area doadora e ser compativel com o sistema
imunolodgico do receptor ®. Dessa forma, a fonte de células tem uma enorme influéncia

sobre o sucesso de terapias que utilizam a engenharia de tecidos.
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3.3.1 Células Tronco
Células-tronco sao células indiferenciadas que possuem a capacidade de auto-renovacao
e diferenciacdo em diferentes tipos celulares ¢!. As células-tronco estdo presentes desde

o desenvolvimento embrionario e persistem no individuo adulto.

As células-tronco mesenquimais foram descritas pela primeira vez por Friedstein em
1970 2 como sendo células ndo hematopoiéticas da medula 6ssea que formam coldnias
fibroblastdides (CFU-F) aderentes ao pléstico. Posteriormente foram denominadas
como “Células-Tronco Mesenquimais”, pois ficou claro que elas possuem a capacidade
de se autorenovar e diferenciar em células derivadas do mesoderma embriondrio:

63

adipdcitos, condrocitos e ostedcitos As células-tronco mais bem estudadas e

caracterizadas sdo as células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais
64

Quando expandidas, as células-tronco mesenquimais, além de serem morfologicamente
parecidas aos fibroblastos, devem expressar certas glicoproteinas de superficie celular
em suas membranas quando analisadas por citometria de fluxo . Na medula 6ssea, as
células-tronco mesenquimais dao suporte a hematopoese, especialmente na producao do
microambiente hematopoiético, que regula a manutengdo e a diferenciacdo das células

tronco hematopoiéticas .

As células-tronco mesenquimais cultivadas sdo derivadas do nicho perivascular,
portanto a caracteristica dessas células de se diferenciar em varios tipos celulares reflete
a capacidade desse nicho na manutencao tecidual. Estas células podem ser isoladas da
medula dssea, tecido adiposo, tecido muscular esquelético, derme, membrana sinovial,
endotélio da veia umbilical, rim, ligamento periodontal e pulmao. Ha evidéncias de que
as células estdo nas paredes dos vasos sanguineos, independente do o6rgdo que se

encontram, por isso elas sdo chamadas de pericitos!' .

Devido ao grande niimero de estudos descrevendo a presenca de células-tronco

! Pericitos sdo células tipo mesenquimais multipotenciais, associadas com a parede de vasos sanguineos

pequenos; células progenitoras tecido-residentes capazes de se diferenciarem em diferentes tipos

celulares, incluindo osteoblastos, condroblastos, fagocitos e adipdcitos 222230,



17

mesenquimais em diferentes tecidos, a sociedade internacional para terapia celular

propds critérios minimos para a definigdo de células-tronco mesenquimais ®’:

I) serem aderentes a superficies de plastico quando mantidas em condi¢des de cultivo
padronizadas;

II) expressarem as glicoproteinas de superficie CD73, CD90, CD105 e ndo expressarem
CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR;

III) quando estimuladas in vitro, diferenciarem em osteoblastos, condrdcitos e

adipdcitos.

O isolamento de linhagens de células-tronco pluripotentes humanas deu esperanca a

comunidade cientifica e médica ©%.

Porém, sua obtengdo e utilizacdo geram
questionamentos éticos, politicos e religiosos ®. No Brasil, a utilizagdo de células-
tronco embrionarias ¢ permitida de acordo com a Lei de Biosseguranca (Lei 11.105), de

24 de margo de 2005 7°.

As células-tronco embriondrias sdo extraidas do embrioblasto e possuem a capacidade
de se diferenciar em qualquer tipo celular derivado dos trés folhetos embrionarios. Por

1. Uma fonte alternativa bastante

isso, sdo consideradas células pluripotentes
promissora as células-tronco embriondrias sdo as células-tronco de pluripoténcia
induzida. Takahashi e Yamanaka 7> demonstraram que através de manipulagdes

genéticas, € possivel reverter o processo de diferenciacdo de uma célula adulta.

Células-tronco adultas sdo uma alternativa as células-tronco embrionarias e sdo
consideradas multipotentes, pois possuem a capacidade de se diferenciar em varios tipos
celulares. Podem ser isoladas de tecidos fetais, placenta, corddo umbilical e varios

tecidos do individuo adulto 7>-7°.

As células-tronco adultas mais utilizadas para estudos na area da medicina regenerativa
sdo as células extraidas da medula Ossea e do tecido adiposo 7. As células-tronco do
tecido adiposo humano (hASC — human adipose stem cells) foram primeiramente
isoladas por Zuk e colaboradores em 2001. Esse grupo isolou células a partir da fragao
estromal do tecido adiposo, capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrocitos,

adipocitos e mioblastos, e com caracteristicas semelhantes as células-tronco
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mesenquimais da medula dssea. J& foi demonstrado o potencial de diferenciacdo dessas
células em células endoteliais 77, cardiomiocitos 78, células pancreaticas 7°, neurdnios 8

e hepatocitos 8!,

O potencial de diferencia¢do condrogénica das ASC utilizando matrizes tridimensionais
para engenharia de tecido cartilaginoso, também foi demonstrado utilizando diferentes
tipos de biomateriais como gelatina %2, sulfato de condroitina 33, PCL % e
PHB/PHBHHX 8. H4a uma diversidade de tipos de biomateriais que estdo sendo
utilizados em associacdo com as ASC na perspectiva de se regenerar diversos tecidos,

além dos ja anteriormente citados 8658,

Na engenharia tecidual 6ssea, estudos tém demonstrado que as ASC derivadas de
murinos ¢ humanos exibem boas propriedades de adesdo a varios tipos de biomateriais
mantendo a capacidade de se diferenciarem em osteoblastos quando cultivadas nessas
matrizes. A diferenciacdo osteogénica de ASC ja foi promovida em matrizes de
poli(acido lactico—co—acido glicolico) — PLGA ¥, colageno *°, beta-fosfato tricalcio

(TCP) °!, e Poli(4cido lactico)-PLA/beta TCP, PLA/ VB 2%,

3.3.2 Célula Endotelial (CE)

Historicamente, a célula endotelial (CE) foi um dos primeiros tipos celulares a ser
cultivada. Em 1921, Lewis cultivou células endoteliais extraidas de tecidos e observou
que elas possuiam capacidade de formar vasos. Em 1961 Robertson aplicou técnicas de
clonagem para isolar diferentes tipos de células a partir de explante arterial, enquanto
em 1963 e 1966, Maruyama e Freyer e colaboradores, respectivamente, colhiam células
endoteliais do revestimento interno das artérias e veia do corddo umbilical humano
através de digestdo enzimatica por tripsina. No entanto, somente em 1973 que Jaffe e
colaboradores foram bem-sucedidos com a manutengdo de cultivos de células

endoteliais, obtendo uma populagdo homogénea *+%.

A partir da diferenciacdo de células progenitoras endoteliais (EPCs) em CEs maduras,
novos vasos sanguineos sdo formados, sendo que as EPCs podem ser isoladas a partir
de varias fontes, tais como medula dssea, sangue periférico e sangue de cordao

umbilical. Independentemente do método de isolamento, as EPCs tém promovido a
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neoangiogénese. A liberacao de EPCs, ou por injecdo direta ou por cultivo em scaffolds,

melhorou a formagdo de vasos sanguineos em modelos animais de defeitos dsseos 2.

As CEs maduras podem ser isoladas a partir de uma grande variedade de fontes, tais
como o corddo umbilical, a pele e a veia safena. H4 um grande interesse em aplicar as
CEs na engenharia de tecidos, devido a sua alta capacidade de expansdo in vitro e por

conseguir manter seu potencial de diferenciagdo 2.

Estudos recentes demonstram que as CEs participam da regeneracdo tecidual e sdo
principal tipo celular envolvido na angiogénese e neovasculariza¢do. Essas células sdo
consideradas como base do endotélio vascular (Figura 3.4). Uma fun¢do importante da
CE durante a angiogénese, além da constitui¢do da estrutura do endotélio dos vasos

sanguineos, é a secre¢do de varios fatores bioativos %, dentre eles 0 VEGFA ¢ o HIF1A.

A B

Célulasvermelhas do sangue

Angiogénese

Figura 3-4. A) Fotomicrografia de uma sec¢do de uma veia. Células endoteliais (ECs, setas) revestindo o
vaso sanguineo; B) Processo angiogénico destacando-se alguns integrantes do endotélio vascular.
Fonte: FERRARA, 1998 7.

A regeneracdo dos tecidos ¢ considerada um importante fator que afeta o resultado
clinico da implantagio. E um processo complexo que envolve uma série de eventos
dindmicos, tais como coagulacdo, inflamacao, granulagdo e remodelacdo de tecidos, nos
quais a angiogénese esta envolvida %%, A reac¢do do processo de microvascularizagdo
ao biomaterial inserido desempenha um papel central no sucesso ou fracasso de
qualquer implante 9. O efeito angiogénico dos biomateriais é geralmente avaliado em
uma cultura de monocamada convencional de CEs. Este ¢ um método de triagem

estabelecido, que tem a adesdo celular, a proliferacdo e a migracdo como indicadores
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iniciais para angiogénese *°.

Co-cultura celular pode também ser usada para estudar a angiogénese. Bianchi et al. %!
estudaram fibroblastos humanos co-cultivados com HUVECs, o que levou a um
aumento da angiogénese. Isto foi conseguido controlando a topologia superficial e as
interagdes heterotipicas, que aumentaram a atividade metabdlica das células '°2. An et al
% relataram que as HUVECs preferem superficies lisas, semelhantes a outras células de
tecidos moles, tais como fibroblastos gengivais e células epiteliais. Lehle, Buttstaedt e
Birnbaum % relataram uma capacidade insatisfatoria de CEs para aderir e proliferar em
polimeros hidrofobicos. De et al. 1% demonstraram que as CEs apresentaram baixa taxa
de crescimento em um biomaterial de filme de poliuretano revestido em substrato de
vidro, com superficie aspera e altamente hidrofobica. A preferéncia de CEs por
superficies lisas e hidrofilicas parece ser baseado em sua funcdo in vivo, onde se ligam

as estruturas lisas dos vasos.

3.4 Vidro Bioativo

A segunda geracdo de biomateriais teve o inicio do seu desenvolvimento quando uma
composi¢do especial de vidro foi sintetizada por Hench e colaboradores na
Universidade de Florida, em 1969 10>19 (O termo bioativo foi definido como “um
material que extrai uma resposta bioldgica especifica na sua interface resultando na
formac¢do de uma unifo entre os tecidos e o material” 7. Os vidros bioativos sdo
ceramicas bioativas ricas em dioxido de silicio (SiO2), componente frequentemente

encontrado nos vidros industriais 3.

Uma composi¢do de vidro bioativo, posteriormente denominada Bioglass® ou 45S5,
surgiu como uma alternativa aos materiais inertes, dando origem ao campo das
ceramicas bioativas, grupo de materiais caracterizado como aqueles que induzem uma
resposta bioldgica especifica na sua superficie, resultando na formacdo de uma ligagdo
entre os tecidos e os materiais '8. O diagrama de composi¢des ternario proposto por
Hench ¢ apresentado na Figura 3.5, onde se observa a composi¢do do Bioglass® e
demais composi¢des de vidros bioativos preparados pelo processo de fusdo, que

também apresentaram capacidade de formagao de ligagdo interfacial com tecidos.
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SiO2 A = Ligacgdo Ossea

B = Ndo-ligante (reatividade muito
baixa)

C = Ndo-ligante (reatividade muito alta)
D = Nado-ligante (sem formacdo de vidro)
S = Ligacdo de tecidos moles

E = Composigao Bioglass

Vidro Cerdmico A/W
(P20s variavel)

Cao Na:0

6% P20s

Figura 3-5. Diagrama de composigdo ternaria para o vidro bioativo e a capacidade de ligagdo com o
tecido 6sseo.
Fonte: HENCH, 2006 '%.

Ao longo dos anos diversas composi¢des de vidros bioativos foram desenvolvidas,
possuindo menos componentes do que a 45S5 ou apresentando elementos adicionais,
incorporados em sua estrutura para aprimorar as propriedades do material dependendo

da sua aplicagdo '8

. Diferentes composi¢des resultam em alteragdes nas propriedades
estruturais e na resposta biologica desses materiais para regeneracdo de tecidos, sendo
dessa forma essencial o estudo de vidros bioativos e a relagdo entre diferentes
composi¢des destes e suas propriedades. Esse conhecimento pode ser utilizado para
projetar vidros bioativos com propriedades superiores, sendo modelados de acordo com

as especificidades de cada aplicagdo '%19%,

Estruturas de vidro bioativo permitem uma grande flexibilidade em sua composic¢ao, ja
que ndo sdo dependentes de uma estequiometria especifica, permitindo a incorporacao
de varias concentragdes de ions com atividades fisiologicas e propriedades terapéuticas
20110111 "Bgges fons sdo liberados durante o processo de dissolu¢do do material € tem a
capacidade de executar uma agdo terapéutica no corpo humano 2°. Sabe-se que varios
fons inorganicos, como calcio, fosforo, silicio, estroncio, zinco, dentre outros, estdo
envolvidos no metabolismo 6sseo e possuem um papel fisioldgico na angiogénese € no
crescimento e mineralizagdo de tecido Osseo !'2. Em particular, ions metalicos podem

agir como cofatores de enzimas, influenciando vias de sinalizacdo e estimulando efeitos
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metabodlicos que ocorrem durante a formagdo do tecido !'!?, tornando-os atrativos para

uso como agentes terapéuticos no campo da engenharia de tecidos ''°.

Os vidros bioativos permitem a liberacdo continua de ions, mantendo o efeito
terapéutico ao longo da degradacdo. A taxa de degradag@o de vidros bioativos pode ser
ajustada (e assim otimizando o efeito terapéutico) através da variacdo da composi¢do,
alteracdo da conectividade de rede e do tipo de modificador de rede ''*''¢, Estudos
sobre vidros bioativos demonstraram que os produtos da dissolugdo idnica estimulam a
expressao de genes, o fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e o fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF) em fibroblastos, implicando em um potencial

para indugdo angiogénica através deste tipo de material de silicato !'7-!18,

Ha grande vantagem dos ions liberados localmente, ao invés da medicagdo administrada
sistemicamente. Quando liberados localmente, esses ions sdo liberados exatamente onde
s30 necessarios, resultando em um efeito terapéutico otimizado e na reducgdo das reagdes
adversas, podendo melhorar o desempenho de vidros bioativos in vitro e in vivo. A
Tabela 3.1 apresenta um resumo das respostas bioldgicas de varios ions, e os efeitos

biologicos de alguns ions de interesse nesse trabalho serdo discutidos.

Tabela 3.1. Resumo da resposta biologica de alguns ions terapéuticos.
Ion Fungao/Resposta Biologica

Ca -Favorece diferenciacdo de osteoblastos e
mineralizacdo da matriz extracelular;
-Regula células osseas pela ativacdo de receptores
extracelulares sensores do calcio;
-Regula expressdo de colageno tipo I e de

osteocalcina.

Co -Promove angiogénese pela ativagdo do fator de
indugdo da hipoxia;
-Pode acelerar o desenvolvimento e regeneragdo de

tecido 6sseo e diferenciacao de células tronco.

Si -Essencial na formacdo e calcificagio do tecido

0SS€0;




-Estimula formagdo do coldgeno tipo I e aumenta

diferenciagdo de osteoblastos.

P -Regula expressdo de proteinas formadora do osso
em osteoblastos.

F -Acelera a formacdo de apatita no osso e no tecido
mineralizado, aumenta estabilidade do tecido e
estimula proliferagao celular;

-Reduz a desmineralizacdo do esmalte e dentina e
favorece formagdo de fluorapatita, prevenindo
caries dentarias.

Sr -Regula reabsor¢ao 0ssea e osteoclastogénese;
-Possivel agente para tratamento de osteoporose.

Zn -Estimula a formagdo 6ssea osteobléstica e inibe a
reabsor¢ao Ossea osteoclastica;

-Protege contra respostas inflamatdrias;
Importante para metaloenzimas que sdo vitais para
formag¢do do novo osso.

Mg -Essencial no metabolismo o6sseo, estimulando
formagdo de novo tecido;

-Aumenta adesdo celular e estabilidade ao interagir
com integrinas de osteoblastos;

- Estabiliza enzimas e estd envolvido na sintese de
lipidios, proteinas, 4cido nucleico e coenzimas.

Mn -Cofator de enzimas envolvidas na remodelacdo da
matriz extracellular e influencia ativagdao de
integrinas, aumentando adesao celular;

-Influencia a inibicdo da reabsor¢do dssea induzida
por radicais livres;

-Deficiéncia de Mn pode levar a reducdo da
incorporacdo de célcio no tecido dsseo.

Cu -Atividade antibacteriana;

-Auxilia na vascularizacao.

Ag

-Atividade antibacteriana;

23
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-Reduz efeitos inflamatorios de feridas

Ga -Modula resposta de osteoclastos, sem afetar os
osteoblastos;
-Tratamento da osteoporose e hipercalcemia
associada com metastases tumorais no 0sso;

-Atividade antibacteriana.

Ce -Atividade antioxidante, funcionando como um
agente neuroprotector;
-Amplo espectro de atividade antibacteriana;
-Aumenta diferencia¢do de osteoblastos e produgdo

de colageno.

B -Aumenta o total de RNA funcional em
fibroblastos;
-Afeta proliferacdo e expressdo de colageno tipo I e
fator de transcri¢ao de osteoblastos.

Fonte: BARRIONI; OLIVEIRA; PEREIRA, 2016 '°.

O célcio constitui um dos principais componentes de vidros bioativos, sendo
considerado um mensageiro intracelular quase universal, que tem efeitos sobre uma
ampla gama de proteinas e regula uma grande variedade de processos celulares 2. No
metabolismo 6sseo, o calcio atua como uma molécula de sinaliza¢do que afeta funcdes
das células e expressdo de genes através da ativagdo de quinases extracelulares 2!, O
calcio ¢ um dos principais componentes da fase inorganica do osso, desempenhando um
papel essencial na formagdo e reabsor¢do Ossea, favorecendo a diferenciagdo de
osteoblastos e precipitacdo da apatita, podendo também aumentar a expressao de fatores
de crescimento semelhantes a insulina, que regulam a proliferagdo de osteoblastos
humanos 20112122 Agsim como o cdalcio, o magnésio (Mg) também ¢é vital para as
células, estimulando a formagdo de novo tecido dsseo 2124, Estudos indicam que o
magnésio associado ao vidro bioativo pode estimular a diferenciacdo celular no tecido
6sseo, com boa aderéncia e proliferacdo de osteoblastos, potencializando a regeneragao

Ossea 23,

A funcionalidade biologica do estroncio esta relacionada a sua similaridade quimica

com o calcio e outros elementos do grupo 2A, que possuem afinidade com células
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Osseas. lons de estroncio podem deslocar ions Ca*’em processos mediados por

124" sendo

osteoblastos devido a sua similaridade de carga e tamanho com Ca?*
incorporado na matriz 6ssea por trocas em sua superficie, com a adesdo de Sr** a
estrutura mineral dssea ou substituigdo idnica com Ca®* 12°, A incorporagio de estroncio
em vidros bioativos tem demonstrado estimular a proliferacio de osteoblastos, e
também prevenir a reabsor¢do Ossea pelos osteoclastos 2°. Assim como o estroncio, o
zinco também apresenta papel fundamental no metabolismo 6sseo, também estimulando
a proliferacdo de osteoblastos e inibindo reabsor¢do por osteoblastos, consequentemente
aumentando a massa Ossea '26, Vidros bioativos com adigdo de zinco apresentaram
melhor adesdo e diferenciagdo celular, além de efeito antiinflamatorio '*7!2%, No

entanto, zinco pode reduzir a taxa de degradagio de vidros bioativos '°. A Figura 3.6

apresenta um resumo do efeito terapéutico desses ions na regeneragdo dssea.

- A Mg2* ® ]
{ ! Mg
QW @ e o ®
Perda éssea Mg™ . . ‘
< ®
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4 ® ® © o
3 ®
e O ®
Osteoclastos @
\ L

/ Formacgdo do tecido 6sseo
/

Estimula formagdo dssea Reparo ésseo

@

‘ Osteoblastos
®
© Inibe reabsorcdo 6ssea

Figura 3-6. Desenho esquematico do efeito de ions com potencial terapéutico na regeneragdo Ossea.
Fonte: adaptado de: MOURINO; CATTALINI; BOCCACCINI, 2012 19,

3.4.1 Materiais dopados com cobalto

O Co ¢ um elemento naturalmente presente na dieta humana, sendo um micronutriente
essencial na forma da vitamina B> (hidroxicobalamina), porém esse elemento na forma
inorganica ndo ¢ necessario na dieta humana, e sua deficiéncia nio ¢ relatada '*°. Apos
uma dose unica de cobalto, a concentragcdo no sangue e no soro ¢ inicialmente elevada,
mas decresce rapidamente e gradualmente, devido a absor¢do pelos tecidos,

especialmente no figado e nos rins, combinada com a excrecdo fecal e urindria,
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atingindo um baixo nivel em 24 horas '3!. Co é também conhecido por ser um poderoso
agente angiogénico, influenciando na forma¢do de novos vasos sanguineos, tendo,

portanto, um papel importante na regeneracao de tecidos.

Materiais dopados com cobalto tém mostrado potencial para estimular a angiogénese
em meio fisiologico. O Co ¢ um conhecido agente angiogénico, devido ao efeito
estabilizante no fator induzivel por hipdxia subunidade 1 A (HIF1A), e resulta na
ativagdo de uma cascata de genes prd-vasculogénicos criticos para a angiogénese,
incluindo VEGFA, mimetizando assim a resposta regenerativa normal, conforme
relatado para vidros bioativos contendo esse ion. Vidros bioativos contendo cobalto
demonstraram também libera¢do controlada desse ion, adesdo e proliferagdo de células
tronco mesenquimais da medula Ossea, € nenhum efeito citotoxico aparente 2* (Figura
3.7).

C‘,‘,:.. Cuall ('u-'“ %
Gy DO

C
Cud cu®™ 3

(‘x;}_f @ @ W

Cu4

Cu®s Cué .
% ‘0g°
( Indugdo de fatores pro- \ Crescimento de vasos sanguineos

angiogénicos, como VEGF, via '
HIF-1 mao /

Figura 3-7. Efeito estimulador da angiogénese através dos ions Cu e Co.
Fonte: WALLACE et al., 1999 32,

Vidros bioativos derivados do processo sol-gel foram sintetizados contendo diferentes
concentragdes de cobalto, utilizando CoCl, como fonte de cobalto, demonstrando uma
liberagdo controlada de ions,além do suporte a fixacdo e crescimento de células-tronco
da medula 6ssea (BMSCs- bone marrow stromal cells), sem nenhuma citotoxicidade
aparente 2*. Scaffolds desses materiais foram preparados, e resultados demonstraram que
houve aumento significativo na expressdo de VEGFA e HIF1A por células-tronco da
medula 6ssea quando comparados com 0 mesmo material sem a presenca de cobalto 33,

Propriedades angiogénicas e osteogénicas também foram observadas em compdsitos
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contendo microparticulas de vidro bioativo dopadas com cobalto, onde matrizes
tridimensionais demonstraram capacidade de contornar a falta de vascularizagio

normalmente visto no campo de engenharia de tecidos .

3.4.2 Vidro bioativo em scaffolds hibridos

A engenharia de tecidos possui desafios, como o desenvolvimento de estruturas
tridimensionais porosas, denominadas scaffolds, que permitam a adesdo e proliferacdo
celular, crescimento e proliferagdo '%-134, Esse material deve possuir estrutura porosa
aberta e interconectada, permitindo a penetracdo de células, crescimento de tecidos e
eventualmente vascularizagdo, além de ter boa biocompatibilidade, taxa de degradacao
controlada, e um suporte biomecanico inicial que permita a geracdo da matriz

extracelular 133-13¢,

A associagdo de materiais poliméricos com bioceramicas tem chamado bastante atengao
nas ultimas décadas, aliando a flexibilidade de polimeros com o carater bioativo de
vidros, levando a formagdo de diversos compositos ou hibridos '*7. Scaffolds hibridos
podem ser produzidos tendo como base materiais poliméricos, seja de origem natural
(proteinas, como o coldgeno; polissacarideos, como o acido hialurénico, quitosana e
outros) ou de origem sintética (poliésteres biodegradaveis, poliéteres, poliuretanos,

dentre outros) 13139,

Compdsitos convencionais geralmente ndo representam uma verdadeira sinergia de seus
materiais constituintes. Isso ¢ evidente em aplicacdes de biomateriais, onde os
dispositivos devem interagir com as células, resistir a cargas ciclicas e biodegradar com
seguran¢a. Um hibrido ¢ diferente de um nanocompdsito porque os componentes sao
indistinguiveis um do outro na nanoescala e acima, enquanto em um nanocomposito,
nanoparticulas ou fibras sdo componentes discretos dispersos em uma matriz
polimérica. As interacdes entre os componentes em um hibrido t€ém potencial para criar
maior sinergia, pois o hibrido pode atuar como uma fase unica com comportamento
fisico-quimico  congruente e propriedades mecanicas  personalizadas 4.

Consequentemente, hibridos inorganico-organicos podem encontrar diversas aplicacdes

(eletronica, Opticas, revestimentos, biomédicas, etc.) 417143,

Sao diversos os exemplos de hibridos que combinam as propriedades de polimeros e
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bioceramicas para o desenvolvimento de materiais para a engenharia de tecidos, como
por exemplo, scaffolds e membranas produzidas a partir de policaprolactona (PCL),
poliuretano (PU), 4cido polilatico (PLA), polidlcool vinilico (PVA), gelatina, quitosana,
dentre outros polimeros, utilizados como matrizes, ¢ hidroxiapatita, fosfato de célcio ou

vidro bioativo como fase de preenchimento !38,

Atualmente, o PVA figura como um dos polimeros sintéticos mais frequentemente
utilizados em aplicagdes farmacéuticas e biomédicas avancadas, devido a sua alta
disponibilidade, baixo custo e, principalmente, pela boa biocompatibilidade. Sao
exemplos de aplica¢des relatadas para o PVA os sistemas de liberacdo de farmacos,
tratamento topico de feridas, produg¢do de o6rgdos artificiais, lentes de contato, dentre

outros 1°.

O PVA ¢ a resina sintética produzida em maior volume no mundo. Foi obtido pela
primeira vez em 1924, por Herman e Haehnel, pela hidrolise do poliacetato de vinila,
que ¢ a forma de obten¢do comercial utilizada até hoje (Figura 3.8) '44. O PVA tem uma
cadeia de carbono vinilico e um grupo lateral hidroxila, que se liga facilmente as
particulas de 6xido '*° e se destaca por suas caracteristicas favoraveis para aplicagdes

médicas como elevada hidrofilia, formag¢do de filmes e processabilidade '!-146,
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Figura 3-8. Formula quimica do poli (4lcool vinilico-co-acetato de vinila).
Fonte: COSTA, 2010.

O PVA, como outros polimeros ndo anionicos soluveis em agua, ¢ caracterizado pela

baixa toxicidade !V,

Ele também apresenta propriedades elasticas favoraveis e
disponibilidade de sitios para adesdo de moléculas bioativas '!48-150 Dentre as varias

aplicagdes, o PVA tem sido proposto como biomaterial promissor para ser empregado
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17,151

como cartilagem corneas oculares 22, cicatrizacdo de feridas !> e na engenharia
9 b

de tecido '3,

Scaffolds de PVA e vidro bioativo em diferentes composi¢des foram obtidos por Pereira
e colaboradores >4, com porosidade variando de 60 a 90% e didmetro de poro entre 30 e
500um. O potencial osteogénico in vitro e in vivo de espumas porosas contendo
50%PVA e 50% vidro bioativo, neutralizadas utilizando solu¢ao alcoolica de acetato de
calcio, foram avaliadas utilizando células mesenquimais da medula dssea de ratos,
resultando no aumento da proliferagdo celular e diferenciacdo osteogénica quando

comparada com o controle, aumentando a mineralizagdo *>.

Este trabalho tem como objetivo estudar o estimulo angiogénico com a incorporagio do
ion terapéutico Co ao VB e ao scaffold hibrido de PVA-VB. Para isso, materiais a base
de PVA e VB contendo Co foram sintetizados, avaliando-se o efeito dessa incorporacao
nas propriedades térmicas e estruturais dos scaffolds hibridos, bem como sua
biocompatibilidade tecidual, viabilidade celular e expressdo de marcadores
angiogénicos, com objetivos futuros de aplicagdo desses biomateriais como promotores

eficazes da angiogénese.
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Capitulo 4 . EFEITO SOBRE A ANGIOGENESE DE PASTILHAS DE VIDRO
BIOATIVO CONTENDO COBALTO - ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO

4.1 Introducao

O desenvolvimento de biomateriais que possam substituir os 0ssos ¢ tecidos articulares
tem sido estimulado através de abordagens terapéuticas para o tratamento de fraturas,
tumores e distirbios degenerativos da cartilagem que prejudicam as atividades

funcionais de vida diaria das pessoas 133157

. Dentre os biomateriais em estudo, os vidros
bioativos (VB) tém demonstrado grande potencial para regeneragdo tecidual, e sua
flexibilidade de composi¢do permite a incorporacdo de diferentes ions com atividades
fisiologicas e propriedades terapéuticas na rede de vidro *°. Entre os muitos ions que
poderiam ser incorporados, o cobalto (Co) ¢ conhecido como um ion que mimetiza a
hipoxia 24, influenciando a formac¢do de novos vasos sanguineos pelo fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e estabilizando o fator induzivel por
hipoxia subunidade 1 A (HIFI1A), um ativador de genes relacionados a angiogénese
18159 que ¢é de grande interesse para aplicagdes de engenharia de tecidos. No entanto,
apesar de suas propriedades promissoras, a biocompatibilidade de vidros incorporados
com Co ndo foi estudada em detalhes, bem como a associagdo a inducdo da produgdo de

fatores de crescimento.

Este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar pastilhas de VB incorporadas
com Co através do método sol-gel, e avaliar a resposta angiogénica in vitro € in vivo
através da avaliacdo da expressdo génica de fatores de crescimento envolvidos no

processo de angiogénese.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Sintese de pastilhas de vidro bioativo (BG) e cobalto (Co).

Os produtos quimicos utilizados na sintese de BG foram: tetraetil ortossilicato a 98%
(TEOS) e trietil fosfato a 99% (TEP) (Sigma-Aldrich, EUA), nitrato de célcio (Ca
(NO3)2.4H>0) e cloreto de cobalto (CoCl,.6H20) (Synth, Brasil) e acido nitrico (HNO
68%) (Vetec, Brasil). Os vidros bioativos (VBs) foram produzidos através do método
sol-gel, conforme descrito anteriormente *°, com base na composi¢do 58S (60% SiOa,
36% Ca0, 4% P»0s, em% molar). Resumidamente, TEOS ¢ TEP foram hidrolisados em
meio acido contendo dgua deionizada (razdo molar H20 / TEOS = 12), com agitagdo
magnética por 1 hora. Em seguida, o nitrato de célcio foi dissolvido no sol e misturado
por mais uma hora. O gel obtido foi envelhecido por 72 horas em um recipiente selado
de Teflon a 60 ° C, seguido de secagem com um aumento de temperatura de 10 ° C a

cada 24 horas até atingir 120 ° C.

Para amostras contendo cobalto, o0 CoCl,.6H>O foi dissolvido no sol antes do nitrato de
calcio. O Co foi incorporado para substituir parcialmente o teor de Ca nas amostras de
VB. Neste trabalho, uma amostra de referéncia sem contetido de Co foi produzida (VB)
e outra amostra produzida com 2,5% de CoO (VB-2,5Co). Essa concentragao de cobalto
mostrou uma liberagdo de até 4ppm em um estudo anterior 3 que foi suficiente para a
produgdo de vasos sanguineos, sendo portanto, promissora para o estudo da angiogénese
neste trabalho. A temperatura do tratamento térmico foi ajustada para 650 °C por 3
horas (2 °C.min!). As amostras foram entdo peneiradas para obter particulas variando
de 38 a 150 um. O p6 de vidro foi utilizado para obter pastilhas de vidro bioativo (5 mm
de diametro e 2 mm de espessura), utilizando prensa de parafuso e matriz hidraulica

(Pike Technologies).

4.2.2 Caracterizacgao estrutural das pastilhas de VB e VB-2.5Co

4.2.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Para obtenc@o do FTIR as pastilhas foram maceradas para melhor leitura do espectro no
equipamento. A avaliagdo da estrutura quimica foi realizada por Espectroscopia de

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), utilizando a técnica de refletancia,



32

com comprimentos de onda entre 400 e 4000 cm™ em equipamento Alpha Bruker,

utilizando 128 varreduras e resolugio de 4 cm™.

4.2.2.2 Difracao de raios X (DRX)

A andlise por Difragdo de Raios X (DRX) foi empregada para verificar a organizagdo
estrutural das amostras produzidas. Os difratogramas foram coletados no equipamento
Philips PW1700 usando radiagdo Cu-Ka (A = 1,5418 A) a 40 kV / 40 m A. Os dados
foram coletados entre 4,05 ¢ 89,95 (20) com passo de 0,06° e tempo de incidéncia de

1,5s.

4.2.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) e Espectroscopia por
Dispersio de Energia de Raios X (EDS)

As morfologias da superficie das pastilhas foram examinadas com um microscopio
eletronico de varredura (SEM) FEI-INSPECT S50, equipado com o EDAX Genesis
Dispersive Energy Spectrometer (EDS), que ¢ usado para avaliar qualitativamente a
composi¢do quimica elementar da superficie das amostras. As amostras foram

revestidas com carbono e analisadas a uma tensao de 15kV.

4.2.2.4 Microtomografia de Raios X (Micro-CT)

A microestrutura e a distribui¢do do tamanho dos poros foram investigadas por
Microtomografia de raios X (Micro-CT) usando um scanner de Micro-CT de mesa
compacto (SkyScan 1174, Bruker Micro-CT, Bélgica) com uma fonte de tensdo de 40
kV, corrente de 800 pA e tamanho de pixel de 10um sem filtro. As amostras foram
colocadas em um suporte, giradas a 180°, e aquisicdo de imagens a cada 0,7°. As
projecdes de sombra adquiridas (formato TIFF de 16 bits) foram reconstruidas em fatias
2D usando a interface do software NRecon (v.1.6.1.18, Bruker Micro-CT, Bélgica) e o
software CT Analyzer (v. 1.15.4.0. Skyscan, Bruker Micro-CT, Bélgica) foi usado para
andlise 3D e reconstru¢do e interpretacdo da superficie 3D. Para visualizacio
volumétrica 3D, foi utilizado o software da versdo CT Vol 2.3.1.0 (Skyscan, Bruker

Micro-CT, Bélgica).
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4.2.3 Estudos in vitro
Todas as amostras foram esterilizadas para os ensaios bioldgicos. A esterilizagao foi por

radiagdo gama a 4 kilogray (4 kGy) 60161,

4.2.3.1 Cultura de células endoteliais da veia do cordio umbilical humano
(HUVEC:S)

Células endoteliais da veia do corddo umbilical humano (HUVECs - ATCC) foram
cultivadas em meio com DMEM (47%; Gibco, Massachusetts, EUA), DMEM F12
(47%; Gibco, Massachusetts, EUA), FBS (5% v / v; Gibco, Massachusetts, EUA) ¢
penicilina / estreptomicina (1% v / v; Invitrogen, Califérnia, EUA). As células foram
incubadas em atmosfera umidificada de CO2 a 5% a 37 ° C e ressuspendidas da garrafa

para plaqueamento e realizagdo dos experimentos a 90% de confluéncia usando tripsina-

EDTA (0,25%; Gibco, Massachusetts, EUA) 3°.

4.2.3.2 Preparacao do produto ionico (PI)

As pastilhas de VB foram suspensas em PBS 1x (20 mg / mL), agitado durante 1
minuto e refrigerado a 7 °C por 72 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido
e este produto i6nico foi distribuido em placas de 48 pocos previamente preparadas para
os ensaios de MTT, ensaio de formagdo de vasos sanguineos ¢ PCR em tempo real. O
meio controle conteve apenas PBS 1x que também foi mantido sob as mesmas

condi¢des de preparo *°.

4.2.3.3 Teste de citotoxicidade

A biocompatibilidade de VB e VB-2,5Co foi avaliada através do ensaio de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT) (Invitrogen, Califérnia, EUA),
como descrito previamente '©2. O ensaio MTT quantifica a atividade mitocondrial com
base na redu¢ao de um sal de tetrazolio em cristais de formazan em células vivas. Neste
estudo, as HUVECs foram expostas a produtos idnicos de vidro bioativos em diferentes
periodos de tempo. Em resumo, 1x10* HUVECs foram plaqueadas por pogo em placas
de 48 pocos (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha). Apds cultura celular por 24 h, as células
foram tratadas com produtos i6nicos (PIs) do VB e VB-2,5Co. As concentragdes finais
escolhidas de 1000, 1500 e 2000 pg / mL foram baseadas na literatura 3°, sendo

calculadas a partir da concentracdo do estoque dos PIs. O controle negativo recebeu



34

apenas PBS 1x. Apds o tratamento, os grupos celulares foram avaliados no final em trés
tempos (24, 48 e 72h). O meio foi entdo removido e uma solucdo contendo 130 pL de
DMEM (Gibco, Massachusetts, EUA) e 100 uL de MTT (5 mg / mL) foi adicionada por
poco. Apos 2 h, os cristais de formazan foram visualizados em um microscéopio Optico e
depois dissolvidos em 130 puL de SDS a 10% em HCIl 0,01 M (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA). Para todas as etapas acima mencionadas, as placas de cultura foram
incubadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada de CO; a 5%. Apds 18h, 100 uL da
solucdo foram transferidos para uma placa de 96 pocos e uma leitura da densidade
Optica foi realizada a 595 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas

bioldgicas.

4.2.3.4 Ensaio de formacio de tubo endotelial

Amostras de microparticulas VB e VB-2,5Co foram usadas para verificar o potencial
angiogénico através do ensaio de formagdo de tubos usando as HUVECs #3163 Ag
concentragdes usadas para VB e VB-2,5Co foram 10, 100 e 1000 pg / mL. Para este
ensaio, usamos apenas VEGFA, pois o HIF1A ¢ uma proteina intracelular e ndo pode
ser analisado. As etapas do protocolo utilizadas s3o descritas a seguir: preparacdo de
placas de 96 pogos com matrigel; uma placa de 96 pogos foi mantida no freezer por 30
minutos; O matrigel foi descongelado em gelo até ficar liquido; na placa fria foram
adicionados 50 pl / pogo de matrigel para cobrir toda a superficie do poco. A placa foi
transferida para a incubadora (37 °C), onde permaneceu por 30 minutos. As HUVECs
foram tripsinizadas e ressuspendidas em DMEM / F12 5% FBS, contadas no
hemocitometro, centrifugadas por 5 minutos a 300 xg e o pellet ressuspendido em meio
a uma concentragdo de 3 x 10° células/ mL (calculo para placa de 96 pogos). 50 ul da
solugdo celular foram transferidos para tubos de microcentrifuga, onde 200 pg / mL de
solug¢do VEGFA, 200 pL. de DMEM / F-12 com Ing / mL de EGF como controle
positivo e 200 pL de DMEM / F-12 como controle negativo foram adicionados. O
contetido do tubo (250 pL) foi transferido para os pocos da placa de 96 pocos e
colocado em uma incubadora. Dessa forma, foram plaqueadas 1 x 10* células por pogo.
Para avaliar a formagdo de tubos, as células foram incubadas com 1 nM de calceina AM
em DMEM / F-12 por 5 minutos em células, sendo em seguida lavadas com PBS Ix e
mantidas em PBS ou meio fotografico de campo, luz e fluorescéncia. As células foram

monitoradas a cada 60 minutos por 24 horas para verificar a formag¢ao de tubos.
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4.2.3.5 Ensaio RT-qPCR

Antes do ensaio de RT-qPCR, as HUVECs foram plaqueadas com densidade de 2,5 x
10° em uma placa de 12 pogos revestida com 550 pL de matrigel previamente
solidificado (Corning, Nova York, EUA). As células foram plaqueadas com uma
solug¢do de tratamento composta por meio de cultura + PI dos biomateriais VB e VB-
2,5Co a uma concentracdo de 2000 pg / mL por 14 e 20 horas. As células tratadas com
10 ng / mL de VEGFA foram usadas como controle positivo, enquanto as células ndo
tratadas foram usadas como controle negativo. Durante todo o periodo do experimento,
as placas foram mantidas em uma incubadora a 37 °C em 5% de CO.. No final do

experimento, o isolamento do RNA foi realizado.

Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os ensaios de RT-qPCR foram realizados com os genes alvos HIFIA (hypoxia
inducible factor 1 subunit alpha) e VEGFA (vascular endothelial growth factor A) e
para normalizagdo dos dados foram utilizados os genes de referéncia HPRTI
(hypoxanthine  phosphoribosyltransferase 1) e  YWHAZ  (tyrosine  3-
monooxygenase/tryptophan  5-monooxygenase  activation  protein  zeta). Os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados utilizando o programa Primer 3, versao
0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/) e andlises de pardmetros tais como conteido GC,
formagdo de homodimero, heterodimero e hairpins foram realizadas usando o software
OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). A especificidade das
sequéncias desenhadas foi confirmada usando o programa Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), de forma a garantir que os
iniciadores amplificavam somente a regido gendmica de interesse. As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores e o tamanho esperado de cada amplicon sdo apresentados

na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho esperado dos amplicons.

Tamanho
Gene Numero de Sequéncia (5’-3’) do
acesso (GenBank) amplicon
(pb)
HIFI1A NM 001530.3 F: TTTTGGCAGCAACGACACAG 136
R: TTCAGCGGTGGGTAATGGAG
VEGFA NM 001171623.1 F: GGAGGGCAGAATCATCACGAAG 132
R: GGATGGCTTGAAGATGTACTCG
HPRTI NM 000194.2  F: TGGCGTCGTGATTAGTGATGA 140
R: CATCTCGAGCAAGACGTTCAGT
YWHAZ  NM 003406.3 F: CGAGCAGGCTGAGCGATATG 142

R: CCTCCAAGATGACCTACGG

pb: pares de bases. GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

Extracdo de RNA total e tratamento com DNase [

Células HUVEC dos grupos controle negativo (CN), controle positivo (CP), vidro
bioativo (VB) e vidro bioativo com 2,5% de Co (VB-2,5Co) foram submetidas a
extragdo de RNA total usando o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com o
seguinte protocolo: 200 pL de cloroférmio foram adicionados por 1 mL de TRIzol® e os
microtubos foram agitados vigorosamente com as maos por 15 segundos, seguido de
incubagdo a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugacdo a 15.000 xg por 15
minutos a 4 °C. A fase superior aquosa foi transferida para novo microtubo onde foram
adicionados 500 pL de alcool isopropilico e 1 pL de acrilamida linear. As amostras
foram incubadas por 3 horas a -70 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
15000 xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1
mL de etanol 75%. Apos rapida agitagdo em vortex, foi feita nova centrifugagdo a
15000 xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o microtubo mantido
a temperatura ambiente para completa evaporagdo do alcool. O pellet de RNA foi
ressuspendido em 25 plL de agua nuclease-free, seguido de incubacdo a 65 °C por 15
minutos para garantir a completa dissolugdo do RNA. As amostras foram quantificadas
usando o aparelho Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific)

e estocadas a -70 °C até o momento de uso.
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Posteriormente, as amostras de RNA total foram tratadas com DNase I (Promega),
conforme as recomendagdes do fabricante. Foram adicionados 2,5 pg de RNA; tampao
RQI RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer (Promega); 2,5 U da enzima RQ! RNase-
Free DNase (Promega) e agua nuclease-free, totalizando um volume de 10 pL. As
reacdes foram incubadas a 37 °C por 30 minutos, seguido da adi¢do de 1 puL do reagente
Stop Solution e incubagdo a 70 °C por 10 minutos. As amostras foram quantificadas
usando o aparelho Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific)

e estocadas a -70 °C até o momento de uso.

Sintese de cDNA e amplificacdo por RT-PCR (transcricdo reversa-reacdo em cadeia da

polimerase)
A primeira fita de ¢cDNA foi sintetizada usando o kit High-Capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems), em que foi feito um mix contendo 2 pL. de /10X RT
Buffer, 0,8 pL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 pL de 10X RT Random Primers, 1 pL de
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 1,5 ng de RNA tratado com DNAse e agua
nuclease-free, totalizando um volume de 20 pL. As reagdes foram incubadas a 25 °C
por 10 minutos, 37 °C por 2 horas e, em seguida, a enzima foi inativada a 85 °C por 5
minutos. As amostras foram quantificadas usando o aparelho Multiskan™ GO

Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Aproximadamente 50 ng de cDNA foram utilizados nas reagdes de PCR com 1,5 mM
de MgCly; tampdo 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 0,2 mM de cada um
dos quatro dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 0,25 uM de primers especificos para
cada gene e 1 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega), totalizando um volume final
de 20 pL. Os ciclos de amplificagio foram constituidos de uma etapa inicial de
desnaturag¢do a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de: 94 °C por 30 segundos
(desnaturagdo), 60 °C por 30 segundos (anelamento) e 72 °C por 30 segundos
(extensdo). Uma ultima etapa de extensao foi realizada a 72 °C por 5 minutos. Em todas
as reagdes foi feito um controle branco de amplificacio para cada par de
oligonucleotideos iniciadores, onde agua estéril foi acrescentada no lugar de cDNA. Os
produtos de PCR e o marcador 50 pb DNA Step Ladder (Sigma) foram aplicados em géis
de agarose (2%) corados com brometo de etideo para confirmacdo do tamanho dos

amplicons.
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Ensaios de PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR) e andlises dos dados
Cada reacdo de RT-gPCR continha 5 uL de GoTaq® gPCR Master Mix 2X (Promega);
0,1 uL de CXR Reference Dye (Promega); 60 ng de cDNA; cada par de

oligonucleotideos iniciadores em sua concentracdo Otima e agua nuclease-free,
totalizando um volume final de 10 pL. As condi¢des de amplificacdo foram de uma
etapa inicial de desnaturacao a 95 °C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de: 95 °C por
15 segundos (desnaturagdo) e uma etapa unica de anelamento e extensio a 60 °C por 1
minuto. Apos os 40 ciclos de amplificacdo, todas as amostras foram submetidas a
desnaturagdo gradual para determinag¢do da curva de dissociagdo (melting curve). Em
todas as reacdes foi feito um controle branco de amplificacdo para cada par de primers,
onde agua estéril foi acrescentada no lugar de cDNA. As corridas foram feitas no
equipamento ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) e
os dados processados utilizando o software SDS, versao 2.4 (Applied Biosystems).

A concentragdo 6tima de cada oligonucleotideo iniciador foi determinada por meio do
teste de concentracdo de primers, em que foram testadas as concentragdes 0,1; 0,15; 0,2;
0,3 e 0,4 uM. A partir desse teste, foram padronizadas as concentragdes de cada
iniciador forward (F) e reverse (R) a serem utilizadas nos ensaios de RT-qPCR: 0,1 uM
(F)/0,1 uM (R) para VEGFA; 0,15 uM (F)/0,15 uM (R) para HPRTI; 0,3 uM (F)/0,3
uM (R) para HIFIA e YWHAZ.

Curvas padrao para cada marcador foram obtidas por meio de reagdes envolvendo
dilui¢des logaritmicas seriadas de cDNA. Os valores de slope (coeficiente angular da
reta) foram utilizados no calculo da eficiéncia de amplificagdo da reacdo de RT-qPCR
para cada marcador [Eficiéncia = (10-'5°P¢ _1)]. A partir desse teste padronizou-se a
quantidade de cDNA a ser utilizada em todos os ensaios de RT-qPCR (60 ng/amostra).
A especificidade de amplificacio de cada par de oligonucleotideos iniciadores foi

confirmada por meio de analises das curvas de dissociacao.

A expressdo relativa dos genes alvos foi determinada usando o método descrito por

Pfaffl 1%, no qual a quantificagio relativa é calculada utilizando-se a seguinte formula:
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Expressio Relativa = (Eyiyo) 2T 20
(Eref) ACT ref
onde:

Eavo = eficiéncia de amplificacdo do par de primers do gene alvo;
E.r = eficiéncia de amplificagdo do par de primers do gene de referéncia;

ACt = Ct calibrador — Ct amostra.

A amostra calibradora correspondeu ao cDNA sintetizado a partir do RNA extraido de

células HUVEC do grupo controle negativo.
4.2.4 Estudos in vivo

4.2.4.1 Cirurgia animal

Implantes subcutaneos (pastilhas de 2 mm x 5 mm) foram inseridos na regido dorsal
(préximo as escapulas) de ratos Wistar, previamente pesados, anestesiados com uma
combinagdo de cloridrato de cetamina a 10% (Syntec Sao Paulo, Brasil) e cloridrato de
xilazina a 2% (Syntec Sao Paulo, Brasil), na propor¢do de 0,1 mL para cada
100 g/animal. Foram utilizados quinze ratos Wistar machos, pesando 210-240 g (8
semanas de idade). A tricotomia foi realizada seguida de assepsia cutanea da regido de
implantacdo com 4alcool iodado a 10% (Rioquimica, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente,
foi realizada uma incisdo transversal na regido dorsal do animal (2 centimetros abaixo
do angulo inferior das escapulas). A pele foi divulsionada e os implantes foram
inseridos na regido subcutanea. Os implantes foram atribuidos aos seguintes grupos (n =
5 implantes para cada grupo): (1) cirurgia sem implante (controle); (2) cirurgia com
pastilha de VB; (3) cirurgia com pastilha de VB - 2,5Co. Nos animais controle, o
procedimento foi realizado exatamente como descrito acima, no entanto, ndo houve
insercao do implante. O procedimento foi concluido com a sutura da pele do dorso. A
Figura 4.1 descreve o procedimento acima descrito. Todos os procedimentos descritos

acima foram adaptados de Ribeiro-Neto et al. 163,
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Figura 4-1. Metodologia esquematica da parte cirargica da implantagdo das pastilhas para os grupos
controle, VB ¢ VB-2.5Co.

4.2.4.2 Imunohistoquimica do VEGFA e HIF1A

As reacdes imunohistoquimicas para os marcadores angiogénicos VEGFA e HIF1A
foram realizadas utilizando o protocolo padrdo estreptavidina-biotina '6°. Os ratos foram
eutanasiados 28 dias apds a colocagdo dos implantes subcutaneos. As amostras de pele
foram obtidas, fixadas em solu¢do de formalina neutra tamponada a 10% (pH 7,2, por
48 h), processadas e embebidas em parafina. Se¢des de 5 mm de espessura foram
coletadas em laminas de vidro (StarFrost, Sulfok, Reino Unido) para realizacdo de
reacdes imunohistoquimicas para as proteinas de interesse, segundo descrito

167 " As laminas foram desparafinizadas, hidratadas com concentragdes

previamente
decrescentes de etanol e lavadas em tampao citrato (pH 6,0; Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA) por 20 minutos a 82 °C para recuperacdo antigénica. Logo depois, as secdes
foram incubadas com perdéxido de hidrogénio a 3% diluido em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) por 30 minutos para bloquear a peroxidase
endogena e, em seguida, receberam solu¢ao Protein Block (Abcam, Cambridge, Reino
Unido) por 5 minutos para bloquear ligagdes inespecificas. As amostras foram
incubadas a 4 °C overnight em uma cdmara umidificada com um anticorpo monoclonal
anti-VEGFA de camundongo (SC7269; Califéornia, EUA; 1:50) ou anticorpo
monoclonal anti-HIF (NB100-105SS; Novus Biologicals, Littleton, EUA; 1:20) em
albumina de soro bovino com PBS a 1% (PBS-BSA). Apods a incubacdo com o
anticorpo primario, as se¢des foram lavadas em PBS e tratadas com Advance HRP Link

(K4068, Dako, Glostrup, Dinamarca) e Advance HRP Enzyme (K4068, Dako, Glostrup,

Dinamarca) por 30 minutos em temperatura ambiente, seguindo as instru¢des do
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fabricante. A coloracdo foi detectada por uma solugcdo de 3,3 - diaminobenzidina a
0,05% e H20; a 0,2%. Finalmente, as laminas foram montadas. Os controles negativos
consistiram em se¢des nas quais os anticorpos primarios foram substituidos por PBS-

BSA.

4.2.4.3 Analise de imagem

Fotos das laminas marcadas com VEGFA ou HIFI1A foram tiradas no microscépio
Olympus BX53 com a camera Olympus Q color 5 conectada, usando o programa Q
Capture pro 7, com ampliacdo de 10x e 40x. A quantificacdo de vasos sanguineos e
nucleos celulares na regido profunda da derme foi realizada usando o software Image J
(National Institutes of Health, (NIH), EUA), nas condi¢des detalhadas na subsecdo

abaixo.

4.2.4.4 Morfometria VEGFA e HIF1A

A érea selecionada para contagem de vasos sanguineos e nucleos celulares estava na
regido profunda da derme, proximo ao local onde os implantes foram inseridos. Os
vasos sanguineos totais corados com VEGFA foram contados, assim como os nucleos
celulares totais corados com HIF1A. O numero de vasos e nucleos celulares foi
quantificado através de fotos das secdes capturadas no microscopio em campos
selecionados aleatoriamente na area determinada para analise em cada grupo. Vinte
fotos (aumento de 40 x) foram tiradas de cada secdo histologica para cada animal dos

grupos amostrais.

A quantidade de vasos sanguineos e nucleos celulares foi calculada em relagdo a area
total de tecido analisada, demonstrada pelas equagdes descritas abaixo. A area de tecido
analisada foi calculada usando o software Image J (National Institutes of Health, (NIH),

EUA).
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nicleos celulares totais

Quantidade toral de niucleos celulares= >
Areamm

total de nucleos corados com HIF1A

Nucleos corados com HIF1A =

Area mm?

vasos sanguineos totais

Quantidade total de vasos sanguineos = >
Area mm

total de vasos sanguineos corados com VEGFA

Vasos sanguineos corados com VEGFA= >
Areamm

4.2.5 Anailise estatistica

Os dados dos ensaios de viabilidade celular, formagao de tubos e qPCR foram expressos
como média = DP. Testes de normalidade foram realizados para confirmar a
distribuicdo normal dos dados. Em seguida, foram realizadas as analises estatisticas
usando-se o teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. Para isso, foi
utilizado o software GraphPad Prism 8 (Califérnia, EUA). Resultados com p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

4.2.6 Declaracio de ética.

Os experimentos em animais envolvendo implantes de vidro bioativo e vidro bioativo
com cobalto foram conduzidos de acordo com os regulamentos éticos ¢ de bem-estar
animal do governo brasileiro (lei 11794 / 2008). O protocolo experimental foi aprovado
pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas

Gerais (Protocolo n°® 22/2018).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A avaliagdo estrutural das particulas de VB e VB-2,5Co foi realizada usando FTIR,
como mostrado na Figura 4.2. Bandas tipicas de absor¢do de vidro bioativo podem ser
observadas em ambas as amostras. A vibragdo de 450-470 cm™ ¢ frequentemente
relacionada a flexdo das ligagdes Si-O-Si, observadas principalmente nas estruturas
amorfas de SiO, '%-171 O alongamento simétrico das ligagdes Si-O pode ser observado
entre 725 e 830 cm! %% enquanto a absorbancia entre 1000 e 1150 cm’! pode ser

atribuida ao alongamento assimétrico da ligagdo Si-O-Si '7°. A absorbancia em 530 e
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610 cm™ ¢ tipica da flexdo de P-O nos grupos fosfato, enquanto em 1200 cm™! pode ser
observado um alongamento dos grupos de P-O %8, A absor¢do observada na faixa de
1400 a 1550 cm™ e 1635 cm™ esta relacionada aos grupos carbonato € d4gua molecular,
respectivamente, que podem ser absorvidos pela superficie do vidro 2. A banda
pequena em 1455 ¢cm™ pode ser atribuida ao modo de vibragdo C-O. Picos tipicos
semelhantes também foram relatados nos estudos de Che et al. !73. Vidros contendo Co
ndo mostraram grandes mudancgas nas bandas do espectro infravermelho, indicando que

a rede principal foi mantida apesar da incorporagdo de cobalto no vidro bioativo.
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Si-O
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Figura 4-2. FTIR para amostras de VB e VB-2,5Co tratadas a 650 °C.

4.3.2 Difracao de Raios X (DRX)

O padrao de difracdo das amostras de VB e VB-2,5Co apds tratamento térmico a 650 °©
C ¢ mostrado na Figura 4.3. A banda larga observada na faixa de 15 a 35 ° (20)
confirma a estrutura principalmente amorfa de ambas as amostras !73. Na faixa de 30 a
33 © (20), observou-se um halo mais pronunciado que pode estar relacionado a uma
organizag¢ao inicial da estrutura do vidro que geralmente esta relacionada a um pequeno

ntcleo de apatita !72. A silica amorfa contém alta densidade de grupos silanol (Si-OH)
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que sdo favordveis ao crescimento de hidroxiapatita e formacdo Ossea em vidros
bioativos. Os grupos silanois presentes nos vidros induzem a formagao de hidroxiapatita
em maior extensdo do que as superficies de silica cristalina !4, Embora observado um
halo pronunciado que pode estar relacionado a organizacdo inicial dos nucleos de
apatita, o carater amorfo do vidro foi mantido e ndo foram observadas diferengas
qualitativas entre VB e VB-2,5Co, indicando que a incorporacdo de Co ndo afeta a
estrutura amorfa do vidro. Além disso, picos cristalinos relacionados aos sais
precursores de calcio e cobalto ndo foram detectados por esta técnica, o que € indicativo

da incorporacdo bem-sucedida desses ions na rede de vidro.
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Figura 4-3. DRX para as amostras VB e VB-2,5Co tratadas a 650 °C.

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Dispersao
de Energia de Raios X (EDS)

A Figura 4.4 (A) mostra imagem de MEV de VB-2.5Co, e o mapeamento de raios-X
para Co ¢ mostrado na Figura 4.5 (B). A distribuicdo de Co ¢ destacada em roxo, onde
observa-se a presenca do ion Co espalhado de maneira uniforme e homogénea por toda

a superficie da amostra.
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Figura 4-4. MEV das pastilhas de (A) VB-2,5Co, 200 x e B) Mapeamento de Raios X de Co na amostra
VB-2.5Co, 200 x. Barra de escala: 500 pm.

Os principais constituintes do vidro foram observados por EDS, como mostrado na
Figura 4.5 (A) para VB e na Figura 4.5 (B) para VB-2.5Co. A presenca de Co na
amostra de VB-2.5Co foi confirmada, porém o Cl residual também foi observado e pode
estar relacionado ao cloreto de cobalto (CoCl,.6H>0), usado como precursor de Co na

sintese sol-gel.
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Figura 4-5. Espectro de EDS das amostras de (A) VB e (B) VB-2.5Co.

4.3.4 Avaliacio da microestrutura e distribuicio do tamanho dos poros por
Microtomografia (micro-CT)

A Figura 4.6 mostra os modelos 3D obtidos por micro-CT para as amostras VB (Figura
4.6 A) e VB-2,5Co (Figura 4.6 B) e a distribuicdo do tamanho dos poros (Figura 4.6 C)
e enquanto a porosidade total, porosidade aberta e tamanho médio dos poros sdo
mostrados na Tabela 4.2. O tamanho de poros variou entre as amostras. Na amostra VB
o tamanho de poros foi de 16,38 um, sendo que, com a adi¢do de Co, essa distribuicao
foi maior, 21,08 um. A porosidade total se manteve similar para ambas amostras de VB
e VB-2.5Co. A andlise mostra uma baixa fracdo de poros abertos na estrutura das
pastilhas para as amostras, o que pode ser justificado pelo fato de as microparticulas

terem sido prensadas para se obter as pastilhas.
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Figura 4-6. Modelos de micro-CT 3D e distribui¢do do tamanho dos poros obtidos dos scaffolds hibridos
de VB e VB-2,5Co.

Tabela 4.2. Dados da analise tridimensional das amostras VB e VB-2.5Co.

Amostras
Parametro
VB VB-2,5Co
Tamanho de poro (um) 16,38 21,08
Porosidade aberta (%) 9,03 8,25
Porosidade Total (%) 10,72 10,74

4.3.5 Teste de citotoxicidade

Neste estudo, as HUVECs foram expostas a diferentes concentracdes do PI de VB e
VB-2,5Co (1000 pg / mL, 1500 pg / mL, 2000 pg / mL) em diferentes periodos de
tempo, e os resultados da viabilidade celular sdo mostrados na Figura 4.7 A e B. Nao foi
observada citotoxicidade, mesmo apds 72 horas de exposi¢do do produto idnico as
células. A liberagdo de Co das pastilhas ndo influenciou na atividade mitocondrial dos
HUVECs. Ap6s 24 horas, células estimuladas com VB-2,5Co com concentra¢dao de
2000 pg / mL apresentaram aumento significativo na viabilidade celular quando

comparadas as células do grupo controle (Figura 4.7 B).
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Figura 4-7. Viabilidade de HUVECs determinada pelo ensaio MTT para (A) VB e (B) VB-2.5Co.
Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do grupo controle. Barras de erro indicam
+ DP, e significancia estatistica foi verificada através do one-way ANOVA com p < 0,05 ¢ um pos-teste
de Tukey. (* p < 0,05 versus Controle).

A biocompatibilidade e citotoxicidade das pastilhas de VB e VB-2,5Co foi avaliada por
meio de PI em contato com HUVECs. Os VBs tém sido investigados e aplicados ha
décadas na regeneracdo 6ssea. Um estudo recente demonstrou a capacidade dos VBs em

estimular a vascularizagdo 73

. Vidros incorporados com Co s3o bioativos, desenvolvem
uma camada de Hidroxiapatita (HCA) nas superficies de fluido corporal simulado
(SBF) e mostram melhor angiogénese quando implantados '7°. Através da angiogénese,
os tecidos lesionados podem ser regenerados com o surgimento de novos vasos
sanguineos, fornecendo suprimento sanguineo, oxigenagao e nutrientes ao local da lesao
177.178 * As células endoteliais podem auxiliar na resposta inflamatoria, colaborando com
0 processo angiogénico, uma vez que essas c¢lulas podem formar rapidamente novos
vasos sanguineos. Durante a inflamacdo, ha alteracdes nos vasos sanguineos que
permitem os neutréfilos e monodcitos aderirem as células endoteliais. Apos aderir as
paredes dos vasos, os leucocitos migram para os tecidos adjacentes através de fendas
entre as células endoteliais, onde ocorre proliferagdo e reorganizagdo das células
endoteliais para formar o tubo capilar #1718 A HUVECsS sdo frequentemente usadas

em testes in vitro para examinar diferentes processos angiogénicos '8!,



49

A liberagao de Co de VB-2,5Co ndao mostrou influéncia na atividade mitocondrial de
HUVEC:s. Estudos anteriores indicaram que o Co em altas concentracdes pode causar

citotoxicidade celular !82-184

, 0 que ndo ocorreu nas concentracdes avaliadas neste
estudo. A avaliacdo do MTT mostrou que VB e VB-2,5Co poderiam ser aplicados como
material potencial para a engenharia de tecidos, uma vez que ndo foi observada

citotoxicidade nas diferentes concentracdes analisadas.

4.3.6 Ensaio de formacao de tubo endotelial
O uso potencial de VB com e sem Co para angiogénese foi avaliado pelo ensaio de
formacdo de tubos. Apos 24 horas de andlise, foram observadas formagdes tubulares

com um tempo de tratamento de 20 horas a uma concentracao de 1000 mg / mL (Figura

4.8).

Para este ensaio de formagao de tubos, os grupos foram divididos em controle negativo
(contendo apenas HUVECs), controle positivo (HUVECs + VEGFA), VB (VB +
HUVECs) e VB-2.5Co (VB-2.5Co + HUVECs:). No controle negativo (Figura 4.8 (A) e
(B)), € possivel observar HUVECs viaveis, enquanto o grupo controle positivo (Figura
4.8 (C) e (D)) apresentou, conforme esperado, formacao de tubos induzida por VEGFA.
Células tratadas com VB (Figura 4.8 (E) e (F)) resultaram em ramificagdo das
HUVECs, demonstrando maior capacidade de formacdo de tubos quando comparados
ao controle negativo. O tratamento com VB-2,5Co (Figura 4.8 (G) e (H)) aumentou
significativamente os ramos celulares das HUVECs, proporcionando formacgdes mais
tubulares quando comparadas ao grupo VB e demonstrando aumento significativo
quando comparado ao controle negativo. A formagao de tubos do grupo VB-Co tende a
ser semelhante ao controle positivo. Wang et al. '8 relataram que a regulagdo de fatores
de crescimento como o VEGFA pode melhorar a angiogénese. Resultados do ensaio de
formacdo de tubos deste trabalho indicaram que o VB, na presenca de Co, melhora a
formagdo de tubos de maneira semelhante ao VEGFA. Portanto, pode-se afirmar que o
VB estimulou a formacao de vasos sanguineos e a adi¢do de 2,5% de CoO potencializa

esse efeito sem afetar as fungdes normais das HUVECs.
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Figura 4-8. Ensaio de formagao de tubo endotelial realizado na presenca de HUVECs.

A) e B) controle negativo em campo claro e corado com calceina verde; C) e D) controle positivo em
campo claro e corado com calceina verde; E) e F) VB em campo claro e corado com calceina verde e G e
H) VB-2,5Co em campo claro e corado com calceina verde. Tamanho da imagem: 40x.
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4.3.7 Ensaio qPCR
O gRT-PCR ¢ uma técnica de precisdo e sensibilidade que normaliza o gene de
interesse contra um gene de controle endégeno cuja expressao ¢ inalterada nas amostras
analisadas '8¢187. Dois marcadores foram escolhidos para investigar os efeitos da VB e
VB-2,5Co no processo de angiogénese: HIF1A ¢ VEGFA 9188 ¢ principal interesse
neste estudo. A Figura 4.9 mostra a expressao génica de VEGFA e HIF 1A para controle
negativo (CN), controle positivo (CP), VB e VB-2,5Co as 14 e 20h. Para HIFIA as 14h
(Figura 4.9 (A)), as células estimuladas por VB ndo mostraram aumento significativo na
expressdo do gene HIFIA quando comparadas as células ndo estimuladas em CN.
Quando comparadas ao CP, as células estimuladas por VB mostraram uma expressao
significativamente reduzida de HIF1A. Por outro lado, as células estimuladas por VB-
2,5Co apresentaram expressdo génica do HIFIA significativamente maior quando
comparadas as ndo estimuladas no CN, atingindo valores semelhantes as células do
grupo CP. Quando comparado ao grupo CN, a expressdo de HIF'/A aumentou 2,7 vezes
no grupo VB-2,5Co, enquanto no grupo VB esse gene foi regulado positivamente por
um fator de 1,4 (p < 0,05). Na Figura 4.9 (B), apés 20h de exposi¢ao ao PI dos
biomateriais, as amostras de VB e VB-2,5Co apresentaram menor expressao génica em
relacdo aos grupos controle (CN e CP) e ndo apresentaram diferencgas significativas na

expressao génica entre si.
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Figura 4-9. Expressao relativa dos genes (A, B) HIF1A e (C, D) VEGFA em amostras de VB e VB-2.5Co
em dois tempos de analise: 14h e 20h.

Os genes YWHAZ e HPRT1 foram utilizados para normalizar os dados e o grupo CN foi utilizado como

calibrador. One-way ANOVAcom p < 0,05 e pos-teste de Tukey. (* p < 0,05 versus CN; # p < 0,05
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Para o HIFIA, apdés 14h, o grupo VB-2.5Co apresentou expressdo génica
significativamente maior em relacdo a CN e assemelhava-se a expressdo do grupo CP,
diferentemente do grupo VB. O grupo VB-2,5Co desempenhou um papel importante no
aumento da expressdo do gene HIFIA, assemelhando-se aos valores apresentados pelo
grupo CP. O grupo VB ndo apresentou pico de expressdo do gene HIFIA quando
comparado aos grupos CP e VB-2,5Co, onde reafirmamos a importancia do Co na
expressdo do gene HIFIA. Apoés 20h, a expressio do gene HIFIA estava
significativamente menor nas células estimuladas com VB e VB-2,5Co em comparagao

ao grupo CN, o que significa que o pico de expressdo dessa proteina ja ocorreu.

Na Figura 4.9 (C), podemos ver a expressao de VEGFA apo6s 14 h de tratamento das
células e os grupos VB e VB-2.5Co apresentaram expressdo génica significativamente
maior que as amostras de CN. Quando comparada ao grupo CN, a expressdo do VEGFA
aumentou 1,4 vezes nos grupos VB e VB-2,5Co (p < 0,05). Apdés 20 horas de
tratamento das células (Figura 4.9 (D)), ndo houve diferencas significativas entre os
grupos analisados. Os grupos VB e VB-2,5Co aumentaram significativamente a
expressdo do gene VEGFA em comparagdo com os grupos controle as 14h, mas ndo
houve diferengas significativas na expressdo entre eles. Este resultado mostra que o
gene VEGFA possui um pico de expressao génica precoce (14h) e o VB e o VB-2,5Co
foram capazes de melhorar este parametro, o que nao se confirmou no periodo de 20h.

De acordo com Tanaka et al. !'®

, 0 VEGFA induz a migragdo, proliferagdo e
impermeabilidade das células endoteliais e segundo Fernandez-Torres et al. 32, o HIF ¢
essencial para a homeostase e ¢ extremamente importante para a sobrevivéncia dos
condrdcitos. Portanto, nossas descobertas mostraram que nossos biomateriais VB e VB-
2,5Co sdo biomateriais promissores para auxiliar as células endoteliais e sdo

biomateriais que podem ser usados como uma alternativa para melhorar a angiogénese

e, assim, ser futuramente aplicado no campo da engenharia tecidual éssea.

4.3.8 Estudo in vivo - Coloracio imunohistoquimica

Cortes histologicos foram imunomarcados para VEGFA ou HIF1A, fatores
reconhecidamente envolvidos no processo de angiogénese. Foram avaliados cortes
histologicos da camada mais profunda da derme, proximo ao local onde o implante foi

inserido (Figuras 4.10 e 4.11). Nesta regido foi observada a presenga de células com
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morfologia mononuclear tipica em todos os grupos, indicando inflamagdo cronica no

local do implante.

A Figura 4.10 representa imagens histologicas para a coloracdo Imunohistoquimica de
HIF1A para os grupos Controle (Figura 4.10 (A)), VB (Figura 4.10 (B)) e VB-2,5Co
(Figura 4.10 (C)). Observamos um aumento no nimero de nucleos celulares nos grupos
VB e VB-2,5Co (Figura 4.10 (D)), mas houve um aumento significativo nos nucleos
corados com HIF1A para o grupo VB-2,5Co (Figura 4.10 (E)). As setas amarelas

indicam nucleos celulares de HUVECs corados com HIF1A.

Através da inser¢do de pastilhas de VB e VB-2,5Co observamos a presenga de células

139,184,190 " egsas células

no local do implante. Conforme relatado em estudos anteriores
sdo compativeis com a inflamag¢@o local que ocorre apos a inser¢do do implante, uma
reagdo do organismo relacionada a interface do biomaterial implantado durante o
processo de cicatrizacdo local. O aumento da inflamagdo também pode estar
relacionado a propriedade angiogénica do cobalto, pois a via HIFIA pode recrutar

células inflamatorias e ajudar a coordenar a resposta do corpo apds a lesdo .
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Figura 4-10. Imagens representativas (10x e 40x) contendo coloragdo HIFIA.

(A) controle; (B) VB e (C) VB-2,5Co. Morfometria total para contagem dos nucleos celulares (D) e
nucleos celulares corados com HIF1A (E) em relagdo a area (mm?). As setas amarelas indicam nucleos
celulares de células HUVECs coradas com HIF1A. Barras de erro indicam + DP, e significancia
estatistica foi verificada através do one-way ANOVA com p < 0,05 e um pos-teste de Tukey. (* p < 0,05
versus Controle e # p < 0,05 versus VB).



55

A Figura 4.11 mostra o total de vasos sanguineos e vasos sanguineos corados com
VEGFA avaliados por histologia e morfometria. As imagens revelaram a presenca de
vasos sanguineos na regido proxima ao implante para os grupos Controle (Figura 4.11
(A)), VB (Figura 4.11 (B)) e VB-2,5Co (Figura 4.11 (C)). Nao houve diferenga entre os
grupos na contagem total de vasos sanguineos (Figura 4.11 (D)). Contudo, houve um
aumento significativo nos vasos sanguineos corados com VEGFA no grupo VB-2.5Co

em comparagdo com os grupos VB e controle (Figura 4.11 (E)).

A regido profunda da derme mostrou uma marca¢ao moderada de VEGFA e HIF1A em
contato com VB e uma marcacdo forte na presenca de VB-2,5Co. Essa marcacdo pode
ser devido aos estimulos angiogénicos liberados na interface biomaterial / tecido apos o
periodo de implantagdo, conforme relatado. Houve expressao de VEGFA e HIF1A para
a amostra VB, mas essa expressao foi maior na amostra VB-2,5Co em comparagdo com
as outras amostras analisadas. A partir desses resultados, pode-se concluir que os
implantes de VB e VB-2,5Co influenciaram a expressdo de VEGFA e HIF1A neste
estudo in vivo. Estes dados confirmam os resultados do ensaio de Formagao de Tubos ¢
do RT-qPCR, mostrando que a presenga de Co incorporado na rede do VB aumentou a
expressdo de VEGFA, levando a angiogénese. Portanto, o vidro bioativo contendo
cobalto ¢ promissor para a ET e pode ser favoravel ao aumento da angiogénese. Nao
foram observadas reagdes adversas como hiperemia, congestdo ou necrose dos vasos
sanguineos. Isso indica que, apesar da incorporagdo de cobalto na estrutura do vidro, o

material ¢ biocompativel e um potencial dispositivo para promover a angiogénese.
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Figura 4-11. Imagens representativas (10x e 40x) contendo coloragdo com VEGFA.

(A) controle; (B) VB e (C) VB-2,5Co. Morfometria da contagem total de vasos sanguineos (D) e vasos
corados com VEGFA (E) em relacio a area (mm?). Barras de erro indicam + DP, e significincia
estatistica foi verificada através do one-way ANOVA com p < 0,05 e um pos-teste de Tukey. (* p < 0,05
versus Controle e # p < 0,05 versus VB).
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4.4 Conclusoes

Através da sintese sol-gel, obtivemos vidros bioativos amorfos incorporados com Co. A
adi¢do de Co ndo alterou a estrutura e morfologia do vidro, e a presenca e distribuicao
homogénea do Co através do vidro foram confirmadas por MEV e EDS, associados ao
mapeamento de raios-x com dispersdo de elemento quimico, neste caso, o Co. As
avaliacdes de biocompatibilidade foram realizadas pelo ensaio de viabilidade celular
por MTT em HUVECs, e um ambiente favoravel as células foi obtido em diferentes
concentragdes de PIs de vidro bioativos, sem efeito citotoxico observado apesar da
incorporagdo de Co. Foi observada formacdo de tubo endotelial pelas HUVECs na
presenga de vidro contendo Co, semelhante a formagdo de tubo por adi¢gdo de VEGFA,
indicando que o Co poderia mimetizar os efeitos do VEGFA. A amostra VB-2,5Co
induziu maior expressdo do gene VEGFA pelas HUVECs ap6s 14h de exposicdo, ¢ a
adi¢do de Co também foi eficaz em aumentar a expressao do gene HIF1A. Respostas in
vivo mostraram que o VB incorporado com Co em sua estrutura foi capaz de estimular a
expressao de VEGFA e HIF1A e ndo mostrou reagdes adversas durante o estudo in vivo,
indicando uma possivel estimulacdo dos eventos que levam a angiogénese. Portanto,
podemos afirmar que o Co incorporado a rede de vidro bioativo demonstra ser uma
estratégia potencial para estimular a angiogénese e gerar o desenvolvimento de

materiais superiores para uso na Engenharia de Tecidos.
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Capitulo 5. INCORPORACAO DO ION TERAPEUTICO COBALTO EM
SCAFFOLDS HiBRIDOS DE POLI (ALCOOL VINILICO) / VIDRO BIOATIVO
PARA ENGENHARIA DE TECIDOS

5.1 Introducao

24,109, a

Devido a sua biocompatibilidade e diversas acdes bioldgicas ja descritas
utilizagdo dos vidros bioativos surge como uma promissora estratégia para aceleragdo
do reparo tecidual dsseo. Eles possuem composi¢ao variavel, permitindo a incorporacao
de ions metdlicos com efeito terapéutico, uma abordagem considerada inovadora na
otimizagdo de biocompdsitos para a engenharia de tecidos *°. Esses ions tém a vantagem
de serem liberados exatamente no local do implante, potencializando o efeito
terapéutico e reduzindo a ocorréncia de reagdes adversas no paciente, pois sdo liberados
de forma controlada durante o processo de degradagdo do material ''. O cobalto
apresenta grande potencial para ser incorporado na estrutura de vidros bioativos, pois
pode influenciar na formagdo de novos vasos sanguineos, a partir do controle de
expressdao do fator de inducdo da hipoxia (HIF), conhecido por ativar genes
relacionados a angiogénese, sendo de grande interesse, especialmente para regeneragao

de defeitos criticos, onde a difusdo de oxigénio e nutrientes ¢ dificultada.

Scaffolds a base de polimeros estdo recebendo grande ateng¢do devido a sua semelhanca
com macromoléculas biologicas, o que pode melhorar a biocompatibilidade do

Y10 Poli (4lcool vinilico) é um polimero que possui excelente

biomaterial
biocompatibilidade, atéoxico e tem mostrado grande potencial para ser aplicado como
biomateriais, devido a sua combinacdo de propriedades. O desenvolvimento de
scaffolds hibridos na combinacdo de bioceramica com o polimero pode melhorar o
desempenho mecanico e a bioatividade do scaffold ', e scaffolds hibridos a base de
PVA e vidro bioativo (VB) sdo subconjuntos promissores de materiais bioativos

inorganicos 2.

O estudo de scaffolds hibridos contendo PVA e VB associados ao Co através do
processo sol-gel e método de formagao de espuma permanece escasso na literatura, bem
como o impacto de suas propriedades na angiogénese. Tendo isso em vista, o presente
trabalho tem como principal objetivo desenvolver scaffolds hibridos de poli (alcool

vinilico) / vidro bioativo contendo cobalto e avaliar seu efeito como potencial agente
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angiogénico para a engenharia tecidual. Os scaffolds hibridos foram caracterizados por
MEV, EDS e Micro-CT para analisar porosidade e interconectividade de poros dos
scaffolds; FTIR, para verificar a estrutura quimica, e os parametros de cristalinidade
foram analisados através de DRX. Foi realizado o estudo da influéncia da incorporacao
do Co, em substitui¢do parcial ao teor de Ca, na cinética de liberacdo dos ions em
solugdo, através do ensaio de ICP-OES. Estudos biologicos in vitro dos scaffolds
hibridos foram realizados através de ensaios de MTT e crescimento celular, para avaliar

a viabilidade celular e possivel toxicidade dos biocompositos.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Sintese de scaffolds hibridos de poli (alcool vinilico) e vidro bioativo
incorporados com cobalto (Co)

Os scaffolds hibridos foram baseados em PVA e VB, e derivados do processo sol-gel,
conforme metodologia relatada em estudo anterior '*>. O PVA (Sigma Aldrich®) foi
selecionado considerando aspectos como o grau de hidrélise (DH = 80%) e o peso
molecular (Mw = 9.000 a 10.000 g / mol), apropriados para fins biomédicos. Agua
deionizada (agua DI, Millipore Simplicity) com resistividade de 18 MQ cm foi usada
em todas as preparacdes da solu¢do. Uma solugdo aquosa de PVA foi preparada a uma
concentragdo de 28% em peso, dissolvendo o p6 de PVA em banho-maria a 80 °C sob
agitacdo constante por 2 h. O pH da solu¢do foi ajustado para 2,0 + 0,1 por solucao de
acido cloridrico (HCI) 2N. Uma solu¢do precursora de vidro bioativo com uma
composicdo nominal de 58% em peso de SiO2, 33% em peso de CaO, 9% em peso de
P,0Os foi sintetizada por mistura de tetractoxisilano (TEOS), agua DI, trietilfosfato
(TEP) e cloreto de calcio. Para amostras contendo cobalto, foi adicionado cloreto de
cobalto hexahidratado (CoCl,6H>0) em substitui¢ao parcial do conteudo de cloreto de
calcio nesta etapa. A razdo molar de H>O : TEOS usada foi de 12:1. Esta solucdo de VB
foi vertida na solugdo de PVA e agitada mecanicamente por 5 minutos. Em seguida,
lauril éter sulfato de sédio (LESS, Oxiteno 27% v / v) como agente espumante, solucao
de acido fluoridrico (HF 10% v / v), como catalisador e gelificante, e glutaraldeido
(solugdo aquosa GA, Sigma 25% em peso) foram adicionados a solugdo resultante. O
glutaraldeido foi utilizado como reticulador quimico funcional. A agitacdo mecanica foi
interrompida e as espumas foram vazadas pouco antes da gelificagcdo, em recipientes de

plastico, e seladas. As amostras foram envelhecidas a 40 °C por 3 dias e depois secas a
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60 °C por 7 dias. A composi¢do hibrida preparada consistia em 30% em peso de vidro e
70% em peso de polimero. Esses hibridos foram referidos como PVA-VB (para
amostras contendo PVA e VB), PVA-VB-5Co (para amostras contendo PVA ¢ VB com
5% CoQ) e PVA-VB-10Co (para amostras contendo PVA e VB com 10 % Co00).

Neutraliza¢ao das amostras

As amostras preparadas foram imersas por 10 horas em uma solu¢do de NH4OH a 0,3
mol / L. O processo de neutralizacdo foi realizado com base na propor¢do de 20 mL de
solucdo estabilizadora por 1,0 g de amostra hibrida seca, a temperatura de 25 + 2 °C.
Antes dos ensaios bioldgicos e estruturais, todas as amostras sintetizadas e neutralizadas
foram lavadas trés vezes em dgua DI e lavadas em solu¢do salina tamponada com
fosfato (PBS 1x) durante trés horas. Depois disso, as amostras foram secas em

temperatura ambiente.

5.2.2 Caracterizac¢ao estrutural

5.2.2.1 Caracterizacao Quimica

A composi¢ao quimica da fase inorganica dos hibridos foi avaliada por espectroscopia
de emissdo Optica de plasma acoplada indutivamente (ICP-OES, Optima 7300 DV,
PerkinElmer, EUA). Para esta andlise, 0,1 g das amostras foram transferidas para um
cadinho de grafite contendo 0,7 g de metaborato de litio. Outra por¢do de 0,7 g de
metaborato de litio foi adicionada a mistura, que foi tratada termicamente a 950 + 25 °C
por 10 minutos. O cadinho foi removido da mufla, a mistura foi homogeneizada e, em
seguida, recolocada no equipamento por mais 10 minutos a 950 + 25 °C. Em seguida, a
mistura foi transferida para um becker contendo 100 mL de 4cido nitrico a 10% (v/v) e
agitou-se até dissolver completamente. As concentragdes de Si, Ca, P e Co foram entdo
analisadas nas solugdes resultantes por ICP-OES e as proporg¢des de SiO», CaO, P>Os e

CoO foram calculadas.

Para avaliar a fracdo orgénica e inorganica dos scaffolds hibridos, as amostras foram
pesadas (massa inicial, Mi) e calcinadas a 650 °C por 180 minutos, com taxa de
aquecimento de 1 °C / minuto. Em seguida, as amostras calcinadas foram novamente
pesadas (massa final, Mf) e as propor¢des de massa organica (% MO) e massa

inorganica (% MI) foram calculadas de acordo com as equacdes abaixo:
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Mi-Mf

i

x100

% MO =
% MI =% x100

Onde % MO ¢ a % organica, % MI ¢ a % inorganica, M; ¢ a massa inicial e Mr ¢ a

massa final apds a calcinagao.

5.2.2.2 Analise do comportamento térmico dos scaffolds hibridos

O estudo do comportamento térmico dos scaffolds hibridos produzidos foi realizado
utilizando a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e a termogravimetria (TGA). As
propriedades térmicas de desidrata¢do e perda de massa foram estudadas empregando o
equipamento DSC-NETZSCH Co., Alemanha. O equipamento foi calibrado utilizando
recipiente vazio de platina como referéncia. Apos a calibragdo, pesaram-se 15 mg de
cada amostra em recipiente de platina sem tampas. Os scaffolds hibridos foram
aquecidos partindo de 30°C até a temperatura de 600°C a taxa de 10°C/minuto. O
ensaio foi realizado em fluxo de nitrogénio a taxa de 100 mL / minuto para manter a

atmosfera inerte 193:194,

5.2.2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo quimica qualitativa, com base nos grupos funcionais presentes nas
amostras, foi realizada por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR). A técnica de refletincia, com comprimentos de onda entre 400 e 4000
cm’!, foi utilizada no equipamento Alpha Bruker, utilizando 128 varreduras com
resolugdo de 4 cm’!. As amostras foram analisadas pela técnica de refletancia total

atenuada (ATR) com cristal de diamante.

5.2.2.4 Difracao de Raios X (DRX)

A andlise por Difracdo de Raios X (DRX) foi empregada para verificar as caracteristicas
da fase e a organizacdo estrutural das amostras produzidas. Os espectros foram
coletados no equipamento Philips PW 1700 usando radiagdo Cu-Ka (A = 1,5418 A) a 40
kV /40 m A. Os dados foram coletados entre 4,05 e 89,95 (20) com um passo de 0,06 ¢
tempo de incidéncia de 1,5 s. Os principais picos foram identificados usando o

“International Centre for Diffraction Data, versao 2.2, 2001, cédigo 04-0864”.
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5.2.2.5 Microtomografia computadorizada (Micro-CT)

A microestrutura dos hibridos e a distribui¢do do tamanho dos poros foram investigadas
por Microtomografia de Raios X (Micro-CT) usando um scanner de Micro-CT de mesa
compacto (SkyScan 1174, Bruker Micro-CT, Bélgica) com uma fonte de tensdo de 40
kV, corrente de 800 pA e tamanho de pixel de 10 um, sem filtro. As amostras foram
colocadas em um suporte, e giradas 180 ° com aquisicdo de imagens a cada 0,7 °. As
projecdes de sombra adquiridas (formato TIFF de 16 bits) foram reconstruidas em fatias
2D, usando a interface do software NRecon (v.1.6.1.18, Bruker Micro-CT, Bélgica), e o
software CT Analyzer (v. 1.15.4.0. Skyscan, Bruker Micro-CT, Bélgica) foi usado para
andlise 3D e reconstrugdo e interpretacdo da superficie 3D. Para visualizacdo
volumétrica 3D, foi utilizado o software da versdo CT Vol 2.3.1.0 (Skyscan, Bruker

Micro-CT, Bélgica).

5.2.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos hibridos foi examinada com um Microscépio Eletronico
de Varredura (MEV) FEI-INSPECT S50, equipado com o EDAX Genesis
Espectrofotometro de Energia Dispersiva (EDS), usado para avaliar qualitativamente a
composi¢do quimica elementar da superficie das amostras. As amostras foram

revestidas com carbono e analisadas a uma tensao de 15kV.

5.2.2.7 Teste de compressao mecanica

As amostras foram cortadas uniformemente da regido mais homogénea dos hibridos
para formar blocos ctibicos com dimensdes: 10 mm x 10 mm x 10 mm. Essas amostras
foram posicionadas entre placas paralelas usando o equipamento EMIC DL 3000, com
velocidade de 0,5 mm / minuto e uma célula de carga de 2.000 N. Cada sistema
composito foi comprimido até uma deformacgio de 50%. Os resultados foram obtidos
para cinco amostras (n = 5). O moddulo de elasticidade foi calculado como a inclinagao
da porg¢do linear inicial da curva tensdo-deformagdo. A tensdo a 50% de deformagdo na

compressdo foi determinado como o ponto maximo da curva tensdo-deformagio '%°.

5.2.3 Imersao in vitro em SBF
A solugdo de fluido corporal simulado (SBF) foi preparada como descrito anteriormente

195,19 Sucintamente, em 700 mL de 4gua desionizada, com agitagdo continua em
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banho-maria a 37 °C, os seguintes reagentes foram adicionados lentamente na ordem:
8,035 g de cloreto de sédio (NaCl 99,0%, Vetec), 0,355 g de bicarbonato de sdédio
(NaHCO3 99,7% , Fmaia), 0,255 g de cloreto de potassio (KCl 99,0%, Vetec), 0,231 g
de fosfato de potassio dibasico (K;HPO4 - 3H>O 98,0%, Vetec), 0,311 g de cloreto de
magnésio (MgClz - 6H20 99,0%, Synth), 38 mL de 4cido cloridrico (HCI 1 M, Vetec),
0,386 g de cloreto de calcio (CaCl, - 2H>0, 99,0%, Vetec), 0,072 g de sulfato de sddio
(Na2SO4, 99,0%, Vetec) e 6,118 g de tris (hidroximetil) aminometano (NH>C (CH,OH)
3, 99,8%, Synth). O pH foi monitorado durante todo o processo para evitar um rapido
aumento e precipita¢do; depois de todos os reagentes terem sido misturados, o volume
foi completado para 1 L com 4gua deionizada. O pH foi ajustado antes do uso para 7,4 a
37 °C usando HCI. Os scaffolds hibridos (0,170 g cada amostra) foram imersos em
solugdo de SBF (20 mL), em um recipiente hermético € incubados a 37 °C 7. Apos
diferentes periodos de tempo (1 h, 3 h, 24 h, 72 h, 1 semana e 2 semanas), 1 mL da
solugdo foi coletada a cada tempo predeterminado. A aliquota coletada foi entdo filtrada
(0,22 pm), diluida 10 vezes em solugdo de acido nitrico (2M) e analisada por ICP-OES

quanto a concentragao de Si, Ca, P e Co. O experimento foi realizado em triplicata.

5.2.3.1 FTIR dos scaffolds hibridos apos 14 dias de dissolu¢cio em SBF

Ap6s 14 dias de imersdo em SBF as amostras dos scaffolds hibridos foram secas a
temperatura ambiente e analisadas por Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). A técnica de refletdncia, com comprimentos de onda
entre 400 e 4000 cm!, foi utilizada no equipamento Alpha Bruker, utilizando 128
varreduras com resolu¢do de 4 cm’!. As amostras foram analisadas pela técnica de

refletincia total atenuada (ATR) com diamante de cristal.

5.2.3.2 DRX dos scaffolds hibridos apos 14 dias de dissolucio em SBF

Ap6s 14 dias de imersdo em SBF as amostras dos scaffolds hibridos foram secas a
temperatura ambiente e analisadas por Difragdo de Raios X (DRX) para verificar as
caracteristicas da fase e a organizagdo estrutural das amostras apds o periodo de
imersdo. Os espectros foram coletados no equipamento Philips PW1700 usando
radiagio Cu-Ka (A = 1,5418 A) a 40 kV / 40 m A. Os dados foram coletados entre 4,05

e 89,95 (20) com um passo de 0,06 e tempo de incidéncia de 1,5 s.
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5.2.3.3 MEV e EDS dos scaffolds hibridos apos 14 dias de dissolu¢io em SBF

Apoés 14 dias de imersdo em SBF as amostras dos scaffolds hibridos foram secas a
temperatura ambiente e as morfologias porosas da superficie dos hibridos foram
examinadas com um Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) FEI-INSPECT S50.
O MEV esta equipado com o EDAX Genesis Espectrofotometro de Energia Dispersiva
(EDS), que ¢ usado para avaliar qualitativamente a composi¢do quimica elementar da
superficie das amostras. As amostras foram revestidas com carbono e analisadas a uma

tensao de 15kV

5.2.3.4 Medida de pH

O pH das solugdes de SBF apds imersao dos scaffolds hibridos foi avaliado através da
adaptagdo de um método descrito anteriormente 7. Os scaffolds hibridos foram
pesados para criar uma concentragao suspensa de 8,5 mg / mL: especificamente, 170 mg
de cada amostra foram embebidos em 20 mL de SBF. O sistema foi selado em um tubo
falcon e deixado em uma estufa a 37 °C por 1, 3, 24, 72, 1 semana e 2 semanas. Em
cada momento, a solu¢do de SBF foi coletada e o pH medido usando um medidor de

pH.

5.2.4 Caracterizacao biologica in vitro dos scaffolds hibridos

5.2.4.1 Cultura celular de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC:)

Os experimentos biologicos foram realizados utilizando a linhagem celular de
HUVECs. Essas células sdo cultivadas em meio de cultura basal, contendo, na
proporg¢do de 1: 1, o meio DMEM / DMEM-F12 (Gibi) suplementado com 5% de FBS
(Soro Fetal Bovino) (Gibco) e estreptomicina (100 pg / ml) / penicilina (500 U / ml)
(Invitrogen). As células foram incubadas em uma atmosfera umidificada de 5% de CO»
a 37 °C até 90% de confluéncia e foram destacadas da placa para experimentos usando

tripsina-EDTA (0,25%; Gibco).

5.2.4.2 Preparacio do produto ionico (IP)
Os scaffolds hibridos foram suspensos em PBS 1x (28 mg / mL) e refrigerados a 20 °C

por 72 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e este produto idnico foi



65

distribuido em uma placa de 48 pocos previamente preparada para MTT. O meio de

controle também foi submetido aos mesmos processos.

5.2.4.3 Ensaio de crescimento bacteriano e fliingico

Para verificar a eficicia da esterilizagdo dos scaffolds hibridos (4 kGy) foi realizado o
teste qualitativo de crescimento bacteriano e fingico. Para este ensaio realizamos o
preparo do PI como descrito no tdpico anterior, porém com tempo de preparo de 96
horas, considerado suficiente para o crescimento de fungos e bactérias, potencializando
possiveis contaminagdes. Em uma placa petri (90 x 15 mm, Kasvi) foi colocado meio
agar com meio BHI (Brian Heart Infusion, Kasvi), que ¢ um meio de cultura nutritivo
utilizado para cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias,
ndo fermentadores, leveduras e fungos. As placas foram levadas a estufa para secagem.
Ap6s, 100 pl de PI de cada amostra de scaffold hibrido (PVA-VB, PVA-VB-5Co e
PVA-VB-10Co) juntamente com o Controle (apenas o meio PBS 1x) foi estriado sobre
a placa de petri contendo o meio enriquecido e posteriormente foram incubadas a 37 °C.
As amostras foram avaliadas nos periodos de 24 h, 48 h, 72 h, 4 dias e 7 dias. O

experimento foi realizado em triplicata biologica.

5.2.4.4 Analise da citotoxicidade e biocompatibilidade celular

A citotoxicidade dos materiais hibridos foi avaliada através da andlise da viabilidade
celular em contato com os produtos idnicos (PIs) dos scaffolds hibridos preparados
(esterilizados por radiacdo gama 4 kGy), pelo (3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Invitrogen), como descrito !>, O ensaio MTT
quantifica a atividade mitocondrial com base na reducdo do sal de tetrazolio nos cristais
de formazan pelas células vivas. Para este ensaio, 1x10* HUVECs (por pogo) foram
plaqueadas em placas de 48 pogos por 24 h. Posteriormente, as células foram tratadas
com 10, 100 e 1000 pg / mL de solugdes contendo PI de biomateriais de scaffolds
(PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co), além do controle negativo contendo
apenas PBS 1x. Apos o tratamento, os grupos de células foram avaliados no final de trés
tempos (24, 48 e 72 horas). O meio foi entdo removido e uma solug¢do contendo 130 pL
de meio DMEM e 100 uL de MTT (5 mg / mL) / pogo foi adicionada. Apos 2 horas, os
cristais de formazan foram visualizados ao microscopio optico e depois dissolvidos em

130 pL de SDS a 10% em HCI 0,01 M (Sigma-Aldrich). Em todas as etapas da
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descri¢do acima, as placas de cultura foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera
umidificada a 5% de CO». Apds 18 horas, 100 uL da solucdo acima foram transferidos
para uma placa de 96 pocos e a leitura da densidade Optica a 595 nm foi realizada. O

ensaio foi realizado em triplicata bioldgica.

5.2.4.5 Ensaio de curva de crescimento

O crescimento das HUVECs quando cultivados em uma solu¢do contendo PI dos
scaffolds hibridos foi avaliado pelo teste da curva de crescimento celular. Para este
ensaio, foram escolhidas amostras de PVA-VB e PVA-VB-10Co para observar a reagao
celular na maior concentragdo de cobalto neste estudo. Portanto, 1,3 x 10* HUVECs
(por poco) foram plaqueadas em placas de 6 pogos por 24 h. Posteriormente, as células
foram tratadas com 1000 pg / mL de solugdes contendo as amostras PI (PVA-VB e
PVA-VB-10Co), além do controle negativo que recebeu apenas PBS 1x. As placas
contendo os grupos de células foram mantidas incubadas a 37 °C em atmosfera
umidificada de CO: a 5%, e a solugdo de tratamento (meio basal mais PI dos scaffolds)
foi trocada a cada dois dias. Apds os tratamentos, os grupos celulares foram contados no
hemocitdometro ao final de quatro tempos (1, 3, 6 e 8 dias) '°>2%, O ensaio foi realizado

em triplicata biologica.

5.2.5 Analise estatistica

Os dados dos ensaios de viabilidade celular e curva de crescimento foram expressos
como média + E.P.M. Testes de normalidade foram realizados para confirmar a
distribuicdo normal dos dados. Em seguida, foram realizadas as andlises estatisticas
usando-se o teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. Para isso, foi
utilizado o software GraphPad Prism 8. Resultados com p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Caracterizacao dos scaffolds hibridos - avaliacio da composicio quimica
Para verificar a fragdo organica e inorganica, os scaffolds hibridos foram submetidos ao
processo de calcinagdo. A composicdo quimica da fracdo inorganica também foi

analisada. As composi¢des nominais e medidas sdo mostradas na Tabela 5.1. A relagao
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da fracdo orgénica/inorganica foi semelhante para as diferentes amostras, mostrando
que a fragdo em peso da parte orginica estavam entre 83,9 e 84,7% e as da parte
inorganica entre 15,3 ¢ 16,1%. Com relagdo a composi¢do medida da fragdo inorganica,
observou-se maior teor de SiO2 e menor teor de todos os demais componentes em
relacdo a composicdo nominal. A presenca de Co foi confirmada na composi¢cdo
quimica e apresentou valores de 3,8% de CoO para a amostra de PVA-VB-5Co, e de

6,8% para a amostra PVA-VB-10Co

Tabela 5.1. Composi¢des nominais ¢ medidas; % organicos e inorganicos ¢ composicao da fase
inorganica dos hibridos PVA-BG, PVA-BG-5Co ¢ PVA-BG-10Co determinados pelo método de
dissolu¢do de metaborato de litio e ICP-OES.

Samples Orgéanica  Inorginica Composicao nominal (mol %) Composicao medida (mol %)
(%) (%) Si0; P,0s CaO CoO SiO; P,0Os CaO CoO
PVA-VB 83,9 16,1 60,0 4,0 36,0 - 71,1 1,0 27,9
PVA-VB-5Co 84,3 15,7 60,0 4,0 31,0 5,0 69,4 1,3 25,5 3,8
PVA-VB-10Co 84,7 15,3 60,0 4,0 26,0 10,0 70,0 1,4 21,8 6,8

Embora os dados encontrados sejam semelhantes para diferentes amostras, foi
observada uma diminui¢do de cerca de 15% na fracdo inorganica em comparag¢do com a
composi¢do nominal, que era de 70% de fracdo organica e 30% de fragdo inorganica. A
menor propor¢do da parte inorganica do material pode ser explicada pelo processo de
neutralizagdo dos scaffolds hibridos, pois eles sofrem imersdo em meio alcalino e em
solugdo tampao e, durante esse processo, a liberagdo de ions da fragdo inorganica para o
meio neutralizante pode ocorrer. Além disso, a formacdo da rede inorganica durante a
sintese sol-gel pode ndo ser 100% eficaz. A propor¢do nominal de cobalto na amostra
de PVA-VB-5Co era de 5% de CoO, e portanto houve uma redugdo de 24%. O mesmo
ocorreu na amostra de PVA-VB-10Co, cujo teor nominal era de 10% de CoO e
apresentou uma composi¢do medida de 6,8% de CoO, com uma reducdo de 32%. No
entanto, o Co permaneceu na composi¢do quimica dos scaffolds hibridos, mostrando
que o processo sol-gel e o método de formacdo de espuma, seguidos de uma etapa de
neutralizagdo, sdo eficazes para a permanéncia desse ion terapéutico na rede de
scaffolds hibridos. Os teores de SiO> e CaO, embora diferentes em relagdo as
composi¢des nominais, sio adequados para vidros bioativos. Jones 2°! relatou que um
vidro bioativo binario contendo 70% molar de SiO; e 30% molar de CaO obtido pelo

método sol-gel possui porosidade inerente e alta solubilidade, e essa composi¢cao de
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vidro ainda apresenta alta bioatividade. As composi¢des medidas foram proporcionais
as composicdes nominais, permanecendo os elementos desejaveis na estrutura dos

scaffolds preparados neste estudo.

5.3.2 Analise do comportamento térmico

Buscando estudar as caracteristicas relacionadas as composi¢des quimicas dos scaffolds
hibridos produzidos nesse trabalho, cuja constituicdo apresenta fracdo organica e fragdo
inorganica, foram realizadas analises térmicas. Os resultados apresentados na Figura 5.1
referem-se a perda de massa ocorrida com o aumento da temperatura até¢ 600 °C para os

scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.
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Figura 5-1. Curvas de TGA dos scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co.

A avaliacdo da TGA (Figura 5.1) mostra uma etapa inicial de perda de peso de
aproximadamente 10 a 20% até 250 °C, que esta principalmente relacionada a remogao

168 A medida que o

de subprodutos do processo sol-gel, como alcoois e dgua adsorvida
aquecimento progrediu houve uma segunda etapa de perda de peso observada ente 250 e
480 °C, resultando em cerca de 55% de perda de peso. Essa segunda etapa pode ser
atribuida a decomposicdo simultdnea do PVA, de residuos de alcoxidos, precursores de

silicio e foésforo, e dos residuos organicos do surfactante utilizado. Resultados
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semelhantes foram relatados em estudos prévios 99292 A partir de 480 °C, os pesos de
todas as amostras foram estabilizados, ndo indicando mais eliminagao ou decomposi¢ao
de espécies quimicas até 600 °C. Como todos os hibridos testados apresentavam a

mesma razao PVA/VB ¢ de se esperar valores da massa residual proximos.

A andlise DSC (Figura 5.2) mostrou uma transi¢do endotérmica com pico em 55 °C,
que esta relacionada a volatilizagdo da agua e alcoois do processo sol-gel 10319, No
entanto, essa transicdo foi menos acentuada na amostra PVA-VB e pode estar
relacionada a uma taxa de volatilizagdo mais lenta, levando a uma menor intensidade
dessa transi¢ao na avaliacdo do DSC. O principal pico endotérmico da decomposi¢do de
organicos € observado a 275 °C 292 ¢ pode ser associado a decomposi¢do de residuos
alcoxidos, residuos organicos, precursores do silicio e fosforo, simultaneamente a
decomposicdo do PVA. A transicdo exotérmica observada acima de 375 °C estd

relacionada a condensagdo adicional de hidroxilas na superficie do material !"!.

1} Exo

PVA-VB-10Co

—
o
©
O
(Y]
g PVA-VB-5Co
Q
X
=)
i
PVA-VB
_—————
100 200 300 400 500 600

Temperatura °C

Figura 5-2. Curvas de DSC dos scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.

5.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise por FTIR ¢ uma ferramenta util para investigar a formac¢ao de hibridos de
PVA-VB-Co e como a estrutura organico - inorganico se correlaciona. A Figura 5.3
mostra os espectros de FTIR para hibridos contendo PVA-VB e PVA-VB-Co. A ampla

faixa de absor¢do observada de 3600 a 3000 cm™ pode ser atribuida ao modo de
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alongamento do hidroxil (OH) que se estende devido a forte ligacdo intramolecular e
intermolecular, ao alto contetido de hidroxila do PVA. A banda de 2870 a 2895 cm'! foi
atribuida ao modo de alongamento de alquil (CH) '*°. Bandas tipicas de vidro bioativo
podem ser observadas em todas as amostras. A vibragdo a 400-470 cm! ¢
frequentemente relacionada a flexdo das ligagdes Si-O-Si, observadas principalmente
nas estruturas amorfas de SiO, 98293, A absorbancia entre 1000 e 1200 cm! ¢ atribuida

203

ao alongamento assimétrico do Si-O-Si 2%, A absorbancia em torno de 875 a 975 cm™ ¢

203,204

relacionada as estruturas de Si-O que contém oxigénio ndo ligado . As bandas em

550 € 630 cm™! sdo tipicas da flexdo de P-O nos grupos fosfato, enquanto o alongamento

1 198

dos grupos P-O pode ser observado a 1200 cm™ '”°. A absor¢do observada na faixa de

1400 a 1550 cm™! e 1635 cm™! esta relacionada aos grupos carbonato e 4gua molecular,
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Figura 5-3. Espectro de FTIR para os scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.

Um trabalho anterior !33

mostrou uma banda de dupleto em 2750 e 2850 cm!
relacionada ao glutaraldeido residual em polimeros reticulados. Neste trabalho, ndo foi

observada absorbancia entre 2750 e 2850 cm !, indicativo de auséncia do glutaraldeido
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residual nos hibridos obtidos apds a reagdo de reticulacdo. Pode-se dizer que a
concentracdo de aldeido durante o processo sol-gel associado a policondensagdo foi
eficiente para as pontes de acetal formadas com PVA. A avaliagdo por FTIR ndo mostra
grandes diferencas entre as amostras, indicando que a rede principal foi mantida apesar
da incorporacdo de Co em substituigdo parcial ao célcio, e também ndo foi observado

glutaraldeido residual apds o processo de reticulacio.

5.3.4 Analise por difracao de raios X (DRX)

A Figura 5.4 mostra os padroes de difracdo de DRX dos scaffolds hibridos e ¢
observada uma estrutura amorfa com picos cristalinos. Os picos de difracdo cristalinos
sdo observados a 29 °, 48 °, 57 ° (20) e foram identificados como correspondente ao
fluoreto de calcio (CaF> - JCPDS 04-0864). Halos amorfos tipicos foram observados,

com uma banda larga na faixa de 15 a 25 ° (20) para todas as amostras.

A presencga de CaF» pode ser justificada pela adi¢ao de acido fluoridrico (HF) durante a
sintese dos scaffolds hibridos. O HF tem sido utilizado como catalisador para a reacao
de condensagdo, pois promove a protonagdo dos grupos silanol para tornar o silicio mais
eletrofilico e, portanto, mais suscetivel a ataques nucleofilicos 20>2%, A taxa de
dissolucdo ¢ geralmente mais baixa para materiais cristalinos. Portanto, o padrdo amorfo
¢ importante para a liberagdo controlada de ions incorporados na rede, para que sua

bioatividade seja garantida e modulada 27

. Apesar de estar presente como uma estrutura
cristalina, o que pode reduzir a dissolugdo para a liberagdo de Ca?" no meio, o CaF; ¢
responsavel pela manutengdo da satide 6ssea e do tecido conjuntivo, sendo utilizado na
engenharia de tecidos e amplamente utilizado para fortalecer o esmalte dentério,

prevenindo a carie dentaria 2%

. O fluoreto de célcio também ¢ conhecido por influenciar
a estimulagdo das células osteoblasticas 210, Portanto, embora o Ca ndo tenha sido
completamente incorporado na estrutura do vidro atuando como modificador de rede,
ndo ¢ esperado efeito indesejavel da cristalizagdo observada. Nao foram observados, nos
difratogramas dos scaffolds hibridos incorporados com Co, picos relacionados a 6xidos
de Co ou ao precursor Cloreto de Cobalto, ¢ nenhuma diferenca qualitativa foi

observada entre as amostras, o que pode ser uma indicacdo de que esse ion terapéutico

esteja incorporado na estrutura do material hibrido.
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Figura 5-4. Padrdes de DRX para os scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.
O asterisco (*) mostra CaF2 (JCPDS 04-0864).

5.3.5 Avaliacao dos scaffolds hibridos por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEYV) e analise quimica elementar por Espectroscopia por Dispersio de Energia
(EDS)

A Figura 5.5 mostra imagens de MEV para scaffolds hibridos e uma estrutura porosa
pode ser observada para todas as amostras. Para as mesmas condigdes e pardmetros do
processo, houve uma variagdo no didmetro dos poros (faixa de tamanho: 254 um a 875
um) para os scaffolds hibridos PVA-VB (Figura 5.6 (A)). No entanto, uma diminui¢ao
na faixa de tamanho dos poros foi encontrada nos scaffolds hibridos PVA-VB-5Co,
variando de 100 pm a 200 um (Figura 5.6 (B)). Para scaffolds hibridos PVA-VB-10Co
(Figura 5.6 (C)), a faixa de tamanho de poro foi de 230 pm a 507 um.
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Figura 5-5. Microscopia eletronica de varredura dos scaffolds hibridos de (A) PVA-VB, 60 x; (B) PVA-
VB-5Co, 60 x; (C) PVA-VB-10Co, 60 x.
Barra de escala =2 mm.

A Figura 5.6 contém o mapeamento de raios-x para a presenca do elemento quimico Co

nos scaffolds hibridos PVA-VB-5Co (Figura 5.6 (A) e (B)) e PVA-VB-10Co (Figura
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5.6 (C) e (D)). Os resultados observados indicam que o elemento Co estd

uniformemente distribuido nos scaffolds hibridos.

A uniformidade da distribui¢do de Co encontrada neste estudo foi semelhante a um

211 fornecendo uma distribuigdo de ions terapéuticos adequada no

estudo anterior
scaffold hibrido. Pode-se dizer que esses resultados sdo vantajosos para essas amostras
que foram submetidas a varios ciclos de imersdo em diferentes solucdes para
neutralizagdo e lavagem ap0s a sintese, o que poderia causar tanto a perda de Co contida

nos scaffolds hibridos como a altera¢do na sua distribuicao.

Figura 5-6. Microscopia eletronica de varredura dos scaffolds hibridos de A) PVA-VB-5Co, 150 x ¢ C)
PVA-VB-10Co, 150 x; mapeamentos quimicos de Co para B) PVA-VB-5Co, 150 x ¢ D) PVA-VB-10Co,
150 x.

Barra de escala =1 mm.

Os resultados da EDS mostram a presenca de silicio (Si), calcio (Ca), fosforo (P), cloro
(Cl), sodio (Na) e fluor (F) nas amostras, como mostra a Figura 5.7. A presenca do
elemento quimico Co foi confirmado para os scaffolds hibridos incorporados com Co,

bem como o seu aumento proporcional ao contetdo adicionado as amostras.
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Figura 5-7. Espectro de EDS de scaffolds hibridos de PVA-VB, PBA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.

Nas andlises de EDS, foi encontrada a presenca de F que pode estar relacionada ao
acido fluoridrico (HF) usado como catalisador durante a sintese de scaffolds hibridos,
que levou a precipitacdo de CaF», como mostra a analise de DRX apresentada
anteriormente (Figura 5.4). Uma concentracao reduzida de Cl foi observada e pode estar
relacionada ao acido cloridrico usado para controlar o pH, enquanto o Na pode ser
derivado do surfactante (Lauril Eter Sulfato de Sé6dio) usado durante o processo de

formagdo de espuma.

5.3.6 Avaliacio da microestrutura e distribuicio do tamanho dos poros dos
scaffolds hibridos

A Figura 5.8 mostra a distribuicdo do tamanho dos poros e os modelos 3D obtidos por
micro-CT, enquanto a porosidade total, porosidade aberta e tamanho médio dos poros
sdo mostrados na Tabela 5.2. Uma ampla distribui¢do do tamanho dos poros pode ser

observada em todas as amostras. A porosidade total aumentou para amostras com maior
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teor de Co e a andlise mostra uma alta fracdo de poros abertos na estrutura dos scaffolds

para todas as amostras, indicativa de uma estrutura porosa interconectada.
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Figura 5-8. Modelos Micro-CT 3D e distribui¢cdo do tamanho dos poros obtidos dos scaffolds hibridos de
A) e B) PVA-VB; C) e D) PVA-VB-5Co; E) e F) PVA-VB-10Co.
Barra de escala: 100 pm.
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Tabela 5.2. Dados da analise tridimensional, por microtomografia computadorizada, dos scaffolds
hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co.

Parametro Amostras

PVA-VB PVA-VB-5Co PVA-VB-10Co

Tamanho médio de poro (um)  326,1 £52.5 453,9+94.4 348,2 £ 43,7

Porosidade aberta (%) 254140 46,4 +£4.9 68,4132

Porosidade total (%) 26,9+3,8 46,9 £4.,8 68,5+ 3,1

Uma estrutura porosa ¢ necessaria para os scaffolds na engenharia de tecidos 0sseos,
pois eles permitem a migracdo e proliferacio de osteoblastos e células-tronco
mesenquimais, bem como a vascularizag¢do adequada do implante 2!, Além disso, uma
superficie porosa melhora o intertravamento mecanico entre o biomaterial do implante e
o osso natural circundante, proporcionando maior estabilidade mecanica nessa interface
critica 213. O desenvolvimento de um scaffold altamente poroso com estrutura de poros
interconectados ¢ essencial para 0 movimento e crescimento celular, formagao de matriz
e vascularizacdo de novos tecidos. Os scaffolds hibridos deste estudo apresentaram uma
matriz tridimensional com poros interconectados. As amostras contendo Co incorporado
apresentaram maior porosidade do que a amostra sem Co (68,4% para PVA-VB-10Co e
46,4% para PVA-VB-5Co0). Um estudo anterior foi realizado com scaffolds baseados
em PVA-VB através do método sol-gel, onde foi usado o sistema de formagdo de
espuma para obtencao da porosidade dos scaffolds. Os autores obtiveram porosidade de
60% dos scaffolds '*. Neste trabalho, a mesma composi¢do de VB foi utilizada e a
pososidade total obtida para o scaffold hibrido PVA-VB-10Co foi de 68,5%, mostrando
uma porosidade importante que permite a migracdo celular, transporte de nutrientes,

vascularizagdo e crescimento de tecidos.

Os scaffolds com poros na faixa de 85 e 325um possuem uma estrutura adequada para
permitir a vascularizagdo celular 2'42!>, Portanto, podemos afirmar que a estrutura de
poros obtida nos scaffolds hibridos produzidos neste trabalho ¢ propicia a engenharia de
tecidos, exibindo uma rede macroporosa com distribuicdo adequada do tamanho dos
poros. Na Tabela 6.1, podemos ver que, 2 medida que o contetido de Co adicionado ao
scaffold hibrido aumentou, houve um aumento na porosidade e interconectividade das

amostras. Os resultados para todas as amostras descrevem caracteristicas morfologicas
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consistentes com as necessarias para materiais utilizados como matrizes de crescimento
celular 25216, Um fato importante a ser mencionado é que matrizes tridimensionais
altamente macroporosas foram desenvolvidas neste trabalho por processo de formacao

de espuma, sendo um diferencial quando comparado a literatura 27

5.3.7 Comportamento mecénico: teste de compressao

A Figura 5.9 mostra a resposta a tensdo compressiva para os scaffolds hibridos. As
amostras submetidas a esses testes foram preparadas a partir da regido mais homogénea
das amostras para alcancgar resultados mais representativos. O comportamento mecanico
dos scaffolds hibridos macroporosos demonstra um aumento na tensdo proporcional a
deformagdo na regido inicial. H4 uma regido, cujo limite ndo esta claramente definido
na curva, que pode ser relacionado com o comportamento plastico dos scaffolds
hibridos. Depois, h4 um aumento da tensdo com a deformacdo que pode estar
relacionado a densificagdo dos scaffolds hibridos, onde as estruturas dos poros sdo
colapsadas, uma vez que as amostras nao sofreram ruptura por forca de compressao, e

os testes foram interrompidos com 50% de deformacao.
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Figura 5-9. Curvas de tensdo de compressdo x deformagdo dos scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-
5Co e PVA-VB-10Co.

A Tabela 5.3 mostra o mddulo eléstico e a tensdo de compressdo na deformagdo de

50%, obtidos para todas as amostras. Os scaffolds hibridos contendo Co apresentaram
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maior médulo de elasticidade, com valor méximo de 20,2 + 7,1 MPa para PVA-BG-
5Co, e também maior tensdo de compressdo para deformacdo de 50%, quando

comparado a amostra sem cobalto, atingindo 2,0 = 0,2 MPa.

Tabela 5.3. Médulo de elasticidade e tensdo a deformagdo de 50% para os scaffolds hibridos PVA-VB,
PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.

Amostras E (MPa) Gs0% (MPa)
PVA-VB 6,6 £2,0 1,1 £0,2
PVA-VB-5Co 20,2+7,1 2,0+£0,2
PVA-VB-10Co 19,6 £4,1 1,5+0,5

De acordo com Vyas et al. 2!8 a adi¢do de cobalto a0 VB aumenta a resisténcia a
compressdo. O comportamento mecéanico dos scaffolds hibridos macroporosos ¢

1. 2% onde na regido inicial ocorre um

consistente com o descrito por Gibson et a
aumento da tensdo proporcional a deformagdo, o que pode estar relacionado a
compressdo elastica da estrutura porosa. O comportamento plastico observado nas
amostras pode ser justificado pela alta propor¢do de polimero contido nas amostras

1500 cobalto aumentou a rigidez

(cerca de 84%) e pelas estruturas de poros sobrepostas
dos scaffolds hibridos. O comportamento da compressdo mecanica dos scaffolds
hibridos deste trabalho ¢ adequado para a engenharia de tecidos dsseos, uma vez que os
resultados encontrados foram compativeis com os dados da literatura para 0sso

trabecular / esponjoso (2-12 MPa) 68220,

5.3.8 Comportamento in vitro apds imersio em SBF

5.3.8.1 Liberacio de ions em SBF

O ensaio em SBF ¢ frequentemente realizado para avaliar o perfil de dissolugdo e a
capacidade de formacdo de HCA dos vidros bioativos, sendo uma indicagdo preliminar
de seu potencial bioativo in vivo. A Figura 5.10 apresenta as concentracdes de Si, P, Ca
e Co apds imersdo dos scaffolds hibridos no SBF por diferentes periodos de tempo,

conforme avaliado pelo ICP-OES.
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O processo de dissolug¢do do vidro e as reagdes quimicas na superficie do vidro ocorrem
apos a imersdo em SBF, e com o passar do tempo, essas reacdes levam a alteracdes na
composi¢do quimica da solucdo, que podem ser usadas como um meio de avaliar as
reacdes que ocorrem na superficie do vidro. Uma liberagdo controlada de ions ¢
desejada para melhorar o desempenho desses materiais. A Figura 5.10 mostra uma
liberagdo elevada de Si para ambos scaffolds hibridos de PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢
PVA-VB-10Co. A liberacao de silicio determinada apds a primeira hora de imersao foi
semelhante, estabilizando apo6s 72 horas de imersdo em todas as amostras. Observou-se
uma liberacao ligeiramente mais alta de Si para PVA-VB em comparagdo com PVA-
VB-5Co e PVA-VB-10Co, criando assim uma rede mais aberta e afetando o perfil de

dissolugdo do vidro.
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Figura 5-10. Variac¢do no conteudo de Si, Ca, P ¢ Co com o tempo de imersdo em uma solucao de fluido
corporal simulada para os scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co.

Trabalhos anteriores mostraram que a liberacdo de Si de 0,1 a 100 ppm poderia

favorecer a citocompatibilidade, apresentando efeitos estimuladores sobre as células
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71221 "o que estd dentro da faixa de liberagdo de ions observada para todas as amostras

durante este estudo de liberacdo e dissolugdo em SBF. A liberacao de silicio também
aumenta a concentracdo de grupos silanol (Si-OH) na superficie do vidro, que ¢ uma
etapa importante no processo de formagio da camada de HCA 2*2. Apds a dissolugdo da
silica e a formagdo dos grupos silanol, ocorre liberagdo local de Ca?*, e a migra¢do de
PO4** do volume para a superficie do vidro, o que reduz a concentragdo de P em solugdo
222 Tal fato foi observado para as amostras em anélise, j que a concentragdo de P no
SBF reduziu ao longo do tempo para todas as amostras, possivelmente associada a
remocao de espécies soluveis de fosfato para formar a camada de fosfato de calcio na

superficie do hibrido 223. Os ions célcio e fosfato se combinam, formando inicialmente

uma camada amorfa de fosfato de célcio, que posteriormente cristaliza para HCA.

O Ca apresentou uma liberagao inicial rapida nas primeiras horas de imersdo, sendo que
para as amostras PVA-VB e PVA-VB-10Co houve uma liberagdo desse ion mais lenta
até o tempo de 24h. Apo6s 24h a amostra PVA-VB a concentragdo desse ion oscilou, € a
amostra PVA-VB-10Co estabilizou a concentragdo de Ca. Até o tempo de 1 semana a
amostra PVA-VB-5Co diminuiu a taxa de liberagdo de Ca. A concentragcdo de Ca no
SBF pode estar relacionada a liberacao desse ion pela amostra e a reducdo no teor de Ca
relacionado a formagdo da camada de fosfato de célcio. A formagdo da camada de
fosfato de calcio também ¢ indicada pela avaliagdao da concentragdo de ions P, que reduz
ao longo do tempo para todas as amostras. Porém para a amostra PVA-VB-5Co essa
reducdo ¢ mais gradativa até o tempo de 1 semana. Apods este periodo a concentracdo de
P reduz rapidamente, confirmando que os ions P estdo migrando para a superficie do
vidro para formar uma camada rica em Ca-P. A concentracdo de P atingiu quase zero
apos o ensaio de 24h para PVA-VB, enquanto que para o PVA-VB-10Co esse valor foi
observado apds 72h e para PVA-VB-5Co ap6s 1 semana. Portanto, a liberacdao de ions
Ca e P mostrou que a cinética de bioatividade pode ser reduzida quando o Co ¢
incorporado na estrutura do hibrido, embora ainda tenham sido encontradas evidéncias

da formacao da camada de HCA.

A liberacdo de Co dos scaffolds hibridos PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co mostrou um
aumento abrupto, atingindo uma concentracdo maxima de 1,35 e 1,15 ppm para essas
amostras em torno de 24 horas (Figura 5.10). Estudos anteriores indicaram que o Co em

altas concentragdes pode causar toxicidade celular %2134 Tendo em vista que um
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sistema controlado de liberacdo de ions ¢ vital para promover a angiogénese, nossos
resultados mostraram que a concentracao dos ions liberados dos scaffolds PVA-VB-5Co
e PVA-VB-10Co ndo excedeu 1,4 ppm, uma concentragdo relativamente baixa e
considerada favoravel, mostrando que os scaffolds hibridos desenvolvidos neste estudo

podem ser um grande aliado na promocao de angiogénese.

5.3.8.2 FTIR apés imersio in vitro em SBF

Para haver ligacdo entre o 0sso e os vidros bioativos ¢ necessario a formacao da camada
de Hidroxiapatita (HCA) na superficie do vidro '°, um indicativo de sua bioatividade.
AF

igura 5.11 mostra espectros de FTIR dos scaffolds hibridos antes e apds 14 dias em

imersdo em SBF.
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Figura 5-11. Espectro de FTIR para os scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co antes
e apos imersdo em SBF por 14 dias.
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Bandas tipicas de vidro bioativo podem ser observadas em todas as amostras. A
vibragdo a 400-470 cm’! esta frequentemente relacionada a flexdo das ligagdes Si-O-Si,
observadas principalmente nas estruturas amorfas de SiO> '332?%, A absorbéncia entre
1000 € 1200 cm™ ¢ atribuida ao alongamento assimétrico do Si-O-Si 2%

intensidade dos picos diminuida para os scaffolds hibridos PVA-VB-5Co ¢ PVA-BG-

que teve a

10Co apods a imersdo. O aumento da intensidade do pico em 915 cm! é referente ao
alongamento de P-O, e o aumento da intensidade de absor¢do em 820 cm! ¢é atribuido a
vibracdo de alongamento do C-O, e estdo relacionados a formagdo de HCA na

superficie de vidro durante o estudo SBF 3%?22, Em 550 e 630 cm™ ¢é observado uma
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leve vibracdo de flexdo de P-O nos grupos fosfato de HCA, sugerindo o comeco da
precipitagdo da camada de fosfato de célcio na superficie do vidro. A absor¢do devido

1198 & em torno de 960 cm™! 39,

aos grupos P-O também pode ser observada em 1200 cm”
A banda observada entre 3600-3000 cm™' pode ser atribuida a ligagdo OH. Foi
percebido uma redugdo na intensidade da banda OH ocorrida nas amostras apds imersao
por 14 dias em agua DI, aspecto ndo observado no FTIR anterior a imersao em SBF, o
que sugere que parte do PVA em hibridos foi removida da superficie, provavelmente

devido ao alto pH da solucao ou devido a policondensacao adicional dos grupos silanol

224 1 135

. De acordo com Costa et a

degradag¢do dos scaffolds hibridos. A banda de 2870 a 2895 cm™! foi atribuida a0 modo

, essa evidéncia fica marcante pelo processo de

de alongamento de alquil (CH). O pico centrado em 1640cm™! compativel com o da
agua adsorvida. A absor¢do observada na faixa de 1400 a 1550 cm™ e 1635 cm™! esta

relacionada aos grupos carbonato e d4gua molecular, respectivamente 92172,

A avaliacdo por FTIR indica que uma camada de HCA pode ser formada nas superficies
dos scaffolds hibridos ap6s imersdao em SBF, com bandas tipicas associadas a estrutura
HCA. O padrdo de espectro se manteve antes e apds a imersao em SBF para as amostras

PVA-VB e PVA-VB-Co, indicando que a rede principal foi mantida.

5.3.8.3 DRX apos dissolucio in vitro em SBF

A Figura 5.12 mostra os padroes de difracdo de DRX dos scaffolds hibridos antes e ap6s
14 dias em imersdao em SBF e ¢ observada uma estrutura amorfa com picos cristalinos.
Como relatado anteriormente, nos scaffolds hibridos antes da imersdao em SBF foram
observados picos de difracao cristalinos a 29 ©, 48 °, 57 © (20), que foram identificados

como fluoreto de calcio (CaF» - JCPDS 04-0864).

Foi observada uma banda larga amorfa na faixa de 15 a 25 ° (20) para todas as
amostras. Foi observado que houve uma diminui¢ao do halo amorfo para os scaffolds de
PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co. Um pico cristalino em 32 ° (20) foi relacionado a
formagdo de HCA (Cas(PO4)3(OH) - JCPDS 73-9204) para todos scaffolds hibridos,
sendo que para os scaffolds hibridos de PVA-VB-5Co ¢ PVA-VB-10Co também foram
detectados picos cristalinos relacionados ao HCA (Cas(PO4)3(OH) - JCPDS 73-9204)
em 45 ° (20).
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Figura 5-12. Padrdes de DRX para os scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co apds
imersdo em SBF por 14 dias.
* mostram CaF» (JCPDS 04-0864); A mostram HCA (Cas(PO4)3(OH), JCPDS 73-0294).

Na amostra PVA-VB ap6s a imersdo em SBF ha a prevaléncia dos picos cristalinos
observados em 29 °, 48 °, 57 °© (20) identificados como fluoreto de calcio (CaF, -
JCPDS 04-0864) e alguns desses picos de CaF, também permaneceram nos scaffolds
hibridos incorporados com Co. Nao foram observados picos de difratograma
relacionados ao Co nos scaffolds hibridos incorporados com Co apo6s o periodo de

imersao.

5.3.8.4 MEV e EDS apos imersao in vitro em SBF

A Figura 5.13 mostra imagens de MEV para scaffolds hibridos que foram analisados
por MEV apds imersdo em SBF por 14 dias, PVA-VB (Figura 5.13 (A)), PVA-VB-5Co
(Figura 5.13 (B)) e PVA-VB-10Co (Figura 5.13 (C)). Uma estrutura porosa pode ser
observada para todas as amostras, porém a amostra contendo maior teor de Co mostrou

maior grau de porosidade como pode ser visto na Figura 5.13 (C). As amostras
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mantiveram o padrdo anterior de distribui¢do e tamanhos de poros, mesmo apds o

periodo de imersao.

Figura 5-13. Microscopia eletronica de varredura dos scaffolds hibridos de (A) PVA-VB, 150x; (B) PVA-
VB-5Co, 150x%; (C) PVA-VB-10Co, 150x, ap6s 14 dias de imersdo em SBF.
Barra de escala =1 mm.
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A Figura 5.14 contém o mapeamento de raios-x para a presenga do elemento quimico
Co para os scaffolds hibridos PVA-VB-5Co (Figura 5.1 4 (A) e (B)) e PVA-VB-10Co
(Figura 5.14 (C) e (D)) apos 14 dias de imersdao em SBF. Os resultados observados
indicam que o elemento Co est4 uniformemente distribuido nos scaffolds hibridos. Esse
resultado se torna extremamente importante, pois, mesmo apds o processo de
neutralizacdo, lavagem e imersdo por 14 dias em SBF a presenca do ion Co permanece
distribuida por toda a amostra. Portanto, o ion Co ndo foi totalmente liberado,
mostrando que mesmo apoés liberagdo do ion em SBF ele continua uniformemente

distribuido na estrutura para liberacdo continuada.

Figura 5-14. Microscopia eletronica de varredura dos scaffolds hibridos de A) PVA-VB-5Co, 150 x e C)
PVA-VB-10Co, 150 x; mapeamentos quimicos de Co para B) PVA-VB-5Co, 150 x ¢ D) PVA-VB-10Co,
150 x.

Barra de escala = 1 mm. MEVe mapeamento quimico realizados apds imersdao em SBF por 14 dias.

Os resultados do EDS para os scaffolds hibridos apos 14 dias de imersao em SBF
mostram a presenga de silicio (Si), calcio (Ca), foésforo (P), cloro (Cl), sédio (Na) e flaor
(F) nas amostras, como mostra a Figura 5.15. A presen¢a do elemento quimico Co foi

confirmado para os scaffolds hibridos incorporados com Co mesmo apos o periodo de
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imersdo. Também houve a permanéncia de F nas andlises de EDS apds os 14 dias de

imersdo em SBF.
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Figura 5-15. Espectro de EDS de scaffolds hibridos de PVA-VB, PBA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.

| |
200 300

5.3.8.5 Medida de pH

A Figura 5.16 mostra as medigdes de pH durante os 14 dias de imersio em SBF.
Quando imersos, os scaffolds hibridos alteraram imediatamente o pH do meio,
atingindo um valor maximo. Os scaffolds hibridos incorporados com Co demonstraram
valores mais altos de pH apo6s imersdo em SBF em comparagdo com a amostra nao
incorporada ao cobalto. Apos 24 h de imersdo, o pH do meio caiu para todas as
amostras. Apos esse periodo, o pH manteve sua variagdo entre 7,54 e 7,6, com excecao
da amostra PVA-VB-10Co, que ap6s 7 dias teve uma diminuicdo na medi¢ao do pH

para 7,46.

Os scaffolds hibridos incorporados com Co tiveram um pH mais bésico nas primeiras

horas de imersdo em SBF devido a rapida liberagdo desse ion 7. Um estudo anterior



88

relatou que, para a adicdo de o6xido de cobalto ao scaffold hibrido, a sequéncia de
reacdes que ocorrem no SBF apos a imersdo do vidro bioativo por varios periodos de

tempo ¢ favoravel a formagao de uma camada semelhante a hidroxiapatita na superficie

218

das amostras “'°. Em geral, quanto maior a degradacdo, maior a bioatividade. Foi

relatado que os ions metélicos de transi¢cao nos vidros bioativos geralmente mostram um
perfil de dissolugdo amplamente controlavel dentro de fluidos fisiologicos para

possiveis sistemas de entrega dentro de estruturas de regeneragio tecidual 2'%,

7,9
7,844
.
7,7-_[
7'6‘. ) %
i T y— — — i
T 715_ o o Hi
o i
|
7,37 ©- PVA-VB
7,2- 4 PVA-VB-5Co
7,1_' -4 PVA-VB-10Co
] ¥ Controle
L% o e L B B BN B NLELEN BLELE BLELE BLELE BLELE BLELE BLELE BLELE

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tempo (horas)

Figura 5-16. Variagdo do pH dos scaffolds hibridos da dissolugdo de SBF durante o periodo de 14 dias de
imersao.

5.3.9 Ensaio de crescimento Bacteriano e fungico

O objetivo do teste de crescimento bacteriano e fungico foi testar a eficacia da
esterilizagdo dos scaffolds hibridos a 4 kGy para serem utilizados nos ensaios biologicos
in vitro. A Figura 5.17 mostra fotos retiradas das amostras controle (CNTL), PVA-VB,
PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co durante 7 dias de avaliagdo. Os periodos de avaliagdo
escolhidos foram baseados na literatura 916!, Nio foram observados crescimento de
microorganismos durante o periodo avaliado, significando que os scaffolds hibridos

esterilizados a 4 kGy estavam aptos para serem usados nos ensaios bioldgicos in vitro.
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5Co

 3dias

PVA-VB-10Co

Figura 5-17. Teste de crescimento bacteriano e fingico dos scaffolds hibridos PVA-VB, PVA-VB-5Co ¢
PVA-VB-10Co nos periodos de 1 dia (A e B), 2 dias (C e D), 3 dias (E e F), 4 dias (GeH) e 7 dias (I e
D).
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Os biomateriais estdo continuamente em contato com tecidos corporais, sendo

necessario esterilizar todo o produto antes da implantagdo em seres vivos 2%

e as
propriedades dos biomateriais devem ser estiveis apds a esterilizagdo 22°. Portanto, é
critico e necessario analisar a compatibilidade do método de esterilizagdo selecionado.
Entre as técnicas de esterilizacdo, a exposi¢do aos raios gama ¢ a técnica mais usada
para esterilizar produtos farmacéuticos e dispositivos médicos devido a sua alta
capacidade de penetragdo e uniformidade e sem nenhum residuo toxico ??’. Conforme
recomendado pela Organizagdo Internacional de Normalizacdo (ISO), a dose de

esterilizagdo deve ser definida para cada tipo de produto, dependendo de sua carga

biologica 228,

5.3.10 Ensaio de Citotoxicidade

Neste estudo, as HUVECs foram expostas a diferentes concentragdes de PI de scaffolds
hibridos ao longo de diferentes periodos de tempo (Figura 5.18). As analises foram
realizadas em dois periodos: 24 e 48 horas, para avaliar um efeito agudo observado no
inicio do primeiro ciclo celular apds o tratamento e também um efeito de toxicidade
mais cronica; e 72 horas, quando as células ja atingiram uma média de 3 ciclos
celulares. Nao foi observada citotoxicidade para todas as amostras, mesmo apds 72
horas de exposicdo de PI as células. A liberacdo de Co dos scaffolds hibridos ndo

mostrou influéncia na atividade mitocondrial das HUVECs.

Estudos anteriores indicaram que o Co em altas concentragdes pode causar
citotoxicidade celular 827184, No entanto, neste trabalho, mesmo o scaffold hibrido
contendo a maior concentragdo de Co (PVA-VB-10Co) ndo prejudicou a viabilidade
celular, ndo apresentando, portanto, um perfil citotdxico. A avaliagio MTT mostrou que
os scaffolds hibridos liberadores de Co poderiam ser aplicados como um material
potencial para a engenharia de tecidos, uma vez que nenhuma citotoxicidade foi

observada em diferentes concentra¢des de Pls.
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Figura 5-18. Viabilidade das HUVECs determinada pelo ensaio MTT para PVA-VB, PVA-VB-5Co,
PVA-VB-10Co.
Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do grupo controle. Barras de erro indicam
+ DP. Asterisco (*) indica significancia estatistica no nivel p < 0,05, conforme determinado pelo One-
way ANOVA seguido por um pos-teste de Tukey.
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5.3.11 Curva de crescimento celular

O crescimento celular ¢ uma avaliagdo importante para estudos de biomateriais. Para
ensaios biologicos, os scaffolds hibridos foram esterilizados com radiacdo gama (4
kGy).

Para verificar a influéncia da liberagdo de Co no crescimento celular, o PVA-VB-10Co
foi selecionado devido a maior concentragao de Co ¢ também o PVA-VB como material
de referéncia sem Co, na concentragdo de 1000 pug / mL. O resultado apresentado na
Figura 5.19 mostrou crescimento celular eficaz das HUVECs, e particularmente o
scaffold hibrido PVA-VB-10Co que mostrou uma diferenca significativa quando
comparado ao scaffold hibrido PVA-VB e controle.
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o
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Figura 5-19. Curva de crescimento celular na presenca de PI dos scaffolds hibridos.
O asterisco (*) representa a diferenca entre o grupo PVA-VB-10Co em relagdo ao controle.

Quando ha crescimento celular na presenga do material em analise, significa que esse
material tem compatibilidade e ndo ¢ citotdxico, promovendo um ambiente favoravel ao
crescimento celular. O ensaio da curva de crescimento mede o crescimento celular
contando as células ao longo do tempo na presenga do material de teste >3. Neste estudo,
o ensaio de crescimento de HUVECs contendo a maior concentragio de Co em

scaffolds hibridos ndo mostrou impacto negativo no crescimento celular, indicando
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biocompatibilidade para estudos terapéuticos. Esses resultados corroboram o ensaio
MTT, mostrando mais uma vez que os scaffolds hibridos sdo promissores para uso

potencial na Engenharia de Tecidos.

5.4 Conclusoes

Novos scaffolds hibridos a base de PVA-VB incorporados com cobalto foram
produzidos pelo método sol-gel e pelo método de formagao de espuma. A incorporagdo
de ions na estrutura hibrida foi alcancada através de um controle cuidadoso da quimica
do processo sol-gel. Os scaffolds hibridos macroporosos foram obtidos com estrutura
predominantemente amorfa, mas picos cristalinos relacionados a precipitacdo de
fluoreto de célcio também foram observados. A liberacdo de ions Co foi observada apods
imersdo em SBF, apresentando liberacdo rapida nas primeiras horas de estudo, porém
uma liberagdo controlada posteriormente. Observou-se a formacdo de HCA nas
amostras contendo Co apods imersdao em SBF, sendo um indicativo de bioatividade. Os
scaffolds hibridos também mostraram um modulo de elasticidade e tensdo de

compressao para 50% de deformacgdo na faixa de osso esponjoso.

As avaliagdes de biocompatibilidade foram realizadas pelo ensaio de viabilidade celular
por MTT e estudos de crescimento celular, e um ambiente favoravel as células foi
observado para diferentes concentragdes dos PIs de scaffolds hibridos, sem efeito
citotdxico observado, apesar da incorporagdo de cobalto. Portanto, a incorporacdo de Co
nos scaffolds hibridos PVA-VB, via rota sol-gel ¢ método de formagdo de espuma,
apresentou-se como uma estratégia potencial para o desenvolvimento de materiais

superiores para osteogénese e angiogénese combinadas na Engenharia de Tecidos.
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Capitulo 6 . CONSIDERACOES FINAIS.

Neste trabalho foi realizada a avaliagdo de vidros bioativos obtidos pelo processo sol-
gel a partir da incorporagdo de cobalto, ion metalico com potencial efeito terapéutico
para aplicagdes na engenharia de tecidos. Os efeitos da incorporagdo desse ion na
estrutura, biocompatibilidade, citotoxicidade, além dos efeitos angiogénicos dos vidros
bioativos derivados da composi¢do 58S foram avaliados. Através das microparticulas
dos vidros bioativos, incorporadas ou ndo com 2,5% de CoO, foram obtidas pastilhas
que foram submetidas a caracterizagdo estrutural e biologica in vitro e in vivo. Foi
observado que nao houve alteracdo significativa na estrutura e morfologia do vidro com
a adi¢do de Co, e que o material se manteve predominantemente amorfo. A presenga e
distribui¢do homogénea do Co através do vidro bioativo foram confirmadas por MEV e
EDS, associados ao mapeamento de raios-X com dispersdo de elemento quimico.
Através do ensaio de MTT em HUVECs foi avaliada a viabilidade celular, onde foi
observado um ambiente favoravel as células em diferentes concentragdes de produtos
i0nicos, sem efeitos citotoxicos apesar da incorporacdo de Co. Observamos através do
ensaio de formagdo de tubos que o vidro bioativo contendo 2,5% de CoO mimetiza o
desempenho do VEGFA na indu¢do de formagdo de vasos sanguineos. Além disso, essa
mesma amostra apresentou expressdo maxima do gene VEGFA apds 14h, e a adi¢do de
Co foi eficaz na expressdo do gene HIF1A também apods 14h. Através dos estudos in
vivo, o vidro bioativo incorporado com Co em sua estrutura foi capaz de aumentar a
expressio de VEGFA e HIF1A, caracterizando uma estimulagdo do processo de
angiogénese devido a liberagdo de Co. Esses dados foram confirmados através das
andlises histologicas e morfométricas, mostrando que o Co na estrutura do VB foi capaz
de estimular o numero de vasos que expressavam VEGFA e o niimero de nucleos
positivamente marcados para HIF1A. As pastilhas formadas a partir de microparticulas
de VB incorporadas com Co possuem propriedades promissoras para a Engenharia de

Tecidos.

Em uma segunda etapa deste trabalho foram obtidos novos scaffolds hibridos de poli
(alcool vinilico) e vidro bioativo incorporados com cobalto pelo método sol-gel e
método de formacdo de espuma. Os scaffolds hibridos apresentaram estrutura
predominantemente amorfa, com picos cristalinos relacionados a precipitagdo de
fluoreto de célcio. A liberacdo de ions Co em SBF apresentou carater de liberagao

rapida nas primeiras horas e liberagdo controlada posteriormente. Indicios da formagao
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da camada de HAC foram observados apos 14h. Os scaffolds hibridos também
mostraram um moddulo de elasticidade e tensdo de compressao para 50% de deformagao
na faixa de osso esponjoso. A esterilizacdo dos scaffolds hibridos foi eficaz a 4 kGy e
através do ensaio de MTT e estudos de crescimento celular, um ambiente favoravel as
células foi observado para diferentes concentragdes dos Pls dos scaffolds hibridos.
Portanto, a incorporacdo de Co nos scaffolds hibridos PVA-VB, via rota sol-gel e
método de formacdo de espuma, apresentou-se como uma estratégia potencialmente
favoravel para o desenvolvimento de materiais superiores no sentido de estimular a

angiogénese, devendo ser alvo de novas pesquisas no futuro.
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Capitulo 7 . SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Sintese e caracterizagdo de pastilhas com maiores dosagens de Co incorporadas
a sua estrutura para avaliar os limites da concentracdo i0nica terapéutica;

e Continuidade dos ensaios de expressdo gé€nica, com avaliacdo de outros genes
envolvidos na angiogénese e osteogénese;

e Avaliacdo da expressdo de outros marcadores envolvidos na angiogénese e
também na osteogénese;

e Avaliacdo in vivo das pastilhas obtidas de VB e VB-Co através de implantes em
defeitos 6sseos criticos em periodos de tempo diferentes;

e Associagdo de outros ions terapéuticos além do Co na estrutura do vidro
bioativo na composicdo 58S e nos scaffolds hibridos, avaliando possiveis
melhorias e efeitos cumulativos associados a esses biomateriais, o que ampliaria
suas aplicagdes no contexto da engenharia de tecidos;

e Sintese de nanoparticulas de vidros bioativos e scaffolds hibridos contendo Co
em diferentes composicdes para aplicagdes em sistemas injetdveis e
nanocompdsitos, aliando as propriedades especificas de nanoparticulas com o
potencial de liberacdo de ions terapéuticos;

e Andlise de XPS e RMN dos scaffolds hibridos de PVA-VB e PVA-VB-Co para

analisar as possiveis ligagdes quimicas presentes no material.
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