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RESUMO

A associacdo de compostos inorganicos a polimeros sintéticos na sintese de matrizes
de suporte celular € uma alternativa bastante vantajosa para se aliar as propriedades
dos dois tipos de materiais. Os objetivos deste estudo foram: (1) sintetizar
hidroxiapatita (HA) convencional e HA modificada com magnésio (Mg?*) e estroncio
(Sr?*) em duas proporcdes diferentes; (2) sintetizar membranas eletrofiadas de poli-L-
lactideo (PLLA) puro ou enriquecido com essas trés HA sintetizadas; (3) avaliar a
proliferacéo, osteocondutividade, e osteodiferenciacéo de células-tronco do ligamento
periodontal humano (hPDLSCs) cultivadas nessas estruturas; (4) avaliar a matriz
extracelular (MEC) formada por cultura de hPDLSC sobre estas malhas. Para isso,
HA foi sintetizada convencionalmente ou substituindo 15 mol% célcio por Mg?* ou
estroncio Sr?*, 7,5 mol% cada (PLLA_HA M1) ou 10 mol% Mg?** e 5 mol% Sr?*
(PLLA_HA M2). Os cristais foram caracterizados por difracdo de raios-X (DRX) e
espectroscopia de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
Membranas de PLLA foram eletrofiadas com 10% de HA convencionais ou modificadas
e caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). hPDLSCs foram
isolados e cultivados para analise da proliferagdo celular em 1 e 7 dias em meio
clonogénico, e da osteodiferenciacao celular, pelo ensaio de fosfatase alcalina aos 7
dias, e ensaio de vermelho de alizarina aos 21 dias de cultivo, ambos em meio
clonogénico e osteogénico. A quantificacdo de colageno e glicosaminoglicanos (GAG)
da MEC foi realizada por ensaios colorimétricos em 7 e 21 dias em meio clonogénico.
Dados foram analisados por meio de ANOVA de fator unico e teste de Tukey (a=0,05).
A andlise de DRX confirmou a sintese de hidroxiapatita. ICP-OES indicou que a adi¢ao
de 7,5 mol% de cada ion durante a sintese resultou na incorporacédo de 5% em peso
de Mg?* e 15% em peso de Sr?*, enquanto a adicdo de 10 mol% de Mg?* e 5 mol% de
Sr?* resultou em 5% em peso de Mg?* e 10% em peso de Sr*. A MEV mostrou
membranas tridimensionais porosa em todos os materiais. A proliferacdo celular foi
semelhante entre todos materiais no dia 1, e maior no material com PLLA_HA_ M2 no dia
7. Em meio osteogénico, a atividade da fosfatase alcalina e vermelho de alizarina néo
diferiram entre os grupos. Em meio clonogénico, PLLA HA M2 apresentou maior
mineralizacdo da matriz extracelular e maior atividade de fosfatase. A producao de
colageno foi menor nos grupos dopados apds 7 dias de cultura. PLLA HA M2
produziu maior quantidade de sulfato de condroitina A e C, enquanto PLLA produziu
maior quantidade de dermantan sulfato. Conclui-se que a sintese de HA e a
eletrofiacdo das membranas foi adequada. A incorporacéo de niveis mais baixos de Sr?*
na HA promoveu membranas com maior capacidade de osteodiferenciagcao e
proliferacdo celular que os materiais com HA convencional. Os materiais dopados
promoveram alteragdoes sintese de MEC, promovendo maior diferenciacao
osteogénica de hPDLSC.

Palavras-chave: Osteodiferenciacdo, poli-lactideo, hidroxiapatita, Dopagem
com magnésio e estréncio, Engenharia de tecidos 6sseos



ABSTRACT

Combination of inorganic compounds with synthetic polymers in the synthesis of
cellular support matrices is a highly advantageous strategy to merge the properties of
both types of materials. The objectives of this study were: (1) synthesize conventional
hydroxyapatite (HA) and HA modified with magnesium (Mg?* ) and strontium (Sr2* ) in
two different proportions; (2) fabricate electrospun membranes of pure poly-L-lactide
(PLLA) or PLLA enriched with the three synthesized types of HA; (3) evaluate the
proliferation, osteoconductivity, and osteodifferentiation of human periodontal ligament
stem cells (hPDLSCs) cultured on these structures; (4) assess the extracellular matrix
(ECM) formed by hPDLSC cultures on these meshes. Therefore, HA was synthesized
either conventionally or by replacing 15 mol% of calcium with 7.5 mol% Mg?* and 7.5
mol% Sr2* (PLLA_HA_M1), or with 10 mol% Mg?* and 5 mol% Sr2* (PLLA_HA_M2).
Crystals were characterized by X-ray diffraction (XRD) and inductively coupled plasma
optical emission spectroscopy (ICP-OES). PLLA membranes were electrospun with
10% of either conventional or modified HA and characterized by scanning electron
microscopy (SEM). hPDLSCs were isolated and cultured to assess cell proliferation at
days 1 and 7 in clonogenic medium, and cellular osteodifferentiation by alkaline
phosphatase (ALP) assay at day 7, and alizarin red staining at day 21, both in
clonogenic and osteogenic media. ECM collagen and glycosaminoglycan (GAG)
quantification was performed through colorimetric assays at days 7 and 21 in
clonogenic medium. Data were analyzed using one-way ANOVA and Tukey’s test (a
= 0.05). XRD analysis confirmed the successful synthesis of hydroxyapatite. ICP-OES
indicated that adding 7.5 mol% of each ion during synthesis resulted in the
incorporation of 5 wt% Mg2* and 15 wt% Sr2* , while the addition of 10 mol% Mg?*
and 5 mol% Sr2* resulted in 5 wt% Mg?* and 10 wt% Sr2* . SEM revealed porous
three-dimensional membranes in all materials. Cell proliferation was similar across all
materials on day 1 but was higher in the HA_M2 group on day 7. In osteogenic medium,
ALP activity and alizarin red staining did not differ between groups. However, in
clonogenic medium, PLLA_HA_M2 showed greater extracellular matrix mineralization
and higher ALP activity. Collagen production was lower in the doped groups after 7
days of culture. PLLA_HA_ M2 produced a higher amount of chondroitin sulfate A and
C, while PLLA alone produced more dermatan sulfate. In conclusion, both HA
synthesis and membrane electrospinning were successful. The incorporation of lower
levels of Srz* into HA promoted membranes with greater osteodifferentiation and cell
proliferation potential compared to conventional HA materials. The doped materials
altered ECM synthesis, promoting enhanced osteogenic differentiation of hPDLSCs.

Keywords: Osteogenic differentiation, polylactide, hydroxyapatite, magnesium
and strontium doping, bone tissue engineering.
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1. INTRODUCAO

A bioengenharia tecidual (BTE) € uma area da ciéncia bastante promissora
para a regeneracgdo dos tecidos 6sseos.!? A combinacédo de trés fatores chaves é
fundamental para o sucesso desta terapia: um biomaterial capaz de formar uma matriz
de suporte celular, células-tronco para regeneracao dos tecidos e moléculas bioativas
que direcionam a diferenciacédo celular para o tecido alvo.® “Estudos mostram que a
associacdo de compostos inorganicos a polimeros sintéticos na sintese de matrizes
de suporte celular € uma alternativa bastante vantajosa para se aliar as propriedades
dos dois tipos de materiais,> como a taxa de degradacéo e propriedades mecanicas
ajustaveis dos poliésteres com a capacidade de formar nucleos de cristalizacdo, e
aumentar a mineralizacdo da matriz extracelular dos fosfatos de célcio.>” O poli (L-
acido lactico) (PLLA) é um polimero sintético biodegradavel amplamente utilizado
como matriz em engenharia tecidual devido a sua biocompatibilidade,

processabilidade e capacidade de degradacdo em produtos néo téxicos.®

Dentre os compostos inorganicos, como o fosfato de célcio, destaca-se a
hidroxiapatita (HA) por ser o mineral mais presente nos tecidos mineralizados do
organismo,® como 0ssos e dentes. Estudos tem relatado que tal composto apresenta
nao apenas propriedade de osteoconducao, como os outros fosfatos de calcio, mas
também alta capacidade osteoindutora.> 1° Porém, no organismo, nem sempre a
hidroxiapatita estd em sua forma pura. Parte dos ions calcio sdo substituidos por
outros fons como Zinco, Estroncio (Sr?*) e Magnésio (Mg?*), cujas substituicdes tém
mostrado aumento da bioatividade do material in vitro.'13 O Magnésio apresenta
conhecido efeito direto e indireto no metabolismo 6sseo e na sintese de vitamina D,
aumenta a viabilidade celular, a producéo de fosfatase alcalina e osteocalcina.'* Ja a
influéncia do estroncio tem sido associada a uma correta formacao 6ssea, quando em
pequenas concentracdes, sendo sua presenca mais acentuada em 0SSO0S

neoformados.1® 16

A dopagem da HA com diferentes concentragdes desses ions pode, portanto,
gerar uma matriz de suporte celular com propriedades otimizadas, favorecendo o
equilibrio entre formacao e reabsorcéo 6ssea e, consequentemente, uma regeneracao

mais eficiente.

Diante disso, investigar o efeito osteogénico de matrizes de suporte celular



17

contendo HA dopada com magnésio e estroncio é de grande relevancia cientifica e
clinica, podendo contribuir para o desenvolvimento de biomateriais avangados e
oferecer alternativas mais eficazes em procedimentos reconstrutivos na area da

saude.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido 6sseo e Regeneracido Ossea

O tecido 6sseo é uma estrutura multifuncional que, além de fornecer suporte
mecanico ao corpo, desempenha func¢des bioldgicas essenciais a manutencao da

vida.l"18

A composicdo do o0sso inclui elementos organicos e inorganicos, sendo
aproximadamente 20% de sua massa constituida por agua.'® O osso seco é formado
por cerca de 65—-70% de fosfato de calcio inorganico e 30—35% de matriz organica
composta por proteinas fibrosas e colageno. O ostedide, matriz orgénica nao
mineralizada secretada pelos osteoblastos, € constituido majoritariamente por
colageno tipo | (90%) e substancia fundamental (10%), além de proteinas nao
colagenosas, glicoproteinas, proteoglicanos, peptideos, carboidratos e lipidios. A
mineralizacdo do ostedide ocorre pela deposicdo de sais minerais inorganicos,
conferindo ao 0sso resisténcia e rigidez.® O osso cortical € 0 0SS0 esponjoso
oferecem um espaco de suporte e protecdo para o crescimento das células do tecido
0sseo, compostas principalmente por nichos osteoblasticos e vasculares, incluindo
células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e células-tronco mesenquimatosas (MSCs) e

estao localizadas na medula 6ssea.l’:18

As MSCs sédo importantes na construcao da matriz extracelular 6ssea (MEC)
composta principalmente por fibras de colageno (85-90%).2°2! Cristais de HA, com
propriedades mecanicas anisotropicas superiores, sao mineralizados nos intersticios
dessas fibras de coldgeno em um processo controlado de biomineralizagdo. Além das
fibras de colageno, a MEC contém uma quantidade consideravel de proteinas néo
colagenas (NCPs), como osteocalcina, osteonectina, osteopontina, proteinas de
adeséao (por exemplo, fibronectina e vitronectina) e proteoglicanos (como versicana,
decorina e hialuronano).?? Essas proteinas ndo séo apenas envolvidas na construcdo
da MEC, como no processo de mineralizacdo do colageno, mas também participam
da regulacéo do destino das células no tecido 6sseo0.?® Além da interagédo direta com
as ceélulas, a MEC também pode atuar como uma plataforma para a entrega de
biomoléculas soluveis secretadas por diversas células, incluindo citocinas (como

fatores de crescimento e fatores imunomoduladores) e hormonios, regulando assim o
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comportamento bioldgico das células no microambiente. Essas biomoléculas soltveis
sdo um meio importante de comunicagédo entre as células e desempenham um papel

fundamental na homeostase do microambiente celular.?*

Em contraste com outros tecidos e 0rgaos, o tecido 0sseo geralmente
apresenta uma capacidade de auto recuperacdo superior, uma vez que a area
danificada consegue recuperar sua estrutura original e resisténcia mecanica sem
deixar cicatrizes fibrosas.?® No entanto, quando a extensdo dos defeitos 6sseos
ultrapassa o limite do defeito de tamanho critico (DTC), esses defeitos ndo conseguem
se curar por si mesmos, sendo necesséaria uma intervencao clinica apropriada, com a

estimulacéo do processo de regeneracdo 6ssea.l’ 18

A regeneracao de defeitos 6sseos criticos representa um dos maiores desafios
da odontologia e ortopedia regenerativa. Atualmente, a abordagem clinica para o
tratamento de defeitos 6sseos de grande dimensao inclui principalmente o uso de
enxertos 0sseos autélogos e alogénicos. Os enxertos 0sseos autélogos sado
considerados o padréo-ouro para a reparacao e regeneracao do tecido 6sseo, pois 0
0SSO autdgeno apresenta boas propriedades de osteoinducéo, osteocondutividade e
osseointegracdo, capazes de formar uma estrutura coordenada e garantir a
resisténcia mecanica no local do defeito 6sseo. Contudo, o transplante de 0sso
autdgeno ainda apresenta desvantagens inevitaveis, como lesées neurovasculares no
local doador, inflamacéo, infeccao, limitacdes no fornecimento de osso doado e custos
elevados.1”1825 Para contornar essas limitacées, os enxertos 6sseos alogénicos tém
sido amplamente utilizados devido a sua acessibilidade. No entanto, o transplante de
0sso alogénico enfrenta problemas como baixa osseointegragéo, rejeicao imune e

possibilidade de transmissdo de doencas sanguineas.?%2°

Diante dessa situacdo, 0s pesquisadores comecaram a investigar alternativas
artificiais aos enxertos derivados do o0sso natural. Avangos recentes em BTE
permitiram a utilizacdo de multiplos métodos para combinar células, biomateriais e
fatores bioldégicos com o objetivo de criar tecidos artificiais para a reparacdo de
defeitos 6sseos.1’18.25 Esses métodos apresentam vantagens como alta propriedades
mecanicas, baixo risco de infecciosidade, excelente biocompatibilidade e reduzidas

complicacdes?®
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Nesse contexto, as matrizes de suporte celular tridimensionais vém sendo
amplamente investigadas como alternativas aos enxertos autdlogos e alégenos,
oferecendo suporte estrutural temporario e estimulando a neoformacgéo 6ssea.?® No
entanto, para que esses processos ocorram de forma eficaz, € necessario que 0s
materiais utilizados nas matrizes de suporte celular sejam capazes de adsorver
proteinas especificas, interagir com MEC por meio da troca ibnica e atrair
biomoléculas ou fatores de crescimento.* A interagdo com a MEC ocorre
predominantemente apos a adsorcdo de proteinas na superficie do material, sendo
que a natureza dessas proteinas determina a resposta fisioldgica desencadeada pelo
organismo. Quando a interacdo € positiva, a cascata de regeneracdo 6ssea é
favorecida, incluindo a liberacéo de fatores de crescimento como VEGF e BMPs. Por
outro lado, materiais inadequados podem induzir uma resposta imune exacerbada,
caracterizada pela adsorcéo preferencial de fibrina na area do defeito 6sseo. Essa
especificidade na adsorcao esta relacionada a propriedades como carga superficial,

molhabilidade, composicédo quimica e estrutura das proteinas.t*’

2.2 Requisitos ideais para a matriz de suporte celular

Matrizes de suporte celular sintéticas utilizados na BTE atuam como moldes
para a formacao tecidual e estimulam a regeneracao 6ssea por meio da interacdo com
a MEC. A matrizes de suporte celular ideal deve reunir propriedades biolégicas, como
biocompatibilidade e bioatividade, além de promover osteoconducao e,
preferencialmente, osteoinducdo. Mecanicamente, deve apresentar resisténcia
suficiente para suportar cargas temporarias e degradar-se em sincronia com a
regeneragao tecidual. Arquiteturalmente, estruturas com porosidade interconectada =
300 um favorecem a vascularizacdo e a formacédo 6ssea, enquanto microporos

aumentam a area de interacdo celular.?”-28

Um dos principais objetivos dessas matrizes de suporte celular € mimetizar o
nicho bioldgico local do tecido a ser regenerado. Para isso, € essencial que a estrutura
da matriz favoregca a angiogénese, permitindo o transporte eficiente de nutrientes,
biomoléculas e residuos metabdlicos.1?®> Sendo uma plataforma estrutural para as

células envolvidas na regeneracdo 0ssea, essa mariz deve favorecer a invasdo de
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vasos sanguineos, bem como a migracgéo, proliferacéo, diferenciacdo e comunicacao

celular.10

De forma geral, uma matriz de suporte celular ideal deve apresentar
caracteristicas intrinsecas fundamentais, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e propriedades mecanicas compativeis com o tecido 6sseo. Além
disso, o sucesso na formacdo de um tecido funcional depende da colonizacao
completa da matriz pelas células semeadas. Para isso, a estrutura deve favorecer a
adeséao, proliferagcédo, diferenciacdo celular e deposicdo de MEC, permitindo sua

substituicdo gradual pelo tecido nativo.2410

Os principais parametros relacionados a estrutura biomimética das matrizes de
suporte celular incluem porosidade, area de superficie, tamanho dos poros e
conectividade.?® A estrutura éssea natural apresenta uma hierarquia complexa de
porosidades, que variam conforme o tipo, a localizacdo e a funcéo do o0sso. Por isso,
matrizes eficazes para engenharia de tecidos 6sseos devem reproduzir essa

diversidade, apresentando poros de diferentes tamanhos, formas e distribuicdes.**3

O tamanho dos poros, em particular, exerce forte influéncia sobre a reparacao
0ssea. Poros de grandes dimensfes tendem a reduzir a razao entre a area superficial
e o volume da matriz, limitando o espaco disponivel para a proliferacédo celular; por
outro lado, poros muito pequenos dificultam a migracdo e a comunicagao entre as
células. Estudos indicam que um intervalo de tamanho de poros entre 100 e 1000 um
€ geralmente adequado para favorecer o crescimento celular, a perfusdo sanguinea e
a resisténcia mecanica da matriz.3°. Xue et al®’. demonstraram que poros com
didmetro superior a 200 um favorecem o alinhamento celular ao longo da superficie
do poro, enquanto poros menores que 100 um néo sustentam o crescimento celular.
Assim, poros dentro dessa faixa intermediaria tendem a promover melhor regeneracéo
0ssea. No entanto, outros estudos indicam que poros ainda maiores (>300 um) podem
resultar em formacgdo 6ssea mais eficiente.? 3% 31 Ainda ndo ha um consenso sobre o
tamanho de poro ideal, uma vez que variaveis experimentais, como o tipo de material
utiizado e a localizagdo do defeito O6sseo, podem afetar significativamente os
resultados. Ha, contudo, uma tendéncia observada na literatura: poros menores (cerca
de 100 ym) favorecem a adeséo celular inicial in vitro, enquanto poros maiores (400—

600 ym) parecem ser mais eficazes na inducdo da vascularizacao e da osteogénese
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in vivo. 3235

Quanto a porosidade, para mimtizar o 0sso trabecular, as matrizes de suporte
celular devem apresentar porosidade entre 50% e 90%. J& para simular o 0SSO
cortical, a porosidade ideal situa-se entre 10% e 30%. Além disso, as matrizes devem
ser projetadas para se adaptar a morfologia do defeito e as caracteristicas especificas
do tecido do paciente. Isso inclui a reproducéo da arquitetura e composi¢ao bioquimica
do osso saudavel, o que pode favorecer a resposta celular e a sintese de matriz,
mesmo na auséncia de suplementos externos, como demonstrado por Yedekgi et al.3®
em tecidos osteocondrais e meniscais.>¥32 Ainda que a alta porosidade e
conectividade favorecam a vascularizagcdo, a osteogénese e a degradacao
homogénea da matriz, essas caracteristicas geralmente comprometem suas
propriedades mecanicas. Portanto, o reforco da resisténcia mecanica deve ser
considerado como um aspecto adicional e essencial no desenvolvimento de matrizes

de suporte celular para aplicacées em BTE. 12533

O primeiro passo para o fortalecimento mecanico de uma membrana é a
escolha adequada do material de matriz. Em comparacéo com hidrogéis, os polimeros
sintéticos apresentam, em geral, melhores caracteristicas mecanicas e maior
plasticidade. Além disso, a incorporacdo de agentes de reforco — como a
hidroxiapatita ou particulas metalicas — tem se mostrado eficaz para aumentar a

resisténcia estrutural das matrizes de suporte celular.? ®

2.3 Composic¢ao das matrizes de suporte celular

Atualmente sdo usados na construgdo de matrizes de suporte celular,
biomateriais naturais ou sintéticos, conforme sua origem. Polimeros naturais como
alginato, quitosana e colageno sdo amplamente empregados em aplicacbes
biomédicas devido a sua biocompatibilidade e semelhanca estrutural com os tecidos
do organismo.! Por outro lado, polimeros sintéticos como o &cido polilatico (PLA),
policaprolactona (PCL), &cido poliglicélico (PGA) e poliuretano (PU) apresentam maior

controle sobre propriedades fisico-quimicas e podem superar algumas limitacdes dos
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polimeros naturais. Contudo, sua natureza hidrofobica dificulta a adsorcdo de
proteinas, exigindo modifica¢cdes para promover a interacdo com a MEC. Para isso, é
comum a funcionalizacdo das superficies poliméricas com peptideos bioativos, como

RGD, YIGSR e IKVAV, que favorecem a adeséo e proliferacéo celular.:30

O PLLA é um polimero semicristalino, biodegradavel e biocompativel, derivado
de fontes renovaveis, amplamente investigado como biomaterial em matrizes de
suporte celular para regeneracdo 6ssea?’ Desde sua descoberta em 1932, o PLLA
tem sido amplamente estudado quanto a sua estrutura cristalina, comportamento de
fusdo e propriedades mecanicas. Sua degradacéo ocorre por hidrolise das ligacdes
éster, liberando acido latico, um metabdlito naturalmente integrado ao ciclo de Krebs,
0 que garante biodegradacgdo nado téxica3"3 O PLLA pode ser sintetizado a partir do
acido latico obtido por fermentacdo de matérias-primas de biomassa. Por ser
renovavel, apresentar alta resisténcia mecanica, elevado médulo de elasticidade,
comportamento termoplastico e facilidade de processamento, o PLLA tornou-se um

dos poliésteres termoplasticos mais estudados e aplicados na area biomédica.?

O PLLA apresenta boas propriedades mecénicas, além de ser solivel em
solventes comuns e degradar-se em um periodo considerado adequado para diversas
aplicacdes em saude.?” Na odontologia, o PLLA tem sido explorado em barreiras de
regeneracao 6ssea, membranas para regeneracao de tecidos periodontais, e em
sistemas de fixagdo para cirurgia maxilofacial. Em procedimentos de regeneracdo
O0ssea guiada (GBR) combinados com implantes na regido estética maxilar,
membranas de PLA (incluindo PLLA ou compdsitos de PLA) tém sido usadas para
manter o espaco 0sseo enquanto o novo 0sso se forma. Por exemplo, estudo clinico
relatou que uma membrana PLA manteve integridade funcional por 4- 6 meses, sendo
absorvida completamente em 9- 12 meses, tempo compativel com o processo de
osteogénese e remodelacédo 6ssea nessa aplicacdo.®® Membrana composta de PLLA
para regeneracgdo de tecido periodontal ou 6sseo, que em modelo in vitro apresentou
estabilidade mecéanica por mais de 100 dias, com degradacdo observavel depois,
mantendo-se manejavel por até 6 meses.*° Na reconstrucdo de fraturas, osteotomias
ou defeitos 6sseos em regibes como mandibula, maxila e 6rbita, o PLLA puro
apresenta uma restricdo importante devido a seu tempo de degradacéo bastante

prolongado. Estudos mostram que dispositivos de PLLA de peso molecular elevado
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podem persistir no organismo entre 2 a 5,5 anos para degradacdo completa,
dependendo de fatores como cristalinidade, peso molecular, formato, localizacao
anatbmica e carga mecanica. Essa longa permanéncia pode ocasionar resposta
inflamatdria tardia ou reacéo de corpo estranho em alguns casos.*'#? Para aplicacGes
odontoldgicas que requerem reabsor¢ao mais rapida, como sistemas de liberacao de
farmacos ou membranas temporarias para BTE, estratégias como a copolimerizagdo
com acido glicélico (PLGA) sdo empregadas para acelerar a degradacéao, reduzindo o
tempo funcional do material para poucos meses.** A composicdo, forma fisica e o
ambiente de implantacdo também influenciam significativamente o tempo de
degradacéo do PLLA.%

Entre os pontos positivos das matrizes de PLLA, destaca-se a estabilidade
estrutural inicial, que fornece suporte mecéanico temporario para células osteogénicas
e para a deposicdo de MEC. O PLLA também apresenta versatilidade de
processamento, permitindo fabricacdo por técnicas como eletrofiagdo, impressédo 3D
e moldagem por solvente, o que viabiliza matrizes com diferentes graus de porosidade

e interconectividade#°

Contudo, o PLLA também apresenta limitacdes. Sua degradacdo €
relativamente lenta, podendo ndo coincidir com a velocidade da regeneracao 6ssea,
0 que em alguns casos leva a presenca de fragmentos residuais que interferem na
remodelacdo do tecido. Outro desafio é a hidrofobicidade da superficie, que reduz a
adesdo celular espontanea. Estratégias como modificagdo superficial por plasma,
tratamentos alcalinos ou funcionalizacdo com peptideos bioativos (ex.: RGD, BMP-2,

VEGF) tém sido propostas para superar essa barreira.*®

A utilizagdo de materiais compdsitos, ou seja, a combinacdo de diferentes
componentes em uma Unica matrizes de suporte celular é essencial para atender
simultaneamente as exigéncias fisico-quimicas necessarias para um desempenho
eficaz. Essa abordagem multimaterial permite otimizar propriedades como resisténcia
mecanica, bioatividade e funcionalidade biol6gica, promovendo uma regeneracao
6ssea mais eficiente e integrada.! As propriedades mecéanicas do poli(acido L-latico)
(PLLA) tém sido amplamente aprimoradas por meio de estratégias como reticulacao

quimica, plastificagcéo e, principalmente, por meio da técnica de blends poliméricas.
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A hidroxiapatita, principal componente inorganico do osso natural, representa a
forma mais estavel de fosfato de calcio (CaP) em condi¢des fisiolégicas, como
temperatura, pH e composicdo dos fluidos corporais. Devido a essas caracteristicas,
a HA tornou-se um dos materiais mais amplamente utilizados na BTE pela sua
bioatividade.*” Estudos conduzidos por Selim et al.*® demonstraram que os fosfatos
liberados por matrizes biodegradaveis de CaP podem ser absorvidos por células-
tronco, promovendo a conversado intracelular de adenosina difosfato (ADP) em
adenosina trifosfato (ATP). O aumento da concentracdo de ATP, por sua vez, ativa
vias de sinalizacdo intracelular mediadas por adenosina, tanto por mecanismos
paracrinos quanto autocrinos. Essa ativagdo leva a expressdo de fatores de
transcricdo osteogénicos, como osteocalcina e osteopontina, estimulando assim a
diferenciacdo osteoblastica.*® A taxa de liberacdo de fosfatos estd diretamente
relacionada a composicao quimica do fosfato de calcio, sendo a razdo molar Ca/P um
parametro critico na avaliacdo da solubilidade e acidez do material. Quanto maior a
razdo Ca/P, menor a acidez e a solubilidade do composto. No caso da HA, a razdo
Ca/P é de 1,67, o que corresponde a uma baixa acidez e solubilidade, refletindo sua
lenta taxa de degradacédo quando aplicada como biomaterial em BTE. Essa baixa
biodegradabilidade é uma das razbes pelas quais a HA, isoladamente, ndo é
considerada ideal para a fabricacdo de matrizes com desempenho 6timo na
regeneracdo 6ssea>° Para superar essas limitacdes, tém sido propostas combinacdes
com polimeros biodegradaveis, como PLLA e PCL, resultando em matrizes hibridas
que conciliam resisténcia mecanica e bioatividade.?* Um exemplo relevante é o
trabalho de Shuai et al.>! que desenvolveram uma matriz para BTE composta por
PGA, PLLA e HA, utilizando tecnologia de impresséo a laser 3D.%? A presenca da HA
no composito contribuiu para melhorar significativamente a bioatividade e a
osteocondutividade da matriz. Ensaios in vitro demonstraram excelente cito
compatibilidade, enquanto estudos in vivo confirmaram sua eficacia na regeneracao
0ssea, evidenciando seu potencial como plataforma funcional para aplicacdes em
BTE.5?

Compositos de PLLA com nano-hidroxiapatita (hnHAP) tém mostrado grande
potencial na regeneracao de defeitos 0sseos extensos. Em estudo realizado por Gay
et al.>® foram produzidos compésitos densos de PLLA/NHAP por prensagem a quente,

com o objetivo de avaliar a relacéo entre as propriedades mecéanicas e a concentracao
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de nHAP, utilizando amostras densas em vez de matrizes porosas.* As particulas de
nHAP foram previamente desaglomeradas e dispersas em cloroférmio, mantendo sua
distribuicAo e tamanho durante todo o processamento do composito. Ensaios
mecanicos revelaram que o aumento da concentracédo de nHAP resultou em elevacao
do modulo de Young e da resisténcia mecéanica, embora tenha sido observada uma
maior fragilidade do composto. Os compoésitos contendo 50% em massa de nHAP
apresentaram modulo de Young superior a 6 GPa e resisténcia a compressao uniaxial
acima de 100 MPa, valores comparaveis ao 0sso cortical.* Esses resultados indicam
que os compositos de PLLA/NHAP representam uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de substitutos 6sseos bioabsorviveis com desempenho mecanico

superior.*36

Do ponto de vista osteogénico, estudos pré-clinicos indicam que matrizes
hibridas de PLLA com nHAP promovem maior expressdo de genes relacionados a
diferenciacdo osteoblastica, como Runx2, osteocalcina e fosfatase alcalina, em
comparagao ao PLLA puro.>* Ensaios in vivo também demonstram que a associagao
do PLLA a liberacdo controlada de fatores angiogénicos acelera a regeneracao em

defeitos criticos.>®

2.4 AlteracOes ibnicas em matrizes de suporte celular - Dopagem idnica da

hidroxiapatita com magnésio e estréncio.

O uso de ions para alteracdo nas propriedades mecanicas e biolégicas das
matrizes de suporte celular de polimeros também é alvo atual de diversos estudos
cientificos. O estudo conduzido por Maia et al.>¢ concentra-se no desenvolvimento de
materiais biodegradaveis e bioabsorviveis para implantes de osteossintese, por meio
da formulagdo de compdsitos de polimero/magnésio. Os resultados demonstraram
que a adicdo de 30% em massa de particulas de magnésio ao PLLA promoveu
melhorias significativas nas propriedades mecéanicas do compasito, incluindo aumento
da dureza (atingindo até 340 MPa) e da resisténcia ao escoamento (até 100 MPa).
Ensaios de ultra microindentagdo revelaram um aumento no moédulo de Young,

alcancando valores de até 8 GPa, atribuidos exclusivamente ao refor¢co proporcionado



27

pelas particulas metélicas. Essa conclusdo foi corroborada por andlises de
calorimetria diferencial exploratéria (DSC), que indicaram niveis de cristalinidade
semelhantes entre o polimero puro e o compdsito, descartando a influéncia da

cristalinidade na melhoria mecanica observada.436:56

A dopagem ibnica da HA consiste na substituicdo parcial de Ca2* por ions
bioativos, como Mg?* e Sr?*, promovendo modificacfes estruturais capazes de
otimizar sua bioatividade. O Mg?* , presente naturalmente no 0sso, desempenha papel
fundamental na mineralizacdo e no metabolismo 6sseo. E o quarto cation mais
abundante no corpo humano e cerca de 60% do total corporal encontra-se
armazenado no tecido 6sseo, onde exerce fun¢des estruturais e regulatorias. No 0sso,
0 Mg?* se associa a fase mineral e a matriz organica, contribuindo para a estabilidade
cristalina da HA e influenciando diretamente o processo de mineralizacdo.>’ Do ponto
de vista metabolico, o0 magnésio € cofator em mais de 300 reacdes enzimaticas,
incluindo aquelas relacionadas ao metabolismo energético e ao controle da
fosforilacdo oxidativa. No tecido 6sseo, atua regulando a atividade da fosfatase
alcalina (ALP), enzima essencial para a deposi¢éo de fosfato na matriz mineralizada,
e modulando a diferenciacdo osteoblastica por meio de vias de sinalizacao intracelular
como Wnt/B-catenina e MAPK/ERK .58

Diversos estudos demonstram que a deficiéncia de magnésio esta associada a
reducdo da massa Ossea, aumento da reabsorcdo osteoclastica e maior risco de
osteoporose. Isso ocorre porque baixos niveis de Mg?* favorecem inflamacéo
sistémica e estresse oxidativo, fatores que comprometem a homeostase 6ssea.>® Na
engenharia tecidual, o Mg?* tem sido utilizado na dopagem de matrizes de suporte
celular de hidroxiapatita, o que resulta em aumento da solubilidade, aceleracéo da
degradacédo do biomaterial e maior liberagéo ionica. Essa liberacdo controlada de
Mg?* promove adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células osteoprogenitoras,
além de estimular a neoformagéo 6ssea em defeitos criticos.>” Ensaios in vivo também
demonstram que a presenca de Mg?* melhora a vascularizagcdo local, aspecto

essencial para a regeneracdo de grandes defeitos 6sseos.57:60

O estréncio (Sr?* ) é um cétion divalente quimicamente semelhante ao calcio,
capaz de se incorporar a fase mineral 0ssea, substituindo parcialmente o Ca?* na

hidroxiapatita. Essa caracteristica confere ao Sr2* um papel relevante na homeostase
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do tecido 6sseo, tanto no metabolismo fisiologico quanto em aplicacGes terapéuticas.
Desde a introducéo clinica do ranelato de estréncio no tratamento da osteoporose,
consolidou-se a evidéncia de que o ion exerce dupla acdo: estimula a atividade
osteoblastica e inibe a osteoclastica, resultando em maior formacdo e menor
reabsorcdo 6ssea.®! Essa acdo combinada confere potencial osteoindutor superior,
especialmente em situacdes de osteoporose e defeitos criticos. Do ponto de vista
celular, estudos demonstraram que o Sr2* promove a diferenciacdo osteoblastica,
aumentando a expressdao de marcadores como Runx2, osteocalcina e fosfatase
alcalina. Simultaneamente, o Sr2* reduz a diferenciacao de osteoclastos e a atividade
de reabsorcdo 6ssea, modulando o equilibrio da remodelacdo éssea em direcdo a

neoformacé&o.5263

Na engenharia tecidual 6ssea, a dopagem de matrizes de suporte celular com
Srz* tem recebido atencdo crescente. A substituicdo parcial do Ca2* por Srz* na
hidroxiapatita aumenta a solubilidade e a bioatividade do biomaterial, favorecendo a
liberacéo local controlada do ion. Essa liberac@o atua como sinalizador osteoindutor,
estimulando células progenitoras e promovendo tanto osteogénese quanto
angiogénese, fatores fundamentais para a regeneracéo de defeitos criticos. Revisdes
recentes reforcam que o Srz* melhora significativamente a angiogénese, promovendo
a expressao de VEGF e estimulando a formag&o de novos vasos, o que potencializa
a viabilidade do tecido 6sseo em regeneragdo.®® Além disso, estudos indicam que o
Srz* altera a nanoestrutura e a cristalinidade da hidroxiapatita, o que pode contribuir

para maior resisténcia mecanica do osso regenerado.'®

Essas modificacbes aproximam a HA dopada de um perfil funcional mais
semelhante ao 0sso natural, ampliando sua aplicabilidade em contextos clinicos. Além
disso, a presenca de ions bioativos pode modular a resposta imune, induzindo um
fendtipo de macrofagos pro-regenerativo (M2), o que cria um microambiente mais
favoravel a regeneracdo Ossea.®® Estudos pré-clinicos em modelos animais
demonstram que matrizes de HA dopada com Sr2* e Mg2* apresentam maior taxa de
neoformacéo 0ssea, melhor integracéo vascular e resisténcia mecanica superior ao

0sso regenerado, em comparacdo a HA pura.*®

Na odontologia, esses biomateriais tém potencial para serem aplicados em

preservagcao alveolar, elevacdo de seio maxilar e tratamento de defeitos peri-
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implantares. Ensaios clinicos iniciais indicam que a combinacdo de matrizes de HA
dopada, associada a fatores de crescimento ou células-tronco pode representar

alternativa viavel aos enxertos autélogos, reduzindo morbidade cirtirgica.?*

2.5 Métodos de fabricacdo de matrizes de suporte celular: eletrofiacao

Além da escolha adequada do biomaterial, outro fator critico na producéao de
matrizes de suporte celular para BTE € a estratégia de fabricacdo adotada. O método
de fabricacdo influencia diretamente propriedades fundamentais como porosidade,
resisténcia mecanica e gradientes de composicdo — todos essenciais para mimetizar
com preciséo o tecido 6sseo. Para selecionar a técnica mais apropriada, € necessario
considerar a arquitetura desejada da matriz e como o0 processamento afetard o

desempenho do biomaterial escolhido.?3

Diversas técnicas tém sido exploradas para a producédo de matrizes de suporte
celular porosas, incluindo moldagem por solvente (solvent casting) e liofilizacao
(freeze-drying). No entanto, a maioria dessas abordagens tradicionais apresenta
limitacdes quanto ao controle preciso da arquitetura da matriz, como o tamanho,
geometria, distribuicdo e interconectividade dos poros, o que dificulta sua aplicacdo
em larga escala.>® Nesse contexto, as estratégias de manufatura aditiva, como a
impressao tridimensional (3D printing), estereolitografia, modelagem por deposicao
fundida e sinterizacdo seletiva a laser, tém se destacado por superar essas limitagoes.
Essas tecnologias permitem a fabricacdo de matrizes com geometrias complexas e
altamente controladas, possibilitando a personalizacdo da estrutura para atender as

necessidades especificas de cada paciente e aplicacéo clinica?

Nos ultimos anos, a tecnologia de eletrofiacdo (electrospinning) tem sido
amplamente explorada por pesquisadores na fabricacdo de matrizes poliméricas nano
fibrosas, capazes de mimetizar caracteristicas estruturais do osso natural.®®
Aeletrofiacdo consiste na inje¢cdo de uma solucdo polimérica, a qual € aplicada alta
voltagem, que supera a tenséo superficial do fluido, permitindo a formacéo de um jato

continuo que se estende até o coletor, onde as fibras poliméricas sdo depositadas.
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Apresenta elevada razado entre area de superficie e volume, composicao ajustavel e
boa preservagao da topografia superficial. A organizagdo dessas fibras no coletor
influencia diretamente o volume poroso e a arquitetura superficial da matriz.%% O
sistema basico de eletrofiacdo € composto por uma fonte de alta tensédo, uma seringa
com agulha acoplada contendo a solu¢éo polimérica e um coletor aterrado. Essa
solucéo é alimentada com vaz&o controlada por uma bomba de precisdo. A aplicacédo
de alta voltagem na ponta da agulha metélica induz repulsdo de cargas, o que leva a
formacéo de um jato de fluido a partir da gota localizada na extremidade da agulha.®
13 Esse jato inicial segue um trajeto linear, mas logo desenvolve instabilidades,
incluindo deformacdes com trajetérias circulares e helicoidais, até que as nanofibras
sejam depositadas no coletor. Além da forca eletrostética, outras forcas influenciam o
processo de formacdo das fibras, como a tensdo superficial, forca viscoelastica,
resisténcia do ar e a gravidade. A interacdo dinamica dessas forcas determina a
morfologia final das nanofibras geradas.'%1352 Apesar das vantagens da eletrofiacao,
uma de suas principais limitacdes esta relacionada a producéo de fibras em escala
submicrométrica. Essa caracteristica resulta na formacdo de poros em escala
nanomeétrica, o que dificulta a infiltracdo da matriz extracelular (MEC) e a migracao

celular — processos essenciais para a regeneracéo tecidual eficaz.!

Avancos continuos tém expandido as possibilidades da eletrofiacdo, incluindo
a producdo de fibras bicomponentes, o uso de mudltiplos jatos (multijet
electrospinning), eletrofiacdo sem agulhas para escalonamento industrial, eletrofiacdo
em emulsao, eletrofiacdo livre de energia superficial, além de técnicas multifluidicas
como a eletrofiacdo coaxial, triaxial e lado-a-lado (side-by-side). Dessa forma, a
eletrofiacdo se consolida como uma tecnologia versatil, com aplicagées promissoras

em diversas frentes da engenharia biomédica avancada.>
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3. HIPOTESE

A dopagem da hidroxiapatita (HA) com ions magnésio (Mg?*) e estroncio
(Srz*), incorporada em membranas de poli-L-lactideo (PLLA), aumenta a capacidade
de osteodiferenciacdo e proliferacdo de células-tronco do ligamento periodontal
humano (hPDLSCs), além de modular positivamente a producdo da matriz

extracelular, em comparacdo as membranas contendo HA convencional.

4. OBJETIVOS
Os objetivos do presente estudo foram:

v Sintetizar hidréxiapatitas convencional (sem modificacdes idnicas) e
dopadas com ions Magnésio (Mg*?) e Estroncio (Sr?) em duas

diferentes concentracoes;

v' Produzir membranas eletrofiadas de poli-L-lactideo (PLLA) puro ou

enriquecido com essas trés hidroxiapatitas sintetizadas;

v' Avaliar a proliferacdo, osteocondutividade, e osteodiferenciacdo de
células-tronco do ligamento periodontal humano (hPDLSCs) cultivadas

nessas estruturas;

v’ avaliar a matriz extracelular formada por cultura de hPDLSC sobre estas

malhas.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Sintese das Hidroxiapatitas com Substitutos I6nicos

A sintese de hidroxiapatitas modificadas, onde ions calcio foram substituidos
por ions estréncio ou magnésio, foi realizada de acordo com metodologia previamente
descrita na literatura.t”'® Inicialmente, foram preparadas as solucées de 0,03M
hidrogénio fosfato de diamdénio em &agua destilada e 0,05M nitrato de calcio
tetrahidratado. Ambas as solucfes tiveram seu pH ajustado para pH 10 usando
solucéo de hidroxido de am6nia. Foram sintetizadas trés hidroxiapatitas diferentes. A
HA_Ca foi produzida usando-se apenas 0,03M de Hidrogénio Fostato Diamonio e
0,050M de Nitrato de Calcio. Nas hidroxiapatitas modificadas (HA_M) foram
adicionados a solucdo de nitrato de calcio, o nitrato de estrbncio e o nitrato de
magnésio, em duas concentracdes, conforme apresentado na tabela 1, de modo a
formar duas diferentes hidroxiapatitas denominadas HA_M1 contendo 85% de Nitrato
de Calcio, 7,5% de Nitrato de Magnésio e 7,5% de Nitrato de Estréncio e HA_M2 com
85% de Nitrato de Calcio, 10% Nitrato de Magnésio e 5% de Nitrato de Estroncio. As
solugbes foram mantidas sob agitagdo por 5h em atmosfera de nitrogénio,
centrifugadas a 2.500 rpm por 5 min, lavadas com agua deionizada e secas em estufa
a 60°C por 48 h.

Quadro 1 - Concentragdes molares utilizadas nas diferentes sinteses das
hidroxiapatitas convencional e modificada.

Concentragcao Molar (M)
: . . : Hidrogénio
Material N|tr§to_ de % Nltratq de % NltraAto de % Fosfato
Célcio Magnésio Estroncio Diaméni
iamoénio
HA_ Ca 0,050 100 - 0 - 0 0,03
0,0425 0,00375 0,00375
HA_M1 ’ 85 ’ 7,5 ’ 7.5 0,03
0,0425 0,0050 0,0025
HA_M2 ’ 85 ’ 10 ’ 5 0,03

5.2 Caracterizagédo das Hidroxiapatitas com Substitutos I6nicos

A caracterizacéo das HA sintetizadas (HA_Ca. HA_M1 e HA_M2; n = 3 para cada



33

grupo) foi realizada utilizando as metodologias de Difracdo de Raio X e Microscopia
Eletrénica de Varredura, e a andlise da incorporacéo ibnica foi determinada por
Espectrometria de Emiss&o Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES),

conforme descrito a seguir.
5.2.1 Avaliacdo da Formacéao das Hidroxiapatitas

Para confirmar se a sintese proposta resultou na formacéao de hidroxiapatita, as
amostras (n = 1 para cada HA sintetizada) foram avaliadas por difracdo de raio-X
(DRX) de pg, utilizando-se um difratbmetro Rigaku modelo Miniflex com radiacéo de
CuKa, A=1,54183A e filtro Ni (Figura 1). A técnica de DRX se baseia na interagéo dos
raios X com 0s atomos organizados em uma estrutura cristalina. Quando um feixe de
raios X incide sobre um cristal, ele é disperso pelos planos atdmicos internos do
material. Em certos angulos, essas ondas dispersas se reforcam mutuamente
(interferéncia construtiva), gerando um padrao de difragdo chamado de diafratograma,
gue pode ser detectado e analisado. Todas as HA sintetizadas foram analisadas por

essa metodologia e comparadas com o padrdo de HA comercial.

Nesta caracterizacao, os difratogramas foram obtidos com varredura 2theta de
0°a 90° em incrementos de 0,01° e velocidade de varredura de 0,1 deg/min. Os dados
de difracéo de raios X foram analisados por comparacéo a padrdes de hidroxiapaita
comercial para a identificacdo das fases presentes e plotados no programa OriginPro

8.5 (OriginLab Corporation, Massachusetts, USA).
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Figura 1 - Difratémetro Miniflex (Rigaku Corporation, Jap&o)

Fonte: https://rigaku.com/products/x-ray-diffraction-and-scattering/xrd/miniflex

5.2.2 Avaliacdo da Morfologia das Hidroxiapatitas

As morfologias das diversas hidroxiapatitas foram avaliadas por microscopia
eletrdnica de varredura (JEOL - JSM 7401F, Jeol, Téquio, Japao - Figura 2). Para isso,
as amostras (n = 1 por grupo) foram secas em dessecador a vacuo, recobertas com 6
nm de ouro e analisadas para obtencao das imagens.

Figura 2 - Microscoépio Eletrénico de Varredura JEOL - JSM-7401F (Jeol, Téquio,
Japao).

Fonte: https://www.jeol.co.jp/products/scientific/sem/JSM-7401F.html



https://rigaku.com/products/x-ray-diffraction-and-scattering/xrd/miniflex
https://www.jeol.co.jp/products/scientific/sem/JSM-7401F.html
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5.2.3 Determinacao da Incorporacdao I6nica as Hidroxiapatitas

A concentracdo de ions magnésio e estréncio efetivamente incorporados nas
amostras de hidroxiapatita foram mensurados por meio da andlise ICP-OES
(Espectrometria de Emisséo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente). Esta é uma
técnica que faz uso de uma fonte de excitacdo de plasma de argbnio a alta
temperatura (7.000 - 10.000 K) para produzir, em uma amostra induzida sob a forma
de neblina no centro do plasma, atomos excitados que emitem radiacao na faixa entre
125 e 950 nm, caracteristica dos elementos nela presentes. As radiacbes emitidas
apos selecdo dos seus cumprimentos de onda por sistemas Opticos, tém suas

intensidades medidas por meio de detectores de radiacao especificos (Figura 3).

As intensidades observadas sédo correlacionadas as concentracdes
correspondentes de dado elemento quimico através de curvas de calibracdo obtidas

pela medicao prévia de padrbes certificados de referéncia.

Figura 3 — Diagrama Tipico de um Espectrdmetro de Emiss&o Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente.
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Fonte: https://materean.com/icp-analysis/



https://materean.com/icp-analysis/
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5.3 Sintese das Membranas Poliméricas Associadas as Hidroxiapatitas

A sintese de membranas poliméricas associadas as diferentes hidroxiapatitas
se deu pelo processo de eletrofiacao (Figura 4). Para isso, em uma solucdo de PLLA
(5% em peso) em cloroformio, foi disperso 10% de hidroxiapatita (percentual relativo
a massa do polimero). Apés agitacao foi adicionado o solvente dimetilformamida na
proporcdo 1:9 em relacdo ao cloroformio e a solucéo foi eletrofiada conforme os
seguintes parametros: taxa de injecao de 3 mL/h, distancia da agulha ao coletor de 18

cm e voltagem de 20kV.

Figura 4 — Diagrama Tipico do Procedimento de Eletrofiagdo de Membranas
Poliméricas
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Fonte:https://www.scielo.br/j/qn/a/pyPdBgm8bxhT5dzqghCv6HVMformat=html&lang=
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Foram confeccionadas 4 tipos de membrana, a saber (tabela 2): membrana de
PLLA puro (PLLA), caracterizando o grupo controle; membrana de PLLA associada a
10% hidroxiapatita convencional HA 100 (PLLA_HA Ca); membrana de PLLA
associada a 10% de HA_M1 (PLLA_HA_ M1) e membrana de PLLA associada a 10%
de HA_M2 (PLLA_HA_M2).

A morfologia das malhas sintetizadas foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura (FEG 7401F, Jeol, Toquio, Japdo). As amostras foram secas em
dessecador a vacuo, recobertas com 6nm de ouro e analisadas para obtencdo das

imagens. As malhas foram fotografadas com aumento de x1000.

Quadro 2 - Composigdo das Membranas Sintetizadas por Eletrofiagdo de
Solugdes de PLLA e Diferentes Modificagdes de Hidroxiapatita.

GRUPO COMPOSICAO
PLLA HA

PLLA 100% 0

PLLA_HA Ca 90% 10% HA Ca

PLLA_HA_M1 90% 10% HA_M1

PLLA_HA_M2 90% 10% HA_M2

5.4 Avaliacéo da Liberagé&o 16nica nas Membranas Eletrofiadas

Para avaliagdo da liberacéo de ions célcio (Ca?*), fésforo (P), Magnésio (Mg?*)
e Estroncio (Sr?*), discos com 15mm de diametro de todas as membranas eletrofiadas
foram cortados e pesados. Cada disco foi armazenado em 5 mL de solugéo tampéo
composta de: cloreto de sodio (133 mmol/L) e acido acético (50 mmol/L), com pH 5,5;
ou cloreto de sédio (133 mmol/L) e HEPES (50 mmol/L), com pH 7,0. Aliquotas de
cada amostra foram coletadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento e a

concentragéo de ions cumulativa foi determinada por técnica de ICP-OES (Figura 5).
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Figura 5 — Esquema da Metodologia Utilizada para a Avaliacdo da Liberacdo de ions
pelas Membranas Eletrofiadas.
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5.5 Isolamento de Células Tronco de Ligamento Periodontal Humano

Culturas primarias de células de ligamento periodontal foram obtidas a partir de
fragmentos de ligamento periodontal de dentes permanentes humanos, através da
técnica de explante!® (Figura 6) apés submissao e aprovacgdo do projeto no Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Santo Amaro, e com obtencdo de consentimento
livre e esclarecido dos pacientes (CAAE 75397823.5.0000.0081).

Dentes permanentes humanos higidos com indicacdo para exodontia, por
questdes ortodbnticas ou protéticas, foram extraidos sob anestesia local, e
imediatamente transportados ao laboratério em meio de cultivo celular DMEM,
suplementado com 10% soro fetal bovino e 2% de antibiético e antimicético. O
ligamento periodontal foi removido por raspagem com curetas periodontais, o tecido
foi lavado 2 vezes em solucéo estéril de PBS (solugcdo tampéao fosfato- salina sem
calcio e sem magnésio, pH 7,2), suplementado com 4% de antibittica
penicilina/estreptomicina (Invitrogen Carlsbad, Califérnia, EUA) e foram dissecados

em varios fragmentos.

Apé6s remocédo do PBS, os fragmentos permaneceram em solucdo de tripsina

em estufa a 37°C, durante 5 minutos. Apos inativacéo da tripsina com meio contendo
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soro fetal bovino (SFB), os explantes foram colocados em frascos de cultivo contendo
meio DMEM/HAM’s 12, (1:1, Invitrogen) suplementado com 15% de SFB (Hyclone,
Logan, Utah, EUA), 100 U/mL de penicilina (Invitrogen), 100ug/mL de estreptomicina
(Invitrogen), e mantidos em cultura para isolamento das células-tronco. As células
provenientes dos fragmentos foram tripsinizadas e plaqueadas em novas placas de
cultivo. As culturas foram mantidas em semi-confluéncia até sua utilizagdo ou seu
congelamento, para evitar diferenciacdo. Para o congelamento, as células foram
suspensas em meio de cultura contendo 90% de SFB e 10% de dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA). As células foram congeladas em

freezer a - 80°C por 24h e armazenadas em nitrogénio liquido até o uso.

Figura 6 — Esquema da Metodologia Utilizada para o Isolamento das Células Tronco de
Ligamento Periodontal Humano
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5.6 Cultura Celular

As membranas foram cortadas em circulos com 15 mm de diametro e
esterilizadas em luz ultra-violeta irradiada por 15 minutos de cada lado do material. As
células foram cultivadas sobre as matrizes com Meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) também denominado meio clonogénico, ou meio de osteo-
diferenciacdo (ODM) na dependéncia do teste a ser realizado. O ODM consiste no
DMEM acrescido de 50ug/mL de acido ascorbico e 10mM B-glicerolfosfato. Ambos os
meios, foram suplementados com 10% de soro bovino e 1% de penicilina/eritromicina
(10000U mLmL-1/20000pg mLmL-1).

Os ensaios para mensurar diferenciacdo celular (vermelho de alizarina e
analise da fosfatase alcalina) foram realizados nos dois tipos de meio de cultura, pois
no meio de ODM, tanto o biomaterial como 0 meio sao capazes de diferenciar as
células-tronco, permitindo assim uma analise apenas da osteoconducao do material.
Ja no meio clonogénico, toda a diferenciacao celular que for observada, deve-se a
acado do biomaterial, indicando assim o que tem maior potencial para osteoinducéo
das hPDLSCs. Ja as metodologias para a avaliacdo da formacao da MEC (dosagem
da sintese de colesterol e de glicosaminoglicanos) foram realizados apenas em meio

clonogénico (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema da Metodologia Utilizada para o Isolamento das Células Tronco de
Ligamento Periodontal Humano
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5.7 Andlise da Viabilidade, Adeséo e Proliferacéo Celular

A andlise da viabilidade, adesao e proliferacdo celular foi realizada com o
método CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Merk). O principio da técnica envolve a utilizacéo
do sal tetrazolio hidrossoluvel WST-8, o qual é reduzido por enzimas desidrogenases
presentes em mitocondrias de células metabolicamente ativas, formando um produto
formazano soluvel de coloragdo alaranjada, proporcional a atividade metabdlica
mitocondrial. O produto da reacao é altamente sollvel em meio aquoso, permitindo a

deteccao direta da absorbancia na faixa de 450 nm.

Para isso, foram plaqueadas, em placa de 24 pocos, 20.000 células/poc¢o sobre
as diferentes membranas eletrofiadas (n=3 por grupo). O meio de cultura foi trocado
a cada dois dias e apos 1 e 7 dias a viabilidade celular das hPLSCs aderidas as
membranas foi avaliada usando o Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Aldrich).
Inicialmente, as membranas foram removidas suavemente dos po¢os em que foram
cultivadas e levadas para uma nova placa, evitando que células ndo aderentes
interfiram no ensaio. Solucdo de 10% CCK-8 em meio de cultura sem soro foi
adicionada aos pocos e incubacédo foi realizada durante 3 horas. O sobrenadante
coletado teve a absorbancia lida em 450 nm utilizando um leitor de microplacas (LMR-
96, Loccus) (Figura 8).

Figura 8 — Esquema do Ensaio para Viabilidade, Adeséo e Proliferagdo Celular.
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5.8 Avaliacdo do Efeito das Membranas Eletrofiadas na Osteogénese em

Culturas de Célula Tronco de Ligamento Periodontal Humano.

A avaliacdo da diferenciagdo osteogénica foi realizada por meio de dois
métodos complementares: a dosagem da atividade enzimatica da fosfatase alcalina,
marcador precoce da diferenciacdo osteoblastica, e a analise da mineralizacdo da
matriz extracelular utilizando a coloragdo com vermelho de Alizarina, que indica a

deposicao de calcio e mineralizacado em estagios mais avancados da osteogénese.

5.8.1 Andlise da Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) € uma enzima hidrolase amplamente utilizada como
marcador precoce da diferenciacdo osteoblastica. Essa enzima atua hidrolisando
ésteres de fosfato em meio alcalino, liberando ions fosfato inorgénico (Pi), os quais
participam da formacéo de cristais de hidroxiapatita (Ca; ¢ (PO, )s (OH), ), principal
componente mineral do o0sso. A guantificacdo da atividade da ALP in vitro é
comumente realizada por meio de ensaios colorimétricos baseados na conversao de
substratos cromogénicos, como o p-nitrofenilfosfato (pNPP). Nesse método, a ALP
catalisa a hidrolise do pNPP, liberando p-nitrofenol (pNP), um composto de coloracéo
amarela em pH alcalino. A concentracédo de pNP formado € diretamente proporcional
a atividade enzimética presente na amostra e pode ser quantificada por

espectrofotometria, com leitura da absorbancia geralmente realizada a 405 nm.

Para o ensaio de fosfatas alcalina, 100.000 células/poco foram plaqueadas em
placas de 24 pocos e cultivadas sobre as membranas por 7 dias em ODM e em meio
clonogénico (n=5 por grupo). Para o ensaio colorimétrico, foi preparada uma solucéo
de 1mg/mL p- nitrofenol fosfato em tamp&o composto por 0,05M glicina e 2,2mM
MgCI2 em agua, pH 10.5.

Os materiais com a células cultivadas foram lavados duas vezes com PBS e
imersos em 0,3mL da solugéo de p-nitrofenil fosfato por 15 min. A reacéo foi inibida,

transferindo a solugdo para um tubo com 0,3mL de NaOH e a absorbancia foi
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mensurada em 405 nm (Figura 9).

Figura 9 — Teste de Fosfatase Alcalina.
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5.8.2 Ensaio de Vermelho de Alizarina

O corante vermelho de Alizarina S (Alizarin Red S, ARS) € amplamente utilizado
como marcador histoquimico para a deteccdo qualitativa e quantitativa da
mineralizacdo da matriz extracelular durante o processo de osteogénese in vitro. A
técnica baseia-se na capacidade do corante em se ligar especificamente a depdsitos
de célcio presentes na matriz mineralizada, formando complexos insolaveis visiveis
sob microscopia 6tica e passiveis de extracdo por agentes como cetilpirimidium
seguido de quantificacdo por leitura espectrofotométrica. A intensidade da
absorbéancia correlaciona-se diretamente com o grau de mineralizacdo da matriz

extracelular, sendo um indicativo do estagio avancado da diferenciacdo osteoblastica.

Desta forma, em placa de 24 pocos, foram plagueadas sobre as membranas
100.000 células/poco (n=5 por grupo) e as celulas foram cultivadas por 21 dias em
ODM ou meio clonogénico. Apds 21 dias, as membranas foram lavadas com PBS,
fixadas em 10% formalina por 10 minutos e imersas em solugéo de 1% vermelho de
alizarina e 2% etanol absoluto por 3 minutos. As membranas foram entdo lavadas
abundantemente e desorvidas em solucdo 10% cloreto cetil-piridimium por 1 h. Para
0s materiais contendo hidroxiapatita, a absorbancia em 570 nm foi mensurada tanto
para material onde houve crescimento celular como em material mantido em cultivo,

mas sem células, de forma a descontar o conteddo inorganico inicial presente na
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membrana, permitindo uma analise quantitativa mais precisa dos dados (Figura 10).

Figura 10 — Esquema do Ensaio de Vermelho de Alizarina.
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Ligamento Periodontal Humano.

A caracterizagdo da matriz extracelular (MEC) produzida durante a
diferenciacéo celular foi realizada por meio da quantificacdo do conteudo total de
colageno e dos glicosaminoglicanos (GAGS), incluindo a andlise de diferentes tipos de
GAGs presentes na matriz. Estes componentes sao essenciais para a integridade
estrutural e funcional do tecido, desempenhando papel fundamental em processos

regenerativos e de maturacéo tecidual.

5.9.1 Quantificacdo de Colageno na Matriz Extracelular

Para a determinacéo do colageno total foi utilizado o método do corante Sirius
Red, que se liga especificamente as fibras de colageno. Em placa de 24 pocos, foram
plagueadas sobre as malhas 100.000 células/poco e as células foram cultivadas por
7 ou 21 dias em meio clonogénico (n=5 por grupo). As membranas foram transferidas
para tubos conicos de 1,8 mL, fixadas em 500ul de etanol absoluto por 3 minutos e
lavadas 3 vezes com 500ul de agua destilada. Em seguida, foram coradas com a
adicdo de 500pl de solucéo de Sirius Red (0,1% de Sirius Red em &cido acético 0,5M
Sigma-Aldrich) incubadas a 37 °C por 18 horas. Apo0s a incubacgéo, o excesso de
corante foi removido por 3 lavagens sucessivas com 1mL de agua destilada. Para
extrair o corante ligado as membranas, foi adicionada a cada tubo 500ul uma solugéo

de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M em metanol absoluto. A leitura da absorbancia da
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solucéo final foi feita em leitor de placas a 490nm em duplicata e a concentragéo de

colageno determinada em comparacao a curva de padrao.

A curva padrao de colageno foi realizada utilizando Colageno tipo | (Sigma-
Aldrich) nas concentracfes de 5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL. Para isso, foi preparada
solucéo de 100ug/mL de colageno em acido acético e realizada a diluicdo seriada para
a preparagdo das demais concentragdes, sempre em duplicata, em tubos conicos de
1,8mL. Os tubos foram centrifugados a 15000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e os pellets foram corados com 500 pl de solucédo de Sirius Red (0,1% de
Sirius Red em acido acético 0,5M) incubadas a 37 °C por 18 horas. Apés a incubacéo
os tubos foram centrifugados a 15.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante
descartado e o pellet lavado 3 vezes com 1 mL de &gua destilada. Para extrair o
corante ligado, foi adicionada a cada tubo 500ul uma solucéo de hidroxido de sédio
(NaOH) 0,1 M em metanol absoluto. A leitura da absorbancia da solucéo final foi feita

em leitor de placas a 490nM em triplicatas (Figura 11).

Figura 11 — Ensaio para Quantificacdo de Colageno .
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5.9.2 Quantificacdo de Glicosaminoglicanos na Matriz Extracelular

A quantificagdo dos GAGs totais foi realizada utilizando o método de
dimetilmethylene blue (DMMB), que se baseia na interagédo do corante com 0s grupos
sulfato dos GAGs, produzindo um complexo colorido cuja intensidade € proporcional

a concentracdo dos polissacarideos presentes na amostra.

Em placa de 24 pocos, foram plaqueadas sobre as malhas 100.000
células/poco e as células foram cultivadas por 7 ou 21 dias em meio clonogénico (n=5).
As membranas foram transferidas para tubos cobnicos de 1,8mL e os
glicosaminoglicanos (GAGs) foram extraidos das membranas pela adi¢do de 500uL
de tampéao de digestdo com papaina (20 mM de tampéo fosfato de sédio, 1 mM de
EDTA, 2 mM de dithiotreitol e 2,0 mg/mL de papaina) em cada tubo, seguida de
incubacéo a 60°C por 24h. Uma aliquota de 100 ul de tampé&o com papaina contendo
0s GAG foi transferido para placa de elisa de 96 pocos e adicionado 100 pl de solugéo
de azul de 1,9-dimetil-metileno (DMMB), composta por 1 mL de agua, 95 mL de HCI,
3,04 g glicina, 2,37 g NaCl e 16 mg DMMB (pH 8,0). O conteudo total de GAGs foi
quantificado por leitura da densidade 6ptica em leitor de placas a 540 nm em

comparacao a uma curva de calibracdo de condroitina (Sigma-Aldrich) (Figura 12).

Figura 12 — Ensaio para Quantificagdo de Glicosaminoglicanos.
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O restante da solugéo contendo os GAG previamente digeridos com papaina
foi aliguotada em 2 microtubos (200 ul por tubo). Ao primeiro tubo foi adicionada a
enzima condroitina ABC liase (Sigma-Aldrich) para uma concentracéo final de 0.05
unidades/mL; ao segundo tubo foi adicionado condroitina AC liase (Sigma-Aldrich) na
mesma concentra¢do. Os tubos foram incubados por 30 minutos a 37°C. Apds esse
periodo foi retirada uma amostra de 100 pl de cada tubo e avaliada a perda de
reatividade com 100 pl DMMB por leitura de absorbancia em placa de elisa a 540 nM.
Foi adicionado entdo 0,1 unidade/mL de queratanase (Sigma-Aldrich) nas amostras
restantes em cada um dos tubos e a digestéo prosseguiu a 37°C por mais 60 minutos,
com nova leitura da perda de reatividade apds esse periodo. Os valores obtidos nas
leituras de absorbancia foram entdo interpolados em curva padréo de condroitina e a
concentracdo de GAGs digeridos por cada enzima especifica foi calculada pela
diferenca entre a concentracdo de GAGSs iniciais menos a concentracdo apos a

digestdo enzimatica (Figura 13).

Figura 13 — Ensaio para Diferenciacédo dos Glicosaminoglicanos Sintetizados
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A curva padrao de condroitina foi realizada utilizando o composto nas
concentracOes de 1, 5, 10, 25 e 50 pg/mL. Para isso, foi preparada solugéo de 50
png/mL de condroitina em tampéo de digestdo sem papaina e realizada a diluicdo
seriada para a preparacdo das demais concentracdes, sempre em duplicata, em tubos
conicos de 1,8mL. Apds a adicao de solucéo de azul de 1,9-dimetil-metileno (DMMB),
previamente descrita, a absorbancia foi mensurada em leitor de placas a 540 nm, em

triplicata.

Andalise Estatistica

Respeitando-se os requisitos de normalidade e homocedasticidade, os dados
foram submetidos a analise de variancia de fator Unico e Teste de Tukey para cada
um dos experimentos. O teste t-student foi realizado para comparacéo da liberacéo
de magnésio e estroncio pelas duas membranas em meio neutro e acido; comparacao
da quantificacdo de colageno e GAGs entre 7 e 21 dias para um mesmo material; e

comparacao da proliferacao celular entre 7 e 21 dias para um mesmo material.



6.RESULTADOS

6.1 Sintese e Caracterizacao das Hidroxiapatitas
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De acordo com a analise de DRX (Figura 14) todas as sinteses foram capazes

de formar hidroxiapatita. Pequenos deslocamentos dos picos devem-se a substituicdo

de ions célcio por ions de estrdncio ou magnésio que causam alteracdes na grade

cristali

na do material.

Figura 14 - Analise de Difracao de Raio X (DRX) das Hidroxiapatitas

Sintetizadas em Comparacdo com a Hidroxiapatita Comercial.
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HA: hidroxiapatita
HA_Comercial: hidroxiapatita sintética (Sigma)
HA_Ca: hidroxiapatita com 100% de calcio

HA_M1: hidroxiapatita com 85% de CaNO3 + 7,5% MgNO3 + 7,5% SrNOs
HA_M2: hidroxiapatita com 85% de CaNO3 + 10% MgNO3 + 10% SrNO3



51

A gquantidade real de ions incorporados durante a sintese foi analisada por ICP-
OES (Tabela 3). A maior disponibilidade de ions magnésio durante a sintese nao
resultou em uma maior incorporagcdo deste ions a grade da hidroxiapatita, sendo o
maximo incorporado nas duas sinteses de 5% em peso. Ja 0 aumento na
disponibilidade de ions estroncio durante a sintese resultou em um aumento de sua

incorporacao as moléculas de hidroxiapatita de 10 para 15 wt%.]

Quadro 3-Concentracées de célcio (Ca?), magnésio (Mg?*) e estroncio (Sr?*)

adicionadas e efetivamente incorporadas durante a sintese de hidroxiapatitas.

lons adicionados lons incorporados
Material (mol%]) (mol%)
Original Ca?* | Mg?* Sr2+ ca?* | mMg?* Sr2+
HA_Ca 100 0 0 100 0 0
HA_ M1 85 7.5 7.5 80 5 15|
HA_M2 85 10 5 85 5 10

As amostras de hidroxiapatita foram avaliadas em microscopio eletrbnico de
varredura e 0s cristais apresentam tamanho nanométrico, e formato de agulha, e se

apresentam na forma de aglomerados (Figura 15).



52

Figura 15: Imagens de microscopia eletrénica de varredura com aumento de x50.000
dos materiais sintetizados. (A) Hidroxiapatita convencional (HA_Ca); (B) hidroxiapatita
com 7.5% ions magnésio e 7.5% ions estrénico adicionados (HA_M1); (C)

hidroxiapatita com 10% ions magnésio e 5% ions estrénico adicionados (HA_M2).
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6.2 Caracterizacdo das membranas eletrofiadas

As membranas eletrofiadas apresentaram fibras depositadas aleatoriamente

formando uma matriz tridimensional porosa e sem gotas (Figura 16).

Figura 16: Microscopia eletronica de varredura com aumento de x500 de membranas
eletrofiadas de (A) PLLA; (B) PLLA HA Ca; (C) PLLA_HA_M1; D) PLLA_HA M2.
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6.3 Avaliacéo da Liberacéo ibnica

O ensaio de ICP-OES mostrou que tanto em pH neutro (Figura 17) quanto em
pH é&cido (Figura 18), a quantidade de ions célcio e fosforo liberado cumulativamente
em 21 dias no grupo PLLA_HA_Ca foi maior do que nos grupos PLLA HA M1l e
PLLA HA M2 em ambos pH. A quantidade de Mg?* liberada em PLLA_HA M1 (5%
de Mg?* e 15% de Sr?*) foi maior do que em PLLA_HA M2 (5% de Mg?* e 10% de
Sr2*) , em meio neutro, e similar em meio &cido, enquanto a quantidade de estréncio

liberada foi semelhante em ambos materiais e pH.
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Figura 17: Média e desvio-padrao da liberacdo cumulativa iénica para (A) ions

calcio; (B) ions fosforo; (C) ions magnésio: e (D) ions estréncio em pH 7,0 (p< 0,05).
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Figura 18: Média e desvio-padrdo da liberacao cumulativa idnica para (A) ions

célcio; (B) fons fésforo; (C) ions magnésio: e (D) ions estréoncio em pH 5,5.

A —PLLA HA Ca  — PLLA_ HA M1 — pLIA HA_M2 —PLLA HA Ca — PLLA HA M1 — pLLA HA M2
P 02 b 0,1
K] 0,18 L 0,09
] ]
T 0,16 T 0,08
© 0 ~
2w 014 .”—'% 2™ 007
X E on 8 E o0
EQ o1 £ 2 o005
5.4 59
3w 008 I 3% 004
o * 02
2 0,06 1 e, 0,03
g 004 RS g o
i 0,02 i 0,01
5 0 = 0
0 7 14 21 0 7 14 21
Tempo (dias) Tempo (dias)
C " — PLLA HA M1 — PLLA_HA M2 D - ~— PLLA_HA M1 -— PLLA HA M2
c 0,007 c 0,009
2 e]
0,008
3 0,006 - -
) 01005 9w 0,007
>
SoE 2 E o6
[T i
S .2 0004 3.2 0,005
= E g
3 © 0003 36 00
© ot
R E 0002 ® G 0,003
4 @ 0,002
g 0,001 8 0,001
=! 0,000 = 0,000
0 7 14 21 0 7 14 21
Tempo (dias) Tempo (dias)

PLLA_HA_ Ca: PLLA + 10% de hidroxiapatita com 100% de calcio
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6.4 Ensaio de adeséo e proliferacéo celular

O ensaio CCK-8 em um dia de cultivo das hPDLSC sobre as malhas, indica
semelhanca estatistica das membranas quanto a adesé&o celular. Porém em 7 dias de
cultivo, a membrana de PLLA_HA M2 apresentou maior proliferacdo celular. Em
todos os materiais observou-se uma reducao na viabilidade celular de 1 para 7 dias,
exceto em PLLA_HA_M2 em que houve um aumento na proliferagéo celular (Figura
19).

Figura 19: Média e desvio-padrao da absorbancia em 450 nm do ensaio de
proliferagdo celular CCK-8 em 1 e 7 dias de cultivo. Letras maidusculas indicam
comparagdes entre os materiais em um mesmo dia, e letras mindsculas indicam

comparagbes de um mesmo material em funcéo do tempo (p < 0,05).
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PLLA: polimero de PLLA eletrofiado

PLLA_ HA Ca: PLLA eletrofiado carregado com hidroxiapatita sintetizada
PLLA HA_M1: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
PLLA HA M2: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
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6.5 Ensaio de fosfatase alcalina

Quando as hPDLSC foram cultivas sobre as membranas em meio de
diferenciacdo osteogénica, a atividade de fosfatase alcalina apresentada pelos
materiais em 7 dias de cultivo foram estatisticamente semelhantes entre si, porém
guando cultivadas em meio clonogénico, apresentaram maior atividade nos materiais
contendo hidroxiapatita pura (PLLA_HA Ca) e nas membranas de PLLA HA M2 em
relacdo ao controle PLLA (Figura 20).

Figura 20: Média e desvio-padrao da absorbancia (405nm) relativa a atividade de
fosfatase alcalina em células-tronco do ligamento periodontal cultivadas sobre as
diferentes membranas em (A) meio de diferenciag&o osteogénica; e (B) meio

clonogénico (p <0,05).
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PLLA: polimero de PLLA eletrofiado

PLLA_ HA Ca: PLLA eletrofiado carregado com hidroxiapatita sintetizada
PLLA HA_M1: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
PLLA HA M2: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
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A analise da mineralizacdo extracelular através do ensaio de vermelho de

alizarina, indica que quando cultivadas sobre as membranas, em meio osteogénico,

as hPDLSC nao apresentaram diferencas estatistica devido ao material. Entretanto,

quando cultivadas em meio clonogénico, o material contendo PLLA HA M2

apresentou maior mineralizacdo da matriz extracelular em relacéo ao controle PLLA e

ao material contendo hidroxiapatita sem modificagéo idnica PLLA_HA_Ca (Figura 21),

indicando uma maior osteodiferenciacao.

Figura 21: Média e desvio-padrao da absorbancia (560 nm) relativa ao ensaio de

vermelho de alizarina de células-tronco do ligamento periodontal cultivadas sobre as

diferentes membranas em (A) meio de diferencia¢c&o osteogénica; e (B) meio

clonogénico.
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PLLA: polimero de PLLA eletrofiado

PLLA HA_Ca: PLLA eletrofiado carregado com hidroxiapatita sintetizada
PLLA HA M1: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
PLLA HA_M2: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
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6.7 Quantificacado de colageno da matriz extracelular

Para a determinacao da producéo de colageno nos diferentes grupos, foi usada

a curva padrao de colageno (Figura 22).

Figura 22: Curva padrédo de colageno com leitura da absorbancia em 490 nM.
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A andlise da producdo de colageno em diferentes tempos em cada grupo
experimental mostrou reducdo da producdo de coldgeno aos 21 dias de cultura no
grupo PLLA e aumento significativo da producdo deste composto nos grupos
PLLA HA M1 e PLLA HA M2. Nao houve diferenca significativa da producédo de
colageno nos diferentes tempos de cultura no grupo PLLA_HA_Ca. Na comparacao
entre os diferentes materiais, no mesmo tempo de cultura, a producédo de colageno foi
significativamente menor nos grupos PLLA HA M1 e PLLA HA M2 quando
comparado aos grupos PLLA e PLLA HA Ca apds 7 dias de cultura. Apos 21 dias,
houve apenas o aumento significativo de colageno no grupo PLLA_HA Ca, sem

alteracdes significativas nos demais grupos em comparacéo ao PLLA. (Figura 23).
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Figura 23: Média e Desvio-padrdo da concentracdo de colageno nas culturas de

hPDLSC nos diferentes grupos experimentais por 7 e 21 dias. Letras mailsculas

comparam diferentes materiais no mesmo tempo de cultura e letras minusculas

comparam o mesmo material em tempos diferentes (p<0.05)
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PLLA: polimero de PLLA eletrofiado

PLLA HA_ Ca: PLLA eletrofiado carregado com hidroxiapatita sintetizada
PLLA HA_ M1: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
PLLA HA_M2: PLLA eletrofiado carregado com 5% Mg e 15% de Sr
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5.8 Quantificacao de glicoaminoglicanos da matriz extracelular

Para a determinacdo da producdo de glicosaminoglicanos nos diferentes

grupos, foi usada a curva padréo de condroitina (Figura 24) .

Figura 24: Curva padrdo de condroitina com leitura da absorbancia em 540nm.
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N&o houve diferencas significativas na producao total de glicosaminiglicanos
entre 0s grupos estudados em 7 dias de cultura. Entretando, em 21 dias, 0 grupo
PLLA HA M2 apresentou maior expressdo que o grupo controle PLLA e o grupo
PLLA HA_ M1. Quando um mesmo material foi comparado em fung&o do tempo, todos

apresentaram maior expressao de GAGs em 21 dias (Figura 25).



Figura 25: Média e Desvio-padrdo da concentracdo de GAG totais nas culturas de
hPDLSC nos diferentes grupos experimentais por 7 e 21 dias. Letras mailsculas
comparam diferentes materiais no mesmo tempo de cultura e letras minusculas

comparam o mesmo material em tempos diferentes.
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A digestao enzimatica dos glicosaminoglicanos (GAGS), previamente extraidos
das membranas e mantidos em solugdo, permitiu avaliar a fracdo desses
componentes susceptivel a acdo de diferentes enzimas. Considerando a digestao pela
enzima condroitinase AC, o grupo PLLA apresentou a menor fracdo de GAGs
digeriveis (~35%) nas amostras de 7 dias de cultura, quando comparado aos demais
grupos contendo HA. Apds 21 dias, observou-se um aumento significativo na
digestibilidade dos GAGs em todos os grupos, com destaque para 0S compositos
PLLA HA M2, que atingiram valores superiores a 60%, sendo estatisticamente
diferentes do PLLA (Figura 26A). Apoés a digestdo pela enzima condroitinase ABC, o
material controle PLLA apresentou maior fracdo digerida em relagdo ao grupo
PLLA HA M2, tanto aos 7 quanto aos 21 dias de cultura (Figura 26B). Por fim, a
digestdo por enzima gueratanase apresentou-se similar entre todos os materiais em
7 ou 21 dias de cultivo, e a proporcéo digerida por queratanase foi menor em 21 dias

para todos materiais avaliados (Figura 26C).



Figura 26: Média e Desvio-padrao da fracdo de (A) glicosaminoglicanos
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digeridos com enzima condroitinase AC; (B) glicosaminoglicaos digeridos com

enzima condroitinase ABC; (C) glicosaminoglicanos digeridos com enzima

gueratanase; nas culturas de hPDLSC nos diferentes grupos experimentais
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7. DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que a sintese de membranas bioativas, obtidas pela
associacdo de PLLA a hidroxiapatitas dopadas com magnésio (5 wt%) e estréncio (10
wt%), propiciou ndo s6 o aumento da osteoindu¢do de hPDLSC como também maior
proliferacdo celular em comparacdo ao controle PLLA e ao PLLA associado a
hidroxiapatita convencional, menor producédo de colagendo e diferenca no perfil de
GAGs apresentados na matriz extracelular. Esses achados confirmam o potencial da
modificacdo ibnica como estratégia para incrementar a bioatividade de matrizes de
suporte celular poliméricos, rejeitando a hipétese nula do estudo de auséncia de
diferenca entre os materiais. Resultados semelhantes tém sido reportados em
trabalhos que demonstram que a dopagem de hidroxiapatitas com ions bioativos pode
modular de forma significativa a resposta celular e a formacdo de matriz

extracelular.12:67

A composicdo das hidroxiapatitas sintetizadas foi confirmada por DRX, e os
difratogramas obtidos mostraram-se consistentes com a literatura. Pequenas
variacbes nos planos do difratograma podem ser atribuidas a substituicdo ibnica,
responsavel por alteracdes na rede cristalina e, em especial, pela reducdo da
cristalinidade, efeito ja descrito para 0 magnésio devido ao seu carater inibitério na
nucleacdo da hidroxiapatita.''%8 Apesar do aumento da disponibilidade de magnésio
na solucdo de sintese, sua incorporacao limitou-se a 5 wt%, o que é explicado pela
diferenca de raio idnico entre Mg2* (0,69 A) e Ca2* (0,99 A), tornando sua substituicdo
estérica limitada.'* Por outro lado, o estroncio apresentou maior incorporagdo, com
até 15 wt%, resultado consistente com seu maior raio atbmico, e a literatura que
demonstra sua capacidade de substituir o calcio quase totalmente sem comprometer
a estrutura cristalina da hidroxiapatita.!>3° Essas caracteristicas tornam o Sr2*
particularmente interessante para engenharia tecidual, dada sua boa compatibilidade

cristalografica.

A eletrofiagdo das membranas contendo PLLA e 10% das diferentes
hidroxiapatitas resultou em fibras com deposi¢do aleatéria, matriz tridimensional e
auséncia de defeitos de superficie, confrmando a viabilidade da técnica e a
manuteng¢ao da morfologia tipica de matrizes de suporte celular eletrofiadas. Estudos

recentes corroboram que a adicdo de nanoparticulas de hidroxiapatita, mesmo
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dopadas, ndo prejudica significativamente a formacao das fibras poliméricas, mas
altera de forma relevante as propriedades biolégicas do material.>1° O fato de as
malhas apresentarem morfologias semelhantes sugere que as diferencas observadas
nos ensaios bioldgicos derivam principalmente da composi¢cdo quimica e ndo da

estrutura fisica, reforcando a relevancia da modificacéo iénica.

A andlise de liberacdo ibnica revelou que a substituicAo por magnésio e
estroncio reduziu a quantidade de célcio e fosforo liberados, em comparacdo a
hidroxiapatita convencional. Isso pode estar relacionado a maior estabilidade quimica
e cristalografica conferida pela substituicdo i6nica, fendbmeno descrito em diversos
estudos.32° Apesar de a incorporacéo efetiva de Mg?* ter sido semelhante entre os
grupos, a liberacéo variou de acordo com a composi¢ao, sugerindo que a posicao
cristalografica ocupada pelos ions pode influenciar sua solubilidade.
Interessantemente, a liberacdo de Sr2* foi consistente entre 0s grupos, o que sugere
um perfil de dissolu¢do controlado, potencialmente benéfico para manter estimulos
osteogénicos em longo prazo.'® Essa diferenca de comportamento entre os ions
destaca a importancia do balanceamento entre concentracéo incorporada e taxa de
liberacdo, uma vez que tanto a deficiéncia quanto o excesso podem comprometer a

resposta celular.

Nos ensaios de adesdo celular (1 dia de cultivo), ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos, possivelmente devido a baixa concentracao
de HA incorporada (10%) e ao fato de parte das nanoparticulas encontrarem-se no
interior das fibras. Além disso, como demonstrado em estudos prévios, a adeséo
celular € mais influenciada pela molhabilidade e pela adsor¢cdo de proteinas séricas
que recobrem a superficie do material do que pela presenca direta dos ions .*#"° Essa
hipotese € consistente com nossos achados e com dados recentes de matrizes de

suporte celular poliméricos hibridos.3®

Entretanto, apdés 7 dias de cultivo, a membrana PLLA_HA_ M2 apresentou
maior proliferacdo celular. A literatura sugere que o efeito proliferativo do Sr2* segue
uma curva dose-dependente, com efeito positivo até um limite (~0,1 mM), a partir do
qual a proliferacdo pode ser reduzida.®*3* Nesse contexto, a maior concentracdo de
Sr?* incorporada no material PLLA_HA_ M1, e ndo a quantidade de estrénico liberada,

visto esta ter sido semelhante entre os dois materiais, pode ter ultrapassado o limiar
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ideal, prejudicando a proliferagéo, enquanto a formulagédo PLLA_HA_ M2, com menor
teor de Sr2*, manteve-se dentro da faixa benéfica. Assim, os resultados reforcam a
ideia de que a dopagem com Sr?* deve ser cuidadosamente controlada para néo
comprometer o equilibrio celular. Além disso, a menor liberacdo de Mg2* em pH
neutro do grupo PLLA_HA M2 pode ter contribuido para maior estabilidade da matriz
extracelular e estimulo proliferativo adicional, ja que concentracdes excessivas de

Mg?* podem afetar negativamente a mineralizacdo.%’

No que diz respeito a osteoinducédo, os ensaios de fosfatase alcalina (7 dias)
mostraram resultados semelhantes entre 0s grupos em meio osteogénico, indicando
gue os estimulos quimicos do meio suplementado se sobrepuseram aos efeitos das
membranas. Porém, em meio clonogénico, a presenca de HA (PLLA HA Ca)
convencional e PLLA_HA M2 resultou em maior atividade enzimética que o PLLA
puro, reforcando o papel da hidroxiapatita como indutora inicial de diferenciacéo
osteoblastica.®1® Esse efeito foi ainda mais evidente no ensaio de mineralizacdo
(vermelho de alizarina, 21 dias), em que o grupo PLLA_HA M2 apresentou maior
deposicado de matriz mineralizada em meio clonogénico, confirmando a relevancia da
modificacao ibnica na fase tardia da diferenciacédo osteogénica. Estudos recentes tém
demonstrado que a combinacdo de MgZ* e Sr2* na hidroxiapatita pode
sinergicamente estimular osteoblastos e inibir osteoclastos, favorecendo a

remodelacdo 6ssea.’t "2

A matriz extracelular 6ssea € composta por 50 a 70% hidroxiapatita e 20 a 40%
matriz organica. O constituinte principal da matriz organica é o colageno, e ela é
complementada por proteoglicanos e glicosaminoglicanos.”®> Neste estudo,
quantificacdo de colageno mostrou um aumento significativo nos grupos
PLLA HA M1 e PLLA HA_ M2 entre os dias 7 e 21 dias, enquanto o PLLA puro
apresentou reducado da quantidade de coldgeno no mesmo periodo de tempo. Estudo
guantificando o colageno presente na matriz extracelular de culturas de MSC
observou que culturas jovens apresentam maiores niveis de colageno incorporados
na matriz extracelular, ao passo que o aumento da expansao celular leva a reducéo
na quantidade de colageno incorporado.’* De fato, tal achado vai de acordo ao
presente estudo, em que a proliferagéo celular no material PLLA foi maior em 7 dias

e este material também apresentou menor concentracao de colageno em 21 dias.
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Jé estudos de cultura de osteoblastos mostraram que a quantidade de colageno
expresso tem um pico em 7 dias, porém o colageno incorporado na matriz extracelular
aumenta com a maturacdo da diferenciacdo Ossea, sendo maior na fase de
mineralizacao da matriz (16 a 21 dias) e menor na fase proliferativa (4 a 10 dias) e na
fase de formacdo da matriz 6ssea (11 a 15 dias).”>’® Tal perfil de aumento na
incorporacdo do coldgeno dos 7 para 21 dias, coincidem com os dos materiais
PLLA HA M1l e PLLA HA M2, sugerindo uma maior diferenciacdo osteogénica das
MSC nestes materiais, como comprovado pelo ensaio de vermelho de alizarina. Esse
achado também é consistente com estudos que demonstram que Sr2* e Mg?* podem
modular a expressao de colageno tipo | e proteinas de matriz como osteocalcina e

osteopontina.’’:"®

Os glicosaminoglicanos, componentes importantes da MEC, apresentam
diversas funcdes, contribuem para propriedades mecéanicas do tecido 6sseo, auxiliam
no aumento da tenacidade da matriz extra fibrilar, mediam a interacdo com citocinas,
fatores de crescimento e diversas proteinas em geral, e influenciam a vias de

sinalizacéo celular.”®7°

Estudo que quantificou a formacdo de GAGs sulfatados na MEC de hidrogéis
de alginato enriquecidos com calcio ou estrdncio, observou que, apesar da
semelhanca entre os materiais na producdo de GAGs sulfatados em 7 dias, em 28
dias, houve maior produgéo de GAGs sulfatados na matriz extracelular dos materiais
com ijons estroncio tanto em culturas de condrécitos como de células do disco
intervertebral .8 Tais resultados vdo de acordo com o presente trabalho onde o
biomaterial PLLA_HA M2, foi o Unico que apresentou concentracdo de GAGs superior
em 21 dias ao grupo controle. Entretanto, o outro material com estréncio incorporado
em maior concentracdo (PLLA_HA M1), ndo apresentou tal efeito, indicando que o

efeito é limitado a uma dada concentragao ionica.

O uso das enzimas de restricdo permite identificar quais os principais tipos de
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular de hPDLSC cultivadas sobre os
diferentes materiais. A digestédo por condroitinase AC degrada principalmente sulfatos
de condroitina A e C, enquanto a digestao por condroitinase ABC além dos sulfatos
de condroitinases A e C, degrada o também o dermatam sulfato. Portanto, a diferenca

da fracao digerida entre condroitinase ABC e condroitinase AC deve-se a presenca de
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dermatan sulfato. Estudos que avaliaram a distribuicdo de sulfatos de condroitina e
dermatan sulfato na formacdo Ossea, identificaram que os GAGs ligados a fase
mineral contém principalmente condroitina 4-sulfato, condroitina 6-sulfato e estdo
associadas a fase de mineralizacdo da matriz extracelular, enquanto os GAGS
associados a matriz colagena mostraram uma predominancia de dermatan sulfato e
estdo associados a uma fase inicial de deposicdo da matriz 6ssea.?'82 Qutros autores
associam a presenca de sulfato de controitina numa fase de mineralizacdo da matriz
extracelular e o dermantan sulfato em uma fase de proliferacdo desta matriz.83 Tais
achados corroboram com nosso estudo onde o material PLLA HA M2, com maior
guantidade de sulfato de condroitina A e C, apresentou maior mineralizagdo da matriz
extracelular que o material controle PLLA, que apresentou maior quantidade de

dermantan sulfato e maior quantidade de matriz colagena.

Por fim, a enzima queratanase digere sulfato de queratana. Este GAG nao
apresentou diferenca nos diferentes materiais estudados e apresenta ampla
distribuicdo no corpo humano. No tecido 6sseo, esté relacionado na literatura como
marcador de matriz 6ssea recém-sintetizada,®* ligando-se a proteinas ésseas, e pode

estar relacionado ao controle da mineralizacéo.8®
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8. CONCLUSAO

A metodologia utilizada foi adequada tanto para a produgdo de HA
convencional e HA dopada com ions Mg?* e Sr?*, como para a sintese de matrizes de
suporte celular eletrofiadas combinando PLLA, HA e as diferentes concentracdes
idnicas propostas. A incorporagéo idnica alterou a liberagdo de ions Ca?* e P?* em pH
neutro e acido, mostrando alteracdes de estabilidade das matrizes modificadas. A
dopagem da hidroxiapatita com 5 wt% de Mg?* e 10 wt% de Sr2* incorporada a
membranas de PLLA eletrofiado promoveu melhor desempenho biolégico, com maior
proliferacéo e diferenciacdo osteogénica tardia das hPDLSC. A incorporacao ioénica
também mostrou efeito positivo na sintese de colageno da MEC e sugeriu maior
diferenciacdo osteogénica das MSC nos materiais dopados. Por outro lado, a
producado de diferentes tipos de GAG foi relacionada com a mineralizacdo da matriz
extracelular e a quantidade de matriz colagena. Esses achados sugerem que a
modificacdo ibnica € uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
biomateriais destinados a regeneracao 6ssea periodontal e craniofacial, devendo ser

validada em modelos animais para confirmacado de sua eficicia translacional.
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