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RESUMO

A engenharia de tecidos tornou-se uma estratégia promissora para 0 reparo
tecidual, entre eles a cartilagem danificada ou tecido 6sseo. Entre os biomateriais
que vem sendo amplamente estudados na area de reparo tecidual, encontra-se
o polimero de &cido polilactico (PLA). Contudo o PLA apresenta uma baixa
hidrofilicidade, dificultando o processo de adsorcdo de fatores bioldgicos, por
isso, sdo comumente submetidas as modificacdes de superficies por diferentes
técnicas, sendo uma delas a modificacdo quimica por tratamento com NaOH. As
proteinas Osseas morfogenéticas “BMPs” sao um grupo de citocinas
responsaveis pelo recrutamento de células osteoprogenitoras para os locais de
formagdo 6ssea. Estudos, in vivo e in vitro, na Medicina Regenerativa tem
avaliado uso das BMPs associadas a diferentes materiais, como carreadores,
para melhorar a funcéo do reparo 6ésseo. O objetivo deste projeto foi estabelecer
as condicdes de funcionalizacdo dos scaffolds de PLA impressos 3D,
guimicamente modificados com NaOH e funcionalizados com a rhBMP-2
(proteina morfogenética 6ssea humana recombinante 2), analisando a
proliferacéo e sintese de matriz 6ssea de células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1)
cultivadas na presenca desses scaffolds. Para isso foram analisadas a detecgéo
de mineralizacdo 6ssea pela coloracdo com o vermelho de alizarina e ensaio de
viabilidade celular por deteccdo da atividade mitocondrial por meio da reducgéo
do reagente resazurina, além da caracterizacao fisico-quimica do PLA. A
modificacdo quimica do scaffold de PLA foi comprovada pela insercéo de novos
grupos quimicos e aumento da rugosidade do biopolimero. Os resultados
também demonstraram que o tratamento quimico nao alterou a viabilidade e
proliferacéo das células MC3T3-E1. Houve maior adsor¢cado da rhBMP-2 no PLA
tratado com 0,25M de NaOH, entretanto 0 ensaio de sintese de matriz 6ssea
mostrou que a rhBMP-2 teve melhor funcao biolégica no scaffold sem tratamento

quimico.

Palavras-chave: osteoblastos, acido polilactico, proteina morfogenética 6ssea



ABSTRACT

Tissue engineering has become a promising strategy for tissue repair, including
damaged cartilage or bone tissue. Among the biomaterials that have been widely
studied in tissue repair, there is the polylactic acid polymer (PLA). However, PLA
has a low hydrophilicity, making the adsorption process of biological factors
difficult, which is why they are commonly subjected to surface modifications by
different techniques, one of which is chemical modification by treatment with
NaOH. Bone morphogenetic proteins "BMPs" are a group of cytokines
responsible for recruiting osteoprogenitor cells to bone formation sites. Studies,
in vivo and in vitro, in Regenerative Medicine have evaluated the use of BMPs
associated with different materials, such as carriers, to improve the function of
bone repair. The objective of this project was to establish the functionalization
conditions of the 3D printed PLA scaffolds, chemically modified with NaOH and
functionalized with rhBMP-2 (recombinant human bone morphogenetic protein
2), analyzing the proliferation and synthesis of bone matrix of pre-osteoblastic
cells (MC3T3-E1) grown in the presence of these scaffolds. For this purpose, the
detection of bone mineralization by staining with alizarin red and cell viability
assay by detecting mitochondrial activity by reducing the resazurin reagent, in
addition to the physical-chemical characterization of PLA, were analyzed. The
chemical modification of the PLA scaffold was proven by the insertion of new
chemical groups and an increase in the roughness of the biopolymer. The results
also demonstrated that the chemical treatment did not alter the viability and
proliferation of the MC3T3-E1 cells. There was greater adsorption of rhBMP-2 in
the PLA treated with 0.25M NaOH, however the bone matrix synthesis assay
showed that rhBMP-2 had better biological function in the scaffold without

chemical treatment.

Keywords: osteoblasts, polylactic acid, bone morphogenetic protein
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1. Introducéao

A Manufatura Aditiva (MA) vem desempenhando papel importante na
prototipagem de dispositivos biomédicos complexos. Desde seu uso inicial como
modelos de visualizac&o pré-cirurgicos e moldes de ferramentas, a manufatura
aditiva tem evoluido para criar dispositivos Unicos e implantes além de scaffolds

para engenharia de tecidos (LIAW; GUVENDIREN, 2017).

Os biomateriais podem fornecer uma matriz osteocondutora guiando a
formacdo de tecido 6sseo no interior do defeito ou da &rea enxertada
(SLAUGHTER et al., 2009). Melhorar as propriedades osteocondutoras dos
biomateriais € de extrema importancia e por essa razao, muitas vezes sao
suplementados com fatores de crescimentos como a rhBMP-2, para aprimorar o
processo de formacédo Ossea e, assim, a consolidacdo do biomaterial (ROBBS

et al., 2014).

Os biopolimeros bioreabsorviveis sdo materiais interessantes para
utilizacdo como implantes temporarios, como o Poli (4cido lactico) — PLA. Estes
apresentam vantagens em relacdo aos materiais ndo degradaveis, pois sdo
produzidos a partir de fontes renovaveis, apresentam alta biocompatibilidade e
pelo fato de serem bioreabsorviveis ndo necessitam de procedimentos cirlirgicos
para sua retirada, sendo degradado pelo proprio organismo (MOTTA; DUEK,

2009; GIRONES MOLERA; ALBERTO MENDEZ; SAN ROMAN, 2012).

Entretanto alguns desses materiais apresentam baixa hidrofilicidade,

dificultando o processo de adsorcao de fatores bioldgicos que estao relacionados
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ao processo de adesao, espraiamento e migracao celular (PLACE et al., 2009).
Para evitar esse problema, os polimeros sdo comumente submetidos atécnicas

de modificacdo de superficie (MA; MAO; GAO, 2007; ROACH et al., 2007).

Existem vérios estudos sobre o tratamento de superficie e modificacdo de
superficies de PLA. No entanto, muitos métodos existentes s&o caros,
demorados e as vezes dificeis de realizar (MOHD SABEE et al., 2016;

SCHNEIDER et al., 2020).

O hidréxido de sodio além de ser barato e adquirido com facilidade, sua
reacao de hidrélise na presenca do PLA é facil de realizar. Varias pesquisas vém
demonstrando os efeitos deste tratamento nas superficies deste biopolimero

(MOHD SABEE et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2020; WANG; CUI; BEI, 2005).

As Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs) sdo provavelmente os
fatores de crescimentos mais estudados na formacéo 0ssea e mais eficientes
no reparo de lesbes oOsseas (KHOJASTEH et al., 2013; XIAO; XIANG; SHAO,
2007). Apesar de induzirem formacéo 6ssea quando implantadas sozinhas, as
BMPs associadas com outros substratos ou meios, se torna mais eficiente (FU
et al., 2017; SHUANG et al., 2016).

Dados preliminares do grupo de pesquisa obtidos por Reina (2018)
mostraram a influéncia positiva da modificacdo quimica do NaOH na adeséao
celular sendo testada apenas na concentracdo de 0,1M. No entanto para a
adsorcao (interacdo por carga) da rhBMP-2 ndo foi comprovada eficacia nessas

condigoes.

A engenharia de tecidos, portanto, tornou-se uma estratégia promissora

para reconstrucdo e regeneracao de cartilagem e tecido 6sseo, combinando
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células, biomaterial como scaffolds e fatores de crescimento necessérios para

melhorar ou substituir funcdes biologicas (LIU et al., 2017).

Para reconstruir totalmente a cartilagem e tecido 6sseo, é necessério
sintetizar scaffolds biodegradaveis e biocompativeis com o tecido especifico
(MALDA et al., 2013). A interacdo células-biomateriais € de fundamental
importancia, pois influencia os processos bioldégicos como diferenciagdo e
proliferacdo celular (WANG; SHANG; LI, 2015). Além disso, 0 processo de
adesdo celular é um importante requerimento para o sucesso do implante

(BALAKRISHNAN; BANERJEE, 2011).

Entretanto, nenhum trabalho foi publicado ainda, associando a

modificacdo quimica do polimero PLA e a funcionalizacdo dele com a rhBMP-2.

Neste trabalho foi feita a modificacdo quimica de superficie do PLA tratado
com diferentes concentrac6es de NaOH (0,25; 0,5 e 1 M) com mesmo tempo de
tratamento, para avaliar as condi¢cdes da rhBMP-2 e a inducédo da mineralizacéo

em cultivo celularna presenca destes scaffolds.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Manufatura Aditiva (MA)

Nas Ultimas décadas, a tecnologia de impressdo avangou
significativamente. A impressao bidimensional (2D) passou por um processo de
manufatura aditiva (MA), no qual camadas sucessivas de material sdo
distribuidas para formar estruturas 3D (MURPHY; ATALA, 2014; ZHU et al.,
2016). E foi na década de 80 que a impressdo 3D comecou a ser propagada,
tornando-se um dos métodos mais eficientes para fabricar produtos
personalizados usando uma variedade de materiais como o plastico, ceramica,

madeira e metal (RAYNA; STRIUKOVA, 2016).

Embora a tecnologia 3D tenha sido originalmente destinada a utilizagcao
industrial, a diminuicdo constante de custos sob ela, fez com que estivesse ao
alcance de pequenas e médias empresas. Por exemplo, uma impressora de
modelagem de deposicao fundida (FDM) custa hoje, menos de US$ 1.000 em
comparacao com US$ 10.000 no ano de 2009, quando a patente FDM foi
expirada (RAYNA; STRIUKOVA, 2016; LIAW; GUVENDIREN, 2017).

Conforme o Relatério Wohlers (empresa atuante na pesquisa de
mercado de impressoras 3D) a industria de MA, incluindo servi¢cos e produtos
em todo o mundo, cresceu 26,2% nos ultimos 27 anos para US $ 5,1 bilhdes em
2015. O setor de saude € o terceiro maior mercado, com aproximadamente 16%

da receita geral, seguindo a linha automotiva e de eletrénicos.
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Além das aplicacbes nos setores de manufatura e consumo, a
impressao 3D esta transformando a ciéncia. Pesquisas na area médica vem
utilizando essa impressao no desenvolvimento de tecidos artificiais, dispositivos
médicos, implantes ortodonticos, medicamentos entre outros (FLUGGE et al.,
2013; LIAW; GUVENDIREN, 2017; MALONE; LIPSON, 2007; RODRIGUES et
al., 2018). Além dos modelos anatdbmicos que auxiliam no planejamento pré-
cirdrgico e na educacédo (KURENOV et al., 2015).

Para entender melhor as aplicacbes atuais e 0s potenciais da
tecnologia 3D na medicina, é imprescindivel conhecer os tipos de impressao e
materiais empregados. As tecnologias MA podem ser classificadas em quatro
grupos principais: impressao baseada em polimerizacdo em cubas, impresséo
baseada em po, impressdo baseada em goticulas e impressao baseada em
extrusédo (LIAW; GUVENDIREN, 2017).

Na impressédo de polimerizacdo em cuba, as estruturas impressas sao
geralmente expostas a luz pos-impressdo para aumentar a estabilidade e as
propriedades mecéanicas, sendo geralmente aplicada na odontologia (D’HAESE
et al., 2012). As duas formas mais comuns desse tipo de polimerizacdo sdo SLA
(Estereolitografia) e PLD (Processamento de luz digital).

Todas as tecnologias de impressdo a base de pdé dependem de
aguecimento localizado para fundir os materiais em pd, mas diferem na fonte de
energia e nos materiais (WONG; HERNANDEZ, 2012). Tem sido utilizadas na
odontologia ha cerca de 10 anos, e utilizam ligas metélicas biocompativeis, como
titanio e ligas de aco inoxidavel na fabricagdo de pontes, implantes e estruturas
de préteses parciais (TRAINI et al., 2008; AVERYANOVA; BERTRAND;

VERQUIN, 2011). As formas mais comuns dessa impressao incluem a
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Sinterizacdo Seletiva a Laser (SSL), Sinterizacdo direta a Laser de Metal
(SDLM), Fuséao Seletiva a Laser (FSL) e Fuséao por Feixe de Elétrons (FFE).

A impressao baseada em goticulas, utiliza o jato preciso de goticulas de
liguido em um substrato camada por camada. As tecnologias baseadas em
goticulas incluem modelagem multijet (MJM) e binder jetting (BJ) (STEVE
UPCRAFT; RICHARD FLETCHER, 2003), modelagem de deposicdo de cera
(WDM) (DO et al., 2015) e transferéncia direta induzida por laser (LIFT)
(OZBOLAT, 2015). O LIFT foi inicialmente usado com metais, também aplicado
a hidrogéis carregados de células (MALDA et al., 2013).

As tecnologias baseadas em extruséo incluem a escrita direta com tinta
(DIW), também conhecida como bioplotter (LEWIS, 2006) que utiliza um sistema
de distribuicdo pneuméatico ou mecanico para extrusdo de solucfes, géis ou
materiais fundidos através de um bico ou seringa. E a modelagem de deposicéo
fundida (FDM) (Fig. 1) (WONG; HERNANDEZ, 2012) utilizada nesse trabalho.
Emprega filamentos termoplasticos ou compostos, que sdo extrudados através
de um bico quente. A FDM apresenta algumas vantagens como a rapida
obtencdo de suportes com estruturas complexas além da reducdo do

planejamento de producgéo (CHIA; WU, 2015).
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Figura 1- Imagem ilustrativa de uma impressora FDM

Fonte: ALL3DP

2.2. Biomateriais e biopolimeros

Os biomateriais sdo definidos como qualguer material que entram em
contato com sistemas bioldgicos, a fim de realizar a funcdo pretendida podendo
atuar como suporte para as células. Podem ser feitos de diferentes tipos de
materiais, incluindo metais, ceramicas, compa@sitos, hidrogéis e polimeros
(KULINETS, 2015).

O desenvolvimento desses materiais tem vivenciado trés geracgdes
especificas (Tabela 1). Inicialmente, os biomateriais eram aplicados de forma

gue o tecido em reparacdo ndo sofresse prejuizo na presenca do material
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hospedeiro. Com o passar do tempo, buscou-se materiais mais complexos com
superficies bioativas que poderiam se ligar com o tecido adjacente
representados por ligas de titanio, hidroxiapatita e fosfatos de célcio.
Recentemente, o enfoque da 32 geracao é buscar um material com estrutura
temporaria, que permite a degradacdo e integracdo do tecido nativo com o
implante e eventualmente, substitui-lo pds-degradacdo. Esses biomateriais
degradaveis compreendem as ligas de magnésio, biovidro degradavel e
polimeros degradaveis (HOLZAPFEL et al., 2013; PIRES; BIERHALZ; MORAES,

2015).

Tabela 1. As geracdes dos biomateriais

Geracao Bioatividade Vantagens clinicas Exemplos

Ligas a base de Co
Sem prejuizo aos tecidos Al203
Poliuretano

. Biologicamente

Primeira =

merte

Ligas de titamo
Hidroxiapatita
Calcio Fosfato

Vidros Bioativos

Segunda  Erosdo superficial Integracdo tecidual

Ligas de magnésio
Tercerra Biodegradavel Regeneragao tecidual Biovidro degradavel
Polimeros degradaveis

Fonte: Adaptado de Zberg et al. (2009).

Os biomateriais poliméricos estao dentre os mais empregados no ambito
médico (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015), apresentando propriedades
fisico-quimicas e mecéanicas compativeis as dos tecidos bioldgicos, costumando
ser mais baratos do que as estruturas bioldgicas, podendo ser produzidos em

grandes quantidades (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).
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Esses materiais poliméricos sédo atualmente dominados por poliésteres
termoplasticos (fundem por aquecimento e solidificam por resfriamento), como
poli (4cido latico) (PLA), poli (acido glicdlico) (PGA), policaprolactona (PCL) e
suas misturas ou co polimeros (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001). Poliéster é
uma categoria de polimeros que contém o grupo funcional éster em sua cadeia
principal. Esteres s&o compostos quimicos derivados de um &cido carboxilico
(grupo COOH) e um composto hidroxila (OH), geralmente um alcool (CHEN;
LIANG; THOUAS, 2013).

A principal vantagem de aplicacdo dessa classe de polimeros deve-se a
capacidade desses materiais suportarem 0 processo de crescimento e
remodelacdo tecidual por um periodo antes de serem degradados e seus
produtos, reabsorvidos pelo corpo (LIU; LIM; TEOH, 2013). Os polimeros séo
macromoléculas, de alto peso molecular, sintetizadas a partir de varias unidades
de monbmeros de repeticdo por ligacdo covalente (PARK et al., 2016), podendo
ser classificados como naturais (polissacaridos e proteinas) ou sintéticos

(ésteres, amidas, éteres, uretanos).

2.3. Poli (Acido Léactico) — (PLA)

O PLA de alto peso molecular (Fig. 2) é geralmente produzido por
policondensacéo e / ou polimerizacdo de abertura de anel de &cido latico (HO —
CH3 — CH — COOH), um acido organico de origem bioldgica, que pode ser
produzido por fermentacdo de acUcares obtidos a partir de recursos renovaveis

como a cana-de-acucar (XIAO et al., 2012).
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Figura 2- Estrutura do mondémero do PLA.

O
HC )
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OH

Fonte: Oliveira (2020).

Devido ao seu histérico de aprovacao pela Food and Drug Administration
(FDA) (YU et al., 2010), além da biocompatibilidade e propriedades mecéanicas,
0 PLA e seus copolimeros estao se tornando os mais comumente utilizados na
engenharia tecidual para restaurar e reconstruir a funcdo dos tecidos
prejudicados (GREGOR et al., 2017). Além disso apresenta baixa toxicidade,
baixo impacto ambiental, estabilidade térmica e possibilidade de suportar cargas

(BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012).

Embora essas propriedades justifique o crescente interesse na aplicacao
desses materiais, polimeros biorreabsorviveis sao classificados como bioinertes
e, portanto, ndo sdo capazes de estimular interacfes bioldgicas especificas na
interface biomaterial-célula-tecido receptor (WILLIAMS, 2008). Além disso,
muitos desses materiais apresentam baixa hidrofilicidade, prejudicando o
processo de adsorcdo de proteinas e outros fatores biologicos que estédo
relacionados ao processo inicial de adeséo, espraiamento e migracao celular

(SANTOSMIRANDA et al., 2006).
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Portanto, polimeros sdo comumente submetidos & técnicas de
modificacdo de superficie. A modulacao de caracteristicas tais como rugosidade,
porosidade, presenca de grupos quimicos funcionais e incorporacdo de
moléculas bioldgicas bioativas a superficie do material permite a regulacdo da
integracado de material no interior do corpo, bem como a orientacéo de respostas

especificas (MA; MAO; GAO, 2007; ROACH et al., 2007).

Como os scaffolds poliméricos ndo apresentam sitios naturais de
reconhecimento celular, a ligacdo das células a superficie do material ocorre
através de proteinas provenientes do meio de cultura ou fase inicial de
implantacdo, as quais sdo adsorvidas pela matriz polimérica e, entdo, atuam
como sitios de ligacdo (BACAKOVA et al., 2004). Portanto vérios fatores estio
constantemente sendo avaliados tais como proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs), fatores de crescimento tipo insulina (IGFs), fatores transformadores de
crescimento beta (TGF-B) e vitamina D3 (MOSTAFA et al., 2012; WANG et al.,

2012).

2.4. Modificacdo de superficie do PLA

A caracteristica hidrofébica do PLA, é a sua principal desvantagem
podendo resultar em baixa afinidade celular (MOHD SABEE et al., 2016). Assim,
0 PLA necessita ser modificado superficialmente a fim de introduzir
hidrofilicidade, de modo que a propriedade de biocompatibilidade seja
aumentada (JACOBS et al., 2012).

Existem vérios estudos sobre o tratamento de superficie e modificacao de

superficies de PLA, com plasma de oxigénio (LORENZO et al., 2020;
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YAMAGUCHI et al., 2004) plasma frio (JORDA-VILAPLANA et al., 2014),
nanoparticulas de quitosana/polifosfato de sodio (DRIUSSI; MATOS, 2017) por
exemplo. No entanto, muitos métodos existentes, como revestimento,
aprisionamento, conjugacdo quimica, tratamento por radiacdo e enxertia
fotografica sédo frequentemente caros, demorados e as vezes dificeis de realizar
(MOHD SABEE et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2020).

A modificacdo quimica é basicamente o método mais simples por meio de
hidrolise de superficie com um tratamento alcalino ou de amindlise. Os acidos
carboxilicos hidrofilicos (-COOH) e hidroxil (-OH) ou amina reativa (—NH2)
grupos serao introduzidos através da clivagem das ligacdes éster que podem ser
usadas para ligar moléculas bioativas, como RGD, quitosana, PEG e colageno
(ZHU et al., 2004; WANG; CUI; BEI, 2005) para regular a adesao celular ou

absorcao de proteinas.

O hidréxido de sédio, portanto € barato, facil de se comprar, e a reacéo de
hidrélise do PLA com NaOH é simples de se realizar. Existem varias pesquisas
que tem demonstrado os efeitos do tratamento com NaOH nas superficies de

PLA (SCHNEIDER et al., 2020).

Mohd Sabee e colaboradores (2016), usaram tratamentos de solucéo de
NaOH para modificacdo de superficie de microesferas de PLA, e encontraram
uma alteracao das propriedades da superficie das particulas, de hidrofobica para
hidrofilica. Além disso, os grupos funcionais (-OH) que foram introduzidos
durante o tratamento de superficie resultaram em maior viabilidade celular,

conforme mostrado em microesferas tratadas com NaOH 0,5 M.

O tratamento com NaOH também foi investigado em poli (acido lactico-

co-glicdlico). Foi encontrado mudancas nas propriedades da superficie, com
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angulos de contato diminuidos, apés um curto periodo de tratamento com baixas

concentractes de NaOH (CROLL et al., 2004).

2.5. Medicina Regenerativa

A engenharia de tecidos, tornou-se uma das alternativas mais
promissoras usadas para regeneracdo e reconstrucao de cartilagem e tecido
0sseo (LIU et al., 2017). Ela parte do principio de que um tecido € composto por
um scaffold, células e fatores de crescimento para produzir a diferenciacao e
crescimento celular (Fig. 3) (HOLZWARTH; MA, 2011; SAHNI et al., 2014).

O entendimento do funcionamento de cada um desses pilares €
importante para a otimizacao de processos associados a reconstrucdo do tecido
0sseo. As células tem papel fundamental para o estabelecimento das funcfes
do 6rgao, os sinais utilizados na engenharia de tecidos podem ser fatores de
crescimento de diferenciacéo e proliferagcdo que propiciardo o aceleramento ou
inibicdo de mecanismos no processo de formacdo 6ssea, como a osteinducéo,
e 0s biomateriais (scaffolds) com estrutura tridimensional porosa que teréo a
funcéo de abrigar tanto estas substancias bem como permitir a adeséo e nutricdo

das células (APPEL et al., 2013; SUN; TAN, 2013).
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Figura 3 — Triade da Medicina Regenerativa.
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Fonte: Glotzbach et al.(2011).

Independentemente do tipo de tecido, uma série de consideracdes séo
importantes ao projetar um scaffold para uso em engenharia de tecidos. A
biocompatibilidade € uma delas, biodegradabilidade, propriedades mecanicas
compativeis com o local anatdmico no qual sera implantado e a arquitetura do
suporte (GROTTKAU,; LIN, 2013).

A porosidade interconectada do scaffold permite a proliferacéo celular e o
transporte de nutrientes, oxigénio e fatores de crescimento, favorecendo o
crescimento continuo do tecido (FERRONI et al., 2015; BRUNELLO et al., 2016).
O diédmetro de poro ideal é considerado entre 100 e 300 uym (BAPTISTA;
GUEDES, 2021), enquanto alguns estudos demonstraram que a coexisténcia de
microporos (10-60 um) leva a uma proliferagcado celular melhorada ( LI et al.,

2013; CHOI et al., 2020).
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2.6. Tecido Osseo

O o0sso € um tipo de tecido conjuntivo, caracterizando-se por ser
mineralizado, vascularizado, rigido e resistente (DUCY; SCHINKE; KARSENTY,
2000). Confere estabilidade mecénica necessaria para suporte de carga,
proporcionando protecdo aos 6rgdos internos e movimentos, além de servir

como reserva mineral (KNESER et al., 2006).

E composto pela matriz organica, componente mineral e células. A matriz
organica é constituida de proteinas, como osteocalcina, osteopontina, proteinas
morfogenéticas Osseas, fibras de colageno tipo | e lll, entre outras. J& o
componente mineral € constituido de agua, compostos de fosfato de calcio,
principalmente na forma de cristais de hidroxiapatita Cal0(PO4)6(OH)2 (HA),
bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato (MONTANARI, 2016; SEEMAN,

2008).

O tecido 6sseo (Fig.4), € organizado em 0sso cortical (com menos de 10%
de porosidade e presente em 0ssos longos, curtos e planos) e trabecular, sendo
esponjoso alojando a medula 6ssea, estando presente na metafise dos 0ssos
longos, na crista iliaca e nos corpos vertebrais (CLENDENIN, 1978). Ambos os
tipos de ossos passam por remodelacdo dindmica, maturacao, diferenciagéo e
reabsorcdo controladas através de interagbes entre suas células (BOSE;

VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY, 2013).
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Figura 4 — Corte transversal de um osso demostrando sua estrutura interna. O 0SS0
compacto denso externo (também chamado de osso cortical) e 0 0SS0 interno esponjoso
preenchido com espiculas (trabecular).

Osso
compacto

Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).

A capacidade regenerativa dos 0ssos € dependente da quantidade de
massa 6ssea perdida e/ou danificada (MOURINO; BOCCACCINI, 2010)
entretanto, defeitos 6sseos em grande escala ndo podem ser curados
completamente (CARRINGTON, 2005) e na maioria dos casos, a intervencéo
externa é necessaria para a restauracao.

Enxertos 6sseos, incluindo autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos,
tém sido amplamente utilizados para regenerar esses defeitos. No entanto, os
enxertos O6sseos tradicionais apresentam algumas desvantagens, como o
suprimento limitado, a reacdo imune e a transferéncia de patdégenos (ORYAN et
al., 2014).

Portanto, o desenvolvimento de substitutos ésseos avancados com
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excelente capacidade osteogénica que possam suportar o tecido danificado,
induzir a diferenciacao osteogénica e restabelecer a estrutura original e a funcao

do tecido danificado € indispensavel (TANG et al., 2016).

2.7. Células 6sseas

As células que compdem o tecido 6sseo sdo o0s ostedcitos, osteoblastos
e osteoclastos (Fig.5), os quais possuem diferentes origens e fungdes, sendo de
extrema importancia na remodelacado 6ssea. Essas células especificas estédo
inseridas em uma matriz que consiste em um componente mineralizado e um
nao mineralizado (HEINEGARD, 1974).

Os osteoblastos sdo de origem mesenquimal, caracterizando-se por
possuir grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de
Golgi, sintetizando os componentes de matriz organica (ANDRADE, 2007). S&o
ricos em fosfatase alcalina, enzima fundamental na deposicdo de matriz
mineralizada. Encontram-se na matriz da superficie 6ssea (osteoblastos de
superficie) ou depositando camadas de tecido 6ésseo recém sintetizadas sobre
estas (osteoblastos mesenquimais) (MARIE, 2008; MARQUIS et al., 2009).

Os osteocitos séo células maduras derivadas dos
osteoblastos, residentes em lacunas da matriz éssea. Irradiam canaliculos que
entram em contato com outros compartilhando ions, nutrientes e fluido
extracelular. Estas células secretam a oteocalcina, uma proteina ndo colagena
que exerce funcdo na mineralizacdo O0ssea e homeostase do calcio no
organismo (Alberts etal, 2005). Os osteoclastos sao células diferenciadas a partir
de células de linhagem hematopoiética da medula 6ssea sendo responsaveis

pela reabsor¢cdo da matriz Ossea. S&o multinucleadas e contém alta
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concentracdo de mitocondrias e lisossomos. Os osteoclastos sédo encontrados

em depressoes, denominadas lacunas de Howship (Dougall & Chaisson, 2006).

Figura 5 - Células do tecido 6sseo
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Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).

2.8. Remodelamento 6sseo

O osso esta em constante estado de remodelacdo, o qual é importante
para a manutencado da estrutura e fungéo esquelética normal. Essa remodelacdo
se da em um ciclo composto por trés fases: iniciacdo da reabsorcdo 6ssea pelos
osteoclastos, transicao da reabsorcao para a nova formacao 6ssea, e formacéao
Ossea por osteoblastos (MATSUO; IRIE, 2008; SIMS; GOOI, 2008).

Este processo ocorre devido a acbes coordenadas de osteoclastos,
osteoblastos, ostedcitos e células de revestimento 6sseo que juntos formam a
estrutura anatémica temporaria denominada unidade multicelular basica (BMU)

(ANDERSEN et al., 2009). Além de preservar a integridade Ossea, a
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remodelacdo também otimiza a sua funcéo e preveni a degradacéao, visando néo
s6 uma adaptacao da estrutura 0ssea as solicitacdes mecanicas, como também
aremocdao de areas danificadas (MARTIN; SEEMAN, 2008).

Entretanto, um desequilibrio na reabsorcao e formacao 6ssea resulta em
varias doencas. Por exemplo, a reabsorcéo excessiva pelos osteoclastos sem a
guantidade necessaria de osso neoformado pelos osteoblastos contribui para a
osteoporose (HAUGE EM, QVESEL D, ERIKSEN EF, MOSEKILDE L, 2001)
enguanto o contrario pode resultar em osteopetrose (SOBACCHI et al., 2013).

Portanto, para que haja equilibrio entre a formacédo e reabsorcdo 6ssea é
necessario e depende da acdo de varios fatores de crescimento incluindo
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), fator de crescimento transformador-b
(TGF-B), progranulina (PGRN), ativinas, fator de diferenciacdo de crescimento
(GDF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento
de fibroblastos ( FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fatorde
crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucinas, prostaglandinas, horménio da paratiredide (PTH), esterdides,
crescimento horménios e vitamina D (AGRAWAL; SINHA, 2017; CROCKETT et

al., 2011; PHAN; XU; ZHENG, 2004).

2.9. Proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs)

As BMPs (proteinas 0sseas morfogenéticas) sdo um grupo de citocinas
da superfamilia TGF- [ responsaveis pelo recrutamento de células

osteoprogenitoras para o0s locais de formacdo Ossea. Essa atividade
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osteoindutora das proteinas acrescida a sua presenca no tecido 0sseo sugere
gue elas sdo importantes reguladoras no processo de reparacao 6ssea e podem
estar envolvidas na manutencdo destes tecidos (KHOJASTEH et al., 2013;
XIAO; XIANG; SHAO, 2007).

As BMPs purificadas até entdo sdo: BMP-1; BMP-2; BMP-3
(Osteogenina); BMP-4; BMP-5; BMP-6, BMP-7 e BMP-8, cada uma com uma
capacidade osteoindutora diferente (RIPAMONTI; REDDI, 1994). Contudo, as
BMPs recombinantes 2, 4 e 7 tem se destacado por desempenharem um papel
importante na osteogénese, sendo amplamente estudadas (KHOJASTEH et al.,
2013) e utilizadas como componentes osteoindutores em produtos na
engenharia de tecidos (LEE et al., 2010). Além de serem indicadas para fraturas
expostas da diafise da tibia (JUNG et al., 2017; LANE; SILVERMAN, 2010).

Outros estudos sugerem a capacidade dessas formas recombinantes de
BMPs em curar defeitos em 0ssos de roedores e primatas hdo humanos quando
combinados com um transportador de colageno, matriz 6ssea desmineralizada
extraida com guanidina, hidroxiapatita ou polimeros biodegradaveis
(GAUTSCHI; FREY; ZELLWEGER, 2007; KANG et al., 2004).

A atividade biolégica das BMPs foi atribuida a Marshal Urist em 1965,
guando demonstrou que algumas proteinas, extraidas do osso de roedores e
implantadas em areas sem a presenca de tecido 6sseo, induziam a formacao de
tecido cartilaginoso e osso (URIST; MCLEAN, 1965). No entanto somente 20
anos mais tarde, WOZNEY e colaboradores, clonaram os genes das BMPs
(WOZNEY, 1992). Desde entédo, as rhBMPs tém sido estudadas na tentativa de
neoformacdo Ossea por apresentarem alta capacidade osteoindutora e facil

produgéo em grande escala.
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Um estudo de Marden e colaboradores (1994), demonstrou pela primeira
vez que uma BMP recombinante (rhBMP-2) reconstituida com matriz éssea
colagenosa insoluvel foi suficiente para reparar defeitos por craniotomia emrato
(MARDEN et al.,, 1994). O mecanismo pelo qual essa proteina acelera a
regeneracao 6ssea pode ser explicado pela converséo de células pluripotenciais
em osteoblastos e esta diretamente relacionada a dose da proteina
osseoindutiva (SIGURDSSON et al., 1995).

Varios trabalhos in vitro e in vivo demonstraram que as BMPs sédo
importantes fatores de crescimento, proporcionando bons resultados em
regeneracdo oOssea (RONGA et al, 2013), preenchimento de defeitos
provocados por doenca periodontal e maxilomandibulares , sendo os mais
efetivos na cicatrizacao de fraturas e implantes dentarios (KANG et al., 2019).

Devido aos excelentes resultados descritos em trabalhos com o uso da
rhBMP-2 em humanos na area medica o FDA (Food and Drug Administration) ,
aprovou em 2002, a comercializacdo da proteina, a qual foi introduzida no
mercado com o nome de Infuse® Bone Graft, passando a ser utilizado no
tratamento de traumas 6sseos (ROCHA VALADAS MARQUES et al., 2016).

Apesar de as BMPs induzirem formacdo o0ssea quando implantadas
sozinhas, associadas com outros substratos ou meios, consegue-se resultados
mais efetivos (FU et al., 2017; SHUANG et al., 2016). Estudos sugerem que o
efeito terapéutico da rhBMP-2 depende da sua concentracdo, tempo de
aplicacao e transporte adequado para a entrega, retencéo e liberacao no local
implantado (AGRAWAL; SINHA, 2017). O carreador deve ser absorvivel na
medida em que for ocorrendo a formacéao 6ssea, além de seguro, biodegradavel,

biocompativel e formulado para permitir tamanhos e formas adequadas para o
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enxerto (KHOJASTEH et al., 2013).

Dentre os materiais testados em associacdo as BMPs, destaca-se a
esponja de colageno reabsorvivel (BOERCKEL et al., 2011), osso bovino (HUH
et al., 2015), implantes metalicos, nanoparticulas (AGRAWAL; SINHA, 2017) e
os biopolimeros (CHEN et al., 2017).

No ano de 2017 a Professora Dra. Monica R. C. lemma, docente do
PPGB-MRQM/UNIARA e integrante do Grupo de Pesquisa Quimmera da
UNIARA (Universidade de Araraquara) em parceria com a Prof. Dra. Heloisa S.
Selistre de Araujo, do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSCar desenvolveram um sistema
de expressao da rhBMP-2 em linhagem de Escherichia coli no plasmideo pET-
32a(+). E. coli como sistema de expressdo estd atualmente em crescente
desenvolvimento por representar um sistema de producao rapido e econémico
dessas proteinas (LEE et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

Este trabalho foi parte da dissertacdo de Mestrado da aluna Ana Lucia
Colange do PPGB- MRQM/UNIARA (COLANGE, 2017) e parte da metodologia
foi realizada no trabalho de concluséo de curso desenvolvido pelo aluno Carlos
Sabino de Oliveira do Curso de Ciéncias Biologicas da UNIARA e do Programa
de Iniciagdo Cientifica do PPGB-MRQM (PIC-Biotec), ambos sob a orientagédo

da Profa. Monica.
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3. Hipotese

E possivel construir um scaffold 3D, bioativo para reparo 6sseo, modificando-
0 quimicamente com hidréxido de sodio e o funcionalizando com a rhBMP-2,

tendo efeitos sobre a proliferacdo, adesdo e mineralizagéo de osteoblastos.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral
Avaliar a proliferacdo e mineralizacdo das células pré-osteoblasticas de rato
(MC3T3-E1) cultivadas na presenca de scaffold de PLA 3D modificados

quimicamente, associado com a proteina rh-BMP2.

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar aspectos fisico-quimicos do PLA.

e Avaliar Viabilidade e Proliferacdo celular por meio da deteccdo da
atividade mitocondrial pelo método fluorimétrico com o reagente
resazurina.

e Avaliar a sintese de matriz 6ssea por meio do método colorimétrico de
deteccao de cristais de hidroxiapatita, utilizando o vermelho de alizarina.

e Avaliar a adsor¢ao da rhBMP-2 nos scaffolds de PLA tratados ou ndo com

NaOH.
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5. Metodologia:

Esquema da metodologia do trabalho.

Impressao 3D

FTIR-ATR

Scaffold de PLA

_

Modificado quimicamente
NaOH

Funcionalizado
rhBMP-2

Ensaio Proliferacido e
viabilidade celular

Ensaio Matriz dssea
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5.1. Obtencéo dos scaffolds de PLA

Os scaffolds de PLA (Fig. 6) foram impressos na forma de discos
pequenos discos com diametros de 11,7mm e 15,7mm pela técnica FDM (fused
deposition modeling), a partir de uma impressora 3D (Boa impresséao 3D, modelo
Stella) do laborat6rio BioPolMat/UNIARA, em colaboracdo com o Prof. Dr.
Hernane Barud, docente do PPGB-MRQM/UNIARA. Foi utilizado o software
Repetier Host e Slic3r para ajustar as configuragcdes de fatiamento, temperatura
e velocidade de impressédo dos prototipos. A temperatura utilizada na cabeca
extrusora da impressora foi de 170°C, com velocidade de impresséo de 15 mm/s
e preenchimento de 20%. O filamento utilizado foi da marca Movitech, modelo

natural.

Figura 6- Scaffold de polimero PLA em comparagcdo com moeda.

Foto: Autoria Propria
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5.2. Tratamento dos scaffolds com NaOH

Os scaffolds foram lavados com agua destilada em agitacdo durante 1
hora. Apos a lavagem para retirada de impurezas, os suportes foram submersos
a diferentes concentragdes de NaOH (0,25; 0,5; 1,0 mol/L) e controle (PLA sem
tratamento) por 1 hora, apés, foram lavados com agua destilada por 24 horas e

secos em estufa.

5.3. Esterilizacao dos scaffolds de PLA para cultivo celular

Os suportes de PLA foram submersos em alcool 70% e expostos a luz
ultravioleta em fluxo laminar até completa evaporacdo do alcool, apds, foram

lavados com PBS estéril.

5.4. Cultivo celular

Células da linhagem estabelecida (MC3T3-E1) pré-osteoblastica (Fig. 10)
foram cultivadas em frascos de cultivo de 25cm? na presenca de meio a-MEM
(Alpha Minimum Essential Medium), contendo 0.1% antibiético/antimicético e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram mantidas

em estufa humidificada a temperatura de 37°C com injecéo de 5% de CO2.
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Figura 10 — Células MC3T3-E1 semiconfluentes, em meio de cultivo a- MEM
suplementado com 10% de SFB. Microscopio Invertido - Aumento de 40X. As setas
representam as células.

Foto: Autoria préopria

5.5. Avaliacdo da adesao e proliferacado celular por meio do

reagente resazurina

Para verificar a viabilidade e proliferacao celular, adotou-se o método da
resazurina. A resazurina € um corante redox utilizado como indicativo de
atividade metabolica em culturas celulares e possui inimeras aplicacdes, como
por exemplo estudos de toxicidade, proliferacdo e viabilidade celular
(RAMPERSAD, 2012). Em solu¢édo aquosa, a resazurina possui cor azul (baixa
fluorescéncia) e quando sofre reducao para resorurfina, adquire a cor rosa (alta
fluorescéncia). A quantidade de resorurfina produzida (fluorescéncia) é

proporcional ao numero de células viaveis (REID et al., 2004).

Os scaffolds de PLA foram incubados 24 horas antes da semeadura em

placa de 48 pocgos, somente com meio de cultivo. Apés o periodo de incubagéo
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o meio foi removido e as células foram semeadas (1,0 x 10* células por poco) e
incubadas por 24 horas para adesdo ao PLA. Em seguida, o meio foi removido
e a solucado de resazurina 10% (v/v em meio a-MEM) foi adicionada em cada
poco e a placa incubada por 4 horas em estufa a 37°C. Logo apés o periodo de
incubacdo uma aliquota do meio foi transferida para uma placa de 96 pocos e a
fluorescéncia foi medida no leitor de placa Spectra Max i3 Molecular Devices. O
restante da solucdo da resazurina foi removida, o meio de cultivo foi
acrescentado e as células permaneceram em cultivo por mais 14 dias, sendo
gue a cada dois dias foi analisada a fluorescéncia pelo mesmo processo descrito

acima.

5.6. Adsorcéo darhBMP-2

Os scaffolds tratados com NaOH e n&o tratados foram colocados em uma
placa de 24 pocos contendo ou ndo a rhBMP-2 em solucdo PBS 1X com
concentracdo inicial conhecida. Ap6s 24 horas de incubacdo a rhBMP-2 foi
removida e concentracdo da solucdo de rhBMP-2 foi verificada por
espectrofotometria (NanoDrop). Para avaliar a quantidade adsorvida pelo
suporte os valores da concentracdo inicial foram comparados com o0s da

concentracao final.

5.7 Ensaio de sintese de matriz 6ssea por meio do método

colorimétrico com vermelho de Alizarina

Em seguida ao protocolo de adsor¢cao da rhBMP-2, as células MC3T3-E1

foram semeadas (1x10° células/pogo) sobre os suportes adsorvidos ou néo, e
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cultivadas em meio a-MEM suplementado com 10% FBS por um periodo de 24
horas. Apos este periodo, o meio foi removido e o meio de diferenciagédo (a-MEM
suplementado com 10% SFB, 10 mM de B-glicofosfato, 01 mM de dexametasona
e 50 mM de &cido ascérbico) foi adicionado aos pocos com PLA sem rhBMP-2 e
nos pocos com PLA + rhBMP-2 foi adicionado meio a-MEM suplementado com
0,5% de FBS. Os meios foram trocados a cada 3 dias e a cultivo permaneceu
por 14 dias. Terminado o periodo de 14 dias, as células foram fixadas em
paraformaldeido 4% e em seguida foi realizada a coloracdo com vermelho de
alizarina para a deteccdo dos ndédulos de hidroxiapatita para a verificacdo da
presenca de matriz mineralizada. Depois de fixadas, as células cultivadas na
presenca ou ndo do suporte foram incubadas em solucdo de vermelho de
alizarina 1mg/mL (Alizarin Red S) por 30 minutos a temperatura ambiente e

lavadas com agua destilada para a remocéo do excesso do corante.

5.8 Caracterizagcao dos suportes de PLA

5.8.1 FTIR-ATR

A técnica de FTIR-ATR (Infravermelho com Transformada de Fourrier de
Reflectdncia Total Atenuada) € uma técnica sensivel as interagdes
intermoleculares. A técnica foi usada para monitorar picos de absorcdo em

regibes especificas para determinar as intera¢des entre os grupos funcionais do

PLA e a mudanca a eles causados pela modificacdo com NaOH. Para a
analise foi utilizado o equipamento Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700. O
espectro foi obtido entre as frequéncias de 4000 e 270 cm -1. As analises foram

obtidas em colaboracédo com a Prof.2 Dra. Sandra Andrea Cruz e seu aluno lago
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Malvestio de Oliveira, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Sao Carlos.

5.8.2 Microscopia de forgca atdmica (AFM)

A microscopia de forca atdmica (AFM) € uma técnica de andlise que
consiste na varredura da superficie de uma amostra com uma sonda a fim de
obter sua imagem topografica com resolucéo atbmica. O AFM opera medindo as
forcas entre a ponteira e a amostra que dependem de diversos fatores como, por
exemplo, dos materiais que comp&em a amostra e a ponteira, da distancia entre
elas, da geometria da ponteira e de qualquer tipo de contaminacédo que houver
sobre a superficie da amostra. O detector mede a flexdo que ocorre quando a
ponta varre a superficie. As analises foram obtidas em colaboracdo com a Prof.2
Dra. Sandra Andrea Cruz, do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Sao Carlos.
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6. Resultados e Discussao

6.1. FTIR-ATR

Os resultados da técnica de FTIR-ATR séo apresentados a seguir (Fig.
8). Caracteristico da eficacia do tratamento alcalino € o surgimento de bandas

caracteristicas de —OH, em torno de 3300 cm™, o que é observado no espectro.

Além disso, com o0 aumento da concentracdo da solucdo de NaOH, essa
banda aumenta de intensidade, sendo maior na concentracdo de 1.0M. Essas
bandas podem ser observadas na figura em 3350, 3303 e 3309 cm

respectivamente para as concentracfes de 0.25, 0.5 e 1.0 M de NaOH.

Outros picos detectados séo os de deformacao axial (bending) do C=0,
comumente em torno de 1750 cm-1, que podem ser observadas nessa regido
nos dois primeiros espectros — sem tratamento e tratados com solucéo 0.25 M

de NaOH.

Para os demais tratamentos, com solugdes mais concentradas, essa
banda sofre uma mudanca, sendo observadas em 1577 cm, podendo ser
explicado pela troca de grupo funcional. Enquanto que nos dois primeiros
espectros (w/o NaOH e 0,25M) existe uma presenca majoritaria de grupos éster,
nos outros dois espectros com concentragdes alcalinas maiores (0,5 e 1,0 M),

0S grupos éster vao sendo substituidos por acidos carboxilicos e hidroxilas.
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Figura 8- Tratamento dos scaffolds de PLA em solucbes de NaOH em diferentes
concentracdes. O espectro compara esses diferentes tratamentos com o polimero ndo

tratado (w/0).
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Embora o PLA contenha uma ligacdo éster localizada nas cadeias
principais (grupo funcional polar) a superficie do PLA ainda necessitava de um
grupo funcional hidrofilico. A hidrolise de ligagbes éster cria novos grupos
terminais que s&o grupos carboxila e hidroxila que podem melhorar a
hidrofilicidade dos scaffolds de PLA (THAM et al., 2014).

A hidrélise é um processo que leva a clivagem de um composto para gerar
outro composto por meio da acdo da agua (MOURA; SUYANTO, 2004), e vem

sendo uma das alternativas para o tratamento quimico da superficie do PLA
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(SCHNEIDER et al., 2020). Na hidrolise alcalina do polimero de PLA, o ion
hidroxido extra é fornecido pelo hidroxido de sddio que atua como enzima para
acelerar a hidrélise na modificacdo da superficie, e a reacdo € conduzida via

ataque nucleofilico de ions hidroxido no carbono carbonil (CROLL et al., 2004).

6.2. AFM

A andlise qualitativa da superficie do PLA hidrolisado com NaOH também
foi investigada por microscopia de forca atbmica (AFM). As imagens de AFM
mostram as modificacbes da superficie do polimero tratado com diferentes
concentracbes de NaOH (Fig.9). Com isso, o AFM revela observacoes
interessantes: pode-se notar um aumento da rugosidade do tratamento com
0,25M de NaOH, quando comparado com a amostra padrdo de PLA puro, além
disso, o PLA tratado com 1,0M NaOH apresentou uma caracteristica ainda mais
interessante com a formacé&o de uma superficie ainda mais rugosa e com micro
agulhas, notando-se uma maior erosdo da superficie e maior profundidade.

Schneider e colaboradores (2020) observaram o mesmo efeito rugoso
com a modificacédo da superficie e um aumento dos defeitos superficiais quando
aumentada a concentracdo de NaOH e o tempo de exposicdo. Trang e
colaboradores (2018) também avaliaram o mesmo efeito, porém em Nano
particulados de PLA. Seus resultados também mostraram um aumento da
rugosidade com o aumento da concentracéo da base.

Esses resultados associados aos resultados de FTIR corroboram com a

efetiva modificacdo superficial do PLA. Sendo esta modificacdo com NaOH
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simples e barata, pode levar a uma ainda maior biocompatibilidade do polimero

devido ao aumento da hidrofilicidade (NOR et al., 2015).

Figura 9- Imagens de AFM mostram as modificagfes da superficie do polimero PLA

tratado com diferentes concentragfes de NaOH (controle, 0,25 e 1,0 M de NaOH).
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6.3. Ensaio de proliferacao e viabilidade celular

Os resultados obtidos a partir do ensaio de resazurina (Fig. 10)
demonstram que a modificacdo quimica do NaOH nos scaffolds de PLA, néo
alterou a viabilidade celular de células MC3T3-E1 em nenhuma concentracao,
sugestionando até uma proliferacdo celular pelo incremento da fluorescéncia ao
longo do periodo de incubacéo (15 dias). Tempo o qual foi feito o ensaio para a
deteccdo dos nédulos de mineralizacao para a verificacdo da presenca de matriz

dssea.

Ainda, na concentracdo de 0,25M nota-se uma viabilidade melhor das
células, podendo ser atribuida ao fato de que nessa concentracao, a modificacao
guimica ainda seja leve. J4 na concentracdo de 0,25M e 1,0M ocorre uma
modificacdo mais agressiva com a introducdo de novos grupos funcionais e a

perca de outros que poderiam ser interessantes para as células.
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Figura 10- Viabilidade de células MC3T3-E1 cultivadas sobre scaffolds de PLA tratados
com diferentes concentracbes de NaOH, em diferentes dias (1,3,5,7,9,11 e 15). As

barras representam os diferentes dias de tratamento.
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A adesao e proliferacéo celular a superficie de um scaffold, é considerada
a relacdo mais importante no processo de interacdo célula-scaffold. Ja que,
somente depois de aderidas, as células vao espraiar, proliferar e sintetizar matriz

extracelular nova (JR; WADA, 2007).

Superficies com moderada hidrofilicidade, presenca de cargas funcionais,
dureza e micro-nanorugosidade tém demonstrado colaborar com a diferenciacéo
de varios tipos celulares, como as células tronco mesenquimais

(PRABHAKARAN et al., 2012), o que corrobora com nosso trabalho.
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Outra questéo relevante para a adeséao e proliferacédo celular adequados
sob o scaffold, € o tamanho dos poros. A distribuicdo uniforme e as
interconexdes dos poros sao importantes para facilitar a formacéo de tecidos na
forma de uma rede organizada, tendo grande aplicacdo na reconstrucéao tecidual

(BAPTISTA; GUEDES, 2021; BRUNELLO et al., 2016).

Uma vez que os poros dos scaffolds desse trabalho ndo foram
padronizados, isso pode ter tido influéncia na proliferacéo celular. Possivelmente
se tivessem 0s poros com tamanhos adequados, entre 100 e 300um (BAPTISTA,;
GUEDES, 2021), as células MC3T3-E1 poderiam ter uma viabilidade ainda

melhor e consequentemente uma proliferacdo maior.

6.4. Adsorcdo da rhBMP-2

A imobilizacéo de proteinas na superficie de materiais poliméricos requer
a presenca de grupos funcionais especificos, como a carboxila (ZHANG et al.,
2007). Este processo € dependente da molhabilidade, da quimica de superficie
e da topografia do substrato (ZHU et al., 2002). Sendo assim, a preparacao da
superficie de polimeros para a imobilizagdo de proteinas, em geral, envolve
a insercdo destes grupos funcionais especificos (ZHU et al., 2004).

Neste presente trabalho, foi realizado, portanto, a modificacdo quimica
dos scaffolds de PLA para uma maior adsor¢ao da proteina rhBMP-2.

Os resultados obtidos pela adsorcéo da rhBMP-2 nos scaffolds de PLA
com ou sem tratamento quimico esta demonstrado na tabela a seguir (Tabela

2). No qual demonstra que houve maior adsor¢cdo da rhBMP-2 no tratamento de
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scaffolds com 0,25 M de NaOH, enquanto que na maior concentragéo de 1M a
proteina nao foi suficientemente adsorvida, podendo ser atribuido ao fato da
tendéncia de saturacéo, ou seja, existe um ponto especifico, determinavel por
isotermas de adsorcdo, onde ndo mais ocorre adsorcdo da proteina

(MENDONCA et al., 2009).

Tabela 2- Valores de adsorcdo da rhBMP-2 em scaffolds de PLA. *rhBMP-2

parcialmente purificada com concentragdo inicial de 0,825 mg/ml.

PLA PLA + 0,25M NaOH | PLA + 1M NaOH
s/tratamento
Concentragcdo rhBMP-2 0,112 mg/ml 0,252 mg/ml 0,141 mg/ml

6.5. Ensaio de sintese de matriz 6ssea por meio do método

colorimétrico com vermelho de Alizarina

Os resultados do ensaio de mineralizagéo se encontram na figura a seguir
(Fig. 11), demonstrando uma maior mineralizagéo no scaffold adsorvido apenas
com a rhBMP-2, sem tratamento quimico e com meio privado de soro. Mostrando
que a adsorcdo de um scaffold somente com a proteina rhBMP-2 foi capaz de
induzir matriz 6ssea, sem precisar de uma prévia modificacdo quimica. A
imagem evidencia também que ndo h& uma relagdo entre as concentracdes
adsorvidas da rhBMP-2 no PLA e a mineralizacdo, ja que na concentracdo de

0,25M onde a proteina foi melhor adsorvida houve menos mineralizacao.
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Figura 11- Ensaio de sintese de matriz 6ssea. Scaffolds de cima representados
pela associacdo da modificagdo com NaOH e adsor¢do com a rhBM-2 em meio
privado de soro. Scaffolds debaixo tratados quimicamente com NaOH em meio
de diferenciacéo (a-MEM suplementado com 10% SFB, 10 mM de B-glicofosfato,

01 mM de dexametasona e 50 mM de acido ascorbico).

Entre os fatores de crescimento, a proteina morfogenética 0ssea-2
(BMP-2) é um fator chave na inducdo da osteogénese e tem sido amplamente
utilizada em abordagens de engenharia de tecidos para o reparo de lesdes
Osseas e defeitos 6sseos (FU et al., 2017).

Muitos estudos relataram que materiais poliméricos incorporados com
BMP-2 podem induzir significativamente a diferenciacdo osteogénica celular,
bem como melhorar a formacdo Ossea (TABATA, 2005; TAKAHASHI;

YAMAMOTO; TAKEOKA et al., 2015; PARK et al., 2017).
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Além disso, a BMP-2 foi aprovada pela FDA dos EUA para uso clinico
para induzir a formacao 6ssea por meio do aumento do recrutamento de células
progenitoras de osteoblastos e angiogénese (SHEN et al., 2016).

O meétodo convencional da combinacdo de BMP-2 em materiais
poliméricos € a incorporacao desses fatores aos materiais durante a fabricacao
desses. No entanto, como a fabricacdo de materiais poliméricos deve usar
solventes organicos, a bioatividade do fator de crescimento sera danificada ou
reduzida (FU et al., 2017).

Comparado a esses métodos convencionais, o0 método de imobilizacéo
vem sendo utilizado. Mais recentemente, um grande nimero de métodos para a
imobilizacdo de fatores de crescimento foi avaliado. Esses métodos incluem
tratamento com plasma, gelatina foto reativa, revestimento de poli (dopamina) e
PLGA conjugado com heparina (SHEN et al., 2008; 2011; SUN; TAN, 2013; GAO
et al., 2016;).

Alguns outros trabalhos também evidenciaram os efeitos da adsorcéo da
rhBMP-2 em polimeros. Lee e colaboradores (1994) observaram que os
osteoblastos cultivados sobre o PLGA adsorvido com a rhBMP-2, obtiveram uma
maior producdo de matriz 6ssea em relacdo aos controles. Experimento

semelhante foi realizado por WHANG e colaboradores (1998).

Outro estudo feito de HOLLINGER e colaboradores (1998) onde a rhBMP-
2 foi adsorvida a uma matriz de colageno |. Quando essa matriz colagénica foi
implantada em porc¢des fraturadas de ossos, houve a neoformacgéao de tecido

0sseo bem como a integracdo do implante com o osso lesado.

GUGALA e colaboradores (2004) estudaram a adsorcao de proteinas

sobre a atividade de osteoblastos cultivados por até trés semanas sobre
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membranas porosas e nao porosas de PDLA. Foi observado que a presenca de
poros néo influenciou a adsorgéo protéica. Além disso, as células mantiveram o
fendtipo de osteoblastos, foram capazes de formar nédulos de mineralizacao, e

produzirem fosfatase alcalina.

Entretanto, nenhum trabalho foi publicado ainda, associando a
modificacdo quimica do polimero PLA e a funcionalizacdo dele com a rhBMP-2.
Como os resultados da adsorgdo da rhBMP-2 demonstraram, a proteina foi mais

adsorvida em uma concentragéo (0,25M).

Entretanto, o ensaio de mineralizacao indica que a conformacéo adotada
pela proteina rhBMP-2 na superficie do biomaterial sem tratamento quimico,
possui maior relevancia para a bioatividade do que a quantidade adsorvida da
proteina no biomaterial modificado quimicamente. Isso demonstra que a rhBMP-
2 de fato, € um fator chave na inducédo da osteogénese, e que a adsorcdo da
mesma ocorre mesmo sem o material ter sido modificado superficialmente para

a introducao da hidrofilicidade e aumento da rugosidade.
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7. Conclusoes

- Scaffolds de PLA:

As caracterizagOes fisico-quimicas (FTIR-ATR e AFM) dos scaffolds tratados
guimicamente com NaOH comprovaram a eficiéncia do tratamento alcalino
demonstrado pelos sais de carboxilatos formados, além do surgimento dos

grupos OH e aumento da rugosidade superficial.

- Ensaio de proliferacao e viabilidade celular:

A modificacdo quimica dos scaffolds de PLA néo alterou a viabilidade, sugerindo

uma proliferacdo ao longo dos dias, das células MC3T3-E1.

- Adsorcao da rhBMP-2 nos scaffolds de PLA modificados quimicamente ou nao:

Houve adsorcdo da rhBMP-2 independente do tratamento, entretanto no PLA

tratado com 0,25M de NaOH, a proteina adsorveu mais.

- Ensaio de sintese de matriz 6ssea:

O ensaio de mineralizacdo demonstrou que a rhBMP-2 é um fator na inducéo da
osteogénese, e que a adsorcdo dela ocorreu mesmo sem o material ter sido

modificado superficialmente.
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