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RESUMO

Vérias doencas afetam a integridade do tecido periodontal causando a destrui¢do do
tecido conjuntivo e das células. O objetivo da regeneracdo periodontal € a restauracdo
do periodonto a sua forma e fungéo originais. A engenharia de tecidos usando células do
ligamento periodontal humano (PDLH) cultivadas em membranas compostas de
polimeros e vidro bioativo (VB) é uma possivel estratégia. Sabe-se que o efeito do VB
pode ser aumentado em escala nanomeétrica. As preparacées de membranas com base
em quitosana (QUI) com outros biomateriais, tais como o alcool polivinilico (PVA),
polietileno glicol (PEG), policaprolactona triol (PCL-T) e as nanoparticulas de vidro
bioativo (VBNP) podem ser promissoras em relacdo &s propriedades mecanicas,
proliferagdo celular e particularmente a adesdo celular. Com esse objetivo, nesse
trabalho, células PDLH foram extraidas de dentes com indicacdo ortodbntica para
extracdo. Observou-se a expressdo de periostin, osteocalcina (OC), fosfatase alcalina
(ALP), colageno o I (COL a I), F-Spondin, CP-23 e fator de transcri¢do relacionado a
Runt- 2 (RUNX2) através de RT-PCR. Além disso, as células expressaram o0s
marcadores de células-tronco CD105 e CD166. Em uma segunda etapa, foram
desenvolvidas membranas compositas de QUI / PVA / PEG / PCL-T com adic¢éo de 0%,
5% e 10% de VBNP. As amostras foram caracterizadas por microcopia eletronica de
varredura (MEV), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
difracdo de raio X (DRX), ensaios mecanicos, angulo de contato, ensaio de degradacdo
e bioatividade "in vitro". As membranas com adicdo de 5% e 10% de VBNP
apresentaram aumento significativo da resisténcia mecanica e diminuicdo do angulo de
contato. Além disso, houve um aumento significativo na viabilidade celular,
proliferacdo celular e atividade de ALP em células HPDL quando em contato com as
amostras contendo VBNP. Os resultados acima indicam que é possivel estabelecer uma
cultura celular primaria a partir de celulas do ligamento periodontal humano e que
provavelmente existem células-tronco mesenquimais nessa cultura. Além disso,
sugerem que a introducdo de VBNP acrescenta caracteristicas interessantes nas
membranas compdsitas criando um adequado ambiente para o cultivo e proliferagdo de
células PDLH, o que, representa um passo promissor para o desenvolvimento de

melhores biomateriais para a regeneracdo periodontal.
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Palavras chave: Regeneracdo Periodontal, Nanoparticulas de Vidro Bioativo,

quitosana.
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ABSTRACT

Several diseases affect the integrity of periodontium causing the destruction of the
connective tissue and cells. The biologic goal of periodontal regeneration is restoration
of the periodontium to its original form and function. Tissue engineering using human
periodontal ligament cells (HPDL) cultured on composite membranes polymer and
bioactive glass (BG) is a possible strategy. It is known that the effect of BG can be
enhanced in the nanoscale. Preparations of membranes based on chitosan (CHI) with
other biomaterials such as polyvinyl alcohol (PVA), polyethylene glycol (PEG),
polycaprolactone triol (PCL-T) and bioactive glass nanoparticles (BGNP) may be
promising regarding mechanical properties, cell proliferation and particularly cell
adhesion. For this purpose, in this work, HPDL cells were extracted of teeth with
orthodontic indication for extraction. It was observed the expression of periostin,
osteocalcin (OC), alkaline phosphatase (ALP), collagen ¢ 1 (COL I a)), F-Spondin and
RUNX2 by RT-PCR. In addition, the cells expressed stem cell markers CD105 and
CD166. In a second stage, composite membranes CHI / PVA / PEG with the addition of
0%, 5% and 10% of VBNP were developed. The samples were characterized by
Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
diffraction of x-ray (XRD), mechanical tests, contact angle, degradation assay and
bioactivity test "in vitro". Samples with the addition of 5% and 10% VBNP showed a
significant increase in strength and decrease in contact angle. Also, there was a
significant increase in cell viability, cell proliferation and ALP activity in HPDL cells
when in contact with composite membranes containing VBNP. The results described
above indicate that it is possible to establish a primary cell culture from human
periodontal ligament cells and mesenchymal stem cells probably exist in this culture.
Moreover, they suggest that the introduction of VBNP added interesting characteristics
in composite membranes creating a suitable environment for the culture and
proliferation of cells HPDL, which is a promising step for the development of improved

biomaterials for periodontal regeneration.

Keywords: Periodontal Regeneration, Bioactive glass nanoparticles, chitosan



1. INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é caracterizada por uma inflamacdo que leva a destruicdo
das estruturas de suporte dos dentes e é a principal causa da perda do elemento dentario.
Dados cientificos evidenciam a conexdo entre as periodontites com o surgimento e
agravamento de outras doencas sistémicas [1-3]. A DP é um caso de saude publica e o
desenvolvimento de terapias efetivas para o tratamento e regeneracdo do tecido

periodontal é uma das metas da comunidade cientifica na area odontologica [4].

Um dos desafios na terapia regenerativa periodontal é a dificuldade de induzir a
regeneracdo de um complexo aparato composto de tecidos mineralizados como 0 0sso,
cemento e de tecidos moles como gengiva e ligamento periodontal. A perda de um
desses tecidos pode levar ao comprometimento da funcdo e a perda do elemento
dentario [5;6]. Apesar de varios avancos na terapia periodontal, uma completa

regeneracdo das diversas estruturas que compdem o periodonto ainda é impossivel [5;7].

A regeneracdo ideal do tecido periodontal requer a restauracdo dos tecidos duros e
moles na sua arquitetura e funcionalidade. Atualmente existem varios estudos
direcionados para a terapia periodontal como a regeneracdo tecidual guiada, terapia
celular, aplicacdo de fatores de crescimento e proliferacdo celular. Essas pesquisas
também demonstram que o tipo de células que proliferam nas lesdes periodontais é que
determina se havera cicatrizacdo ou regeneracdo. Quando células progenitoras
mesenqguimais proliferam pode ocorrer uma regeneracdo coordenada de tecido 0sseo,
cemento e ligamento periodontal (LP) [8]. Porém, se houver proliferacdo de céelulas do
epitélio oral, fibroblastos ou osteoblastos pode haver crescimento do epitélio juncional,

reabsorcao 6ssea ou anquilose respectivamente [7].

Estudos sugerem que o LP consiste de diferentes células em estagios variados e que
algumas dessas células quando necessario, podem se diferenciar em cementoblastos,
osteoblastos ou fibroblastos do LP [9]. Algumas dessas células exibem caracteristicas
de células estaminais mesenquimais como: (i) potencial de auto renovagdo e (ii)
capacidade de diferenciagdo em vérias linhagens [10]. Esses dados sugerem a
importancia das células progenitoras mesenquimais do LP na regeneracdo do tecido

periodontal lesionado. Portanto a criacdo de modelos de estudos envolvendo células do



tecido periodontal sinaliza como uma importante ferramenta para o entendimento de

mecanismos para a regeneragéo periodontal.

Desde que Seo e colaboradores em 2004 isolaram com sucesso células tronco do tecido
periodontal ( PDLSCs ) a partir de terceiros molares impactados, muitas pesquisas tém
sido realizadas nessa &rea [10;11]. PDLSCs sdo consideradas células tronco
mesenquimais por causa de sua morfologia, fenotipo e carater proliferativo, além disso,
PDLSCs expressam marcadores de superficie de células tronco, tais como CD73,
CD105, CD90, CD45, CD14, CD166 entre outros. Células tronco mesenguimais do
tecido periodontal tém demonstrado capacidade de se diferenciarem em osteoblastos,
adipdcitos, condrécitos e células neurais ‘In Vitro’ [12]. Entretanto, 0os mecanismos
biomoleculares que comandam a diferenciacdo dessas células ainda continuam

obscuros.

Baseada na teoria contemporanea da engenharia de tecidos, a regeneragédo periodontal
depende de quatro elementos criticos: (i) células; (ii) suporte de um biomaterial; (iii)
sinalizacdo molecular adequada e (iv) irrigacdo sanguinea [13;14]. A area odontoldgica
vem desenvolvendo indmeros projetos na area da engenharia de tecidos principalmente
utilizando cultivos celulares e o desenvolvimento de biomateriais. Isso se justifica ja
que a perda do elemento dentario pode acarretar problemas como movimento dos dentes
remanescentes, dificuldade na fonacdo e na mastigacao, desequilibrio na musculatura,

comprometimento da estética, que pode levar a perda da autoestima [15].

Por essas razfes, varios biomateriais tém sido investigados para a utilizagdo na
engenharia de tecidos. Alguns destes materiais sdo denominados matrizes, que sédo
dispositivos utilizados como suportes que promovem a proliferacdo e o crescimento
celulares, fornecendo um ambiente estavel ao cultivo celular [16]. Estas matrizes devem
sustentar o crescimento celular, e apresentarem propriedades mecénicas condizentes
com o tecido a ser reconstruido, induzir respostas celulares mais rapidas ou ainda
possuirem intrinsecamente propriedades diretamente relacionadas com a remodelagem

dos tecidos vivos [17].

Nos ultimos anos, a pesquisa de biomateriais funcionais tem sido dirigida para o
desenvolvimento de matrizes. Neste sentido, uma atencdo consideravel tem sido dada

para os biomateriais a base de quitosana (QUI). Este polimero tem sido amplamente



estudado para aplicagbes industriais baseadas na formacéo de filmes, fibras e nos
estudos de suas propriedades bioldgicas e mecéanicas. A QUI é um polimero obtido
principalmente a partir da desacetilacdo alcalina da quitina a qual € um dos principais
constituintes das conchas de crustaceos, dos exoesqueletos de insetos e da parede
celular de alguns fungos onde fornece resisténcia e estabilidade [18-21]. Ela tem
propriedades interessantes para aplicacdo em engenharia de tecidos tais como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, acelera a recuperacao de lesdes, reduz o nivel
do colesterol sanguineo, estimula os efeitos do sistema imunoldgico, além de ter se
mostrado um composto bacteriostatico e fungistatico, bem como, os produtos de sua

degradacdo, as glicosaminas, ndo serem toxicas em organismos vivos [22].

Na area odontologica, a QUI foi apresentada primeiramente na forma de gel, obtida a
partir de diferentes granulacbes e concentracbes do pé da quitosana, e passou-se a
avaliar a possibilidade de sua utilizagdo em sitios cirdrgicos ou em terapia periodontal
ndo cirurgica [23]. Os polimeros de QUI vém sendo testados com sucesso no tratamento
de lesGes Osseas periodontais e defeitos 0sseos, sucesso esse representado pela
neoformacdo dssea observada histologicamente ou ainda por parametros clinicos, como

profundidade de sondagem e sangramento a sondagem [24].

Possiveis preparacGes de matrizes a base de QUI com outros biomateriais, tais como o
alcool polivinilico (PVA), polietileno glicol (PEG), policaprolactona triol (PCL-T),
colageno, gelatina, hidroxiapatita (HA) e vidro bioativo (VB) podem ser promissores
com relacdo as propriedades mecénicas e de adesdo celular. Uma possivel alternativa
para se produzir filmes a base de QUI com melhores propriedades pode ser a mistura
com polimeros sintéticos como, por exemplo, o PVA. Este é um polimero sintético, ndo
toxico, solivel em agua, que possui excelente propriedade formadora de filme, além de
apresentar excelente transparéncia, consisténcia macia quando na forma de membrana.
[21;25].

Um grande desafio em relacdo a QUI consiste em obter um material que resista de
forma controlada a degradagdo em ambiente fisioldgico. Com o objetivo de melhorar as
propriedades mecénicas e variar a taxa de degradacdo deste polissacarideo utiliza-se a
mistura da mesma com reticulantes quimicos; que permitem a formacdo de ligacOes

cruzadas com a cadeia polimérica principal, favorecendo a obtencdo de redes [26]. O



glutaraldeido € um agente reticulante normalmente usado na formacdo de redes de
polipeptidios e proteinas devido a reatividade dos grupos aldeidos [27]. Entretanto, sua

utilizacdo é muito questionada em relacdo a sua toxicidade para aplicacdes biomedicas.

Uma alternativa para substituicdo de reticulantes quimicos € a utilizacdo de polimeros
tais como PCL-T e PEG, que tém grupos hidroxila na sua composicdo e quando
adicionados a rede de hidrogel da quitosana sdo capazes de atuar como agentes de
reticulacdo fisica e / ou quimica, atraveés da formacdo de ligacbes de hidrogénio e
através de ligacbes covalentes respectivamente. PCL-T e PEG sdo materiais
biocompativeis e tém sido utilizados em varios produtos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA). O PEG é um poliéter flexivel, ndo ibnico, e hidrofilico. Este
polimero é comumente usado em uma ampla gama de formulagbes intravenosas
humanas, sendo considerado imunologicamente seguro, pois é eliminado do corpo
intacto pelos rins. PCL-T é um poliéster semelhante a poli (e-caprolactona), entretanto
sua massa molar é mais baixa e os trés grupos hidroxilas terminais conferem maior
caréater hidrofilico a este polimero, tornando-o um bom candidato a agente plastificante.
Varios testes ‘In vitro’ e ‘In vivo’ da sua biocompatibilidade foram realizados,

resultando em aprovacéo pela FDA [28].

Outra opgdo, para melhoria das propriedades fisicas e bioldgicas de filmes de QUI é a
introducdo de uma fase bioativa utilizando vidro bioativo nanoparticulado (VBNP). Os
vidros bioativos (VBs) desenvolvidos nas Gltimas décadas tém apresentado interessantes
propriedades principalmente quando aplicados como alternativa para reparo de partes de
tecidos mineralizados. Eles sdo diversamente utilizados, tanto experimentalmente
quanto clinicamente em reconstituicdes de defeitos 6sseos e tém demonstrado estimular
a osteogénese [29-32]. Estudos ‘In Vitro’ indicam que os VBs sdo biocompativeis e
bioativos. ‘In Vivo’ sua habilidade em se unir ao tecido 6sseo é atribuida a formacao de
uma camada de HA carbonatada sobre a superficie do vidro em contato com fluidos
corporeos e durante a cristalizagdo dessa camada pode ocorrer a mineralizagdo de fibras
colagenas, promovendo dessa forma uma firme unido entre a interface osso e
biomaterial [32;33].

Outra importante caracteristica dos VBs é que quando em contato com fluidos

corporeos ou em solucgdes fisioldgicas eles rapidamente liberam silicio, devido a trocas



ibnicas com H+ e H30+, causando alcalinizagdo do meio. A alteragcdo na concentragao
de H+ pode influenciar profundamente o metabolismo celular, pois ocorre um aumento
do pH do meio, 0 que no caso dos osteoblastos e cementoblastos parece ser favoravel,

pois pesquisas demonstraram aumento da proliferacdo celular [34-37].

Portanto a introducdo de uma fase bioativa utilizando VB em membranas de QUI
levando a obtencdo de um material compdsito pode significar uma proposta promissora
para a engenharia de tecidos. Uma alternativa para a introducdo da fase bioativa seria na
forma de particulas de tamanho nanométrico. Tem sido demonstrado que materiais em
nanoescala apresentam uma maior biocompatibilidade e bioatividade [38]. Varios
estudos relatam novos sistemas baseados em compdsitos biopoliméricos contendo
VBNP [38-41]. O aumento da area de superficie especifica e volume de poros do vidro

bioativo podem acelerar o processo de deposi¢cdo de HA [42;43].

Considerando que a caracterizacdo de células PDLH e células tronco mesenquimais
podem representar novos modelos de estudo dos mecanismos biomoleculares da
regeneracdo periodontal, considerando também que o desenvolvimento de novos
materiais e aprimoramento dos ja existentes sdo ferramentas auxiliares importantes para
o tratamento de lesBes periodontais; o presente trabalho envolveu uma metodologia
multidisciplinar entre os Departamentos de Engenharia Metallrgica e de Materiais e 0
Departamento de Biofisica e Fisiologia da UFMG.

Dentro deste contexto duas metas motivaram esse trabalho; (i) estabelecimento de
protocolo para extracdo de células PDLH, caracterizacdo e confirmacdo da presenca de
células tronco no tecido periodontal; (ii) desenvolvimento e caracterizacdo de uma
membrana composita de QUI / PVA / PEG / PCL-T contendo VBNP, que servisse de
matriz para o desenvolvimento de células tronco e células PDLH. Com os resultados
obtidos nesse trabalho serd possivel modular varios pardmetros inerentes ao
desenvolvimento das membranas como; degradacdo, bioatividade, resisténcia mecanica,
analise térmica e hidrofilia. Além disso, sera possivel modular respostas celulares como
viabilidade, proliferacdo, adeséo, diferenciagéo celular e atividade da fosfatase alcalina,
que sdo parametros importantes para a utilizagdo dessas matrizes na engenharia de

tecidos periodontais, o que ressalta o carater inovador desse trabalho.



Nesse trabalho em uma primeira etapa foram desenvolvidas membranas compdsitas de
QUI, PVA, PEG, PCL-T contendo 0%, 5% e 10% de VBNP. Essas membranas foram
caracterizadas por MEV, FTIR, DRX, ensaio de tracdo, comportamento térmico, angulo

de contato, ensaio de degradacéo e estudo da bioatividade.

Na segunda etapa foram realizadas a extracdo e cultura de células do ligamento
periodontal de dentes humanos com indicagdo ortoddntica de extracdo e posterior
caracterizacdo por RT-PCR de genes tipicos do ligamento periodontal e também de
genes marcadores de células tronco mesenquimais periodontais. Na terceira etapa para
avaliar o comportamento das células do ligamento periodontal em contato com as
membranas desenvolvidas foram utilizadas diferentes técnicas de caracterizagdo
citoguimica como viabilidade celular por ensaio de resazurina, proliferacdo celular por

BrdU, técnica histoquimica de Feulgen e ensaio da atividade da fosfatase alcalina.

As variacdes em relagdo a maneira de obtencdo e caracterizagdo das células do LP e dos
tipos de biomateriais pesquisados faz com que os resultados encontrados nos diferentes
estudos de engenharia tecidual na area periodontal ndo sejam tdo esclarecedores. Além
disso, observa-se que, até o presente momento, a caracterizacao das células previamente
a implantacdo nos defeitos periodontais ndo é uma pratica comum em todos 0s
trabalhos. Portanto, torna-se necessario a realizacdo de mais estudos no sentido de se
fundamentar o real potencial regenerativo desta nova terapia periodontal baseada em

células e biomateriais.



2. OBJETIVOS
2. 1. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar fisicamente, quimicamente, mecanicamente e
biologicamente membranas poliméricas e compositas desenvolvidas para a colonizacao

com células do ligamento periodontal humano.
2. 2. Objetivos Especificos

e Desenvolver membranas compositas com composicao, flexibilidade e resisténcia
adequadas para o cultivo e futuro implante de células do ligamento periodontal

humano.

e Desenvolver um sistema polimérico de quitosana / PVA / PEG / PCL-T usando

nanoparticulas de vidro bioativo como fase de reforco

e Caracterizar fisicamente, quimicamente e mecanicamente as membranas

desenvolvidas.

e Desenvolver protocolo para o cultivo de células do ligamento periodontal
humano (PDLH).

e Analisar a presenca de marcadores de células estaminais mesenquimais na

cultura de células PDLH.

e Analisar o comportamento de células PDLH em contato com as membranas

desenvolvidas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. O Tecido Periodontal

O periodonto ¢ classificado de acordo com caracteristicas morfofuncionais: o
periodonto de protecdo que compreende o tecido gengival epitelial e conjuntivo;
periodonto de sustentacdo formado pelo tecido 6sseo chamado de osso alveolar; LP
formado por fibras coldgenas em diferentes dire¢cdes e o cemento (Figura 3.1).

Crista da
papila interproximal

Papila Interdental
(vestibular)

Epitélio juncional
Gengiva livre
Gengiva Inserida
Limite mucogengival

Mucosa alveolar
Cemento radicular
Ligamento pericdontal
Osso alveolar

Osso compacto

Oss0 esponjoso

Figura 3. 1. Esquema do tecido periodontal (adaptado de solu¢Bes.em.odontologia.com.br).

O ligamento periodontal propriamente dito (LPpd) é uma linha que varia
aproximadamente de 0,15 a 0,38mm de espessura entre 0 cemento e 0 0sso alveolar e
possui o importante papel de absorver o impacto de forgas durante a mastigacédo [44].
LPpd é formado por feixes de fibras conectivas e possui varios tipos celulares como: (i)
fibroblastos; (ii) osteoblastos; (iii) células endoteliais; (iv) células nervosas; (V)
cementoblastos; (vi) células estaminais mesenquimais e (vii) osteoclastos. Geralmente
todas as células acima citadas sdo chamadas de células PDL e é atraves dessas células
que o ligamento periodontal mantém o suporte entre o0 dente através do cemento e 0
0sso alveolar [45-47]. Os osteoblastos e osteoclastos sdo encontrados no lado 6sseo
alveolar do tecido periodontal e os cementoblastos e os restos epiteliais de Malassez na
regido radicular do dente [48;49]. Células endoteliais criam uma rica rede de
vascularizagdo e sdo encontradas através do tecido periodontal juntamente com

fibroblastos, macréfagos, células nervosas e células tronco [50].



3. 2. Células tronco do Tecido Periodontal

As células estaminais adultas estdo distribuidas em vérios tecidos adultos e s&o
responsaveis pela renovacédo dos tecidos vivos apés injarias, doencas ou envelhecimento
[51]. Além disso, possuem capacidade de autorenovacdo, viabilidade duradoura e
potencial multilinhagem, ou seja, se diferenciam em qualquer tipo celular especializado.
O corpo humano armazena varios tipos de células progenitoras. Estas células estdo
presentes em uma variedade de tecidos durante o seu desenvolvimento e podem ser
divididas em trés grandes grupos: células tronco embrionarias, hematopoiéticas e
mesenquimais. As células tronco mesenquimais (MSC- do inglés mesenchymal stem
cells) estdo presentes em uma variedade de tecidos durante o desenvolvimento e, em
adultos, elas prevalecem na medula déssea [52-54]. Estas células podem ser isoladas,
expandidas em cultura e estimuladas para se diferenciarem em o0sso, cartilagem,

musculo, tendBes, gordura e uma variedade de outros tecidos conectivos [52;53;55].

As células tronco também estdo presentes no tecido periodontal e sdo requisitadas para a
regeneracdo das estruturas periodontais em resposta a alteracbes como ferimentos,
periodontites e movimentagdes ortoddnticas [10;56;57]. Estudos recentes demonstraram
que células PDLH tém a capacidade de se diferenciarem em cementoblastos e
osteoblastos ‘in vitro’ e de regeneracdo periodontal ‘in vivo’[10]. Além disso, elas
exibiram a morfologia de fibroblastos periodontais e expressaram CD90, CD29, C44,
CD166, CD105 e CD13 que sdo identificados como precursores do estroma da medula
Ossea [58;59]. Portanto células PDLH demonstram propriedades de células tronco

mesenquimais [56;60].

Células progenitoras que podem contribuir para a reconstrucédo do periodonto perdido
tém sido associadas com a regido paravascular do ligamento periodontal [9]. Estas
células exibem caracteristicas das MSC, como auto renovacdo e capacidade de

diferencia¢do de multi-linhagens [6;10].

Nagatomo e colaboradores (2006) isolaram células do ligamento periodontal de pré-
molares e terceiros molares extraidos de humanos a fim de verificar as propriedades de
renovacao, multiplicacdo e expressdo de marcadores dessas células. Analise revelou que

essas células expressavam marcadores de células tronco CD105, CD166, e STRO-1.
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Esses resultados sugerem que as células do ligamento periodontal incluem células

tronco mesenquimais juntamente com outras celulas progenitoras [61].

Gay e colaboradores (2007) agruparam ceélulas de ligamento periodontal de diversos
pacientes, isolaram MSC do LP por citometria de fluxo pelo marcador STRO-1 e
avaliaram a capacidade de diferenciagdo ‘in vitro’ em linhagem osteoblastica /
cementoblastica destas células comparando-as com uma populacdo de MSC da medula
Ossea pela coloracdo de vermelho de Alizarina apds 48 dias de indugdo osteogénica. Os
autores observaram que a coloracdo nas células do LP estava isolada em grupamentos
celulares, enquanto a coloracdo nas da medula apresentava-se mais difusa em todas as
celulas cultivadas. Diante deste resultado, os autores sugeriram que tal diferenca
pudesse ser decorrente da populacdo de MSC do LP isolada para o marcador STRO-1
por citometria de fluxo ser uma populacdo heterogénea enriquecida com MSC ou que a
populacdo do LP estivesse em diferente estagio de comprometimento de diferenciacdo

quando comparados com as da medula [62].

Fujii e colaboradores (2008) isolaram e cultivaram trés linhagens celulares que
expressavam 0s marcadores celulares RUNX-2, Col I, ALP, OPN, OCN, RANKL,
OPG, escreraxe , periostina, Col XII, e a-SMA mMRNA. As células de duas das
linhagens se diferenciaram em células osteoblasticas e adipécitos quando cultivadas em
meio de diferenciacdo de linhagem especifica. Oito semanas depois, uma das linhagens
foi transplantada em ratos imunodeficientes com fosfato [ -tricalcio (B-TCP) e
formaram estruturas semelhantes ao ligamento periodontal na superficie do B -TCP.
Estes resultados sugerem que as células da linhagem do implante de oito semanas eram
derivadas das células progenitoras/ células mesenquimais do ligamento periodontal e

pode ser bastante Gtil para estudar a biologia e regeneracao do periodonto humano.
3. 3. A Doenca Periodontal

A DP é uma condic¢do inflamatoria que conduz a destruicdo progressiva dos tecidos
periodontais; 0sso alveolar, LP e cemento radicular sendo uma das principais causas de
perda dos dentes em adultos. A DP é complexa e multifatorial, e a combinagdo desses
fatores que leva a distin¢ao de respostas dos portadores dessa doenca [63]. VVarios sdo 0s
fatores que favorecem o desenvolvimento dessa patologia como a idade, tabagismo,

alcoolismo, cuidados relativos a saude oral, dificuldade de acesso aos servicos de saude
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assim como a existéncia de predisposicdo genética [64]. Além de afetar os tecidos de
suporte dos dentes, atualmente existem evidéncias que a periodontite crénica tem um
risco associado com complicacbes de ordem sistémica. E mais prevalente entre os
adultos de meia-idade, em paises em desenvolvimento e a incidéncia da doenca aumenta
com o envelhecimento da populagéo [65;66]. Esta patologia classifica-se em gengivite,
limitada a superficie gengival e periodontite, que atinge estruturas mais profundas.

A Gengivite € uma inflamacédo da gengiva onde, apesar das alteracfes patologicas ndo
ha perda de insercdo. E uma situacdo reversivel caso sejam removidos os a fatores
etiologicos. Entretanto pode evoluir para periodontite caso os fatores ndo sejam
tratados. Apenas 30% dos casos evoluem para periodontite [1] (Figura 3.2).

Figura 3. 2. Tecido periodontal com gengivite (adaptado de www.odontomaxx.com).

A Periodontite corresponde a uma situagdo de inflamac&o com destrui¢do do periodonto
e ocorre como evolucdo das alteracdes verificadas na gengivite que progridem até haver
destruicdo do LP e migracéo apical do epitélio de unido [1] (Figura 3.3).

Figura 3. 3. Doenca periodontal (adaptada de www.dicasodontologicas.com.br).
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3. 4. A Engenharia de Tecidos na Regeneracao Periodontal

A engenharia de tecidos compBe uma area de pesquisa de grande importancia que
consiste na utilizacdo de biomateriais como matrizes para dar suporte as culturas de
células de maneira a desenvolver tecidos vivos [67]. Na engenharia de tecidos sdo
utilizadas trés principais estratégias para o tratamento e regeneracdo de tecidos

lesionados utilizando culturas celulares:

e Injecdo e implantagdo de células do préprio individuo ou de um doador

compativel, na regido lesionada.

e Implantagdo de um tecido vivo que cresceu anteriormente ‘/n vitro’ em uma

matriz de biomaterial e depois é implantada no sitio lesionado.

e Implantagdo de matriz de biomaterial degraddvel com células diretamente no

sitio lesionado, que estimulam as células do individuo a se repararem,

A fonte de células pode ser o préprio individuo (autdgena), de um doador (alégena) ou

de individuos de espécies diferentes (xenogénica) (Figura 3.4).

A medicina regenerativa dentaria resulta da integracdo de varias areas apropriadas como
biologia celular, genética molecular e engenharia quimica [68;69]. Recentes avancos na
engenharia de tecidos dentarios, ciéncias dos materiais e cultura de células sugerem que
num futuro bem proximo a regeneracdo total de todos os tecidos dentarios sera possivel
[70;71].

A regeneracdo das estruturas periodontais lesionadas € a meta na terapia da doenca
periodontal. Os principios que regem a regeneracdo dos tecidos periodontais ndo sdo
diferentes dos principios que regem o0s outros tecidos do corpo. Atualmente existem

cinco tipos de terapias usadas em regeneracgéo do tecido periodontal:

e Terapéutica conduzida — uma matriz de um determinado biomaterial guia a
regeneracdo dos tecidos dentro do sitio lesionado. Esse tipo de regeneracdo se

limita a ativar biologicamente fatores de crescimento e células dentro da lesdo.

e Terapéutica induzida — uma matriz de um determinado biomaterial guia e induz

a regeneracdo dos tecidos a partir do transporte de um ou mais fatores celulares
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que iram recrutar células e elementos vasculares de regiGes proximas ao sitio

lesionado.

Terapéutica baseada em células — uma matriz biocompativel contém células
progenitoras ou células diferenciadas. Essa matriz é colocada no sitio lesionado

e leva a formacao de um novo tecido.

Terapéutica baseada em genes — uma matriz biocompativel contendo um ou mais
genes modulam a expressdo celular para que haja maturacao e regeneracdo dos

tecidos lesionados.

Terapéutica baseada no RNA — ¢ baseada no principio do ‘RNA interference’
(RNAI). Essa nova abordagem terapéutica pode ser vista através do principio de
que a expressdo de determinados genes prejudiciais & regeneracdo podem ser

silenciados [4].

No nivel de desenvolvimento, células ectomesénquimais do foliculo dental e papila
dentéria tém a capacidade de se diferenciarem em fibroblasto periodontal, osteoblasto
ou cementoblasto. Porém quando se trata de regeneragdo ainda nao sabemos claramente

como essa funcdo é cumprida principalmente pelas células PDLH [72;73].
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Figura 3.4. Esquema de possiveis fontes doadoras de células.
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A terapia regenerativa periodontal com células embora ndo seja uma prética clinica
usual, a sua utilizacdo pode representar um avango na regeneracao de tecidos lesionados
pela DP. Com essa finalidade, pesquisas recentes tém focado suas atencdes no
isolamento e caracterizacBes de MSC e células progenitoras periodontais. Uma das
vertentes de pesquisa dessa area é coletar células do LP, cultiva-las ‘In vitro’, semear
essas celulas num biofilme e recoloca-las sobre a raiz exposta e através de fatores de
crescimento tecidual criar um biocompdsito formado por células e um biomaterial
[9;63].

Vaérios estudos surgiram com o objetivo de avaliar o efeito da implantacdo das células
PDL na regeneracdo dos tecidos de insercdo dentaria. Esses estudos variam ndo apenas
em relacdo a fonte e maneira de obtencdo das células (provenientes do ligamento
periodontal ou coletadas de areas em cicatrizacdo através de biopsia), como também em
relacdo ao tipo do material carreador utilizado, a associacdo ou ndo a regeneracdo
tecidual guiada e ao tipo de defeito periodontal a ser regenerado [74].

Em 2000 Pini Prato e colaboradores relataram o caso de um paciente que necessitou de
procedimento cirurgico periodontal para reposicdo de mucosa ceratinizada previamente
a reabilitacdo protética. Essa deficiéncia foi tratada por meio de técnicas de engenharia
tecidual, que compreenderam o cultivo primério de fibroblastos gengivais, a partir da
remocdo cirlrgica de uma bidpsia gengival de aproximadamente 2mm? Esses
fibroblastos foram cultivados em uma membrana de é&cido hialurénico que foi
transportada para o sitio receptor do paciente. Os autores conseguiram éxito na obtencao
de mucosa ceratinizada, confirmada através da analise macroscopica e histoldgica
[75;76].

Células tronco multipotentes no tecido periodontal foram apresentadas em 2004 por Seo
B.M e colaboradores [10] e recentemente estas células foram identificadas em tecidos
periodontais em processos regenerativos, indicando que elas contribuem para a
regeneracdo periodontal [4]. Nesse contexto, existem pesquisas que procuram produzir
matrizes com biomateriais que possam atender com eficiéncia sistemas baseados na
terapéutica de regeneragdo com células. Flores e colaboradores em 2008 descobriram
que géis de fibrina carregando varias camadas de células servem como sistema de

transporte celular [77].
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Nakara e colaboradores em 2004 testaram com sucesso matrizes de coldgeno semeadas
com células do LP em lesdes de fenestracdo periodontal em cdes beagle [78]. Grandes
avancos tém sido alcancados nas pesquisas com células e matrizes para utilizagdo em
regeneracdo de tecidos periodontais. A medicina regenerativa dentaria resulta da
integracdo de vérias areas apropriadas como biologia celular, genética molecular e
engenharia quimica [68;79;80]. Recentes avangos na engenharia de tecidos dentarios,
ciéncias dos materiais e cultura de células sugerem que num futuro bem proximo a
regeneracdo total dos dentes juntamente com as estruturas periodontais deixara de ser

uma utopia para se tornar uma realidade [70;81].

Em defeitos confeccionados nos pré-molares superiores de ratos imunossuprimidos,
Hasegawa e colaboradores (2005) avaliaram o potencial regenerativo das células PDLH
obtidas apds a extracdo do terceiro molar de um paciente de 20 anos de idade. As
células foram cultivadas em meio contendo acido ascorbico (50ug/ml) e transplantadas
para os defeitos mesiopalatais sem a associacdo com um material carreador ou uma
membrana para regeneracdo. Quatro semanas depois do tratamento, os defeitos que
receberam as células apresentavam fibras imaturas organizadas obliquamente a dentina
enquanto que os defeitos controle (que ndo receberam tratamento) apresentavam varias

areas de anquilose [74;82].

Iwata e colaboradores (2009) realizaram um estudo em cdes no qual as células foram
caracterizadas, ‘in vitro’ antes de serem transplantadas em defeitos infra-0sseos de trés
paredes. A caracterizacdo foi feita através da avaliacdo tanto da atividade de fosfatase
alcalina como da expressdo génica de alguns possiveis marcadores para células do
ligamento periodontal como a sialoproteina 0Ossea, osteocalcina, periostin e
microglobulina 32 [74;83]. Dentro deste contexto a engenharia de tecidos vem trazendo

novas perspectivas de regeneracao das estruturas do LP.
3. 5. Fatores e Genes Associados com a Regeneracao Periodontal

Agentes ideais para a regeneracdo do tecido periodontal sdo aqueles que promovem
migracdo e adesdo celular adequada em locais de cicatrizacdo permitindo
posteriormente a diferenciagdo celular de fibroblastos periodontais, osteoblastos e
cementoblastos [84;85].
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No final da década de 80, estudos de caracterizagdo “in vitro” mostraram que células
derivadas do ligamento periodontal sdo capazes de sintetizar e expressar a enzima
fosfatase alcalina, uma glicoproteina especifica encontrada na superficie dos
osteoblastos que é liberada durante a osteogénese e € considerada um importante

marcador precoce das células em diferenciacdo osteogénica [86-88].

A Matriz Derivada do Esmalte (EMD) é um extrato de esmalte imaturo de dentes, que
tem sido usado em terapias periodontais. A EMD € essencialmente composta pela
amelogenina, uma proteina secretada por células de origem epitelial e possivelmente
responsavel pela interagdo de células mesenquimais na cementogénese mediando a
mineralizacdo sem interferir na proliferagéo celular. Estudos recentes confirmaram que
a amelogenina pode alterar genes associados com cementoblastos, diminuindo a
expressao de osteocalcina e aumentando a de osteopontina [89;90]. Esses dois genes
estdo associados com a maturacdo fenotipica de osteoblastos e de cementoblastos, além
de serem reguladores do crescimento dos cristais de hidroxiapatita [91-93]. EMD regula
a atividade da fosfatase alcalina e a mineralizagdo na matriz de células de tecido

periodontal e de osteoblastos de humanos e de roedores [93].

As proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) tém sido investigadas por suas funcdes de
expressdo genética e diferenciacdo celular no foliculo dentario e em células do
ligamento periodontal. ‘In vitro’ as BMPs podem regular a expressdo de proteinas
osteogenéticas, incluindo a osteocalcina, osteopontina, a sialoproteina Ossea e a
fosfatase alcalina. Resultados de experimentos em animais e dados clinicos indicam que
as BMPs tém habilidade para estimular a regeneracdo 0ssea do tecido periodontal

incluindo o cemento acelular [94;95].

Estudos demonstraram que as células do ligamento periodontal possuem propriedades
de celulas cementoblésticas / osteoblasticas, as quais incluem: (i) a capacidade de
formar nddulos minerais ‘in vitro’, (ii) a expressdo de genes para fosfatase alcalina,
osteocalcina, osteopontina e sialoproteina 6ssea (iii) modulagdo de resposta por fatores

Osseo/cemento indutivos como o paratorménio [5;74;87;96].

Com o objetivo de determinar a expressao de marcadores pelas células PDLH,
Ivanovski e colaboradores (2001) compararam células gengivais com células PDLH de

em relacdo a expressdao génica de osteocalcina, osteopontina, sialoproteina Ossea e
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proteinas Osseas morfogenéticas 2 e 4 (BMP-2 e BMP-4). A reacdo em cadeia da
polimerase pela técnica da transcriptase reversa (RT-PCR) revelou que as PDLH
apresentaram maior expressdo de osteopontina quando comparada as células gengivais.
A osteocalcina e a sialoproteina 6ssea foram expressas somente pelas Células PDLH
[97].

Com o objetivo de determinar marcadores de cementoblastos em trabalho anteriores,
Carvalho e colaboradores (2011) extrairam células do tecido periodontal de ratos
adultos e observaram que essas células expressavam F-Spondin um possivel marcador
de cementoblastos e esta expressao ndo foi observada em osteoblastos e fibroblastos

gengivais [98].
3. 6. Vidro Bioativo

A regeneracdo de tecidos é baseada no trindbmio: cultura de células, fatores
biomoleculares e um biomaterial adequado [99]. Vérios materiais naturais e sintéticos
tém sido pesquisados para o uso adequado em engenharia de tecidos. Entretanto
nenhum material pode ser considerado ideal para todos os tipos de tecido, células que
crescem em biomateriais frequentemente apresentam diferencas quando comparadas
com células crescendo em ambiente natural. Varios principios devem ser respeitados no
projeto e elaboracdo de construtos para engenharia de tecidos como:
biocompatibilidade, degradabilidade do material, adesdo celular, propriedades fisicas e
mecanicas do biomaterial, desenho e forma do biomaterial, enfim todos os parametros

que possam influenciar a regeneracao tecidual [100-102].

Um dos biomateriais mais exaustivamente pesquisados sdo os VBs. Ceramicas e vidros
sdo usados ha muitos anos em varias industrias e em produtos da area biomédica como:
lentes de contato, fibra dptica de endoscdpios, termdmetros e também na odontologia
como restauracdes chamadas de ceramicas dentarias [32;103]. As bioceramicas sdo em
geral classificadas quanto a resposta dos tecidos ao material: como bioinertes,

reabsorviveis ou bioativas.

Os VBs apresentam a caracteristica de formar uma ligagdo com o tecido 6sseo e, em
alguns casos, com outros tecidos moles. A ligagdo com 0 0sso esta associada com a

formacéo de uma camada de HA carbonatada na superficie do material bioativo. A fase
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de HA formada € similar em composicdo e estrutura a fase mineral do 0sso e é esta

equivaléncia que é responsavel pela ligacdo interfacial.

As reacdes que ocorrem até a formacdo da camada de HCA podem ser resumidas em:
(i) lixiviacdo e formacdo de grupos silanol (Si-OH); (ii) Perda de silica soluvel
(Si(OH),) e formacéo de silanol; (iii) policondensacdo de silanois para formar um gel
de silica hidratada; (iv) formacdo de uma camada de fosfato de calcio amorfa; (v)

cristalizacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada [99;104;105](Figura 3.5).
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Figura 3.5. Desenho esquematico da formacéo de hidroxiapatita.

Os componentes basicos da maioria dos VBs sdo SiO,, Na,O, CaO e P,05[30]. Os VBs
por causa das suas interessantes propriedades do ponto de vista biolégico tém sido
amplamente pesquisados e relacionados com a cultura de células do tecido dsseo, 0s
osteoblastos [106;107]. Um aspecto que os torna diferentes de outras bioceramicas é a
possibilidade de se controlar suas propriedades quimicas e suas ligacdes com os tecidos,
sendo possivel obter vidros com propriedades especificas para uma aplicacdo particular.
Estudos relatam que o produto idnico da dissolucdo de VB exerce um controle genético
sobre o ciclo celular dos osteoblastos com uma rapida expressao de genes que regulam a

osteogénese e producéo de fatores de crescimento [37;106;107].
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Valério e colaboradores em 2005 investigaram o comportamento de osteoblastos de
cultura priméria quando em contato com produtos idnicos da dissolu¢do de VB com
60% de silica em comparacdo com fosfato bifasico de calcio (BCP). Os resultados
indicaram um aumento da viabilidade osteoblastica com o uso de VB em comparacao
com o grupo controle e em relagdo ao BCP [37]. Carvalho em 2010 investigou o
comportamento de cementoblastos de cultura priméria quando em contato com produtos
ibnicos da dissolucdo de VB com 60% de silica. Os resultados indicaram um aumento
da viabilidade e proliferacdo de cementoblastos tratados com VB em comparagdo com o

grupo controle [35;36].

Vaérios trabalhos sobre VBs derivados do método sol-gel (SG) foram publicados
incluindo vidros densos, particulas, materiais porosos ¢ ‘scaffolds’ [108-111]. O
processo SG consiste num método fisico-quimico de sintese de Oxidos ceramicos em
que ocorre a evolugdo de um sol (dispersdo liquida de particulas coloidais, que séo
particulas sélidas de diametro inferior a 100nm) para um material poroso, onde
particulas maiores interconectam-se para formar uma rede solida semelhante a uma
esponja. Esse processo diferencia-se em relacdo aos demais pela possibilidade de
preparacdo de géis com o mesmo grau de homogeneidade da solucdo inicial. Outra
vantagem que contribui para o crescente interesse do método SG é a facilidade de
modelar os géis, permitindo a obtencdo de corpos ceramicos com formato pré-definido
[112;113].

3. 7. Nanocompositos

Uma abordagem para melhorar as propriedades mecanicas dos VBs é a producdo de
compositos, na qual uma fase inorganica, com dimensdes nanométricas, é inserida em
uma matriz polimérica. Compdsitos de VB / biopolimeros tém sido desenvolvidos com
base nessa estratégia [42;43;114;115]. Em comparacdo com VBs em micro escala, as
particulas nanométricas apresentam area superficial milhares de vezes maiores e podem
formar uma interface mais coesa em compositos de matriz polimérica e, portanto,
possibilitam o desenvolvimento de materiais com altas performances em propriedades
mecanicas. Além disso, estudos demonstraram que materiais em nanoescala

apresentaram uma maior biocompatibilidade e bioatividade [38;40;41;114].
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Varios artigos foram publicados na area de biomateriais & base de misturas de
polimeros naturais e polimeros sintéticos contendo nanoparticulas inorgénicas [40;116].
Degirmenbasi e colaboradores verificaram que biocompoésitos de HA com PVA e
colageno exibia elevada elasticidade, alem de fornecer porosidade interna com poros na
faixa de 50-100nm [117].

A tecnologia SG permite a preparacdo de vidros a baixa temperatura, com estrutura
porosa e elevada area superficial. Porém, o tamanho das particulas de vidro obtidas pelo
método SG convencional ¢ maior que 1um [118]. Em geral, nanoparticulas tendem a se
aglomerar durante a fase de preparacdo e durante o processo de dispersdo na fase
polimérica na tentativa de minimizar a energia livre do sistema. Varios estudos tém sido
realizados com o objetivo de modificar a superficie das nanoparticulas, para criar um

material bioativo com capacidade de dispersdo [41;119;120].

Stober e colaboradores em 1968, relataram um método pioneiro para a sintese de
nanoparticulas esféricas de silica monodispersas em alcool a partir de alcoxidos de
silicio na presenga de amonia, com tamanhos variando de 50nm a lpm e distribuicao
granulométrica estreita [119;120]. Oliveira, em 2011 utilizou com sucesso 0 método de
Stdber para produzir nanoparticulas de vidro bioativo no sistema 60% SiO,-36% CaO-
4% P,0s e obter particulas esféricas, monodispersas e bioativas [41] (Figura 3.6). A
utilizacdo de nanoparticulas de vidro bioativo dispersas em uma matriz polimérica com
a criacdo de um nanocomposito representa uma melhora das propriedades do

biomaterial.
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Figura 3.6. Imagens de vidro bioativo nanoparticulado . (A) e (B) Demonstra a diferenca de

tamanho das nanoparticulas de vidro bioativo (adaptado Oliveira, 2011).
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A fase polimérica também desempenha papel importante nas propriedades finais do
composito. Varios polimeros biodegradaveis, naturais ou sintéticos tém sido estudados
como suporte para cultura de células. Materiais poliméricos sdo macromoléculas
formadas pela repeticdo de unidades fundamentais chamadas meros, que déo origem a
longas cadeias. O tamanho das cadeias, formadas principalmente de 4&tomos de carbono
ou a massa molar é o aspecto principal que confere a este grupo de materiais uma serie

de caracteristicas proprias [121].

Polimeros tém sido empregados em biomateriais devido as varias caracteristicas que
apresentam e que 0s tornam muitas vezes essenciais para desempenhar funcoes
especificas nestes materiais. Dentre suas caracteristicas importantes apresentam-se as
propriedades fisico-quimicas, sua versatilidade estrutural, que permite adequa-los a cada
aplicacdo especifica, baixo custo de fabricacdo, a diversidade de polimeros sintéticos e
naturais e a relativa facilidade de obtencdo. Estas propriedades os tornam de grande
valor em aplicacBes biomédicas [121-126].

Semelhantemente, biopolimeros degradaveis tém recebido atencdo particular, pois
reduzem a necessidade de intervencdo cirdrgica para sua remocao. Existem vérias
aplicacBes para estes tipos de biopolimeros: suturas, dispositivos para liberagdo de
farmacos, fixacdo de dispositivos ortopédicos, vasos sanguineos temporarios e matriz
para engenharia de tecidos. As degradacdes podem ser originadas tanto da atuacdo de
entidades bioldgicas como de células, micro organismos, enzimas, como do ataque de

espécies ibnicas, radicais livres ou dgua [121;127].
3. 8. Quitosana

A QUI é o principal derivado da quitina, que é o segundo polimero natural mais
abundante depois da celulose. Ela é obtida por N-desacetilagio em uma extensdo
variavel que é caracterizada pelo grau médio de desacetilagdo (GD), que representa a
porcentagem de grupos NH livres. Nesta reacdo a maioria dos grupamentos acetamido
(-NHCOCHj3) na quitina, durante a reagdo de hidrdlise alcalina, € transformada em
grupos amino (NH,) ao longo da cadeia polimérica. Quando o GD da quitina alcanca
em torno de 50% e se torna solUvel em meio aquoso acido é chamada de QUI [26].
Apresenta ao longo de sua cadeia grupos amino (-NH2) na posicdo C-2, grupos

hidroxila primarios (-OH) na posicdo C-3 e grupos hidroxila secundarios na posicao C-
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6. Esses grupos permitem ligacGes secundarias com a &gua através de ligacbes de
hidrogénio, o que torna esse polissacarideo fortemente hidrofilico [128] (Figura 3.7).

Quuitina
CH20H

CH2OH

Legenda: G naon@

Figura 3. 7. Estrutura quimica da quitina e da quitosana (Adaptado de Reis, 2007).

A solubilidade da QUI depende de varios parametros, tais como GD, massa molar,
concentracdo do acido, do biopolimero, entretanto 0 mais importante dentre todos € o
GD. A QUI possui propriedades quimicas e bioldgicas distintas, pois, tem grupos amino
e hidroxila reativos capazes de serem submetidos a modifica¢es quimicas. Além disso,
possui grupos amino que tornam a QUI um dos unicos polieletrélitos catibnicos achados

na natureza [26].

A QUI ¢ solavel em meios aquosos &cidos e quando dissolvida possui alta carga
positiva e por isso adere a superficies carregadas negativamente e agrega-se com
compostos polianiénicos. A solubilidade da QUI em solucBes de &cidos organicos ou
inorganicos cujo pH esteja abaixo de 6 e o mais proximo de 3 é devida ao GD, isso
ocorre porque nessa faixa de pH os grupos amino da cadeia do polimero estdo
protonados e carregados positivamente. Isso leva a repulséo entre as cadeias e a maior

solvatacdo, portanto, quanto mais grupos amino carregados positivamente, maior a
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solubilizacdo da QUI no meio e quanto maior o grau de desacetilagdo maior a
quantidade de &cido necesséria para a completa solubilizacéo [20;128;129].

Tanto a solubilidade em solucBes acidas quanto a agregacdo com polianions atribuem
propriedades excelentes a quitosana na forma de gel. Junto com as propriedades
biologicas raras que incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade em produtos
inofensivos, ndo tdxicos, fisiologicamente inertes, afinidade notavel a proteinas, e
propriedades hemostaticas, antitumoral, anticolesterol. A QUI até agora,
indubitavelmente, oferece um potencial extraordinario numa larga faixa de aplicacdes

que tendem a crescer rapidamente [26;130-132].

Devido a sua superficie ser hidrofilica ela promove a adesdo celular, proliferacdo e
diferenciacéo e evoca um minimo de reacdo imunolodgica sobre algum implante. Algum
processo anti-inflamatorio ou reacGes alérgicas ndo tém sido observados em humanos
sujeitos a aplicacdo, implantacdo ou ingestdo de quitosana. A habilidade da QUI para
suporte e aderéncia celular é atribuida as suas propriedades quimicas. A cadeia principal
do polissacarideo da QUI é estruturalmente similar aos da glicosaminoglicanas, o maior

componente da matriz extracelular do o0sso e cartilagem [133;134].

Na preparacdo de solucbes de QUI, deve-se observar ndo somente o grau médio de
desacetilacdo, mas também a distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia principal
e também da massa molar do polimero. O que se observa na literatura é que em valores
médios para GD (60% a 80%) e MW (150kmol/kg a 450kmol/kg) o comportamento da
QUI apresenta melhor possibilidade de modulacéo das propriedades a partir da mistura

com outros polimeros e/ou com a reticulagdo quimica [135].

A resisténcia mecanica e maleabilidade da QUI sdo limitadas principalmente para
aplicacdo como membranas, por isso a mistura da mesma com outros polimeros ¢ um
procedimento utilizado para alterar ou obter as propriedades de interesse. Com o
objetivo de melhorar as propriedades mecanicas e variar a taxa de degradacdo deste
polissacarideo utiliza-se a mistura da mesma com outros hidrogéis poliméricos
sintéticos tais como o PVA bem como, com reticulantes; que permitem a formacao de

ligacGes cruzadas para obtencéo de redes [21;26].
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3. 9. Poli (alcool vinilico)

O PVA é um polimero sintético solivel em &gua, de grande producdo em volume no
mundo e por causa de suas propriedades tem sido utilizado em um grande nimero de
aplicacdes industriais. O grande numero de aplica¢cdes do PVA levou consequentemente

a uma variedade de produtos comerciais [127;136;137].

O hidrogel de PVA possui excelente transparéncia, consisténcia macia principalmente
na forma de membrana, além de apresentar excelente resisténcia quimica e também ser
biocompativel e degradavel. O PVA nédo é mutagénico, nem genotoxico nem apresenta
atividade carcinogénica. Um estudo promovido pelo European Food Safety Authority
(EFSA) em 2005 indicou que o PVA com massa molar de até 30kg/mol ndo apresentou
evidéncia de toxicidade nem em 90 dias e nem em 2 geracdes de estudos com altos
niveis de dosagem administradas (5,000mg/kg dia)[21;25;26;137-139].

O PVA comercial é frequentemente um copolimero de poli (alcool vinilico) e poli
acetato de vinila, do qual o lcool estd na forma hidrolisada (Figura 3.8). A relacéo entre
o percentual de hidroxilas no copolimero final, apds a reacdo de hidrélise, e 0 nimero
total inicial de grupos acetila representa o grau de hidrélise (GH) do PVA. Quando o
grau de hidrolise estd na faixa de 87-89% o PVA é entdo chamado parcialmente
hidrolisado. A outra forma, totalmente hidrolisada, tem um grau de hidrélise de 98-99%
[140].
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Figura 3. 8. Estrutura quimica do Poli (&lcool vinilico).

As duas caracteristicas importantes do PVA que determinam uma série de propriedades
do material obtido sdo GH e a massa molar. A combinacdo dessas caracteristicas

influencia a solubilidade, a viscosidade, a resisténcia mecanica, o poder de dispersao,
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adesdo em superficies, flexibilidade e assim por diante. Costa, em 2008 caracterizou
filmes de blendas de diferentes propor¢bes de quitosana/PVA reticuladas com

glutaraldeido para aplicacdo na area biomédica [21;26].

Dentre os plastificantes comuns para o PVA temos glicerol, polietileno glicol e poli
propileno glicol. A dissolucéo do PVA, um polimero semicristalino ocorre de forma que
na presenca de solventes termodinamicamente compativeis, os cristais do polimero
desdobram camada por camada e se juntam a regido amorfa adjacente. Esse processo é
seguido pela distensdo da cadeia na regido amorfa, que leva a dissolugcdo do polimero
[140].

3. 10. Hidroggéis

Segundo Wang e colaboradores (2004) hidrogéis sdo definidos como redes poliméricas
capazes de reter uma quantidade significante de dgua dentro de sua estrutura sem se
dissolver [141]. Mansur e colaboradores (2004) definem hidrogéis como redes
poliméricas tridimensionais hidrofilicas capazes de absorver e reter diferentes
quantidades de agua ou fluidos biolégicos [140]. Dentre as varias propriedades dos
hidrogéis, as mais importantes para engenharia de tecidos sdo as que os habilitam na
substituicdo de delicados tecidos vivos como; hidrofilia, expansibilidade,
permeabilidade seletiva, e baixa tensdo interfacial [141].

Os hidrogéis de PVA e PEG tém sido amplamente explorados como polimeros solGveis
em agua para numerosas aplicacées biomédicas e farmacéuticas devido as vantagens de

ndo toxidez, ndo carcinogenicidade e propriedades de bioadesdo [21;142].

As redes poliméricas dos hidrogéis sdo baseadas pelo tipo e grau de reticulacéo entre as
cadeias dos polimeros utilizados em sua sintese. Portanto, o grau de reticulagdo deve ser
bem delineado, observando que quanto maior o grau de reticulagdo apresentado por um
hidrogel mais rigida sera sua estrutura, e menos intumescimento ocorrerd. Outro
parametro a ser observado s@o os grupamentos quimicos apresentados pelos polimeros
utilizados na rede, pois eles podem interferir na hidrofobia / hidrofilia dos hidrogéis
[143].
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Berger e colaboradores classificam os hidrogeis com base na natureza da rede
polimérica em: redes emaranhadas, redes formadas por interacBes fisicas e redes

formadas por ligacdes cruzadas covalentes (Figura 3.6).

Reversiveis

Redes Emaranhadas

Interacbes Fisicas

Hidrogéis

Irreversiveis Interagoes Covalentes

Figura 3. 9. Classificacdo de hidrogéis com base na natureza da rede polimérica (Adaptado de
Costa 2008).

3. 11. Estratégia para Reticulacdo de Hidrogeis

Uma grande variedade de métodos para estabelecer ligagdes cruzadas sdo utilizados
para preparar hidrogéis e sistemas nanocompositos organico-inorganico. Com o
objetivo de melhorar as propriedades mecanicas e variar a taxa de degradagdo da QUI
utiliza-se a mistura da mesma com agentes reticulantes; que permitem a formacéo de
ligagBes cruzadas com a cadeia polimérica principal, favorecendo a obtencdo de redes
[128].

A reticulacdo é um processo baseado na interligacdo das cadeias mediante a reagdo das
mesmas com uma substancia quimica bifuncional, capaz de gerar uma rede
tridimensional polimérica mais rigida, com menor mobilidade das cadeias. A
bifuncionalidade ¢ um parametro essencial ao processo de reticulacdo, para que haja a
interligacdo das cadeias dos polimeros. Outro parametro importante é a ndo toxicidade
do reticulante [21;128;144].

Hidrogéis reticulados sdo cadeias poliméricas interconectadas por um reticulante que
leva a formacdo de rede tridimensional. Exige-se um ndmero critico de ligacGes
cruzadas por cadeia para permitir a formacao da rede [21;127]. A rede do hidrogel de
QUI reticulada pode ocorrer com ela mesma, envolvendo nesse caso unidades
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estruturais proprias, mas também pode ser uma rede hibrida polimérica onde a reacao de
reticulacdo ocorre entre a QUI e uma cadeia de outro polimero, ou ainda pode ser semi
ou totalmente interpenetrada na qual contém um polimero ndo reagente adicionado a

solucdo de quitosana antes da reticulagédo [21].

Os agentes mais tradicionalmente utilizados no processo de reticulagdo quimica da
quitosana sdo: os aldeidos monofuncionais, ou bifuncionais como o glioxal e
glutaraldeido. O glutaraldeido (GA) € uma molécula bifuncional que interage
fortemente com compostos que possuem grupos amino na sua estrutura como € o0 caso
da QUI. Entretanto, a grande maioria dos agentes de reticulacdo quimica existentes é
toxica, ou potencialmente toxica e os seus residuos precisam ser removidos apés a

preparacdo [128;145].

Hidrogéis também podem ser misturados com outros polimeros sollveis em agua e
submetidos a processos de reticulagdo fisica. As misturas de polimeros sdo produzidas
pela mistura fisica de dois ou mais polimeros existentes. Esta é uma
via conveniente para o desenvolvimento de novos materiais poliméricos, que pode
combinar as propriedades de varios polimeros ja existentes [142]. Uma alternativa, para
a substituicdo do GA é a utilizacao de polimeros tais como PCL-triol (PCL-T) e PEG de
baixo peso molecular, que tém grupos hidroxila na sua composicdo e quando
adicionados a rede de hidrogel da QUI sdo capazes de atuar como agente de reticulacédo

fisica através da formacédo de ligacdes de hidrogénio.

Berger classificou a QUI de forma especial em relagdo aos tipos de ligagdo quimica /
fisica que a mesma pode ter. Na QUI é impossivel definir as fronteiras do emaranhado
estrutural da mesma, por isso Berger e colaboradores sugeriram uma classificagdo mais
complexa. Essa classificacdo ¢ demonstrada na figura 3.10 [21;144;146]. Portanto, de
acordo com a classificacdo de Berger e colaboradores além da ligacéo fisica, a reagédo
desejavel e possivel de acontecer € a reticulagcdo quimica pela condensagédo dos grupos
OH do PCL-T, PVA, VBNP e PEG com grupos OH e NH,, da QUI (Figura 3.11).
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Figura 3. 10. Classificacdo de hidrogeéis de quitosana segundo Berger (Adaptado de Costa,

2008).
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Figura 3. 11. Desenho esquematico das possiveis ligagdes quimicas entre a quitosana, poli
(alcool vinilico), poli (etileno glicol), poli (caprolactona) triol e o vidro bioativo
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3. 12. Degradacéo de Hidrogeis

A definicdo de degradacdo deve ser diferenciada de biodegradacdo. Biodegradacéo é
quando ha colapso de ligagbes quimicas do material devido a acdo de organismos vivos
que conduzem a mudancgas nas propriedades fisicas do mesmo (ASTMD-883 / 08-
STANDARD TERMINOLOGY RELATING TO PLASTICS) [21;125].

O termo degradacdo se relaciona com o colapso de liga¢cBes quimicas do material
resultante de atividades quimicas tais como: dessorcdo, dissociacdo, hidrdlise,
dissolucdo, oxidacdo, reducdo e fotolise. Pode ocorrer também através de atividades
fisicas que erosdo da matriz polimérica devido a: difusdo, abrasdo, trinca, descamacéo,
quebra mecénica ou combinacgdo de qualquer umas dessas atividades fisicas ou quimicas
[21;147] . Uma das formas mais simples de se avaliar o efeito dessas atividades é
através da avaliacdo da perda de massa que normalmente ocorre por dois fenbmenos, a

solvatacéo e a despolimerizacdo da cadeia polimérica [21;147;148].
3. 13. Poli (etileno glicol)

O PEG é um poliéter diol linear, cuja estrutura quimica esta representada na figura 3.12.
PEG é comumente usado em uma ampla gama de formulacdes intravenosa huma na e
farmacéutica veterinéria, sendo considerado imunologicamente seguro, pois é eliminado
do corpo intacto pelos rins [149;150]. O PEG é uma substancia atoxica, por ser
guimicamente inerte, e também apresenta poucos riscos ambientais, podendo ser
descartado sem tratamento prévio. O PEG é um polimero estavel quimicamente, sendo
considerado inerte tanto em meio &cido como em meio basico. Devido ao grande
numero de oxigénios na cadeia polimérica, 0 PEG tem grande propensdo a formacéo de
complexos, podendo inclusive associar-se a eletrolitos em solucdes diluidas. E
empregado regularmente em cosméticos e como carga em produtos farmacéuticos.
[28;151;152].

O PEG é produzido mundialmente em grandes quantidades e com massas molares
variadas. Aqueles com massas molares mais baixas que 1.000 g/mol sdo fornecidos na
forma de soluges incolores estaveis ou pastas. Os de massas molares elevadas, acima

de 1.000 g/mol, s&o encontrados na forma de p6 ou flocos brancos. Podem ser estocados
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a temperatura ambiente, embora a 4 °C a ocorréncia de oxidagdo em solucbes seja
retardada [28;153].

O PEG possui uma variedade de propriedades pertinentes para aplicacfes biomédicas,
como insolubilidade em agua a elevadas temperaturas, formacédo de complexos com
cations metélicos, alta mobilidade com grande poder de volume excluido em &gua,

agente precipitante de proteinas e &cidos nucleicos [28;154].

0 OH
H n

Figura 3. 12. Estrutura quimica do PEG.
3. 14. Poli (caprolactona) triol

A PCL-T é um poliéster semelhante a poli (e-caprolactona), de massa molar mais baixa,
com trés grupos hidroxilas terminais que conferem maior carater hidrofilico a este
polimero [155]. A PCL-T é obtida pela abertura do anel da caprolactona (Figura 3.13)
[156].

Duarte em 2009 estudou a obtencdo e caracterizacdo de poli (L-co-DL éacido lactico)
(PDLA com adigdo de PCL-T) visando aplicacdo na area médica. Os resultados dos
ensaios mostraram que todas as amostras nao apresentavam toxicidade [157]. Devido a
sua excelente biocompatibilidade, o PCL-T tem também sido extensivamente
investigado como matriz para engenharia de tecido, Um estudo recente demonstrou a
viabilidade de usar um compoésito com matriz composta de PCL e acido hialurénico

como um potencial substituto do menisco [158].

Compdsitos de PCL com cerédmicas a base de fosfato de calcio também estdo sendo
investigados como matrizes adequadas para engenharia de tecido 6sseo [159]. PCL pode
ser utilizado em conjunto com a QUI para a preparacdo de varios materiais para
aplicacBes biomédicas. Misturas de QUI com PCL foram estudadas ndo s6 como

membrana, mas também na forma de particulas.  Particulas foram obtidas por um
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método de emulsdo / difusdo / evaporacdo usando uma mistura de PVA e derivados de
QUI como estabilizadores. Essas particulas como eram cationicas formavam complexos
estaveis com DNA. Além disso a mistura de QUI /PCL (1 / 1) demonstrou melhores

propriedades mecanicas e de suporte para adesdo celular [160;161].
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Figura 3. 12. Abertura do anel da caprolactona formando o PCL-T (Adaptado de Wessler).
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4. MATERIAIS E METODOS

4. 1. Desenvolvimento de Membranas Compositas de QUI / PVA / PEG / PCL-T

Contendo Nanoparticulas de Vidro Bioativo Nanoparticulado

4. 1. 1. Obtencdo do Vidro Bioativo Nanoparticulado pelo Método Stéber
Modificado

No projeto inicial a ideia era produzir nanoparticulas de vidro bioativo pelo método de
Stober modificado segundo o protocolo de Oliveira (2011), liofiliza-las, tratar
termicamente e introduzi-las na forma de p6 nas membranas poliméricas [41]. Em
estudos anteriores nosso grupo (Oliveira et al, 2011) sintetizou nanoparticulas de vidro
bioativo pelo método de Stdber modificado e em sua caracterizacdo obtida por
microscopia de transmissao obteve particulas de diametro medio calculado de (19 £ 9)
nm, com valores minimos e maximos de 4 e 70 nm, respectivamente. Entretanto, na
sintese das membranas ocorreu aglomeracdo e as nanoparticulas ndo ficaram
homogeneamente distribuidas nas amostras. Entdo foi utilizada a dispersdo, porém o
método de sintese foi trocado para o de coprecipitacdo. O método foi substituido, por
que havia o risco de toxicidade para as células, provocado pela maior quantidade de
metanol que se utiliza no método de Stober. No presente trabalho as nanoparticulas
produzidas por esse método s6 foram utilizadas nos ensaios iniciais por contato direto

em células PDLH, para uma avaliacdo preliminar da resposta celular ao VBNP.

O procedimento de sintese pelo método de Stober foi utilizado como esquematizado

abaixo (Figura 4.1).

(1) 200 mL de metanol foram misturados com 0,12 mL de hidréxido de aménio a 33% e
5,40 mL de agua e agitou-se durante 5 min. Foram adicionados (2), em seguida 5,57 mL
de TEOS e 0,56 mL de TEP gota a gota durante 10 min. O sol foi agitado
mecanicamente durante 48 horas. (3) O sol formado foi colocado num forno a 50°C, até
a completa evaporacdo do hidroxido de amoénio (cerca de 3 h). (4) Em seguida, a
disperséo foi filtrada em um Milipore 0,22 u m. (5) 3,46 g de Ca (NO3) ,.4H,0 foi
dissolvido na dispersdo e agitada durante 24 horas. (6) As nanoparticulas formadas

foram filtradas duas vezes em Milipore 0,22 e 0,11 u m. (7) A disperséo foi submetida &
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liofilizacdo (8). Os pods obtidas foram tratados termicamente a 200°C e 700°C durante
40 min, com taxa de aquecimento de 1°C / min.

Figura 4. 1. llustracdo do esquema da sintese do VBNP Stober (Adaptado de Oliveira, A. R).
4. 1. 2. Obtencédo do Vidro Bioativo Nanoparticulado pelo Método Coprecipitacao

Todos o0s sais e reagentes usados foram de grau analitico e agua Milli-Q foi usada em
todas as solugdes (18.0MQ). A dispersdo de nanoparticulas foi obtida pelo método de

coprecipitacdo [162]. A sequéncia detalhada da sintese foi:
1. Os precursores foram hidrolisados em condicfes acidas:

- inicialmente 5,57 mL tetra-etil-orto-silicato 98% (TEOS) e 0,56mL de trietil-fosfato
99% (TEP) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) foram dispersos em solucéo de 10
mL de metanol da Synth (Diadema, Brazil) e agua (1:2 molar) — (5,7 mL metanol e
4,3ml agua). O pH foi ajustado entre 1-2 por &cido nitrico e a mistura mantida sob
agitacdo magnética até a obtencdo de um sol transparente por aproximadamente 10

minutos (Figura 4.2).

2. Condensados monodispersos em solucéo alcalina:
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- 0 sol foi gotejado em 1200 mL de &gua deionizada e 0,27 mL de hidroxido de amonio
da Merck (White House Station, NJ, USA) com agitagdo mecénica vigorosa. O pH da
solucdo foi ajustado na faixa de 10-12 (agitacdo mecanica por 12 horas). Em seguida a
amonia foi deixada em estufa para evaporar, foi observado se o pH estava em torno de
8, e foi adicionado 3,45g de nitrato de calcio tetra hidratado. Apos, a solugdo ficou em
agitacdo mecanica por 24 horas, a dispersao obtida foi filtrada em Milipore 0,22um. e
depois novamente filtrada em Milipore 0,11um. A dispersdo de VBNP resultante foi
armazenada em geladeira e posteriormente utilizada na sintese das membranas

compdsitas.

TEP
TEOS
AGUA

METANOL

Figura 4. 2. llustragdo do esquema da sintese do VBNP pelo método coprecipitacdo (Adaptado
de Oliveira, A. A. R).

4. 1. 3. Estratégia de Escolha das Composicdes das Membranas

Para a escolha das membranas utilizadas nesse trabalho 20 composicdes diferentes
foram analisadas qualitativamente e macroscopicamente. O primeiro critério de escolha
foi baseado na possibilidade de manipulagdo adequada das membranas em placas de

cultura celular. As membranas foram cortadas, esterilizadas por radiagéo ultravioleta, e



35

colocadas em placas de cultura de 24 pocos cobertas por meio PBS por 24 horas em
estufa & 37°C e 5% de CO,. Apds esse periodo o PBS foi trocado por meio DMEM com
10% de SFB e ficavam por quatro dias em estufa & 37°C e 5% de CO..

As membranas eram entdo analisadas macroscopicamente. As amostras que se
dissolveram parcialmente ou totalmente foram descartadas. Algumas composic¢oes
ficaram quebradicas e também foram descartadas. As composi¢des escolhidas e
caracterizadas foram as que apresentaram melhor facilidade de uso e que resistiram a
manipulacdo e & incubacdo com os meios de cultura. As vinte composicfes estdo

demonstradas na tabela 4.2.
Foram utilizados os seguintes materiais para confecc¢ao das 20 amostras:
1- Quitosana de médio peso molecular, grau de desacetilagao DD > 75%.

2- Poli (acetato-co-alcool vinilico de vinila) (PVA), grau de hidrolise GH = 80%, peso
molecular PM = 9.000-10.000g / mol; e PVA de GH = 87-89%, PM = 13.000-23.000g /

mol.

3- Poli (etileno-glicol) (PEG), pesos moleculares 300g / mol; 6.000g / mol; 20.000g /

mol.
4- PCL-triol (Caprolactona) PM = 900g / mol.

Todos os materiais sdo da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
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Tabela 4. 1 Composic¢des das membranas compadsitas.

Filme QUI (%) PVA(%) PEG (%) PCL-T (%) VBNP (%)

2 42,5 42,5** 5 5 5

4 45 40* 10°° 5 0

6 42 30* 20°°° 3 5

8 45 45* 2° 3 5

11 46 44** 3° 1 5

13 45 44* 0 1 10

15 45 44> 5°° 1 5

17 43 43* 8° 1 5

19 39,5 39,5* 10° 1 10

PEG 300°; PEG 6000°°; PEG 20.000°°°; PVA 10.000*; PVA 23.000**

Em todas as membranas foram utilizadas solucfes de QUI & 2% (w /v), de PVA & 10%
(w/v)de PEG & 10% (v/v)e VBNP (0.4g/mL). Todas as membranas ficaram até a
secagem total em estufa com circulagdo a (40+/-2)°C por 96 horas a 40C°.
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4. 1. 4. Confecgédo das Amostras Escolhidas

As amostras escolhidas foram as de nimero 18, 19 e 20 demonstradas na tabela 4.2. A
QUII foi utilizada sem purificacdo adicional e preparada em solucdo de acido acético
2%. A solucdo ficou sob agitacdo mecanica constante durante 48horas, até a completa
solubilizacdo. Apds esse periodo as solucbes de QUI, PVA, PCL-T, e VBNP foram
misturadas nas proporgdes citadas na tabela 4.2 e agitadas mecanicamente por duas
horas. No caso das amostras com VBNP, inicialmente a dispersdo de VBNP foi

sonicada por 30 minutos antes de ser adicionada a solucao.

A solucdo resultante foi transferida para placas de Petri de 90 x15 (J.Prolab, Séo José
dos Campos, Brasil) e mantidas em estufa por 96 horas a (40+/-2)°C. Apos este periodo,
as membranas foram lavadas com agua Milli-Q, secadas em estufa com circulagdo a
(60+/-2)°C durante 24 horas e armazenadas com silica gel para uso posterior. Antes dos
ensaios bioldgicos as membranas foram tratadas por 24 horas com meio PBS para
retirada de possiveis residuos de sintese e armazenamento. Antes dos ensaios fisicos as

membranas eram secadas em estufa com circulacdo a (60+/-2)°C durante 24 horas.
4. 2. Caracterizacbes das Membranas Compdsitas
4. 2. 1. Anélise Macroscopica das Membranas

Foram realizadas analises visuais qualitativas relativas a homogeneidade ou
heterogeneidade das membranas. A espessura das membranas foi obtida com o auxilio
de um paquimetro. As membranas foram fotografadas por camara fotografica Nikon
COOLPIX.

4. 2. 2. Estudo Morfoldgico das Membranas por MEV

A morfologia das membranas obtidas foi avaliada através de microscopia eletronica de
varredura (MEV), microscopio FEI-INSPECT S50 acoplado a microssonda para
Espectroscopia por dispersdo de energia (EDS — Electron Dispersive Spectrometry)
EDAX Genesis, onde foi feita analise quimica qualitativa. As imagens foram obtidas
utilizando tens&o de aceleracdo de 15kV. As amostras foram fixadas com glutaraldeido

(2%) e secadas num dissecador a vacuo e foram cobertas com fina camada de ouro por
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aspersao usando baixa taxa de deposicdo, refrigeradas e colocadas @ maxima distancia

do alvo a fim de evitar danos as mesmas.
4. 2. 3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para caracterizar a presenca de grupos quimicos especificos nas membranas compositas.
Este método de caracterizacdo auxiliou na investigacdo da composicdo quimica dos
compositos dando-nos informacgdes sobre a estrutura molecular a partir de espectros
vibracionais pela absorcdo de energia para o estiramento (deformacdo axial) e flexdo
(deformacéo angular) das ligacGes entre atomos de diferentes grupos funcionais. As
amostras com 0%, 5%, e 10% de VBNP foram caracterizadas utilizando um
espectrometro FTIR (Thermo scientific Fisher, Nicolet 6700). Amostras de material
puro de QUI, PVA, PEG, PCL-T e VBNP foram moidos e misturados cuidadosamente
com brometo de potassio, na proporcdo de 1:5 (Amostra: KBr). O método analitico
utilizado foi o de reflectéancia total atenuada (ATR) que funcionam na faixa de 600 -
4.000cm™, usando o0 acessério OMNI Smart acessory e 64 varreduras foram adquiridas
a uma resolucdo de 4 cm™ com intervalos de 2cm™. Os espectros de FTIR foram
normalizados e as bandas de vibragdo foram associadas com grupos quimicos. Os filmes
foram tratados em estufa com circulagdo a (60+/-2)°C por 24 hs, antes das analises.

4. 2. 4. Difracdo de Raios - X (DRX)

As amostras foram submetidas a analise semiquantitativa por difratometria de raios-X
realizada em um equipamento Philips-PANalytical Empyrean, utilizando radiacdo
CuKa e cristal monocromador de grafita, velocidade de varredura 0,06°260 / s, tempo de
contagem 1s, intervalo de varredura de 4° até 90° 20. O método de andlise se baseou na
comparacdo dos valores das distancias interplanares e das intensidades dos picos nos
difratogramas das amostras analisadas e uma amostra de referéncia, utilizando o padréo
do banco de dados PDF-2 do ICDD - International Centre for Diffraction Data.

4.2.5. Angulo de Contato

O comportamento hidrofilico / hidrofébico das membranas compositas, com 0%, 5% e
10% de VBNP foi estimado através de medicdes do angulo de contacto. Angulos de

contato (0) da agua sobre as amostras foram medidos em GA 15 Contact angle analyzer
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(INEB, Porto, Portugal) em (25 + 2 ° C) de temperatura, 0 método foi o de Laplace -
Young. A 4gua foi cuidadosamente gotejada (seringa, 0.5mm, 4ul) nas amostras € 0s
angulos de contacto foram determinados para 3 minutos. Os valores relatados séo a

média de quatro medic¢es diferentes.
4. 2. 6. Ensaios Mecanicos

O ensaio de tragdo foi realizado para avaliar o comportamento mecénico (tensao
maxima de tra¢do (o), deformacao especifica (DE), modulo de elasticidade (E) e
tenacidade (T) das membranas obtidas e foi executado em equipamento EMIC DL
3000, utilizando célula de carga de 50N obedecendo as especificacbes da ASTM D882,
a velocidade do ensaio foi de 5mm / min, temperatura ambiente. Os corpos de prova
foram utilizados na forma de gravata com razdo minima de 8 entre a largura e a
espessura. As amostras usadas foram previamente analisadas e qualquer

descontinuidade tal como bolha de ar ou furos foram descartadas.
4. 2. 7. Andlise Termogravimétrica

O estudo do comportamento térmico das membranas foi realizado utilizando a
termogravimetria (TGA). A analise foi realizada em Shimadzu TG / DTA DTG-60
utilizando uma massa média de 6,262mg, 7,930mg e 6,198mg para as membranas com
0%, 5% e 10% de VBNP respectivamente. As amostras foram colocadas num porta-
amostras de platina e foram aquecidas a uma taxa de 10°C min™, a partir de uma

temperatura de 20°C até 600°C numa atmosfera de N, com uma vaz&o de 30 mL min™.
4. 2. 8. Ensaio de Degradacdo em Meio de Cultura Celular

Para determinar a taxa de degradacdo em meio de cultura DMEM e PBS (componentes
do meio DMEM e tampéo PBS estdo no anexol, Il e 11l respectivamente), amostras em
triplicata de membranas compositas, com 0%, 5% e 10% de VBNP de igual formato
foram secadas em estufa com circulacdo a (60+/-2)°C por 24h. Depois, foram pesadas
(M), antes de serem imersas em PBS (pH = 7,4) por 24 horas, ap0s este periodo as
amostras foram imersas em DMEM (pH = 7,4) durante diferentes periodos de tempo (2,
3,4,5,6,7, 14 e 21 dias), em estufa 5% de CO, a 37°C. Apds a imersdo, as amostras
foram cuidadosamente removidas do meio e tratadas em estufa durante 24 horas a 60°C.

Depois, deste periodo as amostras foram pesadas (Mg). O indice de degradacéo (ID) foi
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calculado como indicado na equacdo 1D (%) = (Mo -Mg/Mp) x100. Os valores relatados
sdo a média de 3 amostras (n = 3). Morfologia estrutural das membranas compositas foi
examinada utilizando microscopio electrénico de varredura a 15kV de intensidade,
microscopio FEI-INSPECT S50, acoplado a microssonda para Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS — Electron Dispersive Spectrometry) EDAX Genesis. As
andlises foram realizadas antes da degradacéo e nos dias 3, 7, 14 e 21 do ensaio.

As amostras degradadas foram também submetidas a andlise semiquantitativa por
difratometria de raios-X no vigésimo primeiro dia da degradacdo. Entretanto as
amostras antes de serem analisadas foram imersas em agua Milli-Q, esse procedimento
foi necessario devido ao grande numero de irregularidades nas amostras apés a

degradacéo o que dificultou uma andlise precisa das amostras.

A anéalise foi realizada em um Philips-PANalytical Empyrean , utilizando radiacéo
CuKa e cristal monocromador de grafita, velocidade de varredura 0,06°26 / s, tempo de
contagem 1s, intervalo de varredura de 4° até 90° 26. O método de analise se baseou na
comparacdo dos valores das distancias interplanares e das intensidades dos picos nos
difratogramas das amostras analisadas e uma amostra de referéncia, utilizando o padrédo
do banco de dados PDF-2 do ICDD - International Centre for Diffraction Data.

A espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier (FTIR), também foi
utilizada para caracterizar a presenca de grupos quimicos especificos nas membranas
compositas apds a 21 dias de degradacdo. Este método de caracterizacdo auxiliou na

investigacdo da composi¢do quimica dos compositos apos a degradacéo.
4. 2. 9. Estudo da Bioatividade

Os testes foram realizados em triplicatas, para cada uma das composi¢des das
membranas compdsitas (0%, 5% e 10% de VBNP). Os testes de bioatividade foram
realizados submergindo as amostras em Simulated body fluid (SBF), preparado
conforme a norma ISO/FDIS 23317:2007(E). O SBF foi preparado com a dissolucdo de
7,995 g de NaCl, 0,353g de NaHCO3, 0,224g de KCI, 0,228g de K2HPO, - 3H,0;
0,305g de MgCl, - 6H20, 0,227g de CaCl2 e 0,071 g de Na2SO4, todos da Synth
Brasil, em &gua destilada. As amostras, apds serem devidamente cortadas e tratadas em

estufa com circulacdo a (60+/-2)°C por 24h. Apos, cada amostra foi colocada dentro de
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um tubo falcon de 50mL e foram adicionados 40mL de SBF obedecendo a relagdo entre
a area superficial da amostra (As) em milimetros quadrados e o volume de solucéo de
SBF(Vs) em mililitros dada por: Vs = As / 10. As amostras foram completamente
submersas no liquido. Os frascos contendo as amostras foram colocados em banho-
maria a (37+/-2)°C por 7 dias. Apds o tempo especificado, as amostras foram removidas
e lavadas trés vezes com &gua deionizada para remover 0s minerais adsorvidos. Em
seguida, as amostras foram secadas em temperatura ambiente, seccionadas, preparadas e

analisados.

A morfologia das membranas obtidas foi avaliada através de microscopia eletronica de
varredura, microscopio FEI-INSPECT S50 acoplado a microssonda para Espectroscopia
de Energia Dispersiva (EDS — Electron Dispersive Spectrometry) EDAX Genesis, onde
foi feita analise quimica qualitativa. As imagens foram obtidas utilizando tensdo de

aceleracao de 15kV.

As amostras também foram submetidas a analise semiquantitativa por difratometria de
raios-X. Entretanto, essas amostras como no caso do ensaio de degradacdo, também
antes de serem analisadas foram imersas em agua Milli-Q, esse procedimento foi
necessario devido ao grande nimero de irregularidades nas amostras apés a degradacao
0 que dificultou uma andlise precisa das amostras. A analise foi realizada em um
Philips-PANalytical Empyrean utilizando radiagdo CuKa e cristal monocromador de
grafita, velocidade de varredura 0,06°20 / s, tempo de contagem ls, intervalo de
varredura de 4° até 90° 20. O método de analise se baseou na comparagdo dos valores
das distancias interplanares e das intensidades dos picos nos difratogramas das amostras
analisadas e uma amostra de referéncia, utilizando o padrdo do banco de dados PDF-2

do ICDD - International Centre for Diffraction Data.
4. 3. Extracao e Caracterizacao de Celulas do Ligamento Periodontal Humano
4. 3. 1. Cultura de Células do Ligamento Periodontal Humano

Os experimentos foram realizados utilizando dentes humanos com indicagdo
ortodontica de extracdo. Os dentes extraidos foram lavados uma vez em solugdo
Dulbecco’s phosphate-buffered salina sem célcio e magnésio (PBS) (GibcoBRL, NY,

USA). Depois foram imersos em 4mL de solucdo digestiva contendo: 2 mg/mL de



42

colagenase tipo Il (Gibco-Invitrogen Corporation, NY, USA), 0,25% de tripsina
(DIFCO Laboratories, MI, USA) em 20 mL de Dulbecco’s Modified Eagle Médium
(DMEM) (Gibco BRL, NY, USA) por 30 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO2. Em
seguida foram feitas mais quatro digestdes de 20 minutos cada, em estufa nas mesmas

condigdes citadas anteriormente.

A primeira digestdo foi descartada, pois possuia alto conteudo de hemacias, as quatro
ultimas digestdes foram centrifugadas em 1000g (1440 rpm) por cinco minutos cada.
Apbs a centrifugacdo as células foram ressuspendidas em frascos de cultura T25 (Nunc
products, Naperville) criando assim quatro populagdes celulares que foram cultivadas
em estufa a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultura celular utilizado foi o DMEM com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, NY, USA) complementado com 1% de
PSA (Penicilina, Estreptolisina e Antimicoético) (Gibco BRL, NY, USA) e foi trocado a

cada trés dias de cultura.

Quando as caixas de cultura atingiram confluéncia na faixa de 90%, foram tripsinizadas,
repicadas e passadas para caixas de cultura T75 criando assim mais trés populacdes de
células da primeira passagem. Células da segunda e terceira passagem foram utilizadas

nos experimentos.
4. 3. 2. Crescimento Celular

Para determinar a taxa de crescimento das células PDLH foi utilizada a técnica de
exclusdo de células ndo vitais coradas por azul de Trypan (Sigma, Co, USA). As
populacdes de células da segunda passagem, foram plaqueadas inicialmente com 3 X
10* células/cm® por poco em placas de 24 pogos TPP (Switzerland) e foram
sincronizadas por 24 horas com meio DMEM sem soro fetal bovino. Apos esse tempo o
meio sem soro foi trocado por meio DMEM com soro. O experimento foi realizado em
triplicatas e as contagens realizadas apos 24, 48 e 72 horas, permitindo estabelecer o
crescimento das populacdes celulares. Células com meio DMEM sem soro também

foram utilizadas como controle. As células foram tripsinizadas e contadas.

Para a contagem, foi utilizada 1puL da suspensdo celular que foi adicionada a 1uL de
azul de Trypan e 8uL de PBS. Esta suspensdo celular foi transferida para a camara de

Neubauer com auxilio de uma micropipeta e as células foram contadas, excluindo-se
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aquelas que se apresentaram coradas de azul (células ndo viaveis). Para o célculo do
nimero de células foi utilizada a equacdo matematica: NC x D x 10* / #Q, onde NC =
numero de células vitais contadas; D= diluicdo da amostra (= 10) e #Q = numero de
quadrados da cdmara de Neubauer (= 4) usados para contagem das células. Os dados
foram analisados utilizando o programa Prism software (Prism Software Corporation,
Irvine CA, USA).

4. 3. 3. Morfologia Celular

Para determinar a morfologia celular foi utilizada a técnica histoquimica de Feulgen
[163]. As populacBes de células PDLH da segunda passagem, foram plaqueadas
inicialmente com 1 X10* células / cm® por poco em laminulas em placas de 6 pocos TPP
(Switzerland) e foram sincronidas por 24 horas com meio DMEM sem soro fetal

bovino. Apds esse tempo 0 meio sem soro foi trocado por meio DMEM com soro.

Apb6s 72 horas as laminulas foram lavadas rapidamente com PBS e fixadas com
paraformoldeido 4% por 20 minutos e permeabilizadas com triton [0,5%] diluido em
PBS 3X, por 5min. Depois as laminulas foram hidrolisadas com HCL 1N por 30
minutos em estufa a 65°C, lavadas com agua destilada e incubadas com reativo de Schif

por 30 minutos, lavadas com agua sulfurosa e depois lavadas com &gua destilada.

Depois foram incubadas com verde luz por 20 segundos, lavadas com agua corrente,
desidratadas em alcool 70°, 80°, 90°, 95° e absoluto por 5 minutos, passadas no xilol e
montadas. O experimento foi realizado em triplicata (n = 3). As imagens foram obtidas

em microscopio optico (Nikon, Japéo).
4. 3. 4. RT-PCR para Genes de Tecido Periodontal

O RNA total de células PDLH foram extraidos utilizando o reagente Trizol (Invitrogen)
e 0 método desenvolvido por CHOMCZYNSKI e SACQUI em 1987, quantificado por
espectrofotometria a 260nm (Thermo Spectronic) e armazenado a -80°C até seu uso.

O cDNA foi produzido com o kit First-Strand Cdna Syntesis (Fermentas) de acordo
com especificagdes do fabricante. Foram primeiro misturados 2ug de RNA de cada
populagdo celular mais 1uL de oligo (dT) primer e completado o volume para 11 pL de

agua tratada DEPC. Essa mistura foi incubada por 5 min a 65°C.
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Apoés esse tempo foram adicionados os seguintes componentes: 4 pl de tampao da
reacdo [5X], 1uL de RiboLock RNase inibidor [20u/pL], 2uL. de dANTP mix [10mM],
2uL de Transcriptase Reversa [20u/uL]; o volume total foi de 20 pL por amostra. As
amostras foram incubadas por 60 minutos a 37°C, ap0s esse tempo as amostras ficaram

10 minutos a 70° C para desnaturagdo enzimatica.

As amostras foram estocadas a -20°C. Oligonucleotideos primers RT-PCR para genes
humanos do tecido periodontal: Periostin, Colageno tipo a I (COL a I), Osteocalcina
(OC), Fosfatase Alcalina (ALP), RUNX2, CP-23 e F-Spondin. Para células tronco
mesenquimais: CD166, CD105. GAPDH foi utilizado como banda controle. Os
Oligonucleotideos primers foram fabricados para utilizacdo neste protocolo pela
(Prodimol Biotecnologia S/A; MG, Brasil). (Tabela 4.2).

Tabela 4. 2: Oligonucleotideos primers RT-PCR para os genes Periostin, COL a I, OC, ALP,
CD166, CD105, RUNX2, F-Spondin, GAPDH.

Gen Sequéncia (F) Sequéncia (R) (pb)
Periostin  5’-actctttgctcccaccaatg-3’ 5’-tgatctcgcggaatatgtga- 3 665
Colal 5’-cactggtgctaagggagagc-3’ 5’-ctccagcctctccatctttg-3° 521
OoC 5’-gtgcagagtccagcaaaggt-3’ 5’-tcagccaactcgtcacagtc-3’ 175
ALP S’-aagtactggcgagaccaa gc-3' 5'-agagggccacgaaggggaact-3’ 214
CD166 5’-caagacaaccaaggctgaca-3’ 5’-cgcagacatagtttccagca-3’ 557
CD105 5’-agaggtgcttctggtcctca-3’ 5’-agttccaccttcaccgtcac-3’ 441
RUNX2  5’-gtggacgaggcaagagtttca-3’ 5’-tggcaggtaggtatggtagtg-3’ 638
F-Spondin  5’-ggaattggtccgagaagaagaca-3°  5°-gggtttgttgggtgactcat-3° 2141
CP-23 5'-atgggcacatcaagcactga-3’ 5'-ccccattagtgtcatcctge-3’ 741
GAPDH  5’- gtcagtggtggacctgacct-3° 5’-aggggtctacatggcaactg-3’ 420
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A reagdo de PCR foi realizada com o termociclador PTC-100 (MJ Research,
Watermown, MA) utilizando 0.5uL. de cDNA, 0.2mM de dNTPs, 2,5mM de MgCI2,
0.2mL de Tag DNA polimerase e 0.4M de cada um dos primers especificos citados na
tabela anterior para um volume final de 20uL completados com agua DEPC. Foi
utilizada a técnica de amplificacgdo de GAPDH como sequéncia de amplificacdo
controle em relagcdo aos genes propostos nesse trabalho. As temperaturas de anelamento
foram de 60°C para Periostin, CP-23, F-Spondin, COL o I, ALP, CD166, CD105 ¢
GAPDH, e de 65°C para OC e RUNX2, todos com 30 ciclos.

4. 4. Anédlise do Comportamento de Células do Ligamento Periodontal Humano
em Contato Direto com Nanoparticulas de Vidro Bioativo Produzidas pelo Método
Stober

Todos os testes biologicos foram realizados de acordo com a norma ISO 10993. Em
todos os ensaios o material na forma de p6 foi esterilizado por radiagdo ultravioleta por
30 minutos e na forma de membrana por 30 minutos de cada lado.

4.4.1. Ensaio de Citoxicidade com Resazurina

As células PDLH foram semeadas (1 x10* células / cm® poco) em placas de 24 pocos.
As populacdes celulares foram sincronizadas com meio sem soro durante 24 horas.
Ap0s esse periodo o meio foi trocado por meio com 10% de SFB. Foi utilizado 0,1mg/
mL de amostra de VBNP para cada poco tratado. Foram utilizados controles referéncia
com células e meio DMEM com 10% de SFB, controle positivo PBS (2X) e como
controle negativo lascas estéreis de eppendorf (0,1mg / mL). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata (n = 3). Ap6s 72 horas todo o meio foi aspirado e trocado por
900 pL de meio de cultura com soro em cada pogo. Foram acrescentados 100 uL. de
Resazurina (0,01mg / mL; SIGMA-ALDRICH, em cada pogo e incubadas por 16 horas
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, foram removidos 100 pL de cada poco e
transferidos para placas planas de 96 pogos e a quantificacdo foi feita em
espectrofotobmetro (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com dois filtros de 570 nm
e 590nm. Os valores obtidos foram expressos em percentual de células viaveis de
acordo com a seguinte formula: Viabilidade celular (%) = (absorbancia PDLH em
amostras x 100) / (absorbancia do controle). Consideraram-se os valores dos controles

(pocos com células e sem amostras) como 100% de viabilidade celular.
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4. 4. 2. Proliferacéo Celular por (BrdU)

Células PDLH de segunda passagem foram tripsinizadas e semeadas (1 X 10% células /
cm® por pogo) em placas de 96 pocos. As populacdes celulares foram sincronizadas com
meio sem soro durante 24 horas, ap0s esse periodo o meio foi aspirado e trocado por
meio com 10% SFB. Foi utilizado 0,img/ mL de amostra de VBNP para cada poco
tratado. Foram utilizados controles da mesma maneira que no ensaio de resazurina.
Apbs 72 horas as células foram marcadas com 10uL de 5-bromo-2-desoxiuridina
(BrdU, Kit 11, Roche) por poco e incubadas por 2 horas a 37°C. Ap0s esse tempo as
células foram fixadas por trinta minutos e depois incubadas com 100uL de nucleases
por poc¢o, por trinta minutos a 37°C. Em seguida foram adicionados 100uL de anti-
BrdU por pogo, por trinta minutos e apds foram adicionados 100uL por poco de
substrato de peroxidase até atingir a cor de fundo verde. Apds a incorporacdo do
substrato colorimétrico as amostras foram quantificadas em intervalos de 10 minutos
por duas vezes usando o leitor ELISA (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com
filtro de 405nm. Os valores obtidos foram expressos em percentual de células viaveis de
acordo com a seguinte formula: proliferacdo celular (%) = (absorbancia PDLH em
amostras x 100) / (absorbancia do controle). Consideraram-se os valores dos controles
(pocos com células e sem amostras) como 100% de proliferacdo celular. Os
experimentos foram realizados com n = 5 para cada leitura e foram analisados
estatisticamente com ajuda do programa PRISM; One Way/ ANOVA/ Bonferroni
(GrapHAd, San Diego, CA).

4. 4. 3. Atividade da Fosfatase Alcalina

A analise quantitativa da atividade da ALP foi realizada bioquimicamente usando 5-
bromo,4-chloro,3-indolylphosphate - nitroblue tetrazolium (BCIP / NBT) como
substrato. Este ensaio baseia-se no principio de que os cromédgenos BCIP e NBT
reagem com a fosfatase alcalina, onde o BCIP ¢ hidrolisado e o NBT ¢ reduzido
formando um produto azul escuro [164]. O ensaio foi realizado no pellet celular ap6s
sete dias de cultura celular. As células PDLH de segunda passagem foram tripsinizadas
e semeadas (1 X 10% células/cm® por poco) em placas de 24 pocos. As populacdes
celulares foram sincronizadas com meio sem soro durante 24 horas, apds esse periodo o

meio foi aspirado e trocado por meio com 10% de SFB. Foi utilizado 0,1mg / mL de
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amostra de VBNP para cada poco tratado. Apos 7 dias a camada de células foi lavada
duas vezes com PBS. Em seguida, 200 ml de BCIP-NBT (Invitrogen) preparado de
acordo com o protocolo do fabricante foi adicionado a cada pogo. Apds 2 horas de
incubacdo e foram adicionados 210 ul de HCI a 10% de SDS e incubados durante 18
horas. A densidade optica foi medida utilizando ADAP 1.6 software espectrofotdmetro
(Anthos Zenith 200, Anthos Labtec, Salzburg, Suécia), com um filtro de 595nm. Os
valores obtidos foram expressos em percentual da atividade da ALP de acordo com a
seguinte formula: Atividade ALP (%) = (absorbancia PDLH em amostras x 100) /
(absorbéancia do controle). Consideraram-se os valores dos controles (pogos com células
e sem amostras) como 100% de atividade da ALP.

4. 5. Analise do Comportamento de Células do Ligamento Periodontal Humano
em Contato com as Membranas Compositas de QUI / PVA / PEG / PCL Contendo
Nanoparticulas de Vidro Bioativo pelo Método Coprecipitacao

Todos os testes bioldgicos foram realizados de acordo com a norma ISO 10993

Todas as placas usadas nos ensaios biologicos foram previamente tratadas com 0,67ul /
cm? por poco de Poli (2 - hidroxi-etil-metacrilato) por 48 horas em estufa a 37°C, para

evitar que as células PDLH aderissem a placa e ndo aderissem na membrana.
4.5.1. Ensaio de Proliferacio Celular com VBNP em Contato Direto

Para determinar a proliferacdo celular foi utilizada a técnica histoquimica de Feulgen
especifica para DNA. Esse ensaio foi realizado preliminarmente com células PDLH
utilizando somente VBNP na forma de particulas. As populacdes de células PDLH da
segunda passagem, foram plaqueadas inicialmente com 1 X10* células / cm® por poco
em laminulas em placas de 6 pocos TPP (Switzerland) e foram sincronizadas por 24
horas com meio DMEM sem soro fetal bovino. Apo6s esse tempo o0 meio sem soro foi
trocado por meio DMEM com soro para a condi¢cdo controle e com 0,1mg /mL de
VBNP para a condicéo tratada. Apds 72 horas as laminulas foram lavadas rapidamente
com PBS e fixadas com paraformoldeido 4% por 20 minutos e permeabilizadas com
triton [0,5%] diluido em PBS 3X, por 5min. Depois as laminulas foram hidrolisadas
com HCI 1N por 30 minutos em estufa a 65°C, lavadas com &gua destilada e incubadas

com reativo de Schif por 30 minutos, lavadas com agua sulfurosa, depois lavadas com
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agua destilada. Depois foram incubadas com verde luz por 20 segundos, lavadas com
agua corrente, desidratadas em alcool 70°, 80° 90°, 95° e absoluto por 5 minutos,
passadas no xilo e montadas. O experimento foi realizado em triplicata (n = 3). As

imagens foram obtidas em microscopio optico (Nikon, Japéo).
4.5. 2. Ensaio de Citoxicidade com Resazurina

As membranas compdsitas com 0%, 5% e 10% de VBNP foram cortadas com o
diametro de 8mm e esterilizadas por radiacdo UV, 30 minutos de cada lado. As
membranas foram colocadas em placas de 24 pogos com 1mL de PBS a 37°C e 5% de
CO, por 24 horas. Apbs esse periodo o PBS foi descartado e as células PDLH de
segunda passagem foram tripsinizadas e semeadas nas membranas (1 X 10 células/cm?®
por poco). As populacdes celulares foram sincronizadas com meio sem soro durante 24
horas. Foram utilizados controles referéncia com células e meio DMEM com 10% de
SFB, controle positivo PBS (2X) e como controle negativo lascas estéreis de eppendorf
(Img/ mL). Foi também utilizado meio DMEM puro com 10% de SFB como controle.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata (n=3). Ap6s 72 e 168 horas todo 0 meio
foi aspirado e trocado por 900 uL de meio de cultura com soro em cada pogo. Foram
acrescentados 100 pL de Resazurina (0,01mg / mL; SIGMA-ALDRICH, em cada pogo
e incubadas por 16 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Depois, foram retirados 100uL
de cada poco e transferidos para uma placa de 96 pocos plana e a quantificacdo da
fluorescéncia foi feita em Varioskan Reader (Thermo Scientific) com filtro de 570nm a
585nm. Os valores obtidos foram expressos em percentual de células viaveis de acordo
com a seguinte formula: Viabilidade celular (%) = (fluorescéncia PDLH em amostras X
100) / (fluorescéncia do controle). Consideraram-se os valores dos controles (po¢os com

células e sem amostras) como 100% de viabilidade celular.
4.5. 3. Proliferacao Celular por (BrdU)

As membranas compositas com 0%, 5% e 10% de VBNP foram cortadas com o
tamanho de acordo com o poco da placa de cultura e foram esterilizadas por radiagéo
UV, 30 minutos de cada lado. As membranas foram colocadas em placas de 96 pogos
com 200uL de PBS a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. Apés esse periodo as células
PDLH de segunda passagem foram tripsinizadas e semeadas nas membranas (1 X 10?

células / cm® por poco). As populagdes celulares foram sincronizadas com meio sem
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soro durante 24 horas, ap0s esse periodo o meio foi aspirado e trocado por meio com
10% SFB. Foram utilizados controles da mesma maneira que no ensaio de resazurina.
Apds 72 horas as células foram marcadas com 10uL de 5-bromo-2-desoxiuridina
(BrdU, Kit 111, Roche) por poco e incubadas por 2 horas a 37°C. Ap0s esse tempo as
células foram fixadas por trinta minutos e depois incubadas com 100uL de nucleases
por pogo, por trinta minutos a 37°C. Em seguida foram adicionados 100uL de anti-
BrdU por pogo, por trinta minutos ¢ apos foram adicionados 100uL por poco de
substrato de peroxidase até atingir a cor de fundo verde. Apds a incorporacdo do
substrato colorimétrico as amostras foram quantificadas em intervalos de 10 minutos
por duas vezes usando o leitor ELISA (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com
filtro de 405nm. Os valores obtidos foram expressos em percentual de células viaveis de
acordo com a seguinte formula: proliferacdo celular (%) = (absorbancia PDLH em
amostras x 100) / (absorbancia do controle). Consideraram-se os valores dos controles
(pocos com células e sem amostras) como 100% de proliferacdo celular. Os
experimentos foram realizados com n = 5 para cada leitura e foram analisados
estatisticamente com ajuda do programa PRISM; One Way/ ANOVA/ Bonferroni
(GrapHAd, San Diego, CA).

4. 5. 4. Atividade da Fosfatase Alcalina

A analise quantitativa da atividade da ALP foi realizada bioquimicamente usando 5-
bromo,4-chloro,3-indolylphosphate - nitroblue tetrazolium (BCIP / NBT) como
substrato. O ensaio foi realizado no sobrenadante e no pellet celular nos dias 3 e 7 de
cultura celular. As membranas compositas com 0%, 5% e 10% de VBNP foram
cortadas de acordo com o didametro do pogo da placa de 24 pocos e foram esterilizadas
por radiacdo UV, 30 minutos de cada lado. As células PDLH de segunda passagem
foram tripsinizadas e semeadas nas membranas (1 X 10% célulassmm3 por pogo) em
placas de 24 pogos. As populacdes celulares foram normalizadas com meio sem soro
durante 24 horas, apds esse periodo o meio foi aspirado e trocado por meio com 10% de
SFB. Apds 3 e 7 dias o sobrenadante de cada poco foi removido e a camada de células
foi lavada duas vezes com PBS. Em seguida, 200 ml de BCIP-NBT (Invitrogen)
preparado de acordo com o protocolo do fabricante foi adicionado a cada pogo. Apds 2
horas de incubacdo e foram adicionados 210 ul de HCl a 10% de SDS e incubados

durante 18 horas. A densidade Optica foi medida utilizando ADAP 1.6 software
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espectrofotémetro (Anthos Zenith 200, Anthos Labtec, Salzburg, Suécia), com um filtro
de 595nm. Os valores obtidos foram expressos em percentual da atividade da ALP de
acordo com a seguinte formula: Atividade ALP (%) = (absorbancia PDLH em amostras
x 100) / (absorbancia do controle). Consideraram-se os valores dos controles (pocos

com células e sem amostras) como 100% de atividade da ALP.
4.5.5. Morfologia das Células PDLH nas Membranas Compdsitas

Nesse experimento foi utilizada somente a membrana com 5% de VBNP. As amostras
foram cortadas de acordo com tamanho da placa de cultura de 6 pogos e esterilizadas
por radiagdo UV, 30 minutos de cada lado. As membranas foram colocadas em placas
de 6 pogos com PBS a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Ap0s esse periodo o PBS foi
descartado e as células PDLH de segunda passagem foram tripsinizadas e semeadas nas
membranas (1 X 10* células / cm® por pogo). Controles para a microscopia optica
foram utilizados em pogos sem membranas e com células PDLH. Para preparacdo da
microcopia eletrénica de varredura foi utilizada a técnica do duplo 6smio com posterior
desidratacdo com graus ascendentes de etanol, secas em ponto critico, revestidas com 15
nm de ouro e examinadas por microscopia eletronica de varredura. As imagens foram
obtidas em microscépio Optico (Nikon, Japao). Morfologia das células na amostra com
5% de VBNP foi examinada utilizando microscépio electrénico de varredura a 15kV de
intensidade, microscopio FEI-INSPECT S50.
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5. RESULTADOS

Todos os resultados foram analisados estatisticamente utilizando Software Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A significancia foi avaliada por meio do
teste t Student One-way ANOVA-Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

5. 1. Caracterizacdes das Membranas Compdsitas
5. 1. 1. Andlise Macroscopica das Membranas

A partir da andlise visual, foi possivel verificar que os filmes com 0%, 5% e 10% de
VBNP apresentavam aspecto semelhante com coloragdo amarela clara transparente, de
espessura variando de 0,280 a 0,090 mm (Figura 5.1).

0%VBNP 5%VBNP 10%VBNP

Figura 5. 1. Andlise macroscopica das membranas compoésitas com adicdo de 0%, 5% e 10% de

vidro bioativo nanoparticulado.
5. 1. 2. Estudo morfolégico das Membranas por MEV

A morfologia das membranas compésitas foram analisadas por MEV, observou-se que
as trés amostras apresentaram morfologia similar (Figura 5. 2. A). A analise qualitativa
por EDS mostrou a presenca de Si, Ca, P nas amostras de compdsitos com 5% e 10%
de vidro bioativo nanoparticulado o que comprova a presenca qualitativa de vidro nas

duas amostras (Figura 5. 2. B)
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Figura 5. 2. Estudo morfol6gico das membranas por microscopia eletrdnica de varredura. (A)

Aspecto morfoldgico das amostras. (B) Analise EDS das amostras (600X, barra = 50 um).
5. 1. 3. Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros das amostras da QUI, PVA, PEG, PCL-T e VBNP foram analisados
primeiro separadamente para analise dos polimeros e o vidro bioativo utilizados na
sintese das membranas. Posteriormente as membranas compdsitas contendo 0%, 5% e
10% de VBNP foram analisadas e comparadas com espectros dos materiais acima

citados.

A figura. 5.3 apresenta o espectro de infravermelho da quitosana com GD =75% obtida
a partir de uma pastilha de QUI/KBr. A quitosana apresenta bandas caracteristicas
bastante especificas e que facilitam sua identificagdo quando submetida a
espectroscopia no infravermelho. O espectro de infravermelho apresenta um ampla
banda de absorcdo em 3360cm™, que estd associado ao N-H e ao estiramento O-H.
Apresenta para o grupo C-H as bandas caracteristicas de estiramento em 2940cm™ (com
menor intensidade) e de vibracio assimétrica em 2890cm™ (com maior intensidade).

Apresenta também clara deformacéo angular de CH, (tesoura) na banda de 1421cm™.
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As fortes vibragbes de dobramento da ligacdo N-H priméria, secundaria e terciaria
aparecem nas bandas de 1319cm™, 1260cm™, 1370cm™ respectivamente. As vibragtes
correspondentes & estrutura sacaridea (C-O-C) aparecem em 1160cm™ e 893cm™.
Também ¢ possivel observar a presenca das bandas correspondentes ao estiramento de
C-O ciclico em 1060cm™e 1020cm™ [21;26].

C-O
NH

CH, amina |

Cc=0
amida (I)

~—

/
amida (Il)

Absorbancia (u.a)

amina |l

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm™)

Figura 5. 3. Espectro de FTIR da Quitosana.

A figura 5.4 mostra o espectro tipico do PVA. O espectro de infravermelho apresenta
uma ampla banda de absorcdo em 3344cm™, que est4 associada ao estiramento de O-H.
Apresenta para a ligacdo de C-H as bandas de estiramento em 2939cm™ (com maior
intensidade) e em 2906cm™ (com menor intensidade). Apresenta para a ligagdo de C=0
banda de estiramento em 1728cm™ que pertence ao grupo acetato encontrado no
polimero PVA parcialmente hidrolisado. Apresenta bandas de deformacao angular de
(CH)-CH, em 1425cm™ e em 939cm™.
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Figura 5. 4. Espectro de FTIR do Poli (alcool vinilico).

Para 0 PEG, as absorces caracteristicas s40 uma banda intensa em 1110 cm™ devida ao
estiramento assimétrico C-O-C e bandas relativas ao estiramento C-H a 2882 cm™
Também sdo observadas as bandas de deformacao angular de CH, e CH3 a 1466 e 1340

cm™ respectivamente [28] (Figura 5.5).

O espectro do PCL-T apresenta as bandas relativas ao estiramento assimétrico do CH,
em 2938 cm™, ao estiramento simétrico do CH, em 2865 cm™, ao estiramento do C=0
em 1728 cm™, ao estiramento assimétrico C-O-C em 1234 cm™ e & deformacéo axial
assimétrica C(=0)-O em 1158 cm™. A banda larga, observada para a PCL-T em 3452
cm* é relacionada a hidroxilas livres, e um pequeno ombro em 3247 cm™ é atribuida as

hidroxilas formando ligagdes de hidrogénio intramoleculares [28] (Figura 5.6).
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Figura 5. 5. Espectro de FTIR do Poli (etileno glicol).
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Figura 5. 6. Espectro de FTIR da Poli (caprolactona) triol.
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Na Figura 5.7 sdo apresentados os espectros de infravermelho das nanoparticulas de
vidro bioativo. Entre 1350 e 850 cm™ existe uma banda larga que inclui: o estiramento
assimétrico do Si-O-Si em 1076 cm™, o estiramento de Si-O em [SiO?/ Ca®*] a 960-

985cm™ e (iv) o dobramento de OH e o estiramento de Si-O em Si-OH a 880cm™ [41].
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Figura 5. 7. Espectro de FTIR do vidro bioativo nanoparticulado.

A figura 5.8 apresenta o0s espectros das membranas nanocompositas contendo 0%, 5% e
10% de VBNP. Observa-se na figura as bandas caracteristicas da quitosana e do PVA
em todas as amostras. Para 0s espectros das trés amostras, a banda larga observada entre
3100 e 3600 cm™ pode ser atribuida as vibragdes de estiramento de diversos grupos
hidroxil: estiramento dos grupos O-H superficiais que fazem Ligagdo de Hidrogénio
com as moléculas de agua; estiramento CO-H nas cadeias de PEG, PCL-T e PVA, e,
para as amostras que contém VBNP, superposi¢do das vibracGes de estiramento das
ligacdes SiO-H. O estiramento do grupo C-H pode ser observado entre 2800-2930 cm™.
A banda de absorgdo em aproximadamente 1724 cm™ pode ser atribuida ao estiramento
do C=0 dos grupos acetatos do PCL-T e dos acetatos ndo hidrolisados do polimero
PVA.
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A interacdo entre as fases organica e inorganica das membranas contendo vidro bioativo
pode ser fraca, elas podem partir de interaces de van der Waals ou ligacOes de
hidrogénio, ou forte, a partir ligacbes covalentes. A presenca de ligacbes Si-O-C na
faixa de 1000 a 1100 cm™ é documentada na literatura, correspondendo a ligacdo
covalente entre o vidro e a quitosana, e de ligacdes Si-O-C em 830 cm™,
correspondendo a ligacao covalente entre vidro e PVA [28]. No entanto, a presenca de
bandas sobrepostas de grupamentos de varios materiais, tanto na faixa de 1000 a 1100
cm™ quanto na faixa de 842 a 760cm™ dificultam essa interpretacdo. A banda de 456
cm™ que aparece nas amostras com vidro é atribuida segundo a literatura ao estiramento
do Si-O-Si [140].

C-0—"]
amina(lll)
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Figura 5. 8. Espectro de FTIR das amostras compositas (a) 0% (b) 5% e (c) 10% de vidro

bioativo nanoparticulado.
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5. 1. 4. Difracéo de raios X (DRX)

Na figura 5.9 observa-se que os difratogramas das membranas nanocompositas de QUI /
PVA / PEG / PCL com adicdo de 0%, 5% e 10% de VBNP apresentaram padrbes
semelhantes de difracdo. Pelos difratogramas apresentados pode-se considerar que as

membranas produzidas sdo predominantemente amorfas.

0%VBNP

Intensidade

5%VBNP

10%VBNP

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
20

Figura 5. 9. Difratogramas das membranas compositas com 0%, 5% e 10% de vidro bioativo

nanoparticulado.
5. 1. 5. Angulo de contato

A figura 5.10 mostra os resultados da analise do angulo de contato das amostras de
membranas compésitas de QUI / PVA / PEG / PCL-T com 0%, 5% e 10% de VBNP.
As amostras com 5% e 10% de VBNP apresentaram um comportamento e decréscimo
similares do angulo quando comparadas com a amostra sem adicdo de VBNP. A
membrana com 10% de VBNP apresentou o menor valor do angulo de contato

comparado com as amostras com 0% e 5% de VBNP.
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Figura 5. 10. Anélise do &ngulo de contato. (A) Gréfico do &ngulo de contato em funcéo do

tempo. (B) Fotografia da variacdo do angulo das membranas em funcéo do tempo.
5. 1. 6. Ensaios mecanicos

A figura 5.11 demonstra as curvas representativas dos ensaios de tracdo para as
amostras de membranas com adicdo de 0%, 5% e 10% de vidro bioativo

nanoparticulado.

A Tabela 5.1 apresenta os valores médios dos resultados obtidos nos ensaios de

resisténcia mecanica a tracdo das trés amostras.
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Figura 5. 11. Curvas Tens&o x Deformagdo das membranas (A) 0% (B) 5% e (C) 10% de vidro

bioativo nanoparticulado.

Tabela 5. 1. Valores de Tensdo méaxima de tracdo, Deformacdo Especifica, Mddulo de
Elasticidade e Respectivos Desvios Padrdo para amostra com 0%, 5% e 10% de vidro bioativo

nanoparticulado.

(o) Méaxima (MPa) Deformacao (%) (E) Modulo (MPa)

Média d.p Média d.p Média d.p
0%VBNP 11,04 0,7 96 4 55 6,90
5%VBNP 14,09 1,77 71 15 122 21,19

10%VBNP 21,56 2,12 70 6,6 155 17,13
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Observa-se nas figuras 5.11, 5.12 e na tabela 5.1 que houve um aumento significativo
do madulo de elasticidade que aumentou de 55 + 3 MPa na amostra sem vidro para 122
+ 9 MPa e para 155 £ 7 MPa nas amostras com a adi¢do de 5% e 10% de VBNP

respectivamente.
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Figura 5. 12. Modulo de elasticidade das membranas compositas com 0%, 5% e 10% de vidro
bioativo nanoparticulado (p < 0,0001, n = 5, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad

Prism).

Observa-se na figura 5.13 que as amostras com 0% de VBNP apresentaram um valor
médio de 11,04 + 0,31 MPa de tensdo méaxima; com a adicdo de 5% de VBNP ela
aumentou para 14,09 = 0,79 MPa e para 21,56 £ 0,94 MPa nas amostras com 10% de
VBNP.
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Figura 5. 13. Tensdo maxima das membranas compositas com 0%, 5% e 10% de vidro bioativo
nanoparticulado (p < 0,0001, n = 5, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism ).
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A figura 5.14 demonstra diminuicdo da deformacéo total das amostras, as amostras
com 0% de VBNP que apresentavam 96 + 2% de deformacdo, apos a adicdo de 5% e
10% de VBNP passaram a ter 71 £ 7% e 70 = 3% respectivamente.
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Figura 5. 14. Deformacéo total das membranas compdsitas com 0%, 5% e 10% de vidro
bioativo nanoparticulado (p < 0,001, n = 5, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad

Prism).
5. 1. 7. Analise Termogravimétrica

As membranas compositas foram avaliadas acerca de sua estabilidade térmica através
da anélise de TG e DTG, cujos resultados sdo apresentados nas Figuras 5.15; 5.16 e
5.17. As analises de TG mostram gue as amostras contendo 0%, 5% e 10% de VBNP
apresentaram um perfil de degradacgéo térmica semelhante com trés estagios de perda de

massa. A analise de cada amostra é descrita abaixo:

A amostra sem vidro apresentou o primeiro decréscimo de massa na faixa de 20 a
150°C. Observa-se pela derivada da curva de perda de massa (DTG) que no primeiro
estagio da degradacgdo a taxa méxima de perda de massa foi em 69°C. Esta etapa refere-

se a evaporacdo de agua residual presente nas amostras que demonstrou uma perda de
13,97%.

O segundo estagio, na faixa de 150 a 370°C, pode ser atribuido a degradacéo da cadeia
polimérica da quitosana, envolvendo a desidratagdo, despolimerizacdo e decomposic¢des

piroliticas das estruturas polissacarideas resultando na formacgdo de &gua, dioxido de
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carbono, metano e aménia [28]. Esta etapa envolve também a desidratacdo da cadeia
polimérica do PVA, acompanhada da formacgdo de alguns produtos volateis [165]. A
taxa maxima de degradacao nessa fase € na temperatura de 293°C. Nessa fase também
ocorre vaporizacdo do PEG, a literatura cita que a temperatura de inicio ‘omset’ da
vaporizacdo do PEG, na atmosfera de nitrogénio (N2), é por volta de 300°C [166].
Nessa segunda fase houve uma perda de massa de 59,77%.

Na terceira fase, na regido acima de 370°C ocorre uma perda de massa de 14,82% e
refere-se a degradacdo do PVA, em carbono e hidrocarbonetos. Nessa fase também
ocorre de acordo com dados da literatura o inicio da perda de massa do PCL-T. A
degradacdo maxima nessa fase € em 389°C podendo estar associada a decomposicéo das
ligacOes éster do PCL-T (Figura 5.14).

59,77%

ulw/br 91a

20 4
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Figura 5. 15. Curva de TG e DTG da amostra com 0% de vidro bioativo nanoparticulado.

A amostra com 5% de vidro apresentou o primeiro, segundo e terceiro estagios de perda
de massa nas mesmas faixas de temperatura que a amostra sem vidro. Observa-se perda
de 13,07%, 59,86% e 15,34% de massa respectivamente para as faixas acima citadas.

Observa-se pela derivada da curva de perda de massa (DTG) que no primeiro, segundo
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e terceiro estagios da degradacdo a taxa maxima de perda de massa ocorre a 69, 301 e

386°C respectivamente (Figura 5.16).
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Figura 5. 16. Curva de TG e DTG da amostra com 5% de vidro bioativo nanoparticulado.

A amostra com 10% de vidro também apresentou semelhanca com as amostras com 0%
e 5% de VBNP demonstrando faixas iguais de temperatura no primeiro, segundo e
terceiro decréscimo de massa. Observa-se perda de 14,33%, 64,82% e 12,32% de massa
respectivamente para as trés faixas acima citadas. A temperatura de degradagdo maxima
da primeira fase é 68°C, da segunda fase de perda de massa € 301°C e da terceira fase é
384°C (Figura 5.17).

A figura 5.18 demonstra as curvas da analise termogravimétrica (TG) das trés amostras
de membranas compoésitas. A figura 5.19 apresenta a derivada da curva de perda de

massa (DTG) das membranas compdsitas com 0%, 5% e 10 de VBNP



65

100 -
80 +
@)
60 )
X =
~ <
O 3
= 40 5
20 - 12,32%
0 L] L] L] L] L]
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 5. 17. Curva de TG e DTG da amostra com 10% de vidro bioativo nanoparticulado com
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Figura 5. 18. Curva de decomposicdo térmica TG das membranas compositas com 0%, 5% e

10% de vidro bioativo nanoparticulado.
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Figura 5. 19. Derivada curva de perda massa DTG das membranas compositas.
5. 1. 8. Ensaio de degradacdo em meio de cultura celular

A figura 5.20 demonstra as curvas de degradacdo em massa das amostras com 0%, 5% e
10% de VBNP em func¢do do tempo. A tabela 5.2 apresenta o indice de degradacdo das
amostras em funcdo do tempo. Apds 24 horas quando as amostras estavam em PBS
observa-se que o indice de degradacdo das trés amostras teve valor médio de 67 £ 3%.
A partir do segundo dia quando as amostras estavam em meio de cultura DMEM
observa-se uma reducéo no indice de degradacdo de todas as amostras que ficaram com

0 peso praticamente constante até o vigésimo primeiro dia de degradacao.

As figuras 5.21 e 22 apresentam as microfotografias do ensaio de degradacdo obtidas
por microscopia eletrénica de varredura. As figuras mostram as mudancas ocorridas na

morfologia das amostras a partir do primeiro dia de degradagéo até o sétimo dia.
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Figura 5.20. Curva de degradagdo das amostras das membranas compositas.

Tabela 5.2. indice de degradago das amostras com 0%, 5% e 10% de vidro bioativo

nanoparticulado em fungéo do tempo.

DIA 0%VBNP 5%VBNP 10%VBNP
1 64,5% 70% 67%
2 12,8% 0% 42%
3 1,6% 2% 5,8%
4 1% -16,6% 4,7%
5 -0,17% 4,3% -1,13%
6 2,2% 2,7% -4,5%
7 1,7% -2,75% -11%
8 1,4% -2,3% 3,5%

9 0,7% 0,3% -1,3
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Figura 5.21. Ensaio de degradacdo painel I. (A) Antes da degradagdo (15Kv, 1000X, barra =
100um). (B) Apés 24 em PBS (15Kv, 10.000X, barra = 10um).
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Figura 5. 22. Ensaio de degradacdo painel Il. (A) Terceiro dia de degradacdo em DMEM
(15Kv, 20.000X, barra = 5um). (B) Sétimo dia de degradacdo em DMEM (15Kv, 20.000X,

barra = 5um).
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A figura 5.23 apresenta a microfotografia das trés amostras obtidas a partir de
microscopia eletrdnica de varredura, apds quatorze e vinte e um dias de degradacdo em
meio DMEM. Observa-se que todas as amostras apresentam superficies com
irregularidades e as amostras com 5% e 10% de VBNP apresentaram uma maior

quantidade de regides com aspecto semelhante a deposicao de sais.

0

Bt

(B)

Figura 5.23. Ensaio de degradacéo painel I11. (A) Décimo quarto dia de degradagdo em DMEM
(15Kv, 20.000X, barra = 5um). (B) Vigésimo primeiro dia de degradacdo em DMEM (15Kyv,
20.000X, barra = 5um).

As figuras 5.24 apresenta analise EDS das amostras com 0% e 10% de VBNP apos
vinte e quatro horas de degradacdo em meio PBS Na analise EDS qualitativa da amostra
com 5% e 10% de vidro observa-se a presenca de Si, P, componentes que nao aparecem
na amostra sem vidro. As figuras 5.25 e 26 apresentam a analise EDS das membranas
compdsitas no setimo e vigésimo primeiro dia de degradagéo respectivamente, agora em
meio DMEM. Observa- se nas amostras com vidro a presenca de Si, Ca e P, porém com
intensidades relativas diferentes das apresentadas no inicio da imersdo. Ocorreu
também, um aumento de intensidades relativas dos picos de Ca e P, e diminuigdo dos
picos de Si.



(B)

(C)

(A)

T 0%VBNP
Au
|
° f
;| |
|
| i
\‘ a
" Na | c1 c
iy Au a
[ 1] v L%, J “_A:‘;" j'{‘ <
W W wafﬁ* W Wit b 'q-,‘;wm... ot i bk \ } i
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 .00 9.00  kev
8 5%VBNP
an
i |
Ca
‘ Au |
e ]
\ ‘ | i‘
il
‘ |‘ 1,\ |l
| f {
[ !
e I .
| |
e L s :
My LA u
L et AT L et s bl e e .
1.00 z.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00 8.00 S.00 kev
511 10%VBNP
an
o]
[
‘ \
| i
| Ca
I P
c ! ( Jau .‘;
1 IJ' |
| [ 1T} fl
i M I
| J B:a | \ | '\ Ca
o b [1&
|l [ A -l WA
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00  kev

Figura 5.24. Anélise EDS apds vinte e quatro horas em PBS das membranas compositas (A)

0% (B) 5% (C) 10% de vidro bioativo nanoparticulado.
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Figura 5.25. Andlise EDS apds sete dias em DMEM (A) 0% (B) 5% e (C) 10% de vidro

bioativo nanoparticulado
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10% de vidro bioativo nanoparticulado.
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Para analisar as regides com deposic¢ao de sais das amostras com 10% de vidro bioativo
foram obtidas microfotografias por MEV e também anélise qualitativa por EDS. Essa

analise foi feita no vigésimo primeiro dia de degradacdo. Observou-se nessas regides

pela analise EDS a presenca de fosforo e célcio (Figura 5.27 e 5.28).

Figura 5. 27. Ensaio de degradac&o. Microfotografias da regido de deposicéo de sais da
amostra com 10% de vidro bioativo; a seta demarca a regido ampliada e onde foi feito o EDS.
(15kv, 20.000X, barra = 5um).

F Ca 10%VBNP
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Figura 5. 28. Analise EDS qualitativa da regido de deposicao de sais da amostra com 10% de

vidro bioativo.
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A figura 5. 29 (A) demonstra a anélise de DRX das membranas compdsitas de QUI /
PVA / PEG / PCL-T contendo 0%, 5% e 10% de VVBNP antes do ensaio de degradacao
e 5. 29 (B) apds 21 dias de degradacdo em meio DMEM. Nas duas figuras em todos 0s

espectros existe a predominancia de halos amorfos nas membranas compositas.

Intensidade

. 0%VBNP 0%VBNP

NTrrnl

Intensidade

5%VBNP 5%VBNP

10%VBNP

. 10%VBNP

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 20

Figura 5. 29. Anélise de DRX das membranas compositas. (A) antes da degradacéo e (B) apos

vinte um dias de degradacdo em meio DMEM.

A figura 5.30 apresenta os espectros FTIR das trés amostras antes e apds vinte e um dias
de degradacdo. Na andlise dos espectros ap0s vinte e um dias de degradacdo a banda
observada entre 3600-3100cm™ atribuida as vibragbes de estiramento dos diversos
grupos hidroxil ja caracterizados na secdo 5.2.3 e a do grupo NH apresentam nitida
reducdo na intensidade das bandas nas amostras com 0% e 5% de VBNP. A banda
observada entre 2938-2870cm™ atribuida &s vibragbes de estiramento dos diversos
grupos CH presentes no PVA, QUI, PEG e PCL-T também apresentam reducédo de

intensidade nas trés amostras, apos a degradacdo de vinte um dias.

Na banda de absorcdo atribuida ao acetato em aproximadamente1724 cm™ e na banda

atribuida ao grupo CH, observa-se reducao na intensidade das trés amostras.
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Figura 5. 30. Espectro de FTIR de todas as amostras (A) antes da degradacéao (B) ap6s vinte um
dias de degradagdo em meio DMEM. [(a) 0%VBNP; (b) 5%VBNP; (c)10%VBNP]
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5. 1. 9. Estudo da bioatividade

Apo0s a imersdo em SBF por sete dias, as amostras compositas contendo 0%, 5% e 10%
de VBNP foram analisadas por microscopia eletronica de varredura. A figura 5. 31 (A)
mostra a formacdo de estruturas semelhantes & hidroxiapatita nas amostras com 5% e
10% vidro bioativo. Observa-se também que ndo houve formacgdo dessas estruturas na
amostra sem vidro apés sete dias de tratamento com SBF. Além disso, as figuras 5.31
(B) e (C) mostram outras estruturas com aspecto de fases de fosfato de célcio presentes

nas amostras com 5% e 10% de VBNP respectivamente.

Figura 5. 31. Analise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura. (A) Demonstra a
auséncia de fases de fosfato de calcio na amostra sem vidro (primeira & esquerda) e a presenca
de fases de fosfato de célcio nas amostras com 5% e 10% de VBNP respectivamente (15kV,
25000X, barra = 20um). (B) Fases de fosfato de calcio da amostra com 5% de VBNP (1le 2 =
10.000X, 15kV); (3 = 25.000X, 15kV); (barra = 20um). (C) Fases de fosfato de célcio da

amostra com 10% de VBNP. (1e 2 = 10.000X, 15kV); (3 = 25.000X, 15kV).
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A andlise EDS mostrou a presenca de Ca, P e Si nas amostras de compositos com 5% e

10% VBNP e a auséncia dos mesmos na membrana sem vidro (Figura 5.32).
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Figura 5. 32. Analise EDS ap0s sete dias de imersdo em SBF. Em (A) amostra com 0%, (B)

5% e (C) 10% de vidro bioativo nanoparticulado.
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Os espectros de DRX confirmaram a presenca de estruturas cristalinas na superficie das
membranas com 5% e 10% de VBNP, entretanto ndo séo picos caracteristicos da HA
(Figura 5. 33). Os dados sugerem que houve precipitacdo de fosfato de célcio nas

membranas com VBNP, entretanto ndo podemos afirmar quais as fases estdo presentes

nas amostras analisadas.
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Figura 5. 33. Analise DRX das membranas compositas. Em (A) 0% (B) 5% e (c) 10% de vidro

bioativo nanoparticulado apds sete dias de imersdo em SBF.



79

5. 2. Caracterizagdo de Células do Ligamento Periodontal Humano
5. 2. 1. Crescimento Celular

O padrdo de crescimento das células PDLH com meio DMEM com soro apresentou um
crescimento ascendente como demonstrado na figura 5.34. O padrdo de crescimento

das células com meio DMEM sem soro apresentou crescimento minimo e constante.

g, - PDLH- SFB
-« PDLH +SFB

NUmero de células (X 10%
N

24 48 72
horas

o

Figura 5. 34. Crescimento celular medido pelo ensaio Azul de Trypan das células PDLH apds
trés dias de cultura.

5. 2. 2. Morfologia Celular

A figura 5.35 demonstra a morfologia das células extraidas da area radicular de dentes
humanos e tratadas através da técnica histoquimica de Feulgen ap6s 72 horas de cultura.
Em condicbes de subconfluéncia a morfologia é condizente com dados encontrados na
literatura; as células sdo indistinguiveis na microscopia éptica com prevaléncia da
morfologia de fibroblastos periodontais, ou seja, células fusiformes, com nucleos

centrais e tipicos prolongamentos citoplasmaticos [167].
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(A)

(B)

Figura 5. 35. Morfologia celular de células do ligamento periodontal humano. (A) aumento =
4X (B) aumento = 10X (Barra = 20pum, n=3).

5. 2. 3. RT-PCR para genes de Tecido Periodontal
No estudo presente através do RT-PCR qualitativo pdde se observar a expressdo de

Periostin, COL a I, OC, ALP, F-Spondin, CP-23, RUNX, CD166 e CD105. GAPDH foi
utilizada como banda controle de amplificagao (Figura 5.36).
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Figura 5. 36. RT-PCR para genes do ligamento periodontal humano e de células tronco.

5. 3. Analise do comportamento de células do ligamento periodontal humano em
contato Direto com nanoparticulas de vidro bioativo Produzidas pelo Método
Stober

5. 3. 1. Ensaio de Citoxicidade com Resazurina

A atividade mitocondrial foi quantificada pelo ensaio de resazurina. Observou-se um
aumento de 20 = 2% na viabilidade das células quando em contato direto por setenta e
duas horas com VBNP em comparagdo com o grupo controle (p < 0,0001 n = 5, One
way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism) (Figura 5.37).
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Figura 5. 37. Ensaio de resazurina ap0s setenta e duas horas de contato direto com o

vidro bioativo nanoparticulado.

5. 3. 2. Proliferacdo Celular por (BrdU)

Na anélise pelo ensaio de BrdU observou-se um aumento de 33 = 3% na proliferacdo
das células PDLH quando em contato direto por setenta e duas horas com as
nanoparticulas de vidro bioativo, em comparagdo com o grupo controle (p < 0,0001, n
=5, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism) (Figura 3.38).
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Figura 5. 38. Ensaio de proliferacdo por BrdU ap6s trés dias de contato direto com o vidro

bioativo nanoparticulado.
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5. 3. 3. Atividade da fosfatase alcalina

Foi observado um aumento na atividade da fosfatase alcalina ALP de 177 + 3% nas
células PDLH em contato direto com as nanoparticulas de vidro bioativo produzidas
pelo método de Stéber quando comparado com o grupo controle (p < 0,0001, n = 3, One
way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism) (Figura 3.39).
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Figura 5. 39. Atividade da ALP ap0s sete dias de contato direto.

5. 4. Analise do comportamento de células do ligamento periodontal humano em
contato com as membranas compdsitas de QUI / PVA / PEG / PCL contendo

nanoparticulas de vidro bioativo Produzidas pelo Método Coprecipitacao
5. 4. 1. Ensaio de proliferacdo e morfologia celulares com VBNP

Nesse estudo, para determinar a proliferacdo celular foi utilizada a técnica histoquimica
de Feulgen. Esse estudo foi realizado preliminarmente com células PDLH utilizando
somente VBNP na forma de particulas misturadas ao meio de cultura. A figura 5.40
demonstra que apos 72 horas de tratamento com VBNP houve aumento do numero de
células PDLH em comparacdo com condi¢cdo controle, os experimentos foram
realizados em triplicata. A morfologia das células parece ndo ter se alterado,
demonstrando um emaranhado de células indistinguiveis com predominancia de

fibroblastos do ligamento periodontal.
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(A)

Figura 5. 40. Ensaio de Feulgen. (A) Condicéo controle (barra = 20um, n=3, 4X) (B) Condigéo
tratada com VBNP (N=3, 4X) (C) Condicéo tratada (10X).

5. 4. 2. Ensaio de Citoxicidade com Resazurina

Para avaliar a citoxicidade das membranas compositas de QUI / PVA / PEG / PCL-T
contendo 0%, 5% ou 10% de VBNP foi utilizado o ensaio de viabilidade com
resazurina. O ensaio foi realizado em dois tempos; a figura 5.41 apresenta os resultados
apos trés dias de contato das células PDLH com as membranas. Observa-se que houve
um aumento significativo de 112 + 3% da viabilidade das células semeadas na
membrana com 10% de vidro em relagdo ao grupo controle. As outras amostras nao
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle, entretanto, os resultados
demonstraram que as mesmas nao apresentaram toxicidade para as células PDLH. (n =
3, p < 0,05 andlise estatistica: One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism).
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Figura 5. 41. Ensaio de resazurina apos setenta e duas horas de contato com as

membranas.
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Uma vez que o ensaio de resazurina ndo € destrutivo, foi realizado um novo teste apos

sete dias de contato entre as células e as membranas. O grafico da figura 5.42 apresenta

os resultados obtidos a partir desse ensaio. Observa-se que ndo houve diferenca

significativa entre a condicdo tratada e a controle.
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Figura 5. 42. Ensaio de resazurina ap0s sete dias de contato com as membranas.

5. 4. 3. Proliferacédo Celular por (BrdU)

Para analisar a proliferacdo de células PDLH em contacto com as membranas

compositas contendo 0%, 5% e 10% de VBNP foi utilizada a técnica do BrdU. No

grafico da figura 5.43 observa-se um aumento de 20 + 3% e de 18 £ 1% na
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quantificacdo de BrdU nas células em contato com as amostras com 5 e 10% de VBNP
respectivamente em compara¢do com o grupo controle. Células em contato com
membranas compostas sem vidro ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados ao grupo controle. Também foi observada uma diferenca significativa de
20% e 19% entre a amostra sem vidro e as com 5 e 10% de VBNP respectivamente. (p
< 0,05, n = 3, Figura 5. 43, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism).
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Figura 5. 43. Ensaio de proliferacdo por BrdU apds trés dias de contato com as membranas.
5. 4. 4. Atividade da fosfatase alcalina

Estudos indicam que células PDLH apresentam atividade da ALP, além de ser um
importante marcador precoce de diferenciacdo celular [168]. Por isso, foi analisada a
atividade da fosfatase alcalina no sobrenadante e nas células PDLH semeadas em
membranas compositas de QUI / PVA / PEG / PCL-T contendo 0%, 5% ou 10% de

VBNP ap0os trés e sete dias de tratamento.

Apobs trés dias de tratamento, houve um aumento de 102 + 10% e um aumento de 98 +
5% para a atividade da ALP na anélise do sobrenadante de células PDLH em contato
com as amostras contendo 5% e 10% de VBNP respectivamente, em comparagdo com o
grupo controle. Membranas contendo 0% de VBNP ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparadas ao grupo controle. Entretanto, houve um aumento
significativo de 100% e 95% na atividade da ALP na analise do sobrenadante de células

PDLH em contato com as amostras contendo 5% e 10% de vidro respectivamente, em
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comparagdo com o0 grupo sem vidro bioativo (p < 0,0001, n = 3, One
way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism ) (Figura 5. 44. A).

A analise da atividade da fosfatase alcalina nas células PDLH é mostrada no grafico da
figura 5. 44. B, observa-se um aumento de 24 + 2,3% e 27 + 1,5% da atividade da ALP
nas células em contato com as amostras contendo 5% e 10% de VBNP respectivamente,
em comparacdo com o grupo controle. Membranas compostas contendo 0% de VBNP
ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle. No
entanto, houve um aumento de 19% e 22% da atividade da ALP de células em contato
com membranas compositas contendo 5% e 10% de VBNP respectivamente, em

comparagdo com o grupo sem vidro (p < 0,0001, n = 3, One way/ANOVA/Bonferroni/
GraphPad Prism) (Figura 5. 44. B).
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Figura 5. 44. Atividade da ALP apds trés dias. (A) sobrenadante da cultura celular e (B) células

do ligamento periodontal humano.

Ap0s sete dias houve um aumento de 47 + 7, 118 + 4% e 115 *+ 11% na atividade da
ALP na analise do sobrenadante das células em contato com as amostras contendo 0%,
5% e 10% de VBNP respectivamente em relagdo ao grupo controle. Houve também
uma diferenca significativa de 71% e de 68% das amostras com 5% e 10% de VBNP
respectivamente quando comparadas com a amostra sem vidro bioativo (p <0,0001, n =
3, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism) (Figura 5. 45. A).

A analise da ALP nas células PDLH apresentou um aumento de 26 + 4%, 37 + 5% e 29

+ 6% da atividade da ALP nas células em contato com as amostras contendo 0%, 5% e
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10% de VBNP respectivamente, em comparagdo com o grupo controle (p < 0,0001, n
3, One way/ANOVA/Bonferroni/ GraphPad Prism) ( Figura 5. 45. B).
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Figura 5. 45. Atividade da ALP apds sete dias. (A) sobrenadante da cultura celular e (B) células
5.4.5. Morfologia das Células PDLH nas Membranas Compdsitas

A figura 5.46. B apresenta a morfologia das células PDLH na amostra com 5% de
VBNP em microscopia Optica e eletronica de varredura. Observa-se que na amostra
existem células aderidas, entretanto, as imagens ndo permitem visualizar com nitidez a
morfologia das mesmas. Nas imagens obtidas por MEV pode-se observar um pequeno
namero de células aderidas com prolongamentos, que sdo caracteristicos de fibroblastos
do LP.
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(A)

(B)

(C)

Figura 5. 46. Morfologia das células PDLH. (A) PDLH na placa de cultura imagem de
(microscopia dptica, 20X, barra = 20um) (B) PDLH na membrana com 5% de VBNP
(microscopia 6ptica, 20X) e (C) PDLH na membrana (MEV, 15Kv, 1500X, barra = 100um).
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Vérios biomateriais tém sido investigados na engenharia de tecidos na é&rea
odontoldgica, principalmente visando o desenvolvimento de matrizes que possam servir
de suporte celular das varias estruturas que compdem o elemento dentario. Dentre essas
estruturas o tecido periodontal se destaca por representar um complexo aparato
responsavel por dar sustentacdo e protecdo ao elemento dentario na cavidade oral. Por
isso a sua total regeneracdo depende de varios fatores e é orquestrada por processos
bioldgicos que envolvem acbes reciprocas de diferentes mecanismos celulares e
moleculares. O desenvolvimento de matrizes com a finalidade de cultivar e regenerar
celulas do tecido periodontal é uma ferramenta importante para a contemporanea

engenharia de tecidos periodontais.

Nesse trabalho em uma primeira etapa foram sintetizadas membranas compositas de
quitosana, poli (alcool vinilico), poli (etileno) glicol, poli (caprolactona) triol com
adicdo de 0%, 5% e 10% de nanoparticulas de vidro bioativo. A escolha dessas
amostras foi norteada pela producdo de membranas que reticulassem através das
interacdes entre a rede de polimeros propostos permitindo ainda, a adicdo de
concentrag0es baixas de vidro bioativo nanoparticulado e que pudessem ser

manipuladas facilmente em ensaios ‘in vitro’ com células.

A partir da andlise visual, foi possivel verificar que os filmes com 0%, 5% e 10% de
VBNP apresentavam aspecto semelhante com coloracdo amarela clara e transparente
(Figura 5.1). Essa transparéncia sugere a natureza amorfa da membrana. Polimeros que
possuem fase cristalina sdo normalmente opacos, ja que a cristalinidade interfere na
passagem de luz. Esses dados podem se confirmados pela analise do difratograma de
Raios-X das trés amostras (Figura 5.9). O carater amorfo das membranas é uma
indicacdo que houve reticulacdo dos polimeros presentes nas amostras ndo somente
atraveés de ligacOes fisicas, mas também através da ligacdo quimica pela condensacgéo
dos grupos OH do PCL-T, PVA, VBNP e PEG com grupos OH e NH,, da QUI. A
formacdo de cristais fica bastante restrita em rede polimérica, causando uma

interferéncia nas fases, resultando em polimeros com carater amorfo [169;170].

Na analise morfoldgica obtida por microscopia eletronica de varredura as trés amostras

apresentaram aspecto semelhante, entretanto a analise obtida por EDS detectou a
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presenca de Si, P e Ca nas amostras com 5% e 10% de nanoparticulas de vidro o que

confirmou a presenca qualitativa do vidro bioativo (Figura 5.2. B).

Com o objetivo de se analisar a estrutura quimica das membranas desenvolvidas, foi
realizada a Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Por
meio da anélise das regides de absorcdo nos espectros FTIR associados ao PVA,
quitosana, PEG, PCL-T e vidro bioativo nanoparticulado foram realizadas comparacdes
das intensidades buscando identificar as ligacfes presentes para as membranas com 0%,
5% e 10% de VBNP (Figuras 5.3 45.7).

Observou-se que as membranas com 0%, 5% e 10% de VBNP apresentaram bandas
caracteristicas de grupos pertencentes aos polimeros quitosana, PVA, PEG e PCL-T
presentes no compdsito, entretanto as trés amostras apresentaram diferencas entre si
(Figura 5.8).

A interacdo entre as fases organica e inorganica de compositos contendo vidro bioativo
pode ocorrer por ligagcdes de hidrogénio nesse caso consideradas fracas e pode também
partir de ligacGes fortes como a covalente. Nos espectros das membranas com VBNP as
ligacdes de Si-O-C na faixa de 1000 a 1100cm™ que correspondem & ligacéo covalente
entre o vidro e quitosana e na faixa de 830 cm™ correspondendo & ligacdo covalente
entre 0 vidro e o PVA ndo puderam ser visualizadas por causa da sobreposicdo de
bandas nessa regido. A banda de 456 cm™ que é atribuida segundo a literatura ao
estiramento do Si-O-Si aparece somente nas membranas com 5% e 10% de VBNP
[140].

Nos espectros das trés amostras a faixa de 1740 a 1504cm™ as diferencas de intensidade
das bandas atribuidas &s ligagbes da amida secundaria sugerem que essas ligagdes
podem estar relacionadas com ligacGes cruzadas entre o vidro e a quitosana nas
amostras com 5% e 10% de VBNP. Observou-se que nessa faixa do espectro as
amostras com 5% e 10% de VBNP apresentaram o maior numero de diferencas entre si
e em relacdo & amostra sem vidro. A diferenca entre as amostras com vidro pode estar
associada & diferenca de concentracdo utilizadas nas duas membranas e a &rea
superficial das nanoparticulas. Essa diferenca entre as amostras com VBNP também
aparece na banda atribuida & ligacdo Si-O-Si em 1076cm™ que aparece ligeiramente

mais intensa na amostra com 5% de vidro bioativo. Nanoparticulas de vidro em
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concentrag0es maiores tendem a aglomerar com mais facilidade e podem atrapalhar a

perfeita interacdo entre a rede polimeérica e a fase inorganica.

Os dados apresentados acima confirmam a incorporacdo de nanoparticulas de vidro
bioativo nas membranas propostas. A analise FTIR mostrou-se uma ferramenta util e
interessante para a investigacdo da relagdo das estruturas orgénica e inorganica do
nanocomposito proposto nesse trabalho.

Outra importante caracterizacdo realizada foi a determinacdo do angulo de contato das
trés amostras. Alguns fatores inerentes a morfologia da superficie do biomaterial podem
ser determinantes para a adesdo celular tais como sua porosidade, composicao,
rugosidade, hidrofobia, hidrofilia e carga superficial. As principais propriedades
superficiais que quimica e fisicamente influenciam a adesdo celular sdo a carga

superficial, rugosidade e a hidrofobia / hidrofilia.

As membranas com 5% e 10% de VBNP apresentaram comportamento semelhante e
decréscimo do angulo de contato quando comparadas com a amostra sem vidro. A
membrana com 10% de VBNP apresentou um menor valor do angulo 6 quando
comparada com a membrana com 5% de vidro, entretanto essa diferenca ndo foi

significativa (Figura 5.10).

Estes dados sugerem que as moléculas de &gua foram facilmente dissolvidas na
superficie das membranas compositas. A diminuicdo no angulo de contacto indica que a
superficie do composito tornou-se mais hidrofilica com a adicdo das nanoparticulas de
vidro. Esse resultado é explicado pelo carater hidrofilico das nanoparticulas de vidro
bioativo, provocado pelo grupo Si-OH e pelo aumento da rugosidade das amostras.
Esses resultados sdo condizentes com a literatura, Bo Lei (2013) e colaboradores
conseguiram valores de angulos contato na faixa de 29 a 37° quando adicionaram 10, 20
e 30% de vidro bioativo nanoparticulado em compositos de PCL sendo que o PCL puro
apresentou valor de 75°.

Foi realizada a analise do efeito da incorporacdo de nanoparticulas nas amostras em
relacdo &s propriedades mecanicas, para isso, foram realizados ensaios de tracdo (Figura
5.11 e Tabela 5.1). Com a incorporacdo do VBNP houve um aumento significativo do

modulo de elasticidade (Figura 5.12) e do limite de resisténcia observado pelo aumento



93

da tensdo maxima das amostras quando comparadas com a amostra sem vidro (5.13).
Esses resultados confirmam a importancia da presenca das particulas de reforco em
compositos poliméricos e este parametro efetivamente afetou as propriedades mecanicas
das membranas desenvolvidas. Isto ocorre devido &s caracteristicas estruturais que
contribuem para diferentes interacdes entre as particulas da fase inorganica e a matriz

polimérica.

Segundo a literatura, o aumento do modulo ocorre porque em compdsitos poliméricos
com fase de reforco inorganico, quando uma fratura se inicia ela pode se deparar com as
particulas de preenchimento. Essa fase de reforco provoca a dissipacdo de energia,
sendo assim sera necessaria uma energia muito maior para que ocorra a fratura. No caso
dessa fase de reforco ser nano particulada a superficie de preenchimento é ainda mais
eficiente [40].

Em relacdo a deformacdo total as amostras com 0% de VBNP que apresentaram 96 +
1,84% de deformacdo ap6s a adicdo de 5% e 10% de VBNP passaram a ter 71 + 6,81%
e 70 £ 2,92% respectivamente (Figura 5.14). Esses dados sdo mais elevados que 0s
encontrados por Lemos (2013), que fez um estudo comparativo em membranas
compésitas de QUI / PVA reticuladas com glutaraldeido contendo nanoparticulas de
vidro bioativo, e obteve media de deformacéo de 22 e 13% para as amostras com 5% e
10% de VBNP respectivamente.

A membrana com 0% de VBNP apresentou um valor médio de tensdo maxima de
11,04MPa, um valor proximo ao encontrado por Costa (2008) que obteve resultados
de 12,20MPa e 12,70MPa para filmes de quitosana / PVA com le 5% de glutaraldeido
[21]. Bispo (2009) em seu trabalho com filmes de quitosana / PVA reticuladas com 1%

de genipin encontrou valores médios de 9 MPa para tensdo maxima [127].

E importante salientar que alguns parametros de sintese como o pH da soluc&o, o grau
de desacetilacdo da quitosana, o grau de hidrolise do PVA, o método de secagem das
membranas, o protocolo de mistura podem em conjunto influenciar as propriedades

mecanicas como relatado na literatura [21;127;172].

No presente trabalho os resultados dos ensaios mecanicos sdo adequados para utilizacdo

das membranas como matrizes em regeneracdo periodontal, j& que as mesmas sdo
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colocadas geralmente em regifes que ndo recebem o impacto direto da mastigacao.
Além disso, 0 objetivo na regeneragdo periodontal é a biodegradacdo das matrizes com
posterior substituicdo dos tecidos lesionados por células e estruturas periodontais sadias,
que estas sim, cumpririam a funcdo de protecdo e sustentacdo dos dentes na cavidade

oral.

A compreensdo da degradacdo térmica de biomateriais compositos polimeéricos
constitui, juntamente com as propriedades mecanicas, um aspecto indispensavel para o
estabelecimento da aplicabilidade dos mesmos. Além de fornecer informacdes sobre a
estabilidade térmica e a composicdo da amostra, a analise termogravimétrica pode ser
utilizada para obtencdo de informagfes a respeito da cinética de decomposicdo e do

tempo de vida atil do material em estudo.

No presente estudo as trés amostras apresentaram padrdo semelhante de degradacao
térmica com trés estagios de perda de massa, entretanto, com valores de temperaturas
maximos de degradacdo com diferencas significativas na terceira fase. A amostra com
5% de VBNP apresentou melhor estabilidade térmica que as outras duas amostras. A
amostra com adicdo de 10% de vidro apresentou a menor estabilidade térmica,

principalmente na Gltima fase (Figuras 5.15 4 5.19).

Esses dados ressaltam novamente a importdncia do tamanho das particulas e a
concentracdo utilizada das mesmas no composito. Como ja citado anteriormente,
nanoparticulas em maiores concentracdes tendem a se aglomerar e formarem estruturas
menos homogéneas. Nesse caso as nanoparticulas passam a atuar como defeitos na rede
polimérica ao invés de atuarem como refor¢o. Nesse trabalho a amostra com 5% de
VBNP parece ter criado uma rede mais homogénea, por isso, apresentou uma maior
estabilidade térmica em relagdo & outra amostra com 10% de vidro. A figura 6.1 mostra
uma representacdo do que essa diferenca de concentracdo de nanoparticulas de vidro

bioativo pode provocar na estrutura da membrana.
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VBNP VBNP aglomerado

5%VBNP 10%VBNP

Figura 6.1. Desenho esquematico do efeito da diferenca de concentracdo das nanoparticulas de

vidro bioativo na estrutura das duas amostras.

A préxima ferramenta de andlise utilizada foi o estudo de degradacdo ‘in Vitro’
utilizando meios de cultura celular PBS e DMEM. A degradacdo de biomateriais pode
ser caracterizada pelas alteracbes das propriedades fisico-quimicas e mecanicas
(desintegracdo e dissolucdo) do material depois da implantacdo em tecidos vivos ou
apos imersdo em solucdes fisioldgicas. Compositos biodegradaveis tém a vantagem de
permitir a neoformacédo tecidual a medida que sdo degradados.

A analise do processo de degradacdo das membranas compositas realizada nesse
trabalho apresentou uma série de dificuldades em face da complexidade dos materiais
utilizados, dos inimeros eventos envolvidos e dos fatores que interferiram nas

diferentes respostas.

O método de estudo da degradacéo utilizando o ambiente de cultura celular ‘in vitro’ foi
escolhido como modelo experimental, por que representa uma forma de avaliar o
comportamento de degradacdo de biomateriais de maneira controlada, mimetizando o
ambiente ‘in vivo’. Além disso, no presente estudo o meio de cultura DMEM faz parte
do protocolo de cultura das células PDLH e o meio PBS foi utilizado por 24 horas para

limpeza das possiveis impurezas das membranas desenvolvidas.

Nas primeiras vinte e quatro horas quando imersas em PBS as trés amostras
apresentaram média de perda de massa de 64,5%, 70% e 67% para as amostras com 0%,
5% e 10% de VBNP respectivamente. Provavelmente ocorreu nas primeiras horas de

degradacdo, a solvatagdo das ligagdes fisicas do composito com posterior
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despolimerizacdo atraves da quebra das ligacBes covalentes. Segundo Costa (2008) a
degradacdo pode ser o resultado de atividades quimicas como solvatacdo, dessorcao,
dissociacdo, hidrdlise, dissolucdo, oxidacdo, reducdo e fotdlise, bem como, atividades
fisicas que podem erodir a matriz da blenda polimérica tais como difusdo, abraséo,

trincas, quebra mecanica, ou qualquer combinacao dessas atividades fisicas e quimicas .

A partir do segundo dia as amostras com nanoparticulas de vidro apresentaram
oscilacbes de peso e houve um pequeno aumento da massa das mesmas em relacdo as
membranas sem vidro, entretanto, ao final do estudo essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (Figura 5.20 e Tabela 5. 2). Em seu trabalho, Costa (2008)
obteve aumento significativo no indice de degradacdo de filmes de PVA com 5% de
glutaraldeido nas primeiras 4 horas de ensaio, apresentando depois ligeira reducdo do
mesmo, que permaneceu praticamente constante até as 96 horas de tratamento em SBF
[21].

As imagens de microscopia eletronica de varredura e as de EDS explicam os resultados
mostrados na figura 5.20 e na tabela 5.2, onde o aumento de peso pode ser explicado
pela deposicdo de sais e / ou possivelmente pela formacao de fases de fosfatos de calcio
nas membranas com 5% e 10% de VBNP. A pequena perda de massa esta relacionada
com a degradagdo minima e constante das membranas (Figuras 5.21 até 5.26).

Observa-se também através de analise do EDS que os picos de Si vao diminuindo de
intensidade com o passar dos dias do ensaio e ao contrario os de P e Ca comecam a
aparecer com maior intensidade nas amostras com vidro. Esses dados reforcam a
hiptese de que ocorreu a precipitagdo de fosfato de célcio a partir da liberacdo de
silicio das membranas com vidro para o0 meio DMEM, com posterior policondensacao
da camada rica em silica na superficie das amostras. Porém, esses sao dados hipotéticos,

ja que esse tipo de analise foi qualitativa.

A imagem do DRX ndo apresentou picos de cristalinidade e ndo confirma que a fase
formada seja a HA (Figura 5.29). Entretanto, a literatura reporta a existéncia de fosfato
de célcio amorfo (ACP), tal substancia ocorre como uma fase transitéria durante a
formacdo de fosfatos de calcio, particularmente HA precipitada, em sistema aquoso
[11]. Normalmente, o ACP é a primeira fase que precipita numa solucdo sobressaturada

preparada por mistura de solugdes contendo calcio e fosfato. Os espectros de difracao de



97

raios-X do ACP revelam uma estrutura sem planos de difragdo. Andlises por
microscopia eletronica de transmissdo mostram que o ACP é formado por aglomerados
de pequenas particulas esféricas amorfas com diametros de 20 a 120 nm. A literatura
reporta que o ACP apresenta uma estrutura semelhante a da HA, mas como os cristais
sdo muito pequenos esta fase aparece como amorfa. Uma das causas para essa auséncia
de picos cristalinos na anélise de DRX pode ser a presenga de ACP na superficie das

membranas com vidro bioativo [173-175].

Para verificar alteracfes na estrutura quimica das amostras degradadas foi utilizada a
analise por espectroscopia na regido do infravermelho. Como j& dito anteriormente as
membranas sintetizadas nesse trabalho representaram enorme desafio por se tratarem de
sistemas variados com estrutura multipolimérica e fase inorganica composta por

silicatos contendo célcio e fosforo.

Na analise dos espectros observa-se que a banda entre 3550-3200cm™ sofreu nitida
reducdo principalmente nas amostras com 0% e 5% de VBNP apds vinte um dias de
degradacéo, sugerindo remocao de agua, e despolimerizacdo da rede formada pela QUI,
PVA, PEG, PCL-T e do vidro nas membranas compésitas (Figura 5.30). Essa evidéncia
fica marcante, inicialmente pelo processo de erosdo e despolimerizacdo que foi
demonstrado através da maior perda de massa. Se tomarmos por base que todos os
polimeros que fazem parte da rede e também o vidro bioativo apresentam bandas
relacionadas a hidroxila é de se esperar a reducdo ocorrida nessa faixa de ligacao apos a
degradacio. Para a amostra com 10% de VBNP a banda entre 3550-3200cm™ atribuida

as ligacdes OH e NH néo apresentou diferenca ap6s a degradacéo.

O estudo da bioatividade ‘in vitro’ das membranas compositas com SBF foi realizado
com a finalidade de analisar a bioatividade das membranas desenvolvidas. Apds sete
dias de contato com SBF as imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura
mostraram a presenca de estruturas com morfologia semelhantes & HA na superficie das
membranas com 5% e 10% de VBNP, houve a confirmacdo por EDS da presenca
dominante de P e Ca (Figuras 5.31 e 5.32). A anéalise da difracdo de raios-x das
amostras confirma a deposicdo de estrutura cristalina na superficie do composito,
através dos picos obtidos nos difratogramas, mas que ndo correspondem aos picos

caracteristicos da HA (Figura 5.3).
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A precipitacdo de fosfato de célcio é uma ocorréncia de grande importancia em
processos fisiologicos, e de acordo com as condi¢cdes do meio, diferentes fases do
fosfato de calcio podem ser obtidas como a hidroxiapatita, fosfato de calcio di-hidratado
ou brushita (DCPD), fosfato tricalcico, pirofosfato de calcio, varios outros e ainda pode

conter fases amorfas e / ou fases cristalinas [41;174;176-178].

Em algumas regifes das membranas com vidro foram observadas através de imagens
obtidas por MEV fases de fosfato de calcio com morfologia diferente da HA e
caracteristicas de DCPD ou brushita (Figura 5.37. Al). Teoricamente a brushita ou
DCPD pode se formar com pH = 7,4 & 37°C. Isso ocorre em situa¢fes que a proporcao
de célcio e fosfato inorgénico € igual a 1.Varios pesquisadores investigaram a cinética
de dissolucdo de DCPD [179;180]. Ferreira e colaboradores em seus estudos
concluiram que alguns fatores cinéticos podem ter impacto desfavoravel sobre a
precipitacdo e o crescimento de HA [181;182]. Nestas condi¢des, a brushita pode

existir em equilibrio metaestavel com HA.

Os dados obtidos no estudo de bioatividade sugerem que houve precipitacdo de fosfato
de calcio nas membranas com vidro bioativo nanoparticulado, entretanto ndo podemos
afirmar quais as fases estéo presentes nas amostras analisadas. Uma das causas para essa
imprecisdo de resultados na analise de DRX pode ser devido &s dificuldades técnicas

para se realizar o ensaio, como foi descrito na metodologia.

Desde que Seo e colaboradores (2004) acenaram com a presenca de células estaminais
nos tecidos periodontais a busca por esse tipo celular se tornou imperativa para as

pesquisas relacionadas com a regeneracao periodontal [10].

No presente trabalho, para a criacdo desse modelo de estudo, primeiro foi essencial o
estabelecimento de uma cultura celular primaria a partir do tecido periodontal humano.
Foi importante a op¢do pelo modelo de cultura primaria, pois, sabemos que células
imortalizadas apesar de serem importantes na uniformidade de resultados para
diferentes estudos podem exibir diferencas morfoldgicas e moleculares em passagens
mais avancadas. No caso de culturas primérias apesar das dificuldades técnicas que
existiram ao longo desse trabalho, apresentaram a vantagem de manter as caracteristicas

do rico fenotipo original do tecido periodontal.
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O protocolo de extragdo celular foi o mesmo utilizado em trabalho anterior para
extracdo de cementoblastos [35] e que foi adaptado de Kaneda e colaboradores (2003)
[183]. No atual trabalho, foi criada uma populacdo celular chamada de células do
ligamento periodontal humano (PDLH) a partir de dentes com indicagdo ortodéntica de
extracdo, pois, era essencial que os dentes fossem higidos. A remogdo do ligamento
periodontal de raizes de dentes saudaveis extraidos por razdes ortoddnticas é a fonte
mais comumente utilizada para obtencdo de células do ligamento periodontal em
experimentos ‘in vitro’ para a engenharia tecidual periodontal. Essa populacdo foi
resultante das quatro de um total de cinco digestdes celulares utilizando colagenase e
tripsina. A primeira digestéo foi descartada para diminuir o risco de contaminagdo com

hemacias e bactérias.

Através do ensaio de azul de trypan foi possivel determinar o padrdo de crescimento das
células por trés dias. As células PDLH apresentaram padrao ascendente de crescimento.
Esses resultados foram importantes para nortear 0os protocolos e resultados dos
experimentos que foram realizados posteriormente com as células PDLH em contato as

membranas nanocompositas desenvolvidas (Figura 5.34).

As células PDLH foram analisadas morfologicamente por microscopia Optica e os dados
foram condizentes com a literatura; células indistinguiveis na microscopia Optica com
prevaléncia da morfologia de fibroblastos periodontais, ou seja, células fusiformes, com

nucleos centrais e tipicos prolongamentos citoplasmaticos (Figura 5.35) [167].

A proxima etapa foi verificar se essas populagdes celulares expressavam genes comuns
dos varios tecidos que compdem o tecido periodontal. A analise foi feita utilizando RT-
PCR qualitativo para genes que caracterizam tecidos mineralizados: fosfatase alcalina,
RUNX2 e osteocalcina. Houve a confirmagéo da expressao dos trés genes pelas células
PDLH. Proteinas ndo colagenas dsseas tém multiplas funcGes relacionadas com a
formacéo, equilibrio e reparo de tecidos mineralizados. Estudos tém demonstrado que
essas proteinas estdo presentes no tecido periodontal e dentario. Evidéncias indicam que
a osteocalcina é expressa quase exclusivamente em tecidos mineralizados, isto €, no
cemento, nos 0ssos e dentes com a fungdo de regular o crescimento dos cristais de

hidroxiapatita.



100

A atividade da fosfatase alcalina é requerida para gerar fosfato inorganico a partir da
hidrélise de pirofosfato inorganico extracelular que é necessario para a cristalizacdo da
hidroxiapatita, além disso, € um importante marcador de diferenciacdo celular
[55;86;87]

A expressdao de colageno o I também foi encontrada nas células PDLH. Col a I
constitui a parte principal da matriz extracelular de cementoblastos e osteoblastos e
também fibroblastos periodontais secretam-na para a formacao das fibras do ligamento

periodontal.

Foi verificada também a expressdo de genes marcadores de cementoblastos: CP-23 e F-
Spondin, e as células expressaram os dois genes. Carvalho e colaboradores (2011)
investigaram a possibilidade de F-Spondin ser um marcador de cementoblastos [35].
Por altimo foi verificada a presenca de periostin que é expressa preferencialmente no
ligamento periodontal e periosteo indicando sua especificidade tecidual. Portanto a
expressao dos genes acima citados nessa populacgdo celular confirma a presenca desses
tipos celulares que compbem o tecido periodontal; osteoblastos, cementoblastos e

fibroblastos do ligamento periodontal nas células PDLH (Figura 5.36).

Nesse trabalho se buscava também encontrar evidéncias de células estaminais e através
de analise RT-PCR se confirmou a presenca de CD105 e CD166, que sdo marcadores de
células mesenquimais (Figura 5.36). Entretanto estudos futuros ainda serdo realizados
para analise complexa desses resultados utilizando também anticorpos especificos para
esses dois marcadores e também para CD34 e CD45. Entretanto esses resultados
representam um importante passo para a futura utilizag@o dessas células na regeneracao

periodontal.

A literatura reporta que o vidro bioativo aumenta a diferenciacdo, proliferagéo, e
mineralizagdo dos osteoblastos e induz a diferenciacdo de células do estroma da medula
0ssea em osteoblastos [37;55;184]. Carvalho e colaboradores (2011) em seus estudos
verificaram que os produtos idnicos de vidro bioativo aumentaram a viabilidade e

proliferacdo de cementoblastos [35].

O efeito significativo que o vidro bioativo tem sobre comportamento de osteoblastos,
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cementoblastos e sobre a diferenciacdo de células tronco sugere que ele pode ter um
efeito semelhante nas células PDLH e também nas células tronco mesenquimais
presentes no ligamento periodontal, desde que os dois tipos celulares fazem parte do
tecido periodontal. Portanto, a proxima etapa desenvolvida nesse trabalho foi a analise
do comportamento das células PDLH em contato direto com nanoparticulas de vidro
bioativo e posteriormente também com membranas compdsitas com nanoparticulas

adicionadas.

Os testes realizados por contato direto com as nanoparticulas tiveram como finalidade
padronizar os ensaios futuros com as membranas desenvolvidas. Observou-se um
aumento de 20 + 1,63%, de 33 = 3,0% e de 177 + 2,9% na viabilidade, proliferacéo e
atividade da fosfatase alcalina das células PDLH quando em contato direto com
nanoparticulas de vidro bioativo (Figura 5. 37 - 5.39). Além disso, no ensaio da anélise
morfoldgica foi visivelmente maior o nimero de células nas laminulas tratadas com
VBNP em comparacdo com a condi¢do controle (Figura 5.40). Portanto, os dados acima
sugerem que as células PDLH tém um comportamento similar ao de cementoblastos e

osteoblastos quando em contato com o vidro bioativo.

O préximo passo foi analisar o comportamento das células semeadas nas membranas
compositas com adigdo de vidro bioativo. Nesse caso foram utilizados dois tempos de
tratamento, trés dias e sete dias. Foram analisados o comportamento proliferativo,
viabilidade celular e atividade da fosfatase alcalina. A partir da viabilidade
mitocondrial das células PDLH que foi medida pelo ensaio de resazurina pdde se avaliar

a toxicidade das membranas desenvolvidas.

Observou-se que todas as amostras ndo tiveram efeito toxico para as células PDLH ap0s
trés dias de tratamento; somente as células em contato com a amostra com 10% de
VBNP apresentaram um aumento significativo da viabilidade apds o terceiro dia de
tratamento quando comparadas ao grupo controle. Apds sete dias de tratamento
nenhuma membrana apresentou diferenca significativa com o grupo controle (Figuras
5.41 e 5.42). Esses resultados sugerem que os produtos da degradacdo das amostras ndo
tiveram efeito negativo sobre a viabilidade das células PDLH. Uma vez que o ensaio de
resazurina nao € destrutivo, foi possivel quantificar a viabilidade das células apds sete

dias. Além disso, o resultado apresentado pela amostra com 10% de VBNP pode
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significar uma resposta celular ao efeito bioativo do vidro adicionado & amostra com
VBNP.

Ja que o ensaio anterior analisa somente a viabilidade mitocondrial das células e podem
existir diferencas numéricas dessa organela nas células o préximo passo foi realizar um
ensaio que pudesse reproduzir com melhor fidelidade a proliferagéo celular. Por isso foi
realizado o ensaio de BrdU. Com esse método de incorporacdo de BrdU sintético a fase
S da mitose pode ser realmente detectada com o uso de anticorpos especificos anti
BrdU.

As células PDLH ap6s trés dias de contato com membranas compdsitas com 5% e 10%
de VBNP apresentaram aumento significativo da proliferagdo quando comparadas com
a condicao controle e também com a amostra sem vidro. Esses dados confirmam a

resposta bioativa das membranas ap6s adicdo de VBNP (Figura 5.43).

A avaliacdo da proliferacéo e viabilidade celular é uma ferramenta valiosa para analisar
culturas celulares em contato com biomateriais, entretanto, sozinha ndo permite que
analises completas sejam realizadas [55]. Por esse motivo nesse trabalho uma técnica
complementar, para avaliacdo do comprometimento celular com o complexo fenotipo
das células PDLH foi utilizada, isto é, a avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina.
Houve um aumento gradual e significativo da atividade da ALP das células PDLH em
contato com as amostras com 5% e 10% de vidro em relacdo ao grupo controle e em

relacdo a amostra sem vidro (Figura 5.44 e 45).

Os resultados desse estudo demonstraram que as membranas com adicdo de vidro
favoreceram a atividade da fosfatase alcalina e isto de alguma forma pode contribuir
para a expressao fenotipica de cementoblastos e osteoblastos desde que nesses dois
tipos celulares a ALP é um importante marcador de diferenciacdo celular. Além disso,
segundo a literatura fibroblastos do ligamento periodontal também expressam fosfatase
alcalina [88].

Se compararmos a viabilidade celular apds sete dias de contato, que permaneceu
constante em relagdo ao terceiro dia de ensaio, com a atividade da fosfatase alcalina nos
respectivos dias, podemos supor que talvez esteja ocorrendo um inicio de diferenciacdo

das células estaminais mesenquimais presentes na populacdo PDLH a partir do sétimo
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dia de cultivo. A literatura reporta que células com potencial para diferenciacéo
osteoblastica / cementobléastica sdo menos proliferativos que subclones sem este
potencial [55]. Entretanto analises complementares com tempos mais longos de
tratamento precisam ser realizadas para confirmar essa suposi¢cdo sobre diferenciacdo

celular no presente estudo.

Observou-se nesse estudo que adigdo de uma concentracdo maior de VBNP nas
membranas compositas ndo influenciou na resposta bioldgica, pois as amostras com 5%
e 10% de vidro tiveram respostas semelhantes. Uma provavel explicacdo para esse fato,
que ja& foi citado em tdpicos anteriores sobre caracterizaces fisicas e quimicas das
membranas desenvolvidas é que a maior concentracdo de nanoparticulas de vidro
bioativo pode estar atuando como um defeito nas membranas e dessa forma desfavorece
a perfeita interacio com o compdsito e isso tem consequéncias negativas nas

propriedades do material e na sua resposta bioldgica.

Isso reforca o principio que quando se utiliza nanoparticulas como reforco em
compositos € necessario modular a concentracdo utilizada para se obter materiais com
melhores propriedades. Por isso as imagens da figura 5.46 s6 foram realizadas com as

células semeadas na amostra com 5% de VBNP.

Juntando todos os resultados observados nesse trabalho podemos concluir que a
membrana composita desenvolvida apresenta propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas compativeis ao cultivo de células do ligamento periodontal humano. Além
disso, a adi¢do de vidro bioativo nanoparticulado nas membranas teve um efeito
positivo em relacdo & viabilidade e proliferacdo desse tipo celular. A presenca de
marcadores de células estaminais mesenquimais nas células PDLH reforca a
importancia dessa populagdo celular e juntamente com as membranas desenvolvidas

abre perspectivas para a sua utilizacdo na regeneragéo periodontal.
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7. CONCLUSOES

Foi estabelecida uma cultura primaria estavel de células do ligamento periodontal a

partir de dentes humanos; que foi chamada de células PDLH.

Estas células foram caracterizadas por marcadores de tipos celulares que fazem parte do

complexo tecido periodontal.

Foi comprovada a presenca de marcadores de células tronco mesenquimais na
populacdo de células PDLH, esse dado abre novas perspectivas para estudos de

regeneracao periodontal.

Membranas compositas de QUI / PVA /PEG / PCL-T com adicdo de VBNP foram
desenvolvidas com sucesso com introdugdo de PEG e PCT-T no compdsito que teve um
papel positivo na reticulacdo das mesmas.

As membranas alcancaram um desempenho adequado para a possivel aplicagdo como

suporte de cultivo celular para regeneracédo periodontal.

As nanoparticulas de vidro bioativo empregadas como fase bioativa e de reforco
cumpriram sua fungéo elevando significativamente os valores de resisténcia nos ensaios
de tracdo e degradacdo térmica. Além disso, aumentaram a rugosidade superficial do
composito elevando a hidrofilia, o que péde ser comprovado pela diminui¢do do angulo

de contato.

Foi possivel a partir dos resultados de caracterizacdo compreender a necessidade de
modulacdo dos resultados em relacdo & concentracéo ideal de adicdo de nanoparticulas

de vidro bioativo.

Os testes biologicos ‘in vitro’ realizados com as células PDLH demonstraram aumentos
significativos de viabilidade celular, proliferacdo celular e atividade da fosfatase
alcalina tanto pelo contato direto com o vidro bioativo como pelo contato com as

membranas nanocompaositas.
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8. TRABALHOS FUTUROS
1. Validacéo da presenca de células tronco no ligamento periodontal.

2. Avaliacdo da diferenciacdo cementoblastica das células tronco mesenquimais do
ligamento periodontal.

3. Desenvolvimento de matrizes 3D de quitosana / PVA / PEG / PCL-T / com adicdo de
vidro bioativo nanoparticulado.

4. Desenvolvimento de sistema injetavel de quitosana / PVA / PEG /com adicdo de
vidro bioativo nanoparticulado para regeneracdo de cementoblastos do ligamento
periodontal.

5. Testes ‘in vivo’ das membranas compositas.
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Objectives: The biclogic goal of periodontal regeneration is the restoration of the pericdontium to its original
form and function. Bicactive glass is a tissue repairing material used for regeneration in many areas of
dentistry. The purpose of this work was to evaluate the effect of bicactive glass nanoparticles (BGnp) on the
behavior of HPDL cells isolated from human pericdontal tissue.

Materials and methods: HFDL cells from third molar teeth with orthodontic indication for extraction were
isclated. EGnp were synthesized by modified Stéber method. Tests were performed according to 150 10993,
BGnp were mixed in the medium, with weight-to-sclution volume ratio of 0.1 mgfmL. Control cultures and
seeded materials were characterized at 72 h for cell viability (Resazurine assay), at 72 h for cell proliferation
(BrdU assay), at 72 h for cell cycle (flow cytometry) and alkaline phosphatase (ALP) activity after one-week
Cculture.

Results: HFDL cells were incubated with bicactive glass nanoparticles for 72 h and cell viability, ALF
activity and cell proliferation rate were evaluated in comparison to control conditions. We observed an
increase of 20 £ 1.63 in HPDL cells viability when cells were exposed to bioactive glass nanoparticles,
compared with control group by resazurin assay (o < 0.05, 7= 5). We observed an increase of 33 £ 3.01in
cells proliferation when cells were exposed to bicactive glass nanoparticles, compared with control group by
Brdl) assay (g = 0.05, 7= 5). It was observed an increase in ALP activity of 177 = 2.9% in HPDL cells
compared with control group (o< 0.05, 7=3).

Conclusions: These results indicate that BGnp induces HPDL cells to proliferate, indicating that it is a
potential material to be used for pericdental regeneration through tissue engineering.

a Corresponding author.

Ceopyright® 2011 Published by Elsevier Lid.
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Abstract

Cementum is a mineralized tissue that lines the surface of the tooth root enabling attachment of the
pericdontal ligament to the reot and surrounding alveolar bone. Studies examining the mechanisms invelved
in the formation of root cementum have been hindered by an inability to isclate and culture the cells required
for cemenmtum preduction (cementeblasts). This study isolated and characterized cementoblast cells
derived from rat molar periedontal ligament. It was observed that the isolated cells expressed F-Spondin, a
cementoblast marker, while F-Spendin expression was not observed in the cells of other tissues such as gingival
fibreblasts and osteoblasts. As expected, the isolated cementoblast cells also expressed esteccalcin (OC), bone
sialoprotein (BSP), alkaline phosphatase (ALP), and type [ collagen, demonstrating the presence of mineralized
tissues genes in cementeblast cells. These cells showed high ALP activity and calcified nodule formation in vitro.
Since cementegenesis could be a critical event for regeneration of periodental tissues, this study investigated
whether bioactive glass particles could affect the proliferation of cementoblasts since they are known to
enhance osteoblast proliferation. It was found that the icnic products from bicactive glass nanoparticles
increased cementoblast viability, mitechendrial activity, and induced cell preliferation. Together, these results
show the characterization of cementeblast cells from rat molar pericdental ligament. Additicnally, it was shown
that bicactive glass nancparticles induced cementeblast to preliferate, indicating that they could be a potential
material for use in cement regeneration through tissue engineering. Copyright © 2011 John Wiley & Scns, Ltd.

Received 18 October 2010; Revised 25 February 2011; Aceepted 12 July 2011

Keywords cementoblasts; F-Spondin; bioactive glass nanoparticles

understanding the molecular mechanisms that regulate
periodontal regeneration is the lack of cementum markers.

1. Introduction

Several attempts have been made to identify such markers.
As a result, recent studies have found new markers for
cementum such as cementum-derived attachment protein
(CAP) (Arzate et al, 2002), cementum-derived protein
(CP-23) (Alvarez-Perez et al, 2006), and F-Spondin
(Kitagawa ¢t al., 2006). Although, cementum shares
many preperties with bene, most notably a remarkable
similarity in biochemical composition, it differs from bone
in its histological prefile by lacking imnervation and
vascularization and because it has limited remodeling
potential when compared to bone {(Bosshardt, 2005;

Cementum is a mineralized tissue produced by
cementoblasts during tooth roct formation. It enables the
attachment cf the periedontal ligament to the roots and
surrcunding alveclar bone (Kitagawa et al., 2006). During
regeneration of tissue after pericdontal disease, cementum
is thought te play a critical role in the reparative process.
Histclogically, regenerative periodontal therapy should
result in the formation of new cementum, periodental
ligament, and alveolar bone. One major drawback to

* Correspondence tor M. Farima Leire, Federal University of
Minas Gerais, A Antdnio Carlos 0027, Belo Horizonte, MG-CEP,
31270-901, Brazil E-mail leftemd@neruno.lec ufimg b

Copyright @ 2011 John Wiley & Sons, Led.

Nemote et al., 2009). As a result, a cementoblast cellular
model is important for developing methods that induce
cementoblast preliferation. The first section of the current
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Introduction

Bioactive glasses were first developed by Hench et al. in 1969, and represent a group of reactive
materials that are able to bond to mineralized bone tissue in physiological environment. Bioactive
glasses are widely used in the biomedical area Early applicafions of bioactive glasses were in the
form of solid pieces for small bone replacement in middle ear surgery [1,2]. Later, several applica-
fions of bicactive glasses have been proposed, including the dental field. Recently, bicactive glasses
have been widely studied for potenfial application in tissue engineering and regenerafive medicine.

A range of bioactive glasses with atfractive properties, like biocompatibility and bioactivity, and
synthesized by newer methods have been developed. Various investigatioms have been undertaken
fo obtain bicactive glasses in different forms, such as bulk, powder, composites, and perous
scaffolds.

Tandbidmaterials in Clinical Dentictry. 299
E02013 Ekevier Inc. All 1ights mserved.
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AEETRACT

The bloiogic goal of periodonial reperembon s the restoralion of the pericdontium o i original form and
funcion. Tieswus enginesrng wsing human perodontal Igament cells (HPDL) cufured on composhe
membranes polymerfbicactve glass = a possible stmkegy. For this pupose, 058, 5% and 0% of bicactwe
glass nanoparticies [BOMF] wene Incorpomisd inko oificsan (CHI) { polydimy aloofol (PYAY polyetiniene
ighyool {PEG) ! polycapmiacione (PCL) omposie membranss. The malerisls were chamacerzed using, SB,
FTIR, XRD and 40 wit' bloactvity fest. Human perodontal ligament ceds HFDL of third molar testh with
orfodondc indication for exiracion were Solabed and cells wene characierzed by perodonial tissue markers.
The o=l viabilty by Resarurn assay, o=l polfertion by Brdl assay and ALP aciivity assay wene used o
synuxi e behawior of HPDL ceds wihen It contact with omposies membranes. Hosxs obsensed a
sionficant increase I cell prolferation and ALP acivity In HPDL cells when In conact with composibe
membranes coniaining bicactive glass nanopariicies. These resuls iogether suppest Fat the developsd
membranes are polenial malenisls o be wsed for pefodonial egeneration Srcugh eswe enginesring.

Koywords: Panodonfum, Noscive giass nanopamoies, CRfces.

1. INTRODUCTION

Fenodontium k= 2 compiex anafomical struchure composed of ol fand and sofl connecive Gssues. The
Siuciures comprisng the penodontium ndude the gnga, periodonsl igarment, Cemenium and Sveoksr one
[1]. Seversl dseazes affect the integrity of periodontal shuctures ausing e destnucion of e connecive
fzsue malrs and calls, causing e s of Shrous alischment and the mesopbon of alveoiar bone. These
changes ofien lead o focth loss [2] The biclogic poal of periodontal regenemtion s restoration of the
periodontiuT o = onpinal form and fumclion. Bicactve Qiass 15 & tssue reparing Faetsl essd for
regenamation in many areas of dentising. it ks knovwn that the =St of bloactive giass can be =nfanosd in e
ranoscale [3]. Chiosan Fas imberesfing properies for fissues snginesring appilcations such &s biocompatbl By
and odegradabiily. Preparations of membranes basesd on chilbsan weh other bomalerisls such as PyA,
FEG, PCL and BGNF may be promising regaming mechancal propertes and parbcuisry oed adhbesion.
Thersdone, e alm of this siudy s o develop and o characherize composits membranes CHI PVA T PEG 1
FL containing BENF and fo evaluate the befavior of HFDL when In contact with memibranes [£:5]

2 MATEFALS AND METHODS
24, Symthecls of compocts mambranec.

Manoparticies dsersion was obfainsd In the Emary S10-Cal-Fels sysiem by orprediation method 5],
IChilicessan (CHI) powoer Wit medium recuar weight, degres of descetyiaton DD = 75.0% weas. used without
fiurher purticafion, Chitosan solution (2%, wi ) were dzsolved in 2% of acefic add solufon. Folymers: () PYVA
degres of Fypdrolysls SE%, modecuiar welight Mw = 10000 gimol, [T) PEG average mokscular welght Mw = G000
and (I PCL awverage modecular = 500 al froen Sigma-Addrich (St Lowis, MG, USA)  were umed In B
mymthests of e makeral Composke membranes wene synthesized in Fe composition of 44% CHI (2% wi 40%

303
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Composi¢cdo do meio DMEM (Gibco) O meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) é amplamente utilizado como meio basal de suporte para o crescimento de

diferentes células mamarias.

Os componentes do meio DMEM sdo:

COMPONENTES Peso Molecular

Glicina
L-Cisteina
L-Glutamina
L Histidina
Lsoleucina
L1l eucina
L-Llisina
L-Metionina
L-Arginina
L-Fenilalanina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina

L-Valina

75

121

146

155

131

131

146

149

174

165

105

119

204

181

117

ConcentraGAO (mg/L) I

30
62,57
684
42
105
105
146

30
84

66
42
95
16
104,20

94

Vitaminas

Cloreto de Colina

D-Calcio pantotenato
Acido Félico
Niacinamida

Cloridrato de Piridoxina
Riboflavina 5'-fosfato Na
Tiamina monofosfato

i-Inositol

140

a77

441

122

206

478

442

180

4

4

4

0.4

7,2
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Sais Inorgénicos

Cloreto de Calcio (CaCl2) (anidro} 111 266
Nitrato de Ferro Ill 404 0.10
Sulfato de Magnésio (MgS0Q4) (anidro) 120 200
Cloreto de Potassio (KCI) 75 400
Cloreto de Sodio (NaCl) 58 6400
Fosfato de Sédio dibasico (Na2HPO4) anidro 142 126

Glicose 180 1000
Vermelho de Fenol 398 15
Vermelho de Fenol 376.4 15

Piruvato de Sédio 110 110
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APENDICE II

Composicdo do Tampéao Dulbecco’s phosphate-buffered salina sem calcio e
magneésio (PBS 10X).

Os componentes para 1 litro de PBS séo:

NaCl (cloreto de sédio): 80 g (1,37 M)
KCI (cloreto de potéssio): 2 g (27 mM)
Na2HPO4 (hidrogenofosfato dissodico): 11,5 g (81 mM)

KH2PO4 (dihidrogenofosfato de potéssio): 2g (15 mM)



APENDICE Il

As especificacdes técnicas do soro fetal bovino (SBF) séo:

137

SORO FETAL BOVINO - ESPECIFICAGOES TECNICAS

| SORO FETAL BOVINO [ vaLores padrA0 |
| Proteinas Totais || 35g% |
|mbumina ||1_s gidl |
[u Globulina || 0.1 g/di |
[Bambunm ||1_3 gidl l
| U Globulina || 0.3 g/dl |
Glicose || 58 moa |
Uréia [| 38 mgsan |
Creatinina [| 2.5 mgren |
Hemeglobulina <10 mg% |
pH (286C) 7,20 |
Osmolaridade 322 mOsm/Kg.H20 |
Esterilidade Ausencia de Agentes Adventicios (Sabourad e Tieglicolato)
Mycoplasma Nio detectada (Meios: Liquido-U3, sélide A-T)

Anticorpes Ig G

Nio detectada (Imunodifusdo radial)

Anticorpos Anti-\VIA

Nio detectada [Técnica de Soroneutralizagdo)

Anticorpos Anti-IBR

N3o detectada [Técnica de Soroneutralizagdo)

| Anticorpos Anti-BWVD

Nio detectada [Técnica de Soroneutralizagdo)

| Anticerpos anti-BTV

Nio detectada [Técnica de Soroneutralizagdo)

| Endotoxinas

- Ing/ml (Teste LAL}

| No. de Células Primarias

|| 19 [Cel. de Liquide Aminidtico)

| Ho. de Repicagens

|| 10 [Cel. de Liquide Aminictico)

Curva de Crescimento

- x
CHO=46. 4e07

| Curva de Crescimento

|| VERO =3.10 4 e 0.54x




