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RESUMO

No mundo, a prevaléncia de doencgas e disturbios 6sseos tem apresentado tendéncia
crescente, intensificando-se cada vez mais, com aproximadamente 2 milhdes de
procedimentos de enxerto 6sseo realizados por ano. O tecido ésseo desenvolvido
artificialmente tem sido visto como um potencial alternativo ao uso convencional de
enxertos 0sseos. Devido a sua oferta ilimitada e a ndo transmissdo de doencas, 0s
biopolimeros, estdo se tornando cada vez mais populares para varias aplicacoes
biomédicas devido as suas muitas vantagens, incluindo citocompatibilidade e
degradacgado nao toxica. A maioria dos materiais poliméricos que contribuem para o
desenvolvimento de andaimes geralmente n&o fornecem as propriedades mecéanicas e
de degradacao desejadas para a matriz porque tem poucas ligagdes entre as cadeias
poliméricas, pelo qual a reticulagdo € um método simples no qual ligagdes quimicas ou
fisicas sdo estabelecidas entre cadeias poliméricas para modificar as propriedades
mecanicas, bioldgicas e de degradacdo dos materiais poliméricos. Neste cenario, o
presente estudo teve como objetivo no Capitulo 1 analisar o uso de andaimes ou
compositos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagdo de farmacos utilizados na
substituicdo de tecidos bioldgicos nas fronteiras tecnolégicas com base numa analise
bibliométrica a partir do estado da arte com as bases de dados Scopus e Web of Science,
iniciando com uma categorizagdo anual dos artigos obtidos em cada base, seguida de
uma analise dos paises/regides mais produtivos com suas citagdes, continuando com
uma distribuicdo dos jornais e artigos mais citados e finalizando com um mapeamento e
analise da coocorréncia das principais palavras-chave obtidas em cada artigo, e uma
patentometria a partir do estado da técnica com as bases de dados Lens.org e Orbit
Intellligende da Questel e o codigo IPC A61K9/00. Foram obtidos dados para analisar o
panorama dos paises/regides e instituicbes mais produtivas, andlise categoérica,
legalidade, os paises que protegem tecnologias no Brasil, e uma analise focada na
evolugado da inovacgdo no Brasil nos ultimos anos. No Capitulo 2, foram desenvolvidos
dois andaimes poliméricos hibridos de gelatina — hidroxiapatita (HA) com 1 e 5% p/v ,
reticuladas com 0.7% p/v de EDC e concentragdes de doxiciclina 0.3, 0.7 e 1.2% p/v.
Foram caracterizados por porosidade, espectroscopia de absorgdo na Regido do
Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), difragdo de raios X (DRX),
termogravimetria (TG/DTG) e microscopia eletronica de varredura MEV. Foram avaliados
os comportamentos do pH, capacidade de swelling, degradagdo e biodegradagao
enzimatica, o perfil de liberagcado de doxiciclina, o efeito do reticulante nos andaimes, e a
concentragdo minima inibitéria (CMI) da doxiciclina com S. Aureus. Ao final, foram
realizados testes de viabilidade indiretos em fibroblastos (L919) e pré-osteoblastos
(MC3T3) e teste de adesdo e proliferacdo de pré-osteoblastos (MC3T3) sobre os
andaimes. Os resultados concluiram que o andaime desenhado de 1% p/v de hidrogel
liofilizado, 0.7% p/v do reticulante EDC e 0.3% p/v de doxiciclina mostrou uma maior
proliferacdo em células pré-osteoblasticas, com perfis de liberacdo do farmaco e
biodegradagao enzimatica estavel e compativel com o tempo de regeneragao 6ssea.

Palavras — chave: Andaime. Doxiciclina. Osteogénese. Biomaterial.



ABSTRACT

Worldwide, the prevalence of disorders and bone diseases has shown an increased and
intensified trend, with approximately 2 million bone graft procedures performed per year.
Artificially developed bone tissue has been seen as a potential alternative to the
conventional use of bone grafts. Due to their unlimited supply and non-transmission of
diseases, biopolymers are becoming increasingly popular for various biomedical
applications due to their many advantages, including cytocompatibility and non-toxic
degradation. Most polymeric materials that contribute to the development of scaffolds
generally do not provide the desired mechanical and degradation properties for the matrix
because they have few bonds between the polymer chains, whereby crosslinking is a
simple method in which chemical or physical bonds are established between polymeric
chains to modify the mechanical, biological and degradation properties of polymeric
materials. In this scenario, the purpose of Chapter 1 is to analyze the use of scaffolds or
biomedical composites from hydrogels to release drugs used in the replacement of
biological tissues at the technological frontiers based on a bibliometric analysis from the
state of the art with Scopus and Web of Science databases, starting with an annual
categorization of the articles obtained in each database, followed by an analysis of the
most productive countries/regions with their citations, continuing with a distribution of the
most cited journals and articles and ending with a mapping and analysis of the co-
occurrence of the main keywords obtained in each article, and a patentometry based on
the state of the art with the Lens.org and Orbit Intellligende da Questel databases and the
IPC code A61K9/00. Data were obtained to analyze the panorama of the most productive
countries/regions and institutions, categorical analysis, legality, the countries that protect
technologies in Brazil, and an analysis focused on the evolution of innovation in Brazil in
recent years. In Chapter 2, two hybrid polymeric scaffolds of gelatin — hydroxyapatite (HA)
with 1 and 5% w/v were created, crosslinked with 0.7% w/v of EDC and doxycycline
concentrations of 0.3, 0.7, and 1.2% w/v were developed. Porosity, Fourier transform
infrared absorption spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction (XRD), thermogravimetry
(TG/DTG), and scanning electron microscopy (SEM) were used to analyze them. The
behavior of pH, swelling capacity, degradation, and enzymatic degradation, the
doxycycline release profile, the influence of crosslinker on scaffolding, and the minimum
inhibitory concentration (MIC) of doxycycline against S. aureus were assessed. At the
end on the scaffolds, indirect viability tests were performed on fibroblasts (L919), and pre-
osteoblasts (MC3T3). And an adhesion and proliferation test were made on pre-
osteoblasts (MC3T3) cells. The results indicated that the scaffold composed of 1% w/v
lyophilized hydrogel, 0.7% w/v EDC crosslinker, and 0.3% w/v doxycycline improved
pre-osteoblastic cell proliferation, with drug release profiles and steady enzymatic
biodegradation consistent with bone regeneration time.
Key — words: Scaffold. Doxycycline. Osteogenesis. Biomaterial.
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INTRODUCAO

A incidéncia mundial de doencas e desordens Osseas tem apresentado uma
tendéncia ascendente acentuada, especialmente em popula¢des onde o envelhecimento
€ acompanhado por um aumento da obesidade e da pouca atividade fisica (AMINI et al.,
2012). Com um total estimado de 2 milhdes de procedimentos de enxerto 0sseo
realizados a cada ano, as estruturas de reparo 6sseo continuam sendo uma linha de
pesquisa promissora devido a crescente demanda e ao baixo estoque de substitutos
osseos (CODREA et al., 2021).

O osso tem uma capacidade de reparo intrinseco quando os defeitos traumaticos,
patolégicos e cirurgicos sdo menores do que o que foi definido como defeitos de tamanho
critico (<5 cm). Falhas maiores ainda podem ser cicatrizadas com o apoio de
biomateriais biodegradaveis com propriedades osteocondutoras ou osteogénicas
(AWAD et al., 2020). O tecido 6sseo desenvolvido artificialmente tem sido visto como um
potencial alternativo ao uso convencional de enxertos dsseos, devido a sua oferta

ilimitada e a ndo transmissao de doencgas (AMINI et al., 2012).

Recentemente, o campo da engenharia de tecidos (ET) aumentou
exponencialmente devido a crescente demanda por tecidos artificiais (ANN L COKER,;
NALAWANSHA, DHANUSHA A. PFLUM, 2017; IKADA, 2006). Os biopolimeros,
entendendo-se como os polimeros feitos a partir de recursos naturais, estdo se tornando
cada vez mais populares para varias aplicacbes biomédicas devido as suas muitas

vantagens, incluindo citocompatibilidade e degradagéo nao toxica (REDDY et al., 2015).

Os Scaffolds ou andaimes biopoliméricos sao estruturas artificiais, com
caracteristicas fisico-quimicas e porosidade pré-determinadas. A maioria dos materiais
poliméricos que contribuem para o desenvolvimento de andaimes geralmente nao
fornecem as propriedades mecénicas e de degradacdo desejadas para a matriz porque
tem poucas ligagdes entre as cadeias poliméricas. Portanto, a reticulagdo € necessaria
para criar ligagbes covalentes entre as cadeias poliméricas criando polimeros
tridimensionais com alta massa molecular. A reticulacdo € um método simples no qual

ligacdes quimicas ou fisicas sdo estabelecidas entre cadeias poliméricas para modificar
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as propriedades mecanicas, biologicas e de degradagcdo dos materiais poliméricos.
(REDDY et al., 2015). Entre todos os métodos de reticulagéo, a reticulagdo quimica

parece ser o0 mais comum e eficaz.

Andaimes também podem ser preparados com base em gelatina que é um
produto da hidrdlise parcial do colageno nativo e se caracteriza por sua nao toxicidade,
nao carcinogenicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Esse € amplamente
utilizado em campos farmacéuticos e médicos, como materiais para curativos, andaimes
de engenharia de tecidos e veiculos de entrega de medicamentos (YANG et al., 2018).
Contudo, os andaimes preparados a partir da gelatina apresentam fraca resisténcia
mecanica e de hidrdlise, junto com uma liberagao imediata de farmacos associados a
eles. Uma das formas encontradas para melhorar essas caracteristicas € a sintese de
hidroxiapatita Ca10(POa4)s(OH)2 (HA), na matriz de gelatina o que melhora as
propriedades fisico-quimicas da rede polimérica (DRESSLER et al., 2011). Além disso,
a administragcdo local de farmacos antimicrobianos melhora significativamente a
cicatrizagao e regeneragao de novos tecidos (Porous scaffolds of gelatin-hydroxyapatite
nanocomposites obtained by biomimetic approach: Characterization and antibiotic drug
releaseKIM, H. W. et al., 2005).

Assim essa pesquisa visa o desenvolvimento de andaimes de compdsitos de
Gelatina-Hidroxiapatita contendo Doxiciclina obtidos por abordagem Biomimética, com
potencial osteogénico, desenvolvimento, e prospecgado tecnoldgica. Os hidrogéis
mimetizam a matriz extracelular e favorecem o crescimento tecidual (HOCH et al., 2016)
de forma mais favoravel do que os polimeros de origem sintética. (KLEIN et al., 2010;
MALAFAYA et al., 2007)

Dessa maneira para a realizagado do presente projeto € importante compreender
como esta acontecendo o desenvolvimento das tecnologias associadas para se obter um
produto tecnoldgico inovador com base nas informagdes ja existentes e suas limitagoes.
Tendo em consideragao que, a inovagao comecga com o uso da criatividade na pesquisa
e assim, conseguir desenvolver um produto que possa ser comercializado no futuro,
implementando novas alternativas de produtos e processos a partir de estudos

existentes. Nesse caso, 0 mais importante para essa pesquisa € a geragao de produtos
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seguros e eficazes para o paciente. Dada esta ampla visdo de inovagao, desde a analise
de artigos e patentes, até o desenho de andaimes biomédicos utilizados na regeneracao

Ossea, esta dissertacido € apresentada em dois capitulos.

No Capitulo 1, é relatada uma bibliometria e uma prospecg¢do tecnologica
simplificada analisando as patentes dos andaimes feitos a partir de hidrogéis. Para isso
foi realizada uma analise de artigos e patentes com base em uma equagao de busca
projetada, onde sdo abordadas as discussbes sobre os principais paises/regides,
instituicoes, citagdes e legalidade global, para conhecer o atual ambiente tecnolégico em
que se deseja trabalhar, finalizando com uma analise critica da evolugao da inovagao no
Brasil. E no Capitulo 2, este trabalho propoe o desenvolvimento de matrizes poliméricas
hibridas reticuladas compativeis com o corpo humano, que sejam sinergicamente
associadas a bioceramicas de hidroxiapatita sintetizadas, juntamente com a doxiciclina,
resultando em andaimes bioativos com melhores propriedades fisico-quimicas e
biolégicas que podem estimular a proliferacdo celular de MC3T3 pré-osteoblastos,

demonstrando uma osteogénese in-vitro.
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1. CAPITULO 1 - Andaimes biomédicos: Prospecgio tecnolégica

1.1. Introdugao

Os sistemas de liberagdo de farmacos podem ser usados para superar as
barreiras anatémicas, fisioldgicas e fisico-quimicas melhorando a biodisponibilidade do
farmaco e a eficacia terapéutica (LAFFLEUR & KECKEIS, 2020; WEN; JUNG; LI, 2015).
Nos ultimos 15 anos, a literatura descreveu varias estratégias para fornecer liberagéo
prolongada de farmacos. As abordagens atualmente propostas para o uso de andaimes
ou compositos biomédicos como sistemas de liberacdo de farmacos usados para
substituicdo de tecidos biologicos demonstram o estado atual de inovagéo do estudo da

tecnologia.

Nesta secdo da dissertacao sera apresentado uma prospecgao tecnoldgica
simplificada a partir de uma analise bibliométrica a partir do estado da arte (artigos
cientificos) e uma aproximagado da uma patentometria a partir do estado da técnica
(patentes) do uso de andaimes ou compdsitos biomeédicos a partir de hidrogéis para
liberacdo de farmacos utilizados para substituicdo de tecidos bioldgicos, visando
encontrar as oportunidades para o desenvolvimento de novas tecnologias a partir da

inovagéao dos paises.

Na vista de compreender a analise realizada, além de conhecer o ponto desde o
qual o mundo cientifico tem se enfocado pesquisando nos biomateriais para liberacao de
farmacos € preciso entender os tipos de pesquisas que existem, como é o

desenvolvimento de novos produtos, e qual a diferenga entre invencéo e inovagao.

O manual Frascati da Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD, 2018) divide a pesquisa e desenvolvimento (P&D) em trés
atividades: pesquisa basica, pesquisa aplicada e desenvolvimento experimental. A
pesquisa basica € o trabalho experimental ou tedrico realizado para adquirir novos
conhecimentos sobre os fundamentos subjacentes dos fendmenos e fatos observaveis,

sem qualquer aplicacdo ou uso imediato em vista; pesquisa aplicada € quase o mesmo
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que pesquisa basica, exceto que é direcionada a um objetivo pratico especifico; o
desenvolvimento experimental € um processo sistematico baseado no conhecimento
existente adquirido em pesquisa e/ou experiéncia pratica, direcionado a producio de
novos materiais, produtos, processos, sistemas e servicos; ou melhorar
substancialmente os produtos, processos o servigos ja produzidos ou instalados (OECD,
2018)

A inovacgao é definida como a combinacdo de pesquisa, desenvolvimento e sua
interagdo com as condigdes econdmicas e sociais presentes em cada pais ou regido, por
meio da interagdo dos agentes de inovagao e do ambiente em que desejam implementar,
enquanto a invengao refere-se a uma parte integrante da inovagdo (OECD/EUROSTAT,
2018)

E necessario realizar uma prospeccao tecnoldgica, para saber qual é o nivel de
inovacao em um determinado tema global, bem como saber se o tema de interesse é
relevante para a sociedade. Este capitulo foi dividido em duas seg¢bes; comegou com
uma analise bibliométrica, com base em uma equacgao de busca com relagdo ao uso de
andaimes ou compoésitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao de farmacos
utilizados na substituicao de tecidos biolégicos. Os artigos de pesquisa obtidos a partir
de duas bases de dados (Scopus e Web of Science) foram analisados, iniciando com
uma categorizagéo anual dos artigos obtidos em cada base, seguida de uma analise dos
paises/regides mais produtivos com suas citagdes, continuando com uma distribui¢ao de
0s jornais e artigos mais citados e finalizando com um mapeamento e analise da

coocorréncia das principais palavras-chave obtidas em cada artigo.

Na segunda secéao foi realizada uma patentometria inicial, onde, com base na
mesma equagao de busca utilizada na bibliometria, foram analisadas as patentes
disponibilizadas em duas bases de dados (Lens.org e Orbit Intelligence da Questel) dos
paises/regides e instituicdes mais produtivas, analise categorica, legalidade, e os paises
que protegem tecnologias no Brasil, finalizando com uma analise focada na evolugao da

inovacao no Brasil nos ultimos anos.
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1.2. Analise Bibliométrico

A analise bibliométrica, que inclui analise de palavras comuns, analise de rede
social e analise de cluster, € uma técnica de pesquisa cientifica e quantitativa que
examina publicacbes. Usa estatisticas quantitativas para identificar hotspots ou
tendéncias emergentes, bem como as contribuigbes de autores, revistas, institutos ou
nagdes (AGARWAL et al., 2016)

O software conhecido como VOSviewer (http://www.vosviewer.com) gera um
mapa de palavras-chave e simultaneidade de buscador de bancos de dados (VAN ECK;
WALTMAN, 2010). Esse foi o software selecionado para a realizagdo dos mapeamentos
tecnolégicos devido as opgdes que oferece para trabalhar a partir de diferentes bases de

dados, além da sua facilidade de utilizagao.

Recentemente, diversos estudos bibliométricos tém investigado a literatura na
area de clinica médica e biomedicina (PANAGOPOULOS et al., 2020; PERAZZO et al.,
2019; WANG; MANIRUZZAMAN, 2022; ZHU et al., 2022; ZOU et al., 2019), manter a
pesquisa atual em mente é importante, porque as revisbes de literatura sdao uma
ferramenta basica para construir novas ideias e avangar novas pesquisas, destacando
inconsisténcias no conhecimento atual. No entanto, ainda falta uma analise completa e
grafica da evolugédo e tendéncias no uso de andaimes ou compdsitos biomédicos de

liberagdo de farmacos utilizados para substituigdo de tecidos biolégicos.

1.2.1 Metodologia

Neste estudo, a coleta de dados das publicacdes realizadas entre 2007 e 2022 foi
feita em um unico dia (21 de maio de 2022), e o banco de dados foi elaborado como
“arquivo delimitado por tabulagdo” do Scopus e Web of Science. A estratégia de coleta

e extragao de dados foi mostrada na Figura 1.

As publicacdes extraidas tiveram que atender aos seguintes critérios:
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Os termos de pesquisa foram determinados pela equacgédo geral de busca:
((composit* OR scaffold* OR sponge) AND biopolymer AND "tissue engineer™"
AND ("drug release” OR "drug delivery"));

O tipo de documento foi “artigo”;

O periodo de publicagao foi nos ultimos 15 anos (entre 2007 e 2022) devido a ter
0 maior numero de publicacdes;

Foram coletadas as seguintes informagdes: publicagcdo, autores, paises,
instituicoes, periodicos, palavras-chave e citagdes.

Figura 1. Estratégia de coleta e extracao de dados

Equacéo de Busca: ((composit* OR scaffold* OR
sponge) AND biopolymer AND "tissue engineer*"
AND ("drug release" OR "drug delivery"))

- Realizado em 21 de maio de 2022

h 4
Foram identificados 213 e 322 estudos nas
colecdes principais da Web of Science e Scopus
respectivamente

Foram excluidos 16 e 14 estudos de Web of
< Science e Scopus respectivamente que ndo
estavam em 2007-2022

v
Foram identificados 197 e 308 estudos da Web
of Science e Scopus respectivamente

Foram excluidos 92 e 215 resenhas, material
< editorial, capitulo de livro, documento de atas,
carta, noticias, itens e correcées respectivamente

A4
Foram identificados 105 e 93 estudos da Web of
Science e Scopus respectivamente

1.2.2 Desenvolvimento anual e distribuicdo de paises dos artigos referentes aos
andaimes ou compositos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagdo de
farmacos
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A busca de indicadores de produgao académica na area de biomateriais resultou
num total de 105 e 93 artigos académicos da colegéo principal da Web of Science e
Scopus respectivamente. Inicialmente, torna-se evidente que o numero de artigos
cientificos obtidos é baixo, o que infere uma oportunidade de explorar ainda mais o uso
de andaimes ou compdésitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagdo de farmacos
utilizados na substituicdo de tecidos bioldgicos.

Na Figura 2 é apresentada incialmente a tendéncia anual de publica¢des de cada
uma das bases de dados em relagdo ao uso de andaimes ou compdsitos biomédicos a
partir de hidrogéis para liberagao de farmacos.
Figura 2. Distribuicdo do numero de artigos sobre o uso de andaimes ou compésitos

biomédicos a partir de hidrogéis para liberacao de farmacos publicados por ano de 2007 a 2022
nas bases Scopus e Web of Science

2022 7] 5]
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2020 |
2019 | 8]
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2017 | 7] 7
2016 |
2015 | 9
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2012 | R
2011 | 2
2010 [3[ 1]
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Web of Science
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—
15

LI S e

20

25

30

Numero de publicagdes

Conforme mostrado na Figura 2, durante os ultimos 15 anos tem se evidenciado
menos de 100 publicagbes anuais sobre investigagbes do uso de andaimes ou
compositos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagéo de farmacos. O numero de
publicagdes experimentou um aumento relativamente constante (o decréscimo em 2022

deve-se a falta de dados nao publicados). As publica¢des globais anuais aumentaram
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de 1 em 2007 em ambas as bases de dados para 12 na Scopus e 7 na Web of Science
em 2021, um aumento de 1200% e 700% respectivamente. No entanto, a producao de
artigos cientificos ainda é limitada, embora seja evidente que ha um interesse crescente
por parte dos pesquisadores nesta linha de pesquisa e da possibilidade de aplicagao na

saude.

Na Figura 3 esta apresentada a distribuicdo por pais/citagdes de cada uma das
bases de dados com informagdes do uso de andaimes ou compdsitos biomédicos a partir
de hidrogéis para liberagéo de farmacos.

Figura 3. Distribuigcdo dos 10 principais paises/regides produtivos no Scopus (A) e Web of
Science (B) com o numero de citagdes
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Especificamente, na base de dados Scopus, pesquisadores da China (15

publicagdes VS 995 citagbes) contribuiram com o maior numero de publicagdes (FIGURA
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3A), seguidos pelos Estados Unidos de América (14 VS 1494), india (12 VS 123), Ira (9
VS 223) e Italia (8 VS 138).

Da mesma forma, na base de dados Web of Science, pesquisadores dos Estados
Unidos de América (20 publicagdes VS 594 citagdes) contribuiram com o maior numero
de publicacdes (FIGURA 3B), seguidos por China (16 VS 368), india (13 VS 309), Ira (10
VS 339) e Coreia do Sul (9 VS 302).

1.2.3 Distribuicdo de periddicos e artigos mais citados em cada base de dados
Para cada uma das bases de dados ¢é utilizada uma medida que reflete o numero
meédio anual de citagdes de artigos recentes publicados naquele periddico, no caso de
Scopus essa medida € o Cite Scord, e no caso de Web of Science € Impact Factor,
referente ao ultimo ano finalizado (2021).

Tabela 1. Os 5 principais periddicos para publicagdes do uso de andaimes ou compdésitos
biomédicos a partir de hidrogéis para liberagado de farmacos no Scopus.

Cite Scord Publicacoes Citagoes

Rank Titulo da Fonte Categoria (2021) totais (%) totais
1 Materlgls Sc_tence & Ciéncia dog Mat'erl.als; 126 5 267
Engineering C Engenharia Quimica
Engenharia;
2 Acta Biomaterialia Ciéncia dos Materiais; 15.6 4 171
Bioquimica, Genética
e Biologia Molecular
3 Journal of Biomedical Ciéncia dos Materiais; 88 4 110
Materials Research part A Engenharia '
4 ACS Applied Materials & - .o 1o dos Materiais 14.4 3 152
Interfaces
Ciéncia dos Materiais;
5  Macromolecular Bioscience  pjoquimica, Genética 7.7 4 46

e Biologia Molecular

No Scopus, os artigos selecionados sobre o uso de andaimes ou compdésitos
biomédicos a partir de hidrogéis para liberagdo de farmacos foram publicados em 69
periddicos. A Tabela 1 lista os 5 principais periddicos que publicaram o maior numero de

artigos, respondendo por 21,5% (20/93) das publicagdes. Materials Science &
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Engineering C foi o peridodico com mais publicagdes (5 publicagdes) e o mais citado (267
citagbes), seguido por Acta Biomaterialia e Journal of Biomedical Materials Research

parte A com 4 publica¢des cada.

Um total de 93 artigos foram citados 3.837 vezes, com mediana de 14,5 citagbes
e um H-Index de 28. O numero de citagdes dos 3 artigos mais citados variou entre 635
e 283. “On the nature of biomaterials”, publicado na Biomaterials em 2009, foi o artigo
mais citado (635 citacdes).

Tabela 2. Os 5 principais periddicos para publicagdes do uso de andaimes ou compositos
biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao de farmacos na Web of Science

Impact Publicagbes Citagoes
Rank Titulo da Fonte Categoria Factor . § g.
totais (%) totais
(2021)
Materials Science &
1 Engineering C-materials for ~ Ciéncia dos Materiais 8.46 6 304
Biological Applications
Quimica;
2 Carbohydrate Polymers Ciéncia de Polimeros 10.72 5 434
Journal of Biomedical Ciéncia dos Materiais;
3 Materials Research part A Engenharia 4.85 4 104
, . Ciéncia dos Materiais;
4 Acs Applied Materials & Nanociéncia e 10.38 3 201
Interfaces .
Nanotecnologia
5 Acta Biomaterialia Engenharia; 10.63 3 270

Ciéncia dos Materiais

Na Web of Science, os artigos recuperados sobre o uso de andaimes ou
compositos biomédicos a partir de hidrogéis para liberacdo de farmacos foram
publicados em 76 periodicos. A Tabela 2 lista os 5 principais periddicos que publicaram
o maior numero de artigos, respondendo por 20,0% (21/105) das publica¢cdes. Materials
Science & Engineering C foi o periédico com mais publicagbes (6 publicagdes) com 304
citacdes, mas o peridédico mais citado foi Carbohydrate Polymers com 434 citagdes e 5

publicacdes.
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Um total de 105 artigos foram citados 2.988 vezes, com mediana de 14,0 citagbes
e H-Index de 29. O numero de citagbes dos 3 artigos mais citados variou entre 196 e
170. “Electrospinning of Manmade and Biopolymer Nanofibers-Progress in Techniques,
Materials, and Applications”, publicado no Advanced Functional Materials em 2009, foi o

artigo mais citado (304 citagdes).

1.2.4 Mapeamento e analise de coocorréncia das principais palavras-chave

O VOSviewer foi utilizado para analisar as palavras-chave derivadas de cada
publicagdo em cada uma das bases de dados e assim identificar as principais areas e
aplicagdes de andaimes ou compdsitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao
de farmacos. As palavras-chave fornecidas pelos autores geralmente representam os
principais temas de seu trabalho (PESET et al., 2020). Portanto, a analise bibliométrica
das palavras-chave do autor de todas as publicagdes em um determinado campo poderia

refletir os pontos criticos dessa area de pesquisa.

A utilizagdo do VOSviewer inicialmente permitiu extrair e agrupar as principais
palavras-chave do banco de dados Scopus, na Tabela 3. O Top 5 das palavras-chave

com maior coocorréncia estao representadas.

Tabela 3. Top 5 Palavras-chave na base de dados de Scopus

Rank Palavra-chave Coocorréncia Cluster
1 Drug delivery system 89
2 Tissue engineering 78
- Vermelho
3 Biopolymers 72
4 Tissue scaffold 60
5 Biocompatible materials 55

Na Figura 4 estad apresentado o mapeamento dos artigos cientificos usando a
equacdo de busca acima usando a base de dados Scopus. As palavras-chave
apresentadas na Tabela 3 sdo encontradas no centro do mapa da rede de visualizacao

do VOSviewer. O rétulo do né mostra a palavra-chave e o tamanho de cada n6 se refere



33

a frequéncia das palavras-chave. Os linhas que conectam dois nds representam uma

relagado de coocorréncia entre duas palavras-chave.

Figura 4. Mapeamento das palavras-chaves encontradas na base de dados Scopus.
Visualizagao e exploragado do uso de andaimes ou compdsitos biomédicos a partir de hidrogéis
para liberagcao de farmacos
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Como foi mencionado anteriormente, no Scopus foram encontrados 93 artigos de
pesquisa usando a equacgao de busca mencionada acima e foram extraidos dados
completos de titulos, bibliografia, autores, palavras-chave, ano de publicagcdo DOI,
numero de citagdes, entre outras informagdes. Analisando os 93 artigos do Scopus no

VOSviewer, foram encontradas um total de 2564 palavras-chave, para as quais foi
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realizada a limpeza dos dados por meio de um arquivo de dicionario de sinébnimos
VOSviewer, onde foram agrupadas palavras-chave semelhantes, por exemplo:
‘nanocomposite” e “nanocomposites”. Além disso, foi definido dez (10) como o numero
minimo de ocorréncias por palavra citada pelos autores, o que deu um total final de 68

palavras-chave apresentadas na Figura 4.

Os clusterers foram formados calculando a frequéncia de coocorréncia das
palavras-chave, e desse modo foi possivel visualizar os fluxos com maior interagcéo entre
os artigos. Quanto maior a frequéncia da palavra, maior o tamanho dentro do cluster
(PROCHASKA; GALLIOS, 2021) (YEUNG et al., 2020). As cores da rede, representam
o relacionamento das palavras com o cluster de maior similitude (YEUNG et al., 2020).
Os 4 clusters foram mostrados em vermelho (grupo 1), verde (grupo 2), azul (grupo 3) e
amarelo (grupo 4), cada um deles podem ser melhor observados na Figura 5.

Figura 5. Mapeamento das palavras-chaves encontradas na base de dados Scopus, sendo

apresentado A. Grupo 1 (vermelho), B. Grupo 2 (verde), C. Grupo 3 (azul), e D. Grupo 4
(amarelo).
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O grupo 1 em vermelho representa a engenharia de tecidos a partir de
biopolimeros usados como sistemas de liberagdo controlada, o grupo 2 em verde
representa estudos quimicos e biolégicos realizados em nivel in vitro e in vivo (animais),
o grupo 3 em azul representa estudos in vitro realizados especificamente em células

humanas e o grupo 4 em amarelo representa as técnicas de caracterizagéo de hidrogéis.

Na Figura 5-A o grupo 1 (cluster vermelho) inclui palavras-chave de alta
frequéncia, como sistema de entrega de medicamentos, biopolimeros, nanoparticulas,
engenharia de tecidos, suportes de tecidos, biodegradac¢do, aplicagdes biomédicas,

materiais biomiméticos e testes de materiais.

As palavras-chave biopolimeros, biodegradagdo, materiais biomiméticos e
aplicagcbes biomédicas estdo relacionadas entre si. Biopolimeros s&o polimeros de
origem natural, com capacidade de formar hidrogéis que mimetizam a MEC e favorecem
o crescimento tecidual (HOCH et al., 2016). Atualmente s&do uma area de interesse muito

forte, ja que os biopolimeros podem regular a divisdo, adesao, diferenciagdo e migragéo
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celular de forma mais favoravel do que os polimeros de origem sintética. (KLEIN et al.,
2010; MALAFAYA et al., 2007)

As nanoparticulas (NPs) s&o pequenas particulas com um diametro <100 nm. Em
geral, o tamanho de particula, composicao, forma, carga superficial e funcionalidade da
superficie, desempenham um papel importante no desenvolvimento de sistemas de
liberagcdo de farmacos, atualmente as nanoparticulas estdo sendo investigadas para
melhorar a biodisponibilidade e alcancar liberagcdo em uma dose mais baixa internamente
sem toxicidade, superando as desvantagens dos sistemas de entrega convencionais (DE
JONG; BORM, 2008; MITCHELL et al., 2021)

Por exemplo, o estudo feito por NIU et al., (2021), um Hidrogel e um filme hibrido
funcional foram gerados a partir da incorporacédo de nano folhas de mica esfoliadas em
uma matriz de quitina regenerada por meio de um sistema de dissolugdo alcalina
(KOH/ureia).

As Figuras 5-B grupo 2 (cluster verde) e 5-C grupo 3 (cluster azul) estédo
relacionados entre si, pois ambos se referem a testes in vitro e in vivo, como testes de
citotoxicidade ou proliferacao celular, classes de células como fibroblastos ou
osteoblastos e diferentes tipos de materiais utilizados como alginato, colageno ou acido
hialurénico. Para a esponja de colageno impregnada com fito-nanoparticulas, feita por
SUNDAR et al., (2022) discutida anteriormente, uma concentragdo de dose ideal de
MJSN foi avaliada realizando um teste de contato direto com fibroblastos de camundongo
L929, seguido por ensaios de MTT e LDH para avaliar a citocompatibilidade, a viabilidade
celular e a citotoxicidade. Ao confirmar a citocompatibilidade das esponjas, elas podem
ser propostas para aplicagcdes duplas de liberagdo sustentada de farmacos e
regeneragao tecidual na cicatrizacdo de queimaduras, que continua sendo uma

necessidade clinica ndo atendida na reconstru¢ao de tecidos.

Por ultimo, o grupo 4 (cluster amarelo) tem relagcdo com as caracterizagées fisico-
quimicas pelas quais se podem definir as principais propriedades dos materiais. Para a

esponja de colageno impregnada com fito-nano, feita por SUNDAR et al., (2022), foi
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realizada uma caracterizagdo por meio de espectroscopia UV-vis, FTIR, DRX, DLS,
potencial Zeta, SEM e TEM.

Em geral, projetos resultantes da unido de varios materiais ou projetos hibridos
abrem caminho para resolver problemas atuais em biomateriais usados na industria
médica, bem como aplicacbes sustentaveis para muitos propdsitos futuros, como

dispositivos vestiveis, engenharia de tecidos e entrega de medicamentos.

Do mesmo jeito, foi realizado novamente o procedimento de analise com a base
de dados Web of Science, na Tabela 4. se apresentam as 5 principais palavras-chave
com maior coocorréncia do banco de dados da Web of Science, e na Figura 6 esta

apresentado o mapeamento das palavras-chave da tecnologia.

Tabela 4. Top 5 Palavras-chave na base de dados de Web of Science

Rank Palavra-chave Coocorréncias Cluster
1 Drug delivery system 71 Verde
2 Scaffold 43 Vermelho
3 Tissue engineering 31 Azul
4 Nanocomposites 25
V lh
5 Hydrogel 22 ermeino
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Figura 6. Mapeamento das palavras-chaves encontradas na base de dados Web of Science.
Visualizagao e exploragado do uso de andaimes ou compadsitos biomédicos a partir de hidrogéis

para liberagcao de farmacos
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No Web of Science, foram encontrados 105 artigos de investigagdo usando a

mesma equacgao de busca inicial. Analisando os 105 artigos do Web of Science no

VOSviewer, foram encontradas um total de 767 palavras-chave, para as quais foi

realizada da mesma forma que no Scopus a limpeza dos dados por meio de um arquivo

de dicionario de sinbnimos VOSviewer. Além, cinco (5) foi definido como o numero

minimo de ocorréncias por palavra citada pelos autores, o que deu um total final de 34

palavras-chave apresentadas na Figura 6. Na rede analisada, podem ser visualizados 4
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clusters de cor vermelho, verde, azul e amarelo, e cada um deles podem ser observados

melhor na Figura 7.

Figura 7. Mapeamento das palavras-chaves encontradas na base de dados Scopus, sendo
apresentado A. Grupo 1 (vermelho), B. Grupo 2 (verde), C. Grupo 3 (azul), e D. Grupo 4
(amarelo).
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O grupo 1 em vermelho representa os tipos de biomateriais e nano compdésitos

como hidrogéis e andaimes, o grupo 2 em verde representa os sistemas de liberagao de
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farmacos, o grupo 3 em azul representa a engenharia de tecidos e o grupo 4 em amarelo

representa as propriedades e caracteristicas mecanicas e biologicas dos materiais.

Pode-se observar que os mapeamentos gerados com o VOSviewer para ambas
as bases (Figuras 4 e 6) sdo muito semelhantes entre si, 0 mapeamento gerado com os
dados do Scopus fornece uma visao mais geral do que o gerado com os dados do Web
of Science, porém ambos permitem identificar as mesmas areas e aplicacbes de

andaimes ou compasitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagcado de farmacos.

Na bibliometria realizada, observou-se que nao ha grande relevancia com relagao
aos tecidos para recuperagao 0ssea, por isso foi proposta uma segunda equagao de
busca visando verificar o estado da arte (artigos cientificos) usando regeneragao ou

melhora 6ssea.

((composit* OR scaffold* OR sponge) AND biopolymer AND ("tissue engineer*")
AND ("bone regenerat™ OR "bone enhance*") (("drug release"”) OR ("drug delivery"”)))
foram as palavras-chave usadas na base de dados de Scopus e Web of Science. Na
Figura 8 esta apresentado o mapeamento dos artigos cientificos usando a equacgao de

busca acima usando a base de dados Scopus.

Figura 8. Visualizagdo em rede da engenharia de tecido 6sseo na regeneracao 6ssea
como cluster principal das palavras-chave frequentemente relacionadas no estudo comparando

os dados obtidos nas bases de dados A. Scopus e B. Web of Science
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Foram encontrados no Scopus 12 e no Web of Science 7 artigos de investigagdo usando
a equacgao de busca mencionada acima, com um total de 856 e 75 palavras-chave
respectivamente, além de definir como 5 e 2 o numero minimo de ocorréncias por palavra
citada pelos autores, o que deu um total final de 41 e 11 palavras-chave para Scopus e

Web of Science respectivamente, apresentadas na Figura 8.

Na Figura 8. podemos observar que os dois mapeamentos tém como cluster
principal regeneragao e engenharia do tecido 6sseo junto com sistemas de liberagao
controlada. Por exemplo, estudos realizados por BENEDINI et al., (2020), avaliaram, por
meio de dois tipos de compdsitos baseados em uma bioceramica (nano-hidroxiapatita
sintética, HA) e um biopolimero (alginato de sodio, ALG), a regeneragao 6ssea. Além
disso, os materiais foram carregados com ciprofloxacina (CIP) para a obteng¢do, nao
apenas de um material adequado para um preenchimento, mas com propriedades

antibacterianas.
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1.3. Patentometria simplificada

A necessidade de desenvolver e implementar mais produtos bioinertes,
biocompativeis e bioativos na medicina tem aumentado as oportunidades ao nivel da
investigacao e industrial (KRISHNAN; LAKSHMI, 2013; GDEGAARD et al., 2020), para
0 qual, as tecnologias baseadas em andaimes ou compdsitos biomédicos a partir de
hidrogéis para liberagdo de farmacos utilizados na substituicdo de tecidos biolégicos

continuam a ser foco de interesse.

Entre os materiais de maior interesse, os biopolimeros podem produzir materiais
com propriedades ajustaveis, como biodegradabilidade, biocompatibilidade,
renovabilidade, baixo custo, disponibilidade, que s&o criticamente importantes para
projetar materiais para uso em aplicagbes biomédicas (BISWAS et al., 2022). Os
andaimes de biopolimeros tem o formato e composi¢cao de matrizes extracelulares (MEC)
que possuem caracteristicas fisico-quimicas e porosidade pré-determinadas,
beneficiando a liberacdo do farmaco e o crescimento celular, gerando suporte mecanico,
enquanto o tecido celular afetado se recupera (REDDY et al., 2015; SLAUGHTER et al.,
2009).

Com a ideia de avaliar o potencial tecnoldgico da tecnologia apresentada no
presente trabalho, foi realizado um estudo de prospecgdo tecnologica dos materiais
biomédicos de liberagdo de farmacos utilizados para substituicdo de tecidos biolégicos
usando a plataforma internacional paga para a busca e analise de patentes Orbit
Intelligence da Questel e a base de livre acesso Lens.org usando os parametros de busca
da Tabela 1.

A Plataforma Orbit Intelligence foi selecionada porque o sistema possui
ferramentas de analise estatistica, que permitem gerar uma exibi¢gao grafica de grandes
conjuntos de patentes. A cobertura da base da Orbit Intelligence é de 96 paises e 100
escritorios de patentes com dados de 8,6 milhdes de empresas (PIACENTE et al., 2015).
Além disso, a Orbit Intelligence é um dos principais provedores de informacgdes de
propriedade intelectual usadas para conduzir pesquisas académicas (FAGUNDES et al.,
2014).
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O banco de dados gratuito Lens.org foi selecionado porque este site € uma
ferramenta gratuita de pesquisa de patentes que possui uma interface de facil
entendimento para sua correta y rapida utilizagc&o, além disso, depende de atualizagdes
frequentes do banco de dados. Lens.org tem acesso a Espacenet, o Escritorio de
Patentes e Marcas Registradas dos Estados Unidos (USPTO), WIPO e bancos de dados
de patentes australianos (SPEZIALI, 2020).

Tabela 5. Parametros de busca no estado da técnica dos materiais biomédicos de liberacao de
farmacos utilizados para substituicdo de tecidos biolégicos

Parametros de Dados

busca

Title, abstract, claim, description: ((composit* OR scaffold*
Equacgao de busca OR sponge) AND biopolymer AND “tissue engineer*” AND
("drug release" OR "drug delivery"))

IPC: (A61K9/00)

Base de dados Orbit2 — Lens®
Intervalo de tempo 2007 até 2022

Tipo de Familia de patentes
documentos

Data da busca 06/09/2022
Resultados 1992 — 65°

Como apresentado na Tabela 1, usou-se a mesma equacgao de busca da Bibliometria
como estratégia para comparar os resultados de busca nas bases de dados
apresentadas. Conseguiu-se auxiliar mais a busca, ou introduzir o codigo de
classificagdo Internacional de Patentes (IPC) da aplicagdo do material, cuja descricdo

segue abaixo.

A — Human necessities

A61 — Medical or veterinary science; hygiene.
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A61K — Preparations for medical, dental, or toilet purposes.

A61K9/00 — Medicinal preparations characterized by special physical form

A mesma faixa temporal especifica (2007 — 2022) também foi utilizada, essa faixa
especifica foi definida para identificar tecnologias emergentes e novas tendéncias de
produtos para a industria de materiais biomédicos para liberacdo de medicamentos
utilizados para substituicdo de tecidos bioldgicos. Os dados foram extraidos em 6 de

setembro de 2022 para o maior numero de patentes publicadas até o momento.

A publicacdo de patentes segue uma dinédmica prépria, com procedimentos de
publicacdo especificos de acordo com os diferentes paises, especialmente no que diz
respeito a fase de confidencialidade (18 meses a partir da data de depdsito) dos
documentos, o que significa que qualquer dado ou ferramenta de busca recupera apenas
documentos que ja foram definitivamente publicados (MOTTA; QUINTELLA, 2012).

Conforme a Figura 9, a evolugéo do pedido de patente é observada ao longo do
tempo, ou que indica a atual dinamica inventiva sobre a tecnologia. Durante os ultimos
15 anos, os resultados de pedidos de patentes anuais sobre investigagdes do uso de
andaimes ou compositos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao de farmacos
resultou em 199 pedidos de patente no Orbit Intelligence e 40 pedidos de patente no

Lens.org.

Nota-se um maior registro dos dados na base de dados com acesso por
subscricdo (Orbit Intelligence) com um aumento de 397.5% no numero de patentes
recuperadas comparado com a base de dados de acesso aberto (Lens.org), daqui a
importancia de fazer a busca num escopo maior para que a analise final ndo resulte

limitada.

Da mesma forma, € evidente um perfil mais ou menos constante de pedidos de
patentes, o que sugere que a tecnologia esta atualmente em fase de estabilizagao,
demonstrando um interesse continuo e constante por parte dos atores da area. As

poucas patentes presentes nos ultimos dois anos se devem a falta de informacdes nas
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bases de dados devido ao atraso de 18 meses no processamento entre o depdsito do

pedido e sua pub

licacao.

Figura 9. Distribuigdo da quantidade de pedidos de patentes sobre o uso de andaimes ou
compoésitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagdo de farmacos por ano de 2007 a

2022
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Levando em conta a grande diferenga de resultados, a analise patenteométrica foi

realizada com as familias de patentes obtidas com a plataforma Orbit Intelligence. Com

as patentes achadas, realiza-se uma categorizagdo dos diferentes tipos de dominio

técnico a fim de avaliar tendéncias e perspectivas futuras na liberacdo de farmacos e na

substituicdo de tecidos bioldgicos.

Na Figura 10, apresentam-se os resultados graficos da base de dados de Orbit

Intelligence em relagéo ao numero de familia de patentes e dominio tecnolégico de cada

uma das patentes encontradas. O dominio técnico € obtido com os grupos gerados a

partir dos cédigos IPC, onde uma patente pode ser identificada em varios campos

técnicos.
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Figura 10. Analise categorica das areas tecnolégicas de andaimes ou compésitos biomédicos a
partir de hidrogéis na liberacao de farmacos no Orbit Intelligence
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O grafico apresenta de modo geral, que as principais areas tecnologicas de
andaimes ou compdésitos biomédicos a partir de hidrogéis na liberagdo de farmacos se
encontram nos produtos farmacéuticos com 192 familias de patentes neste campo,
seguido pela Tecnologia médica com 104 familias de patente e Quimica macromolecular,

polimeros com 43 familias de patentes identificadas.

Na Patente numero US20200297856-A1, destaca-se a fabricagdo de um gel a
partir de um material polimérico como quitosana e/ou alginato, juntamente com um fator
biolégico dos grupos anti-VEGF, fatores de atracdo de células-mae e citocinas beta do
fator de crescimento transformante, em que o gel € indicado para o tratamento de lesdes
da placa de crescimento ou placa epifisaria presente na extremidade dos ossos longos,
responsavel por fornecer sinais para que os 0ssos longos continuem a crescer a medida

que as criangas crescem.
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A Figura 11 representa as 10 instituicbes com maior numero de pedidos de
patentes nos ultimos 15 anos.
Figura 11. Distribuicdo da quantidade de patentes registradas pelos 10 principais requerentes

na area do uso de andaimes ou compdsitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao de
farmacos de 2007 a 2022 no Orbit
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Figura 11. Numero de patentes registradas pelos 10 principais requerentes na area do o uso de
andaimes ou compdésitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao de farmacos de 2007
a 2022 no Orbit

Com um total de 58 publicagbes de patentes, o que representa 27% do total de
pedidos. De maneira geral, a Modernatx se destacou por ser a instituigdo que mais
apresenta pedidos de patentes, com um total de 14 pedidos de patentes, o que equivale
a 7,0% do total de patentes solicitadas. O segundo lugar foi ocupado pelo Massachusetts
Institute of Technology (MIT), que fez 11 pedidos de patentes com 5,5% de participagao,
e em terceiro lugar esta a instituicdo Gearbox, com um total de 7 pedidos de patentes
representando 3,5% do total das solicitagdes geradas. As trés instituicbes com mais
pedidos de patentes representam 16,1% dos pedidos de patentes com um total de 32

pedidos de patentes.

Uma observacao importante e o fato de que dos dez (10) principais requerentes,
seis (6) sao universidades, pelo qual pode-se afirmar que a maioria de patentes geradas

na area do o uso de andaimes ou compdsitos biomeédicos a partir de hidrogéis para
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liberacado de farmacos fazem parte de uma area mais de pesquisa para futuras inovagdes

que patentes para inovar atualmente.

Em relagcdo com o status legal de cada uma das patentes recuperadas, a Figura
12 mostra o status legal de cada uma das 199 patentes recuperadas com a plataforma
Orbit Intelligence.

Figura 12. Status legal das patentes sobre o uso de andaimes ou compaositos biomédicos a
partir de hidrogéis para liberagéo de farmacos de 2007 a 2022 no Orbit

0.5% 0.5%

15.6% I Garantido
I Pendente
Caducado
Revogado
Expirado
Status
legal
57.8%

25.6%

Das 199 familias de patentes, 115 (57,8%) foram concedidas, 51 (25,6%) estao
pendentes de aceitacéo, 31 (15,6%) ja caducaram, 1 (0,5%) foi revogada e 1 (0,5%) ja
expirou. A situagdo legal indica a maturidade do setor, neste caso, como ha em sua
maioria patentes em vigor e patentes pendentes de aceitagdo, observa-se que o setor
de andaimes ou compdésitos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagao de farmacos
€ atrativo para pesquisadores mais ainda ndo muito para a industria. Também, outro
ponto para ter em consideragdo e o fato de que as empresas e universidades tem
patentes depositadas por um tema de status a nivel social, mais que para sua utilizagao.

As patentes caducadas por falta de pagamento na taxa de manutengdo podem
representar uma oportunidade de crescimento para o setor industrial, pois sao
tecnologias prontas para serem replicadas, onde cada patente pode responder as

necessidades de um consumidor, projetos esquecidos podem ressurgir com novos
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potenciais pedidos e algumas patentes expiram prematuramente, pois as taxas sdo néao

pagas, dando-lhe uma oportunidade contra os concorrentes.

Atualmente n&o ha pedido de “patente internacional universal”, portanto, a patente
deve ser protegida por territorios, sejam paises ou regides. Portanto, um pedido de
patente deve ser depositado em cada escritério nacional de patentes de interesse, ou
um pedido internacional pode ser depositado sob o Tratado de Cooperacao de Patentes
(PCT), administrado pela OMPI.

A Figura 13 mostra os 10 principais paises/regides com maior numero de patentes
protegidas para o uso de andaimes ou compadsitos biomédicos a partir de hidrogéis para
liberagdo de farmacos.

Figura 13. Distribuicdo da quantidade de patentes protegidas pelos 10 principais escritérios

produtivos na area do uso de andaimes ou compésitos biomédicos a partir de hidrogéis para
liberacdo de farmacos de 2007 a 2022 no Orbit
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Esta representacdo ilustra o numero de patentes depositadas protegidas nos
diferentes escritorios nacionais. Este grafico inclui paises de extensao para documentos
da EP.

Ressaltando-se que cada entidade pode depositar um pedido de patente em
varios paises. A Figura 13. demonstra a estratégia de protecdo do depositante e,
portanto, ajuda a identificar o mercado-alvo. Diante do exposto, percebe-se que o maior
mercado de andaimes ou compositos biomeédicos a partir de hidrogéis para liberagéo de

farmacos se encontra nos Estados Unidos, Unido Europeia e Japao. Especificamente,
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pesquisadores dos EUA (128 publica¢des de patente) contribuiram com o maior numero
de patentes (Figura 12), seguidos pelo EP (82), Japdo (59), Canada (52), e China (51).

Tabela 6. Top 5 paises/regides com protecdes de patentes no Brasil

Rank Pais No. de Patentes

1 Organizagéo Europeia de 20
Patentes

2 Australia 17

3 China 17

4 Japéo 16

5 Estados Unidos 16

No ranking dos paises com maior protegao de patentes, o Brasil esta posicionado
na 142 posicdo com um total de 20 pedidos de patentes. Na Tabela 6. Observa-se o
numero de patentes protegidas no Brasil por outros paises, sendo a organizagao
europeia de patentes, aquela com as patentes mais protegidas no Brasil, com um total

de 20 patentes, seguidas por 17 na Australia e 17 na China.

O numero de patentes protegidas por outros paises no Brasil deixa claro que o
Brasil € um pais onde ha producao industrial e mercado na area de andaimes ou
compositos biomédicos a partir de hidrogéis para liberagdo de farmacos, o que leva
outros paises a decidirem proteger suas patentes e tecnologias neste pais. No entanto,

e evidente que Brasil ndo é um dos principais competidores a nivel mundial.

Do ponto de vista geral, o Brasil deve estimular o progresso tecnoldgico do pais.
A partir de uma participagao direta, o governo por meio de investimentos publicos pode
fornecer o estimulo necessario criando uma sinergia entre universidades, empresas e
governo gerando crescimento econdmico e desenvolvimento social a partir do

conhecimento adquirido.
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Mundialmente, para gerar sinergia entre universidades, empresas e governo, sao
criados centros de inovagao, onde no caso do caso do Brasil, destaca-se o Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (MCTI), definido como: “Instalacdes fisicas onde se
realizem agdes coordenadas para a promogao da inovagao, por meio de governanga,
integragao, qualificagcéo, atracdo de investimentos e conexdo empreendedora, podendo
reunir, em um mesmo espaco fisico, startups, aceleradoras, incubadoras, empresas de
diversos portes, instituicbes ancoras, universidades, centros de pesquisas, investidores

e instituicdes de fomento a inovagdo ao empreendedorismo” (BRASIL, 2019)

Da mesma forma, o Brasil tem implementado estratégias para fortalecer a
capacidade de inovagao do pais. Por exemplo, a lei de inovagéao (Lei n° 10.973/2004) e
a Lei do Bem (Lei n® 11.196/2005) deram inicio aos fundos setoriais de financiamento de
projetos para a unido de universidades, centros de pesquisa e setor produtivo. Existem
atualmente 16 fundos setoriais no Brasil, dos quais 14 sido para setores especificos e 2
sao transversais (SILVA et al., 2021).

Entre as medidas mais recentes estdo o Decreto 10.534, de 28/10/2020, pelo qual
o governo institui a Politica Nacional de Inovagdo — PNI, para orientar, coordenar e
articular estratégias, programas e ag¢des para o crescimento da inovagao no pais, a
Portaria No. 6.762, de 17/12/2019, que institui o programa nacional de apoio a ambientes
inovadores — PNI e a lei complementar n® 182, de 01/06/2021, que estabelece o regime

juridico das startups e do empreendedorismo inovador (SILVA et al., 2021).

Para verificar se as estratégias implementadas na busca pelo avango da inovagao
no Brasil estdo dando certo, uma pesquisa de inovagao da PINTEC é realizada a cada
trés anos com base na terceira edicdao do Manual de Oslo € no modelo proposto pela
Oficina de Estatistica da Comunidade Europeia (Statistical Office of the European
Communities — EUROSTAT) (IBGE, 2017)

Em sua ultima edicéo publicada, avaliando o triénio de 2015 — 2017, confirmou-
se a diminuicdo do numero de empresas inovadoras beneficiadas por algum tipo de apoio

do governo, registrando um percentual de 33,6%, enquanto nos periodos 2009 — 2011
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(35,7 %) e 2012 — 2014 (36,0%), apresentando um decréscimo de 2,4 pontos percentuais
entre os ultimos estudos (IBGE, 2020).

As empresas que se beneficiaram do financiamento para aquisicdo de novos
equipamentos para modernizagdo tecnoldgica ou producdo de novos produtos
apresentaram um decréscimo no triénio de 2015 — 2017, registando-se uma
percentagem de 14,1%, relativamente ao triénio anterior de 2012 — 2014 com um
percentual registrado de 31,4%, o que € preocupante por ser o principal incentivo para
melhorar a inovagado nas empresas, embora parte dessa queda esteja associada ao
aumento da participacao das despesas em atividades internas de P&D (de 31,5% para
37,4%) (IBGE, 2020).

Adicionalmente, houve aumento das empresas beneficiarias da Lei do Bem (Lei
n° 11.196/2005), onde o percentual aumentou de 3.5% no periodo 2012 — 2014 para
4.7% no periodo 2015 — 2017 (IBGE, 2020).

Apesar das estratégias implementadas para melhorar a inovagéo no Brasil, é
evidente a diminuicdo do apoio total do governo, sendo um fator direto a diminuigdo do
apoio a aquisicado de maquinas e equipamentos. Segundo as empresas, 0s principais
obstaculos para inovar s&o os riscos econémicos excessivos (81,8%), os altos custos da
inovacéao (79,9%), a falta de pessoal qualificado (65,5%) e finalmente, a falta de fontes
de financiamento (63,9 %) (IBGE, 2020). Portanto, as empresas se abstém de inovar

principalmente devido as condigdes de mercado.

No entanto, apesar das dificuldades de inovar para as empresas brasileiras, no
ranking da Global Innovation Index (Gll) do ano 2021 o qual classifica as economias
mundiais de acordo com suas capacidades de inovagao, o Brasil teve a posicao 57.
Melhorando com respeito aos anos anteriores (62 no ano 2020 e 66 no ano 2019) (GlI,
2021).

Dessa maneira, como foi verificado no presente estudo, o desenvolvimento da
area de biomateriais e sistemas de liberagédo controlada de farmacos € de grande

relevancia econdmica e social. A produgao cientifica mundial na area de biomateriais
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esta crescendo. Contudo, verificou-se que o Brasil ndo exerce um papel protagonista

dentro da produgéo cientifica e patentaria nessa area.

Sera necessario, no entanto, a participagao efetiva do governo para fomentar as
parcerias entre a universidade e empresas a fim de diminuir o risco de investimento
associado para inovar produtos e processos, visto que a maior inovacao no Brasil esta

voltada para a melhora e substituicdo de maquinaria industrial.

Concluindo, € hora de acelerar o desenvolvimento tecnoldégico e aumentar a
inovagao para agregar valor a produgao econdmica nacional. De fato, a nagédo vem
pagando um alto preco por sua falta de avango tecnoldgico. A medida que a qualidade
da pauta de exportacao € deteriorada, a nacao volta cada vez mais a ser exportadora de
mercadorias com pouco valor agregado. O setor publico carece tanto de maior eficiéncia
quanto de menores custos, o que o torna incapaz de atender as demandas de maneira
satisfatéria. Estes sdo apenas alguns dos casos significativos que ilustram os desafios

nacionais para afrontar.

De modo geral, o setor de servigos tem pouco valor agregado e pouca interagao
com o setor industrial. Internacionalmente os paises tém interesse na producao de bens
para a saude no Brasil, o que pode gerar para o pais oportunidades de geragao de renda

e melhora econdmica interna.
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2. CAPITULO 2 - Sintese e caracterizagdo de andaimes de gelatina— HA

contendo doxiciclina com potencial osteogénico

2.1. Introducgao

Os tecidos humanos sdo compostos principalmente por células e uma matriz
extracelular (MEC), a qual desempenha um papel fundamental ao fornecer uma rede
forte e flexivel ativando e estimulando fung¢des celulares especificas, gerando um maior
crescimento (BASSI et al., 2020; PUTNAM; MOONEY, 1996).

No estudo para projetar novos tecidos biocompativeis, o0 interesse por
biopolimeros, ou polimeros feitos a partir de recursos naturais, tem aumentado devido
as suas vantagens, incluindo citocompatibilidade e degradacéo nao toxica (PUGLIESE
et al., 2018). Os andaimes biopoliméricos s&o estruturas artificiais, naturais ou sintéticas
com caracteristicas fisico-quimicas e porosidade pré-determinadas (REDDY et al.,
2015).

Atualmente, na area de engenharia de tecidos (ET), diversas matrizes
extracelulares (MEC) estdo sendo exploradas, como filmes, nanoparticulas, hidrogéis e
estruturas 2D e 3D compostas por biopolimeros, para suas aplicagdes in-vitro e in-vivo.
(ORYAN et al., 2018; PUGLIESE et al., 2018). No entanto, é necessario que a MEC
artificial seja funcional mecanicamente e biologicamente, o critério dependera da
otimizagcdo do material para desempenhar suas funcdes especificas e da semelhanca

entre o tecido imitativo e o tecido humano (Kim et al., 2011; Qi et al., 2018).

A maioria dos materiais poliméricos que contribuem para o desenvolvimento de
andaimes geralmente ndo fornecem as propriedades mecanicas e de degradagao
desejadas para a matriz. Portanto, um processo com "agentes de reticulagdo" ou

"reticulantes" é realizado para melhorar as propriedades.

Além disso, a selegdo de um biomaterial apropriado, o ajuste fino de sua
microestrutura, sua eficacia biolégica e as propriedades fisico-quimicas dos reagentes

de reticulagdo sao fatores importantes a serem considerados ao projetar materiais do
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andaime (REDDY et al., 2015). Por exemplo, a gelatina € um produto de hidrdlise parcial
do colageno nativo e é caracterizada por sua n&o toxicidade, ndo carcinogenicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade; €& amplamente utilizado em campos
farmacéuticos e médicos, como materiais para curativos, andaimes de engenharia de

tecidos e veiculos de entrega de medicamentos (DONG et al., 2021).

Os andaimes de gelatina tém uma estrutura 3D porosa que beneficia a adeséo
celular. No entanto, apresentam fraca resisténcia mecanica e de hidrélise. Para melhorar
essas caracteristicas, sao estabilizados por reticulagdo do material, favorecendo também

a sua estabilidade durante a implantagao (YANG et al., 2018).

A hidroxiapatita, Ca1o(PO4)s(OH)2 (HA), € um compdsito mineral natural que
constitui o componente inorganico da matriz 6ssea. Projetar um composito de gelatina
com hidroxiapatita pode gerar maior estabilidade na fabricagdo em um andaime, como
exemplo de um compdsito bifasico simples, o HA poroso pode ser revestido com gelatina
para aumentar as propriedades mecanicas dos materiais e melhorar a liberagao de
farmacos (DRESSLER et al., 2011)

O carregamento de medicamentos dentro dos andaimes é uma grande vantagem,
pois o0 sistema material-medicamento com administragdo local melhora

significativamente a cicatrizagdo e regeneragéo de novos tecidos.

Neste capitulo, € proposto o desenvolvimento e estudo de matrizes poliméricas
hibridas reticuladas de gelatina e hidroxiapatita juntamente com doxiciclina, avaliando o
potencial osteogénico in-vitro por meio do estimulo gerado na proliferagédo celular de pre-
osteoblastos MC3T3.
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2.2. Revisao da Literatura

2.2.1. Engenharia de tecidos (ET) e matriz extracelular (MEC)

Nos ultimos anos, o campo da ET tem aumentado exponencialmente, tornando-
se uma estratégia promissora para reparar cartilagens e tecidos 6sseos danificados, para
o qual é necessario um material biocompativel, biodegradavel, com propriedades
mecanicas estaveis, com a capacidade de promover a diferenciacao celular, o transporte
de fatores de crescimento, a adesao ao tecido nativo e a formagao de novo tecido até a
recuperacéao do tecido lesado (LIU et al., 2017; REN et al., 2015; WANG et al., 2015).

Os tecidos humanos sdo compostos por células e uma MEC. A MEC, sendo o
principal componente do microambiente celular, cumpre o papel fundamental de
participar da maioria dos comportamentos celulares basicos, desde a proliferacao,
adesao e migracao até a diferenciacdo e morte celular, o que torna o desenho da MEC
artificial uma das principais linhas de pesquisa na area de ET (HYNES, 2009; KIM et al.,
2011; Ql et al., 2018).

As MEC:s artificiais sao classificadas em dois tipos: MECs baseadas em polimeros
naturais e aquelas baseadas em polimeros sintéticos. As MECs baseadas em polimeros
naturais consistem em proteinas estruturais e funcionais, proteoglicanos, glicoproteinas
e glicosaminoglicanos encontrados no tecido natural. Os polimeros de origem natural
utilizados apresentam vantagens sobre os polimeros de origem sintético, pois possuem
excelentes propriedades bioldgicas, incluindo adesao celular, propriedades mecanicas
semelhantes as dos tecidos naturais, biodegradabilidade e biocompatibilidade (KIM et
al., 2011; ROSSO et al., 2005).

As MEC a base de polimeros sintéticos sao geralmente fabricadas com polimeros
biocompativeis e biodegradaveis para evitar a rejeicdo do 6rgdo em relagdo ao corpo
estranho, evitando assim uma reagao crénica. Uma das vantagens desses materiais &
sua grande capacidade de reprodugédo em alta escala, mantendo suas caracteristicas

mecanicas e tempo de degradagao. No entanto, a principal desvantagem dos polimeros
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sintéticos € a possivel resposta pré-inflamatoria apdés o implante, devido a falta de
reconhecimento celular (KIM et al., 2011; ROSSO et al., 2005).

2.2.2. Hidrogel
Os hidrogéis sao redes poliméricas com poros de tamanho nano ou submicrénico,
gerados pela gelificagdo de uma solugao precursora de polimero (SLAUGHTER et al.,
2009). Devido a sua alta porosidade, teor de agua semelhante ao tecido, injetabilidade,
permeabilidade ajustavel, degradabilidade e propriedades mecanicas, o hidrogel atraiu
muita atengdo como veiculo de entrega celular (ZHU; MARCHANT, 2011). As principais
caracteristicas dos hidrogéis sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Principais caracteristicas dos hidrogéis

Composicao * Homopolimérica
polimérica « Copolimérica

* Multipolimérica

Fonte » Natural
+ Sintética
» Hibrida
Reticulagao ¢ Quimica
+ Fisica

 Enzimatica

Configuragao « Cristalina

» Semicristalino

« Amorfo
Aparéncia « Matriz
fisica « Filme

» Microesfera

Carga elétrica * |6nica
da rede * Neutra
» Eletrdlito anfotérico
« Zwitteribnico
FONTE: A Autora
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Os hidrogéis a base de polissacarideos e proteinas s&o interessantes para
aplicagdes biomédicas devido a sua capacidade de renovagao, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e versatilidade (DASSANAYAKE et al., 2016). No entanto, os
hidrogéis devem apresentar estabilidade mecénica e quimica sob condigdes fisioldgicas.
A reticulagdo quimica e fisica s&o estratégias viaveis para conectar as cadeias de
biopolimeros, melhorando a estabilidade quimica e mecanica do hidrogel (HU et al.,
2019; THAKUR et al., 2018).

Em geral, o glutaraldeido (GA) € o agente de reticulagdo mais utilizado em
hidrogéis, embora a toxicidade possa ser um problema (TAKIGAWA; ENDO, 2006).
Derivados de carbodiimida, grupos fosfato, acido bdérico, acrilamidas, aldeidos e
compostos epoxi também tém sido frequentemente usados para preparar materiais
biomédicos (ALAVARSE et al., 2022). As matrizes resultantes quando reticuladas com
compostos derivados de carbodiimidas tém a vantagem de alta estabilidade mecanica,

sdo menos toéxicas que o GA e os subprodutos sao soluveis em agua. (LI et al., 2013).

Os hidrogéis tém sido usados como andaimes, proporcionando integridade
estrutural as construgdes de tecidos, controlando a entrega de farmacos e proteinas a
tecidos e culturas e servindo como adesivos ou barreiras entre as superficies dos tecidos
e os materiais. (SLAUGHTER et al., 2009).

2.2.3. Gelatina

A gelatina é um polimero de origem natural obtido por hidrdlise parcial acida ou
alcalina ou por degradagao térmica ou enzimatica da proteina estrutural do colageno
animal (DONG et al, 2021). Devido a sua origem natural, possui excelente
biocompatibilidade e biodegradacdo. Quando comparada ao colageno, a gelatina &
barata e nao gera antigenicidade in vivo. Além disso, a presenga dos tripeptideos Arg-
Gly-Asp em sua estrutura interna promove a adesao, proliferagéo e diferenciagao celular,
0 que torna o polimero uma opgao muito versatil para uma ampla gama de aplicagbes
biomédicas. (FAN; WANG, 2017; THEIN-HAN; XU, 2013).

Na industria médica e farmacéutica, a gelatina € amplamente utilizada para a

fabricagdo de hidrogéis, recipientes de nanoesferas e microesferas, nanofibras, aditivos
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farmacéuticos, veiculos de transplante de células, infusdes intravenosas, microesferas
de administragdo de drogas injetaveis e implantes. (ALIPAL et al., 2019; GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

Apesar de suas propriedades brilhantes, a gelatina possui baixa resisténcia
mecanica e deve ser reticulada para manter as estruturas desejadas durante a
manipulagéo e fornecer a resisténcia necessaria no local de agao. Agentes de reticulagao
sdo introduzidos na gelatina por meio do uso de agentes quimicos, como glutaraldeido
(GA), carbodiimidas e genipina (GP); o uso de enzimas, como transglutaminase e
tirosinases e métodos fisicos, como tratamento desidrotérmico, e radiagao ultravioleta
(YANG et al., 2018). No entanto, a reticulagao fisica ndo é altamente recomendada, pois
em temperaturas moderadamente altas a rede fisica perde sua estabilidade e se
decompde. (SAMADIAN et al., 2020; YANG et al., 2018).

Na area de sistemas de administracdo de farmacos, € possivel modular a
capacidade de carga e a cinética de liberagao do farmaco variando o grau de reticulagao
e ajustando a interacdo eletrostatica entre o farmaco e a gelatina por meio de uma
selecao de diferentes tipos de gelatina (tipo A ou B, tipo A de pele de porco ou de pele
de peixe e tipo B de bovino) (BAYDIN et al., 2022). Independentemente da aplicagao
especifica, os veiculos a base de gelatina apresentam efeitos colaterais reduzidos em
comparagao com a administragdo de compostos livres, com perfil farmacocinético e
eficacia farmacologica melhorados. (SANTORO et al., 2014).

2.2.4. Agente de reticulacdo Carbodiimida

Os compostos de carbodiimida sdo nao toxicos, sdo biocompativeis e fornecem
ligacbes amida de "comprimento zero" entre os grupos carboxilicos e amino (LAI, 2010;
SKOPINSKA-WISNIEWSKA et al., 2021). As carbodiimidas mais comumente usadas
sdo 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N,N-dicicloexilcarbodiimida
(CCD). EDC é um reticulante soluvel em agua capaz de ativar grupos carboxila para
produzir O-acilisoureia sob condi¢des acidas. (KHUNMANEE et al., 2017; NAKAJIMA,;
IKADA, 1995).
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Embora os andaimes reticulados com carbodiimida tendam a ter propriedades
mecanicas mais pobres, uma superficie mais macia e um menor tempo de degradagao
em comparagao com os andaimes reticulados com GA, eles oferecem a vantagem de
menor citotoxicidade do que o GA, e o0 excesso de reticulante é facilmente removido por
lavagem com agua ou por dialise (LAI, 2010; MA et al., 2020; ORYAN et al., 2018).

O pH ideal para ativar os grupos carboxilicos com EDC é em condi¢des levemente
acidas. Em pH < 7, ocorre a protonagao do EDC e a ionizagédo dos grupos carboxila. A
protonacéo do nitrogénio (na molécula EDC) reduz a densidade eletrénica do carbono e
facilita o ataque nucleofilico por grupos carboxilato. Em um ambiente acido, as aminas
primarias seriam protonadas e nao reativariam o ataque nucleofilico (CAMMARATA et
al., 2015; SLUSAREWICZ et al., 2010).

Cammarata, Hughes e Ofner, (2015) relataram que o excesso de carbodiimida em
meio alcalino € indesejavel para a formagao de ligagdes amida, e Jafari-Sabet, Nasiri e
Ataee, (2016) mostraram que o excesso de EDC piora as propriedades mecanicas dos

andaimes.

A reticulacdo através da carbodiimida pode ocorrer em diferentes condicbes
experimentais; a reticulagao através da carbodiimida parece estar completa apés 12 h,
mas o tempo de reacao relatado na literatura varia de 0,5 h a 48 h (MENEZES et al.,
2020; SEHGAL; VIJAY, 1994; ZHANG et al., 2005). A reticulagcédo pode ocorrer a 4 -C, a
temperatura ambiente, ou a 37 -C, mas a sintese em temperaturas mais altas nao foi
encontrada (CLAASSEN et al., 2017; KONDAVEETI et al., 2018; RODRIGUEZ et al.,
2016). Portanto, a sele¢cdo de condigdes de reacdo adequadas é importante para obter

reacoes de reticulacao eficientes através da carbodiimida.

2.2.5. Hidroxiapatita
Compdsitos ceramicos e andaimes sao materiais de implante populares no campo
da odontologia, ortopedia e cirurgia plastica. Para a engenharia de tecido Osseo,
especialmente as ceramicas ou cimentos de Ca1o(PO4)s(OH)2 sado materiais de implante
adequados devido as suas propriedades osteocondutoras (KARAGEORGIOU; A, 2005).
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No geral, a alta densidade e a lenta biodegradabilidade das ceramicas ndo séo
benéficas para fins de engenharia de tecidos. Para resolver esses problemas, a
macroporosidade pode ser introduzida frequentemente em combinacdo com fatores de

crescimento osteoindutivos e células (HABRAKEN et al., 2007)

A hidroxiapatita Ca10(POa4)s(OH)2 (HA) é uma cerédmica bioativa de fosfato de
célcio. Assemelha-se ao principal componente inorganico do osso natural. E utilizada
amplamente em varias aplicagbes biomédicas como terapia génica, medicina
regenerativa, sistema de liberacdo de farmacos e engenharia de tecidos, devido a sua
excelente biocompatibilidade, osteocondutividade, estabilidade quimica e bioatividade
(NIHMATH; RAMESAN, 2017; SHAKIR et al., 2015).

O fenbmeno da bioatividade da HA é baseado na adsorgédo de ions de calcio e
fosfato (e, em menor grau, alguns outros, como ions de magnésio) de meios
circundantes, como fluidos de tecidos, fluidos corporais simulados (SBF) ou meios de
cultura em cultura celular in-vitro (ZALEWSKA et al., 2022). Os ions de calcio interagem
com a HA carregado negativamente. Este complexo atrai ions fosfato levando a
precipitacdo de apatita amorfa de baixa solubilidade na superficie da HA (KIM, H. et al.,
2005). O fendmeno é maior no caso de hidroxiapatitas altamente porosas e em
nanoescala, por possuirem uma maior area de superficie de contato nos poros (KLIMEK
et al., 2016).

No entanto, a hidroxiapatita sintetizada pelo método de precipitacdo possui baixa
cristalinidade, baixa solubilidade e baixa processabilidade, o que limita muito sua
aplicacdo na engenharia de tecidos 6sseos. Portanto, materiais poliméricos tem sido
incorporados a hidroxiapatita sintética para fabricar a estrutura éssea (FENG et al.,
2020). Além disso, varios estudos mostraram que a HA ou seus derivados podem ser
explorados como um composto modelo para estudar a biomineralizagdo no corpo
humano (EIDEN-ASSMANN et al., 2002; IIJIMA et al., 2006; JEE et al., 2011).

Técnicas de fabricagdo mais avancadas foram empregadas, nas quais
nanoparticulas de HA foram precipitadas dentro de redes de gelatina para formar

andaimes capazes de entrega de farmacos. Os nanocompdsitos resultantes tinham alta
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porosidade (~ 90%), uma estrutura ordenada e, o mais importante, a capacidade de
controlar a entrega de antibiético (tetraciclina) através da densidade de reticulagao de
gelatina e quantidade de proteina de incorporagdo de HA (Porous scaffolds of gelatin-
hydroxyapatite nanocomposites obtained by biomimetic approach: Characterization and
antibiotic drug releaseKIM, H. W. et al., 2005).

2.2.6. Doxiciclina

A doxiciclina é um antibiético derivado da oxitetraciclina, especificamente € uma
tetraciclina semissintética de segunda geragao, que afeta bactérias gram-positivas e
gram-negativas e alguns parasitas, e é frequentemente utilizada no tratamento de
infecgdes bacterianas (CAO et al., 2022; HAFEZI MOGHADDAM et al., 2020). E
altamente atraente devido a sua baixa toxicidade e por ser uma das tetraciclinas mais
eficientes contra infec¢des do sistema nervoso central (NAU; SO, 2010). Além disso, a
doxiciclina possui outras atividades farmacoldgicas que a tornam um potencial candidato
a reutilizagao terapéutica, em particular para neuro protegcéo celular (BORTOLANZA et
al., 2018; GONZALEZ-LIZARRAGA et al., 2017).

Também tem sido usado na regeneragdo Ossea. El-habashy et al., (2021)
desenvolveram andaimes utilizando misturas biopoliméricas de gelatina, alcool
polivinilico e acido hialurbnico e integrados com nanoparticulas compostas de
doxiciclina/hidroxiapatita/policaprolactona (DX/HA/PCL) por impressao 3D. Por meio de
uma analise de disseminagao celular, tomografia computadorizada e histomorfometria
em modelo tibial de coelho confirmaram a osteoconducdo, biorreabsorcao,

imunotolerancia e potencial regenerativo 6sseo.

Outros estudos, como o realizado por Sun et al., (2009) demonstraram que a
doxiciclina, juntamente com outros farmacos antitumorais, pode ter efeitos antitumorais
sinérgicos, inibindo proteinas antiapoptoticas, como a proteina X associada a Bcl-2
(BAX), bem como inibindo proteinas envolvidas na angiogénese e na migracao de
células tumorais, como a interleucina-8 (IL-8) e metaloproteinases de matriz (MMP-2 e
MMP-9).
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2.3. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar andaimes biomiméticos a partir de matrizes poliméricas

hibridas de gelatina com hidroxiapatita, e testar a incorporagao da doxiciclina para avaliar

o potencial osteogénico.

2.4. Objetivos Especificos

Sintetizar nanoparticulas de HA pura na rede de gelatina;

Reticular os hidrogéis de HA — gel com e sem doxiciclina;

Caracterizar fisico-quimicamente os andaimes de HA — Gel por porosimetria,
Microscopia Eletronica de varredura (MEV), termogravimetria (TG/DTG), difragao
de raios X (DRX) e Espectroscopia de absorgéo na Regiao do Infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR);

Avaliar as alteragbes de pH, a capacidade de swelling, degradagdo e
biodegradagédo enzimatica dos andaimes;

Avaliar o efeito do reticulante do carregamento da doxiciclina nos andaimes;
Avaliar o perfil de liberagao in vitro de doxiciclina associada aos andaimes;
Avaliar a concentragdo minima inibitéria da doxiciclina frente a Staphylococcus
aureus;

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos andaimes em cultura celular de fibroblastos de
camundongo (L929) e pre-osteoblastos de camundongo (MC3T3);

Avaliar a adesao e proliferagdo dos pré-osteoblastos de camundongo (MC3T3)

sobre os andaimes;



2.5 Materiais e métodos

Os materiais utilizados sao descritos a seguir;

2.5.1. Reagentes utilizados
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Fosfato de Amonio monobasico

Férmula molar: (NH4)-H2PO4 p.a., 299,0% (RT)
Massa molar: 115.03

Fabricante: Dinamica

Lote: 98043

Nitrato de Calcio tetra hidratado

Formula molar: Ca (NO3)2-4H20 p.a., 299,0% (RT)
Massa molar: 236.15

Fabricante: Dinamica

Lote: 118968

Gelatina bovina tipo B

Aspecto: p6 amarelo-claro
Fabricante: Sigma-Aldrich
Lote: G6650

Cloridrato de 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil) -n’- etilcarbodiimida

Formula molar: CsH17Ns-HCI p.a., 299,0% (RT)
Massa molar: 191,70 g mol-!

Aspecto: po branco creme
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Fabricante: Sigma-Aldrich
Lote: E7750 — 5G

Doxiciclina

Formula molar: Ca (NO3)2.4H20 p.a., 299,0% (RT)
Massa molar: 444,4 g/mol
Aspecto: P6 amarelo

Fabricante: Araujo farmacia de manipulagao; sobre demanda

Outros Reagentes

Hidréxido de amdnio, acetona, agua destilada, agua MiliQ, PBS.

2.5.3. Métodos

2.5.3.1. Sintese do compésito de hidroxiapatita — gelatina

A sintese dos nanocompdésitos de hidroxiapatita e gelatina, contendo doxiciclina,
foi desenvolvida com base nos protocolos propostos por KIM, KNOWLES E KIM, (2005).

A primeira solugéo foi feita com fosfato de aménio monobasico [(NH4)-H2PO4] em
agua deionizada [0.27 M], com adigdo de 5% (P/V) de gelatina tipo B (bovina) em pé
sob agitacdo durante uma hora a uma temperatura de 45°C, acabado o tempo de
agitacao, ajusta-se o pH para 10 com hidréxido de aménio (NH40OH) 25%.

A segunda solugdo foi preparada usando-se nitrato de calcio tetra hidratado
[Ca(NOs3)2]-4H20 em agua deionizada [0.55 M] com adigéo de 5% P/V de gelatina tipo B

em po sob agitagdo durante uma hora a uma temperatura de 45°C. Os precursores de

Ca e P foram dissolvidos em agua destilada separadamente, na razao % = 1,67.
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Em seguida, verteu-se cuidadosamente, gota a gota, a primeira solugao (fosfato
de amoénio) sobre a segunda solugao (nitrato de calcio). Este processo foi feito mantendo
agitacao vigorosa e temperatura a 45°C por 24 horas. Nesta fase, a solugao final foi

congelada na geladeira a -8°C para armazenamento.

Figura 14. Imagens dos andaimes de gelatina — HA humida (A) e seca (B)

3.5.3.2. Preparagao dos andaimes porosos para o estudo de quantidade 6tima de
reticulante

A solucédo de HA — gel congelada foi liofilizada por 72 h. A partir de testes
preliminares para manter as estruturas dos poros e comparar as propriedades fisico-
quimicas, mecanicas e de liberagdo do farmaco a partir dos materiais foi fixada a
proporcao de andaime para solvente em 1% (p/v) e 5% (p/v), a quantidade de farmaco
foi fixada em 0.7% (p/v) e a quantidade do agente de reticulagédo variou de 0.1% (p/v)
a 1.0% (p/v) em relagao ao solvente. O solvente utilizado foi a base de acetona e agua
(4:1 vol) a uma temperatura de 4°C por 24 h.

Ao final do tempo de reticulagcédo, as amostras foram completamente submersas
em etanol 96% por 1 hora, seguida de etanol 70% por 30 minutos e enxaguadas com
agua destilada trés vezes para remover os residuos quimicos e neutralizar o pH dos

andaimes. Ao final da lavagem, as amostras foram novamente congeladas a -20°C por
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24 h e liofilizadas durante 48 h obtendo andaimes porosos reticulados para a realizagao
do estudo da quantidade do agente de reticulagédo 6tima.

Foi utilizado o Liofilizador Savant Mdulyo D-Freeze Dryer, Thermo Electron Corp
do Laboratério de Quimica Inorganica do Departamento de Quimica da UFMG para a
secagem dos andaimes

Figura 15. Imagens dos andaimes de gelatina — HA com Doxiciclina humida (A) e seca (B)

2.5.3.3. Preparacao dos andaimes porosos de nanocompasitos e carregamento de
farmacos

A solugao de HA — gel armazenada foi levada durante 24 h a uma temperatura
abaixo de -20°C e foi liofilizada por 72 h. A propor¢ao de andaime para solvente foi fixada
em 1% (p/v) e 5% (p/v) a partir de testes preliminares para manter as estruturas dos
poros e comparar as propriedades fisico-quimicas, mecanicas e de liberagao do farmaco
a partir dos materiais. A quantidade de agente de reticulacao foi fixada em 0.7% (p/v) e
a quantidade de farmaco variou de 0.3% (p/v) a 1.2% (p/v) em relagéo ao solvente,
para o qual foi utilizado um solvente a base de acetona e agua (4:1 vol) a uma
temperatura de 4°C por 24 h.

Ao final do tempo de reticulagdo, as amostras foram completamente submersas
em etanol 96% por 1 hora, seguida de etanol 70% por 30 minutos e enxaguadas com
agua destilada trés vezes para remover os residuos quimicos e neutralizar o pH dos

andaimes. Ao final da lavagem, as amostras foram novamente congeladas a -20°C por
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24 h e liofilizadas durante 48 h obtendo andaimes porosos reticulados para a realizagao
dos testes de caracterizagéo e testes in vivo. A identificagcdo dos andaimes compostos
esta resumida na Tabela 8.

Tabela 8. Composi¢cao dos compdsitos preparados

Identificacao Composicao

Hidrogel Gelatina - HA  HA e gelatina ngo reticuladas

Andaime 1 HA, gelatina e EDC (1% (p/v))

Andaime 1.1 Andaime 1 e doxiciclina (0.3% (p/v))
Andaime 1.2 Andaime 1 e doxiciclina (0.7% (p/v))
Andaime 1.3 Andaime 1 e doxiciclina (1.2% (p/v))
Andaime 2 HA, gelatina e EDC (5% (p/v))

Andaime 2.1 Andaime 2 e doxiciclina (0.3% (p/v))
Andaime 2.2 Andaime 2 e doxiciclina (0.7% (p/v))
Andaime 2.3 Andaime 2 e doxiciclina (1.2% (p/v))

Os andaimes contendo o farmaco foram utilizados apenas para os testes in vitro,
devido que a concentragao utilizada € muito baixa, gerando uma diferenga biolégica, mas
nao fisico-quimica ou mecanica no material. Para os testes in vitro, os andaimes foram
esterilizados por varias lavagens com alcool 70%, seguidas de 30 minutos sob luz UV de

cada lado.

2.5.3.4. Caracterizagao fisico-quimica dos andaimes

2.5.3.4.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos andaimes foi estudada por MEV, As imagens de varredura foram
obtidas pelo Microscopio Eletrénico de Varredura - FEI Quanta 200 FEG do Centro de
Microscopia da UFMG, onde foi usada uma tensdo de aceleracdo de 15 kV e
magnificacdes de até 5000x. As analises do MEV foram realizadas juntamente com a

analise de EDS (espectroscopia de raios X por energia dispersiva) para cada material, o
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qual forneceu informagao qualitativa sobre o teor da composicdo dos componentes

quimicos nas amostras.

2.5.3.4.2. Difragdo de raios-X (DRX)

A difracdo de raio-X foi realizada para determinar o grau de cristalizagdo dos
cristais de hidroxiapatita sintetizados dentro da rede da gelatina, utilizando-se tubo de
cobre e radiagdo de CuKa=1,54051 A, operando a 30 kV e 30 mA, com variacdo do
angulo 26 de 20 a 70 graus e uma taxa de varredura de 26.min"', do difratdmetro
SHIMADZU, XRD7000 X-RAY, do Departamento de Quimica da UFMG. Os perfis de

difragao foram plotados no programa OriginPro 2022b.

2.5.3.4.3. Espectroscopia de absorgédo na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho foi realizada para verificar os grupos funcionais
dos andaimes contendo HA, Gelatina e EDC. Os espectros de absorg¢do na regiao do
infravermelho foram registrados em espectrofotdbmetro Perkin Elmer Spectrum GX
situado no Laboratério de Espectrometria de massas do Departamento de Quimica da
UFMG. Os espectros foram obtidos a partir de pastilhas de KBr na regido de 4000-500
cm™', e a intensidade dos picos nos espectros indica o material. Os espectros foram

gerados utilizando o programa OriginPro 2022b.

2.5.3.4.4. Analise Térmica (TG)

As curvas de TG/DTG foram obtidas no equipamento TA Instruments, Modelo
SDT Q600 do Laboratério de Encapsulamento Molecular e Biomateriais LEMB/DQ-
UFMG. As amostras foram postas em cadinhos de Alumina com uma massa entre 5 e
10 mg. Os paréametros de operagao do equipamento foram: Fluxo de Nitrogénio de 100
mL. min-', sob uma taxa de aquecimento de 10°C min-' até 600°C. Foi utilizado em média
5 mg das amostras para cada analise. Os dados obtidos foram plotados no programa
OriginPro 2021b.
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A partir das analises foi possivel determinar o perfil térmico dos materiais dos
compositos. Os graficos foram analisados usando o software OriginPro 2022b para

caracterizar a perda de massa.

2.5.3.4.5. Porosidade Total
A porosidade dos andaimes foi determinada por meio das densidades real e

aparente.

A determinacdo da densidade real é realizada com um picnémetro de He, cujo

raio atdbmico é tado pequeno que pode penetrar na porosidade aberta dos andaimes.

A densidade aparente foi determinada a partir de um picnémetro volumétrico de
10 ml e a massa dos andaimes conhecida. Inicialmente foi pesado o picnbmetro vazio,
depois o picndmetro preenchido com mercurio e por ultimo preenchido com a amostra e

mercurio. A densidade aparente foi determinada utilizando a Eq (1)

my

Eq.(1)

paparente - (ml + mz) _ m3

m, = massa conhecida do andaime
m, = massa do picndmetro preenchido com mercurio

my = Massa do picnbmetro com preenchido com mercurio e o andaime m;

Com ambas as densidades calculadas, a porosidade total foi calculada, usando a

formula:

pap arente

PT (%) = (1 )* 100 Eq (2)

Preal
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2.5.3.4.6. Variagao de pH

Este teste foi realizado de acordo com a metodologia adaptada de Lu, Wei e Yan,
(2011). As medidas de pH foram realizadas com a amostra de cada andaime imersa em

10 ml de Solugdo Tampao de Fosfato (PBS), com incubagao a 37°C e agitagao vigorosa.

O valor do pH para cada amostra foi medido nos seguintes intervalos de tempo:
5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos e apds cada 24h por 5 dias, usando pHmetro (MS
TECNOPON, mPA-210, Brasil). O PBS foi substituido diariamente apds cada medida de
pH. Os testes foram realizados em triplicata e os valores foram expressos pela média

das medidas de cada amostra.

2.5.3.4.7. Teste de Swelling

Para estudar a capacidade de intumescimento dos andaimes, o teste de Swelling
foi realizado de acordo com a metodologia de HAMZA et al., (2020).

Trés amostras de cada grupo de andaimes foram pesados, separados e
colocados em PBS (pH 7,5) a 37°C. Nos tempos experimentais 30 min, 1 h, 3 h, 5h, 7h,
10 h, 24 h, 48 h e 72 h. Os andaimes foram retirados do PBS, colocados em papel de
filtro por 1 segundo para remover a agua da superficie e depois pesados. A razéo de
intumescimento foi calculada usando a Eq. (3) e foi expresso como média + DP (n = 3).

(desvio padrao)

W — W)

% swelling = [

W; = Massa de cada andaime liofilizado antes de submergir em solugéo de PBS

W, = Massa de cada andaime apés a remogéao do PBS
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3.5.3.4.8. Degradagao dos andaimes

A degradacéao dos andaimes a base de gelatina foi estudada segundo metodologia
adaptada de NINAN et al., (2013).

Trés amostras de cada grupo de andaimes foram pesadas, separadas e
colocadas em PBS (pH 7,5) a 37°C. Nos tempos experimentais 1, 3, 5, 7, 10 e 14 dias.
Os andaimes foram retirados do PBS, lavados em agua deionizada e liofilizados. A
massa seca do andaime foi registrado. A porcentagem de degradacdo foi calculada
usando a Eq. (2) e foi expresso como média + DP (n = 3).

Wo = WD 110 Eq 4
ek e

% degradagao = [

W, = Massa de cada andaime liofilizado antes de submergir em solugéo de PBS

W, = Massa de cada andaime ap6s a remogao do PBS

2.5.3.4.9. Biodegradagao in-vitro dos andaimes

A degradabilidade enzimatica dos andaimes foi avaliada com a enzima
colagenase tipo |, com estudo através do monitoramento da perda de massa durante o
periodo de incubacgédo. Os testes foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada de NG; ZHANG; PRABAKAR, (2020).

Amostras de aproximadamente 5 mg dos andaimes liofilizados e esterilizados
foram incubadas a 37 °C sob agitagao (60 rpm) em 2 mL de uma solugédo enzimatica. A
solugéo enzimatica foi preparada dissolvendo colagenase tipo | (200 U/mg, 17100-017,
GIBCO™) em tampao Tris/HCI 50 mM contendo CaCl2 5 mM (pH 7,4). até uma
concentracédo de 30 U/mL.

As amostras foram incubadas por 6 horas, 1, 2, 3, 4 e 7 dias. Ap6s cada periodo,

elas foram retiradas das solugbes, colocadas em papel de filtro por 1 segundo para
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remover a agua da superficie e depois pesados. A taxa de perda de massa foi definida
pela Eq (4).

2.5.3.4.10. Estudo de reticulante

O estudo da quantidade de agente de reticulagéo foi realizado para determinar a
% (p/v) ideal de agente de reticulagado necessaria nos andaimes, garantindo a absorgao
ideal do farmaco, sem a necessidade de usar muito agente de reticulagdo. Para este
teste, foram utilizados andaimes reticulados com diferentes concentragdes de agente de

reticulagdo e uma concentragéo fixa do farmaco.

Em triplicata, 20 mg de andaimes foram colocados em 2 ml de PBS. Em seguida,
as solugdes foram mantidas sob agitagdo em uma incubadora a 37.5 °C. Nos periodos
de0,1.5,3,5,7,9,12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas, os 2 ml de liquido foram removidos e
substituidos por PBS novo. As aliquotas foram analisadas em espectrofotdbmetro UV-Vis

a 270 nm para doxiciclina, usando um controle branco de PBS.

Para a determinagdo das concentragdes de doxiciclina, foi feita uma curva de
calibragdo com concentragdes conhecidas, usando PBS como branco. Foram realizadas
as leituras em espectrofotometro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®)

no comprimento de onda de 270 nm.

Apos a obtengao das absorbancias, a quantidade total de doxiciclina liberada em
cada porcentagem de reticulante utilizado foi determinada e a curva de adicdo de
reticulante foi feita sobre a porcentagem do solvente VS a quantidade de farmaco

capturada sobre a porcentagem da massa dos andaimes.

2.5.3.4.11. Estudo de liberacdo de doxiciclina

O estudo da liberagao controlada da doxiciclina nos andaimes foi realizado para
conhecer a cinética da liberacdo do farmaco. Em triplicata, 20 mg de andaimes foram
colocados em 2 ml de PBS. Em seguida, as solugbes foram mantidas sob agitagdo em
uma incubadora a 37.5 °C. Nos periodos de 0, 1.5, 3, 5, 7, 9, 12, 24, 36, 48, 72 horas,

os 2 ml de liquido foram removidos e substituidos por PBS novo. As aliquotas foram
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analisadas em um espectrofotdbmetro UV-Vis a 270 nm para Doxiciclina, usando como
controle branco PBS. Foi selecionada a longitude de onda de 270 nm devido a que o

laboratério ja tinha estudos onde fui definido esse valor como o padrao.

Para a determinacdo das concentragcdes de Doxiciclina, foi feita uma curva de
calibracdo com concentracdes conhecidas, usando PBS como branco. Foram realizadas
as leituras em espectrofotometro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®)

no comprimento de onda de 270 nm.

2.5.3.5. Estudos in vitro

2.5.3.5.1. Analise antimicrobiana

As propriedades antibacterianas dos andaimes foram investigadas em
subculturas de cepas bacterianas Staphylococcus aureus (S. aureus) (ATCC 29213)
cultivados em aerobiose, no caldo BHI, a 37°C por 24 horas. Para atingir a densidade
optica (OD600) e 0,08 de absorbancia em espectrofotdmetro (cerca de 1 + 108 unidades
formadoras de col6nias (UFC)/mL).

Para o teste, 10 mg de amostra foram pesados e submersos em 1 ml de caldo
BHI, e incubados por 24 horas a 37 °C. Apds o periodo de incubacgéo, Foi feito com uma
diluicdo inicial de 50 vezes, e nesta diluicdo inicial foi feita uma diluicdo de 2:1 por 6
vezes. 50 pL do cada eluato, foram adicionados, em triplicata na placa, junto com 50 pl
de bactéria e incubados durante 24 h. Apds o periodo de incubacéo, foram realizadas as
leituras em espectrofotdmetro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®) no
comprimento de onda de 600 nm para encontrar a faixa de inibicdo bacteriana. Em
seguida, foram adicionados 50 ul de reagente de XTT, preparado com uma concentragao
1 mg.mL-', dissolvido em PBS. As placas foram protegidas da luz devido a
fotossensibilidade do XTT. Depois de 3 horas de incubacao a 37 °C, para formacéo dos
cristais vermelhos, foram realizadas as leituras em espectrofotdbmetro de UV-visivel

(Thermo Scientific Multiscan Spectrum®) no comprimento de onda de 490 nm.
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O crescimento bacteriano foi representado em porcentagem, sendo 100% a leitura
obtida de bactérias com crescimento livre e 0% ou controle com clorexidina no
espectrofotometro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®) no

comprimento de onda de 490 nm.

2.5.3.5.2. Cultivo de células

Os fibroblastos de camundongo (L929) e pré-osteoblastos (MC3T3) foram
cultivados em garrafas contendo DMEM High Glucose (4500 mg.L™"), suplementados
com 10% de SFB, 1% de antibidtico/antimicético (Penicilina 10.000 unidades.mL-"/
estreptomicina 10 mg.mL""), 1% L-glutamina e 1% de aminoéacidos ndo essenciais. Todas
as células foram incubadas em estufa umidificada contendo CO2 a 5%, e uma T de 37.5
°C.

2.5.3.5.3. Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado através do teste colorimétrico MTT
(brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio), utilizado para determinar a
viabilidade celular por meio da atividade da enzima redutase mitocondrial em células

vivas.

Com uma confluéncia de 80%, as células foram lavadas com PBS e seguidamente
tripsinizadas com tripsina/EDTA 0.25% durante 4 minutos e transferidas para placas de
96 pogos com concentragédo em torno de 6x102 células/poco, cada placa foi incubada por
24 horas a 37°C e 5% de COa.

Para o teste, 10 mg de amostra foram pesados e submersos em 1 ml de meio de
cultura celular ndo suplementado, e incubados por 24, 48 e 72 horas a 37 °C, e 5% de
COz2. Apo6s cada periodo, foi feita uma diluicdo de cada eluato, com uma relagéo (1:1)
usando 300 pL do eluato inicial e 300 yL de meio, obtendo assim um segundo eluato de
5 mg/ml. 100 pL do cada eluato, foram adicionados, em quintuplicada na placa, e
incubados durante 24 h. Apds o periodo de incubacédo, as placas foram lavadas duas
vezes com solugcdo de PBS estéril, o meio foi trocado para DMEM low glucose sem

vermelho de fenol acrescido do 10 ul de reagente de MTT, com uma concentragéo 5
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mg.mL-', dissolvido em PBS. As placas foram protegidas da luz devido a
fotossensibilidade do MTT. Depois de 4 horas de incubagdo a 37 °C, 5% de COz2, para
formacao dos cristais azuis de formazam, foi adicionado 50 pl de solugéo detergente de
dodecilsulfato de sédio (SDS). Ao completar 15 minutos em agitagcao, foram realizadas
as leituras em espectrofotometro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®)
no comprimento de onda de 570 nm. A citotoxicidade foi calculada usando a Eq.(3), o

grupo controle corresponde as células sem tratamento.

R Absorbancia testada
% Viabilidade celular = Grupo controle * 100% (Eq 3)

Para encontrar a porcentagem de células viaveis, foi considerado o grupo controle
com 100% de viabilidade. A citotoxicidade celular foi classificada de acordo com o
Padrao Internacional de Organizagao (ISO 10993-5), descrita em (XIAO et al., 2018),
onde os graus 0 e 1 representam n&o citotoxicidade e, os graus 2, 3, 4 e 5 representam
diferentes niveis de citotoxicidade:

Tabela 9. Graus de citotoxicidade

Grau Viabilidade celular
0 = 100%
<99%
<75%
<49%
< 25%
=0

a WO DN -

3.5.3.5.4. Teste de adesdo e morfologia celular

O teste de adeséao celular foi realizado utilizando a metodologia adaptada de BEGAM et
al., (2017).
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Neste caso, o teste foi realizado com células pré-osteoblasticas MC3T3. De inicio,
as amostras de cada um dos andaimes foram colocadas em triplicata, em pogos de placa
de 24 pogos. Em cada pogo, 1x10°8 células foram semeadas gota a gota e a placa foi
incubada por 30 minutos a 37 °C, 5% de CO2. Apds este tempo, 300 uL do meio de
cultura especifico foram adicionados a cada poco e a placa foi incubada novamente a 37
°C, 5% COz2, por 2 e 4 horas. Apds cada um dos tempos, a adesao celular foi avaliada
coletando o meio de cultura de cada pocgo e contando o numero de células presentes no
sobrenadante. O numero de células aderidas foi quantificado subtraindo o niumero de

células em suspensao da concentracgao inicial de células semeadas.

Para a observagao da morfologia celular sobre o material, as amostras de hidrogel
semeadas com as células MC3T3 foram lavadas com PBS estéril duas vezes, no tempo
experimental 3 dias. Entdo, as amostras foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato 0,1 mol.L-! por 4 horas. Apds a remogao do fixador foi adicionado o
tampao fosfato 0,1 mol.L-'. As amostras em tampéo foram enviadas para o Centro de
Microscopia da UFMG, onde foram realizadas as etapas de fixacdo secundaria,
desidratac&o, secagem em ponto critico de CO2 e metalizag&o de espessura 10 nm, para
a posterior analise em MEV FIB Quanta 200 FEG 3D.

2.5.3.6. Analises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados com um minimo de trés repeticdes, e os resultados
foram obtidos em experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas

através de Analise de variancia — ANOVA.
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2.6. Resultados

2.6.1. Caracterizagao fisico-quimica dos andaimes

2.6.1.1. Morfologia dos Andaimes

A morfologia do hidrogel de gelatina — HA sem reticular, e dos andaimes foi
avaliada por MEV. As micrografias estdo apresentadas na Figura 14. A caracterizagao
EDS semi-qualitativo esta apresentada na Figura 15. Estruturalmente, ndo ha mudancgas

ou variagdes significativas entre os dois tipos de andaimes reticulados.

Figura 16. Micrografias MEV sendo apresentado Hidrogel de gelatina — HA sem reticular na
magnitude de 150X (A.1) e 5000X (A.2) Andaime 1. reticulado na magnitude de 150X (B.1) e
5000X (B.2) e Andaime 2. reticulado a 400 um (C.1) e 10 um (C.2)




Micrografias dos compdsitos obtidas no microscdépio eletrdnico de varredura, FIB
Quanta 200, para anélise da morfologia de superficie
A. Hidrogel de gelatina — HA sem reticular. B. Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v)
e reticulante EDC (0.7% p/v) e C. Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e
reticulante EDC (0.7% p/v).
Barra de escala 400 ym e 10 um.
FONTE: CM-UFMG

81
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Figura 17. Caracterizagao por espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) sendo
apresentado Hidrogel de gelatina — HA sem reticular (A) Andaime 1. reticulado (B) e Andaime
2. reticulado (C)

CpsleV CpsleV

8 8

2 3 2 3
Energia [keV] Energia [keV]

CpsleV

.Ir'

6

2 3
Energia [keV]

EDS dos compésitos, para analise semi-qualitativo dos elementos quimicos
presentes nas amostras
A. Hidrogel de gelatina — HA sem reticular. B. Andaime 1 — gelatinae HA (1% p/v) e
reticulante EDC (0,7% p/v) e C. Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante
EDC (0,7% p/v).
FONTE: CM-UFMG
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2.6.1.2. Difracéo de raios-X

Os difratogramas de DRX est&do apresentados na Figura 16. Os quais indicam a

presencia de picos carateristicos de HA.

Figura 18. Difratogramas de raios-X do hidrogel e os andaimes reticulado
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- \‘l J Hidrogel
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f
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E j Andaime 1
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Andaime 2
| I T T
20 30 40 50 60 70

20

Andlise da estrutura e cristalinidade da hidroxiapatita sintetizada dentro da rede de gelatina por
meio da difracao de raio-X
A. Hidrogel de gelatina — HA sem reticular. B. Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante
EDC (0.7% p/v) e C. Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC (0.7% p/v).
FONTE: A autora, 2022
Analisando os difratogramas, verificam-se picos de difragdo caracteristicos da
hidroxiapatita em 25.68°, 28.85°, 31.78°, 32.12°, 32.81°, 33.85°, 39.77° 46.71° € 49.40°,
que podem ser associados aos planos h kI de 002, 210, 211, 112, 300, 202, 310, 222, e
213 correspondentes ao grupo espacial P63/m da estrutura hexagonal centrossimétrica

de acordo com a carta cristalografica (PDF # 01-074-0565).
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2.6.1.3. Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FT — IR)

O FT — IR foi realizado para investigar os principais grupos funcionais presentes na

gelatina e seus compasitos com HA, as informagdes estao representadas na Figura 17.

Figura 19. Espectros de absorgéo na regido de infravermelho da gelatina e seus compdésitos
com HA.

Gelatina

OH

Andaime 1

S~

OH

A’mida 1l
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1 1 1 1 | |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda / cm-1

Analise dos grupos funcionais dos compésitos utilizando a técnica de espectroscopia de
absorgdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A. Hidrogel de gelatina — HA sem reticular. B. Andaime 1 — gelatinae HA (1% p/v) e
reticulante EDC (0.7% p/v) e C. Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
(0.7% p/v).

FONTE: A autora, 2022
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2.6.1.4. Analise térmica

A estabilidade térmica e o comportamento de degradagdo dos andaimes foram
investigados por TG. A Figura 18 mostra as curvas TG dos andaimes e do Hidrogel antes

de reticular obtidas quando submetidas a temperaturas entre 25 e 600°C.

Figura 20. Curvas TG: analise da estabilidade térmica (Preto) e DTG: derivada da massa com
respeito ao tempo (Vermelho) do hidrogel e dos andaimes submetidos a temperaturas entre 20
€ 600 °C sendo A. Hidrogel de gelatina — HA, B. Andaime 1, e C. Andaime 2.
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Curvas demostrando a estabilidade térmica e a perda de massa dos compositos submetidos a
temperaturas entre 25 e 600 °C.
FONTE: A autora, 2022
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Na Tabela 10 observa-se a massa residual de cada material.

Tabela 10. Perda de massa dos compésitos observadas nas curvas TG

Amostra Perda de massa
(%)
HA - Gel 61,68
HA - Gel + EDC (1% p/v) 60,63
HA - Gel + EDC (5% p/v) 56,05

Os materiais obtidos apresentaram perfis bastante semelhantes entre si, sendo
evidenciada uma constante perda de massa a medida que a temperatura aumenta. A
perda de massa inicial dos andaimes e o hidrogel nao reticulado ocorreu na faixa de 70
a 100°C, o que pode ser devido a perda de agua absorvida (% de umidade), e solvente
e decomposicao de impurezas volateis nos materiais, que corresponde a um 7%

aproximadamente da massa dos materiais de maneira geral (SEBASTIAN et al., 2020).
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2.6.1.5. Porosidade total

Encontrando as densidades dos andaimes, por meio da Eq. (2) foi determinada a
porosidade. As densidades e porosidade dos andaimes estdo evidenciadas na Tabela
11.

Tabela 11. Densidades e porosidades dos andaimes

Identificagao Preal Paparente Porosidade (%)
Andaime 1 0.026 + 1.82E- 0.007028 + 5E¢ 73
Andaime 2 0.039 + 2.73E" 0.007053 + 5E¢ 82

FONTE: A autora, 2022
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2.6.1.6. Teste de variacao de pH

As variagbes de pH dos andaimes em PBS estao dispostas nas Figuras 19 e 20.
A Figura 19 apresenta os valores de pH nos primeiros 120 minutos do experimento, e a
Figura 19 apresenta os 5 dias do teste, com medigbes cada 24 horas.

Figura 21. Variagao do pH dos andaimes reticulados contendo HA e gelatina, apés 5, 10, 20,
30, 60 e 120 minutos
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Avaliacgdo do pH dos andaimes, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos diferentes
tempos experimentais, no intervalo de 5 a 120 minutos.
Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas.
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v). Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v)
e reticulante EDC (0,7% p/v).
FONTE: A autora, 2022.
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Figura 22. Variagao do pH dos andaimes reticulados contendo HA e gelatina, apds 24, 48, 72,
96 e 120 horas
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Avaliacao do pH dos andaimes, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos diferentes
tempos experimentais, 24, 48, 72, 96 e 120 horas.
Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas.
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v). Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v)
e reticulante EDC (0,7% p/v).
FONTE: A autora, 2022.
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2.6.1.7. Swelling Test

A capacidade de swelling ou intumescimento dos andaimes esta apresentada na
Figura 21.

Figura 23. Porcentagem de swelling dos andaimes contendo HA e gelatina reticulados

2000 .

Andaime 1

Andaime 2
o‘\o’ 1800
€
>
@ 1600
e
c
w S . *kk
O *hk *kk Gtk
. Hkk
S 1400 _w

1200
0.5 1 3 5 7 10 12 24

Tempo (horas)

O comportamento de swelling dos andaimes desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 °C, foi
estudado nos tempos experimentais 30 minutos, 1, 3, 5, 7, 10, 12 e 24 horas.
Os dados apresentados sao as médias das triplicatas (*** P < 0,001).
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v). Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v)
e reticulante EDC (0,7% p/v).
FONTE: A autora, 2022.

Comparando os dois grupos entre si, em cada tempo experimental, houve
diferenca estatistica significativa P < 0,001.
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2.6.1.8. Degradacé&o dos andaimes

O estudo de degradagao monitora a perda de massa em fungdo do periodo de
incubagédo. As curvas de degradagao estéo representadas na Figura 22. Lembrando que
100% do eixo Y se refere a quantidade de andaime pesado a seco no inicio do teste (20
mgq).

Figura 24. Perfil de degradacao dos andaimes contendo HA e gelatina reticulados., em solugcéo
fisiologica (PBS, pH 7,4)
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A avaliagédo da degradagéo dos andaimes desidratados em tampao PBS pH 7,4 foi feita através da
imersao na solugao fisiolédgica, num periodo de 91 dias. Os dados apresentados sdo as médias das
triplicatas (P < 0,001).

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v). Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v)
e reticulante EDC (0,7% p/v).

FONTE: A autora, 2022.

Comparando os dois grupos entre si, em cada tempo experimental, houve

diferenca estatistica significativa P < 0,001.
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2.6.1.9. Biodegradacéao in-vitro

O estudo de biodegradagao in vitro monitora a perda de massa em fungéo do
periodo de incubagado, quando o material € exposto a enzima colagenase. As curvas de
degradacao estao representadas na Figura 23. Lembrando que 100% do eixo Y se refere
a quantidade de andaime pesado a seco no inicio do teste (5 mg).

Figura 25. Perfil de degradacao dos andaimes contendo HA e gelatina reticulados, em solugao
enzimatica com colagenase tipo | (PBS, pH 7,4)
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A avaliacao da biodegradacao dos andaimes desidratados em tampao Tris/HCI 50 mM
contendo CaCl, 5 mM (pH 7,4), e uma concentragao de 30 U/ml de colagenase tipo | foi feita
através da imersao na solugao enzimatica, num periodo de 7 dias. Os dados apresentados sao
as médias das triplicatas (P < 0,001).

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2e 3 e o
Andaime 1 com 0.3 - 0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e
reticulante EDC (0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e o andaime 2 com 0,3 - 0,7 € 1,2% p/v de
doxiciclina
FONTE: A autora, 2022.
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Na Tabela 12. E evidenciado o percentual de degradagao apds 7 dias do inicio do teste, onde
se observa a diferenca entre os andaimes com e sem doxiciclina.

Tabela 12. Degradag¢ao dos andaimes depois de 7 dias

Identificagao Degradacgao (%) Identificagao Degradacgao (%)
Andaime 1 49,32 Andaime 2 34,87
Andaime 1.1 29,21 Andaime 2.1 20,71
Andaime 1.2 20,53 Andaime 2.2 13,96
Andaime 1.3 22,50 Andaime 2.3 17,73

FONTE: A autora, 2022
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2.6.1.10. Estudo reticulante

O perfil de captura e liberagdo do farmaco foi muito afetado pelo grau de
reticulagdo (Figura 24). Durante a reticulagdo, o farmaco doxiciclina, dissolvida em
solvente, migrou e foi absorvido na rede gelatina — HA por uma diferenca de
concentracao, e ficou preso dentro da estrutura.

Figura 26. Perfil de carregamento e liberacao de farmaco usando diferentes adigdes de EDC,
em solucao fisioldgica (PBS, pH 7,4)
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A avaliagédo do carregamento de doxiciclina dos andaimes desidratados em tampao PBS pH 7,4
foi feita através da imersao na solugao fisioldgica, num periodo de 4 dias. Os dados apresentados sao as
médias das triplicatas (P < 0,005).

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0.7% p/v) e Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v)
com variagdes de reticulante EDC (0.1, 0.3, 0.7 € 1.0% p/v)
FONTE: A autora, 2022.
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2.6.1.11. Estudo liberagao doxiciclina na longitude de onda de 290 nm

O perfil de liberagao do farmaco dos andaimes e representado na Figura 25,

assim, como as quantidades liberadas de farmaco na tabela 13.

Tabela 13. Concentracao de doxiciclina liberada a partir de cada andaime

Identificagao Concentragao (mg/L) Identificagao Concentragao (mg/L)
Andaime 1.1 97,42 Andaime 2.1 81,52

Andaime 1.2 135,70 Andaime 2.2 132,44

Andaime 1.3 193,91 Andaime 2.3 172,80

Figura 27. Perfil de liberagdo de farmaco dos andaimes contendo HA e gelatina reticulados, em
solugao fisiologica (PBS, pH 7,4).
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A avaliagéo da liberagcéo de doxiciclina dos andaimes desidratados em tampao PBS pH 7,4 foi
feita através da imersdo na solucgéo fisiolégica, num periodo de 4 dias. Os dados apresentados séo as
médias das triplicatas (P < 0,005).

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0.7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 e 0 Andaime 1
com 0.3 — 0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
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(0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0.3 — 0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina.
FONTE: A autora, 2022

Figura 28. Imagens dos andaimes no teste de biodegradacao in vivo com Colagenase, sendo o
andaime sem farmaco (A) e com farmaco (B)
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2.6.2. Testes Biologicos in vitro dos andaimes

2.6.2.1. Analise antimicrobiana

O crescimento bacteriano, para saber a faixa da concentragdo minima inibitoria
dos andaimes foi testada em subculturas de cepas bacterianas Staphylococcus aureus
(S. aureus). A Figura 26. representa a inibicdo e crescimento bacteriano em cada
concentracao dos eluatos de 24 horas com cada um dos andaimes.

Figura 29. Inibicdo do S Aureus com as diferentes diluigdes de doxiciclina
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As bactérias S. aureus foram tratadas com varias diluigbes a partir dos eluatos (10 mg/mL), com uma
incubacao de 24 h. Tendo como controle positivo clorexidina e controle negativo bactéria crescendo
livremente.

Teste ANOVA. Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas (P<0.001)
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0.7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 e 0 Andaime 1
com 0.3 -0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
(0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0.3 — 0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina.
FONTE: A autora, 2022.

Os resultados da faixa de concentracdo de cada um dos andaimes estéo
apresentados na tabela 14.
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Tabela 14. Concentracao de doxiciclina liberada a partir de cada andaime

Identificagao Faixa de inibicao da Identificagao Faixa de inibigao da
doxiciclina (mg/L) doxiciclina (mg/L)
Andaime 1.1 0.48-0.24 Andaime 2.1 0,8 -0,38
Andaime 1.2 0.65-10.33 Andaime 2.2 0,65-0,33
Andaime 1.3 0.45-0.23 Andaime 2.3 0,82 -0,41

FONTE: A autora, 2022
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2.6.2.2. Citotoxicidade dos andaimes

A citotoxicidade dos andaimes foi testada indiretamente em cultura de fibroblastos
L929 e pré-osteoblastos MC3T3. A citotoxicidade foi realizada indiretamente usando
duas diluicbes: 10 mg/ml e 5 mg/ml. Os resultados da viabilidade celular estao

representados nas Figuras 27,28, 29, 30 e 31.

As células fibroblasticas L929 (Figura 27 e 28) foram tratadas com os meios que
estiveram no contato com os andaimes durante 24, 48 e 72 horas por 24 horas. A
citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método colorimétrico de MTT. Teste
ANOVA (*** P <0,05), ™ P < 0,01, * P <0,001).

Figura 30. Porcentagem de viabilidade de fibroblastos L929 tratados com eluatos de 10 mg/mi

contendo andaimes de HA, gelatina em diferentes concentra¢des de Doxiciclina, em diferentes
tempos, incubados durante 24 horas.
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As células fibroblasticas L929 foram tratadas com eluatos dos andaimes (10 mg/mL)
por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método
colorimétrico de MTT.

Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, ***P < 0.001)

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0.7% p/v), Andaime 1.1,2e 3
e o Andaime 1 com 0,3 — 0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA
(5% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0,3 —
0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina.

FONTE: A autora, 2022.
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Figura 31. Porcentagem de viabilidade de fibroblastos L929 tratados com eluatos de 5 mg/ml
itendo andaimes de HA, gelatina em diferentes concentragées de Doxiciclina, em diferentes
tempos, incubados durante 24 horas
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As células fibroblasticas L929 foram tratadas com eluatos dos andaimes (5 mg/mL) por 24,48 e 72 h. A
citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, *™*P < 0.001)

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 € o Andaime 1
com 0,3 -0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
(0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0,3 — 0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina.

FONTE: A autora, 2022.

As células pre-osteoblasticas MC3T3 (Figura 29 e 30) foram tratadas com os
meios que estiveram no contato com os andaimes durante 24, 48 e 72 horas por 24
horas. A citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método colorimétrico de
MTT. Teste ANOVA (*™** P < 0,05), ** P < 0,01, * P <0,001)

Figura 32. Porcentagem de viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3 tratados com eluatos de 10

mg/ml contendo andaimes de HA, gelatina em diferentes concentra¢des de Doxiciclina, em
diferentes tempos, incubados durante 24 horas
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram tratadas com eluatos dos andaimes (10 mg/mL) por
24,48 e 72 h. A citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método colorimétrico de
MTT.
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Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0.001)
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2e 3 e o
Andaime 1 com 0,3 — 0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e
reticulante EDC (0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2com 0,3-0,7 € 1,2% p/v de
doxiciclina.
FONTE: A autora, 2022.

Figura 33. Porcentagem de viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3 tratados com eluatos de 5
mg/ml contendo andaimes de HA, gelatina em diferentes concentra¢des de Doxiciclina, em
diferentes tempos, incubados durante 24 horas
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram tratadas com eluatos dos andaimes (5 mg/mL) por
24,48 e 72 h. A citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, ***P < 0.001)

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 e 0 Andaime 1
com 0,3 -0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
(0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0,3 — 0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina.
FONTE: A autora, 2022.

Conforme evidenciado, nenhum dos eluatos apresentou citotoxicidade, pelo que
se optou por realizar um teste complementar. As células pre-osteoblasticas MC3T3,
foram tratadas com os meios que estiveram no contato com os andaimes durante 24, 48
e 72 horas por 4 dias. A citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método
colorimétrico de MTT. Os resultados estdo apresentados na Figura 29. ANOVA (*** P <
0,05), ** P <0,01, * P <0,001).
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Figura 34. Porcentagem de viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3 tratados com eluatos de 10
mg/ml contendo andaimes de HA, gelatina em diferentes concentragdes de Doxiciclina, em
diferentes tempos, incubados durante 4 dias
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram tratadas com eluatos dos andaimes (10 mg/mL) por
24,48 e 72 h avaliado 4 dias depois. A citotoxicidade dos andaimes foi avaliada através do método

colorimétrico de MTT.

Teste ANOVA (* P < 0,05, ** P < 0,01, ***P < 0.001)
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 € o Andaime 1
com 0,3 -0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
(0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0,3 — 0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina.

FONTE: A autora, 2022.
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2.6.2.3. Adeséao e morfologia celular

A adeséo celular foi testada em dois métodos: pela contagem de células e por
imagens em MEV. O resultado da porcentagem de células MC3T3 aderidas ao material
apos 2 e 4 horas esta representado na Figura 32. As micrografias das células aderidas

estdo nas Figuras 34 e 34.

Figura 35. Adesao in vitro de células pré-osteoblasticas MC3T3 aos andaimes
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram semeadas sobre os andaimes e apés 2 e 4 horas, o meio de
cultura foi aspirado e a quantidade de células em suspenséo foi contada.
Teste ANOVA, nao foram observadas diferencas estatisticas significativas.

Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 € o Andaime 1
com 0,3 -0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina, Andaime 2 — gelatina e HA (5% p/v) e reticulante EDC
(0.7% p/v), Andaime 2.1,2 e 3 e 0 andaime 2 com 0,3 — 0,7 e 1,2% p/v de doxiciclina.

FONTE: A autora, 2022.

Apos o tempo experimental 2 h, as MC3T3 expostas nos andaimes apresentavam
aproximadamente 40% de adesdo, com excegao do andaime 2.2, que apresenta menor

adesao, com 25,5%. No tempo 4 h, houve adesao desde 85% até 100%.

Para a visualizagdo da morfologia das células aderidas sobre o material
desenvolvido foram realizadas as micrografias em MEV. Nas imagens obtidas, pode-se
observar a adesao das células MC3T3 apds o tempo experimental de 3 dias. Muitas
ramificacbes podem ser visualizadas em ambas as células. As MC3T3 exibiram

morfologia espalhada caracteristica de adesao celular adequada, segundo a literatura.
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Os poros foram preenchidos completamente por células com prolongamentos

citoplasmaticos.

Figura 36. Adesao das células MC3T3 sobre os andaimes 1.0 (A), 1.1 (B), 1.2 (C)e 1.3
(D). Escala 20 um (_.1) e 10 um (_.2) respectivamente
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Micrografias dos andaimes obtidas no microscopio eletrdnico de varredura, FIB Quanta 200
FEG, para observagédo da morfologia celular dos pré-osteoblastos MC3T3 sobre os andaimes,
apos 3 dias de semeadura. Imagens obtidas no Centro de Microscopia da UFMG
Andaime 1 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2e 3 eo
Andaime 1 com 0.3 — 0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina respectivamente
FONTE: CM-UFMG
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Figura 37. Adeséao das células MC3T3 sobre os andaimes 2.0 (A), 2.1 (B), 2.2 (C) e 2.3 (D).
Escala 20 um (_.1) e 10 um (_.2) respectivamente
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Micrografias dos andaimes obtidas no microscopio eletrdnico de varredura, FIB Quanta 200
FEG, para observacao da morfologia celular dos pré-osteoblastos MC3T3 sobre os
andaimes, apos 3 dias de semeadura. Imagens obtidas no Centro de Microscopia da UFMG
Andaime 2 — gelatina e HA (1% p/v) e reticulante EDC (0,7% p/v), Andaime 1.1,2 e 3 e o Andaime 2
com 0.3 —0.7 e 1.2% p/v de doxiciclina respectivamente
FONTE: CM-UFMG
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2.7 Discussao

Nesse estudo, os andaimes a base de gelatina contendo hidroxiapatita e
diferentes concentragdes de doxiciclina foram desenvolvidos e caracterizados. Varias
analises foram feitas na tentativa de se obter um compdsito com caracteristicas ideais.
Inicialmente foram usados dois tipos de andaimes, o andaime 1%p/v (Andaime 1) e 0
andaime 5%p/v (Andaime 2), entdo, foram feitas analises MEV-EDS, DRX, FT-IR, TG,
determinacao de porosidade, solubilidade em agua, swelling, degradagéo enzimatica, e
estudo de pH, depois varias concentragbes de doxiciclina foram adicionadas e a
atividade antimicrobiana e o efeito do reticulante foram determinadas bem como,
liberacdo de doxiciclina, ensaio de citotoxicidade celular in-vitro no fibroblastos L929 e
pre-osteoblastos MC3T3 e adesdo e morfologia celular nas células pre-osteoblasticas
MC3T3.

A morfologia do hidrogel de gelatina — HA sem reticular e dos andaimes foi
avaliada por MEV. As micrografias estdo apresentadas na Figura 14. O hidrogel de
gelatina — HA n&o reticulado possui uma estrutura de poros homogénea, bem
desenvolvida com configuragédo oval. Em seguida, na segéo (B.1 e C.1) é evidenciada a
mudanca de estrutura, apos a reticulagdo do material. A estrutura do material torna-se
irregular com uma nova configuragéo laminada e o tamanho dos poros diminui. Como o
tamanho de poro das matrizes de hidrogel diminui com o grau de reticulagédo, tal
diminuicao pode ser atribuida ao agente de reticulacéo utilizado (EDC), que participa da
reacao entre moléculas contendo grupos carboxilicos e amina livres para formar ligagcoes
amida. (YANG et al., 2018).

Observa-se a degradacao sofrida pelo hidrogel (Figura 14 — A.2), devido a sua
baixa estabilidade térmica. Ao observar as ampliagdes designadas na Figura 14 —B.1 e
C.1 na mesma aproximagéo de 5000X, fica evidente que n&o ha degradacéo térmica da
matriz extracelular da gelatina e, verifica-se que o HA se encontra homogeneamente

dentro da matriz polimérica da gelatina.

Na sintese de HA, os precursores ibnicos de Ca e P ficam facilmente dentro das
cadeias de gelatina devido aos grupos funcionais de gelatina, favorecendo a ligacéo. A

mistura subsequente de ambas as solugdes sob condi¢des ajustadas facilitou a formacgao
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de nanocristais de HA. As nanoparticulas de HA ficaram distribuidas homogeneamente
por toda a rede de gelatina e a distribuicdo ndo foi afetada pela gravidade,
presumivelmente devido a gelatina viscosa e ao rapido congelamento do compdsito ao
final da sintese. Na pratica, uma configuracdo de poros tdo bem desenvolvida é
impossivel de obter apenas com particulas de HA por meio de uma rota de
processamento de baixa temperatura. Nos Anexos pode-se observar que quando a HA
ja sintetizada € misturada com a gelatina, ndo ha incorporagdao homogénea dentro da

rede gelatinosa, o que resulta em um material mais quebradico e instavel.

Os espectros de EDS apresentados na Figura 15 sdao uma caracterizagao
qualitativa que identifica apenas picos caracteristicos dos elementos presente na
composicao dos compdsitos. O EDS do hidrogel mostra a presencga de calcio, fosforo,
carbono e oxigénio correspondente a composigdo dos polimeros e HA. No caso dos
andaimes, também é evidente a presencga de cloro e nitrogénio, componentes presentes

no reticulante.

Para confirmar se a hidroxiapatita foi obtida, os difratogramas de DRX mostrados
na Figura 16 indicam a presenga de picos de HA caracteristicos nos nanocompdésitos,
embora alguns dos picos nao fossem distintos devido ao efeito de mascaramento da
matriz de gelatina em baixos niveis de particulas de HA. Como uma sugestéo, devido a
fraca divisdo dos picos de HA entre 31,78° e 32,12° correspondentes aos planos (211) e
(112), pode-se atribuir possivelmente a uma baixa cristalinidade, como €& suposto
também por os autores KIM, HAE WON; SONG; KIM, (2005).

A partir dos dados de espectroscopia FT — IR na Figura 17, foram evidenciados
os principais grupos funcionais que compdem cada material. A gelatina pura mostrou
bandas de OH (~3450 cm-1), Amida | em ~1650 (estiramento da ligagdo C = 0), Amida
Il em ~1550 (estiramento da ligagdo N — H e estiramento da ligagdo C — H) e Amida llI
em ~1250 (ligagdo C — N afinando em fase com flexdo de ligagdo N — H) cm™'. Além
disso, as bandas presentes em ~1380 e ~1440 cm™' também s&o devidas a aminoacidos
na estrutura da gelatina, como glicina, prolina e hidroxiprolina. (BILLIET et al., 2013;
PENG et al., 2008; SARAIVA et al., 2015).
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Nos nanocompdsitos HA - Gel, as bandas de PO, (~570, ~600, ~960 e ~1030-
1090 cm™') e OH (~630 cm-1) apareceram claramente junto com as bandas de gelatina,
as caracteristicas de algumas bandas de baixa intensidade, possivelmente devido ao

ressecamento do material.

Com base nessas observacdes estruturais e de fase, é possivel afirmar que a
gelatina, mesmo desnaturada do colageno, retém consideraveis grupos biologicos
caracteristicos, principalmente aminoacidos. Além disso, as bandas da amida sugerem
que a gelatina mantém um alto nivel de estrutura helicoidal de sequéncia unica. (DE
CARVALHO; GROSSO, 2006). Esta evolugao estrutural foi facilitada em parte pela
reticulagdo da gelatina, durante a qual a estrutura da gelatina foi ordenada e a estrutura
da hélice tripla recuperada em alto grau (TIMKOVICH, 1977). Desta forma, a reticulagao
da gelatina € muito importante. Sem reticulagdo, a rede de gelatina entrara em colapso

dentro de um fluido por degradagéao hidrolitica e térmica devido a sua estrutura solta.

Para verificar a termoestabilidade dos materiais apds a reticulagdo, optou-se por
realizar a avaliacdo termogravimétrica para comparar os andaimes reticulados com
hidrogel ndo reticulado, os resultados sao apresentados na Figura 18.

Conforme mostrado na Figura 18 — A, a curva TGA do hidrogel de gelatina — HA
nao reticulado revela que a primeira perda de massa significativa e imediata foi
observada a 220°C, atribuida a decomposi¢ao dos aminoacidos da gelatina (NOOEAID
et al., 2020). A segunda perda de massa significativa no hidrogel de gelatina — HA foi
observada em wuma faixa de 340°C, correspondendo a continuacdo da
termodecomposicao da gelatina, devido a degradacao das proteinas juntamente com a
quebra das ligagdes amida (MONTEIRO, 2018; VO et al., 2021). Padrbes similares de
curva TGA com gelatina pura também foram relatados anteriormente (MUTHYALA et al.,
2010; VO et al., 2021; XIAO et al., 2002).

Visualizando a Figura 18 — B e C, as curvas dos andaimes obtidas apresentaram
perfis bastante semelhantes, a unica perdida de massa significativa foi observada, na
faixa de temperatura entre 200 e 400°C. Esta perda correspondeu a aproximadamente
48% da massa dos andaimes e pode ser atribuida a degradagéo do polimero de gelatina
(Monteiro, 2018; Pawde e Deshmukh, 2008; Vo et al., 2021).
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Comparando o perfil de perda de massa dos andaimes, juntamente com o hidrogel
de gelatina — HA n&o reticulado, observa-se que o pico DTG dos andaimes mudou para
uma temperatura mais alta (de 219°C a 330°C) em relagao ao hidrogel gelatina — HA nao
reticulado durante a segunda degradagao, indicando maior estabilidade dos andaimes
polimerizados. Portanto, com base nesses dados, pode-se afirmar que a reticulagdo com
EDC do hidrogel de gelatina - HA resultou em interagdes muito mais fortes devido ao

aumento da estabilidade térmica no compésito polimérico (XIAO et al., 2002).

Na Tabela 10 observa-se a massa residual de cada material. Sendo 61.68, 60.63
e 56.05% para o hidrogel de gelatina — HA nao reticulado, andaime 1, e andaime 2,
respectivamente. A massa residual esta associada a quantidade de HA presente nos
materiais, sugerindo que a porcentagem de HA presente esta na faixa de 38 — 44% em

massa.

A porosidade total dos andaimes encontra-se na Tabela 11. O andaime 1 tem uma
porosidade de 72,97% e o0 andaime 2 uma porosidade de 81,92%, os resultados séo
esperados. De acordo com a variagdo de Andaime 1 (1% p/v), seria esperado que o
efeito do reticulante fosse maior, para o qual seriam esperados menos poros junto com
outros menores. Por outro lado, no Andaime 2, sendo 5% p/v, o efeito do reticulante
sobre o material ndo seria tao forte, entdo seriam esperados poros maiores, 0 que é
interessante, pois ajustar o tamanho dos poros e a porosidade, ajudaria a obter
densidade, resisténcia e compatibilidade mecanica semelhantes com os tecidos 6sseos,
0 que pode efetivamente prevenir a osteonecrose e a deformidade da osteogénese ao
redor do implante (DEROME et al., 2014).

Em geral, ambos os materiais apresentam uma estrutura porosa perfurada
interna, o que em biomateriais € benéfico para a adeséo, proliferacéo e diferenciacao de
células-tronco mesenquimais. A estrutura porosa também fornece uma alta area de
fixacdo interfacial para vascularizagdo e crescimento 6sseo, promovendo a fixagao

biolégica de implantes e osso (LI et al., 2014).

Apesar de encontrar uma série de investigagdes na literatura, a porosidade ideal
e o tamanho dos poros dos implantes para o crescimento 6sseo ainda nao sao bem

compreendidos. Em um estudo feito por CHEN et al., (2020), a estrutura porosa ideal
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em termos de porosidade e tamanho de poro de um andaime SLM Ti6Al4V ELI para
implantes biomédicos foi explorada. Foram preparados varios andaimes com tamanhos
de poros de 500, 600 e 700 uym e porosidades de 60% e 70%, e experimentos in vitro e
in vivo foram realizados para avaliar o desempenho biolégico dos andaimes porosos. O
material que apresentou os melhores resultados foi aquele com porosidade de 60%. No
presente trabalho, o material em que se obteve maior adesao celular € o Andaime 1, que
possui porosidade de 72,97%, o que sugere que os andaimes de gelatina - HA devem
apresentar porosidade inferior a 80%, e possivelmente a porosidade 6tima poderia ser

menor do 70%.

Os valores de pH registrados no inicio do teste (Figura 19) permaneceu neutro.
No entanto, foi observada uma pequena diminui¢do no pH. Os menores valores foram
com 120 minutos, com um média de 7.1, e os maiores foram com 5 minutos, com média
em 7.5. Nos dias subsequentes do experimento, o pH dos andaimes mantiveram-se
acima de 7.5 e estabilizaram no 4° dia de experimento, com média em 7,6 como pode

ser visto na Figura 20.

Ao reticular os hidrogéis, uma solugao de acetona - agua (80:20) foi usada como
solvente, o pH da acetona naturalmente estd em uma faixa de acido de 5 a 6 (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2012). Terminado o processo de reticulagdo, € realizado um
processo de neutralizagao e limpeza do material com etanol 96%, etanol 70% e agua

destilada.

O PBS usado para o teste estava em um pH neutro de 7.4. Conforme evidenciado
na Figura 19, inicialmente ambos os andaimes tendem a descer levemente o pH do PBS.
No entanto, com o passar dos dias, conforme mostrado na Figura 19, o pH se estabiliza
e tende a ser neutro, com um leve aumento de pH. A tendéncia inicial da leve diminuicao

de pH é atribuida a residuos de acetona dentro dos andaimes.

Um microambiente neutro é essencial para a preservacao e colonizacao precoce
das células na ET. Além, ambientes alcalinos favorecem o crescimento de células
osteoblasticas (LIU et al., 2018; SHEN et al., 2012). Por exemplo, GALOW et al., (2017)

relataram que, em condigbes alcalinas, os genes reguladores de processos de
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diferenciagao osteoblastica sdo ativados com aumentos aproximados de 130% e 230%
em pH 7,8 e 8,4, utiizando os dados de pH 7,4 como referéncia, acelerando sua

operacao resultando em mineralizagao significativa apds 21 dias de estudo.

O comportamento de swelling € um dos parametros mais importantes para avaliar
a aplicabilidade biomédica. Uma taxa mais alta de swelling normalmente resulta em uma
maior area de superficie para a difusao de bioativos no ambiente (HOLBACK et al.,
2011). A capacidade de swelling dos andaimes esta apresentada na Figura 21. O
andaime 1 foi o que apresentou menor razdo de swelling em todos os tempos
experimentais. Cada um dos andaimes liofilizados pesava 20 mg, antes de serem
imersos no PBS. Entre os tempos de 0,5 h e 24 h, o andaime 1 apresentou um aumento
de 123% em seu swelling, enquanto o andaime 2, na mesma variagdo de tempo,
apresentou um aumento de apenas 5%. Este aumento € muito baixo, além disso, no
caso do andaime 1, durante os primeiros 30 minutos em contato com o PBS, atingiu 90%
do seu limite de swelling e o andaime 2 atingiu praticamente 100%. Inicialmente, seria
esperado um aumento linear entre a propor¢ao de swelling e o tempo de imersao ate
atingir o equilibrio, entdo infere-se que o equilibrio foi alcangado durante os primeiros 30

minutos de imersao dos andaimes em PBS.

Além disso, ao finalizar as 24 horas, os andaimes 1 e 2 apresentaram taxas de
swelling de 1817,16% e 1506,11%, respectivamente com uma diferenca entre os dois de
313,05%. O grau de reticulagédo de cada andaime teve um efeito evidente no equilibrio
de swelling dos compositos. Descobrindo que a proporgéo de swelling dos andaimes de
HA e gelatina diminuiu com o aumento do grau de reticulacdo. Este resultado esta de
acordo com os da literatura (CUI et al., 2015; RAGOTHAMAN et al., 2014; YANG et al.,
2013).

O estudo de degradacdo dos andaimes monitora a perda de massa em fungéo do
periodo de incubacdo. As curvas de degradacdo estdo representadas na Figura 22. E
necessario garantir que a degradagao do nanocompasito néo seja muito rapida, pois isso
nao favorece a integridade do andaime antes da regeneragao do novo tecido. O agente
de reticulagéo EDC foi usado a 0,7% p/v, estudado e definido como étimo para modificar

a estrutura da gelatina de modo que sua reticulagao fosse significativa o suficiente para
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melhorar as propriedades mecanicas e a liberagdo do farmaco com um perfil de
degradacao suficientemente lento para a estrutura de suporte necessaria na
regeneragao 6ssea. Observou-se que os compdsitos bem reticulados permaneceram por

varios meses.

Na pratica, o hidrogel de gelatina — HA sem o processo de reticulagao dissolveu-
se completamente em solucao de PBS dentro de 1 h. Em contraste, quando o material
foi reticulado com EDC, no teste feito durante 90 dias, os andaimes mantiveram suas
estruturas na solugdo de PBS com uma perda de massa de 30 e 34% de andaime 1 e 2
respectivamente, a partir da absorgdo maxima de agua atingida no dia 3 do teste, ou que
verifica que a reticulacao realizada proporciona ao sistema maior estabilidade mecanica

e estabilidade quimica.

Na Figura 23 observa-se a perda de massa dos andaimes em relagdo ao tempo
em que sao submersos em uma solugao enzimatica de colagenase tipo | (30U/mL) em
tampao Tris/HCI 50 mM contendo CaCl2 5 mM (pH 7,4).

Em relacdo a biodegradagao dos andaimes depois de 7 dias (Tabela 12) é
evidente que os andaimes sem farmaco apresentaram um perfil de degradagao extremo.
7 dias apos o inicio do teste, a perda de massa dos andaimes 1 e 2 foi de 49 e 35%,
respectivamente. No entanto, os andaimes que apresentaram diferentes concentragdes
de doxiciclina tiveram uma biodegradagao que variou de 29 a 14%, pois a doxiciclina
inibe a atividade colagenolitica das metaloproteinases de matriz (MMP), a qual degrada
a matriz extracelular de colageno (CARVALHO et al., 2022). O processo de degradagao
dos andaimes 1 e 2 € devido a quebra das ligagdes amida no peptideo de colageno
causada pela enzima colagenase (TZAFRIRI et al., 2002). No entanto, a doxiciclina ao
inibir a atividade colagenolitica das MMPs, protege a matriz de doxiciclina de ser

suscetivel a degradacgao rapida.

Adicionalmente, estudos mostram que baixas doses antimicrobianas de
doxiciclina inibiram a atividade colagenolitica das MMPs na desmineralizagéo da dentina
e modularam a expressado de citocinas inflamatérias, que causa uma diminui¢do na
periodontite (CASTRO et al., 2015; HENRIQUE et al., 2021). Além disso, a doxiciclina
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melhora outros processos inflamatorios, como doencgas de pele e feridas cronicas
(CAPRIO et al., 2015).

Os andaimes de nanocompadsitos de gelatina — HA reticulados podem encontrar
seu potencial na entrega de moléculas bioativas e na obtencao de efeitos terapéuticos.
Como um primeiro passo para a aplicagao de liberacdo de farmacos dos andaimes, a
doxiciclina foi carregada e reticulada, e o perfil de carregamento de farmaco foi

investigado (Figura 24).

O derivado carbodiimida (EDC) escolhido como agente de reticulagdo neste
estudo é muito mais seguro em termos de toxicidade do que o glutaraldeido
convencionalmente utilizado na reticulagdo da gelatina, pois n&o deixa subproduto
durante a reticulagao (GRABAREK; GERGELY, 1990).

Quando as redes de gelatina — HA foram mal reticuladas (com muito pouco agente
de reticulagao), os andaimes nao conseguiam capturar o farmaco com eficiéncia; em vez
disso, a mesma rede de gelatina — HA, enquanto aprisionava o farmaco, liberava-o na
solugéo de reticulagdo devido a sua estrutura frouxa. O derivado carbodiimida (EDC),
como agente reticulante, atuou para unir os grupos carboxila e amina nos aminoacidos
da gelatina e formou ligagdes mais longas para formar cadeias amidas (GRABAREK;
GERGELY, 1990). Com isso, a rede de gelatina ficou mais forte quimica e termicamente,
e mais compacta estruturalmente. Com o aumento do EDC em até 0,7% p/v, 0 compésito
teve uma estabilidade na quantidade de captura e liberacdo do farmaco em ambos os
andaimes, mas com mais adicbes de reticulante sdo observadas alteracoes
insignificantes, para as quais nao faria sentido reticular os materiais com mais de
0,7% p/v.

Lembrando que a diferenga entre o andaime 1 e 2 é a quantidade em massa de
hidrogel adicionado em relagdo ao volume do solvente no momento da reticulagao, sendo
1%p/v e 5% p/v respectivamente, observa-se que o andaime 1 apresenta maior
quantidade de farmaco que andaime 2. Isso se deve ao fato de que a porcentagem do

reticulante e a porcentagem de farmaco também dependem da porcentagem de solvente,
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para o qual andaime 1 tem contato com maior quantidade de EDC e farmaco, em relagcéo

ao Andaime 2.

Analisando os resultados da liberagdo de Doxiciclina mostrados na Figura 25, o
sistema mostra um perfil de liberagdo pronunciada com aproximadamente 60% do
conteudo total do medicamento liberado nas primeiras 3 horas da liberagao de doxiciclina

nos andaimes, a liberagao se estabiliza apds 12 horas.

O perfil de liberacao do farmaco é afetado principalmente pela absor¢ao de fluidos
e degradacdo da gelatina presente no andaime. Primeiro, os farmacos devem ser
liberados por difusdo, quando o andaime absorve mais fluidos e incha mais, os farmacos
se difundem mais facilmente. Em segundo lugar, os farmacos sao liberados diretamente
pela perda de material e, nos nanocompdsitos de gelatina — HA, a perda de material
ocorre tanto pela degradacao da gelatina quanto pela liberagdo i6bnica de HA (KAMALY
et al., 2016).

A liberagdo do farmaco dos andaimes parece seguir a perda de material. No
entanto, embora a perda de material tenha sido praticamente insignificante nas primeiras
100 horas do teste de degradacgao (Figura 22), a liberagao do farmaco apresentou uma
taxa reduzida com o tempo, confirmando que a liberagdo do farmaco nao resultou
diretamente da perda de material, mas depende em grande parte do mecanismo de
difusdo. Praticamente, em comparagdo com a quantidade degradada de andaimes, a
liberacdo do farmaco foi muito maior: quando reticulado com 0,7% de EDC, a perda de

massa foi inferior a 1%; no entanto, a quantidade de doxiciclina liberada foi de 85 a 95%.

Polimeros biodegradaveis como acido poli-latico, gelatina ou quitosana sao
utilizados como matrizes para particulas ceramicas ou como adjuvante para cimentos de
fosfato de calcio. O uso desses polimeros pode introduzir uma biodegradacgao / liberagéo
de farmacos sob medida para o material ceramico (HABRAKEN et al., 2007). Os
andaimes de nanocompadsitos de gelatina HA exibiram um perfil de liberagédo de farmaco
bem controlado, mostrando uma liberagao de farmaco dependente de sua carga. Quando

a adicao inicial da doxiciclina foi normalizada, o perfil de liberacao foi quase idéntico. Isso
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€ de especial importancia na liberacdo de farmacos, pois a liberagdo exata pode ser

controlada simplesmente alterando a quantidade da sua carga.

Quando analisada a atividade antimicrobiana o Staphylococcus aureus é a
principal causa de infeccdo bacteriana em humanos, causando desde infecgdes de
tecidos moles até pneumonia, sepse e sindrome do choque séptico (DIEKEMA et al.,
2001). A penetracao em tecidos mais profundos é produzida por procedimentos invasivos
em ambientes de saude, como a introducao de préteses artificiais, gerando processos
infecciosos crénicos como a osteomielite (EIFF et al., 2005; GREENLEE-WACKER et al.,
2022; KENNEDY et al., 2010), levando em consideragdao as informagdes acima, esta

bactéria foi escolhida para realizar o teste de inibicao bacteriana.

O estudo do crescimento bacteriano em diferentes concentragdes de doxiciclina
em cada um dos andaimes esta mostrado na Figura 26 e a faixa de concentragao
inibitéria na Tabela 14. Em termos gerais, € evidente que a concentragao inibitoria
minima de doxiciclina dentro dos andaimes € inferior a 1 ppm, especificamente em uma

faixa entre 0,8 e 0,2 ppm.

De acordo com a Figura 25 pelo menos 1 ppm € liberado em todos os tempos
analisados (24 — 48,48 — 72 e 72 — 96 horas), 0 que garante que a concentragdo minima
inibitoria (CMI) seja mantida ao longo do tempo. Essa concentragdo encontrada € melhor
do que a relatada em outros estudos como KAZEK-K et al., (2020), onde a CMI da
doxiciclina para S. aureus é de 1 ppm, 0 que garante que, com o tempo, a doxiciclina

liberada sera suficiente para manter a inibicdo bacteriana.

Os testes de MTT feitos com as duas diluigcdes nos fibroblastos L929 avaliadas 24
horas depois de contato (Figuras 27 e 28). Os graficos mostraram que nenhum dos
andaimes apresentaram toxicidade paras as linhagens celulares. Os resultados obtidos
mostram mais de 87% de citocompatibilidade dos andaimes com as células,
apresentando grau 1 ou 0 de citotoxicidade de acordo com a ISO 10993-5, disposta na
metodologia de (XIAO et al., 2018).

A baixa citotoxicidade dos andaimes em relacdo aos fibroblastos se torna

importante visto que essas células chegam ao local da lesdo nos estagios iniciais e
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proliferam rapidamente, levando a cicatrizagdo (HINZ et al., 2007). As células L929 ja
foram testadas previamente em outros andaimes e hidrogéis contendo os componentes
usados e componentes similares aos usados nos andaimes, e os resultados foram
similares aos obtidos neste experimento (KARNA et al., 2001; SHANMUGANATHAN et
al., 2008)

Em um estudo de Shanmuganathan, Shanumugasundaram e Adhirajan, (2008);
foram desenvolvidas microesferas de quitosana carregadas com doxiciclina, o ensaio de
MTT em fibroblastos mostrou que as microesferas carregadas com doxiciclina podem
melhorar o percentual de viabilidade celular em relagdo ao farmaco puro, por gerar uma

liberacao controlada do farmaco.

A viabilidade dos materiais em pré-osteoblastos avaliados nos testes de MTT
feitos com as duas dilui¢des avaliadas 24 horas depois de contato (Figuras 29 e 30). Os
testes de MTT feitos com as duas diluicbes nos pré-osteoblastos MC3T3 mostraram que
nenhum dos andaimes apresentaram toxicidade para as linhagens celulares. Os
resultados obtidos mostram mais de 82% de citocompatibilidade dos andaimes com as
células, apresentando grau 1 ou 0 de citotoxicidade de acordo com a ISO 10993-5,
relatada na metodologia de (XIAO et al., 2018).

A hidroxiapatita e outras bioceramicas de fosfato de calcio sdo importantes para
o reparo 6sseo devido a sua excelente biocompatibilidade e bioatividade (HABRAKEN
et al., 2007). As células MC3T3 ja foram testadas previamente em outros andaimes e
hidrogéis contendo doxiciclina, HA pura ou substituida, gelatina e outros componentes
similares aos usados nos andaimes, e os resultados foram similares aos obtidos neste
experimento (BEERAN, 2021; CHEN et al., 2019; SATHIYAVIMAL et al., 2019).

Os resultados positivos foram os esperados, pois os materiais utilizados para a
fabricagdo dos andaimes ja se mostraram biocompativeis, além disso, uma das principais
razdes pelas quais os graus 0 e 1 de citotoxicidade foram obtidos tanto em fibroblastos
L929 quanto em pré-osteoblastos MC3T3 é devido a liberagao controlada de doxiciclina.
Quando a doxiciclina é usada como farmaco puro, ha uma diminuic&do significativa na
viabilidade celular acima de 200 ug (SHANMUGANATHAN et al., 2008).
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O teste de MTT complementar em pre-osteoblastos MC3T3 avaliado 4 dias depois
de contato do eluato com as células é mostrado na Figura 31. Fica evidente que os
andaimes sem doxiciclina 1 e 2, juntamente com os andaimes 1.1 e 2.1, que liberaram
48,71 e 40,76 ppm de doxiciclina, respectivamente, continuam apresentando baixa
citotoxicidade, com grau 1 de acordo com a ISO 10993-5. No entanto, os materiais que
possuem maior quantidade de farmaco (Andaimes 1,2, 1,3, 2,2, 2,3), apresentam baixa
viabilidade celular em uma faixa entre 19,6% e 63,7% com graus de citotoxicidade entre
2e4.

O material mais citotéxico € o andaime 1.3, onde o eluato de 10 mg/mL apresentou
concentragao de farmaco de 96,95 ppm (Tabela 13). A citotoxicidade é verificada nas
micrografias celulares representadas nas Figuras 33 e 34, onde as células em estado de
apoptose sao visualizadas nos andaimes 1.2, 1.3, 2.2, 2.3 possivelmente devido a
quantidade de doxiciclina presente nos andaimes. Estudos mostram que altas
concentragdes de doxiciclina podem diminuir a viabilidade celular (SHANMUGANATHAN
et al., 2008).

Nas micrografias celulares muitas prolongagdes citoplasmaticas podem ser
visualizadas em ambas as células. As MC3T3 exibiram morfologia espalhada
caracteristica de adesado celular adequada, e muitos prolongamentos citoplasmaticos
segundo a literatura. Em geral, é evidente que a doxiciclina ajudou a obter uma maior
proliferacdo comparando as sec¢des B, em relacdo as secdes A em ambas as variagdes
do material. Sendo B o0 andaime com menos concentracao de doxiciclina e A, o andaime

utilizado como controle que n&o contém farmaco.

A adeséo de osteoblastos sobre um material desenvolvido para aplicacdo 6ssea
€ um passo fundamental para ancorar a interface do material ao osso. Os andaimes
utilizados como controle (Segéo A das Figuras 33 e 34) apresentam células alongadas e
diferenciadas, o que indica que o andaime, sem a necessidade de farmaco, € um
potencial para regeneracgao tecidual, pois cumpre sua fungdo de adesao celular e por
sua vez ajudar na proliferagao celular. Esse resultado era esperado, devido ao fato das
particulas de HA estarem em tamanho nanométrico, permitindo uma maior area

superficial das células com a ceramica (HUANG; GUI, 2019), para os quais a interagao
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€ maior e isso também oferece maior adesao celular. Esse resultado esta de acordo com
os resultados relatados por Eren et al., (2019); & Ma et al., (2021).

A proliferagdo também esta relacionada ao efeito da HA dentro das matrizes
poliméricas, os ions Ca?* Mg?* e HPO4% s&o cruciais para o metabolismo das células
Osseas (osteoblastos e osteoclastos) (ZALEWSKA et al., 2022). O Ca?* ativa a express&o
de proteinas relacionadas ao osso (como osteopontina e sialoproteina 6ssea) que sao
mediadas por canais e quinases dependentes de calcio especificos. Este mecanismo
aumenta a diferenciagao dos osteoblastos (PARK, 2010). Outra possibilidade é o efeito
da gelatina na proliferag&o celular, isto porque € um componente degradavel do colageno
sendo biocompativel e sua capacidade de se ligar e ancorar células (LIAO et al., 2011;
PETER et al., 2010). Tanto a HA quanto o colageno séo os principais componentes da

MEC nos ossos, usados para regular a morfologia e a fungao celular (DONG et al., 2022).
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2.8. Conclusoes

Segundo as andlises feitas no primeiro capitulo, foi verificado que o
desenvolvimento da area de biomateriais e sistemas de liberacdo controlada de
farmacos é de grande relevancia econdmica e social. A produgao cientifica
mundial na area de biomateriais esta crescendo. Contudo, verificou-se que o
Brasil ndo exerce um papel protagonista dentro da producgao cientifica e patentaria
nessa area, No entanto, o Brasil tem aumentado anualmente no Global Innovation
Index (Gll), pelo qual pode-se observar que o pais vem implementando recursos
para melhorar sua capacidade de inovacao, o qual pode ser uma abertura para

ser um pais com maior produgao de bens para a saude.

De modo geral, € hora de acelerar o desenvolvimento tecnolégico e aumentar a
inovacgao para agregar valor a produgao econdémica nacional no setor de servigos,
ja que tem pouco valor agregado e pouca interagdo com o setor industrial.
Internacionalmente os paises tém interesse na producao de bens para a saude
no Brasil, o que pode gerar para o pais oportunidades de geracao de renda e

melhora econbmica interna.

Com base nos dados obtidos no segundo capitulo, € possivel concluir que se
desenvolveu um composito de materiais poliméricos e ceramicos, gelatina-
hidroxiapatita com propriedades biocompativeis de uma estrutura biomimética de
0SS0, ideais para a regeneracgéo tecidual, tais como: porosidade, pH, degradacgéao,
e swelling, verificando que os andaimes desenhados em conjunto com a
incorporagao de doxiciclina geram uma maior proliferacdo em células pré-
osteoblasticas. Assim, os andaimes formados por compdsitos uma boa alternativa
para o desenvolvimento de novos andaimes para o desenvolvimento de tecidos e

carregamento de farmacos.

As caracteristicas fisico-quimicas individuais dos materiais favoreceram uma
estrutura material termoestavel, com perfis de liberagdo do farmaco e degradacéo

compativel com o tempo de regeneracgéo 0ssea.
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A adicdo de doxiciclina no andaime € vantajosa visto que inibiu a atividade
colagenolitica das MMPs, resultando em um material mais estavel na
biodegradagao enzimatica, obtendo-se andaimes com perfil de degradagao
adequado para regeneracgao 6ssea. Além disso, o material mantém a CMI do S.
aureus o que resulta em um andaime com efeito antimicrobiano desejavel na

engenharia de tecidos.

Os andaimes formados pela adigdo de reticulante 0.7%p/v com adicdo de
hidrogel de gelatina — HA 1% p/v e doxiciclina 0.3% p/v formou uma estrutura
mais rigida e estavel a degradacdo. Da mesma forma, essa superficie dos
compositos favoreceu positivamente a proliferagdo, mostrou maior viabilidade e

adesao celular de pré-osteoblastos.
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