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A persisténcia € o caminho do éxito.
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RESUMO

Os sistemas hibridos de borracha natural (BN) obtidos a partir do latex de
borracha natural da Hevea brasiliensis sédo o alvo atual de muitos
pesquisadores devido as suas novas e superiores propriedades. Para
aproveitar esses materiais na area médica, SAo necessarios experimentos para
avaliar a resposta celular. Este estudo apresentaandlisesin vitro das
propriedades biocompativeis de dois sistemas hibridos distintos desenvolvidos
a partir da associacdo entre BN e fosfato de céalcio (CaP) e particulas de silica
(SiPs).Produzimos filmes de BN usando dois solventes organicos diferentes,
cloroférmio (CHF) ou tolueno (TOL), e incorporamos CaP ou SiPs e investigou-
se seus efeitos na morfologia, proliferacdo, atividade (atividade da fosfatase
alcalina — ALP) e viabilidade (MTT) de osteoblastos murinos. Os BN-hibridos
apresentaram diferentes distribuicGes heterogéneas e homogéneas ao longo
da matriz polimérica dependendo da natureza das particulas, o que se traduz
em afetar a molhabilidade da superficie. A proliferacdo celular foi aumentada
em 48 e 72h com resultados semelhantes observados apés a adicao de CaP.
As morfologias celulares também sédo afetadas pelo processo de hibridizacédo,
indicando os efeitos da natureza do solvente e da particula. Por outro lado, a
atividade da ALP foi maior quando o NR foi dissolvido em CHF e aumentado
apos a incorporacao de CaP ou SiPs. A modificacdo da superficie dos filmes de
NR, dissolvidos em CHF ou TOL, com adicdo de CaP ou SiPs, proporcionou
um nivel diferente de biocompatibilidade dependendo do solvente e da carga.
Os efeitos na diferenciacdo osteoblastica estdo correlacionados com a
viabilidade celular preservada. Em conjunto, nossos dados mostram que esses
novos sistemas hibridos de NR podem representar uma ferramenta biologica
muito promissora com propriedades desejaveis que suportam 0 aumento
0sseo.

Palavras-chave:biomateral, Hevea brasiliensis, borracha, osteoblastos.



ABSTRACT

Natural rubber (NR) hybrid systems obtained from the latex of Hevea
brasiliensis are the current target of many researchers due to their new and
superior properties. To take advantage of these materials in the medical field,
experiments to evaluate the cellular response are necessary. This manuscript
presents a complete in vitro analysis of the biocompatible properties of two
distinct hybrid systems developed from the association between NR and
calcium phosphate (CaP) and silica particles (SiPs). We have produced NR
films using two different organic solvents, chloroform (CHF) or toluene (TOL),
and incorporated CaP or SiPs to investigate their effects on morphology, activity
(alkaline phosphatase activity — ALP), and viability (MTT) of murine
osteoblasts.The NR-Hybrids presented different heterogeneous and
homogeneous distributions throughout the polymeric matrix dependent on the
nature of the particles, which translates to affect surface wettability. Cell
proliferation was increased at 48 and 72h with similar results observed after the
addition of CaP. The cell morphologies are also affected by the hybridization
process indicating the effects of both, solvent and particle nature. On the other
hand, ALP activity was higher when NR was dissolved in CHF and enhanced
after CaP or SiPs incorporation. The surface modification of NR films, dissolved
in CHF or TOL, with the addition of CaP or SiPs, provided a different level of
biocompatibility depending on the solvent, and charge. The effects on
osteoblastic differentiation are correlated with preserved cell viability. Taken
together, our data show that these novel NR hybrid systems may represent a
very promising biological tool with desirable properties supporting bone
augmentation.

Keywords: biomaterial, Hevea brasiliensis, rubber, osteoblasts.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tecido 6sseo

O tecido 0sseo € uma variedade de tecido conjuntivo cuja matriz
extracelular € mineralizada (DOWNEY and SIEGEL 2006). Exerce funcdes
importantes no corpo, como suporte e protecdo da medula 6ssea, 6rgaos vitais
e tecidos moles (ROBLING et al., 2006; DATTA et al., 2008). Além disso, este
tecido armazena e libera de maneira controlada, ions como calcio e fosfato. E
formado pela matriz éssea, uma estrutura complexa e organizada, que fornece
suporte mecanico e exerce papel essencial na homeostase 6ssea (GREEN et
al., 1995).

A matriz extracelular deste tecido € composta por uma parte organica
(proteinas colagenas e ndo colagenas, proteinasmorfogenéticasosseas
(BMPs), fatores de crescimento e proteoglicanos(ASZODI et al., 2000; YAGAMI
et al., 1999), e outra parte inorganica(predominantemente ions fosfato e calcio,
além de bicarbonato, sodio, potassio, citrato, magnésio, carbonato, fluorita,
zinco, bario e estroncio) (DOWNEY and SIEGEL 2006).Além da matriz, o tecido
O0sseo é formado por osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e células de
revestimento. Estas células participam de diferentes eventos que o envolvem,
como a formagdo da matriz extracelular, remodelacdo e reabsorcao 6Ossea
(FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

A interacdo entre essas células, bem como entre a matriz 6ssea e as
células, fornecem alto grau de remodelacéo e dinamismo ao tecido 6sseo. Esta
caracteristica permite a reparacado de fraturas ou de defeitos 6sseos resultando
na formacdo de um novo tecido (DALLAS et al., 2013; FLORENCIO-SILVA et
al., 2015).

1.2 Caracteristicas de um Biomaterial

Biomaterial pode ser definido como uma ou mais combinagdo de
substancias, farmacologicamente inerte, podendo ser utilizado por um periodo
de tempo, em uma parte ou em todo um sistema, visando melhorar, aumentar

ou substituir parcial ou inteiramente tecidos, orgdos ou fungbes do corpo.



(SANTOS et al.,, 2003). Os biomateriais se classificam de acordo com a
natureza quimica, podendo ser naturais (homologo, autélogo e heterélogo) ou
sintéticos (metalico, ceramico, polimero e compdsito). Esses materiais séo
usados e adaptados para aplicacdes médicas, sendo constantemente utilizados
em cirurgia e liberacdo de medicamentos. Podem ter fungdo benéfica, quando
Seu uso é para uma valvula cardiaca, por exemplo, ou bioativa, quando usado
para propdésitos mais interativos, como implantes de quadril (SANTOS, 2003).

Um biomaterial também pode ser definido como qualquer material
natural ou artificial, que compreende toda ou parte de um elemento capaz de
aumentar ou substituir uma funcdo natural. Podem ser usados para uma
valvula cardiaca, ou pode ser bioativo, como sendo usados para um propgsito
interativo, como implantes de quadril revestidos com hidroxiapatita (TATHE et
al., 2010). Suas caracteristicas sé@o: biocompatibilidade, ndo ser toxico nem
carcinogénico, apresentar custo relativamente baixo e de facil fabricacdo
(PARK, 1980). Entretanto, faz-se necessario pesquisas para aperfeicoar a
biocompatibilidade dos biomateriais, principalmente no que se refere a
engenharia de tecidos (0sso e cartilagem), pois podem causar uma resposta
sistémica negativa quando implantados, mesmo sendo materiais inertes, visto
que essas respostas dependem de varios fatores, como topografia de
superficie, heterogeneidade e propriedades quimicas e fisicas (TATHE et al.,
2010).

Dentre os diversos tipos de biomaterial, o latex de borracha natural é
uma importante matéria-prima para varios produtos, incluindo pneus, luvas
cirirgicas, preservativos e travesseiros, e vem apresentando destague em
aplicacbes biomédicas. Estudos témdemonstrado que € capaz de induzir a
cicatrizagdo de feridas (MRUE et al., 2004; HERCULANO et al.,, 2010),
angiogénese (FERREIRA et al., 2009) e a regeneracao de tecidos (FRADE et
al., 2001; HERCULANO et al., 2010), além de ter sido utilizado como matriz de
administracdo de farmacos (HERCULANO et al., 2010) ou como proétese
vascular (NEVES-JUNIOR et al., 2006).

1.3 Latex de borracha natural



O latex de borracha natural € encontrado em cerca de 200 espécies de
plantas, sendo que a seringueira Hevea brasiliensis, uma arvore nativa do
Brasil, fornece aproximadamente 99% da producdo mundial de borracha
natural (CYR, 1991). E composto basicamente por agua, proteinas, lipidios e
poliisopreno (NEVES-JUNIOR et al., 2006). A borracha natural é considerada
uma importante matéria-prima para fabricacdo de varios produtos, incluindo
pneus, luvas cirurgicas e preservativos (FERREIRA et al., 2009), além de ser
um material de baixo custo, biocompativel, possuir resisténcia a tragéao,
elasticidade, conforto e possibilitar ajustes (FRADE et al., 2001).

Aproximadamente na década de 90, iniciaram-se estudos do latex em
aplicacbes na area da saude. O seu uso tem se mostrado promissor em Varias
aplicacdes biomédicas, como por exemplo como acelerador de reparo 6sseo,
estimulador da angiogénese, bem como da adeséo celular e da formacéao de
matriz extracelular. Estas e outras caracteristicas tém alicercado a sua
utilizacdo como biomaterial eficaz (BALABANIAN et al., 2006; MENDONCA et
al., 2010; ANDRADE et al., 2011).

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Os defeitos 6sseos sdo desafiantes na préatica de trauma e ortopedia,
visto que 0 processo resulta na unido 6ssea, e estudos estimam que em 5% a
10% das fraturas a cicatrizacdo é prejudicada, resultando em unido tardia ou
nao (TSIRIDIS et al., 2007; CALORI et al., 2007; TZIOUPIS e GIANNOUDIS et
al., 2007; EINHORN, 1995). Além dos traumas, os defeitos 6sseos podem
resultar de patologias, como tumores ou infec¢cbes, e podem ser ainda
considerados criticos em relacdo ao segmento esquelético envolvido e ao
comprimento da perda 6ssea (CALORI et al., 2010).

Dentre as células dsseas, 0s osteoblastos desempenhamimportante
papel no reparo d&sseo, pois sdo0 responsaveis pela formacéo
o0ssea,compreendem de 4 a 6% do total de células residentes do tecido 6sseo,
e possuemcaracteristicas das células sintetizadoras de proteinas,
endoplasmatico rugoso abundantereticulo, complexo de Golgi proeminente e
varias vesiculas secretoras (CAPULLI;PAONE; RUCCI, 2014). No que ser



refere a sintetizacdo de proteinas, sintetizam e secretam alguns importantes
para a formagdo do osso, como a fosfatase alcalina que tem sido utilizada
como marcador de atividade osteoblastica (LEIBBRANDT et al., 2008).

Esses defeitos dsseos ocasionados por motivos traumatolégicos ou
patolégicos, ainda é um problema importante e tém motivado o
desenvolvimento de materiais. No entanto, os beneficios desses materiais ndo
sdo garantidos e as complicacbes e morbidades s&o frequentes,
portanto,biomateriais tém sido uma alternativa possivel para reparacdo
integrativa (CALORI et al., 2011; O'KEEFE et al., 2011; HOLZAPFEL et al.,
2013).

Nos Uultimos anos, a borracha natural vem sendo utilizada como
biomaterial em aplicacbes biomédicas, demonstrando a capacidade de induzir
a cicatrizagao de feridas (HERCULANO et al., 2010), angiogénese (FERREIRA
et al., 2009), regeneracao de tecidos (HERCULANO et al., 2010), matriz de
administracdo de farmacos (HERCULANO et al., 2010) ou como prétese
vascular (NEVES-JUNIOR et al., 2006).

Alguns solventes tém sido utilizados para diluir o latex, como
cloroférmio e tolueno, que sdo considerados solventes com boa solubilidade e
tensdo interfacial entre solvente e agua. O tolueno tem baixa volatilidade e
evapora muito lentamente a temperatura ambiente, para permitir o resfriamento
da superficie, que € necessario para condensar a agua na superficie da
solucdo (FERREIRA et al., 2009). Ja o cloroférmio se destaca pela formacao
dos poros, que também é um parametro chave a ser considerado, visto que o
seu tamanho e a regularidade afetam o processo de formacao do filme (WAN
et al., 2014).

Além do solvente utilizado para diluir o latex, podem ser adicionados
componentes como o fosfato de calcio, que esta entre os materiais utilizados
para a reposicdo e regeneracao 6ssea por apresentarem baixa toxicidade local
e respostas inflamatérias. Tais caracteristicas sdo explicadas pela natureza
guimica destes materiais que, por serem formados basicamente por ions célcio
e fosfato, participam ativamente do equilibrio idbnico com o fluido bioldgico. Os
fosfatos de calcio sdo utilizados em uma variedade de aplicacbes que

envolvem o reparo 6sseo, incluindo recobrimento de préteses, podendo estar



associados a materiais poliméricos, tais como colageno e polietileno (TATHE et
al., 2010).

A silica também pode ser adicionada, visto ser um dos principais
componentes utilizados para o enchimento de reforco da borracha,
aumentando a utilidade, a resisténcia a tragcdo e ao rasgo dos produtos de
borracha. Além disso, observou-se que a boa disperséo da silica melhorou as
propriedades térmicas e mecénicas do composto de borracha.No entanto, a
sobrecarga de silica tende a reduzir a resisténcia da borracha devido ao
problema de agregacao, necessitando que o carregamento seja controlado,

pois pode resultar na perda da vantagem mecanica (SARKAWI et. al., 2003).
3. PROPOSICOES

3.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro as propriedades biocompativeis de dois sistemas
hibridos distintos desenvolvidos a partir da associa¢do entre borracha natural

(BN) e fosfato de célcio (CaP) ou particulas de silica (SiPs)

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os sistemas hibridos dissolvidos em dois solventes organicos
diferentes, cloroférmio (CHF) ou tolueno (TOL), e incorporados com CaP ou
SiPs, para investigar seus efeitos na morfologia, atividade e viabilidade de

osteoblastos murinos

4. CAPITULOS

Regimento
Esta Tese de Doutorado baseia-se no Artigo 37° do Regimento Interno do
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais da Universidade
Federal do Ceara, que regulamenta o formato alternativo para dissertacdes de

Mestrado e teses de Doutorado. Os resultados obtidos no presente trabalho
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Resumo

Latex de borracha natural (LBN) destaca-se na biomedicina pela reduzida
capacidade de rejeicdo, elevada resisténcia mecanica e habilidade de formar
biofilme. Além do que, sua biomembrana é empregada como curativo, protese
vascular e substituto de recursos convencionais de liberacdo de drogas. Este
trabalho objetivou reunir e descrever aplicacdes biomédicas do LBN. Trata-se
de revisdo integrativa, realizada em 2021, baseada na pergunta norteadora
“‘Quais as aplicacbes biomédicas do LBN?”, elaborada a partir da estratégia
PICO. A combinacdo de palavras “Natural Rubber’AND “Biomaterials” foi
utilizada na busca nas bases de dados. Os artigos incluidos tinham, como
objetivo/aplicacdo biomédica, avaliar o efeito da incorporacdo de
farmacos/produtos a membrana de LBN, em fendmenos, como atuacao
microbiana, dor e eventos adversos.Conclui-se que os trabalhos concentraram-
se em pesquisas abordando incorporacao de farmacos/produtos de liberagéo a
membrana de LBN, dependente de propriedades inerentes a ela e com
diversos efeitos, sem prejuizo para diferentes tipos celulares.

Palavras-chave: Léatex; Borracha; Hevea brasiliensis; Biomaterial; Aplicacdo
biomédica.

Introducéo

Desde as antigas civilizagdes, a procura por biomateriais capazes de
substituir 6rgdos e tecidos naturais € uma realidade (Finch, 2011). Frente a
esse desafio e com o progresso cientifico, a elaboracdo dessas substancias
tornou-se um dos mais relevantes focos de estudos na Medicina e
Bioengenharia, especialmente pela capacidade de restituirem tecidos humanos
acometidos por enfermidades ou lesionados por acidentes (Cesar et al.,
2020a).

Diante desse contexto, muitos polimeros naturais e sintéticos passaram
a ser utilizados como biomaterial, objetivando restabelecer, manter e aprimorar
o tecido e a sua funcionalidade (César et al., 2020). Dentre eles, o latex de
borracha natural (LBN), um biopolimero obtido da seringueira Hevea
brasiliensis(Cesar et al., 2020b), destaca-se pelo seu emprego na area
biomédica em decorréncia do reduzido percentual de rejeicdo pelo organismo
humano e inducéo de reacles alérgicas, aléem de elevada resisténcia mecanica
e habilidade de formar biofilme (Cesar et al., 2020b; Rosa et al., 2018) Somado

a isso, esse latex apresenta potencial de exploracao, facil manipulacdo e baixo



custo (Aielo et al.,, 2014), associado a nao transmissibilidade de agentes
infecciosos (Rosa et al., 2018).

Obtido a partir da sangria dos tecidos da H. brasiliensis, particularmente
os lactiferos, o LBN é um sistema coloidal, polifasico e polidisperso, constituido
por uma fase borracha (composto por 96% de hidrocarboneto, 3% de lipideos e
1% de proteinas, além de potassio, magnésio e cobre), componentes néo
borracha (formado por lutéides e particulas Frey Wyssling) e soro (composto
por proteinas, acgucares, acidos graxos, alcoois e minerais) (Prodéssimo, 2021).
Sua biomembrana, oriunda de um método néo tradicional de vulcanizacao, tida
como delgada, elastica e porosa (Rosa et al., 2019), participa como barreira
fisica contra agentes infecciosos (Cesar et al., 2020b), na angiogénese (Krupp
et al.,, 2019a), adesédo celular e producdo de matriz extracelular (Cesar et al.,
2020), o que tem propiciado o seu emprego como curativo (Lima et al., 2021a)
e como prétese vascular (Moopayuk; Tangboriboon, 2018).

Ademais, a biomembrana de LBN tem substituido recursos
convencionais de liberagcédo de drogas (Ferreira et al., 2009; Tsai et al., 2016),
especialmente pela inducdo de alteragcbes morfolégicas superficiais nessa
membrana, visando controlar a cinética de liberacdo dos farmacos (Almeida et
al., 2020).

Isto posto, para melhor compreender a aplicacdo do LBN e sua
biomembrana, este estudo se prop6s a reunir e descrever as aplicacdes

biomédicas desse biopolimero de origem vegetal.

Método

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura, a qual objetiva
sintetizar e analisar o conhecimento obtido em estudos anteriores publicados
sobre um determinado tema, oportunizando a construgdo de novos
conhecimentos (Botelho; Cunha; Macedo, 2011).

Para a sua conducao, foram seguidas as etapas propostas por Mendes
et al. (2008), compreendidas por: 1 — Escolha do tema e definicdo da pergunta
de pesquisa; 2 — Estabelecimento de critérios de inclusdo e exclusdo dos

estudos; 3 — Definicdo das informacbes a serem extraidas dos artigos



selecionados; 4 — Avaliacdo dos trabalhos incluidos na revisdo; 5 -
Interpretacdo dos resultados; 6 — Apresentagéo da sintese do conhecimento.

Para a formulacdo da pergunta norteadora, foi utilizada a estratégia
PICO, acrbnimo em inglés, cujo significado corresponde a
“paciente/populagao/problema, intervengao, comparacao e resultados”. Assim,
foram atribuidas, a letra P, as palavras latex de borracha natural, as letras | e
C, ndo houve emprego dessas na pesquisa, e a letra O, foram utilizados os
termos aplicacbes biomédicos. Com base nessa estratégia, foi obtida a
seguinte questdo norteadora: “Quais as aplicagcbes biomédicas do latex de
borracha natural?”

A busca nas bases de dados foi realizada em 27 de dezembro de 2021.
Essas abrangeram o U.S. National Library of Medicine (PubMed), o Web of
Science, o Scopus e o0 portal Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Como
terminologia em saude, foram usadas as expressdes “Natural Rubber” e
“Biomaterials”, incluidas nos Descritores em Ciéncia da Saude (DeCS) e no
Medical Subject Headings (MeSH). Como operador booleano, foi adotada a
palavra inglesa AND.

A busca foi conduzida por dois pesquisadores, 0s quais padronizaram a
sequéncia de utilizacdo dos descritores e dos cruzamentos em cada base de
dados, ap6s o que, procederam com a comparacdo dos resultados. Para
garantir a busca ampla, as bases de dados foram acessadas por meio do portal
periédicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), reconhecida pela Universidade Federal do Ceara (UFC).

Para a selecdo das publicacfes, foram adotados os seguintes critérios
de inclusado: artigos disponiveis na integra, nos idiomas portugués, inglés ou
espanhol, publicados nos ultimos seis anos (de 2015 a 2021), cuja abordagem
envolvia o uso de LBN, obtido da Hevea brasiliensis, na aplicacdo biomédica.
Quanto aos critérios de exclusao, foram suprimidos os estudos de revisdes.
Para sistematizar esse processo, optou-se pela metodologia Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Page et
al., 2021).

Para a extracdo e a sintese das informacdes, utilizou-se 0 instrumento

de Lima et al.,, (2021a). Assim, foram trabalhadas as seguintes variaveis:



codificacdo dos artigos, base de dados, autores, ano e pais da publicagéo;
periddico; tipo de estudo; nivel de evidéncia; principais resultados e aplicacédo
biomédica.

A avaliacdo do nivel de evidéncia cientifica seguiu a classificacdo
proposta por Moraiset. al (2019), a qual estabelece sete niveis: 1 - Revisdo
sistematica e metanalise, ensaios clinicos randomizados controlados ou
revisbes sistematicas de ensaios clinicos randomizados controlados; 2 -
Ensaios controlados e randomizados; 3 - Estudos de coorte; 4 - Estudos de
caso-controle; 5 - Relatério de casos/série de casos; 6 - Opinido/cartas de
peritos; 7 - Pesquisa animal/estudo in vitro (estudos cientificos basicos).

Para a avaliagdo da aplicacdo biomédica, os estudos foram
classificados, de acordo com os autores, em cinco categorias, a saber: 1 —
Estudos que utilizaram o LBN como matriz de liberacdo de farmacos/produtos;
2 — Estudos que utilizaram o LBN como curativo de uso tépico; 3 — Estudos
que utilizaram o LBN na producdo de material biomédico; 4 — Estudos que
utilizaram o LBN na engenharia de tecidos; 5 — Estudos que utilizaram o LBN

como adesivo transdérmico.

Resultados

A estratégia de busca permitiu identificar 350 publicacfes, das quais 69
foram excluidas por duplicidade. Apés a leitura do titulo e resumo, foram
excluidos 171 trabalhos. Dos 110 selecionados para andlise na integra, 87
foram excluidos por serem revisdes ou ndo abordarem a questdo da pesquisa.

Assim, 23 estudos compuseram a revisdo (Figura 1).
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Figura 1- Fluxograma da selecéo de artigos nas bases de dados adaptado do
Preferred Reportingltems for Systematic Review and Meta-Analyses (PRISMA)

Conforme Quadro 1, dos 23 estudos incluidos, 43,47% (n = 10)
constavam na base de dados Scopus, 34,78% (n = 8) tinham sido publicados
no ano de 2018 e 73,91% (n = 17) foram desenvolvidos no Brasil. Quanto ao
periodico, 8,69% (n = 2) dos artigos foram publicados na revista International
Journal of Polymeric Materials and Polymeric Biomaterials, quantitativo igual ao
do periodico Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition.

Sobre o tipo de publicacdo e nivel de evidéncia, 95,65% (n = 22) dos
trabalhos tinham, como tipo de estudo, o animal/in vitro, nUmero igual aos que

tinham nivel de evidéncia 7.

Quadro 1: Caracterizacdo das publicagbes incluidas na reviséo, segundo base
de dados, autor, ano de publicagdo, pais, periddico, tipo de estudo e nivel de

evidéncia. Fortaleza - CE, Brasil, 2020.

N° Base Autor/Ano Pais Periédico Tipo de | NE*
de estudo
dados
01 | Scopus | Almeida et al., Brasil Applied Surface Estudo
2020 Science animal/in
vitro
02 | Web of Gemeinder Brasil Journal of Estudo 7




Science et al., Biomaterials animal/in
2020 Science Vitro
03 BVS Barros et al., Brasil Skin Research and | Estudo
2019 Technology animal/in
Vitro
04 | Scopus | Garmsetal., Brasil Applied Estudo
2019 Microbiology and | animal/in
Biotechnology Vitro
05 BVS Krupp et al., Brasil International Estudo
2019 Journal of animal/in
Biological vitro
Macromolecules
06 | Scopus | Barros etal., Brasil Biomedical Estudo
2018 Physics & animal/in
Engineering vitro
EXxpress
07 BVS George et al., india Scientific Reports Estudo
2018 animal/in
Vitro
08 | Web of | Guerraetal., Brasil Journal of Polymer | Estudo
Science 2018 Research animal/in
Vitro
09 | Pubmed | Miranda et al., Brasil Amino Acids Estudo
2018 animal/in
Vitro
10 | Scopus Moopayuk; Tailandia | Key Engineering Estudo
Tangboriboon, Materials animal/in
2018 Vitro
11 | Web of | Morise et al., Brasil International Ensaio
Science 2018 Journal of controlad
Polymeric oe
Materials and randomiz
Polymeric ado
Biomaterials
12 | Pubmed | Suteewong et | Tailandia Colloids and Estudo
al., Surfaces B: animal/in
2018 Biointerfaces Vitro
13 | Scopus | Barros etal., Brasil International Estudo
2017 Journal of animal/in
Polymeric vitro
Materials and
Polymeric
Biomaterials
14 | Web of | Floriano et al., Brasil Journal of Estudo
Science 2018 Polymers and the | animal/in
Environment Vitro
15 | Webof | Garmsetal., Brasil British Journal of Estudo
Science 2017 Pharmaceutical animal/in
Research Vitro




16 | Pubmed | Miranda et al., Brasil Journal of Estudo
2017 Biomaterials animal/in
Science, Polymer vitro
Edition
17 | Scopus | Watthanaphani | Tailandia International Estudo
t; Rujiravanit, Journal of animal/in
2017 Biological vitro
Macromolecules
18 | Web of | Barros et al., Brasil International Estudo
Science 2016 Journal of Peptide | animal/in
Research and vitro
Therapeutics
19 | Scopus Lee et al., Maldsia | Jounal of Applied Estudo
2016 Polymer science | animal/in
Vitro
20 | Scopus | Borgesetal., Brasil Journal of Estudo
2015 Biomaterials animal/in
Science, Polymer vitro
Edition
21 | Scopus Marcartto et Brasil Jounal of Applied Estudo
al., 2021 Polymer science | animal/in
vitro
22 | Scopus | Miranda et al., | Alemanh Polymer Bulletin Estudo
2021 a animal/in
vitro
23 | Pubmed Lima et al., Brasil Journal of Applied Estudo
2021 Biomaterials and | animal/in
Functional vitro
Materials

*Nivel de Evidéncia.

Quando avaliados os objetivos/aplicacdo biomédica dos estudos, esses,
em geral, envolveram a incorporacdo de farmacos/produtos a membrana de
LBN, compreendendo desde antimicrobianos (especialmente antibiéticos) e
anti-inflamatérios a 6leos vegetais, horménio e produtos naturais/sintéticos
(como propolis, poli(isopreno), quitosana e [W°] hilina al), os quais visavam
avaliar o efeito dessa incorporacdo em fenbmenos, como atividade
antimicrobiana, analgésica, reparacdo tecidual, liberacdo do leite materno e
reducado de eventos adversos (Quadro 2).

Com respeito aos resultados, as publicagbes apontaram, em geral, que
os farmacos/produtos eram passiveis de incorporacdo a membrana de LBN, de
forma dependente da densidade de poros e do seu tamanho, sem induzir

alteracOes estruturais e sem apresentar interagdo significativa com a



membrana. Normalmente, a liberacdo ocorria, inicialmente, de forma rapida,

seguida por um processo mais lento.

Os autores relataram ainda que a incorporacdo nao demonstrou

atividade hemolitica e tdxica, além de apresentar agdo antibidtica contra

Staphylococcus aureus,

Staphylococcus

epidermidis, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli e Burkholderia lata. Ademais, a agregacdo dos

farmacos/produtos a membrana de LBN promoveu a formacédo de tecido de

granulacdo, angiogénese e sintese de colageno.

Especificamente, os estudos mostraram ainda uma maior porosidade,

alongamento, molhabilidade e hidrofilicidade e menor forca ténsil em mebranas

de LBN carregadas com glicerol ou prépolis.

Quadro 2: Caracterizacdo das publicacBes incluidas na revisdo, segundo objetivo,

principais resultados e aplicagdo biomédica. Fortaleza - CE, Brasil, 2020.

NO

Objetivos

Principais resultados

Aplicacao
biomédica

01

Relatar a producdo de microporos em
uma membrana de LBN, por
microusinagem a laser de
femtossegundo.

Avaliar a liberacdo de ciprofloxacina
carregada nessa membrana.

A indugcdo de
microusinagem a
femtossegundo néo
estutura e biodegrabilidade
membrana de LBN;

De acordo com a espectroscopia
FTIR®, pelo método ATR®, houve
uma interacdo entre a ciprofloxacina
e a membrana;

A liberacdo desse farmaco,
inicialmente mais acelerada, foi
maior em membrana com maior
densidade de poro, ocorrendo de
forma controlada;

A concentracéo final desse farmaco
dependeu linearmente da
densidade de poros.

poros por
laser de
alterou a
da

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produt
0
(Ciprofloxacina

)

02

Incorporar sulfato de gentamicina em
biomembranas de LBN para reduzir os
efeitos colaterais da droga.

Avaliar as propriedades antibiéticas
dessa biomembrana incorporada
contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli presentes em Ulceras
cutaneas infectadas.

O sulfato de gentamicina pareceu
ser absorvido, de forma dissipada,
na superficie da biomembrana, sem
induzir alteracOes estruturais,
localizando-se nas camadas mais
internas, além de apresentar uma
maior solubilidade em ambiente
acido;

A incorporagdo desse farmaco a
biomembrana melhorou a sua

Curativos para
Ulceras
cutaneas
infectadas por
bactérias
(Sulfato de
gentamicina)




performance mecanica e manteve a
atividade antibacteriana da droga
contra S.aureus e E.coli;

Essa incorporacdo ndo demonstrou
atividade hemolitica nem toxicidade
em modelo animal de C. elegans,
embora tenha reduzido a
mobilidade de sua larva.

03

Desenvolver e caracterizar um
composto, com propriedades
reparadoras e hidratantes e de baixo
custo, para o alivio da dor e
cicatrizacdo das fissuras mamilares
causadas pela amamentacgao.

A membrana de LBN carregada
com glicerol apresentou maior
densidade de poros, alongamento e
molhabilidade e menor forga ténsil
do que a de LBN sozinho;

A membrana de LBN apresentou

citotoxicidade dose-dependente
sobre 0Ss queratindcitos e
fibroblastos. Entretanto, a

membrana carregada e diluida
mostrou-se  atdéxica para  0sS
fibroblastos e toxica, de forma dose-
dependente, para os queratinocitos;
A membranda de LBN,
independentemente da presenca de
glicerol, nao induziu efeitos
hemoliticos.

Curativo para
fissuras
mamarias
(Gliceral)

04

Desenvolver um dispositivo polimérico
para o tratamento de infec¢des e
reparo tecidual.

Explorar a eficacia desse biomaterial
em cepas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus

epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia colipara o
tratamento de feridas crbnicas
infectadas.

A membrana de LBN carregada
com moxifloxacina ndo apresentou
efeito citotoxico, além de exibir acdo
antibigtica contra S. aureus, S.
epidermidis, P. aeruginosa e E. Coli;
Diferentemente do observado, a
membrana de LBN sozinha néo
mostrou qgualquer atividade
antibidtica frente a essas bactérias.

Curativos para
feridas
cronicas
infectadas
(Moxifloxacina)

05

Avaliar os efeitos da membrana de
LBN associada ao extrato aquoso de
propolis sobre a cicatrizagdo em
modelo de queimadura em ratos.

A membrana de LBN associada a
préplis apresentou maior
hidrofilicidade e porosidade em
relagdo a membrana sozinha;

A membrana, independentemente
da presenca de prépolis,
apresentou maior retracdo da leséo
comparada ao grupo controle (sem
tratamento);

A andlise histopatolégica mostrou
menor infiltrado inflamatério e uma
organizacdo de  queratindcitos
favoravel a descamacdo da pele,
incluindo o tecido necrdtico, na
presenca da membrana de LBN

Curativos para
gueimaduras
(Propolis)




com prépolis, o que nao ocorreu
com a auséncia desse;

A membrana de LBN com propolis
induziu a formacédo de tecido de
granulacdo, angiogénese e sintese
de colageno.

06

Desenvolver uma membrana de LBN
carregada com extrato antioxidante de
Sarasinula marginata.

Avaliar essa atividade in vitro,
comparando duas técnicas
espectrométricas.

A andlise FTIR® mostrou uma
incorporacao satisfatéria do extrato
de S. marginata ao LBN, podendo
ser liberado pela membrana,;

A avaliacdo pela técnica DPPH®©,
especialmente a DPPH EPR®,
manteve a atividade antioxidante do
extrato apds sua incorporacdo ao
LBN.

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produt
o (Sarasinula
marginata)

07 | Verificar se o grafeno associado ao | Os testes demonstraram que a | Producédo de
LBN produz nanocompésitos de filme, | incorporacdo de grafeno ao LBN materiais
capazes de serem resistentes a |resultou em nanocompdsitos com biomédicos
tracdo, alongarem-se e serem | boas propriedades, como (luvas,
biocompativeis. biocompatibilidade, citotoxicidade cateteres e

irrelevante, auséncia de | preservativos)
irritabilidade  cutdanea e  boa (Grafeno)
resisténcia a tracdo e alongamento.

08 | Caracterizar guimicamente a | O processo de epoxidacdo do PI Viabilidade
modificacao na estrutura do | aumentou polaridade desse em | para aplicacdo
poli(isopreno) (PI), oriundo do LBN. relacdo ao LBN; em
Avaliar seu efeito na preparacdo de | Quanto as blendas de PLGA/PI | Engenharia de
blendas de poli (acido Ilactico-co- | epoxidado, essas foram Tecidos
glicélico) (PLGA) a fim de melhorar a | parcialmente misciveis, divergindo | [Poli(isopreno)]
compatibilidade quimica em relacdo & | do Cellprene®®, além de serem
Cellprene®® (blenda de PLGA/PI) e | adequadas para aplicacdo em
aumentar suas aplicacbes na | Engenharia de Tecidos Moles e
Engenharia de Tecidos. biocompativeis;

PLGA/PI epoxidado apresentou
maior proliferacdo e adeséo celular
comparado a PLGA/PI.

09 | Avaliar a incorporacédio e liberacdo de | A MEV" mostrou que parte do Matriz de
peptideos, utilizando um transportador | pepitideo, identificado por [W°] hilina | liberac&o de
de biomembrana de LBN, para|al, ficou retida na superficie da | farmaco/produt
promover o desenvolvimento de | biomembrana do LBN; o]
curativos antimicrobianos que | Quanto a sua integridade, observou- | ([W°] hilina al)
estimulem a reparacdo tecidual e |se uma degradacdo enzimatica do
evitem a infeccdo pelas substancias | peptideo por proteases presentes
contidas no latex. no latex.

10 | Avaliar se a semente de mangostdo, | Em termos de composicdo, o p6 da | Adesivo para

associada ao emplastro de LBN, pode | semente de mangostdo era | administracédo
ser utiizada como sistema de | constituido  especialmente por de
liberacdo de farmaco, inclusive para o | lipideo, seguido por carboidrato, | farmaco/produt
alivio da dor em pacientes com | fibras e proteinas; o (P6 de




osteoartrite.

Em relacé@o a caracteristicas fisicas,
0 p6 da semente apresentou uma
temperatura de degradacdo de
41,50°C;

Observou-se, ainda, no emplastro
de LBN, angulos de contato com
gotas de agua e alcool de 80,8° e
0,0°, respectivamente, propiciados
pela incorporacao do po;

Quanto as suas propriedades
mecanicas, essas foram
semelhantes as apresentadas pelo
emplastro na auséncia do po.

semente de
mangostao)

11

Desenvolver um Sistema de Entrega
Transdérmica de Drogas, usando
membranas de LBN carregadas com
butilbrometo de escopolamina para um
futuro tratamento transdérmico de
sialorreia.

A espectrofotometria  UV-visivel
mostrou uma liberacdo rapida de
32% e mais lenta de 65,3% de
butilborometo de escopolamina da
membrana de LBN apo6s 24h e 72h,
respectivamente;

Evidenciou-se ainda que o
butilbrometo de escopolamina nao
alterou o comportamento mecanico
da borracha, além de exibir uma
maior intensidade de bandas pela
anélise FTIR®;

Observou-se uma maior
molhabildiade da membrana na
presenca do butilbrometo, além de
nehum  efeito  hemolitico  foi
constatado.

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produ
to
(Butilbrometo
de
escopolamina)

12

Desenvolver um sistema
antibacteriano duplo, contendo
guitosana e nanoparticulas de prata,
capaz de ser utilizado com substratos
rigidos (polimetilmetacrilato) em filme
de LBN.

A MEV®Y mostrou deposicdo de
nanoparticulas de prata e quitosana
sobre o filme de LBN;

A andlise por MFA® n3o apontou
significativa diferenca de rugosidade
entre o filme coberto ou ndo pelas

nanoparticulas de prata e
quitosana;
Em relacédo a atividade

antimicrobiana, o filme contendo
nanoparticulas de prata e quitosana
ndo inibiu o crescimento de S.
aureus e apresentou um reduzido
efeito sobre E. coli;

Quanto a deposicao de
nanoparticulas de prata e quitosana
sobre polimetilmetacrilato em filme
de LBN, essa inclusdo aumentou a
rugosidade e a atividade

antibacteriana desse filme.

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produt
0 (Quitosana,
nanoparticulas
de prata e
polimetilmetacr
ilato)




13

Desenvolver membrana de LBN
carregada com desmopressina.

Caracterizar a liberagdo desse
peptideo in vitro, visando seu uso no

tratamento de enurese.

A MEV® exibiu cristais na superficie
da membrana de LBN contendo
desmopressina,

A andlise FTIR® mostrou interacdes
nao covalentes entre a
desmopressina e LBN;

Quanto a liberacdo do peptideo a
partir da membrana, constatou-se
uma liberacdo rpida de 35% da
desmopressina em até 2 horas e
uma mais lenta de 60%, em 96
horas;

Sobre a atividade hemolitica, n&o foi
observado qualquer acéo pelo LBN,
independentemente da presenca do
peptideo.

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produt
0
(Desmopressin
a)

14

Desenvolver um sistema de liberacéo
transdérmica de cetoprofeno
incorporado @ membrana de LBN.

A MEVY constatou a presenca de
cetoprofeno na superficie da
membrana de LBN, inclusive com a
formacéo de agregados solidos;

A anélise FTIR® revelou nehuma
interagcdo  significativa entre o
farmaco e membrana;

Sobre as propriedades mecanicas,
a inclusao de cetoprofeno reduziu o
enlogamento na ruptura e manteve
a forca ténsil do LBN;

Com respeito a atividade hemolitica,
a incorporcdo do farmaco néo
apresentou efeito hemolitico.

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produt
0
(Cetoprofeno)

15

Desenvolver uma membrana de LBN
carregada com ciprofloxacina para
acelerar o reparo tecidual e controlar a
infeccéo de feridas.

Caracterizar o biomaterial quanto a
sua estrutura, morfologia, resisténcia e
atividade microbioldgica.

A MEV® apontou a presenca de
cristais de ciprofloxacina de
diferentes tamanhos e formas,
intimamente unidos;

Na andlise de difracdo de raio-X,
constatou-se auséncia de
cristalinidade de ciprofloxacina na
membrana de LBN;

A andlise  FTIR®  mostrou
estabilidade do farmaco apés a sua
incorporacdo a membrana,

A avaliacdo termogravimétrica e a
derivada evidenciou maior pirélise
na membrana sem a incorporagéo
de ciprofloxacina e modificacdo nos
estagios de degradacdo pelo
carregamento da membrana com o
famaco, respectivamente;

Em relacéo a atividade
microbiolégica, a membrana de LBN

Curativos para
feridas
infectadas
(Ciprofloxacina

)




carregada com ciprofloxacina inibiu
completamente a bactéria
Burkholderia lata.

16

Desenvolver um método para

produzir membranas de LBN via
liofilizacdo, permitindo o controle da
porosidade da membrana, por meio da
adicdo de diferentes volumes de agua
e da liberacdo de albumina sérica
bovina.

A MEV®Y mostrou uma relacéo direta
entre 0 numero de poros e o volume
de agua adicionado durante a
formacdo da membrana de LBN;
Com respeito a permeabilidade ao
vapor de agua, observou-se uma
permeacéao constante da
membrana, elevando-se com o
tamanho do poro; Sobre a liberacéo
de albumina  sérica  bovina,
constatou-se um aumento da sua
liberacio com o aumento da
porosidade da membrana;

Sobre a atividade hemolitica, a
membrana, independentemente da
presenca de poro, ndo apresentou
esse tipo de atividade;

Em relagdo a citotoxidade, ndo foi
detectado esse  efeito pela
membrana.

Curativos para
feridas
(Membrana de
LBN por
liofilizacao)

17

Produzir filme de LBN associado a
sericina e quintina bigode como um
produto alternativo para o tratamento
de feridas.

Desenvolver 0s novos curativos
elasticos aplicaveis para as feridas em
gue € necessaria a aplicacdo de
pressao para “amortecer” a ferida.

A MEVY evidenciou pequenas
protrusbes na superficie do filme,
especialmente  produzidas pelo
aumento de quitina;

Sobre as propriedades mecanicas,
observou-se uma maior tensao na
ruptura pelo maior teor de sericina,
reduzida pela presenca de quitina
bigode. Esse fenbmeno foi também
constatado no alongamento na
ruptura;

Em relacdo a capacidade de
absorcdo de agua, essa aumentou
com a maior concentracdo de
sericina, 0 que ndo ocorreu com a
incluséo da quitina;

A inclusdo de pequena quantidade
de quitina favoreceu a liberacéo de
sericina da membrana;

Sobre a viabilidade celular, essa foi
maior com a sericina 20%.

Curativos
elasticos para
tratamento de

feridas

(Sericina e
quitina bigode)

18

Desenvolver um novo sistema de
liberacdo de ocitocina em membrana
de LBN, visando o seu uso como
adesivo dérmico para a liberagcdo do
leite materno.

A analise do inchamento em agua
da membrana de LBN apontou uma
absorcao de 1,08g desse
liguido/grama dessa estrutura em
um periodo de 16h;

A avaliacdo termogravimétrica

Matriz de
liberacdo de
farmaco/produ
to (Ocitocina)




apontou uma semelhanca na
pir6lise da membrana na presenca
ou auséncia da ocitocina;

A andlise FTIR® n3o constatou
ligacdo covalente entre o hormdnio
e a membrana;

A MEV® evidenciou agregados
solidos de ocitocina na superficie da
membrana,;

Em relacdo a liberagdo, observou-
se uma cinética de liberacdo do
hormonio inicialmente rapida,
seguida por lenta;

Com respeito a atividade hemolitica,
essa ndo foi detectada na
concentracao de até 100 pg/mL da
amostra ocitocina e membrna e
LBN diluida.

19 | Descrever a preparacao e | As microemulsdes de Oleo vegetal | Curativo para
caracterizacdo do LBN plastificado | (6leo de palmiste, coco e soja) feridas
com emulsbes de Oleo vegetal, | aumentaram o tamanho das infectadas
visando a eficdcia desse filme na | particulas de LBN, em torno de (Oleo de
redugdo da  sobrevivéncia de | 13,4% a 17,0%, diminuiram | palmiste, coco
Escherichia coli e Staphylococcus | consideravelmente as suas e soja)
aureus. propriedades mecanicas e elevaram

o indice de inchamento;
Em relacédo a atividade
antimicrobiana, o LBN associado ao
O0leo vegetal apresentou atividade
antimicrobiana contra S. aureus,
mas nao contra E. coli.

20 | Criar um composto capaz de aprimorar | A MEV" apontou a presenca de Matriz de
as propriedades do fosfasto de célcio e | particulas de fosfato de célcio sobre | liberacdo de
LBN para aplicacédo biomédica. a superficie da biomembrana de | farmaco/produt

LBN; o (Fosfato de
Sobre a atividade hemolitica, a calcio)

biomembrana, independentemente
da presenca de fosfato de célcio,
ndo induziu essa atividade até a
concentracéo de 0,125 mg/mL.

21

Produzir estruturas de &cido polilatico,
com duas geometrias diferentes em
3D, revestidas com LBN, visando
aplicagcédo biomédica.

A analise da estrutura de &cido
polilatico coberto com uma camada
de LBN mostrou um nivelamento e
uniformidade em relagcéo a estrutura
sem essa cobertura, 0 mesmo
ocorrendo quando da presenca de
uma segunda camada. Nao se
observou reducédo do diametro dos
poros;

A anélise FTIR® indicou que o 4cido

Estruturas 3D
para cultivo
celular




nao reagiu quimicamente com o
LBN;

Em relacdo aos testes mecanicos
de compressdo, a camada de LBN
nao alterou os alterou;

Quanto a atvidade hemolitica, essa
ndo foi observada quando da
cobertura com LBN.

22

Avaliar o efeito do metronidazol e
nanoparticulas de prata incorporados a
membrana de LBN como carreadores
em um sistema de liberacdo
controlado.

A MEVY  mostrou particulas
aderidas a superficie da membrana
de LBN, correspondendo as
nanoparticulas de prata, bem como
estruturas em forma de nucleacgéo,
relacionadas principalmente aos
cristais de metronizadol;

A andlise FTIR® exibiu nenhuma
mudanca quimica na membrana
apos a incorporacao de
metronidazol e prata;

Os testes de liberacdo in vitro
apontaram uma ligacdo das
nanoparticulas com o farmaco, além
de uma libracdo mais rapida, pela
adsorcdo desse complexo a
membrana de LBN, e uma mais
lenta, pela presenca do farmaco no
interior da membrana;

A analise molecular evidenciou uma
interacdo mais eficiente entre as
nanoparticulas e o metronidazol em
relacdo a matriz do LBN. Observou-
se ainda a retencdo de varias
moléculas do farmaco na matriz;
Sobre a atividade hemolitica, a
nanoparticula, o farmaco e o LBN
nao apresentaram esse tipo de
acao.

Curativo para
feridas
infectadas
(Metronidazol
e
nanoparticulas
de prata)

23

Incorporar ibuprofeno & membrana do
LBN, visando a produgdo de um novo
adesivo  biocompativel para o0
tratamento de processos inflamatérios,
capaz de reduzir os efeitos adversos.

Em termos de propriedades
mecanicas, a incorporacdo de
ibuprofeno a membrana de LBN
reduziu o modulo de elasticidade e
elevou o alongamento, além de ter
aumentado em 33% a deformacéao e
43% a tensao de ruptura,

A membrana incorporada nao exibiu
poros e sua absorcdo ocorreu na
forma de cristais;

Quanto a liberagdo de ibuprofeno,
essa ocorreu efetivamente em meio
basico, mais rapidamente, quando

Adesivo para
administracao
de farmaco
(Ibuprofeno)




presente na superficie da
membrana, e mais lentamente,
guando presente no seu interior;
Sobre a ativiade hemolitica, a
membrana com o farmaco nao
apresentou essa ativiade.

3FTIR- Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier; PATR-
Reflex&o total atenuada; “DPPH - Ensaio espectrofotométrico; “EPR - Ensaio
de Ressonancia Paramagnética Eletronica; °Cellprene® - blenda patenteada
pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul; "“MEV - Microscopia
Eletrénica de Varredura; YMFA — Microscopia de Forca Atémica.

Discussao

Esta revisdo integrativa permitiu reunir e descrever as aplicacfes
biomédicas do LBN, oriundo da H. brasiliensis, seringueira nativa da floresta
amazonica e a principal fonte de borracha natural (Raia et al., 2018). Em
particular, esse trabalho procurou explicar os achados gerais obtidos em
estudos publicados em base de dados cientificamente relevantes, o que podera
contribuir com o desenvolvimento de pesquisas voltadas a préatica clinica
guanto ao uso de membranas de LBN e os diferentes mecanismos fisicos,
guimicos e biologicos desencadeados pelo seu emprego.

Quando avaliadas as bases de dados dos artigos incluidos, o maior
namero de publicacbes na Scopus pode ser um reflexo da importancia da
tematica aqui abordada e do fato de ser essa plataforma um ambiente vasto de
producbes cientificas, nas mais diferentes areas, fenbmeno sustentado pelos
periodicos nela cadastrados (Rebelo et al., 2015).

Sobre 0 ano dos trabalhos, o destaque para 2018 pode ser um reflexo
da priorizacdo, no periodo de 2019 a 2021, de pesquisas voltadas ao
Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave-2 (SARS-CoV-2) e
Doenca Coronavirus - 19 (COVID-19). Pode-se supor ainda que tenha
resultado do limitado apoio financeiro instituido pelo Governo Federal as
pesquisas, vivenciado nos ultimos anos (Moutinho et al., 2020).

Com relagcédo ao pais onde a pesquisa foi conduzida, o predominio de
artigos oriundos do Brasil pode ser compreendido se admitido que a H.

rasiliensis € uma espécie botanica nativa da Amazonia, tendo, como a Unica




fonte de seu produto (borracha natural), o Brasil, até meados do século XX
(Proddssimo, 2021).

No que se refere ao periédico, o fato de todos os estudos terem sido
publicados em revistas internacionais, especialmente na International Journal
of Polymeric Materials and Polymeric Biomaterials(tida como a publicacéo
oficial da Sociedade Internacional de Polimeros Biomédicos e Biomateriais
Poliméricos) e Journal of Biomaterials Science Polymer Edition (revista que
publica trabalhos relevantes no contexto das propriedades dos biomateriais
poliméricos e sua interacdo com organismos vivos, particularmente no nivel
molecular e celular), foi surpreendente, visto que a maioria deles foi
desenvolvido no Brasil.

Esse dado pode ser um indicio de que ha interesse dos pesquisadores
nacionais por revistas internacionais, possibilitando uma maior visualizacéo e
alcance de informagbes, colaborando com a internacionalizagdo da ciéncia
brasileira (Antunes et al., 2019). Somado a isso, pode existir um maior
interesse internacional pela biodiversidade brasileira (Raia et al., 2018).

No que diz respeito ao tipo de estudo e nivel de evidéncia das
publicacdes, o fato de que grande parte delas envolveu pesquisa animal/estudo
in vitro e forca de evidéncia 7 pode ser justificado pela pesquisa animal permitir
a investigacdo do efeito de uma substancia/produto sobre todo o organismo
(Lima et al.,, 2021a). Além do que, esse tipo de estudo proporciona o
esclarecimento de questbes relacionadas aos processos fisiolégicos e
patoldgicos, com repercussao na pratica clinica (Amorim et al., 2021).

Para o estudo in vitro, sua utilizagdo por grande parte dos artigos
contidos nessa revisdo pode se basear no fato que esse tipo de pesquisa &
capaz de obter informacdes importantes para o ser humano, ao fazer uso do
cultivo de células, tecidos e 6érgdos em um meio externo ao organismo (Borges
et al., 2017) .

Vale ressaltar que, apesar da reduzida forca de evidéncia cientifica,
pesquisas com animais ou in vitro sdo reconhecidas como cruciais para o
avancgo da Medicina e apoio continuo as Ciéncias Morfofuncionais (Morais et
al., 2019).



Quando analisados o objetivo e aplicabilidade médica dos trabalhos
incluidos, a preponderéancia da utilizacdo do LBN como matriz de liberacdo de
farmaco/produto pode estar associada ao crescente interesse do setor
farmacéutico em inovar e investigar sistemas de liberacdo capazes de
aprimorar os efeitos terapéuticos, minimizar os efeitos colaterais (Dias Murbach
et al., 2014), regular a liberacdo e ampliar a duracdo das drogas (Guerra et al.,
2021). Tal interesse pode ser proporcionado pela membrana de LBN ser um
potente sistema carreador associado a sua biocompatibilidade, baixo custo,
facilidade de manipulacao e inducdo de angiogénese e adeséo celular (Aielo et
al., 2014).

Especificamente, para a incorporacdo de antibiéticos a membrana de
LBN, conforme apontado nos artigos dessa revisdo, essa conduta se justifica
por serem um dos grupos de farmacos mais prescritos (Ribeiro Teixeira et al.,
2019) e importantes no controle de infecgbes. Além do que, é possivel uma
alteracdo da cinética e do tempo de liberacdo dessas drogas pela simples
mudanca morfoldgica dessa membrana (Gemeinder et al., 2021).

Para os anti-inflamatoérios, o interesse de sua integragdo a membrana
pode estar fundamentado no seu elevado consumo mundial (Bitencourt &
Alexandre Alves, 2021), associado a perspectiva de reducdo de seus efeitos
adversos sistémicos, inclusive graves, propiciada por sistemas de liberacdo
transdérmica (Floriano et al.,, 2018). Sobre os Oleos vegetais, seu estudo
associado a membrana de LBN pode ser entendido se admitido que esses
materiais renovaveis e sustentaveis sao capazes de atuarem como
plastificantes de borracha natural (Petrovi¢ et al., 2013), reduzindo a sua
viscosidade e custo. Ainda, eles podem aprimorar as propriedades de
processamento dessa borracha e aumentar a flexibilidade, em baixa
temperatura (Nasruddin & Susanto, 2018).

No tocante a incorporacdo de hormbénio a membrana de LBN, esse
propésito é compreensivel se observada a importancia que a terapia de
reposicdo hormonal em situacbes de menopausa e andropausa apresenta,
particularmente utilizando formulagbes, como adesivos (Mesquita et al., 2021).

Esses, quando sensiveis a pressao e incorporados a borracha natural, sao



muito adotados pelas propriedades dessa ultima de cristalizar sob estiramento
(Mapari et al., 2021).

Sobre os produtos naturais/sintéticos associados a membrana de LBN, a
utilizac@o de propolis pode ser entendida se considerado que essa substancia
natural se sobressai como material adicional a curativos, apresentando efeitos
antibacterianos, ndo hepatotdéxicos e imunogénicos, além de regenerativos
(como, a producdo de colageno e elastina e aumento da proliferacdo de
queratindcitos) e anti-inflamatérios (Rojczyk et al., 2020).

Nomeadamente, a incorporacdo de propolis a membrana de LBN
propicia a essa flexibilidade, porosidade e hidrofilicidade, propriedades que
podem favorecer desde a angiogénese, formacao do tecido de granulacdo e
organizacdo de uma barreira protetora a facilitacdo de drenagem do exsudato e
maior aderéncia da membrana a lesdo e aceleracdo da multiplicacdo celular
(Krupp et al., 2019b).

Para a quitosana, a sua associacdo a membrana de LBN pode estar
relacionada ao seu uso, como biopolimero, no tratamento de feridas e liberacao
de farmacos. Essa aplicabilidade se baseia em suas propriedades de
biocompatibilidade, biodegrabilidade e similaridade com a matriz extracelular,
além de promover cicatrizacao (Cristina Sampaio et al., 2018).

Especificamente, no artigo aqui incluido, a quitosana foi empregada para
estabilizar as particulas de latex de poli (metacrilado de metila) carregado
negativamente (Suteewong et al., 2019). Somado a isso, como 0 objetivo do
estudo era  desenvolver um sistema antibacteriano duplo, capaz de ser
utilizado com substratos rigidos (polimetilmetacrilato) em filme de LBN, a
quitosana foi também adotada por apresentar atividade antimicrobiana (Galindo
et al., 2019).

No que se refere ao poli(isopreno), a sua aplicabilidade nos estudos se
justifica por ser a borracha natural um polimero de isopreno, conferindo a ela
uma simplicidade em sua composicao e elasticidade, embora uma alta massa
molecular média (Prodéssimo, n.d.). Com respeito ao [W°] hilina al, composto
peptidico modificado da hilina al, peptideo antimicrobiano oriundo da ra
Hypsiboas albopunctatus, sua incorporagdo a membrana de LBN se

fundamenta no fato de que esse composto apresenta atividade antimicrobiana,



favorecendo esse efeito nessa associagcédo. Realmente, esse sistema pode agir
como uma matriz de liberacdo de diferentes moléculas (Miranda et al., 2018),
além de contribuir com a reparacéao tecidual (Guerra et al., 2021).

Quando investigados os resultados apresentados pelas publicagbes
abordadas nesse trabalho, o fato de terem focado na incorporacdo a
membrana de LBN dos farmacos/produtos ressalta o desejo de se utilizar esse
latex como matriz para um sistema de liberagdo controlada de medicamentos
(Borges et al., 2014). Em particular, esse tipo de sistema possibilita uma acao
mais duradoura do principio ativo, maior seguranca, aderéncia e eficacia, além
de menor frequéncia de administracao e efeito toxico (Junior et al., 2021).

Nesse ambito, vale relatar que a presenca da droga/produto na
superficie da membrana se associa a sua liberagdo mais acelerada para o
meio, fendmeno denominado de liberacdo rapida. Essa envolve uma
disponibilizagdo quase espontanea de uma parte da substancia para o meio
externo (Lima et al., 2021b). Quanto a fase de liberacdo mais lenta, essa se
caracteriza pela localizacdo do farmaco/produto no interior da membrana.

Em relacdo a interferéncia da porosidade sobre a incorporacdo e
liberacdo dos farmacos/produtos retratadas nas publicacées dessa revisao, ela
foi perceptivel no artigo de Almeida et al. (2020), o qual afirmou que uma maior
liberacdo de ciprofloxacina ocorreu em membrana de LBN com maior
densidade de poros.

Embora esse fendmeno tenha ocorrido em membrana de LBN
submetida a microusinagem a laser de femtossegundo, esse aumento de
porosidade e, consequentemente, maior liberacao da droga/produto (de Barros
et al.,, 2019) poderia resultar do acréscimo de agua durante o processo de
producédo dessa membrana, inclusive com aumento da permeabilidade ao
vapor a essa molécula. Especificamente, essa estratégia se faz necesséria
para a amenizacdo das reacdes alérgicas e citotoxicidade desencadeadas pela
membrana de LBN, obtida por métodos convencionais (Miranda et al., 2017).

No tocante & auséncia de alteracdes estruturais e interacdo significativa
entre os farmacos/produtos e a membrana, independentemente da técnica

utilizada para a incorporacdo dessas drogas/produtos a ela, esses achados



ratificam o seu emprego como sistema de liberagdo de farmacos, propiciando a
disponibilizacdo desses para o meio, sem interferir na sua composigao.

Particularmente, esse resultado € surpreendente se considerado que o
LBN é constituido por isopreno, um composto muito reativo (Silva et al., 2016).
Contudo essa inexisténcia de alteragdo estrutural e ligacdo consideravel entre
os farmacos/produtos e a membrana de LBN podem ser entendidas ao se
observar que, além da presenca de agua, unidades de poli(cis-1,4-isopreno) e
de poli(trans-1,4-isopreno) e de grupos terminais de cadeia a e w, esse tipo de
latex apresenta carboidratos, proteinas e lipidios (Cesar et al., 2020b; Guerra et
al., 2021), sendo os dois ultimos responsaveis pela estabilidade coloidal (zapata-
Gallego & Alvarez-Lainez, 2019).

Ainda, em termos organizacionais, embora controverso, admite-se que o
LBN é formado por um nucleo hidrofébico envolvido por uma camada mista,
composta por 84% de proteinas e 16% de fosfolipidios (Guerra et al., 2021).
Nessa estruturacdo, espera-se que atuem forcas eletrostaticas repulsivas,
forcas repulsivas estéricas, forcas de solvatacao e forcas atrativas de Van der
Waals (Cattinari et al., 2021).

No tocante a auséncia de atividade hemolitica quando da incorporagao
de drogas/produtos a membrana de LBN, esse dado ressalta a seguranca do
uso desse sistema, inclusive em seres humanos, especialmente se
considerado que esse tipo de teste se relaciona diretamente a toxicidade de
substancias, incluindo drogas (Zohra & Fawzia, 2014). Notadamente, esse tipo de
andlise se baseia na similaridade da membrana do eritr6cito com a membrana
das demais células, além da facilidade de acesso a sangue e isolamento desse
tipo celular (zohra & Fawzia, 2014).

A semelhanca da avaliagdo da atividade hemolitica, a inexisténcia de
toxicidade frente a associacdo de farmacos/produtos a membrana reforca a
seguranca do processo, particularmente por ser um passo obrigatorio na
investigacdo de novas moléculas/drogas. Ainda, por meio desse tipo de
analise, pode-se definir a abrangéncia da acéo terapéutica (Zotsenko et al.,
2021).

No que diz respeito a acdo antibidtica apresentada pelos

farmacos/produtos incorporados a membrana de LBN, esse dado sustenta o



fato de que os antimicrobianos associados a membrana séo liberados para o
meio e exercem o seu efeito, 0 que pode ser ampliado pelos componentes da
H. brasiliensis, representados por proteinas, como heveina, quitinase, B-1,3-
glucanase e glucosidase, e amonia (Floriano et al., 2014; Guerra et al., 2021).

No que concerne a propriedade angiogénica das drogas/produtos
incorporados a membrana, essa atuacao pode ser percebida se admitido que
essa membrana é capaz de liberar uma substancia semelhante ao Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular, induzindo a restituicdo de artérias e veias
(Guerra et al., 2021).

Para a formacdo do tecido de granulacdo e sintese de colageno
relatados pelos artigos dessa revisdo, pode-se justificar pela membrana de
LBN estimular a producdo de Fator de Crescimento de Transformacao-f31
(TGF-B1) (Parisi; Leite; Rosa, 2021), citocina responsavel pela migracao celular
e sintese de matriz extracelular no processo de reparo (Pinto, 2015), bem como
pela proliferacéo de fibroblastos (Ayavoo et al., 2021).

Com respeito a maior porosidade, hidrofilicidade e molhabilidade exibida
por propolis associado a membrana de LBN, esse resultado ja tinha sido
observado por Silva et al. (2014). O aumento da porosidade pode decorrer da
presenca de poros na membrana, ja que o filme de proplis € liso e suave.
Sobre a maior hidrofilicidade e molhabilidade, esses fendmenos podem resultar
do fato de que o propolis é totalmente hidrofilico, diminuindo o angulo de
contato entre o liquido e a superficie (Silva et al., 2014).

Para o glicerol, utilizado com a membrana para favorecer a hidratacao
na regido do mamilo (Barros et al., 2019), o alongamento propiciado pela sua
incorporacdo a membrana de LBN pode estar relacionado a acdo desse
plastificante entre as cadeias dos polimeros, diminuindo as interacbes e
aumentando a mobilidade (Goncalves et al.,, 2019). Quanto a menor forca
ténsil, ela pode estar associada a concentracdo de glicerol empregada, o que
pode ser corroborado com o observado por Antunes et al. (2019). De acordo
com os autores, o filme biodegradavel de quitosana incorporado com glicerol
suportou uma maior tenséo de ruptura quando em menor concentracado de

glicerol.



Como limitagdes dessa revisédo, cita-se, como a mais relevante, a
deficiéncia de publicagbes nacionais e internacionais capazes de embasar a
discusséo de determinados resultados aqui relatados, especialmente no que se
refere a interagéo fisica, quimica e molecular entre os farmacos/produtos de
liberagdo e a membrana do LBN, bem como os mecanismo envolvidos na néo

toxicidade dessa membrana e seus efeitos biologicos.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que os artigos
mostraram qualidade na publicacdo, concentrando-se em revistas voltadas aos
biomateriais poliméricos e em tipos de estudos relevantes para o progresso

cientifico.

Os trabalhos evidenciaram ainda a concentragdo em pesquisas
abordando incorporacdo de farmacos/produtos de liberagdo a membrana de
latex de borracha natural, dependente de propriedades inerentes a membrana
e com diferentes efeitos, sem prejuizo para os diferentes tipos celulares

estudados.
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ABSTRACT

Natural rubber (NR) hybrid systems obtained from the latex of Hevea
brasiliensis are the current target of many researchers due to their new and
superior properties. To take advantage of these materials in the medical field,
experiments to evaluate the cellular response are necessary. This manuscript
presents a complete in vitro analysis of the biocompatible properties of two
distinct hybrid systems developed from the association between NR and
calcium phosphate (CaP) and silica particles (SiPs). We have produced NR
films using two different organic solvents, chloroform (CHF) or toluene (TOL),
and incorporated CaP or SiPs to investigate their effects on morphology, activity
(alkaline phosphatase activity — ALP), and viability (MTT) of murine osteoblasts.
The NR-Hybrids presented different heterogeneous and homogeneous
distributions throughout the polymeric matrix dependent on the nature of the
particles, which translates to affect surface wettability. Cell proliferation was
increased at 48 and 72h with similar results observed after the addition of CaP.
The cell morphologies are also affected by the hybridization process indicating
the effects of both, solvent and particle nature. On the other hand, ALP activity
was higher when NR was dissolved in CHF and enhanced after CaP or SiPs
incorporation. The surface modification of NR films, dissolved in CHF or TOL,
with the addition of CaP or SiPs, provided a different level of biocompatibility
depending on the solvent, and charge. The effects on osteoblastic differentiation
are correlated with preserved cell viability. Taken together, our data show that
these novel NR hybrid systems may represent a very promising biological tool

with desirable properties supporting bone augmentation.

Keywords: Hevea brasiliensis, natural rubber hybrid systems, calcium

phosphate, silica, osteoblast, cell response



1. Introduction

Many polymers of synthetic or biological origin, such as polylactic acid
(1), polycarbonate (2), polyamides (3), and polypropylene, have been
investigated for applications as biomaterials. Natural Rubber (NR) extracted
from Hevea brasiliensis, a polymer comprising colloidal particles stabilized by
negatively charged proteins and lipids in a serum fraction (5), has gained
prominence in several studies for biomedical applications. It has been proven to
induce tissue repair, increasing vasculogenesis and influencing osteogenesis. It
can be applied to dermal wounds, helping with healing, and used as occlusive
membranes and devices to release bioactive compounds (6). Experimental
studies on postharvest natural latex have been carried out to evaluate the
natural characteristics (7). However, hybrid NR systems (e.g., combining the
natural polymer with other materials, such as ceramic and metals) require
further studies correlating the new physicochemical characteristics associated

with cellular responses.

From a material science point of view, a key aspect of the production of
NR hybrid materials aimed at medical applications is the control the possible
changes in surface properties, such as surface wettability (8), after combination
with other materials (9). NR exhibits a hydrophobic regime with a contact angle
close to 90° and the incorporation of the new components can modify this
parameter and, consequently, the cell viability due to changes to the inner and
surface structures (10). Under bone tissue engineering point of view, the new
NR hybrid systems need to be compatible with osteoblastic cells. Results
obtained from in vitro experiments show osteogenic differentiation and
cytocompatibility in NR-hydroxyapatite nanoparticles (11). On the other hand, it
has been reported that NR can form apatite (the mineral phase of bone) and
improve bone regeneration (12). An important question concerns the relation
between morphological cell evolution on new NR compounds associated with
composites like calcium phosphate particles (CaP) and the processing
parameters, such as surface charge and surface energy.The need to establish a
correlation between biological and physicochemical aspects of the NR hybrid,



such as CaP particles, taking into account the role of different parameters, such

as time, type of solvents and cell viability is evident.

Another explored aspect in hybrid NR systems, which we wanted to
elucidate, relates to the cell response to an NR polymeric matrix incorporated
with silica particles (SiPs). Some authors suggested that silica gel nanoparticles
stimulate the expression of Insulin-like growth factor 2 (IGF-2), a well-known
factor that promotes osteogenic cell differentiation, which increases alkaline
phosphatase (ALP) and osteoblast activities (14). Furthermore, osteogenic
effects of silica were observed by inducing gene expression of bone markers
such as bone morphogenetic protein (BMP)-2 (15). The effects of the SiPs, with
different surface charges, combined with NR on osteoblastic cells remain
unknown and is also a goal of our study. Herein, we show the potential
applications of new hybrid NR systems incorporated with CaP and SiPs by
associating the physicochemical characteristics and their effect on cell

proliferation, cell activity, and osteoblastic cell viability.

2. Experimental
2.1 Materials

Calcium nitrate tetrahydrate (Ca(NOj3)2-4H,0, 99%), ortho-phosphoric
acid (H3POg4, 285 wt.% in H,0), ethylene glycol (HOCH,CH,OH, 99.8%), methyl
alcohol (CH3OH, 99.5%), ammonium hydroxide (NH4OH, 28-30%) and
chloroform (CHCI3, 99%) acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
were used for the production of the bioactive ceramic powders based on CaP.
Tetraethyl orthosilicate (TEOS, 98%), (3-aminopropyl) trimethoxysilane
(APTMS, 97%), and fluorescein isothiocyanate (FITC, 97.5%) from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), ammonia solution (NH,OH, 28—-30%) from Vetec
(Rio de Janeiro, RJ, Brazil), absolute ethanol (EtOH, 99.5%) from Dinamica
(Indaiatuba, SP, Brazil), and ultra-pure from a Milli-Q® Direct Water Purification
System (EMD Millipore, Burlington, MA, USA) were used for the production of
the SiPs. NR latex was collected from Hevea brasiliensis trees (clone RRIM
600) located at Estancia Regina farm, Sdo Paulo State, Brazil (20°33'21.03”S
48°61°'13.49”W). NR sample was collected from Hevea brasiliensis (clone RRIM

600) trees at the Estancia Regina farm, Sdo Paulo-Brazil, being immediately



transferred to propylene tubes containing 0.9% m/m ammonia and stored under

refrigeration at 4 °C to avoid microbial contamination.

2.2 Preparation of the NR suspensions

An aliquot of 1.5 mL of the latex were added to 2 mL microcentrifuge
tubes and centrifuged for 90 min at 24 °C in an Eppendorf 5418 R centrifuge for
a separation of the NR cream phase. For each sample produced was employed
a centrifugation speed of 14000g. After centrifugation, the cream phase was
collected with a spatula and submitted to drying in an oven at 45 °C for 24 h.
Then, the NR was dissolved in chloroform and toluene, for both organic
solvents the concentration used was also 10 mg/mL. Subsequently, a volume of
100 uL of the NR suspensions produced from chloroform (CHF) and toluene
(TOL) was carefully dropped on glass coverslips and dried at room temperature.
The experimental protocol described here for the preparation of the NR
suspensions used in the production NR-CaP and NR-SiPs hybrid films have

already been established by our group in previous publications (1).

2.3  Production of NR-CaP hybrid films

The CaP was synthesized using the sol-gel method with calcium nitrate
tetrahydrate and orthophosphoric acid as precursors in the proportion of 80:20
wt.% (Nascimento, 2014). For this, the precursors have dissolved in 15 mL of
methyl alcohol: ethylene glycol solution (2:1 ratio). The mixture was maintained

under magnetic stirring in ambient conditions for 1 h to produce the sol solution.

To produce the CaP powders, the obtained product was submitted to
aging, drying, and annealing processes. First, it was mantained for 24 h at 50
°C under constant magnetic stirring, resulting in an opaque and viscose gel.
The gel was dried for one h at 100 °C, then ground to powder with a mortar and
pestle. The resultant powder was annealed for 1 h at 700 °C and stored under
ambient conditions. The experimental protocol described here for the production
of the CaP powders used in the NR-CaP hybrid films have already been
established by our group in previous publications (2). Bioactive ceramic
powders based on CaP containing CasPg (47.8% by weight), Ca (PO,4);0H
(9.5% by weight), CaCO;3; (36.3% by weight), and Ca (6.3% by weight by



weight) were mixed with the NR suspensions produced from chloroform and
toluene under magnetic suspension for 30 min. Then, a volume of 100 pL of the
NR-CaP suspensions in chloroform (CHF-CaP) and toluene (TOL-CaP) was
carefully dropped on glass coverslips and dried at room temperature. The final
concentration of CaP in the NR-CaP hybrid films (CHF-CaP and TOL-CaP
samples) was 0.2 mg/mL.

2.4  Production of NR-Si and NR-ASI hybrid films

Spherical fluorescent SiPs were synthesized using a modified Stober
method (3). To produce the negatively charged SiPs (Si), first was dissolved 3.0
mg of FITC in 3 mL of absolute ethanol and then adding 3.2 pL of APTMS. This
mixture was gently homogenized and allowed to react in the dark for 1h at room
temperature. After, 1.5 mL of absolute ethanol, 800 pL of TEOS, and 6.3 mL of
NH,OH were added to the same container, in this order, respectively. The
reaction was maintained under stirring at 60 = 4 °C for 2 h. Lastly, the
suspension was centrifuged at 48,200g and 4 °C for 30 min to remove the
excess of reagents. The obtained supernatant was discarded, and the Si were
suspended in absolute ethanol with an ultrasonic bath (Cole-Parmer, IL, USA).
Cycles of centrifugation/resuspension were repeated three times. The

concentration of Si was determined thermogravimetrically.

SiPs were amino-functionalized using a post-grafting method (Ho et al.,
2013). To produce the positively charged SiPs (ASi), first, a mixture containing
28 uL of APTMS, 63 uL of NH,OH, and 100 pL of ultrapure water was slowly
added to 12 mL of SiPs suspension (20 mg/mL) under vigorous stirring. The
resultant solution was stirred and refluxed at 75 + 4 °C for 3 h to covalently bind
APTMS to the SiPs surface. The suspension was centrifuged at 48,200g and 4
°C for 30 min to remove the excess of reagents. The obtained supernatant was
discarded, and the ASi were suspended in absolute ethanol with an ultrasonic
bath (Cole-Parmer, IL, USA). Cycles of centrifugation/resuspension were
repeated three times. The concentration ASi was determined

thermogravimetrically.



To avoid aggregation of the SiPs, they were first sonicated and then
mixed with the NR suspended in either chloroform or toluene. Thereafter, a
volume of 100 pL of the NR-SiPs suspensions was carefully dropped on glass
coverslips and dried at room temperature. The final concentration of SiPs in the
NR-SiPs hybrid films (CHF-Si, CHF-ASIi, TOL-Si, and TOL-ASi samples) was
0.1 mg/mL.

2.5 Experimental design

A total of 180 wells containing DMEM and osteoblasts or NR associated
with other substances, being DMEM; CHF; CHF-CaP; TOL; TOL-CaP; CHF-S;i;
CHF-ASI; TOL-Si and TOL-ASI; were evaluated, with n5 in each group, selected
in the periods of 48 hours (n=60) and 72 hours (n=60). This amount was for
each analysis, viability, and cellular activity. Viable osteoblasts were observed
in culture medium (DMEM group) and in culture medium with NR hybrid films
produced from chloroform (CHF, CHF-CaP, CHF-Si, and CHF-ASI) and toluene
(TOL, TOL-CaP, TOL-Si, and TOL-ASI). The supplementary image summarizes

the experimental design of the analyzed groups in this work.

Experimental design

| L | | Tow—=; | | T |

DMEM  CHF CHFCaP TOL TOL-CaP CHFSI CHFASE TOLSI  TOL-ASI

T
Control Films

Description of the Groups:
Control group: DMEM

1
2. Natural rubber film produced from Chloroform 10mg/mi: CHF

3. Natural rubber film produced from Chloroform with CaP in the ratio of NR:CaP of 5:1: CHF-CaP
4. Natural rubber film produced from Toluene 10mg/mi: TOL

5. Natural rubber film produced from Toluene with CaP in the ratio of NR:CaP of 5:1 : TOL-CaP

6. Natural rubber film produced from Chloroform 10mg/mi with Silica Negative 0,1 mg/mL: CHF-Si
7. Natural rubber film produced from Chloroform 10mg/ml with Silica Positive 0,1 mg/mL: CHF-ASI
8. Natural rubber film produced from Toluene 10mg/ml with Silica Negative 0,1 mg/mL: TOL-Si

9. Natural rubber film produced from Toluene 10mg/ml with Silica Positive 0,1 mg/mL: TOL-ASI

2.6. Culture of murine osteoblasts (OFCOL II)

Murine osteoblasts (OFCOL Il) acquired from the cell bank of the Federal
University of Rio de Janeiro (BCRJ) were used, maintained in Dulbecco's

medium modified by Eagle (DMEM) containing 10% fetal bovine serum in the



presence of antibiotics (100 U/ ml of Penicillin and 100 pg/ml of Streptomycin)
and antifungal (100U/ml of Amphotericin B), at 37°C in a humidified oven,
incubated in an atmosphere of 5% CO2. In this study, cells were used between
passages 18-20. From the stock, a 25 cm?® culture bottle was prepared,
containing 1 ml of cells, adding 4 ml of DMEM culture medium, enriched with
10% FCS. The cells were kept in an oven with automatic temperature control at
37°C and CO, pressure.

Cell growth was followed by observation under an inverted microscope
(Nikon Eclipse TS100). These cells were subcultured after trypsinization when a
confluent monolayer was formed. After a period of 3 minutes with 2 ml of 0.05%
trypsin, the cells were removed by adding 6 ml of DMEM culture medium
supplemented with 10% FBS. To release the cells from the bottle wall, a strong
jet was used with the aid of an automatic pipettor. Then the cells were
transferred to a 15 ml falcon, centrifuged (SOLAB SL-701) at 2000 rpm, 4°C for

5 minutes.

After this period, the supernatant was removed, and the cells
resuspended with the addition of 4 ml of complete medium. From this volume,
aliquots of at least 1 ml were removed and transferred to new bottles. Medium

changes were performed every 48 hours.

2.7Microscopic characterization of the NR hybris films

We evaluated the spatial distribution of the CaP and SiPs in the NR-
based hybrid films using a confocal laser scanning microscope (CLSM; Zeiss
LSM 710, Munich, Germany). The samples were imaged using a 100x Zeiss EC
Plan-Neofluor objective lens (NA = 1.3, working distance = 0.20 mm, oil
immersion). A 405 nm laser was utilized to map the NR and NR-CaP
components and a 488 nm laser to excite the FITC encapsulated within the core
of the SiPs.

2.8 Surface characterization by contact angle measurements

Static droplet contact angle measurements (volume ~2 pL) were

performed using a standard sessile droplet method on a Ramé-Hart 250-F1



tensiometer/goniometer. For each experiment, a drop of water was gently
deposited on each surface enclosed in a glass chamber. A homogeneous white
light system was positioned behind the sample to make the drop appear black.
Side view images of the droplets were recorded with a CCD camera for
subsequent characterization of surface wetting regimes as indicative of the
hydrophobic-hydrophilic properties of the modified NR hybrid films. The
sample's ambient temperature was adjusted to 22 + 2°C and the relative
humidity was adjusted to 48 + 6% at the beginning of the experiments. Surface
energy (because of chemical components) and its subsequent cellular effects
were calculated based on contact angle values obtained using liquids with
different polarities. The theory behind this approach is based on the concept of
short-range and long-range intermolecular interactions, called polar and
dispersive interactions, respectively. At least five measurements were made in
different areas of each sample using water (ySP =51 mN'm?, y4=2138 mN'm*
and y, = 72.8 mN.m™) and diiodomethane (;» = 0 mN'm™, 4 = 50.8 mN'm*
and y, (CHF)= 508 mN'm™), where v, denotes the surface tension of the liquid
and y? and y¢ are the polar and dispersive components of respectively. The
surface energy (or surface tension) of the y, substrates was calculated using an
approach based on polar dispersive components y4 and yr of the free energy

of the polar-non-polar liquid [40,41], as described by the relationships:
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The theory behind this approach is based on the concept of short-range
and long-range physicochemical interactions, called polar and dispersive
interactions, respectively. On the one hand, the molecular interactions of charge
fluctuation are the changes in long-range forces and, on the other hand, the
short polar interactions. Estimating the substrate's ;4 and yr values require
solving a two-equation system formed by observing two opposite extreme
experimental scenarios for equations (1). In one scenario, diiodomethane is
used as a fully non-polar liquid, in the other, deionized water is used as the

polar liquid. Both scenarios are used on the same surfaces and under other



identical experimental conditions. Once estimated, the surface energyy, of each
surface were obtained by equation (2) and are presented with their associated

surface components.

2.9 Cell morphology

Osteoblasts  were  observed under an inverted  optical
microscope,CKX41SF Olympus, after 48 and 72 hours of cell culture. Pictures
were taken at400x magnification from DMEM; CHF; CHF-CaP; TOL; TOL-CaP;
CHF-Si and CHF-ASi; TOL-Si and TOL-ASi groups. A descriptive analysis
wasperformed by two independent pathologists (VCCG, ACRML) blinded to

groupallocation.

2.10 Cell viability

Cytotoxicity testing aims to assess the lethal or sublethal effects of a
substance or product at the cellular level. For this work, the cytotoxicity test by
the direct method with MTT was used. This test quantitatively assesses
mitochondrial function by reducing tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yh)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide; Sigma) in formazan crystals. This reduction
reaction occurs within the mitochondria through the enzyme succinate-
dehydrogenase; therefore, the amount of formazan crystals is directly related to
the reduction potential of tetrazolium MTT in mitochondria. To carry out the
tests, OFCOLL Il cells were used in 96-well plates containing NR hybrid films
and cells in an amount of 100 pl of culture medium with 3,000 cells per well for
periods of 48 and 72 hours. After these periods, the middle of all wells was
removed, keeping the latex in them. Then, 100 pl was added per well of MTT
diluted with the complete culture medium at a concentration of 1 mg/ml. MTT
was incubated for 3 hours at a temperature of 37°C and 5% CO,. After this
period, 100 ul of the supernatant was extracted and transferred to a 96-well
plate and 100 pul DMSO was added to each well under agitation for 30 seconds
to solubilize the formazan crystals. Absorbance readings were performed in a

spectrophotometer (Biotek) at a wavelength of 590nm (5).



2.11 Cell activity

Alkaline phosphatase is an enzyme found in many tissues in the body,
with higher concentrations in the liver and bones. In bones, it is produced by
osteoblasts, cells involved in the formation of new bone tissue, which
continually rebuilds the structure of bones. Therefore, the measurement of bone
alkaline phosphatase was performed to assess the activity of osteoblasts. For
analysis of this parameter, samples of the medium supernatants from all wells
were collected from the 24-well culture plates after periods of 48, 72 cell
exposure to latex samples. After collection, the samples were used for the
measurement of Bone Alkaline Phosphatase (FAO), using a specific "Kit",
whose methodology follows the manufacturer's laboratory guidelines
(LABTEST®). The method is based on the lability of the alkaline phosphatase
bone isoform against heat. 100 uL aliquots of the sample were incubated in a
water bath at 56 °C for 10 minutes and immediately transferred to an ice bath.
The non-bone alkaline phosphatase activity (thermostable) will be determined
directly in the spectrophotometer at a temperature of 30 °C with absorbance
reading at 405 nm, having p-nitrophenylphosphate as substrate. The bone
fraction, in turn, will be indirectly determined by subtracting the activity obtained
from thermostable alkaline phosphatase from the total alkaline phosphatase (6).

2.12 Statistical Analysis

Data were analyzed using PRISMA, using ANOVA variance analysis and
Turkey’s post-test. The PCA was performed by Past 3.2 software. Data were

presented as mean and standard deviation of the mean and P<0.05.

3. Results
3.1. Effects of the CaP incorporation on surface wettability and cell

response



Firstly, we have characterized the effects of the calcium phosphate
particles on the wettability and surface free energy. Figure 2 (a) displays the
result of the confocal imaging of the NR-CaP hybrid films excited using 405.
The CaP presented a heterogeneous spatial distribution throughout the NR
matrix, with few individualized particles, thus forming micro-clusters
(agglomerated) in the films.Figure 2 (b) shows the contact angle values and
surface free energy of NR samples produced with both CHF and TOL solvents,
CHF-CaP and TOL-CaP. The results show two findings concerning the surface
properties: (1) the solvent affects surface wettability (contact angle values
decrease from CHF to TOL) and (2) the surface wettability is independent of the
CaP incorporation, that is, contact angle values and surface energy do not
exhibit significant differences. Since modifications on wetting regimes of
biomaterials influence cell behavior, we evaluated how the hybridization

process of the NR affects cell viability.
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Figure 1. Physicochemical characteristic of the NR-CaP hybid films:
Confocal luminescence micrographs of the NR-CaP hybrid film (a). The NR-
CaP autofluorescence was excited using 405 nm laser. Comparison of the
Contact angle and surface energy values before and after hybridization

processes by CaP using TOL and CHF solvents (b).

Figure 3 (a) shows the effects of Natural Rubber films from Hevea brasiliensis
on cell response. The results of the cell viability in vitro culture of murine

osteoblasts at 48h show that the addition of CaP does not affect the

TOL TOL-CaP CHF CHF-CaP
Samples



biocompatibility of NR, that is, non-toxicity effects were observed. The NR films
prepared with CHF solvent added with CaP increased (P<0.05) cell viability
when compared to DMEM and the NR films prepared with TOL. Figure 3 (b)
shows the ALP activity of murine osteoblasts cells on the Natural Rubber (NR)
films from Hevea brasiliensis dissolved in two different solvents (Chloroform —
CHF or Toluene - TOL) over the cell culture period. At 48h, the cells in CHF and
CHF-CaP groups presented a higher (P<0.05) percentage of ALP activity than
DMEM. The CHF group also showed a higher (P<0.05) percentage of ALP
activity when compared to the TOL and TOL-CaP groups Figure 3 (b). The
CHF-CaP group presented a higher (P<0.05) percentage of ALP activity than
the TOL and TOL-CaP groups.)
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Figure 2. Effects of natural rubber films from Hevea brasiliensis dissolved in
chloroform or toluene and filled with calcium phosphate in the cell viability(A)
and activity of alkaline phosphatase (B)in vitro culture of murine osteoblasts at
48hours. The groups: DMEM, CHF, CHF-CaP, TOL and TOL-CaP.* P<0.05
CHF-CaP versus DMEM and TOL-CaP (A). The groups: DMEM, CHF, CHF-
CaP, TOL and TOL-CaP, * P<0.05 DMEM versus CHF and CHF-CaP. # P<0.05
CHF versus TOL and TOL-CaP. ! P<0.05 CHF-CaP versus TOL and TOL-CaP

(B).

3.2. Effects of the positive and negative Si incorporation on Surface

Wettability and cell response

Figure 4 (a) A displays the result of the confocal imaging of the NR-SiPs hybrid
films excited using a 488 nm laser, respectively. The results show different
spatial distributions depending on the charge of particles used for incorporating
the natural polymer. In CHF-Si and TOL-Si, the negatively charged SiPs are
heterogeneously distributed, with few agglomerates Figure 4(c and e). While in
CHF-ASi and TOL-ASi, the positively charged SiPs are homogeneously
distributed.Figure 4 (b) shows the contact angle values and surface free energy
of NR samples produced with both CHF and TOL solvents and Hybrid NR-Si
samples with positive and negative Si particles. The incorporation of the positive
Si particles increases the NR surface-hydrophilicity compared to NR control as

indicated by contact angle reduction from ¢ = 94° to § = 68°. According to the

dispersive energy component, the charge fluctuations, resulting from



intermolecular forces over long distances, were less intense than the permanent
dipole moments (characterized by the polar components) after Si incorporation.
In addition, with a reduction in contact angle, an increase in the polar
component is observed, indicating that the surface becomes more hydrophilic.
On the other hand, the dispersive component remains stable for TOL samples

independent of the Si incorporation.

Figure 3Physicochemical characteristic of the Hybrid NR-CaP: Confocal
luminescence micrographs of the NR-SiPs hybrid films. (c) CHF-Si, (d) CHF-
ASi, (e) TOL-Si, and (f) CHF-ASI. Mapping was performed using different laser
wavelengths. The NR autofluorescence and NR-SiPs particles fluorescent cores

were excited using 488 nm laser (Q).
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Figure 4 (a) shows the results of the cell viability in vitro culture of murine
osteoblasts at 48h. When evaluating the influence of Si particles on cell
viability, there wasno difference between the groups (P>0.05) at 48h. The
Figure 4 (b)when analyzing natural rubber films after the addition of silica
(Si), duringthe 48-hour period, the CHF group exhibitedhigher (P&lt;0.05)
values of ALP activity than CHF-Si, CHF-ASI, TOL, and TOL-ASI groups.
Furthermore, it was observed higher (P&lt;0.05) values of ALP activityin the
TOL-Si group, when compared to TOL, TOL-ASi or CHF-Si groups
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Figure 4Effects of natural rubber films from Hevea brasiliensis dissolved in
chloroform or toluene and filled with silica particles in the cell viability (A)and
alkaline phosphatase (ALP) activity (B)in vitro culture of murine osteoblasts at
48 hours. The groups: DMEM, CHF, CHF-Si, CHF-ASIi, TOL, TOL-ASi and
TOL-Si. (A). The groups: DMEM, CHF, CHF-Si, CHF-ASI, TOL, TOL-Si, TOL-
ASi.* P<0.05 DMEM versus CHF, CHF-Si and TOL-Si. # P<0.05 CHF versus
CHF-Si, CHF-ASI, TOL and TOL-ASI. !P<0.05 TOL-Si versus CHF-Si, TOL and
TOL-ASI (B).

4. Effects of hybridization of the NR oncell morphology in vitro culture of

murine osteoblasts

Figure 5 shows optical micrographs of osteoblastic cells seeded on
different surfaces for 48 and 72 hs. At 48h, osteoblasts from groups DMEM,
CHF, and TOL were elongated. Osteoblasts cultivated in Natural Rubber films
from Hevea brasiliensis filled with CHF-CaP or TOL-CaP revealed cell
proliferation and contact area. The osteoblasts morphology on the hybrid NR-Si
(CHF-ASI, CHF-Si, TOL-ASI, TOL-Si) were elongated in shape . On the other
hand, it seems to have more dead osteoblasts than differentiated ones.
However, in the TOL-ASI group some osteoblasts displayed contact areas.

At 72h, there was an improvement in osteoblasts proliferation in almost
all groups, the cells showed a spindle shape, especially in the DMEM group.
Natural Rubber films from Hevea brasiliensis filled with CHF-CaP, TOL-CaP or



TOL-CaP showed homogeneous distribution of cells on the surfaces with
relatively low cell adhesion. On this hybrid materials (CHF-ASIi, CHF-Si, TOL-
ASi, TOL-Si) the osteoblastic cells were also elongated in shape but seems to
exhibit a significant decrease in spreading and no contact area could be seen
between the osteoblasts.

During cell growth and differentiation, osteoblast evolution occurs in
four stages: proliferation, extracellular matrix (ECM) production, ECM
maturation, and, subsequently, apoptosis (Stein et al., 2004). The addition of
CaP in NR matrix seems to improve this osteoblast stage, independent of the
solvent used. This find may be related to the enhancement of cell adhesion due
to polar and dispersive and that was disclosed in groups CHF-CaP and TOL-
CaP.
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TOL-CaP i TOL-Si

CHF-CaP
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Figure 5lmages from in vitro culture of murine osteoblasts at 48 and 72
hours. Osteoblastos morphology are shown in groups the following groups:
DMEM (A), CHF (B), CHF-CaP (C), CHF-ASi (D), CHF-Si (E), TOL (F), TOL-
CaP (G), TOL-ASI (H) and TOL-Si (I). Scale bars= 50um.

5. Discussion

The NR hybridization process can entail possibilities for the design of
materials for biomedical applications. Understanding the relationship between
the physicochemical modifications of the polymeric characteristic/processing
with other materials and the cell-material interactions is the first step to
achieving applications. Herein, we report the physicochemical characteristic of

two hybrid NR systems, as an alternative for bone tissue engineering.

As aforementioned, molecular rearrangement in the polymeric matrix submitted
to process with different solvents and the incorporation of different particles may
vary the surface properties of the films, in particular, its wettability. According to
the results of contact angle measurements, the wetting regime of the NR is
dependent on the solvent used for the processing and is non-dependent on the
CaP incorporation (Figure 2). An opposite configuration is observed in hybrid
NR-Si systems: the incorporation of the positively charged silica (ASi) changes
the surface energy and decreases wettability (Figure 4). Such modifications
may have been caused by topology, surface energy, or both. Surface energy
depends on polar and dispersive interactions. We further analyzed the
hybridization effects on energy components and the results show that the
wetting regime is modified, especially by the increase of the polar component,
which can be attributed to the migration of the charges in particles naturally
present in NR. It notes that the both solvent and the presence of particles in the
polymer induce the modifications in the components of surface free energy. The
correlation between such physicochemical parameters with the cell viability is

described by the multivariate correlation analysis.

We also elucidate the role of the solvents for material processing on
cell response. When cell viability was evaluated in the presence of CaP and
with NR dissolved in different solvents, an increase was observed at 48h in the
CHF group (CHF-CaP). However, the TOL group (TOL-CaP) showed a



reduction in cell viability. This non-favorable effect can be associated with the
pore formation process, as shown in Figure 2A. Therefore, our findings suggest
that NR may exhibit a toxic effect when dissolved in toluene, independent of the
CaP addition.

On the other hand, our results pinpoint chloroform as a strategic solvent in NR
processes since it favors the size and regularity of the film, as it facilitates
porosity in a honeycomb structure as shown in figure 5.

In consonance with the hole of the solvents, NR hybrid systems
obtained by using CHF exhibited a reduction in toxicity and an increase in cell
proliferation(3).These findings may explain the enhancement of cell viability
when CaP is added to NR films dissolved in chloroform solvent, especially in
the CHF-CaP group. On the other hand, SiPs, positively or negatively charged,
added to NR films dissolved in chloroform or toluene showed cell viability upper
to 50% after 48 h and this behavior was sustained after 72 h despite that CHF-
Si and CHF-ASI groups presented a reduction in this parameter. This discreet
reduction may be explained by possible changes in the cell microenvironment
conditional to the SiPs charge. The results indicate that cells are few sensitive
to NR-SiP nanopatrticles, corroborating other studies correlating high metabolic
and dehydrogenase activity in mouse calvaria preosteoblast (29)

Alkaline phosphatase activity (ALP) is considered a marker for
osteogenic activity and differentiation in viable osteoblasts (7). ALP assay
indicates cell proliferation and production of neo-osseous tissue matrix and high
levels of ALP generally indicate active bone matrix mineralization and that
osteogenesis is successful (8). We emphasize the importance of a more
complet cell-substrate analysis by including ALP in biomaterial studies since it
has been shown a positive correlation between cell activity and in
vitroexperiments in a mouse calvaria defects model following implantation of
CaP materials (9). In the preset study we assessed ALP expression
enzymatically over 48 and 72h to investigate the effect of NR hybrid systems on
in-vitro osteogenesis. It was observed increases in ALP activity at 48h in CHF
groups, including those added with CaP (CHF-CaP). The peculiar
physicochemical characteristics of the CaP coating result in higher ALP activity
in osteoblasts and can be associated with higher levels of mineralization (10).

The deposition of phosphate ions seems to positively interact with bone cells



and CaP deposition may stimulate rapid osseointegration of bone implants and
more bone formation (11). Beyond the effects on osteoblasts differentiation CaP
may affect osteoclast formation during the hydrolysis process to hydroxyapatite,
acting on the crosstalk between osteoclasts and osteoblasts which influences
new bone formation (12).Furthermore, due to the similarity with the inorganic
phase of the bone matrix (13), the mechanism of action of CaP-driven
osteoinduction may include direct and indirect effect of the biomaterial,
inflammatory response, and/or pathological ossification/bone formation (14).
Our current data also showed that the addiction of negatively charged SiPs to
TOL group (TOL-SI) increased ALP activity. In vivo and in vitro studies showed
that SiPs plays a role in the metabolic activity of osteoblast, the synthesis of
type | collagen, affecting the metabolic activity of bone cells and mineralized
tissue formation (15). Also, SiPs appears to be necessary for bone
homeostasis, being essential for normal development of the skeleton and
connective tissue (Nieves, 2013). Furthermore, SiPs has a dual effect on bone
metabolism, since it stimulates osteoblast proliferation and differentiation and
inhibits osteoclast formation and bone resorption in vitro(16). Although the
addition of SiP to NR hybrid systems may confer resistance to the material,
ensuring its bending strength (17), it has been demonstrated that SiPs may
modulate osteoblasts and osteoclasts activity. Similar to our data it has been
show that SiPs have osteogenic effects without cell toxicity (18). By speculating
the mechanism of action of SiPs, some authors suggested that gel SiPs
stimulate the expression Insulin-like growth factor 2 (IGF-2), a well-known factor
which promotes osteogenic cell differentiation, which increases alkaline
phosphatase (ALP) and osteoblasts activities (19).

Furthermore, Uribe et al (2020) reported osteogenic effects of SiPs
through inducing gene expression of bone markers such as bone
morphogenetic protein (BMP)-2 (20). Here, it is worth to mention that BMP-2
plays an important role in differentiation of mesenchymal stem cells by
regulating ALP expression (21). Also, BMP-2 release increases mineralization
in both in vitro and in vivo assays (22). In the present study, ALP activity was
increased significantly in the presence of NR hybrid systems and its osteogenic
activity when supplemented with SiPs or CaP was demonstrated in osteoblasts

cells culture. Some authors also demonstrated that by using CaP as a scaffold



for delivery of BMP-2 was associated with increasing bone regeneration,
evaluated by ALP dosage (23); (24). In fact, one of the bone matrix
mineralization mechanisms of CaP includes its capacity of acting as
concentrator of osteoinductive proteins (BMP) (14). These results suggested
the potential use of these hybrid systems in bone tissue regeneration. Likewise,
the putative involvement of BMP-2 in the osteogenic effect of silica, some
authors suggested the contribution of antioxidant effects (25). In addition to
stimulating  properties on osteoblast activity, SiPs can prevent
osteoclastogenesis by inhibiting the transcription factor nuclear factor activated
T cells c1 (NFATc1), essential for osteoclast differentiation and its target gene
RANK (26). Also, Beck et al (2012) showed that SiPs acts an antagonist of NF-
KB preventing an activation of a pathway necessary for bone resorption, but

inhibitory to bone formation (27).

Synthetic-, animal-, or plant-origin membranes, such as rubber,
collagen, cellulose, alginate, and chitosan, have been studied for biomedical
applications. Among those vegetal-origin, the membranes produced from NR
bring several advantages (28). The hybrid NR systemsdeveloped in this study
can provide the natural characteristic of the polymer and act as a smart
biomaterial with therapeutic potential for bone regeneration(29)(30). In
particular, our results evidence the role of the inorganic particle, corroborating
the strategies for nanomaterial-based therapy for bone tissue regeneration (15).
Considering these present data, it may be suggested that NR from Hevea
brasiliensis is an attractive biomaterial for bone tissue engineering. However,
we can point out two main limitations of the present study: although the cell type
(osteoblasts) and the bone marker (ALP) selected for the study provide valuable
and reproductive results, the complexity of bone healing will require in vivo

studies to apply these findings at translating results.

Conclusion

NR from Hevea brasiliensis hybrid systems displayed positive effects
on osteoblastic differentiation and preserved cell viability. We demonstrated that

the surface modification of NR films, dissolved in chloroform or toluene, through



the addition do CaP or Si are biocompatible depending on the nature of particle
and charge.The CaP particles presented a heterogeneous distribution
throughout the NR matrix with few individualized particles, while SiPs presented
a homogeneous distribution throughout the polymeric matrix.Taken together,
our data show that this novel NR hybrid systems may represent a very

promising biological tool with desirable properties supporting bone healing.
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5. CONCLUSAO GERAL

Este estudo investigou os efeitos da borracha natural como arbougo na
cultura in vitro de osteoblastos murinos, quanto a viabilidade, proliferagéo,
atividade e morfologia celular. Em particular, este estudo abordou duas

investigacbes: 1) o efeito de diferentes solventes (cloroférmio e tolueno)



utilizados para diluir o latex e 2) o efeito dos compdsitos (fosfato de calcio e
silica) adicionados ao latex. Este trabalho também contribuiu para a pesquisa
relacionada ao desenvolvimento de biomaterial biolégico a base de borracha
natural, util para o tratamento de problemas o&sseos, uma vez que 0S
osteoblastos, células essenciais para a formacdo e regeneracdo 0ssea,
cresceu facilmente sobre as amostras que foram utilizadas. Além do estudo
experimental, foi realizada uma revisdo integrativa que podera contribuir
significativamente com novos estudos envolvendo o latex de borracha natural,
bem como aprofundamento dos estudos existentes relacionados as aplicacdes

biomédicas.
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