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RESUMO

Problemas 0sseos, tais como malformacdes congénitas, acidentes, tumores e osteoporose, estdo
se tornando cada vez mais comuns. A substituicdo de membros comprometidos por implantes
é uma forma de tratamento muito utilizada. Materiais comumente empregados nessa area sao
facilmente suscetiveis a rejeicao imunoldgica e complicacGes adicionais por tratar-se de metais
ou ligas metalicas. Com o intuito de mimetizar a estrutura do tecido 6sseo e, consequentemente,
driblar esse problema, os biomateriais hibridos, compostos por uma parte organica e uma
inorganica, apresentam-se como fortes concorrentes a substituir os implantes tradicionais. O
que se espera desses materiais, € que apresentem caracteristicas como: biocompatibilidade;
bioatividade, estimulando as células que compdem esse tecido a produzirem um novo tecido; e
biodegradabilidade, ndo necessitando de procedimentos adicionais para remocdo de material
implantado. Diante desse contexto, o presente trabalho propde obter novos biomateriais
hibridos compostos por membranas porosas de acetato de celulose (AC), celulose bacteriana
(CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO) incorporadas com apatita de estroncio (SrAp) através
do método biomimético. Esse método consiste em utilizar uma solucdo de fluido corporal
simulado (SBF) modificada com ions de estroncio (Sr?*). A incorporagdo de SrAp nas
membranas foi avaliada quimicamente por espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e espectroscopia dispersiva de energia (EDS). O Sr?* incorporado nas
membranas foi quantificado por espectrometria de absorcdo atdmica (AAS), onde é possivel
observar que a concentracio de Sr?* adsorvida pelas membranas estudadas ndo apresenta
diferencas significativas ao decorrer dos dias. A microscopia eletronica de varredura (MEV)
demonstra uma deformacdo na estrutura das membranas apds a modificacdo com SrAp. A
difracdo de raios X (DRX) mostra que as membranas modificadas com SrAp apresentaram
diminuicdo em sua cristalinidade. As amostras também foram avaliadas quanto ao seu grau de
intumescimento, apresentando alta hidrofilicidade das membranas de AC, CB e CBO. A
viabilidade celular foi estudada com células de osteoblastos de camundongo (MC3T3-El
Subclone 14) e células de fibroblastos de camundongo (L-929), demonstrando que a
biomineralizagdo dos materiais com SrAp favoreceu a viabilidade celular desses materiais. A
partir desses resultados, pode-se identificar que a celulose bacteriana oxidada biomineralizada
com SrAp pelo método biomimético mostrou-se ser o material mais promissor a ser utilizado

na regeneracao de tecidos 0sseos.

Palavras-chave: Acetato de celulose; Celulose Bacteriana; Biomaterial; Apatita de Estréncio;

Método biomimético.



ABSTRACT

Bone problems, such as congenital malformations, accidents, tumors and osteoporosis, are
becoming very common. Replacing compromised limbs with implants is a widely used form of
treatment. Materials commonly used in this area are easily susceptible to immunological
rejection and additional complications because they are metals or metal alloys. To mimic the
structure of bone tissue and, consequently, overcome this problem, hybrid biomaterials,
composed of an organic and an inorganic part, present themselves as strong competitors to
replace traditional implants. What is expected of these materials is that they present
characteristics such as: biocompatibility; bioactivity, stimulating the cells that are part of this
tissue to produce new tissue; and biodegradability, not requiring additional procedures to
remove implanted material. In this context, the present work proposes to obtain new hybrid
biomaterials composed of porous membranes of cellulose acetate (CA), bacterial cellulose (BC)
and oxidized bacterial cellulose (OBC) incorporated with strontium apatite (SrAp) through the
biomimetic method. This method consists of using a simulated body fluid (SBF) solution
modified with strontium ions (Sr?*). The incorporation of SrAp into membranes was chemically
evaluated by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and energy dispersive
spectroscopy (EDS). The Sr?* incorporated in the membranes was quantified by atomic
absorption spectrometry (AAS), where it is possible to observe that the concentration of Sr?*
adsorbed by the membranes studied does not present significant differences over the days.
Scanning electron microscopy (SEM) demonstrates a deformation in the membrane structure
after modification with SrAp. X-ray diffraction (XRD) shows that membranes modified with
SrAp showed a decrease in their crystallinity. The samples were also evaluated for their degree
of swelling, showing high hydrophilicity of CA, BC and OBC membranes. Cell viability was
studied with mouse osteoblast cells (MC3T3-E1 Subclone 14) and mouse fibroblast cells (L-
929), demonstrating that the membrane biomineralization with SrAp favored the cell viability
of these materials. From these results, it can be identified that oxidized bacterial cellulose
biomineralized with SrAp by the biomimetic method proved to be the most promising material

to be used in the regeneration of bone tissue.

Keywords: Cellulose Acetate; Bacterial Cellulose; Biomaterial; Strontium Apatite;

Biomimetic method.
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1. INTRODUCAO

Problemas 6sseos mostram-se a cada dia mais comuns, inclusive, pesquisas na area
apontam que, com 0 aumento na idade média da populagcdo houve também um aumento
constante no nimero de casos associados a essas questdes (BLACK et al., 2015). Dentre os
varios causadores desse problema, pode-se citar as falhas na estrutura 6ssea provenientes das
malformacdes congénitas, acidentes, tumores e osteoporose. Com base nos diversos problemas
relacionados a defeitos presentes na estrutura 0ssea, 0s enxertos e implantes 6sseos surgem
como uma alternativa ao seu tratamento (HU et al., 2019). Os enxertos 0sseos sdo materiais
0sseos que sao retirados de outros locais do corpo para serem implantados no local que necessita
desse reparo, ja o implante, € um material produzido para substituir partes danificadas da
estrutura Ossea. Alguns materiais comumente utilizados com a finalidade de reparar ou
substituir defeitos dsseos sdo suscetiveis a rejeicdo imunoldgica e complicacdes adicionais
(WINDHAGER; HOBUSCH; MATZNER, 2017). Com isso surge a necessidade da producéo
de novos biomateriais que, além de apresentarem biocompatibilidade, sejam também bioativos,
ou seja, estimulem as células que compBem esse tecido a interagirem de forma a restaurar o
tecido danificado. A degradacdo desse material também é um ponto de fundamental
importancia, pois a medida que o novo tecido é formado, espera-se que o biomaterial degrade-
se, assim nao necessitando de procedimentos extra para sua retirada ap0s o tratamento
(FRAGAL et al., 2019; YANG, M. et al., 2016).

O tecido 6sseo é composto por uma fase organica e uma inorganica, sendo essa
ultima formada principalmente por nanocristais de hidroxiapatita (HA). Com base nessa
composicdo, pesquisas na area de biomateriais voltados a engenharia de tecidos propuseram
uma série de materiais que mimetizam essa estrutura partindo da utilizagido de biopolimeros
(fase organica) mineralizados com a prépria hidroxiapatita (fase inorganica). Esses biomateriais
sdo classificados como compdsitos, pois sdo formadas por duas ou mais fases, e exibem
propriedades superiores quando comparados as fases separadas. Nesse caso, a fase organica
aumenta a flexibilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e reduz a compactacdo. A
inorganica, além de ndo tdxica, favorece a resisténcia mecanica, estabilidade térmica e favorece
a osteointegracdo. Além disso, em conjunto, ambas as fases podem induzir a regeneragdo dssea
por meio da proliferacdo de células osteoprogenitoras (osteoblastos e ostedcitos) para dentro da
matriz composita (GOUMA et al., 2012; SOUZA et al., 2017).
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Muitos polimeros sdo utilizados como base orgdnica na producdo desses
biomateriais. Compdsitos a base de derivados da celulose, como celulose bacteriana oxidada
(CBO) e acetato de celulose (AC), vém sendo amplamente usados na area biomédica, seja para
a entrega controlada de drogas (WSOO et al., 2020) ou para a engenharia de tecidos
(RAMANATHAN et al., 2020), pois estes apresentam melhor solubilidade e
consequentemente, melhor biodegradabilidade, em relacéo a celulose pura. Entre as pesquisas
relacionadas a utilizacdo de compdsitos contendo celulose como base, pode-se citar o estudo
desenvolvido por Fragal et al. (2019), onde propuseram a producdo de nanocompaositos usando
nanowhiskers de celulose quimicamente funcionalizados e combinados com cristais de
hidroxiapatita sintetizados pelo método biomimético, demonstrando grande potencial na

engenharia de tecido 6sseo.

Com o intuito de melhorar as propriedades relacionadas a regeneracdo do tecido
0sseo, pesquisas abordam a utilizacdo do estréncio (Sr) como substituinte aos ions de célcio
(Ca) presentes na HA biologica, formando a apatita de estroncio (SrAp), pois o Sr acelera a
regeneracdo 0ssea, devido suas propriedades de estimular a proliferacdo dos osteoblastos e
inibir a acdo dos osteoclastos (HORI; HIRANO; OHTA, 2017; JIMENEZ et al., 2019) além de
apresentar um comportamento antibacteriano, evitando infeccao e consequentemente falhas em
implantes (ANASTASIOU et al., 2019; COCHIS et al., 2020). Luz e colaboradores (2018)
desenvolveram materiais hibridos de celulose bacteriana (CB) e HA funcionalizados com ions
Sr?* por meio do método de ciclos de imerséo, e obtiveram membranas com grande potencial a
serem usadas na regeneracdo 6ssea. Mesmo ja havendo pesquisas na area que apresentam
resultados interessantes utilizando a celulose, um problema ainda observado € a citotoxicidade
desses materiais, pois 0s produtos de degradacdo da celulose (e derivados), como o acido
butirico e o acido acético (LUZ et al., 2020), tornam 0 ambiente hostil ao bom desenvolvimento

dessas células.

Tendo em vista o problema descrito anteriormente, nesse trabalho foram produzidos
e caracterizados, novos biomateriais hibridos a base de celulose bacteriana (natural e oxidada)
e acetato de celulose comercial com apatita de estréncio biomineralizada por meio do método
biomimético, com o intuito de avaliar seus potenciais como materiais a serem aplicados no
processo de regeneracdo Ossea. Esse método é utilizado com o intuito de obter um material

estavel, com propriedades favoraveis a proliferacdo de osteoblastos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Biomateriais

Ao longo dos anos, o termo ‘“biomaterial” ganhou varias defini¢des. Park &
Bronzino (2003) o definiram como “um material sintético usado para substituir parte de um
sistema vivo ou para funcionar em contato intimo com o tecido vivo”. J& Chen e Thouas (2014)
os definiram como “substancias projetadas para assumir uma forma que, sozinha ou como parte
de um sistema complexo, é usada para dirigir, por controle de interacbes com componentes de
sistemas vivos, 0 curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico”. Sendo assim,
eles podem ser empregados em diversos setores, como por exemplo na engenharia de tecidos,
area ortopédica e em tratamentos dentarios. Para que um material se enquadre nesse setor, é

importante que apresentem uma série de caracteristicas, tal como, boa biocompatibilidade.

Os biomateriais podem ser classificados por diversos fatores: 1) quanto ao tipo de
resposta bioldgica e 2) quanto aos tipos de materiais empregados em sua confec¢do. Em relacdo
a resposta biologica, podem ser divididos em bioinertes, bioativos, biorreabsorviveis
(SULTANA; BANDYOPADHYAY-GHOSH; SOON, 2020), biodegradaveis e biomiméticos.

Os materiais bioinertes sdo aqueles que provocam o minimo possivel de resposta
ao hospedeiro; bioativos sdo aqueles que reagem de forma a favorecer a formacao de tecido e
estabelecer uma interface de suporte as cargas funcionais; biorreabsorviveis sdo aqueles que
sdo dissolvidos e substituidos por um novo tecido; biodegradaveis sdo aqueles que apresentam
decomposicdo rapida e sdo rapidamente absorvidos pelo organismo; e biomiméticos sao aqueles

gue mimetizam propriedades de materiais ja existentes no organismo.

Quanto ao tipo de material, eles podem ser divididos principalmente em quatro
categorias segundo Naidu, Wadher e Umekar (2021): 1) os polimeros, sintéticos e naturais, 0s
quais apresentam grande flexibilidade e facilidade de se trabalhar, podendo citar a
policaprolactona e a celulose, respectivamente; 2) os metais e suas ligas, caracterizados pela
sua forga, resisténcia e ductibilidade, podendo citar o titanio; 3) as ceramicas, sendo muito
biocompativeis e inertes, como exemplo temos a hidroxiapatita; e 4) os compdsitos, materiais
formados pela juncdo de dois ou mais materiais com o intuito de formar um material com
melhores propriedades, como os materiais hibridos a base de celulose e hidroxiapatita. A Figura

1 apresenta uma ilustracdo dessa divisdo dos biomateriais.
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Figura 1 — Classificacdo dos biomateriais quanto ao tipo de material.

BIOMATERIAIS

Fonte: Adaptado de Park & Bronzino (2003).

2.2. Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é definido por Kalfas (2001) como sendo um tecido bioldgico
dindmico, que contém em sua composicdo células metabolicamente ativas integradas em uma
estrutura rigida, as quais estdo em constante processo de deposicdo, reabsorcao e remodelacao
0ssea, 0 que auxilia no processo de cicatrizagdo. Diante disso, € considerado um dos tecidos
conjuntivos mais ativos metabolicamente no corpo humano (BUCK; DUMANIAN, 2012), ao

mesmo tempo que complexo.

A Figura 2 apresenta a estrutura tridimensional do osso, exibindo alguns
componentes detalhadamente. Esse 6rgdo possui duas categorias principais, 0 0SS0 esponjoso,
o qual é representado pela estrutura trabecular e pode ser observada a presenca de células
especializadas em sua estrutura. Os osteoblastos (massa branca) e seus derivados, 0s ostedcitos
(presentes nas lacunas), sdo duas dessas células, as quais sdo classificadas como células
osteoprogenitoras. Elas recebem essa classificacdo por tornarem-se células formadoras de 0ssos
(NAKAMURA et al., 2020), em que os osteoblastos sintetizam e secretam matriz 6ssea
organica e 0s ostedcitos secretam outras substancias importantes para a formagdo do 0sso. Os
osteoclastos (pontos pretos), também conhecidos como células gigantes, sdo células que
originam-se do tecido hematopoiético e sdo responsaveis pela reabsorcao e remodelacdo dssea
(JACOME-GALARZA et al., 2019). A outra categoria € 0 0ss0 denso, que constitui o sistema
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Haversiano, responsavel pela passagem e prote¢do de vasos sanguineos, veias, artérias e nervos
(BUCK; DUMANIAN, 2012; QIU; CUI; WANG, 2019).

Figura 2 — Estrutura tridimensional do 0sso.
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Fonte: Adaptado de Buck & Dumanian (2012).

O o0sso é composto, principalmente, por material inorganico, onde em sua maioria
constitui-se por hidroxiapatita e apatita carbonatada; ja a por¢do orgéanica do 0sso é composta
principalmente por colageno do tipo I; e uma pequena parcela de agua (AN et al., 2016; BUCK;
DUMANIAN, 2012; QIU; CUI; WANG, 2019).

Problemas 6sseos, tais como malformacgdes congénitas (casos que envolvem
defeitos estruturais ou funcionais em um feto em desenvolvimento), acidentes, tumores e
osteoporose (perda da densidade Ossea), estdo se tornando cada vez mais comuns. A
substituicdo de membros comprometidos por implantes pode ser apresentada como uma forma

de tratamento convencional.
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Uma pesquisa realizada por Kinalski et al. (2020) constatou que, s6 na ultima
década (janeiro de 2010 a dezembro de 2019), o Sistema Unico de Satde (SUS) forneceu um
total de 143.037 implantes dentarios. Ja em relacdo a implantes ortopédicos, de 2008 a 2018,
estatisticas do SUS indicam que o Brasil implantou 120 mil proteses de quadril e mais de 60
mil de joelho (LUCHETTI, 2018). O lado negativo relacionado aos implantes ortopédicos se
d& pelo fato de que materiais comumente utilizados na fabricacdo de implantes tradicionais
podem ser suscetiveis a rejeicdo imunologica e complicacdes adicionais (JANICKI,
SCHMIDMAIER, 2011), pois tratam-se de estruturas muito distintas quando se ¢ analisada a

rigidez desses materiais.

A Tabela 1 apresenta 0 modulo de Young, ou modulo de elasticidade, de
determinados materiais. Essa propriedade mecanica € responsavel por expressar,
numericamente, a rigidez de materiais solidos. Sendo assim, um ponto importante de ser
comentado, é a enorme diferenga observada entre o médulo de Young do 0sso e do Titanio (Ti)
e suas ligas (materiais comumente utilizados na confeccao de implantes), no caso da Tabela 1,
a liga de titanio e tantalo, o que pode acabar causando atrofia do 0sso ao redor do implante, pois
esse ambiente recebera menor carga devido sua menor rigidez. Quanto maior for o seu médulo
de elasticidade, mais rigido seré esse material e menor sera a deformacdo elastica resultante de

uma tensao.

Tabela 1 — Modulo de Young para diferentes materiais.

MATERIAL MODULO DE Referéncia
YOUNG (GPa)

Osso denso (cortical) 13,7 Soni et al. (2008)
Osso esponjoso 7,93 Soni et al. (2008)
Titanio 115 Zhao et al. (2019)
Ti—25Ta 89 Zhao et al. (2019)
Celulose vegetal 3 Yadav (2018)
Celulose Bacteriana 0,0053 Vasconcelos (2019)
Celulose Bacteriana Oxidada 0,0017 Vasconcelos (2019)
Acetato de Celulose 0,4 Aboamera et al. (2019)
Hidroxiapatita 0,49 Ahangari et al. (2021)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Pode-se observar ainda na Tabela 1, o mddulo de Young da hidroxiapatita,
componente inorgénico do 0sso, e da celulose (e derivados), polimero amplamente utilizado
como matéria prima de biomateriais voltados a engenharia de tecidos. Esses polimeros
apresentam um valor significativamente menor que 0s observados para 0 0ss0, 0 que pode se
dar pela sua estrutura altamente porosa. Alguns estudos, como o desenvolvido por Ran et al.
(2017), demonstraram que a mineralizacdo de HA em polimeros como a CB elevou a rigidez

desses materiais.

Mediante a complexibilidade em entender a estrutura do tecido d6sseo, muitos
pesquisadores estudam tratamentos alternativos relacionados a formas de mimetizar a estrutura
Ossea utilizando-se de materiais biocompativeis e que ja fazem parte de sua composicédo, por
exemplo, Ke et al. (2019) e Miranda et al. (2019) realizaram por meio de técnica a laser, a
deposicdo de HA em Ti e liga de Ti, respectivamente, com o intuito de melhorar as
caracteristicas dos implantes ortopédicos tradicionais.

2.3. Celulose

A celulose é o polimero natural, ou seja, o polimero produzido por seres vivos, mais
abundante no mundo, podendo ser encontrado nas plantas (constituindo suas paredes celulares),
sendo obtido, principalmente, a partir da madeira. A celulose é um carboidrato de cadeia linear
do tipo polissacarideo, de formula molecular (CsH100s)n, formado por moléculas de glicose
unidas por ligacdes covalentes, conhecidas como ligagdes glicosidicas. Sua estrutura molecular
pode ser vista na Figura 3. Por ser o principal componente da parede celular das plantas, esta
associada a outros biopolimeros, como lignina, pectina e hemicelulose, o que pode afetar
significativamente os processos de purificagdo desse material. Uma forma de contornar esse
problema é realizar a producdo da celulose por meios alternativos, como a partir de bactérias.
A celulose obtida por meio de bactérias é nomeada de celulose bacteriana, a qual conta com

métodos mais simples e baratos de purificacdo, além de ndo agredir o meio ambiente.
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Figura 3 — Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: Adaptado de O’Sullvian (1997).

A CB é produzida a partir de bactérias, como por exemplo as do género
Komagataeibacter, que além de requererem métodos simples de purificacdo, apresentam um
menor tempo de obtencdo quando comparada a celulose vegetal (GALDINO et al., 2019). A
CB é formada por fibras com espessuras em escalas micro e até mesmo nanomeétricas, as quais
sdo excretadas pelas bactérias durante o processo de fermentacgdo estatica (CACICEDO et al.,
2016). Essa caracteristica pode assegurar ao material propriedades superiores as identificadas
para celulose vegetal (GALDINO et al., 2019). Os arranjos de micro e nanofibras da CB lhe
conferem elevadas propriedades mecanicas, como alta resisténcia a tracdo, elasticidade,
durabilidade e elevada capacidade de retencdo de &gua. Esse material possui alta
biocompatibilidade (BARUD et al., 2015), o que favorece sua utilizacdo como componente de
biomateriais compdsitos, como membranas para a entrega de drogas (TREESUPPHARAT et
al., 2017; WEYELL et al., 2019) e na producéo de scaffolds a serem utilizados na engenharia
de tecidos (PANG et al., 2020; STUMPF et al., 2018).

A CB é rica em alomorfismo Io, e como pode ser observado pela Figura 3, a celulose
apresenta uma grande quantidade de grupos hidroxila em sua estrutura, consequentemente, de
ligagOes de hidrogénio, o que resulta em um material com alta cristalinidade, capacidade de
absorcéo de liquidos e resisténcia a tracdo (CACICEDO et al., 2016; PANDELE et al., 2017).
Como consequéncia dessas caracteristicas, esse material apresenta uma baixa solubilidade em
meios aquosos (MEDRONHO et al., 2012) e baixa degradabilidade quando implantado, uma
vez que organismos animais ndo produzem a enzima celulase, capaz de clivar as ligagoes
covalentes presentes na cadeia de celulose (GATENHOLM; RENNECKAR, 2012). Diante

desse problema, para ser utilizada na producdo de biomateriais buscam-se alternativas que
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agreguem uma melhor degradabilidade ao material sem perder as caracteristicas importantes da
celulose, pois espera-se que esse material seja degradado para que um novo tecido tome o seu
lugar. Dois exemplos que merecem destaque é a oxidacdo da CB e a utilizacdo de ésteres de

celulose, como o acetato de celulose (AC).

A oxidacdo da CB pode ocorrer por meio da utilizagdo de reagdes de oxidagédo
usando o ion periodato (1047, 0 qual se mostra bastante seletivo para os grupos hidroxila,
ligados aos carbonos 2 e 3, presentes na estrutura da celulose. Como resultado dessa reacao, ha
a formagdo de grupos aldeido, formando assim a 2,3 dialdeido-celulose (DAC) (KIM et al.,
2000). Essa reacdo foi descrita por Vasconcelos (2019) e € mostrada na Figura 4. Nesta reacéo,
as ligacdes entre os carbonos 2 e 3 do anel D-glicopiranose sdo clivadas, permitindo a insercédo
de dois grupos aldeido. Como consequéncia, hd uma grande melhoria na degradacdo do
material, porém as fibras formam aglomerac@es e a porosidade e as propriedades mecéanicas sdo
reduzidas (LUO et al., 2013).
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Figura 4 — Mecanismo de reacao de oxidagéo da celulose com periodato (104°) catalisada por
meio &cido.
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Fonte: Adaptado de Vasconcelos ( 2019).

Outro derivado da celulose muito importante, e ja citado anteriormente nessa se¢éo,
é 0 AC. Esse polimero se enquadra como um éster de celulose, contendo grupos acetila em sua
estrutura (Figura 5), o que, além de manter as propriedades da celulose, torna-o sollivel em
solventes organicos aproticos polares (PANDELE et al., 2017), pois reduz a formacao de pontes

de hidrogénio e compactacéo da estrutura, 0 que aumenta sua taxa de degradacéo.
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Figura 5 — Estrutura quimica do Acetato de Celulose (AC).
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Fonte: Adaptado de Biswas et al. (2006).

2.4. Estroncio

O estroncio, de simbolo Sr, é um elemento quimico da familia dos metais alcalino
terrosos (grupo 2 da Tabela Periodica). Esse metal é muito abundante na natureza e €
encontrado, principalmente, a partir dos minerais celestita, composto por sulfato de estroncio
(SrS0s), e estroncianita, composto por carbonato de estroncio (SrCOs).

Os fons de estroncio (Sr?*) se assemelham aos de calcio (Ca?*), por possuirem raio
atdmico proximo, valéncia igual e rotas metabdlicas biogquimicas comuns. Sendo assim, Yang
e colaboradores (2011) desenvolveram uma pesquisa a fim de identificar se 0 Sr promoveria a
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais humanas (MSCs) e descobriram que, além disso,
ele aumenta a formagé&o 0ssea in vivo atraves da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina, a qual regula
diversos fendmenos, entre eles os relacionados a diferenciacdo, polarizagdo e migracéo celular.
Ja existem no mercado medicamentos onde o Sr é utilizado como principio ativo, como
exemplo, o ranelato de estroncio (SrR). Essa droga é prescrita para o tratamento em casos de
osteoporose do tipo grave, principalmente durante a pds-menopausa, a qual atinge mulheres
acima dos 50 anos (FRASNELLI et al., 2017). Entretanto, se esse medicamento for
administrado a longo prazo pode acarretar uma serie de complicacbes como coagulos
sanguineos, reacdes cutaneas graves, perturbacdes da consciéncia etc.
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Muitos pesquisadores, como Luz et al. (2020) e Frasnelli et al. (2017),
desenvolveram trabalhos na area da engenharia de tecidos 0sseos, investigando a incorporacgéo
de Srem HA, substituindo o Ca por esse metal, formando a SrAp (Figura 6). Ambos obtiveram
resultados positivos. LUZ e colaboradores (2020) observaram que houve degradacdo do
material em condicdes fisioldgicas, bioatividade do material, baixa citotoxicidade e resposta
inflamatdria, aumento do reparo do tecido conjuntivo (LUZ et al., 2020), ja& Frasnelli e
colaboradores (2017) identificaram a biocompatibilidade desse compoésito e sua elevada
capacidade de proliferacdo de células de osteossarcoma SAOS-2.

Figura 6 — Estrutura molecular da Apatita de Estréncio (SrAp).
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2006) e Luz (2016).

30



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Desenvolver materiais inovadores a base de celulose bacteriana (natural e oxidada)
e acetato de celulose biomineralizados com apatita de estroncio através do método biomimético,
0s quais apresentem potencial para atuar como biomateriais destinados a auxiliar a regeneragéo

do tecido 6sseo,

3.2. Objetivos especificos

e  Produzir membranas de celulose bacteriana e acetato de celulose;

o Realizar a oxidacdo das membranas de celulose bacteriana via periodato de sodio;

e Biomineralizar as membranas obtidas com apatita de estroncio utilizando o método
biomimético;

o Identificar a incorporagéo de estréncio nos materiais celuldsicos;

e Caracterizar as membranas quanto a sua composic¢ao quimica e morfologia;

e Avaliar a citotoxicidade dos biomateriais produzidos com células de fibroblastos de
camundongo (L-929) e osteoblastos de camundongo (MC3T3-E1 Subclone 14).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

O acetato de celulose (Mwm = 30.000 g.mol?) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). A acetona, glicose, acido citrico, cloreto de sddio, bicarbonato de sédio, cloreto de
potéssio, fosfato dipotéssico, cloreto de magnésio e o acido cloridrico foram obtidos pela Neon
(S&o Paulo, SP, Brasil). A peptona foi obtida da KASVI (S&o José do Pinhais, PR, Brasil) e 0
extrato de levedura foi obtido pela ACUMEDIA (Lansing, Michigan, USA). O fosfato de sodio
dibasico, sulfato de sdio e o cloreto de estréncio foram obtidos pela DINAMICA (Indaiatuba,
SP, Brasil). Agua ultrapura (tipo 1) foi obtida por meio de um Milli-Q® Direct Water
Purification System (EMD Millipore, Burlington, MA, EUA).

4.2. Métodos
4.2.1. Producéo de membranas de Celulose Bacteriana (CB)

Para a producdo das membranas de celulose bacteriana (CB) foram utilizadas cepas
de Komagataeibacter hansenii (ATCC 53582) e o procedimento foi realizado no Laboratério
de Tecnologia da Biomassa (LTB) da EMBRAPA Agroindustria tropical. Inicialmente, foi
preparado o meio de cultura para preparacao do indculo, como descrito por Hestrin & Schramm
(HS) (1954): 20 g-L* de glicose, 5 g'L™* de peptona, 5 g'L* de extrato de levedura, 1,15 g-L*
de 4cido citrico e 2,7 g-L! de fosfato de sédio dibasico foram dissolvidos em agua e agar. A
ativagdo do organismo ocorreu a 30 °C durante 72 h em meio HS contendo agar. Em seguida,
parte da massa foi removida e colocada em frasco Scott, contendo 100 mL do meio HS e
incubado a 30 °C por mais 3 dias. Depois disso, foi adicionado 5% (v/v) do in6culo em frascos

Scott com 100 mL de meio liquido HS, e incubado durante 5-6 dias a 30 °C.

Ap0s o periodo de incubagéo, as membranas de CB foram lavadas em &gua corrente
e, posteriormente, iniciou-se o processo de purificagdo, que consistiu em imergir as membranas
em agua destilada e aquecé-las a 80 °C por 1 h. Esse procedimento foi realizado duas vezes
para remover o excesso de meio de cultura e o contetido microbiano. Para a remogdo completa
das bactérias e do meio de cultura, a CB foi tratada duas vezes com uma solucdo de K>CO3 0,3
mol.Lta 80 °C por 1 h. Finalmente, as membranas de CB purificadas foram lavadas com agua

destilada a 25 °C até atingirem pH neutro.
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4.2.2. Oxidacéo da Celulose Bacteriana (CBO)

A oxidagdo da CB foi baseada na metodologia descrita por Vasconcelos et al.
(2020). Primeiramente foi realizado o pré-tratamento das membranas purificadas, que consiste
na imersdo do material em solucdo de KCI-HCI (pH 1) durante 24 h. Posteriormente as
membranas de CB foram adicionadas ao sistema de reagdo contendo periodato de sddio (NalO4)
dissolvido na mesma solucdo de KCI-HCI (pH 1) utilizada anteriormente, pré-aquecida a 55 °C
e com rotacdo constante de 125 rpm em um Banho Maria Dubnoff (Quimis, Q226M, Diadema,
SP, Brasil). A reacdo de oxidacdo ocorreu durante 6 h sob auséncia de luz. A oxidacdo foi
realizada de acordo com as seguintes razdes experimentais: BC/NalO4 (1,0 g/1,5 g) e BC/KCI
— HCI (0,356 g/50 mL). Ap6s o periodo de oxidacdo, a reagdo foi parada pela adicdo de 12,5
mL de etilenoglicol a 25 °C durante o periodo de 1 h, com a finalidade de decompor o periodato
restante. Por fim, o material resultante foi lavado diversas vezes com agua deionizada a 25 °C

até atingir pH 7.

4.2.3. Producéo de membranas de Acetato de Celulose (AC)

As membranas de AC foram produzidas preparando uma solucdo de acetato de
celulose a 2% (m.vt) em acetona P. A. (NANDI; UPPALURI; PURKAIT, 2009). Essa soluc&o
foi mantida sob agitacdo constante (500 rpm) e temperatura ambiente durante o periodo de 1 h
em um agitador magnético (Drehzahl electronic, IKAMAG REO, Alemanha) e, posteriormente
foi sonicada durante 30 minutos em um banho ultrassonico (Unique, USC 1450, Brasil) com o
intuito de dissolver e homogeneizar completamente a solugdo. Em seguida, 25 mL dessa
solugéo foi colocada em placas Petri de vidro (8x1,5 cm) para a formag¢do da membrana por
meio da evaporagéo do solvente utilizado (acetona) em temperatura ambiente por cerca de 30
min. Passado esse tempo, as membranas foram lavadas repetidas vezes com agua destilada,

secas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) e entdo armazenadas para testes e processos futuros.
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4.3. Técnicas de Caracterizagdes
4.3.1. Grau de intumescimento e Bioatividade in vitro

O grau de intumescimento (em %) e a bioatividade foram avaliados de forma
semelhante, conforme o método descrito por Liu et al. (2005). As membranas de celulose
bacteriana (CB), celulose bacteriana oxidada (CBO) e acetato de celulose (AC), foram secas e
cortadas em tamanhos de 1 cm?2. Posteriormente elas foram testadas em dois solventes distintos,
agua destilada (pH 7) e SBF (pH 7,4), com o intuito de avaliar seu comportamento de
intumescimento e biomineralizacdo, respectivamente. A solucdo de SBF utilizada nesse teste
foi feita sequindo a metodologia proposta por Bohner & Lemaitre (2009). As amostras foram
imersas nessas solucdes (10 mL) em uma temperatura de 25 + 1 °C e retiradas em intervalos
fixos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30 e 40 min. O excesso de solvente foi retirado com papel filtro
(Quanty, 8 um) e as amostras foram posteriormente pesadas. Os testes foram realizados em

triplicata. O grau de intumescimento foi calculado de acordo com a equagédo 1:

MM 100

Gl = m (Equacéo 1)

Onde: Gl é o grau de intumescimento, m; € a massa da amostra inchada e ms € a massa amostra

Seca.

4.3.2. Biomineralizagéo de SrAp

Para realizar a incorporacdo da apatita modificada com Sr?* nas membranas ja
produzidas (CB, CBO e AC), foi seguido o método biomimético. O fluido corporal simulado
(SBF) foi produzido seguindo a metodologia proposta por Bohner & Lemaitre (2009) com a
substituicdo da solucéo de cloreto de célcio (CaClz) presente em sua composicao por cloreto de
estroncio (SrCl). Com o intuito de evitar a precipitacdo prévia da apatita, duas solucdes, A e
B, contendo 500 mL cada, foram preparadas sob agitacdo lenta constante. A composi¢édo dessas
solucBes estdo presentes na Tabela 2. Apds o preparo das duas primeiras, a solugdo B foi
adicionada lentamente a solucdo A para ocorrer a formacdo do SBF modificado (m-SBF) com
fons Sr?*,
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Tabela 2 — Composic¢édo do fluido corporal simulado (SBF).

~ SOLUCOES (g.L Y
COMPOSICAO
A B
NaCl 6,213 6,213
NaHCO:3 5,948 -
KCI 0,450 -
K2HPO4-3H20 0,462 -
MgCl2-6H20 0,622 -
SrClz - 0,381
Na2SOas 0,144 -
HCI 1M 0,850* 0,850*

* Unidade de medida: mL.L*
Fonte: Adaptado de Bohner & Lemaitre (2009).

As membranas, ainda umidas, foram imersas em solu¢do de m-SBF em um Banho
Maria Dubnoff (Quimis, Q226M, Diadema, SP, Brasil) com temperatura de 37,0 + 0,5 °C e
agitacdo leve, por periodos de 7 e de 14 dias. A proporg¢do utilizada foi a mesma apresentada
no Item 4.3.2., 1 cm? de material para 10 mL de m-SBF. Apo0s os periodos pré-estabelecidos,
as membranas dispostas na Tabela 3 foram obtidas e lavadas com agua destilada, congeladas e

posteriormente secas por liofilizacdo durante 48 h e armazenadas para futuros testes.
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Tabela 3 — Membranas obtidas ap06s o processo de biomineralizacéo de SrAp.

Polimero Dias em contato com m-SBF Nomenclatura

0 CB

Celulose Bacteriana 7 CB7dSrAp
14 CB14dSrAp
0 CBO

Celulose Bacteriana Oxidada 7 CBO7dSrAp
14 CBO14dSrAp
0 AC

Acetato de Celulose 7 ACOQO7dSrAp
14 ACO14dSrAp

Fonte: Elaborada pela autora.

Para observar a quantidade incorporada de estrdncio nas matrizes hibridas, usou-se
a metodologia descrita por Luz (2016). Foram coletadas aliquotas das solucdes utilizadas e
medidas as concentracOes residuais de estroncio por meio de Espectrometria de Absorgédo
Atdmica (AAS) (AA240FS FAST Sequential Atomic Absorption Spectrometer), no
comprimento de onda de 460 nm, correspondente ao estréncio. Essa anéalise foi realizada no
Laboratorio Nucleo de Aguas (LANAGUA) da Universidade Federal do Ceard. As
especificacbes de funcionamento do equipamento foram: utilizacdo de l&mpadas de catodo oco
de Sr e a utilizacdo de acetileno e ar comprimido como gas combustivel e gas suporte,
respectivamente. Os valores fornecidos estdo em absorbancia (abs), necessitando a utilizacdo
de uma curva de padronizagdo para calcular as concentragdes das amostras. A curva padréo foi
preparada nas concentracdes de 0 - 7 mg-L?, obtidas a partir da solugdo padrdo de Sr
(SpecSol®, Séo José dos Campos, Brazil) com adicéo do supressor de ionizagao K (2000 mg-L-
1Y e removedor de interferentes, lantanio (La) 1%, para aumentar a sensibilidade do
equipamento devido a utilizacdo do gés ar-acetileno. Com os valores de absorbancia foi plotado
um gréafico (mg-L* vs. abs) e entdo determinada a equacéo da reta. O célculo da quantidade de

Sr incorporada, ou seja, da quantidade adsorvida pela membrana, esta disposto na Equagéo 2:
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Q,, = G~V (Equacio 2)

Onde: Qads € a quantidade adsorvida de Sr por unidade de massa da amostra de membrana no
tempo t (mg-g™); Co é a concentragdo inicial de Sr na solu¢io de m-SBF (mg-L™?); Ct é a
concentracéo de Sr na solucéo de m-SBF no tempo t (mg L™?); V é o volume da solugdo de m-
SBF usada no experimento (L); e m é a massa Umida da amostra de membrana utilizada (g).

4.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura - Espectroscopia por Energia Dispersiva
(MEV-EDS)

As micrografias de MEV acompanhada dos dados de EDS foram obtidos com o
intuito de averiguar o material quanto a sua morfologia e composi¢do quimica presente em sua
superficie. Essas andlises foram realizadas na Central Analitica-UFC (financiada pelos
programas Finep-CT-INFRA, Pré-Equipamentos CAPES, e MCTI-CNPg-SisNano2.0). As
amostras foram montadas em stubs utilizando-se de fitas de carbono e recobertas com uma fina
camada de ouro (20 nm) usando um aplicador sputter (K650, Emitech, Franca) e observadas
usando um microscopio eletronico de varredura Quanta 450 FEG (FEI Company, Hillsboro,
Oregon, EUA). Os diametros dos poros/fibras das membranas estudadas foram medidos a partir
das imagens obtidas pelo MEV usando o software ImageJ (dominio publico). Foram medidos

135 pontos de cada uma das imagens observadas.

4.3.4. Difracéo de raios X (DRX)

Com o intuito de analisar a cristalinidade das membranas estudadas, 0s espectros
de DRX foram obtidos a partir das membranas secas dos materiais estudados, juntamente ao
Laboratorio de Raios X-UFC, utilizando um X'Pert PRO MPD (40 kV, 40 mA, PANalytical
B.V, Holanda) com radiacdo CuKo. (A = 1,5406 A), com velocidade de varredura de 0,5°-min”
e Angulo de 26, variando de 10° - 100°. Os dados resultantes desse processo foram ajustados
usando o software Origin8 (OriginLab Corp, Northampton, Massachusetts, USA). O indice de
cristalinidade (ICr), foi calculado seguindo 0 método empirico proposto por Segal et al. (1959),

presente na Equacdo 3.
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-1
ICr:{ tl a]100 (Equacéo 3)

t

Onde: I; representa a intensidade méxima da reflexdo cristalina localizada proxima ao angulo
20 ~ 20°; e la representa a intensidade de difragdo da banda amorfa localizada proxima ao
angulo 26 ~ 18°.

4.3.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O estudo dos espectros de FTIR foi realizado com o intuito de confirmar a interacao
entre as membranas e a SrAp por meio da presenca de grupos funcionais que as comp&em. Foi
utilizado o equipamento Perkin EImer® modelo spectrum two. As amostras foram moidas e
compactadas com brometo de potassio (KBr) (5% m.m™). A faixa de leitura foi entre 4000 cm™*

— 400 cm™L, com resolucéo de 4 cm™ e 32 varreduras.

4.3.6. Ensaio de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade dos materiais foi avaliada pelo método indireto, seguindo a
metodologia protocolada pela norma regulamentadora 1SO10993-12 (2012) no qual a
viabilidade celular é medida ap6s a exposicdo das células aos extratos da amostra. Para a
preparacdo dos extratos, inicialmente, as amostras foram cortadas em formato quadrado com
area aproximada de 100 mm?e esterilizadas por meio de autoclave, com temperatura de 121 °C
durante um periodo de 20 min. Amostras liofilizadas de cada material foram colocadas em
placas de 24 pocos (cada uma em um pogo diferente) com 1 mL de meio de cultura, sendo parte
delas com DMEM suplementado (10% FBS e 1% penicilina-estreptomicina) e a outra parte
com a-MEM suplementado (10% FBS e 1% penicilina-estreptomicina). Posteriormente elas
foram incubadas a 37 °C por 24 h (5% de CO. e 95% de umidade). Ap0s o periodo de incubagéo,
0s extratos obtidos foram coletados e armazenados em tubos do tipo Falcon, tomando a
precaucao de ndo recolher também partes da membrana.
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Fibroblastos de camundongo (L-929) e osteoblastos de camundongo (MC3T3-E1
Subclone 14) foram semeadas em meio DMEM suplementando (10% FBS e 1% penicilina-
estreptomicina) e meio a-MEM suplementado (10% FBS e 1% penicilina-estreptomicina),
respectivamente, em placas de 96 pocos com densidade de 6 x 103 células-poco™, seguida de
incubacéo a 37 °C (5% de CO. e 95% de umidade) durante o periodo de 24 h. Apos esse periodo,
0 meio de cultura foi removido dos pogos e em contrapartida adicionou-se 0,1 mL dos extratos
nos pogos e as placas foram novamente incubadas a 37 °C por 24 e 48 h (5% de CO2 e 95% de
umidade). Apos esses periodos, 0s extratos foram removidos dos pocos, limpos com solucéo
tampédo de PBS (pH 7,4), e posteriormente adicionou-se 0,12 mL de meio de cultura contendo
10% (concentracdo final de 2,5 mg/L) da solucdo de Resazurina e entdo as placas foram
novamente incubadas a 37 °C por 4 h (5% de CO. e 95% de umidade). Apos esse periodo, foram
transferidos 0,1 mL da solucdo de AlamarBlue metabolizado pelas células para uma nova placa
de 96 pocos e os pocos foram lidos em leitor de microplacas (SpectraMax i3x, Molecular
Device, Sunnyvale, EUA), em modo fluorescéncia (Aexcitagio = 560 nm € Aemissio = 590 nm). O
controle negativo foi feito expondo as células ao respectivo meio de cultura, e o controle
positivo foi feito expondo as células a uma solucdo de DMSO 40% diluido em seus respectivos
meios, tornando assim, nessa concentracdo, o ambiente altamente citotdxico para as células. A

porcentagem de células metabolicamente ativas foi calculada usando a Equacéo 4.

F
V, (%) = —2mest2 100 (Equacio 4)

controle

Onde: V. representa a viabilidade celular, Famostra representa a fluorescéncia correspondente ao
poco onde as células foram cultivadas na presenca do extrato da amostra e Fcontrole representa a
fluorescéncia correspondente ao poco onde as células foram cultivadas somente na presenca de

seus respectivos meios de cultura.

Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3), com o intuito de obter melhor
representatividade dos resultados. A atividade metabdlica das células do grupo controle

negativo foi ajustada para 100% para o célculo dos valores médios e desvio padréo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Membranas produzidas

Como ja era esperado, de acordo com o trabalho desenvolvido por Vasconcelos
(2019), as membranas de celulose bacteriana oxidada (CBO) apresentaram uma grande
diferenga, em seu tamanho, em relacdo as membranas de CB antes de passarem pela reacdo de
oxidagéo. A partir da Figura 7, pode-se perceber a diminuig&o no didmetro da membrana, a qual
perde, aproximadamente, 31,3 + 0,5 % de seu tamanho original. As espessuras dessas
membranas sdo de, aproximadamente, 5 + 0,5 mm e 4,5 + 0,5 mm, respectivamente. Essas
condigdes de oxidagéo (temperatura de 55 °C e tempo de reagéo de 6 h, grau de oxidacao de 50
%) foram estudadas por Vasconcelos (2019) para obtencdo de um material que apresentasse
uma maior quantidade de aldeidos em sua estrutura, perdendo o minimo possivel de massa, ja
que, o processo de oxidacdo pode continuar ocorrendo e os grupos aldeido podem formar
grupos cetona e carboxilico.

Figura 7 — Diametro das membranas de celulose bacteriana (CB) antes (a) e ap6s (b) sua
oxidacdo com periodato de sddio.

a. Celulose Bacteriana (CB) b. Celulose Bacteriana Oxidada (CBO)

Fonte: Elaborada pela autora.
As membranas de AC obtidas apresentam morfologias totalmente diferentes das

observadas anteriormente. A Figura 8 apresenta uma foto dessa membrana. O diametro obtido

foi de, aproximadamente, 8 + 0,5 cm e espessura de 1 mm.
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Figura 8 — Vista superior da membrana de acetato de
celulose (AC).

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2. Grau de intumescimento e Bioatividade in vitro

O grau de intumescimento e a bioatividade in vitro foram investigados a fim de
entender o comportamento de dilatagcdo e biomineralizacdo das membranas de AC, CB e CBO.
Essas sdo andlises de grande importancia quando se trata da producdo de biomateriais,
principalmente os destinados a participar de interacdes diretas com os fluidos corpdreos, pois é
0 que permite a absorcdo desses fluidos, além da transferéncia de moléculas de sinalizacdo e
nutrientes celulares dentro do scaffold, estruturas essas que funcionam como suporte para o
crescimento celular (TAN et al., 2020). Por esse motivo, essa analise foi realizada utilizando-
se de 4gua e SBF como solventes, para simular e entender como esses materiais reagiriam em
contato com os fluidos corporais. A Figura 9 apresenta as curvas referentes ao grau de

intumescimento (agua) e a bioatividade (SBF) das amostras de AC, CB e CBO.
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Figura 9 — Grau de intumescimento e bioatividade in vitro das membranas de celulose
bacteriana (CB), celulose bacteriana oxidada (CBO) e acetato de celulose (AC) em agua e

SBF, respectivamente.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tempo (min)

Como pode ser observado na Figura 9, a estrutura das membranas facilitou o

intumescimento, fazendo com que rapidamente as amostras atingissem o equilibrio, cerca de

10, 4 e 8 min apos o inicio do contato com agua, para as amostras de AC, CB e CBO,

respectivamente. J4 ao estudar o comportamento dessas amostras em contato com SBF, 0s

tempos de equilibrio foram, respectivamente, 6, 4 e 6 min. Em todos os casos observados, 0s

polimeros obtiveram maior capacidade de absor¢cdo em contato com a solucéo de SBF. A Tabela

4 apresenta esses valores.
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Tabela 4 — Tempo e grau de intumescimento das membranas de acetato de celulose (AC),
celulose bacteriana (CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO) no equilibrio.

TEMPO DE EQUILIBRIO (min) G. DE INTUMESC. NO EQ. (%)

AMOSTRA - -
Agua SBF Agua SBF
AC 10 6 131,64% + 13,52%  188,64% + 10,56%
CB 4 4 186,95% + 15,76%  250,07% + 12,15%
CBO 8 6 120,82% + 15,03%  203,81% =+ 16,20%

Fonte: Elaborada pela autora.

Para as membranas de AC, pode-se observar um aumento no inchaco na solucéo de
SBF de aproximadamente 43,3% em relacdo a dgua. J& para a amostras de CB e CBO, esses
aumentos foram de aproximadamente 33,8 e 68,7%, respectivamente. O maior aumento vindo
das membranas de AC e CBO podem ser resultado ao acréscimo do grupo carbonila (C=0)

nessas duas membranas.

Os resultados obtidos comprovaram a hidrofilicidade dessas membranas, o que
resulta, provavelmente, das ligacdes de hidrogénio formadas entre as moléculas de agua e os
grupos hidrofilicos presentes nas membranas, como o grupo hidroxila, e para o AC e CBO, o
grupo carbonila, que possui grande afinidade com as moléculas de 4gua por serem grupos com

propriedades polares.

Quanto ao teste de bioatividade com as membranas em imersdo na solugéo de SBF,
pode-se perceber que houve uma grande melhora em relacdo a capacidade de absorcdo de
liqguidos em comparacéo ao teste realizado em agua destilada, o que pode, segundo Vishal Gupta
& Shivakumar (2012), ser resultado da ionizacdo de grupos carboxilatos devido a maior
concentracdo de constituintes polares, como ions metalicos provenientes da solucdo de SBF
que levaram a um aumento na pressdo osmatica entre a membrana e o solvente. Com a jungao
desse fator a presenca de grupos hidrofilicos na estrutura dessas membranas, além das ligacGes
de hidrogénio, sdo criadas interagdes eletrostaticas e de Van der Waals na interface liquido-
solido e, de acordo com as propriedades eletronicas dos cations em SBF, a interacao entre elas

pode ser favorecida.
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5.3. Incorporacgéo de SrAp

No preparo da solucdo de m-SBF foi possivel realizar a substituicdo de CaCl por
SrCly, o que se deu por conta da similaridade dos ions Ca?*e Sr?*, pois esses ions possuem raio

atdbmico proximo, valéncia igual e rotas metabodlicas bioquimicas comuns.

A incorporagdo de SrAp nas membranas estudadas se deu pela deposicdo de ions
Sr2* ¢ fosfatos (PO4>) nessas membranas, formando assim fosfatos de estréncio com interagdes
intramoleculares do tipo idnica. A celulose conta com uma grande quantidade de grupos
hidroxila (OH") livres em sua superficie, favorecendo assim a ligagdo i6nica entre esse grupo
de carga negativa e 0 Sr?* que conta com carga positiva. Essa deposicdo foi investigada
avaliando a quantidade adsorvida (Qads) de Sr nas membranas de AC, CB e CBO ap0s tempos
de imersdo de 7 e 14 dias, como foi descrito na metodologia. Esses tempos sdo necessarios,
pois mesmo observando tempos de equilibrio entre 4 e 10 min para o estudo de bioatividade
presente no Item 5.2, ndo é suficiente para ocorrer a efetiva, e estavel, biomineralizacdo da

SrAp nessas membranas. Os resultados obtidos podem ser conferidos na Tabela 5.

Tabela 5. Incorporacdo de Sr em membranas de acetato de celulose (AC),
celulose bacteriana (CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO).

Qaas (Mg.g™)
Polimero
7 dias 14 dias
Celulose Bacteriana 65,79+ 1,41 68,56 + 1,47
Celulose Bacteriana Oxidada 36,95 + 8,05 41,50 £ 7,93
Acetato de Celulose 47,11 + 8,60 37,45 +6,11

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao analisar os dados presentes na Tabela 5, é possivel verificar que houve a efetiva
incorporagéo de estroncio nas membranas estudadas. Com essa analise, foi possivel observar
que a maior quantidade de Sr incorporado nas membranas ocorreu nos primeiros 7 dias de

contato, ndo havendo um aumento significativo de adsor¢do desse ion nos dias subsequentes.
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5.4. Microscopia Eletronica de Varredura - Espectroscopia por Energia Dispersiva
(MEV-EDS)

Sabe-se que ha a necessidade de desenvolver uma estrutura porosa como scaffold
para que simule o tecido 0sseo e ocorra, da melhor forma possivel, a transferéncia de oxigénio
e nutrientes fundamentais para a migragdo e crescimento das células 6sseas especializadas no
interior do scaffold. A permeabilidade em consequéncia de uma porosidade superior contribui
para a liberacio de Sr?*, favorecendo a formagao dssea e evitando a reabsorgio 6ssea. Por esse

motivo, é de fundamental importancia produzir materiais porosos.

O método descrito no Topico 4.2.3. é conhecido como inversdo de fase por
precipitacdo em imersdo (KUNST; SOURIRAJAN, 1974). Como descrito na metodologia
aplicada, as membranas de AC foram preparadas sendo diluidas em acetona e posteriormente
deixadas para secar em placas Petri, para que o solvente fosse evaporado. Ap6s um curto
periodo, houve a imersdo das membranas formadas em agua destilada, onde houve uma troca
entre o solvente utilizado e a agua, favorecendo a precipitacdo remanescente e a modulacdo dos
poros na estrutura da membrana. Por outro lado, este processo ndo é capaz de controlar a
porosidade dessas membranas, ou seja, ndo se obtém uma uniformidade em nimero e tamanho
de poros. Na producdo da CB e CBO também ndo ha um controle totalmente efetivo para

uniformizar o didmetro das fibras.

AFigura 10 (a.1. e a.2.) representa a membrana de AC sem tratamento com m-SBF,
entdo, como ja era esperado, apresenta uma estrutura porosa irregular, como ja foi visto em
pesquisas anteriores (PANDELE et al., 2017). E possivel observar ainda que ha uma certa

profundidade nos poros dessa membrana.
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Figura 10 — Micrografias por microscopia eletrnica de varredura (MEV) das superficies de AC
(@l. e a.2.), AC7dSrAp (b.1. e b.2) e AC14dSrAp (c.1. e c.2.) e suas respectivas
espectroscopias pornergia dispersiva (EDS).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 11 (AC) representa a distribuicdo de diametro de poros das membranas de
AC, e pode-se observar uma grande variagdo de didmetro em seus poros, 0 que ja era de se
esperar observando a Figura 10 (a.1. e a.2.). Essa membrana tem como diametro minimo de
poros, 0,085 um e como maximo, 16,922 um. Seu diametro médio é 2,592 + 2,851 um. Em seu
respectivo EDS, pode-se observar que ndo ha elevagdes em faixas relacionadas a nenhum dos
fons de interesse da solucdo de m-SBF (Na*, CI', K*, POs*, Mg?* e Sr?).
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Figura 11 — Distribuicdo de didmetro de poros das membranas de AC, AC7dSrAp e
AC14dSrAp, e suas respectivas curvas de distribuicdo normal.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 10 (b.1. e b.2.) representa a membrana de AC apds imersdo na solugdo de
m-SBF por 7 dias (AC7dSrAp) para mineralizacdo de SrAp em sua superficie. A membrana
exibiu uma morfologia diferente da observada anteriormente, onde pode-se notar a presenca de
pequenos cristais pertencentes a SrAp. De acordo com a Figura 11 (AC7dSrAp), pode-se notar
que a distribuicdo de didmetros de poros estd mais concentrada, exibindo uma menor faixa de
variacdo. Os poros dessa membrana tém como didmetro minimo 0,190 um e 0 méaximo 3,950
um. Seu diametro médio € 1,192 + 0,966 um. O EDS dessa membrana apresenta todos os ions
de interesse (Na*, CI-, K*, POs*, Mg?* e Sr?*). A presenca desses ions nesses resultados pode
estar ligada a formacéo de SrAp na superficie do material, pois os cristais de apatita podem
atuar como pontos de nucleacdo, o que pode acarretar na precipitacdo dos demais ions presentes

na solucdo de m-SBF sobre a superficie da matriz polimérica (DUARTE et al., 2015).
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A Figura 10 (c.1. e c.2.) representa a membrana de AC apds imersao na solucao de
m-SBF por 14 dias (AC14dSrAp) para mineralizacdo de SrAp em sua superficie. Ao analisar
as imagens obtidas pode-se notar uma morfologia completamente diferente das demais ja vistas,
0 que se da pela presenca de grandes conglomerados de cristais pertencentes a SrAp e aos
demais compostos presentes na solucdo de m-SBF, os quais chegam a deformar a membrana,
perdendo a profundidade observada nos poros nas membranas anteriores. De acordo com a
Figura 11 (AC14dSrAp), nota-se que houve uma grande frequéncia de poros com diametro
médio de 1,153 + 0,656 um. Das membranas analisadas, a AC14dSrAp, foi a que apresentou
uma menor variacao de diametro de poros, onde o minimo foi 0,188 um e o maximo foi 3,568
um, ou seja, a mineralizacdo de SrAp por 14 dias foi a condicdo em que se obteve uma
membrana com distribui¢do de didmetro de poros mais homogénea. O EDS dessa membrana
constatou a presenca dos ions de interesse presentes na solucdo de m-SBF, com excecdo do Mg,
0 que pode se dar por inUmeros motivos, como a interferéncia dos demais ions presentes na

solugédo de m-SBF.

A Figura 12 (a.1. e a.2.) representa a membrana de CB, apresentando uma estrutura
fibrosa bem definida, porém, irregular, como ja foi observado por outros autores (ZHANG et
al., 2020).
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Figura 12 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das superficies de CB (a.1.
e a.2.), CB7dSrAp (b.1. e b.2.) e CB14dSrAp (c.1. e c.2.) e suas respectivas espectroscopias
por energia dispersiva (EDS).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 13 (CB) representa a distribuicdo de diametro de fibras das membranas
estudadas, e pode-se observar com as colunas representativas de CB, que essa membrana
apresenta uma grande variagdo em seu didmetro de fibras, o que j& era de se esperar observando
a Figura 12 (a.1. e a.2.). Essa membrana tem como didmetro de poros minimo 0,028 um e
maximo 0,581 pum. Seu diametro médio € 0,101 + 0,079 um. Em seu respectivo EDS, pode-se
observar que elevacdes em faixas relacionadas a ions de interesse presentes na solucéo de m-
SBF (CI" e K*), 0 que pode ocorrer por eventuais resquicios de seu processo de producao.
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Figura 13 — Distribuicdo de didmetro de fibras das membranas de CB, CB7dSrAp e
CB14dSrAp, e suas respectivas curvas de distribuicdo normal.
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AFigura 12 (b.1.,b.2., c.1. e c.2.) representa as membranas de CB ap0s imersao na
solucdo de m-SBF por 7 (CB7dSrAp) e 14 dias (CB14dSrAp) para mineralizacdo de SrAp em
sua superficie. As membranas exibiram uma morfologia totalmente diferente da observada
anteriormente, suas estruturas foram deformadas pela deposicao do fosfato de estrdncio em sua
superficie, deixando quase imperceptivel a visualizacdo de suas fibras (OLYVEIRA et al.,
2017). Pode-se observar ainda, em locais isolados para a CB7dSrAp e em todo a area da
CB14dSrAp, a presenca de pequenos cristais pertencentes a esse fosfato. De acordo com a
Figura 13, pode-se notar que a distribuicdo de didmetros das fibras torna-se cada vez mais
concentrada, exibindo um menor desvio padréo, assim como foi observado no caso dos poros
do AC. As médias dos diametros das fibras das membranas de CB7dSrAp e CB14dSrAp foram
0,057 + 0,027 um e 0,057 + 0,020 um, respectivamente. Seguindo a mesma ordem, pode-se
observar ainda que o didmetro minimo de suas fibras é de 0,021 um e minimo 0,028 pm,

enquanto seu maximo é 0,126 um e 0,147 um. O EDS dessas membranas apresenta ions de
50



interesse (Na*, CI', POs*, e Sr?*) com excecdo do K* e do Mg?*. Assim como foi visto no caso
das membranas de AC, a presenca desses ions pode resultar da formacao de SrAp na superficie
do material (DUARTE et al., 2015).

A Figura 14 (a.1. e a.2.) representa a membrana de CBO sem tratamento com a
solucdo de m-SBF. Pode-se perceber a presenca de muitas fibras, porém, quando comparada
com a membrana de CB, presente na Figura 12 (a.1. e a.2.), nota-se uma deformacéo em sua
estrutura, uma espécie de compactacdo. Esse fato se da por conta da oxidacdo do material, 0
qual, como foi observado em estudos anteriores ja citados nesse trabalho (VASCONCELOS,
2019), sofre uma degradacdo decorrente da propria reacdo de oxidacao, podendo tornar-se mais
severa caso nao se utilize condi¢bes 6timas de funcionamento. A Figura 15 representa a
distribuicdo de diametro de fibras das membranas estudadas, e pode-se observar com as colunas
representativas de CBO, que essa membrana apresenta uma grande variagdo em seu diametro
de fibras, o que ja era de se esperar observando a Figura 14 (a.1. e a.2.). Essa membrana possui
fibras com menor didmetro, sendo seu minimo 0,028 um e maximo 0,186 pum. Seu diametro
médio é 0,077 + 0,035 um. Assim como para 0 AC, ndo houve elevagdes em ions de interesse

dessa pesquisa, validando o método de purificacdo utilizado nesse processo.
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Figura 14 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das superficies de CBO
(@.l. e a.2.), CBO7dSrAp (b.1. e b.2) e CBO14dSrAp (c.1. e c.2.) e suas respectivas
espectroscopias por energia dispersiva (EDS).
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Figura 15 - Distribuicdo de didmetro de fibras das membranas de CBO, CBO7dSrAp e

CBO14dSrAp, e suas respectivas curvas de distribuicdo normal.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 14 (b.1., b.2., c.1. e c.2.) representa as membranas de CBO apds imerséo
na solucdo de m-SBF por 7 (CBO7dSrAp) e 14 dias (CBO14dSrAp) para mineralizagéo de
SrAp em sua superficie. Pode-se observar que hd um aumento crescente na deposicao de SrAp
no material, provocando deformagdes em sua estrutura, sendo a presenca de fibras quase
imperceptivel na membrana de CBO14dSr. De acordo com a Figura 15, pode-se notar que a
distribuicdo de didametros das fibras torna-se muito semelhante. As médias dos didmetros das
fibras das membranas de CBO7dSrAp e CBO14dSrAp foram 0,097 + 0,064 um e 0,097 + 0,060
um, respectivamente. Seguindo a mesma ordem, pode-se observar ainda que o didametro minimo
de suas fibras € de 0,048 um e minimo 0,025 um, enquanto seu maximo é 0,345 um 0,318 um.

O EDS dessas membranas apresenta os ions de interesse.
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5.5. Difracéo de raios X (DRX)

Essa anélise foi realizada com o intuido de averiguar a diferenga na cristalinidade

dos materiais produzidos causada pela presenca da SrAp. Como foi visto anteriormente, a

biomineralizacdo de SrAp por 14 dias ndo apresentou diferencas positivas na producdo do

biomaterial, sendo assim, ndo ha a necessidade de realizar a analise com esse material. Entdo

os difratogramas de raios-X das amostras de interesse foram compilados na Figura 16.

Figura 16 — Padrdes de difracdo de raios X das membranas de acetato de celulose (AC), celulose
bacteriana (CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO), antes e ap6s a imersdo em m-SBF por 7

dias.
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Podemos observar analisando essa imagem, que os resultados mostram clara

diferencga na cristalinidade entre os espectros puros e apds a mineraliza¢gdo com SrAp em sua
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superficie. Liu et al. (2019), Freitas et al. (2017) e Ahmed et al. (2020) constataram, e é possivel
de ser observado na imagem, que um dos picos caracteristicos da estrutura semicristalina do
AC é em torno 20°. Ao estudar os padrdes obtidos para as amostras de CB e CBO puras, nota-
se a presenca de picos em torno de 16, 26 e 18°, que, como foi observado por Luz et al. (2020)
e Motalebi Moghanjougi et al. (2020), os dois primeiros correspondem a presenca de celulose

tipo | e o Ultimo a celulose amorfa.

Quando analisamos os espectros referentes aos materiais biomineralizados com m-
SBF, pode-se observar uma leve diminuicdo de intensidade nos picos padrfes desses polimeros,
acompanhada do aparecimento de alguns novos picos. Entre eles, picos em torno de 29,6°,
32,1°, 37,2°, 42,5° 53,5° os quais foram observados também por outros autores (Luz et al.,
2020; Ozeki et al., 2013) e correspondem a presenca de cristais de SrAp na membrana. Esse
fato pode ser comprovado ainda pelo estudo desenvolvido por Al-Wafi et al. (2017), onde
obtiveram difratogramas de raios-X para vérias concentracdes de fosfatos de estroncio e foram

apresentados picos semelhantes aos observados nesse estudo.

Com o célculo do indice de cristalinidade foi possivel observar que, mesmo com o
surgimento de novas bandas no gréfico, ndo houve uma diferenca significativa nesse indice.
Nota-se uma reducdo de 87,56 % para 85,36 % para as membranas de AC antes e ap0s
biomineralizacdo da SrAp, leva ao surgimento de uma fase anamérfica, fazendo com que o
material apresente uma maior desorganizagdo das cadeias, diminuindo sua cristalinidade. Os
valores obtidos mostraram-se ainda, muito superiores aos encontrados na literatura, que estdo
na faixa de 20 - 30 % (BATTISTI et al., 2019; FREITAS; SENNA; BOTARO, 2017). Os
demais materiais seguem a mesmo comportamento. O indice de cristalinidade para as amostras
de CB e CB7dSrAp foram, respectivamente, 78% e 74%. Ja para CBO e CBO7dSrAp, o seu
indice decaiu de 71% para 69%.

5.6. Espectroscopia com absorcdo na regido infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 17 representa 0s espectros vibracionais das membranas estudadas, puras
e apods incorporagdo da SrAp em 7 dias, e a Tabela 6 apresenta esses dados compilados, a fim

de facilitar o entendimento dos dados levantados.
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Figura 17 — Espectros de FTIR das membranas de acetato de celulose (AC), celulose bacteriana
(CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO), antes e ap0s imobilizacdo de SrAp.
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Tabela 6 — Posi¢des dos modos vibracionais dos espectros de FTIR referentes as membranas de
acetato de celulose (AC), celulose bacteriana (CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO), antes
e ap6s mineralizacdo de SrAp.

Grupos funcionais e posi¢des dos modos vibracionais em cm-1

Membrana v
(OH) v(CH2) v(C=0) &(CH2) &(CHs) v(C-0) v (POs)
AS 1753 1236

AC 3471 2941 1434 1372 -
2893% - 1051
2940A° 1750 1242

ACT7dSrAp 3426 1433 1382 857
28985 157048 1052
2915AS 1652

CB 3346 - - 1057 -
2886° )
1917AS 1653

CB7dSrAp 3348 1446 - 1057 858
18995 )
2961AS 1641

CBO 3346 1428 - 1056 -
2895° )
2918AS 1637

CBO7dSrAp 3349 1446 - 1055 857

2897°

v: corresponde ao estiramento
AS: assimétrico e

S: simétrico

d: deformacéo

Fonte: Elaborada pela autora.

A banda vibracional que aparece entre 3300 e 3500 cm™ esta presente em todas as
amostras, pois refere-se ao estiramento do grupo hidroxila (O-H), o qual estd presente na
estrutura quimica dos polimeros estudados por possuirem a estrutura celulosica. Alem disso, as
membranas apresentam bandas vibracionais comuns entre os polimeros, 0s quais estdo
proximos as faixas de 2940 e 2900 cm, relacionados aos estiramentos CH; assimétrico e
simétrico, respectivamente. A banda proxima a 1750 cm™, observado no espectro referente ao
AC, ¢ bastante intenso e representa o estiramento C=0O (carbonila), referente ao grupo éster
presente em sua composicdo (FREITAS; SENNA; BOTARO, 2017). Os picos proximos a 1240
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e 1050 cm™ representam o estiramento de ligagéo simples C-O, sendo essa primeira visualizada
nas membranas de AC, por referir-se a estrutura do acetato (TOPRAK; AGAR; FALK, 1979).
Além das bandas expressas anteriormente, em todas as membranas, foi possivel observar a
presenca da banda proxima a 1435 cm™ e para as membranas de AC, a banda 1375 cm™, que

representam a deformacéo angular de CHz e CHg, respectivamente.

Ainda estudando a Figura 17, observam-se bandas que indicam as mudancas
causadas pela mineralizacdo da SrAp na superficie desses materiais. A amostra de AC7dSrAp,
além dos espectros caracteristicos da membrana de AC, apresentara o surgimento de picos na
faixa de 850 e 1570 cm™, os quais referem-se, respectivamente, ao alongamento do grupo
fosfato (POs*) (ABDELGHANY et al., 2018) e ao alongamento assimétrico C=0 referente ao
grupo carbonato (COs*) (HENRY; WATSON; JOHN, 2017). Ja as amostras de CB e CBO
mineralizadas com SrAp apresentam apenas o primeiro (POs*). Esses dois picos estdo
diretamente relacionados com a presenca de Sr?* nessas membranas, indicando entdo a presenca
de Ap e SrAp carbonatados (AL-WAFI et al., 2017).

5.7. Ensaio de citotoxicidade

As membranas produzidas nesse estudo devem atuar como scaffolds que simulem
a matriz extracelular do tecido dsseo. Sendo assim, elas devem apresentar, osteopromocéo,
guiando a regeneracao 0ssea e mantendo os tecidos indesejaveis ndo osteogénicos fora do local
da osteogénese (CALCIOLARI; AKCALI; DONOS, 2020). E de fundamental importancia que,
além de estudar o comportamento de citotoxicidade dessas membranas com células
osteoprogenitoras como o0s osteoblastos, seja estudada também a citotoxicidade em contato com
células de fibroblastos, sendo essas presentes em tecidos conjuntivos e detentoras de funcdes

como a sintese de proteinas e substancias da matriz extracelular, induzindo cicatrizages.

A Figura 18 apresenta os resultados de citotoxicidade das membranas estudadas em
contato com fibroblastos de camundongo (L-929), os quais proporcionaram resultados bastante

satisfatorios.
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Figura 18 — Citotoxicidade das membranas de acetato de celulose (AC), celulose bacteriana
(CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO), antes e ap6s a mineralizacdo de SrAp, em contato
com fibroblastos de camundongo (L-929) ap6s 24h e 48h.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Todas as amostras produzidas foram testadas, com o intuito de identificar se o
tempo de imersdo em m-SBF apresentaria diferencas significativas em relacdo a viabilidade
dessas células. Apoés a incubagdo nos extratos de AC, AC7dSrAp e AC14dSrAp por 24h, o
percentual de sobrevivéncia dessa linhagem celular foi de 71,92 + 13,35 %, 89,29 + 10,86% e
83,32 + 15,53 %, respectivamente. Embora todos os valores tenham ficado abaixo de 100%,
somente a primeira apresentou um efeito citotéxico. Apos 48h, foi possivel observar, como ja
havia sido reportado na literatura (TOPEL et al., 2021), uma leve diminuicéo na viabilidade das
células em contato com o extrato de AC, a qual diminuiu para 69,79 + 4,92 %, e um aumento
nas que estiveram em contato com os extratos das membranas mineralizadas com SrAp, sendo
para AC7dSrAp e AC14dSrAp obtidos valores de viabilidade de 91,89 + 4,25 % e 88,23 + 6,05

%, respectivamente.
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Resultados semelhantes aos observados anteriormente também foram obtidos para
0s extratos de CB e CBO. Em 24 h de incubacgédo, as membranas obtiveram 82,38 + 8,47 % e
24,76 + 2,27%, respectivamente. Em 48 h, houve ainda uma diminuicdo em sua viabilidade,
73,96 + 592 % e 10,12 + 0,31 %, respectivamente. A CBO apresentou um resultado
extremamente citotoxico, o qual pode ser explicado pela possivel degradagdo dessa membrana
ou até mesmo pela presenca de grupos reativos em sua superficie. Embora a degradabilidade
do implante seja uma caracteristica interessante e desejavel, esse processo também pode estar
associado a esse aumento de toxicidade, pois pode liberar produtos &cidos, como o acido
butirico e o acido acético, os quais proporcionam uma diminuicdo no pH do meio e

consequentemente da viabilidade celular, como foi relatado anteriormente por Luz et al. (2020).

As membranas funcionalizadas com SrAp, obtiveram elevada viabilidade celular,
sendo obtidos para BC7dSrAp, BC14dSrAp, BCO7dSrAp e BCO14dSrAp valores de 102,76 +
10,83 %, 102,13 + 4,93 %, 103,8 + 12,81 % e 96,5 + 6,74 %, respectivamente. Com 48 h esses
valores passaram para 103,78 + 6,28 %, 102,12 + 7,82%, 107,79 + 13,11 % e 100,8 + 6,58 %.
Existem duas explicacBes possiveis para esse efeito. O efeito da SrAp na reducdo da
solubilidade, e consequentemente, na degradacdo do material, e a precipitacdo dos sais
presentes no m-SBF neutralizarem possiveis grupos reativos presentes na superficie desses

materiais.

A Figura 19 apresenta os resultados de citotoxicidade das membranas estudadas em
contato com osteoblastos de camundongo (MC3T3-E1 Subclone 14), os quais proporcionaram

resultados ainda mais satisfatérios que os analisados anteriormente.
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Figura 19 — Citotoxicidade das membranas de acetato de celulose (AC), celulose bacteriana
(CB) e celulose bacteriana oxidada (CBO), antes e ap6s a mineralizacdo de SrAp, em contato
com osteoblastos de camundongo (MC3T3-E1 Subclone 14) ap6s 24h e 48h.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar que, para todas as membranas puras (AC, CB e CBO) é
apresentado um comportamento de viabilidade decrescente ao decorrer dos dias de teste, o que
condiz com os resultados obtidos para os fibroblastos. Com as amostras biomineralizadas com
SrAp observa-se um comportamento semelhante, onde mais uma vez néo é possivel observar
diferencas significativas entre as imersas por 7 e 14 dias em m-SBF (GASPARIC et al., 2017;
INGOLE et al., 2019; MA; LIU; ZHU, 2018), e prova a hip6tese de partida desse trabalho, que
a presenca da apatita de estroncio induz um aumento em sua viabilidade celular, pois ele
aumenta a formac&o Gssea in vivo através da via de sinalizacdo Wnt/p-catenina, a qual regula
diversos fendmenos, entre eles os relacionados a diferenciacao, polarizacdo e migracédo celular
(Yangetal., 2011).
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RESUMO DOS RESULTADOS

As membranas de celulose bacteriana, celulose bacteriana oxidada e acetado de celulose,
foram produzidas seguindo condicGes ideais pré-estabelecidas, e embora tenham
apresentado morfologias distintas, pode-se observar que em todas, se torna evidente a
presencga de uma estrutura porosa;

O inchaco apresentado pelas membranas ao imergirem em &gua comprovaram sua
hidrofilicidade, resultado das ligacGes de hidrogénio formadas entre as moléculas de agua e
0s grupos hidrofilicos presentes nas membranas;

O teste de bioatividade foi feito de forma a realizar uma comparagdo com 0s resultados
observados no teste de intumescimento. As membranas em imersdo na solucdo de SBF,
aumentaram sua capacidade de absorcdo de liquidos, resultado da ionizacdo de grupos
carboxilatos devido a maior concentracdo de constituintes polares, como ions metalicos
provenientes da solucdo de SBF que levaram a um aumento na pressao osmotica entre a
membrana e o solvente. Com a juncgdo desse fator a presenca de grupos hidrofilicos na
estrutura dessas membranas, além das ligacdes de hidrogénio, sdo criadas interagdes
eletrostaticas e de Van der Waals na interface liquido-sélido e, de acordo com as
propriedades eletronicas dos cations em SBF, a interacdo entre elas pode ser favorecida.
Deve ser ressaltado que, ndo houve a deposicdo imediata da SrAp na estrutura do material;
O método de incorporacdo da SrAp nas membranas estudadas foi eficaz, resultando em
materiais estaveis.

A incorporagdo de SrAp nas membranas estudadas se deu pela deposicdo de ions Sr?* e
fosfatos (PO+*) nessas membranas, formando assim fosfatos de estroncio com interagoes
intramoleculares do tipo ibnica. A celulose conta com uma grande quantidade de grupos
hidroxila (OH") livres em sua superficie, favorecendo assim a ligac&o ibnica entre esse grupo
de carga negativa e o Sr>* que conta com carga positiva;

A quantidade maxima de Sr incorporada nas membranas se da nos 7 primeiros dias de
imersdo em m-SBF;

As micrografias obtidas mostraram que houve uma deformacao na estrutura das membranas
ao serem biomineralizadas com SrAp, o que afetou diretamente os resultados de DRX, 0s
quais apresentaram uma diminuicdo em sua cristalinidade, proveniente da maior

desorganizacao das cadeias.
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e O FTIR ressaltou a presenca da SrAp nas membranas biomineralizadas ao apresentar as
bandas vibracionais referentes ao alongamento do grupo fosfato (PO4>) e ao alongamento
assimétrico C=0 referente ao grupo carbonato (CO3?), indicando a presenca de Ap e SrAp
carbonatada.

e O ensaio de citotoxicidade confirmou que a presenca da apatita de estréncio induz um
aumento em sua viabilidade celular, pois ele aumenta a formacédo 6ssea in vivo através da
via de sinalizagdo Wnt/p-catenina, a qual regula diversos fendmenos, entre eles os
relacionados a diferenciacdo, polarizacdo e migracdo celular. A CBO apresentou um
resultado surpreendente. Inicialmente, sem tratamento, apresentou um resultado
extremamente citotoxico, podendo ser explicado pela possivel degradacao dessa membrana
ou até mesmo pela presenca de grupos reativos em sua superficie. J& com a adi¢cdo de SrAp
em sua estrutura, houve um grande aumento de sua viabilidade celular, podendo ser
explicado pelo efeito da SrAp na reducdo da solubilidade, e consequentemente, na
degradacdo do material, e a precipitacdo dos sais presentes no m-SBF neutralizarem

possiveis grupos reativos presentes na superficie desses materiais.
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7. CONCLUSOES

As membranas de interesse desse estudo foram produzidas e caracterizadas,
demonstrando que, o método utilizado para a mineralizacdo de SrAp se mostrou muito eficaz,
0 que foi comprovado pela identificacdo desse metal e desse fosfato na realizacdo das
caracterizagdes quimicas e morfoldgicas. O estudo de viabilidade pode provar que, a
mineralizagdo de SrAp durante 7 dias apresenta melhores resultados em todas as membranas,
com grande destaque para a membrana de CBO, que se equiparou aos resultados de viabilidade
apresentados pelo AC comercial, e mostrou-se bastante promissora, pois resulta na
possibilidade de criar um biomaterial com Otimas propriedades osteoprogenitoras e que
apresente degradacdo controlada, pois a medida que a SrAp cumpre seu papel osteogénico, o

material ira degradando-se sem afetar significativamente o meio em que se esta inserido.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a citotoxicidade dos materiais utilizando testes que avaliem vérios aspectos do
comportamento das células quando cultivadas na presenca dos scaffolds produzidos;
Utilizar o conhecimento adquirido com esse estudo para ampliar as aplicacbes desse
biomaterial;

Avaliar a degradagéo desse biomaterial.
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TRABALHOS PUBLICADOS E EM PRODUCAO

Biomimetic Strontium Substituted Calcium Phosphate Coating for Bone Regeneration
(Publicado pela revista: Coatings).

Biomineralized oxidized bacterial cellulose with strontium apatite for bone regeneration
(Em fase de escrita).
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