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RESUMO

Uma tendéncia cada vez mais frequente na pesquisa em engenharia de tecidos é o
desenvolvimento de scaffolds ultrafinosem nanoescala. Propde-se entdo, a fabricacdo de
scaffolds poliméricos utilizando a eletrofiagdo (PBAT 12 %, PBAT 12 %/PPy 1%), e a
deposicdo homogénea de nanocompdsitos de nHAp na superficie das fibras utilizando a
eletrodeposicdo eletroquimica (PBAT 12 %/PPy 1%/nHAp), para regeneracdo Ossea. O
processo de eletrofiacdo foi realizado com 12 13 kV, agulha de 1,2 mm, bomba de infuséo de
0,3 ml / h e distancia de 10-12 cm do contra eletrodo. Posteriormente, o nHAp foi diretamente
eletrodepositada nos scaffolds de PBAT / PPy usando um aparelho cléssico de trés pontas. Os
scaffolds foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura MEV/EDS, FTIR por
ATR, DRX, testes para avaliar possiveis efeitos genotoxicidade in vivo (MN e Cometa), e
atividade antibacteriana. No DRX o tamanho do cristalito do scaffold com nHAp depositada
foi de 72.6 nm. No teste MN o experimento foi composto por 05 animais (n=5), sendo quatro
grupos: Gl - PBAT/PPy/nHAp, GlI- PBAT/PPy, Controle positivo - Ciclofosfamida na dose
de 50mg/Kg por via intraperitoneal e o Controle negativo - agua destilada. O sangue foi
coletado da cauda de ratos para o teste cometa. No teste micronicleo foram coletadas células
da medula 6ssea da fémur de ratos, mostraram que a scaffold ndo induziu danos no DNA e
genotoxicidade nas células. Nos testes antimicrobianos os scaffolds apresentam uma eficacia
de 99,8% em atividade antibacteriana (bactéria Pseudomonas aeruginosa). Em conclusao, os
scaffolds ndo tem efeito genotdxico, sendo esse novo biomaterial apresento tendo grande

potencial para possivel utilizacdo in vivo e no reparo 6sseo.

Palavras-chaves: Genotoxicidade. Materiais Biocompativeis. Regeneracdo Ossea



ABSTRACT
An increasingly frequent trend in tissue engineering research is the development of nanoscale
nanofiber scaffolds. It is then proposed to manufacture polymeric scaffolds using
electrospinning (PBAT 12%, PBAT 12% / PPy 1%), and homogeneous deposition of nHAp
nanocomposites on the surface of the fibers using electrochemical electrodeposition (PBAT
12% / PPy 1 % / nHAp), for bone regeneration. The electrospinning process was carried out
with 12 13 kV, 1.2 mm needle, 0.3 ml / h infusion pump and 10-12 cm distance from the
counter electrode. Subsequently, nHAp was directly electrodeposited on PBAT / PPy
scaffolds using a classic three-point device. The scaffolds were characterized by SEM / EDS
scanning electron microscopy, FTIR by ATR, XRD, tests to evaluate possible in vivo
genotoxicity effects (MN and Comet), and antibacterial activity. In XRD the size of the
scaffold crystallite with deposited nHAp was 72.6 nm. In the MN test the experiment
consisted of 05 animals (n = 5), with four groups: GI - PBAT / PPy / nHAp, GII-PBAT / PPy,
Positive control - Cyclophosphamide at a dose of 50mg / kg intraperitoneally and the Control
negative - distilled water. Blood was collected from the tail of rats for the comet test. In the
micronucleus test, bone marrow cells were collected from the rat femur, showing that the
scaffold did not induce DNA damage and genotoxicity in the cells. In antimicrobial tests,
scaffolds are 99.8% effective in antibacterial activity (bacteria Pseudomonas aeruginosa). In
conclusion, scaffolds have no genotoxic effect, and this new biomaterial presents great

potential for possible use in vivo and in bone repair.

Keywords: Genotoxicity. Biocompatible materials. Bone Regeneration
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1. INTRODUCAO

1.1 Relevancia do tema e estado atual da arte

O reparo da fratura 6ssea se trata de um processo complexo, isto é, reconstrugdo de
defeitos 6sseos e ndo apenas unido. O 0sso tem capacidade para reparacdo e regeneracdo em
resposta a uma lesdo ou tratamento cirurgico. Seja qual for desses processos, estes envolvem
uma complexa integracdo de células, fatores de crescimento e matriz extracelular. O processo
de reparagédo consiste em restaurar a continuidade dos tecidos lesados, sem necessariamente
aumentar o volume ésseo. Ja a regeneracdo é um processo que envolve a diferenciacdo de
novas células e a formacdo de um novo tecido 6sseo que resulta em um aumento do volume
de novos tecidos esqueléticos (JACOBSEN; AL-AQL; WAN; FITCH et al., 2008).

Além da fixagdo convencional, enxertos 0sseos combinados com fisioterapia
adequada, como estimulacdo elétrica, ultrassom e ambiente com gradiente de baixo oxigénio,
sdo estudados para reparo 0sseo. Os materiais utilizados para o reparo de fraturas 6sseas
incluem auto enxertos, aloenxertos, xenoenxertos e materiais 0sseos sintéticos. Entre eles, os
autoenxertos sdo considerados o "padrdo ouro" dos materiais de reparo 6sseo. No entanto, 0s
autoenxertos sao limitados por fontes 6sseas e também podem introduzir novos traumas e / ou
complicagdes. O implante de aloenxertos e xenoenxertos pode ser propenso a desencadear
rejeicdo imune. Embora o reparo da fratura 6ssea possa ndo precisar de materiais que nao
sejam implantes, defeitos 6sseos ou grandes vazios de tecido podem exigir materiais como
suporte. Como resultado, uma variedade de materiais dsseos sintéticos foi desenvolvida, e
mostrou grande promessa para o reparo de fraturas ésseas. (NAIR; SURESH BABU; VARMA,;
JOHN, 2008; TAUTZENBERGER; KOVTUN; IGNATIUS, 2012; ZHANG; LI; MAO; WANG,
2011)

Nanomateriais sdo definidos como tendo pelo menos uma dimensédo entre 1 e 100 nm.
Apresentam propriedades fisicas e / ou quimicas unicas que sdo diferentes dos materiais
convencionais e surgiram nos Gltimos anos como avangos promissores no reparo de fraturas
6sseas (ROCO, 2003). Por exemplo, nanoparticulas fluorescentes, como pontos quanticos e
nanoparticulas de conversdo positiva, mostraram-se promissoras para o rastreamento a longo
prazo in vitro e in vivo de células-tronco mesenquimais (MSCs), e nanoparticulas de ouro
promoveram a diferenciacdo de MSCs em relacdo a osteoblastos células sobre celulas
adipocitarias. (ROSEN; KELLY; SCHULDT; LU et al., 2007; WANG; CHENG; XU; LIU,
2012; Y1; LIU; FONG; ZHANG et al., 2010)
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As aplicacOes de nanomateriais na medicina regenerativa, incluindo reparo de fraturas
Osseas sdo variadas incluindo isolamento de células-alvo com nanoparticulas, instrugdo in
vitro de células terapéuticas com nanomateriais como veiculos de entrega, modulos funcionais
e artificiais matrizes extracelulares (MECs) com sinais, fornecendo células nanoengenharia
para tecidos alvo para terapia regenerativa, construindo modelos de doencas in vitro para
entender a patologia da doenca e a triagem de medicamentos e engenharia de células in situ
usando nanomateriais diretamente dentro tecido nativo in vivo.(CHEN; ZENG; LIU; ZHAO
etal., 2013; PERAN; GARCIA; LOPEZ-RUIZ; BUSTAMANTE et al., 2012)

Os scaffolds podem ser chamados de “o coragdo pulsante” do campo da engenharia de
tecidos. Sem o scaffold apropriado, o crescimento de células em um ambiente artificial ndo é
possivel. Dentre todas as varias células do corpo humano, as células ésseas sdo um dos tipos
mais criticos que requerem um scaffold bem projetado para permitir crescimento in vivo.
Existe uma necessidade crescente de reparar tecidos danificados, como 0ssos, ou substitui-los
por novos saudaveis. Pesquisas sobre novas abordagens para criar esses scaffold foram
intensificadas nos ultimos anos, e a engenharia de tecidos combinada a nanotecnologia agora
¢ encarada como uma alternativa promissora as estratégias de reparo convencionais
existentes. (KHADEMHOSSEINI; LANGER, 2016; VAN VLIERBERGHE; DUBRUEL;
SCHACHT, 2011)

A engenharia tecidual e a medicina regenerativa avancam diariamente na busca de
novas formas de solucionar problematicas. Com o aumento dos acidentes automotivos e da
expectativa de vida e consequentemente o aumento da populacao de idosos, as fraturas 6sseas
e a osteoporose sdao mais recorrentes (MENDES; SASKA; MARTINES; MARCHETTO,
2013). Assim, estes fatos incentivaram a comunidade cientifica em buscar novos biomateriais
para substituicdo ou reparacdo éssea. Esta ciéncia multidisciplinar, € uma nova abordagem
para a restauracdo e reconstrucdo de tecidos danificados. Ele tem como objetivo desenvolver
tecidos especificos e funcionais que também podem se comportar como os tecidos naturais. A
engenharia tecidual ainda, tem como intuito repor, reparar ou auxiliar na regenerar tecidos e
Orgdos prejudicados por motivos diversos, utilizando-se scaffolds, células e biomoléculas,
que, em conjunto, mimetizam a matriz extracelular natural do corpo, fornecendo
caracteristicas quimicas, fisicas e mecanicas que promovem a adesdo, migracdo, proliferacao
e diferenciacdo celular (GAUTAM; DINDA; MISHRA, 2013; HINDERER; SCHESNY;
BAYRAK; IBOLD et al., 2012).

As propriedades exclusivas das fibras ultrafinas e suas aplicacdes em muitas areas,

como filtragem de alta eficiéncia, biomédica, engenharia de tecidos e separadores de bateria
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foram amplamente demonstradas nos ultimos 20 anos. O mercado global de produtos de
nanofibra podera aumentar de US$ 927 milhdes em 2018 para US$ 4,3 bilhdes até 2023, a
uma taxa composta de crescimento anual de 36,2%. Portanto, métodos de fabricacdo de fibras
ultrafinas ecologicamente corretos, com alta eficiéncia e alta estabilidade de processo, estdo
atraindo cada vez mais atencdo (CHANG; WANG; CHEN, 2014; PERSANO; CAMPOSEO;
TEKMEN; PISIGNANO, 2013).

Para atender ao requisito mencionado acima, 0s pesquisadores aprimoraram e
inventaram muitos processos de fiacdo de fibras, como fusdo por fusdo, fiacdo de dois
componentes e fiacdo de forca. No entanto, o processo de fabricacdo de fibras ultrafinas
amplamente utilizado € a eletrofiacdo por causa de sua operacdo simples para alterar o
didametro e a porosidade da nanofibra, sua versatilidade em usar uma grande variedade de
materiais de polimero a ceramica e sua capacidade de produzir fibras continuas. Portanto, a
eletrofiacdo que inclui a eletrofiacdo de solucdo e a eletrofiacdo de fusdo é considerada como
0 método mais promissor para a producdo em massa de fibras ultrafinas
comerciais.(HAVLICEK; SVOBODOVA; BAKALOVA; LEDERER, 2020)

A arquitetura de scaffold de fibras ultrafinas, realizadas por eletrofiacdo assemelha-se
bastante com o ambiente natural das células no corpo humano, a MEC. Dessa maneira, 0
implante de materiais eletrofiados tem maior chance de favorecer a adeséo e proliferagédo
celular, facilitando o processo de reparacdo ou regeneracdo de tecidos. Tais fibras ultrafinas
podem ser obtidas utilizando como matrizes polimeros naturais ou sintéticos, a escolha varia
de acordo com a necessidade da fabricacdo de novos biomateriais que possa fornecer solucées
terapéuticas para o tratamento do tecido dsseo, que promova a reparacdo deste tecido,
conferindo-lhe caracteristicas fisicas e bioldgicas essenciais ao seu correto funcionamento
(INGAVLE; LEACH, 2014; KHORSHIDI; SOLOUK; MIRZADEH; MAZINANI et al.,
2016)

Eletrospinning, ou eletrofiagdo, utilizam de um campo elétrico para produzir micro e
nano fibras a partir de uma solucéo polimérica. E um processo barato e simples e capaz de
produzir fibras ultrafinas. Apesar de ter sido patenteada pela primeira vez em 1934 por
Formhals, a eletrofiagdo se tornou popular, apenas nos anos 90 devido ao crescente interesse e
nanotecnologia e a busca de novos materiais. Desde entdo, grandes pesquisas concentraram-se
em quais polimeros podem ser eletrofiados e na otimizacdo do processo de eletrofiacdo para
aplicacdes especificas (VENTURELLI; GRIPA, 2017).

Como pode ser visto na Figura 1, a técnica de eletrofiacdo vem crescendo

aritmeticamente nos ultimos anos. Se observa que em 1996 o nimero de artigos publicados na
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area era de apenas 150, j& no ultimo ano de 2019 se alcangou a marca de aproximadamente
3800 artigos. Esses numeros demonstram o crescimento de utilizacdo da técnica e seu

potencial no uso comercial.

Figura 1- NUmero de trabalhos publicados na area de eletrofiacdo por ano.
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Fonte: (WEB OF KNOWLEDGE, 2020)

O co-tereftalato de adipato de polibutileno (PBAT), um poliéster altamente flexivel
com baixa cristalinidade e boa resisténcia mecanica, tem sido uma boa opcdo para a
engenharia de tecidos ortopédicos, no entanto, apresenta baixa bioatividade (KHORSHIDI,
SOLOUK; MIRZADEH; MAZINANI et al., 2016; RIBEIRO NETO; DE PAULA;
MARTINS; GOES et al., 2015). Além disso, a bioceramica derivada de fosfatos de calcio,
especialmente a hidroxiapatita (HAp), possui uma forte semelhanca quimica com 0ssos e
dentes e é altamente bioativa (FIHRI; LEN; VARMA,; SOLHY, 2017). O HAp tem a férmula
estequiométrica, Cayg (PO4)s.(OH),, com uma relacdo Ca/P de 1,67 e é o fosfato de célcio
menos sollvel de todos e o mais estdvel. A HAp tem sido usada como material de
substituicdo Gssea para aumento 6sseo completo ou parcial, preenchimento de 0ssos e dentes
ou revestimento de implantes ortopedicos e dentarios convencionais (SZCZES; HOLYSZ,;
CHIBOWSKI, 2017).

\__|'|I,|'. 1
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A nanohidroxiapatita (nHAp) € uma nanoparticula que apresenta similaridade quimica
e estrutural com a fase mineral Ossea e possui excelentes propriedades como
biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade, propriedades ainda melhores que a
HAp convencional ou estruturada em micron (SANTANA-MELO; RODRIGUES; DA
SILVA; RICCI et al.,, 2017). O polipirrol (PPy) é condutor, o que pode melhorar o
crescimento 0sseo devido as suas propriedades piezoelétricas. A estimulagdo elétrica pode
promover significativamente a regeneracdo do tecido 6sseo. Os biomateriais condutores
podem responder a estimulos elétricos e, portanto, podem imitar a MEC do 0sso nativo
(GAJENDIRAN; CHOI; KIM; KIM et al., 2017; RIBEIRO NETO; DE PAULA; MARTINS;
GOES et al., 2015).

Assim, existe grande foco no uso de nHAp e materiais condutores na engenharia de
tecidos 0sseos. No entanto, uma grande preocupacdo sobre o uso de nHAp em ortopedia é
que, em teoria, 0s nanomateriais (NMs) podem induzir efeitos genotoxicos, alterando o reparo
dos sistemas de DNA nas celulas ou esgotando as defesas antioxidantes. Tais eventos podem
resultar em lesbes pré-mutagénicas que podem levar ao cancer, entre outras doencas
(AZQUETA; DUSINSKA, 2015).

Na literatura, ndo existem estudos demonstrando a eletrodeposi¢do de nHAp na
superficie de poliésteres com PPy, a ndo ser, scaffolds produzidos por nosso grupo de
pesquisa. A inovacdo deste material € que o nHAp é colocado fora do scaffold por
eletrodeposicdo, proporcionando assim uma superficie bioativa em um material eletricamente
ativo. No entanto, a incorporacdo de altas concentracdes de nHAp em solucdes poliméricas
necessarias para a eletrodeposicéo ainda é um desafio. Altas concentragdes de nHAp em um
revestimento podem melhorar a biocompatibilidade do material (SZCZES; HOLYSZ;
CHIBOWSKI, 2017) em como melhorar o processo de osteogénese. Nesse contexto, 0s
scaffolds ultrafinosutilizados neste estudo podem ser relevantes para a medicina regenerativa
ortopédica e a engenharia de tecidos.

Os scaffolds PBAT / PPy com nHAp ainda sdo pouco explorados na literaturae, pela
primeira vez, este grupo de pesquisa investigou os efeitos genotdxicos in vivo desses scaffolds
de eletrofiacdo (DE CASTRO, J. G.; RODRIGUES, B. V. M.; RICCI, R.; COSTA, M. M. et
al.,, 2016; NETO; DE PAULA; MARTINS; GOES et al., 2015; SANTANA-MELO;
RODRIGUES; DA SILVA; RICCI et al., 2017) estudando o efeito real das fibras ultrafinas
na célula de seres vivos. Esses testes sdo de grande importancia e sdo requisitos regulatérios
para aplicagdes clinicas subsequentes em humanos, a fim de avaliar o potencial mutagénico

desses materiais produzidos em laboratério para reparo tecidual (OECD, 2014a).
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As diretrizes para avaliagdo da genotoxicidade séo cruciais na avaliacdo da seguranca
de novos materiais. A Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico(OECD,
2014a) publicou vérias diretrizes com metodos validados e padronizados in vitro e in vivo,
incluindo testes de genotoxicidade.

Em geral, os ensaios de micronicleo (MN) e cometa in vitro ou in vivo sdo os testes
mais frequentemente usados para investigar a genotoxicidade. Assim, é necessario realizar
testes genotdxicos, como o teste do cometa e o teste MN, para esse fim (ARORA;
RAJWADE; PAKNIKAR, 2012; LANDSIEDEL; KAPP; SCHULZ; WIENCH et al., 2009;
SINGH; MANSHIAN; JENKINS; GRIFFITHS et al., 2009). No entanto, a maioria dos
artigos encontrados na literatura que produzem scaffolds ultrafinosrealiza apenas testes in
vitro para avaliar a citotoxicidade, como o Teste de Citotoxicidade por Método Direto (MTT),

artemia salina e atividade hemolitica, testes simplistas dificeis de traduzir in vivo.

Apds a obtencdo do biomaterial, € necessario realizar estudos genotdxicos dos mesmos
para garantir seu uso e ndo trazer risco futuro de toxicidade; isso justificaria 0 uso de tais
materiais, estabelecendo uma forte relacdo entre a exposicdo a agentes genotoxicos e o
desenvolvimento de varios efeitos nocivos a saude e, por defini¢do, qualquer substancia ou
substancia quimica que danifique o DNA. A capacidade de uma substancia de danificar o
DNA é preocupante, pois pode ser potencialmente mutagénica e / ou carcinogénica
(MARQUEZ FERNANDEZ; LOPEZ ORTIZ; CORREA LONDONO; PAREJA LOPEZ et
al., 2003).

1.2 Fundamentagéo
1.2.1Tecido dsseo: Estrutura, formacéo e Dinamica

O tecido 6sseo € uma forma especializada de tecido conjuntivo, o componente principal
do esqueleto, serve de suporte para os tecidos moles e protege 6rgios. E ainda constituido por
células e por uma matriz extracelular, que possui a caracteristica unica de mineralizar. A
mineralizacdo da matriz confere a este tecido uma extrema dureza, permitindo-lhe
desempenhar importantes funcGes de sustentacdo e prote¢cdo. Por sua vez, a matriz colagénica
proporciona certa maleabilidade fornecendo algumas possibilidades de extensdo e flexdao
(JUDAS; PALMA; FALACHO; FIGUEIRERO, 2012).

O osso € constituido aproximadamente por 70% de minerais, 20% de matriz orgénica e
cerca de 10% de agua, o que o diferencia de outros tecidos conjuntivos menos rigidos
(RATH; HUFF; HUFF; BALOG, 2000). Da matriz organica, cerca de 90% a 95% sao fibras
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coldgenas, constituida de colageno tipo I, e o restante é substancia fundamental composta
principalmente de glicoproteinas, proteoglicanas, condroitina e acido hialurénico. A matriz
Ossea possui depositos de grandes quantidades de sais de céalcio. O calcio e o fosfato dao
origem aos cristais semelhantes a HAp cuja formula é Cayo(PO4)s(OH),, predominantes na
matriz Gssea, porém ha presenca de outros ions como potassio, sodio, citrato, magnésio e
potéssio, em menor proporgdoconjugados aos cristais de HAp (SILVA, E. A. D., 2009)
(ARBOLEDA; FRANCO; CAICEDO; TIRADO et al., 2016) .

O osso é constituido por células, e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea. As
células sdo: Osteoblastos; Osteoclastos; e o Ostedcitos (KIERSZENBAUM, 2012):

Quadro 1 - Células tecido dsseo, sua morfologia, fungéo e localizagéo

TIPO CELULAR MORFOLOGIA FUNCAO LOCALIZACAO
Em atividade apresentam | Célula jovem, proveniente da | Formam monocamada na superficie
nlcleos intensamente | linhagem osteoprogenitora, | da matriz, onde podemos observas
basofilicos, arredondados e | responsavel pela  sintese | nas areas de células ativas pequenas
OSTEOBLASTO tendéncia ao formato clbico ou | proteica que determina a | faixa de deposicdo de ostedide
cilindrico; em repouso | estrutura da matriz, a ativagdo | ligeiramente menos eosinofilica do

assumem morfologia achatada. | da captacdo idnica e a | que amatriz extracelular madura
renovacdo tecidual via controle
do osteoclasto.

Nucleos  basofilicos  com | Célula madura, proveniente da | Localizam-se dentro de lacunas no
formato oval e finissimos | linhagem osteoprogenitora, | interior da matriz extracelular
prolongamentos celulares que | captacdo e manutencdo idnica | mineralizada, por onde seus
OSTEOCITO tornam o aspecto da célula | através de seus numerosos | prolongamentos percorrem
estrelada. prolongamentos citoplasticos. inimeros canliculos que permitem a
intercomunicagdo  entre  estas
células, bem como com o sangue.

Célula gigante multinucleada | Realiza reabsorcdo da matriz | Localizam-se na superficie da
(sincicio), com citoplasma | organica via producdo de | matriz extracelular mineralizada,
OSTEOCLASTO volumoso intensamente | colagenases e catepsinas e da | geralmente proximos &s areas de
osinofilico e formato irregular. porcdo mineral, via produgdo | osteoblastos inativos, em
de 4cidos (pH préximo a 3,5), | depressdes correspondentes & area
com reaproveitamento das | de reabsor¢do, denominadas lacunas
unidades “quebradas’. Através | de Howship.

do reaproveitamento idnico,
controla a normocalcemia.

Fonte: DE CASTRO JUNIOR; DE CASTRO; DA SILVEIRA NETO; MOTA et al. (2008)

Os osteoblastos sdo envoltos pela substancia fundamental secretada, eles ficam
confinados em espagos estreitos posicionados entre as lamelas do dsteon. Esses osteoblastos
em confinamento, tecnicamente, passam a se chamar ostedcitos (NEUMANN, 2011).

A capacidade de regeneracdo do 0sso, esta atribuida essencialmente, a atividade dessas
células, que sdo fundamentais desde o processo de osteogénese até a remodelacdo
(KIERSZENBAUM, 2012; SILVA; ANDRADE; AMARAL, 2015)
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A ossificacdo pode dar-se através de dois mecanismos: ossificagdo endocondral e
ossificagdo intramembranosa. Na ossificagdo endocondral, que ocorre nos 0ssos longos, o
tecido dsseo forma-se a partir de tecido cartilaginoso. Na ossificacdo intramembranosa as
células mesenquimais diferenciam-se em osteoblastos para formar osteoide que,
posteriormente, sofre mineralizacdo (ALAM; NATU; GOKKULAKRISHNAN; GIRI et al.,
2012).

A a sequéncia de eventos observada nos processos de osteogénese embrionéria, €
basicamente a mesma que vamos encontrar na consolidacdo de uma fratura, ou nos
mecanismos de osteointegracdo de qualquer biomaterial. (JUDAS; PALMA; FALACHO;
FIGUEIRERO, 2012)

Apbs a descontinuidade 6ssea provocada pela osteotomia, as células inflamatérias e
osteoprogenitoras migram desde os tecidos moles adjacentes, medula, periosteo e endosteo
para o local, verificando-se hemorragia e originando assim o calo 06sseo imaturo
(MAURETTE, 2009).

Com a ativacdo do aparelho distrator, as forcas mecanicas por ele aplicadas sdo
convertidas numa cascata de eventos bioquimicos, que por sua vez ativam inimeros eventos
celulares. Neste ponto, ha uma marcada resposta vascular de modo a aumentar o aporte de
fatores de crescimento, fator hipoxia-induzivel, TGF-B e angiopoietina, com sintese de
colagenio tipo I. Um trabeculado 6sseo comeca-se a formar 5 a 10 dias depois de iniciado o
processo, e a medida que as forcas sdo aplicadas, este trabeculado vai aumentando
(RACHMIEL; LEISER, 2014).

A nivel histol6gico, a medida que as for¢as séo aplicadas, uma inter-zona fibrosa (FI1Z)
comega-se a formar centralmente. Esta zona contém fibras de colagénio orientadas segundo o
vetor de distracdo e, ao longo destes feixes, 0s osteoblastos depositam osteoide. Mais tarde,
através da mineralizacdo do osteoide entre os feixes de colagénio, surge uma micro-coluna de
formacdo (MCF). As duas extremidades do FIZ sdo denominadas por frente de mineralizagdo
primaria (FMP), que é uma zona fina de alta proliferagdo celular. A medida que a distragéo
continua, nas zonas mais centrais da-se a formacéo de tecido fibroso, enquanto que nas areas
mais periféricas se observa mineralizacdo ativa. A FIZ permanece sempre com a mesma
largura, a MCF aumenta proporcionalmente ao afastamento dos segmentos 6sseos (BEHNIA;
TEHRANCHI; MORAD, 2013).

Na Figura 2, mostra as Zonas histologicas formadas durante a Distracdo Ossea
(distracdo osteogénica). A inter-zona fibrosa (FIZ) é a primeira a formar-se e contém células

como osteoblastos e fibras de colagénio. A micro-coluna de formacdo (MCF) forma-se de
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cada lado da osteotomia e inclui vasos sanguineos provenientes do 0sso. Estes vasos e as
micro-colunas de mineralizacdo 0ssea sdo paralelos a direcdo da forca da distracdo. Entre a

MCF e a FIZ encontra-se a frente de mineralizacdo primaria (FMP).

Figura 2- Zonas histologicas formadas durante a distracdo 0ssea
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Fonte: PERCIVAL e RICHTSMEIER (2013)

Quando o alongamento desejado € obtido, as forcas deixam de ser aplicadas, permitindo
gue ocorra a mineralizacdo das zonas mais centrais e que 0 0sso se remodele num 0sso
lamelar mais consolidado, adquirindo resisténcia e funcionalidade (GOLDSTEIN; JORDAN;
MCLAURIN; GRANT, 2013) .

De forma geral, a regeneracdo Ossea possui uma sequéncia ordenada de eventos
bioldgicos, sendo estas: inflamacédo, proliferagdo de células osteoprogenitoras, formacao de
tecido cartilaginoso, mineralizagdo e remodelagdo (EINHORN; GERSTENFELD, 2015).
Primeiramente a rompimento de vasos sanguineos causado por trauma em conjunto com
fratura, gera hipoxia local, que da inicio a inflamagdo. Nessa fase, alguns sinalizadores
biologicos sdo liberados, como: TNF-a, TFG-B, proteinas morfogenéticas 6sseas (PMO) e
interleucinas. Essa etapa inicial, é fundamental para o inicio do reparo tecidual, porque
estimula a angiogénese, atrai e promove a diferenciacdo celular e aumenta a sintese de matriz
extracelular (L1U; LI; ZHANG; LI, 2018) .
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O mecanismo de reparacdo do tecido 6sseo pela osteointegracdo € descrito por Davies
em trés fases: hemostasia, formacao de tecido de granulacdo e formacdo Ossea. A primeira
fase, a hemostasia, tem por objetivo a formacéo de codgulo. Um aspecto importante nesta fase
¢ a aderéncia da rede de fibrina na superficie do implante. A fase de formacdo do tecido de
granulacdo é caracterizada pela fagocitose de restos teciduais necréticos, neoformacéo
vascular intensa e deposicdo de matriz pelos fibroblastos formando um arcabougo para
emergéncia do sistema vascular. A fase de formacdo Ossea envolve 0s processos de
osteoconducdo (migracdo de células com potencial osteogénico para a area do reparo peri-
implantar), contracdo da ferida (responsavel também pelo afastamento da ferida da superficie
do implante), crescimento aposicional (diferenciacdo das células em osteoblastos, producao e
secrecao de matriz Ossea) e formagdao oOssea “de novo”. Por fim, a matriz passa a ser
mineralizada (DAVIES, 1996)

Hé& a necessidade de mais estudos para compreensdo do processo de osteointegracdo,
pois se acredita que as propriedades de um biomaterial interfiram diretamente na qualidade do
osso formado, ou seja, as caracteristicas de superficie como hidrofilicidade, rugosidade,
porosidade e bioatividade sdo fatores que determinam a formacdo 0Ossea, assim como 0
metabolismo do paciente também interfiram neste processo (BAUER; SCHMUKI; MARK;
PARK, 2013; MACHADO, 2002; THELEN; BARTHELAT; BRINSON, 2004) (WU,
WENG; LIU; YEUNG et al., 2014) (VANDROVCOVA; BACAKOVA, 2011).

1.2.2 Consideracdes sobre os Biomateriais

Os grandes defeitos e falhas 6sseas ocorrem em situacfes em que a perda de 0sso é
causada por doenca, trauma ou resseccao de tumor e, dessa forma, representam um problema
em cirurgias reconstrutivas, principalmente quando 0s processos de reparacdo e de
remodelacdo estdo prejudicados clinicamente nos pacientes. A necessidade de novos materiais
mais acessiveis e novas técnicas para utilizacdo na medicina humana e veterinaria é evidente,
sendo 0s modelos experimentais em animais, essenciais para uma aplicagdo segura e eficaz de
tais técnicas. O intuito da medicina regenerativa € reparar e regenerar tecidos danificados e,
atraves da elaboracdo de biomateriais realizada pela engenharia de tecidos, os utiliza, também
forma de compositos, como auxilio no tratamento desses tecidos (KIM; PARK; KANG;
PARK, 2014).

Conceitua-se biomaterial, qualquer substancia ou combinacgdes de substancias, sintética

ou natural, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como
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parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, érgdo ou fungdo do
corpo (AZEVEDO; CHAVES; BEZERRA; FOOK et al., 2007). Os melhores materiais para
aumentos 0sseos ndo devem ser apenas substitutos 0sseos, mas também materiais de
regeneracdo 0ssea, que envolvem uma completa reabsorcdo com a formacdo de novo 0sso
(ANTOUN; BOUK; AMEUR, 2008). Eles podem ser produzidos a partir de substratos
metélicos; poliméricos, naturais ou sintéticos; cerdmicos; ou uma mistura de dois ou mais
tipos, denominados compositos (LAVIK; LANGER, 2004).

Além disso, a associacdo de materiais visando 0 agrupamento de caracteristicas ideais
complementares nos tratamentos para regeneracao tecidual 6ssea esta sendo pesquisada a cada
dia mais se tornando uma alternativa promissora para a evolucdo da engenharia de tecidos.
Polimeros e ceramicas, especialmente, ttm uma participacdo abrangente nesses estudos (WU,
WENG,; LIU; YEUNG et al., 2014).

Biomateriais possuem uma variedade de aplicacdes e ndo hd um biomaterial ideal para
todas as indicacOes. As aplicacbes e os diferentes tipos de biomateriais podem ser

visualizados no quadro 2:

Quadro 2- Diferentes biomateriais e aplicacdes biomédicas

Biomaterial Aplicaces
Polémros sintéticos: poliuretano, nylon, polietileno, Suturas, artérias, veias, maxilofacial (nariz,orelha,
poliéster, PMMA (polimetil-metacrilato), silicone. maxilar, mandibula), tendéo artificial, oftalmologia.

Polimeros naturais: colageno, gelatina, quitosa.

Compositos(ceramica-metal, carbono-carbono, fosfato Vélvula cardiaca artificial, juntas de joelho, etc.

de calcio-colageno).

Ceramicas (6xidos de aluminio, zircénio, e titanio, Ossos, juntas, dentes, valvulas, tenddes, protese de
porcelana, fosfato de célcio, carbono e vidro bacia, traqueias artificias.
bioativos).
Metais e ligas(ago inoxidavel, ligas de titanio e Fixacdo ortopédica (parafusos, pinos, placas, fios) e
cobalto-cromo). implantes dentérios.

Fonte: MALAGUTTI-FERREIRA (2016)

Polimeros s@o materiais organicos ou inorganicos, naturais ou sintéticos, de alto peso
molecular, sdo obtidos através de reacfes quimicas de polimerizagcdo formando estruturas
moleculares que consistem na repeticdo de pequenas unidades, chamadas meros (unidade

bésica de repeticdo da cadeia polimérica). Devido ao seu tamanho avantajado, a molécula de
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um polimero € chamada macromolécula (KIEVIT; FLORCZYK; LEUNG, 2010) (DASH,;
CHIELLINI; OTTENBRITE, 2011).

Os biomateriais ceramicos podem ser classificados de acordo com a sua interagdo com o
tecido hospedeiro como bioinertes, bioativas e bioreabsorviveis. As bioinertes, como a
alumina e a zirconia, mantém suas propriedades fisicas e mecénicas enquanto implantadas,
sdo bem toleradas pelo organismo e ndo provocam resposta dos tecidos. As cerdmicas
bioativas interagem com o tecido circundante, estimulam a cura e o sistema tissular a
responder ao material como se este fosse um tecido natural. Como exemplos desta classe,
destacam-se a hidroxiapatita, os biovidros e as vitroceramicas (RATNER, 2013).

E veridico, que existem diversas técnicas propostas visando a fabricacio destes
biomateriais, no entanto a técnica de eletrofiacdo tem sido motivo de escolha, pelo fato de
conseguir produzir scaffolds fibrosos semelhantes a MEC. A técnica de eletrofiacdo €, ainda
considerada uma abordagem simples de baixo custo e bastante versatil, podendo-se utilizar o
mesmo sistema para processar materiais sintéticos ou naturais com facil incorporacédo de
componentes funcionais, tais como ceramicas bioativas, entre outros, tornando-os ideais
candidatos para aplicagdes em engenharia de tecidos (INGAVLE; LEACH, 2014,
KHORSHIDI; SOLOUK; MIRZADEH; MAZINANI et al., 2016; NETO; PAULA,;
MARTINS; GOES, 2015; RODRIGUES, 2013; ZHOU; LAWRENCE; BHADURI, 2012).

As fibras ultrafinas eletrofiadas possuem uma elevada area superficial, devido ao
pequeno diametro de suas fibras e ao fato de elas formarem um ndo tecido. Além disso,
possuem alta porosidade, devido a presenca de poros tanto em suas fibras quanto entre o
emaranhado de fibras, que forma uma estrutura tridimensional e totalmente interconectada por
toda sua extensdo (BURGER; HSIAO; CHU, 2006; PATEL; KURPINSKI; QUIGLEY; GAO
et al., 2007).

Os NMs, de uma forma geral, sdo plataformas emergentes que podem ser usadas como
scaffolds para estudos de regeneragdo de tecidos in vitro ou in vivo. Tais fibras ultrafinas
podem ser obtidas utilizando como matrizes polimeros naturais ou sintéticos. Para producéo
de novos scaffolds, os polimeros biodegradaveis tém sido amplamente investigados, e mais
recentemente 0 PBAT, que também utilizaremos esta pesquisa (EVANS; GENTLEMAN;
POLAK, 2006; FERREIRA; KARP; NOBRE; LANGER, 2008).

As fibras ultrafinas sdo um dos materiais que mais se assemelham as estruturas fibrosas
da MEC nativa e podem ser sintetizadas a partir de varios tipos de polimeros naturais como

proteinas de MEC (colageno, elastina e fibronectina) e polimeros sintéticos tais como poli &-
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caprolactona (PCL) e é&cido poli lactico-glicolico (PLGA) (AGARWAL; WENDORFF;
GREINER, 2009).

Para solucionar as desvantagens dos polimeros, novos estudos tém sido realizados no
intuito de desenvolver biomateriais sintéticos hibridos ou compdésitos, que possuam as
vantagens dos polimeros, porém com melhores taxas de reabsor¢do apds a implantagéo,
melhor resisténcia mecénica e melhor bioatividade celular (WAN; NACAMULLI;
LONGAKER, 2006) (LOBO; SIQUEIRA; NEVES; MARCIANO et al., 2013).

Os principais polimeros utilizados com a finalidade de reparo do tecido 0sseo sdo 0
4cido poliglicélico (PGA), é&cido polilatico (NAVARRO; MICHIARDI; CASTANO;
PLANELL) (NAVARRO; MICHIARDI; CASTANO: PLANELL) (NAVARRO;
MICHIARDI; CASTANO; PLANELL), 4cido polihidroxibutirato (PHB), policaprolactona
(PCL), acido polilatico glicolico (PLGA) (ABEDALWAFA; WANG; WANG,; LI, 2013)
(OKAMOTO; JOHN, 2013) (MOHAMMADI; BUREAU; NAZHAT, 2014) e mais
recentemente o poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT).

Em pesquisa de Silva et al. (2014) concluiu que fibras ultrafinas de PBAT incorporadas
com nanoparticulas por um processo de eletrofiacdo podem ser consideradas um biomaterial
atrativo para aplicacdo biomédica (SILVA; SANTANA-MELO; FERREIRA; SILVA et al.,
2014). Desse modo o PBAT, um polimero bioreabsorvivel, e o PPy, polimero condutor que
apresenta facilidade de sintese, boa condutividade e biocompatibilidade (SILVA, E. A. D,
2009).

1.2.3 Biomateriais Poliméricos Biorreabsorviveis

O poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) € um polimero alifatico aromético com
balanco ajustavel entre a biodegradacdo e as propriedades fisicas desejaveis, € um polimero
considerado completamente biodegradavel. Possui ainda caracteristicas atrativas como baixa
cristalinidade, flexibilidade e um elevado alongamento a ruptura (JIANG; WOLCOTT,;
ZHANG, 2006) (FUKUSHIMA; WU; BOCCHIN; RASYIDA et al., 2012).

No entanto, assim como os demais polimeros tém algumas limitagcGes, como baixa
bioatividade. Para solucionar as desvantagens dos polimeros, novas estratégias buscam a
incorporagdo de nanoparticulas nas solugfes poliméricas com a finalidade de associar
melhores propriedades mecéanicas com a biofuncionalidade da superficie do material,
aumentando a bioatividade celular (FUKUSHIMA; WU; BOCCHIN; RASYIDA et al., 2012;
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RIBEIRO NETO; DE PAULA; MARTINS; GOES et al.,, 2015) (SIQUEIRA; CORAT;
CAVALCANTI; NETO et al., 2015).
O PBAT é um copoliéster alifatico aromatico, derivado principalmente de 1,4-

butanodiol, &cido adipico e &cido tereftalico. A formula estrutural do PBAT ¢é representada

pela Figura 3:
Figura 3- Estrutura quimica do PBAT
o} 0 0
e 11l [
L -C ———C——0——(CHp)s—0 -IV C——(CHp)y——C——0——(CH,);—— 0~
y

Unidade BT Unidade BA

Fonte: XIAO; LU e YEH (2009)

A unidade repetitiva mais rigida da cadeia (unidade BT) é formada por unidades
repetitivas de éster 1,4 butanodiol e monémeros de &cido tereftalico, enquanto a parte mais
flexivel da cadeia (unidade BA) consiste em 1,4 butanodiol e monémeros de &cido adipico
(KINJCHAVENGKUL; AURAS; RUBINO; SELKE et al., 2010). O acido aromatico possui
papel duplo, reforcando mecanicamente a estrutura do copoliéster, sem alterar a
biodegradabilidade global das cadeias do copoliéster (RAQUEZ; NABAR; NARAYAN;
DUBOIS, 2008).

Ele é totalmente biodegradavel em solo e em meio aquoso, degradando-se em apenas
algumas semanas por enzimas que ocorrem naturalmente e é certificado como compostavel de
acordo com as especificagbes da norma ASTM D6400-04, sendo que seu tempo de
degradacdo depende do comprimento médio da cadeia dos blocos aromaticos (GU; ZHANG,;
REN; ZHAN, 2008) (AL-ITRY; LAMNAWAR; MAAzZOUZ, 2012) (JAMSHIDIAN;
TEHRANY:; IMRAN; JACQUOT et al., 2010). A degradacdo pode ocorrer no solo, em meio
aquoso, e sob condicdo de compostagem, para variados periodos de tempo dependendo do
comprimento médio de cadeia dos blocos aromaticos (JIANG; ZHANG, 2017) .

Devido as suas boas propriedades mecénicas e biocompatibilidade, o PBAT tem
despertado interesse para aplicagdes médicas e industriais (FUKUSHIMA; WU; BOCCHIN;
RASYIDA et al., 2012). O potencial uso comercial do PBAT ainda, deve-se a alta massa
molar, estrutura com longas cadeias ramificadas, facil processamento e propriedades
mecénicas similares a do polietileno de baixa densidade (PEBD) (KIJCHAVENGKUL;
AURAS; RUBINO; SELKE et al., 2010) (MECKING, 2004).
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A temperatura de processamento do PBAT deve ser observada, pois o polimero
apresenta termoestabilidade reduzida. Mudancas significativas na viscosidade ndo ocorrem
até 200°C, no entanto, significativas mudancas na viscosidade sdo observadas em temperatura
superiores a 230°C (SIEGENTHALER; KUNKEL; SKUPIN; YAMAMOTO, 2011) .

Segundo Bordes et al. (2009), o PBAT ¢é mais flexivel e apresenta maior alongamento
na ruptura quando comparado a outros poliésteres biodegradaveis como o PLA e poli
(succinato de butileno) (PBS)(BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009). Outra vantagem do
PBAT é causar menos danos ecoldgicos no descarte (LIU; LIN; YANG; CHEN, 2005) pois
degrada-se dentro de algumas semanas, com o auxilio de enzimas (GU; ZHANG; REN;
ZHAN, 2008).

As maiores limitac6es para a ampla aplicacdo do PBAT na area industrial e médica sdo
ocasionadas por sua baixa resisténcia mecanica e térmica, impedindo algumas aplicacdes em
implantes dsseos e embalagens. Estas limitagdes podem ser superadas com adi¢do de cargas
nanomeétricas para obtencdo de nanocompdsitos, que conferem melhorias em propriedades
térmicas e mecanicas (FUKUSHIMA; WU; BOCCHIN; RASYIDA et al., 2012).

Poucos trabalhos reportam a utilizacdo do PBAT como biomaterial, os principais
referem-se ao uso deste polimero na preparacdo de blendas como as desenvolvidas por
(PELLICANO; PACHEKOSKI; AGNELLI, 2009) , que avaliaram blendas de
poli(hidroxivalerato) (PHV )/ PBAT, (GUERRA, 2010) que avaliou blendas de amido de
mandioca / PBAT e (CASARIN, 2004) que estudou blendas de PHB (polihidroxibutirato) /
PBAT para fabricacdo de sacolas plasticas biodegradaveis, esses estudos objetivaram acelerar
0 processo de degradacdao das mesmas. Ainda h& poucos estudos na literatura sobre o uso de
PBAT e seus nanocompositos para aplicagdes médicas. FUKUSHIMA; WU; BOCCHIN;
RASYIDA et al. (2012) avaliaram a citotoxicidade de nanocompositos de PBAT com
diferentes concentracbes de argilas para aplicacbes biomédicas, concluiram que o0s
nanocompositos ndo mostraram efeitos significativos de citotoxicidade de acordo com os
testes preliminares de biocompatibilidade, sugerindo que o material é atraente para engenharia
de tecidos.

As fibras ultrafinas de PBAT puro e seu hanocomposito propiciaram ainda um ambiente
mais favoravel ao desenvolvimento celular de fibroblastos e cardiomiocitos do que as
condicgdes oferecidas pelos controles, provavelmente por apresentarem menores diametros e
baixa cristalinidade em relacdo as demais fibras ultrafinas. Estes resultados mostram o
potencial de uso destas mantas nanofibrilicas como suportes de crescimento celular. A

principal limitacdo deste e de outros polimeros para aplicacdo médica € a fraca resisténcia
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mecanica, no entanto, verificou-se que a adi¢do de particulas de tamanho nanométrico pode
minimizar esta desvantagem, melhorando propriedades mecanicas, termicas, além de induzir a
osteogénese e acelerar o processo de osseointegracdo (CHEN; CHEN; YANG, 2011;
CHIVRAC; KADLECOVA,; POLLET; AVEROUS, 2006) (FUKUSHIMA; WU; BOCCHIN;
RASYIDA et al., 2012) .

A maioria dos materiais poliméricos ndo ¢ um bom condutor de eletricidade. Alguns
materiais poliméricos com condutividade elétrica foram sintetizados e denominados
polimeros condutores (RETHWISCH; JR, 2014). Polimeros condutores constituem uma
classe de materiais poliméricos de larga aplicacdo pratica, e por esta razdo tem sido objeto de
inimeros estudos. A propriedade mais importante destes polimeros € justamente sua
condutividade elétrica que os diferencia dos demais polimeros convencionais (SILVA, 2009)

A estrutura eletrdnica nos polimeros condutores é determinada pela simetria da cadeia
polimérica, sendo necessario que o polimero tenha uma cadeia linear. Pode ser visualizada na
tabela 1 a estrutura molecular de alguns polimeros condutores (HEEGER, 2001):

Tabela 1- Estrutura molecular de alguns polimeros condutores

Estrutura molecular Nome e simbolo

H H
— — — —
(N e e Polianilina (PANI)
\_/ \_/ \—/ \_/ n

M Poliacetileno (PA)
LO\)\ Politiofeno (PT)
£

R
/ ( Poli (3-alquil)
! H N | tiofeno (P3AT)
/o
( ’KN ) h Polipirrol (PPy)

Fonte: HEEGER (2001)

O PPy pode ser obtido por dois metodos principais de sintese: polimeriza¢do quimica e
a eletroquimica. Na sintese quimica, forma-se um po preto quando uma solugdo de pirrol
entra em contato com uma solugcdo de um agente oxidante (FeCls3). A vantagem desse método,

é a obtencdo em grande quantidade do PPy com baixo custo, comparado com método
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eletroquimico que € de alto custo. Os filmes de PPy produzidos por sintese quimica
geralmente apresentam uma estrutura fibrilar com baixa rugosidade e flexibilidade e
propriedades mecéanicas boas (CHANDRASEKHAR, 1999; MEDEIROS; OLIVEIRA,
CONSOLIN-FILHO; PATERNO et al., 2012) (CHANDRASEKHAR, 1999).

Em sintese, a oxidagdo quimica usualmente produz PPy em forma de pd, equanto a
sintese eletroquimica forma filmes depositados no eletrodo de trabalho (LIU; OLIVEIRA,
2007; WALLACE; TEASDALE; SPINKS; KANE-MAGUIRE, 2002) .

Ainda sobre a sintese quimica do PPy, esta ocorre segundo a reacdo proposta por
(OMASTOVA; TRCHOVA; PIONTECK; PROKES et al., 2004) como mostrado no
Esquema 1, no qual, o FeCls é o agente oxidante geralmente utilizado. Segundo 0 mesmo

autor a razdo 6tima de FeCls/Pirrol é de 2,3.

Figura 4: Equacdo de polimerizacdo do PPy a partir de pirrol e cloreto férrico como agente
oxidante. Para cada trés unidade constituidas uma é protonada.

NH % NH

1. d N 465 Pl ] N + 6n FeCly + 5n HCI

NH “—' H@H
a1

“n

Fonte: OMASTOVA; TRCHOVA; PIONTECK; PROKES et al. (2004)

Segundo Giglio et al., (2001) polimeros eletricamente condutores apresentam um
grande diferencial para aplicacdes biomédicas, uma vez que estimulam e, portanto, favorecem
o crescimento celular. (GIGLIO; GUASCITO; SABBATINI; ZAMBONIN, 2001). Na familia
dos polimeros condutores o PPy é um dos mais importantes por ser facilmente dopado sem a
utilizagdo de compostos altamente toxicos e por ser termodinamicamente estavel
(EOFINGER; OOlJ; RIDGWAY, 1996) (DIAS; FIANCHINI; RAJAPAKSE, 2006).

Estudos in vivo comprovaram a viabilidade de utilizacdo do PPy, na forma de
compdsitos, como material bioativo para melhorar a regeneracdo tecidual por ser ndo toxico,
biocompativel capaz de promover estimulos elétricos em células nervosas e 0sseas
(COLLIER; CAMP; HUDSON; SCHMIDT, 2000) .

O PPy foi relatado possuir boa em biocompatibilidade in vivo com os tecidos moles
(WANG; ROBERGE; DAO; WAN et al., 2004) (WANG; GU; YUAN; CHEN et al., 2004)
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(RAMANAVICIENE; KAUSAITE; TAUTKUS; RAMANAVICIUS, 2007) (GEORGE;
LYCKMAN; LAVAN; HEGDE et al., 2005) (WANG; GU; YUAN; CHEN et al., 2004)
(JIANG; MAROIS; TRAORE; TESSIER et al., 2002) mas os seus efeitos sobre o tecido
0sseo ainda € desconhecido. No entanto, possui excelente fixacdo, reforcada proliferacéo e
diferenciacdo osteogénicos de células-tronco mesenquimais (MSCs)(MORENO; PANERO,
2012; MORENO; PANERO; MATERAZZI; MARTINELLI et al., 2009) e osteoblastos (HU;
HSU; CHENG,; LI et al., 2014). Isto sugere que o material de PPy tem potencial no tecido
(0sseo para regeneracao in vivo.

Sendo o PPy relatado compativel as diversas células, entre elas a MSC (MORENO;
PANERO, 2012) (HU; HSU; CHENG; LI et al., 2014), as células Gsseas musculares
(GILMORE; KITA; HAN; GELMI et al., 2009), neurbnios (THOMPSON; MOULTON;
RICHARDSON; WALLACE, 2011), os cardiomiécitos (KAI; PRABHAKARAN; JIN;
RAMAKRISHNA, 2011), celulas endoteliais (GARNER; GEORGEVICH; HODGSON; LIU
et al., 1999), e osteoblastos (MENG; ZHANG; ROUABHIA, 2011).

Além disso, é PPy relatado para ser biocompativel in vivo em varios tecidos, tal como
no tecido subcutaneo em ratos (JIANG; MAROIS; TRAORE; TESSIER et al., 2002), a
intraperitoneal em  ratinhos (RAMANAVICIENE; KAUSAITE; TAUTKUS;
RAMANAVICIUS, 2007), tecido neural em ratazanas (WANG; ROBERGE; DAO; WAN et
al., 2004), o tecido cerebral em ratos (GEORGE; LYCKMAN; LAVAN; HEGDE et al.,
2005) e do miocardio em ratos (MIHARDJA,; SIEVERS; LEE, 2008) .

Outro campo de interesse significativo tem sido gerado nos compdsitos PPy com
hidroxiapatita para a fabricagdo de materiais de substituicdo 6ssea com melhora da
osseointegracdo. (MA; SASK; SHI; BRASH et al., 2011) em estudo que utilizou também a
eletrodeposicdo de compdsitos contendo heparina e hidroxiapatita em uma matriz de PPy
depositada como monocamadas ou bicamadas sobre substratos condutores de aco inoxidavel,
sugeriram que esses materiais poderiam ser usados para a fabricacdo de implantes biomédicos
com a melhoria da hemocompatibilidade, osseointegracdo e protecao contra corroséo.

Uma das desvantagens principais é que PPy ndo é inerentemente biodegradavel. No
entanto, os produtos de erosdo de PPy tem demonstrado ser menos citotdéxicos do que os de
prata ou particulas de TiO2, que sd&o comuns produtos de desgaste de implantes ortopédicos
(KIM; OH; JEONG; HONG et al., 2011) (PALOMAKI; KARISOLA; PYLKKANEN;
SAVOLAINEN et al., 2010) .
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1.2.4 Biomateriais Ceramicos

Existem muitas vantagens no uso de biomateriais ceramicos, dentre elas o fato de serem
constituidas de elementos naturais ao sistema biologico; permitir condutividade elétrica e
térmica controladas; possuirem um modulo de elasticidade semelhante ao 0sso humano e
poderem ser utilizadas como interfaces inertes ou barreiras (LEMONS, 1996).

As ceramicas constituem uma grande classe de materiais quimicamente compostos pela
ligacdo idnica de um ou mais ions metalicos com um ion ndo metélico. Sdo compostos
inorganicos, duros, frageis, com altos pontos de fusdo e baixa condutividade térmica e
elétricade (WILLIAM JR, 2012).

Na saude, as biocerdmicas sdao mais utilizadas em implantes cirurgicos, préteses e
orgdos artificiais e para cumprir certas funcdes fisioldégicas no organismo humano. Suas
aplicacbes biomédicas vdo desde lentes de contato, até regeneracdo de tecidos. S&do 0s
materiais mais parecidos com 0 0sso humano, possuem uma boa biocompatibilidade,
favorecem a osseointegracdo, que consiste na integracdo do 0sso com o implante, e ndo
possuem proteinas em sua composicao, diminuindo o risco de rejeicdo por parte do organismo
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; MACHADO; ROSA, 2010). Os principais biomateriais dessa
classe sdo a alumina (Al.0s), zirconia (ZrO2) e a hidroxiapatita (HAp).

Sendo os biomateriais ceramicos classificados de acordo com a sua interacdo com o
tecido hospedeiro como bioinertes, bioativas e bioreabsorviveis. Dando énfase as bioativas,
pois serd a utilizado neste trabalho, e que é compostas principalmente pela hidroxiapatita
(HAp) e fosfatos de célcio, vem sendo altamente utilizadas nos procedimentos para reparacdo
Ossea. Elas apresentam osteocondutividade e biocompatibilidade apropriadas, devido a fase
quimica e estrutural similar com a fase mineral déssea. A HAp é um biomaterial
osteocondutor, uma vez que a superficie de sua estrutura € irregular e complexa, facilitando a
adesdo e a proliferacdo celular. Adicionalmente, possui caracteristicas que podem ser
amplamente exploradas pois é um material extremamente biocompativel ja que cerca de 65%
em peso de 0sso é feito de HAp (OKAMOTO; JOHN, 2013).

A HAp é um material de grande versatilidade, devido a sua semelhanga com 0 0sso
humano e sua habilidade de adesdo. Ela pode ser de origem natural ou sintética, possui
solubilidade que lhe permite circundar um 0sso ou tecido rapidamente, estimulando-o a
crescer por entre seus poros. Por essa caracteristica, tem sido utilizada no preenchimento de
cavidades pos exéres de tumores, na reparacdo 0ssea, em osteotomias e no revestimento de
proteses dentarias e ortopédicas (RODRIGUES, 2013).
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A HAp pertence ao grupo das ceramicas de fosfato de calcio. Sua estrutura quimica é
representada pela férmula C19(PO4)s(OH),, com razdo Ca/P de 1,67, podendo ter origem nos
corais e algas, ser derivado de mineral 6sseo natural ou ainda desenvolvido sinteticamente
(SCHMITZ; HOLLINGER; MILAM, 1999) .

Quando sintetizada em laboratorio fica livre de impurezas que retardam a osteogénese.
Além disso, o tamanho, a forma e a porosidade do produto podem ser controlados e pré-
determinados (BORGES, 1998). E uma das cerdmicas mais biocompativeis devido &
semelhanca com o0s constituintes minerais dos 0ssos e dentes humanos  (FOOK;
APARECIDA; FOOK, 2010). E um biomaterial, bioativo e osteocondutor, ou seja, tem a
capacidade de servir como suporte para 0 crescimento de novo 0SS0 assim como novos vasos
sanguineos (BORGES; REZENDE; RIBEIRO; MELO et al., 2000) (DUARTE; BORGES;
LAVOR; FILGUEIRAS et al., 2006). Pode ser reabsorvivel quando fabricada pela
sinterizacdo (FUJITA; YOKOYAMA; KAWASAKI; KOHGO, 2003) ou pela calcinagdo
(BORGES; REZENDE; RIBEIRO; MELO et al., 2000) .

Além da osteoconducdo, o processo de reabsor¢do da HAp contribui para que ela seja
um excelente substituto para o tecido 6sseo, uma vez que é realizada por osteoclastos, com as
mesmas caracteristicas que ocorre no processo natural de remodelacdo Ossea (BORGES;
REZENDE; RIBEIRO; MELO et al, 2000) (RUMPEL; WOLF, KAUSCHKE;
BIENENGRABER et al., 2006) . Quando implantada em tecidos moles, como subcutaneo, ela
¢ encapsulada por tecido conjuntivo fibroso apresentando lenta reabsorcdo (CARLO;
BORGES; REZENDE; MOREIRA et al., 2007) o que pode torna-la util em cirurgias
reconstrutivas para promover correcao de depressdes congénitas ou traumaticas.

Contudo, a HAp néo possui coesdo nem resisténcia mecanica e tenacidades suficientes
para ser usada na fabricacdo de implantes ou na utilizacdo em locais que requeiram
sustentacdo de peso, pois € um material duro, com baixa capacidade de deformacédo, o que a
torna fragil, especialmente em ambientes Umidos sob condicbes fisiologicas (CARLO;
BORGES; VARGAS; MARTINEZ et al., 2009) (LI; WANG; FAN; FENG et al., 2013).
Além disso, a migracdo de particulas para fora do defeito 6sseo é um problema comum
(BORGES; REZENDE; RIBEIRO; MELO et al., 2000) (RUPPRECHT; MERTEN;
KESSLER; WILTFANG, 2003). Apesar disso, as ceramicas possuem carater rigido e
quebradico, o que limita seu uso a aplicacdes que ndo suportam cargas muito altas (MARTIN,
2004).

Estudos tém centrado em replicar as propriedades mecanicas da hidroxiapatita que sdo

anisotrépicas ao 0sso, por meio do uso do biomaterial em forma de placas ou de particulas de
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HAp (CONVERSE; YUE; ROEDER, 2007) e também, séo feitos estudos com a utilizagdo de
nanoparticulas para melhorar o reforco mecénico, a distribuicdo e aumentar a atividade
bioldgica (SHI; HUANG; CAI; TANG et al., 2009) .

A nHAp pode ter outras propriedades especiais devido ao seu pequeno tamanho e
grande area superficial especifica. Um aumento significativo de adsorcdo de proteinas e
adesdo de osteoblastos sobre os materiais ceramicos nanométricos (WEBSTER; ERGUN;
DOREMUS; SIEGEL et al., 2000) .

Os nanocompositos baseados em particulas e biopolimeros com HAp tém atraido a
atencdo por sua boa osteocondutividade, osteoindutividade, biodegradabilidade e elevada
resisténcia mecanica (OKAMOTO; JOHN, 2013). EL-GHANNAM; NING ¢ MEHTA (2004)
reproduziram uma escala do tamanho de HAp encontrada nos tecidos 6sseos e mostrou que a
incorporacdo de nHAp melhorou as caracteristicas mecanicas e de adsorcao de proteina dos
compdsitos suportes, mantendo simultaneamente uma elevada porosidade e microarquitetura
adequadas.

Assim, para minimizar ou até eliminar esses problemas, ou seja, reduzir sua dureza e
promover a coesdo entre as particulas, a principal abordagem estudada é a formacdo de
compdsitos de HAP com a associacdo de outros polimeros (CARLO; BORGES; VARGAS;
MARTINEZ et al., 2009) (LI; WANG; FAN; FENG et al., 2013) .

1.2.5 Mutagenicidade

Mutacdo é uma alteracdo permanente do material genético, que pode ocorrer tanto em
células somaticas quanto em células germinativas, sendo estas alteracbes chamadas de
mutacdes somaticas e germinativas, respectivamente; mutacdes somaticas ndo podem ser
transmitidas a prole, mas as mutacdes germinativas podem ser transmitidas a parte da
prole ou a toda ela. Estas podem ser classificadas como génicas ou cromossémicas. Na
mutacdo génica, ocorre alteracdo de um alelo de um gene, tornando-se um alelo
diferente e, como tal alteracdo ocorre dentro de um U(nico gene e estd em um locus
cromossomico (“ponto”), a mutagdo génica também ¢ chamada de mutacdo de ponto ou
pontual. (BATISTETI; ARAUJO; CALUZI, 2010)

Em outro nivel de alteracdo hereditaria, a mutacdo cromossémica, segmentos de
Cromossomos, Cromossomos inteiros, ou mesmo grupos inteiros de cromossomos se
alteram. Os efeitos de uma mutacdo cromossdmica se devem a novos arranjos de

cromossomos e dos genes que eles contém. Muitas destas alteracbes levam a



38

anomalias de funcionamento da célula e do organismo (BATISTETI; ARAUJO;
CALUZI, 2010).

A investigacdo do potencial mutagénico de compostos é de fundamental importancia
para evitar possiveis efeitos adversos para a saide humana, desse modo, ha uma gama de
metodologias adequadas e padronizadas, utilizadas com objetivo de classificar as substancias
quanto ao seu grau de toxicidade, que se refere a capacidade de determinada substancia,
produto ou conjunto de substancias de provocar efeitos danosos aos organismos com 0s quais
entram em contato (ARENZON; NETO; GERBER, 2011) .

Nesta busca a protecdo a saude do usuério, antes de um composto entrar no mercado, é
necessario que seja determinado o potencial mutagénico deste. As agéncias regulatorias
também estdo exigindo a realizacdo de testes de mutagenicidade, seguindo protocolos com
metodologias bem definidas e reconhecidas. De acordo com a ANVISA, testes de
genotoxicidade sdo testes in vitro e in vivo, especificos para detectar o potencial das
substancias sob investigacdo de causar mutacdes genéticas e cromossdémicas (ANVISA).

Uma mutacdo é definida como uma mudanca na sequencia do DNA, que leva a uma
alteracdo herdavel da funcdo génica (SAKAMOTO-HOJO, 2003). Os testes regulatorios de
Genética Toxicologica constituem uma série de testes selecionados para detectar agentes
quimicos e fiscos capazes de interagir com 0 DNA, por meio de diferentes bioensaios, tem
validado que existe alta ligacdo entre agentes genotdxicos e o desenvolvimento de processos
carcinogénicos (VALADARES; ALVES; SANTOS; CARDOSO, 2015).

Estudos que avaliam a genotoxicidade dos produtos empregados, reveste-se de
consideravel importancia, dada a relagdo intima entre mutagenicidade e carcinogenicidade. E
fato reconhecido que o cancer é doenca genética, resultante de alteracbes (mutagdes génicas
e/ou aberragbes cromossdmicas) que ocorrem em genes comprometidos com 0s mecanismos
de reparo do DNA e/ou genes que informam proteinas associadas aos processos de
proliferacdo e diferenciacdo celulares (protooncogenes e genes supressores de tumor) ou,
ainda, em genes relacionados a apoptose (BREIVIK, 2005; COLOMBO; RAHAL, 2009;
LOU; HE; ZHENG,; JIN et al., 2007; MARCU; YEOH, 2009). A relacdo entre danos
genéticos e carcinogénese ¢ fato estabelecido (SANTOS, 2015). Os agentes genotdxicos sdo
avaliados por meio de parametros estabelecidos, como o dano de DNA primario, determinado
pelo ensaio cometa (EC), ou a frequéncia de micronucleos (MN), de acordo com o teste MN e
realizam também o teste de aberragdes cromossémicas.

Nas ultimas décadas, ensaios de genotoxicidade e citotoxicidade ganharam aceitacao

como indicadores importantes e Uteis na avaliagdo da biocompatibilidade de determinados
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materiais. Testes in vitro e in vivo sdo destinados a detectar compostos que induzem a
citotoxicidade e danos ao DNA e aos cromossomos. Entretanto, ainda séo restritos os estudos
in vivo sobre nanocompdsitos a base de Pbat/PPy com nHAp, deixando diversas perguntas

sem respostas quanto a toxicidade deste material (GARCIA, 2015),

1.2.6 Teste de Micronucleo

O teste de micronucleo foi desenvolvido por (BOLLER; SCHMID, 1970), em 1970, e
possibilita a realizacdo de analises de danos causados por agentes fisicos, quimicos ou
biolbgicos, capazes de interferir no processo de ligagdo do cromossomo as fibras do fuso, ou
gue possam introduzir a perda de material genético (cromossomos inteiros ou fragmentos),
determinando altera¢cdes mutagénicas nos cromossomos e danos ao fuso mitético, induzindo a
formacdo de micronicleos (DA SILVA; DE BRITO BARROS; VIANA; ROMAO et al.,
2011).

O micronucleo é o ensaio in vivo mais utilizado para a deteccdo de agentes
clastogénicos (que quebram cromossomos), e de agentes aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossdémica anormal) (HAYASHI; SOFUNI; MORITA, 1991).

Neste teste, a substancia a ser avaliada é administrada em roedores e o efeito pode ser
observado em esfregacos de células da medula 6ssea ou de sangue periférico. Na medula
Ossea, durante o processo de divisdo celular, os eritroblastos sofrem duplicacdo final dos
cromossomos, diferenciando-se em eritrocitos policromaticos. Estes sdo eritrocitos jovens,
ricos em ribossomos e, por isso, sdo facilmente corados, diferenciando-se dos eritrocitos
maduros ou normocromaticos que ndo contém ribossomos. Na presenca de agentes
clastogénicos e/ou de agentes aneugénicos, os fragmentos cromossémicos resultantes de
quebras do material genético ou de cromossomos inteiros que ndo se prenderam as fibras do
fuso, podem ndo ser incorporados no nucleo principal das células filhas ap0s a mitose,
originando o micronucleo. Este, por sua vez, permanece no citoplasma e pode ser facilmente
visualizado em eritrocitos policromaticos. Considerando que o eritrocito policromatico tem
um tempo de vida relativamente curto, qualquer micronucleo que ele contenha tem grande
probabilidade de ter sido gerado como danos cromossémicos induzidos recentemente, na
presenca de uma substancia que causou este dano (SCHMID, 1976).

O teste de micronucleos é amplamente utilizado para deteccdo de danos cromossdémicos.
Comparando-se a outros ensaios citogenéticos é considerado mais simples tanto na execucao

qguanto na analise microscopica e, ainda, mostra claramente 0 aumento nos danos ao DNA.
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Entretanto, quando se trata de exposicdo a niveis baixos de citotoxicos/mutagénicos,
raramente serdo encontrados resultados positivos, devendo sempre ser confirmado com outros
ensaios citogenéeticos como aberragbes cromossomicas e troca de cromatides irmas
(AZEVEDO; CHAVES; BEZERRA,; FOOK et al., 2007).

Segundo o protocolo descrito por (HAYASHI; KODAMA; AWOGI; SUZUKI et al.,
1992), o teste do microndcleo também pode ser realizado em células sanguineas de roedores
tratados com agentes mutagénicos com resultados confiaveis.

O teste de microndcleo em eritrocitos de camundongos apresenta muitas vantagens,
mas também algumas limitagcdes (SANTOS, 2015). Tais sejam:

a) Vantagens

eMicronlcleos sdo observados em células de interfase, dispensando
procedimentos de cultura;

¢ O teste € realizado a baixo custo;

¢ A analise é simples e as estruturas sao facilmente identificadas;

¢ O teste detecta a acdo de agentes aneugénicos e clastogénicos.

e Adicionalmente a genotoxicidade, o teste de micronucleo propicia também a
avaliacdo da citotoxicidade de uma dada substéancia através (BORGES; MACHADO;
CUNHA; PEREIRA et al., 2013).

b) LimitacOes

eMicronlcleos sdo observados apenas em células que passaram anteriormente
por uma divisao;

eEventos de ndo-disjuncdo mitdtica ndo sdo detectados

eQuebras que promovem rearranjos cromossdmicos sem a ocorréncia de

fragmentos ndo séo expressas.

Com relacdo a formacdo do micronucleo, (FLORES; YAMAGUCHI, 2008) afirmam
que esta ocorre durante a divisdo celular e é resultante da expulsdo de cromossomos
fragmentados ou inteiros. O micronucleo (MN) € uma estrutura que ndo apresenta nucleo e
localizada préxima ao nuacleo. As principais fungdes do micronicleo sdo sinalizar a
mutagenicidade e mostrar a ocorréncia de danos genéticos. O micronucleo é conhecido na
hematologia como Corpusculo de Howel-Jolly, e quando tem a sua frequéncia aumentada

significa que as células foram expostas a agentes mutagénicos.
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Os MN constituem pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do
ndcleo principal. Formados na teldfase da mitose ou meiose quando o envelope nuclear é
reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas (Figura 5). Resultantes essas de
fragmentos cromossémicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo foram incluidos
no nucleo principal (RIBEIRO; SALVADORI, 2003).

Figura 5: Classificagdo dos microndcleos, (efeito mutagénico) detectados por meio do Teste
de Micronucelo. A) célula mononucleada; B) célula binucleada; C) célula binucleada com
micronucleo.
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Fonte: (MALAGUTTI-FERREIRA, 2016)
As frequéncias de MN sofrem aumento em tecidos expostos aos carcinogéneos, antes

que qualquer sintoma clinico se manifeste. Assim,0 teste de MN é um biomarcador
ocupacional em células expostas a agentes quimicos genotoxicos, além de possivel indicador
de sinais carcinogénicos precoces (SINGARAJU; SINGARAJU; PARWANI; WANJARI,
2012).

Em sintese micronucleo sdo pequenas estruturas que possuem cromatina justaposta ao
nacleo principal ou filhas binucleadas ap6s a conclusdo da mitose. Estes podem surgir em
respostas a resultados de processos clastogénicos, aneuplodicos ou segregacoes
cromossdmicas anormais (ALBAS; SOUZA; NAI; PARIZI, 2014).

O teste de microndcleo realizados em medula 0ssea de camundongos é considerado
valiosa ferramenta na avaliacdo da genotoxicidade e citotoxicidade de um dado agente. Este
teste é recomendado como parte do arsenal de testes regulares adotados na pratica da Genética
Toxicoldgica, aceito pelas instituicdes governamentais e pelas agéncias internacionais de
registros de novas drogas, drogas estas que sdo lancadas no mercado mundial( BONASSI,
BIASOTTI; KIRSCH-VOLDERS; KNASMUELLER et al., 2009; MARZIN, 1997; ZEIGER,
1998).
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1.2.7 Ensaio cometa

Denominado “single cell gel electrophoresis test” (SCGE), a metodologia do ensaio do
cometa foi descrita por (SINGH; MCCOQOY; TICE; SCHNEIDER, 1988) Singh et al. (1988) e
modificada por (SPEIT; HARTMANN, 1999) Speit e Hartman (1999). No protocolo descrito
por Speit; Hartman (1999), para a realizacdo deste ensaio, retira-se células sanguineas de um
animal tratado com a substancia em analise e este sangue € misturado com agarose de baixo
ponto de fusao.

Quando a agarose € solidificada, as células sdo lisadas em uma solucéo detergente, por
pelo menos uma hora, e entdo as laminas sdo colocadas em camara de eletroforese com
solucdo alcalina, permitindo o desenrolar do DNA. Quando o composto em analise provoca
alguma modificacdo no material genético, este procedimento resulta na migracdo de pequenos
fragmentos do DNA através do gel de agarose na eletroforese. Assim, caracterizam-se
imagens de nucle6ides como cometas, com cabeca e cauda, que, quando corados com solucdo
de brometo de etidio, podem ser observados em microscopio de fluorescéncia. Os danos ao
DNA podem ser verificados pelo escore visual ou por analise automatizada, através da analise
de sistemas diretos de fotomicrografias por software especifico. No escore visual, sdo
classificados em quatro categorias, distribuidos desde a classe zero, em que as células nao
apresentam cauda (dano minimo), até a classe quatro, em que as células apresentam o
tamanho da cauda superior a duas vezes ou mais o tamanho da cabeca (dano maximo)
(COLLINS; AlI-GUO; DUTHIE, 1995) .

O Ensaio Cometa é utilizado amplamente na genética médica, genética toxicoldgica
ecotoxicolégica, em diagnoésticos e tratamentos médicos, medicina ambiental,
ocupacional, biomonitoramento ambiental, além de outras aplicacdes biomedicas (TICE;
AGURELL; ANDERSON; BURLINSON et al., 2000).

A mesma técnica pode ser usada substituindo o sangue por outros tecidos, a partir da
obtencdo de uma suspensdo celular do 6rgdo em andlise (UENO; KASHIMOTO; SUSA;
NATSUME et al., 2007). As principais vantagens do ensaio cometa, segundo (TICE;
AGURELL; ANDERSON; BURLINSON et al., 2000) Tice et al. (2000), sdo:

e Apresenta grande sensibilidade e flexibilidade;
e O numero de células para analise é pequeno;

o E realizado a baixos custos e em curto espaco de tempo;
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e E de facil aplicacgéo.

A técnica “Ensaio do Cometa” (EC) ou “eletroforese em gel de célula tinica”, (Single
Cell Gel Electrophoresis - SCGE), proposta por (OSTLING; JOHANSON, 1984) Ostling e
Johanson, em 1984, permite detectar quebras na dupla fita de DNA, produzidas por alteracdes
genéticas nas células, por meio de uma técnica de eletroforese em gel sob condi¢des neutras.
Posteriormente, a técnica foi modificada por (SINGH; MCCOY; TICE; SCHNEIDER, 1988)
SINGH et al., (1988), para uma técnica sob condi¢des alcalinas e mais eficiente. Tem se
destacado como uma técnica padrdo para avaliar os danos e a reparacdo no DNA, devido a sua
sensibilidade para a deteccdo de niveis baixos desses danos, a sua aplicabilidade em varios
tecidos e/ou tipos de células e a exigéncia de apenas um pequeno nimero de células por
amostra, torna seu desempenho facil e rapido (FAUST; KASSIE; KNASMULLER;
BOEDECKER et al., 2004; TICE; AGURELL; ANDERSON; BURLINSON et al., 2000).

O EC consiste basicamente em fazer passar uma corrente elétrica pelas células,
proporcionando a migragdo dos fragmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora
do ndcleo. A extensdo da migracdo dos fragmentos de DNA depende diretamente de danos
presentes nas células, desta forma, apds a eletroforese, as células que apresentarem nucleo
intacto com membrana bem delimitada, sdo consideradas sem danos, ja as células
identificadas visualmente com “cauda”, formadas pelos fragmentos de DNA, sio
consideradas células com danos detectaveis e serdo classificadas quanto ao tamanho da cauda,
conforme Figura 6 (BETTI; DAVINI; GIANNESSI; LOPRIENO et al., 1994).

Figura 6 - Classificacdo de danos ao DNA (efeito genotoxico) detectados por meio do ensaio
cometa.

CLASSE 0 CLASSE 1 CLASSE 2 CLASSE 3 CLASSE 4

Fonte: (MALAGUTTI-FERREIRA, M. J., 2016)

O ensaio do cometa € uma ferramenta confiavel, que tem sido utilizada com sucesso
para a investigacio de compostos com atividade antioxidante. E uma técnica muito vélida

para verificar se as interacdes entre compostos antioxidantes e micronutrientes sdo capazes de



44

proteger a integridade do material genético (CEMELI; BAUMGARTNER; ANDERSON,
2009) .

E uma técnica utilizada para detectar danos a0 DNA em células individuais, podendo
ser aplicado em sistemas in vitro, in vivo e ex vivo (CEMELI; BAUMGARTNER,;
ANDERSON, 2009). O ensaio do cometa permite a deteccdo de lesGes gendmicas que, apos
serem processadas, podem resultar em mutagdes. Diferente das mutagdes, as lesGes detectadas
pelo teste do cometa sdo passiveis de correcdo pelo sistema de reparo (ROJAS; LOPEZ;
VALVERDE, 1999).

Novos softwares sao utilizados como técnica, para deteccdo de danos no DNA, como
por exemplo, o OpenComet, como utilizado esta trabalho, no qual utiliza férmulas
geométricas para encontrar cometas através de uma andlise automatizada de imagens, que
possiblita resultados precisos e com menos erros humanos, sendo também uma andlise mais
rapida (GYORI; VENKATACHALAM; THIAGARAJAN; HSU et al., 2014).

No software OpenComet, versdo 1.3 as anadlises do ensaio cometa, utlizam o
comprimento da cauda de DNA e a porcentagem de DNA na cauda (COLLINS, 2014), 2014). E
uma ferramenta desenvolvida para lidar com dificuldade que exigem selecdo manual dos
cometas, trazendo assim, uma analise automdatica de imagens de ensaios de cometas,
melhorando os resultados a analisados e diminuindo erros que possam exister, bem como

reduzindo o tempo total das andlises (GYORI et al., 2014).
1.3 Objetivos
Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é produzir um nanocompaésito que seja biocompativél e reduza
o0 crescimento bacteriano, a base de PBAT, PPy e nHAp, com potencial 6sseo regenerativo e
avaliar os possiveis efeitos genotoxicos dos mesmos em ratos wistar.

Objetivos Especificos

e Produzir nanocompositos a base de PBAT/PPy/nHAp pelo processo de eletrofiacéo;
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e Caracterizar atraves da microscopia eletrénica de varredura-espectroscopia de
dispersdo de energia (MEV-EDS), a capacidade de aceleracdo do processo de
reparacdo 6ssea das fibras ultrafinas de PBAT, PBAT/PPy, PBAT/PPy/nHAp

e Analisar e adquirir uma amostragem controlada através Espectroscopia infravermelho
com transfomada de Fourier (ATR-FTIR), Difratometria de Raios-X (DRX) e anélise
do tamanho do cristalito.

e Determinar a frequéncia de micronucleos em células da medula dssea de ratos wistar
tratados e ndo tratados com PBAT/PPy, PBAT/PPy/nHAp

e [dentificar o indice de danos e a frequéncia de danos ao DNA em ratos wistar tratados
e ndo tratados com PBAT(12%)/PPy(1%), PBAT(12%)/PPy(1%)/nHAp com a aplicacdo do
teste cometa

o Verificar a acdo carcinogénica PBAT(12%)/PPy(1%), PBAT(12%)/PPy(1%)/nHAp
através do teste de micronucleo.

¢ Realizar avaliacdo da atividade antibacteriana.

2 METODOLOGIA

2.1 Producdo das solucdes poliméricas para eletrofiacdo

Salienta-se que as proporcbes e concentracOes definidas nessa tese seguiram
metodologias de trabalhos realizados pelo grupo, podendo ser melhores especificadas nas
referencias (RODRIGUES; SILVA; MELO; VASCONSCELLOS et al., 2016) (DE
CASTRO, J. G.; RODRIGUES, B. V. M.; RICCI, R.; COSTA, M. M. et al., 2016) Para a
producdo das solucdes poliméricas, foi utilizado polimero comercial PBAT - (Ecoflex® F
Blend C1200), o solvente Cloroférmio (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda) e o solvente
secundario Dimetilformanida (DMF, Synth) e, o polimero secundario e condutor PPy
sintetizado na Universidade Federal do estado de Sdo Paulo (Unifesp). Foram preparadas trés

diferentes formulagdes como segue na Tabela 2:

Tabela 2- Dados das formulagdes e parametros utilizados para a preparacdo das matrizes dos scaffolds
de fibras ultrafinas, PBAT, PPy, presenca de nHAp, voltagem e taxa de fluxo e distancia do contra
elétrodo.

PBAT PPy Voltage Fluxo Distancia
N° Grupos nHAp
(m/v) (m/v) (kV) (mL/h) cm
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1 PBAT (12%) 12% 0 Nio  12-13kV 0.3 10-12
2 PBAT (12%)/ PPy (1%) 12% 1% Nio  12-13kV 03 10-12
3 PBAT (12%) PPy (1%)/ nHAp  12% 1% Sim  12-13kV 0.3 10-12

Fonte: Proprio autor
2.2. Eletrofiacdo de nanofibas de PBAT/PPy

Os scaffold ultrafinoscontendo PBAT (12% m/v) e PPy (1% m/v), respectivamente
(Fig. 7), foram preparadas utilizando-se cloroformio e dimetilformamida como sistema
solvente (60/40). Numa preparacdo tipica, os pellets de PBAT foi dissolvido em cloroférmio,
durante 120 minutos, sob agitacdo de 250 rpm por meio de um agitador magnético (Color
Squid IKMAG®) e uma barra magnética, até total dispersdo dos granulos. O PPy foi disperso
em DMF sob sonicacdo (VCX 500 - Sonics) durante 10 minutos. Depois que o PPy foi
completamente disperso, as duas solugdes foram misturadas e a solugéo resultante foi agitada
durante 20 h, até completa homogeneizacéo.

As solucdes poliméricas foram eletrofiadas em um sistema adaptado (Fig. 8), de baixo
custo relativo, utilizando uma fonte de alta tensdo da marca BERTAN 230-30R. A solugéo
foi colocada na bomba de infusdo (KDS 100, KD Scientific), em uma seringa de 3 mL
(BectonDicKinson — BD), agulha de metal ndo descartavel 1,2 mm, com fluxo regulado em
0,3mL/h. O processo ocorreu a uma distancia de 10 - 12 cm e tensdo aplicada de 12- 13 kV
(PBAT/PPy). Foram controlados os parametros de umidade relativa do ar , mantendo em
torno de 45 a 50%. As amostras foram coletadas em um contra eletrodo plano de ago de
dimensbGes 92X78 mm, recoberto por papel aluminio. O processo de cada scaffold teve

duracdo aproximada 50 minutos para cada amostra.

Figura 7- Polimeros (a) PBAT - Ecoflex® e (b) Polipirrol (PPy).
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Figura 8- Apresentacdo esquematica da montagem tipica na técnica de eletrofiacdo, com
processo ocorrendo dentro da capela de exaustéo
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Fonte de altatens&o ——

Fonte: Autora
2.3. Eletrodeposi¢do de nHAp sobre scaffold de PBAT(12%)/PPy(1%)

A eletrodeposicdo dos cristais de nHAp nas amostras PBAT/PPy foram realizadas
utilizando eletrolitos da marca SIGMA-ALDRICH®, sendo 2.5 mM Ca (NO3)4H,0 + 1.5
mM (NH;) .H,PO,4 (pH = 4.8) em 50 ml.

Estas concentragdes foram escolhidas de acordo com o Ca/P = 1,67 (DE CASTRO, J.
G.; RODRIGUES, B. V. M.; RICCI, R.; COSTA, M. M. et al., 2016). Os scaffolds ultrafinos
de PBAT/PPy foram utilizadas como anodo acoplado a um porta-eletrodo com area circular
exposta de 2,8 x 10° m?. Foi utilizado como contra-eletrodo um bastio de platina com 5x107
m de comprimento e 2x10™* m de diametro.

O processo de deposicdo eletroquimica foi realizado em um Potenciostato/Galvanostato
(AUTOLAB, PGSTAT 128N, HOLANDA), operando em modo Potenciostato, fornecendo
energia de corrente continua no potencial de -3,8 V, durante 1800 segundos. Para manter a

solugcdo em temperatura constante (~70°), foi utilizado um banho termostatico (QUIMIS,
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Modelo Q-218-1). Todo o processo foi realizado com o auxilio de agitador magnético
(IKA®), sob agitacdo continua de 450 rpm.

Figura 9 - Processo de deposicdo eletroquimica, mostrando o Potenciostato/Galvanostato
AUTOLAB, PGSTAT 128N, HOLANDA com os eletrodos classicos de trés pontas PGSTAT 128N
(2); célula com eletrolitos e cachimbo acoplado com a amostra de PBAT/PPy (3); banho termostéatico
QUIMIS, Modelo Q-218-1. A 70°C(4), material produzido scaffold de PBAT/PPy ap0s
eletrodeposicédo de nHAp (OSTLING; JOHANSON).

Figura 9: Processo de deposicdo eletroquimica
AL I
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2.4 Caracterizacdo morfologica e estrutural dos scaffold

As técnicas utilizadas para caracterizar os biomateriais foram Microscopia eletrdnica
de varredura, difracdo de raios X, Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR ATR).

2.4.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras, bem como a disposi¢éo, formato e a determinagdo dos seus
diametros foram obtidos por Microscdpio Eletrénico de Varredura (MEV) da marca Zeiss,
modelo EVO MAI10 que se encontra acoplado ao sistema de Espectroscopia por Energia

Dispersiva de Raios-X (EDS), e as imagens das fibras aumentadas de 1000 e 6000 vezes. Foi
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depositada sobre cada amostra uma fina camada de ouro (~10nm) via técnica de Sputtering,
sob plasma de Argbnio, a pressdo de 2x10-1 mbar, e corrente de 30 mA, durante 2 minutos.
Realizou-se a mensuragdo do didmetro médio dos scaffolds utilizando o programa Image J.

As quantidades de Ca' e P* foram determinadas em trés pontos distintos por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) (MAIA FILHO et al 2014).

2.4.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR ATR)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para caracterizacdo das amostras obtidas, com auxilio de acessorio de Reflectancia Total
Atenuada (ATR), usando um sistema de imagem Perkin-Elmer Spotlight 400 FTIR Imaging

System. Os dados foram coletados no intervalo de 4000- 450 cm™ no modo de absorbancia.

2.4.3 Difratometria De Raios-X (DRX)

A Difracdo de raios X (XRD, X-Pert Philips) com radiacdo Cu K-a gerada a 40kV e 50
mA para caracterizar a microestrutura e o conteudo de fase do cristais de nHAp. Os resultados
foram comparados com o p6 HAp (JCPDS pattern 01-072-1243).

Para o célculo de tamanho de cristalito foi utilizada a equacdo de Scherrer, é expressa
pela Equacdo 1 (OLIVEIRA, 2005).

=Kk Ap/cosO (Equacéo 1)

Onde:

T ¢ o tamanho do cristalito em nandmetro, k € a constante de proporcionalidade que
depende da forma das particulas. Assumindo como esférica k = 0. 91, A ¢ o comprimento de
onda da radia¢io CuKa (1.5406 A), B ¢ a largura total pico a meia altura do maximo (FWHM)
de intensidade conforme a reflexdo dos planos (hkl) em radianos, e 6 ¢ o angulo de difracao
[°] satisfazendo a lei de Bragg para o plano escolhido como principal da estrutura cristalina
formada.

A determinag&o dos indices de cristalinidade foi realizada utilizando o perfil da banda
de maior intensidade caracteristicos da fase cristalina dos respectivo polimero, sendo
analisado plano (002), com pico 20 de 26,5 graus da amostra PBAT/PPy depositada nHAp. Os
valores (FWHM) foram coletados apos a deconvolugdo do pico analisado, usando padréo e
perfis do tipo, Lorentz (BARBOSA; MESSMER; BRAZIL; MARCIANO et al., 2013).
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3 Testes in vivo para avaliacao genotdxica

Os ensaios in vivo vem fornecem informacgdes detalhadas de significancia bioldgica e
fisioldgica, e nos ensaios in vitro, tém sido considerados como um teste de genotoxicidade
para o rastreio de substancias (por exemplo: candidatas drogas, extrato de plantas medicinais,
substancias quimicas, etc.) e avaliar a sua seguranca inicial (BENIGNI; BOSSA;
TCHEREMENSKAIA; BATTISTELLI et al., 2012).

Os testes de genotoxicidade aprovado oficialmente pela Organizacdo para a Cooperagéo
e Desenvolvimento Econémico (OCDE) incluem o teste de mutacgdo reversa bacteriana, teste
de aberracdo cromossémica, teste de micronucleos, e ensaio de cometa (KANG; KWON;
LEE; SEO, 2013).

3.1 Animais

A amostra foi do tipo probabilistica e aleatoria, utilizando ratos machos (Rattus
norvegicus, linhagem Wistar), com peso corporeo de 200-250g, acima de 30 dias; foram
mantidos no biotério. Foram utilizados 5(cinco) animais para cada grupo, com alimentacéo e

agua a vontade, ciclo claro-escuro (12h).
3.2 Aspectos Eticos

Principios éticos da experimentacdo animal foram de acordo com a Lei Federal n°
11.794/2008. O procedimento experimental atenderam a todas as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo animal (COBEA). Foi aprovado pelo do projeto de pesquisa
pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) — (Protocolo — N°0029/2017) no Comité
de Etica em Pesquisa ( CEP / FACIME) conforme Anexo A. Os 4 grupos testados, estio

descritos na tabela 3 :

Tabela 3: Dados das formulacdes utilizadas para teste in vivo

Grupos Grupos

Controle Positivo Ciclofosfamida

Controle Negativo Agua destilada

Gl PBAT (12%) PPy (1%)/ nHAp
Gll PBAT (12%)/ PPy (1%)

Fonte: Autoria propria
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Figura 10- Procedimento cirdrgico em rato wistar, para insercao dos scaffolds, por via
intraperitoneal.

Fonte: Autoria propria

3.3 Para o ensaio do cometa

O ensaio do cometa teve 5 (cinco ) animais (n= 5) , para cada grupo (4 grupos
conforme tabela 4 abaixo, com suas respectivas exposicoes, que foi implantada através de
uma Laparotomia. Para a Laparotomia os animais foram previamente anestesiados atraves de

anestesia dissociativa a base de ketamina (1,0ml/kg) e xilazina (1,1ml/kg) intramuscular.

Tabela 4- Dados das formulages utilizadas para teste in vivo

Grupos Exposicdo N ratos
CP Ciclofosfamida(Controle Positivo) 5
CN Agua destilada(Controle Negativo) 5
Gl PBAT (12%) PPy (1%)/ nHAp 5
Gll PBAT (12%)/ PPy (1%) 5

Fonte: Autor
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O teste foi realizado com 20 animais, quatro grupos, sendo: o suporte nanofibroso
PBAT (12%) / PPy (1%) e PBAT (12%) PPy ( 1%) / nHAp, com tamanho de 1 x 1 cm 2
introduzido no peritonio por laparotomia; O grupo CP (Controle positivo), que recebeu
ciclofosfamida sabidamente genotoxica (BESSE; LATOUR; GARRIC, 2012) (KOUR; ALLI;
GANAIE; TABASSUM, 2017), ciclofosfamida numa concentra¢éo de 50 mg/Kg por animal;
e CN(controle Negativo), com agua destilada por via intraperitoneal, na mesma proporcao.

Processamento das amostras:

As amostras foram processadas 4 horas ap0s a exposic¢ao (para observar o dano) e 24
horas ap06s o tratamento (para observar o reparo). Ao final de cada exposicdo (4 h e 24 h),
amostras de sangue foram coletadas da cauda animal e 40 plL dessa amostra foram
transferidos para microtubos contendo 120 mL de agarose de baixo ponto de fuséo (1,5%) a
37 ° C . A mistura foi homogeneizada e transferida para laminas pré-revestidas com 5% de
agarose. As laminas foram entdo cobertas com laminulas e colocadas a 3 © C por 20 min (DA
SILVA; DOS SANTOS; SATIE TAKAHASHI, 2010). As laminulas foram removidas e as
laminas foram imersas em solucéo de lise, [com 89 mL de uma solugcdo concentrada (2,5 M
de Na CL, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, pH =10,0), 89 mL de &gua destilada e 1% de
laurilsarcosinato], 1 mL de Triton X-100 e 10 mL de DMSO durante 1h a 3 °C no escuro.

Para desnaturacdo do DNA, foram colocadas numa cuba de eletroforese, contendo uma
solucdo tampédo (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, preparada a partir de uma solugédo estoque
de NaOH 10 N e EDTA 200 pH = 10,0) pH> 13 a 3 ° C por 20 min no escuro. A eletroforese
foi realizada a 25 V e 300 mA. As laminas foram neutralizadas com 0,4 M Tris-HCL, pH =
7,5, durante 3 ciclos de 5 min cada.

Apds todo esse processo, as laminas foram entdo lavadas com agua destilada e secas ao
ar, lavando-as com Gel Red (Diluig¢ao 2,0: 10.000 uL por 10 min). Ao final do experimento,
0s animais foram eutanasiados por luxacdo cervical. Todas as laminas foram analisadas por
microscopia de imunofluorescéncia (aumento de 40 x) Utilizar-se-a um filtro de 420- 490 nm
e um filtro de barreira de 520 nm.

Foram obtidas, imagens pelo Opton Sistema (cAmera digital CCD 5.0 mega pixel para
imunofluorescéncia). Assim, foi avaliado o dano ao DNA pelo percentual de mensuracao do
DNA na cauda (% DNA-medida da proporcdo do DNA total presente na cauda) e o tempo da
cauda (Comprimento da cauda-TM vezes a porcentagem de DNA na cauda) (KUMARAVEL,
VILHAR; FAUX; JHA, 2009). Esses parametros foram calculados em 100 nucleotideos /
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amostra (duas laminas por individuo). Para isso, utilizamos o software OpenComet (GYORI,
VENKATACHALAM; THIAGARAJAN; HSU et al., 2014)

Figura 11- llustracdo do procedimento experimental, teste cometa.
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Fonte: Autoria propria

3.4 Testes Micronucleo

O teste foi realizado com 40 animais, sendo 20 ratos Wistar para exposi¢éo aguda e 20

para exposicao cronica teste foi realizado com quatro grupos com cinco animais (n = 5) em

cada grupo.
Tabela 5- Dados das formulagdes utilizadas para teste in vivo
N ratos .
. Exposicao Total
Nomeclatura Grupos por Exposicdo aguda ) o
cronica animais
grupo
CP Controle Positivo 5 Ciclofosfamida Ciclofosfamida 10
CN Controle Negativo 5 Agua destilada Agua destilada 10
PBAT (12%)/ PPy
PBAT (12%)/ PPy (1%) Gl 5 PBAT (12%)/ PPy (1%) 1%) 0
0
PBAT (12%) PPy (1%)/ PBAT (12%) PPy
PBAT (12%) PPy (1%)/ nHAp Gl 5 10
nHAp (1%)/ nHAp

Fonte: Autoria prépria
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Os scaffolds foram implantados intraperitonealmente do animal por laparotomia, onde
0 tamanho da amostra foi de 1 x 1 cm2 O teste experimental conteve quatro (4) grupos
conforme tabela 5; que receberam esses scaffolds introduzidos no peritdnio através de uma
laparatomia e foram totalmente anestesiados, com ketamina (1,0ml/kg) e xilazina (1,1ml/kg)
intramuscular.

O grupo controle positivo, que recebeu ciclofosfamida (conhecida por ser genotoxico
(Casorelli, 2012 #792) e induzir danos no DNA das células da medula 6ssea) na dose de
50mg/Kg por via intraperitoneal. O controle negativo, nos qual foi utilizado adgua destilada.
Estes foram eutanasiados em 48(exposicdo aguda) e 72 horas (exposicdo cronica) apds o
inicio do tratamento.

O trabalho seguiu padrées da OECD-474, 2013, onde as amostras para analise inicial ndo
podem ser antes de tratamento, e ndo se estendem além de 48 h apds o tratamento com intervalo (s)
entre as amostras, caso utilizado o tempo de amostragem anterior 24 h ap6s o tratamento deve ser
justificado e deve haver intervalo adequados ap6s a primeira amostra, mas ndo se estendendo além de
72 h (OECD, 2014b).

Para o preparo da laminas:

As células da medula éssea foram coletadas imediatamente apds a eutanasia, realizado
por deslocamento cervical dos animais. Uma seringa de 1 mL foi usada para a coleta. Esta
seringa foi preenchida com soro fetal bovino (SFB).

Introduziu-se a agulha na abertura de uma extremidade do fémur e derramar-se-a 0
soro fetal pelo canal, empurrando o componente medular em dire¢do & outra extremidade,
onde estara um tubo Falcon, previamente marcado com o cddigo do animal. Ressuspendeu-se
0 material da medula em soro fetal bovino, até atingir uma homogeneidade.

A suspensdo foi centrifugada por 5 min a 1000 rpm, descartando o sobrenadante ao
final do procedimento pipeta Pasteur. A amostra foi preenchida com 0,5 mL de soro fetal
bovino e suspensa até a homogeneizacao. Os esfregacos foram preparados pingando 2 gotas
da suspensdo na extremidade fosca de uma lamina (previamente marcada com o codigo do
animal) e, com o auxilio de outra lamina inclinada em um angulo de 45 graus, foi realizado o
esfregaco Apds a confeccdo do esfregaco secou-se as laminas ao ar livre. Foram
confeccionadas 2 laminas por animal. A coloracdo foi realizada 24h ap6s a confeccdo das
laminas em Giemsa por 3 minutos.. A analise da lamina foi realizada em campo cego com

aumento de 100 x (objetivo de imers&o) em um curto espaco de tempo pelo mesmo
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observador. Determinou-se a frequéncia de microntcleos em 2.000 células PCEs por animal
e 10.000 PCE / grupo . Todo o protocolo é baseado em publicagdes (HAYASHI; MORITA;
KODAMA; SOFUNI et al., 1990) (HAYASHI; TICE; MACGREGOR; ANDERSON et al.,
1994) (HAMADA; OHYAMA; TAKASHIMA; SHIMADA et al., 2015) (BENIGNI,
BOSSA; TCHEREMENSKAIA; BATTISTELLI et al., 2012) (KANG; KWON; LEE; SEO,
2013).

Figura 12: llustracdo do experimento, teste MN em ratos wistar, para exposicao de scaffolds
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Fonte: Autoria prépria

3.5 Avaliagdo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada de acordo com (DE PAULA; BASSOUS;
AFEWERKI; HARB et al.,, 2018) e ISO 20776-1: 2019. As bactérias Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) foram inoculadas em em Agar de Soja Triptico - TSA por meio de
isolamento e incubadas a 37°C por 24 horas. As bactérias foram ressuspensas em PBS 1x até
1,5x108 UFC.mL-1 (Tubo 0,5 de MacFarland Stands) e diluidas em TSA até 1,5x10*
UFC.mL™. Em seguida, os scaffolds (10 mm x 10 mm x 0,5 mm) em triplicata previamente
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esterilizadas foram colocadas em placas de cultura de 24 pogos e inoculadas individualmente
com 1000 pL de solucdo bacteriana, e incubadas por 24 h, a 37°C. Apos esse processo, as
amostras foram enxaguadas lentamente com PBS duas vezes, para remover quaisquer
bactérias ndo aderentes. Logo em seguida os suportes foram colocados em frascos individuais
com PBS (1000 puL) e em seguida colocados em vortex para remover as bactérias fortemente
aderentes durante 15 seg. Essas suspensfes de solucdo bacteriana foram diluidas em série
(10X; 100X; 1000X) e plaqueadas em placas de TSA como aliquotas de 10 pL, em triplicata e
incubadas durante a noite (~ 24 h) a 37 °C. Para finalizar o teste, as coldnias foram contadas
para calcular as unidades formadoras de colonia (CFUs). Os dados foram normalizados por
dados brutos de PBAT para destacar a atividade bactericida dos arcabougos produzidos sem o

uso de antibidticos.

4 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando One-Way ANOVA o teste de Tukey. Para todos
os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os resultados foram expressos
como médias, ou seja, desvio padrdo das duas experiéncias independentes. O resultado foi

considerado positivo quando houver um aumento estatisticamente significante (p <0,05).

5 Resultados e Discussoes

As fibras ultrafinas produzidas a base PBAT/PPy/nHAp, foram caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios-X (EDS),
Espectroscopia infravermelho com transfomada de Fourier (ATR-FTIR) e Difratometria de
Raios-X (DRX), e testes in vivo para analise de possiveis efeitos genotoxicidade (cometa e
micronucleo), bem como avaliamos atividade antibacteriana do nanomaterial.

A Fig. 13a e 13b mostram as micrografias de estruturas fibrosas ultrafinas do PBAT,
PBAT/PPy interconectadas. Considerando-se o didmetro médio dos scaffolds, o PBAT/PPy
(140 £ 30 nm), obtiveram diametros maiores que os scaffold de PBAT (105 £ 19,9), e ambos
apresentaram-se como fibras ultrafinas. Torna-se importante mensura-los, pois podera
influenciar na interacdo do biomaterial com as células que serdo expostas (WANG; ZHONG;
LIM; NIE, 2015).

Figura 13 - Imagens de MEV de scaffolds de PBAT (a) com respectivo diametro médio das
fibras ultrafinas calculadas pelo programa ImageJ de 105 + 19,9 (a.1) PBAT/PPy (b) com seu
didmetro médio de 140 £ 30 nm (b.1) PBAT/PPy apds eletrodeposi¢do de nHAp (c) EDS dos
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scaffold de PBAT/PPy/nHAp demostrando O, P e Ca (c.1) apresentando uma relagdo Ca / P
da HAp estequiométrica de 1,67.
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Fonte: Autoria propria

Um dos aspectos fundamentais no desenvolvimento de um scaffold é que a estrutura
3D desenvolvida mimetize a MEC presente no tecido 6sseo. A MEC é composta por uma
estrutura proteica conhecida por colageno, que se organiza em fibras ultrafinas com diametro
de 50 a 500 nm e controla 0 comportamento celular com sua arquitetura. No 0sso, o bloco de



58

construcédo basico da MEC é o coladgeno mineralizado/fibrilas. E dessa forma, compreendese a
importancia das estruturas fibrilares para a producéo de scaffolds utilizados na engenharia de
tecidos 6sseos (QUE; CHAN; JABAIAH; LATHRORP et al., 2015).

Dadas as caracteristicas da nHAp citadas neste trabalho, a sua presenca no
nanocomposito desenvolvido, devera aumentar a biocompatibilidade e bioatividade desse
novo biomaterial, levando a uma maior capacidade de integragdo os scaffold com os tecidos,
promovendo e apoiando o crescimento 6sseo (RODRIGUES; DE MV ELIAS; VIANA; DE
HOLLANDA et al., 2020; SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017).

Segundo Picciani (PICCIANI; MEDEIROS; PAN; WOOD et al., 2010) ao adicionar
um polimero condutor, altera as propriedades da solucdo, e por conseguinte as fibras
formadas, diminuindo a formacéo de beads, e deixando as fibras mais uniformes. Observa-se
que os scaffold de PBAT e PBAT/PPy apresentam poucas quantidade de beads, como mostra
a Fig. 13 (a) e (b). Na Fig. 13 (c) mostra nHAp envolvidas de forma homogénea ao longo dos
scaffods de PBAT/PPy; constatando assim, que as condigdes de eletrofiacdo utilizadas neste
trabalho foram ideias para formacéo deste biomaterial.

Ainda na Figura 13 (c) demostra a os scaffods de PBAT/PPY ap0s eletrodeposicéo de
nHAp, analisadas pelo acessorio de energia dispersiva de raios-X acoplada (EDS). Apés a
coleta dos espectros de EDS foi calculada a raz&o atdmica de Ca/P, onde identificou valores
de +1,67. Estes valores encontrados sdo idénticos a relacdo Ca/P da HAp estequiométrica de
1,67 presente no 0sso (GRINET; ZANIN; CAMPOS GRANATO; PORCIONATTO et al.,
2014).

O EDS na Figura 13 (c.1), comprovou a eficiéncia da eletrodeposicdo, pode-se
observar a presenca dos elementos Ca(célcio), P(fosforo), O(oxigénio). Desse modo, observa-
se que as nanoparticulas de nHAp foram uniformemente distribuidas na matriz polimérica,
como mostrado nas micrografias.

No quadro 3, mostra 0 peso das amostras analisadas em gramas, PBAT/PPy e
PBAT/PPy/nHap. A amostra sem nHap, variou de 0,0028 a 0,0035¢g, enquanto a amostra com
nHap variou de 0,0038 a 0,0048g.
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Quadro 3 — Peso das amostras

PBAT/PPy PBAT/PPy/nHAp

Amostra 0,0028 g -0,0035¢g 0,0038 g -0,0048 g

Fonte: Autor

Fig. 14 mostra XRD dos scaffolds XRD dos scaffolds fibrosos ultrafinos de PBAT /
PPy e PBAT / PPy / nHAp nanofibrosos. A nHAp nos scaffolds ultrafinos de PBAT/PPy é
proxima com o aparecimento dos picos de 1 a 4 caracteristicos da nHAp da literatura, com 0s
angulos 26 = 26,5° , 31,9°, 324 ° 38,7 ° com planos (002), (211), (300), (220)
respectivamente, que estdo de acordo com a ficha cristalografica JCPDS 01-072-1243. Os
pequenos deslocamentos sdo, devido a utilizacdo da nHAp neste trabalho, ser cristalizada.
Assim, que houve deposicdo de nHAp eficaz, e que o PPy ndo prejudicou na formacao das
mesmas. Desse modo, os picos caracteristicos do PBAT e do PPy concordam com 0s
resultados relatados. O pico de maior intensidade encontram-se entre 26 e 38 graus, que Sao
também os da HAp padrédo, sendo representado pelo plano de difracdo (002). Sendo estes
utilizados para a analise de largura a meia altura (FWHM) e consequentemente, tamanho de
cristalito.

Fig. 14 - Demostra a difratograma de raio X dos scaffolds de PBAT/PPy(a) e PBAT
PBAT/PPy /nHAp , com zoom na regido de 12-30 cm™ (b), mostrando poliéster PBAT
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Fonte: Autoria prépria

As intensidades dos picos de XRD de PBAT/PPy aumentaram com a adi¢do de nHAp,
como mostrado na Fig. 14.

De acordo com a literatura o PPy é amorfo (CAMPOS; FAEZ; REZENDE, 2014),
portanto imperceptivel na Fig. 14. A presenca do poliéster PBAT € confirmada pela presenca
dos picos 17,7°, 20°, 22,5° e 23,3° . Todos 0s picos encontrados foram caracteristicos da fase
cristalina dos respectivos polimeros, conforme reportado na literatura (SANTOS; MULLER,;
GROSSMANN; MALI et al., 2014).

O tamanho de cristalito, que foi calculado pela equagéo de Scherrer, evidenciaram
uma estrutura nanomeétrica no scaffold com nHAp aqui analisada (PBAT/PPy/nHAp). No
quadro 3 ilustra o tamanho do cristalito de acordo com plano (002) referente ao pico 26 de
26,5 graus da amostra PBAT/PPy depositada nHAp que foi de 72,67 nm. Na tabela observam-

se um aumento do cristalito da nHAp depositada, em relacdo a nHAp padrdo que € 67 nm.
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Quadro 3: Tamanho do cristalito usando a difracdo plana (002) para a caracteristica
da estrutura de nHAp depositada ( PBAT/PPy/nHAp) e nHAp padronizada 01-072-1243.

AMOSTRA 260 (20) FWHM Tamanho do
PICO Cristalito XRD
(nm)
PBAT/PPy/nHAp 26.57 0.11098594 72,6773
nHAp 25,86 0,204 67

Na Figura 15 os espectros de FTIR de PBAT e PBAT/PPy sdo mostrados, pode-se
visualizar a vibracdo de alongamento assimétrica de grupos CH; em 2950 cm-1. Outro

estiramento de vibracdo de carbonila (C = O) esta presente, caracteristico do poliéster de

PBAT, a 1712 cm™; vibragdo de alongamento simétrico de C-O a 1264 cm™ e 1102 cm™;

flexdo de Plano CH do anel de fenileno @ 1017 cm™, e um pico acentuado de deformacéo de

(-CH2-) em 725 cm™, do composto aromatico (BHEEMANENI; SARAVANA;
KANDASWAMY, 2018; CAI; LV; FENG, 2013).

Figura 15 - Espectros de ATR-FTIR dos scaffold de PBAT, PBAT / PPy e PBAT / PPy com nHAp.
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A eletrodeposicdo de nHAp nos scaffold de PBAT / PPy pode ser confirmado pelo
ATR-FTIR. A banda vibracional na regido de 3000 a 3750 pode ser atribuida a OH- pico de
absorcéo, enquanto pico caracteristico a absorbancia do PO, > pode ser observado na banda
de 600-450 cm™ (WANG; SONG; LOU, 2010).

Observa-se que a maioria das bandas vibracionais dos scaffolds do PBAT/PPy/nHAp
estdo menos intensas, do que as de PBAT/PPy. Demostrando assim, a interagcdo que ocorreu
com a eletrodeposicdo de nHAp sobre a superficie dos scaffolds, refletindo no comportamento
das bandas, fazendo com que diminua a intensidade e a vibracdo (CHAUDHURI; MONDAL,;
RAY; SARKAR, 2016).

Testes in vivo

A aplicacdo de scaffolds de materiais poliméricos biocompativeis visando a
substituicdo de tecidos ou Orgdos humanos estd aumentando nos campos médico,
odontoldgico e de engenharia de tecidos. Desse modo, torna necessario entender as interacdes
entre biomateriais e tecidos biologicos para posterior avaliacdo de seu uso clinico (PAGANO;
CHIERUZZI; BALLONI; LOMBARDO et al., 2019). Os scaffolds deste estudo foram
desenvolvidos com o objetivo de estimular a regeneracdo do tecido 6sseo. Assim, foi avaliado
potencial genotoxico através do teste MN e cometa.

Como os nanomateriais se tornam bastante reativos, conforme foi visto no decorrer
deste trabalho, devido ao aumento relativo na area superficial, isso deixa numeros maiores de
moléculas para reagir em proteinas e/ou subsequentemente células. A producdo desses
materiais aumentou consideravelmente nas Gltimas décadas e hoje as pessoas estdo expostas a
uma quantidade desconhecida de uma ampla variedade de exposicdes. As mesmas
caracteristicas que os tornam interessantes para aplicacbes em varios setores também podem
levar a toxicidade.

Existe a preocupacdo dos NMs acarretarem possiveis efeitos genotoxicos, que venha
prejuicar a salde humana. Ainda como foi visto, 0s NMs interagem com as células e com
seus componentes celulares, e alguns ainda persistem nas células se ndo forem bioabsorviveis.
E importante notar que esses NMs podem atingir o ntcleo durante a mitose e interferir nos
microtubulos, causando genotoxicidade, como efeitos clastogénicos. Eles ainda podem alterar
a funcdo mitocondrial, causando a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e

induzindo a oxidacdo do DNA. A inflamacdo produzida pelos NMs nos tecidos também pode
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afetar o DNA (AZQUETA,; DUSINSKA, 2015). Desta forma, este estudo mais aprofundado
sobre genotoxicidade é relevante e deve ser concluido apds a produgéo de qualquer NMs.
Dadas as caracteristicas mencionadas, a presenca de nHAp tem como caracteristica
aumentar a biocompatibilidade e bioatividade de novos biomateriais, levando a uma maior
capacidade de integracdo dos NMs nos tecidos, viabilizando o crescimento ésseo. A utilizagdo
de diversos tipos de biomateriais torna-se importante para manter caracteristicas essenciais
promovendo assim a regeneracdo 0Ossea, como melhoria da biocompatibilidade, carater
mecanico, estimulagéo elétrica com células dsseas e outros beneficios que podem ser obtidos

quando utilizados na pratica clinica.

A analise estatistica dos dados para avaliacdo dos efeitos genotdxicos foi realizada por
meio do programa Gra Prism 6.0; para todos os testes foi considerado nivel de significincia o
= 0,05. Os resultados foram expressos co média e desvio padrdo para os testes do cometa e do

micronucleo.

4.2 Teste Cometa

O ensaio do cometa € muito Gtil e largamente empregado para avaliacdo de danos e
reparos de DNA em células individuais. Seu principio basico é o da lise de membranas
celulares, seguida pela inducdo da migracdo eletroforética do DNA liberado em matriz de
agarose. Quando vista ao microscopio, a célula migrada adquire a forma aparente de um
cometa, com cabeca, a regido nuclear, e cauda, que contém fragmentos ou fitas de DNA que
migraram na direcdo do anodo. A andlise dos cometas baseia-se no grau de fragmentacédo do
DNA e sua migragéo pela microeletroforese (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009).

Para a andlise do teste do cometa, foram lidos 100 nucleotideos por animal,
perfazendo um total de 500 nucleotideos por grupo. Tabela 6 ilustra o potencial tdéxico dos
scaffolds PBAT (12%) PPy (1%) / nHAp e PBAT (1 PPy (1%) (Gl e GIlI Danos). Observe que
houve uma diferenca significativa a % de DNA na cauda dos scaffolds fibras ultrafinas
produzidos (6,481 + 2,178 e 6,278 + 1,795), em comparacdo com o CP (42,80 + 13,91) e ndo
houve aumento significativo em relacdo ao CN (5,519 + 2,178) nas primeiras 4 h e nas 24 h
0s grupos se comportaram forma semelhante. Este fato também foi observado quando

analisamos o comprimento da cauda, sugerindo ndo houve efeito genotoxico
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Figura 16: Registra o comprimento da cauda apds analise do open comet dos animais ap0s
exposicdo ( A ). Registro da porcentagem de DNA da cauda apds analise do open comet dos
animais apos exposic¢do (B).

B
ez Ciclofosfamida § E= Ciclofosfamida
E=Agua destilada < 40 E= Agua destilada
E3GI DANOS (4 h) S E3GI DANOS (4 h)
OIGI REPARO (24 h) T 301 I GI REPARO (24 h)
EAGII DANOS (4 h) T 90 EZ GII DANOS (4 h)
ESGII REPARO (24 h) g ES GII REPARO (24 h)
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&

Legenda: CN= controle negativo; CP = controle positivo (ciclofosfamida 50 mg / kg). Grupo de
exposicdo: Gl = PBAT / PPY / nHAp GII = PBAT / PPy. Resultados expressos em significancia e
desvio padrdo; "***" indica uma diferenca estatisticamente significante ( p <0,001) em relacéo ao CP.
Assim, os resultados apresentados em Figura 15 mostraram que a membrana ndo induziu danos no

DNA e genotoxicidade das células.

Tabela 6: Os danos no DNA encontrados por grupo apos a exposicdo ao PBAT / PPy e PBAT
/ PPy com nHAp relatados como o desvio médio e padrdo da % cauda de DNA e
comprimento da cauda.

Parimetros CpP CN DANOS GI REPAROGI DANOGII REPAROGII
4h 24h 4h 24h
Média + desvio padrio
% DNA cauda 42 £13.91 5.519+5.230 6.481 2178  4296+2.186  6.278+1.795 5.481 £ 2.081

Comprimento da 139.1 £ 79.21 3049 +28.11 2488+6.339 22.9=+4801 2292 +£6356 2275+ 6.486

cauda

Fonte: Autoria prépria

O DNA ¢ uma molécula organica responsavel pela informacdo genetica das celulas.
Para que essas informacdes sejam transmitidas com sucesso em cada geragéo, a integridade
do DNA deve ser mantida. No entanto, apesar de sua consideravel estabilidade quimica,
estudos sobre seu metabolismo mostraram que as propriedades dinamicas dessa molécula
(FRIEDBERG, 2003) e exposicOes constantes a varios agentes podem produzir uma
variedade de lesbes em sua estrutura. Essas lesdes podem afetar mecanismos celulares
essenciais, como a replicacdo do DNA e sua transcri¢do para o0 RNA, gerando danos ao DNA

que podem produzir efeitos genotoxicos (mutagénese) ou citotoxicos (morte celular) nas
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células, dependendo da natureza dessas lesbes e, portanto, da instabilidade genémica e até o
inicio do cancer(DE BOER; HOEIJMAKERS, 2000).

E importante mencionar que, durante o metabolismo normal do DNA, também pode
haver alteracdes espontaneas em sua estrutura que comprometem seu funcionamento ideal,
como incompatibilidade de bases, perda de grupos amino presentes nas bases (citosina,
adenina e guanina), e assim por diante. Essa perda ocorre espontaneamente em reacGes
dependentes do pH e da temperatura e, se forem alteradas durante a replicacdo, podem gerar
mutacdes definitivas (HOEIJMAKERS, 2001). Embora as mutacfes sejam essenciais quando
se pensa em processos evolutivos, elas sdo antes de tudo prejudiciais aos sistemas bioldgicos
(FRIEDBERG, 2003) .

Ainda o reparo do DNA é necessario para manter a integridade e a estabilidade do
DNA gendmico para a sobrevivéncia celular normal, caso contrario, a frequéncia de morte
celular, mutacdes genéticas ou evolugdo para células tumorais aumentaria. Assim, avaliar a
situacdo do DNA e sua resposta a danos e reparos € uma estratégia promissora para prevenir /
prever o tratamento para a regeneragdo 6ssea e garantir que ela ndo represente um risco para a
pratica clinica (PORTICH; DOS SANTOS; KERSTING; JORGE et al., 2017) .

Em estudos realizados, com ensaio cometa para avaliar a genotoxicidade de suas
ceramicas auto-renovadas em linfécitos periféricos humanos priméarios, também néo
encontraram danos no DNA induzidos por essas ceramicas, indicando que o biomaterial é
seguro para o ensaio clinico (CHEN; BAI; HUANG; SUO et al., 2012; HUA, N.; ZHU, H.;
ZHUANG, J.; CHEN, L., 2014).

O ensaio Cometa ¢ um método rapido e barato para medir quebras de fita simples de
DNA. Também tem uma vantagem sobre os outros métodos de detec¢do de danos no DNA,
como troca de cromatides irmads, eluicdo alcalina e teste de micronucleos, devido a sua alta
sensibilidade (LEE; STEINERT, 2003) Portanto, os resultados apresentados na Figura 14
mostraram que a membrana ndo induziu danos no DNA e genotoxicidade de células animais.

Outro estudo que foi conduzido por ensaio de cometa para avaliar a genotoxicidade de
ceramicas auto-renovaveis em linfocitos humanos cultivados em trés grupos de diferentes
proporcdes de LaPO, / Y,0;3 difasica por seis dias, 0s pesquisadores ndo mostraram nenhuma
diferenca entre as ceramicas testadas e um controle negativo ( p > 0,05), indicando que o
biomaterial era seguro para ensaios clinicos (HUA, NAN; ZHU, HUIFANG; ZHUANG,
JING; CHEN, LIPING, 2014; SHU-JIAN; YAO; XUN-BIN; JIN-PING et al., 2012) .

Em estudo de avaliagdo comparada entre as duas técnicas de MN e Ensaio do Cometa
para detectar efeitos genotoxicos da radiacdo de Raios-X, (HE; CHEN; JIN; JIN, 2000)



66

encontraram também maior sensibilidade para avaliacdo de dano no DNA para o Ensaio do
Cometa que para o Teste MN. Isto ressalta a importancia de manter uma combinagéo de testes
para melhor discernimento da mutagenicidade dos agentes e avaliacdo de baixas doses de

efeitos.

4.1 Ensaio Micronucleo

Em sintese, micronucleo sdo pequenas estruturas que possuem cromatina justaposta ao
nacleo principal ou filhas binucleadas apds a conclusdo da mitose. Estes podem surgir em
respostas a resultados de processos clastogénicos, aneuplodicos ou segregacdes
cromossdmicas anormais (ALBAS; SOUZA; NAI; PARIZI, 2014).

A avaliacdo da frequéncia de micronucleos in vivo é recomendada pelas agéncias
internacionais e instituicbes governamentais para ser conduzida como parte da bateria de
testes para avaliacdo da seguranca de um produto, é considerada valiosa ferramenta na
avaliacdo da genotoxicidade. A andlise dos microndcleos é realizada em eritrdcitos
policrométicos (PCE, eritrécitos jovens, que ainda contém ribossomos) de medula 6ssea de
camundongos ou ratos. O Micronucleo ¢ uma massa de cromatina originada de fragmentos
cromossdmicos ou de cromossomos inteiros, que se perderam durante a divisdo celular,
devido aos eventos clastogénicos (quebra de cromossomos) ou aneugénicos (que induzem a
aneuploidia ou a segregacdo cromossémica anormal). Este método assim, detectar a quebra de
cromossomos e também a segregacao cromossémica anormal (IARMARCOVAI; BONASSI;
BOTTA; BAAN et al, 2008; KRISHNA; HAYASHI, 2000; SERRANO-GARCIA;
MONTERO-MONTOYA, 2001; SPEIT; SCHMID; FROHLER-KELLER; LANG et al.,,
2007).
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Figura 17- Mostra a presenca do microntcleo (MN) na medula dssea de ratos Wista (Rattus

norvegicus)

(Fonte: Autoria propria)
Figura 17: llustracdo da presenca de micronucleo Imagem obtida por microscopia
Optica na objetiva de 100x mostrando a presenca de microntcleo na seta.

Quando um tecido é exposto aos carcinogéneos, antes que qualquer sintoma clinico se
manifeste, h& um aumento da frequéncia de MN. Desse modo, o0 teste de MN é um
biomarcador ocupacional em células expostas a agentes quimicos genotdxicos, além de
possivel indicador de sinais carcinogénicos precoces (SINGARAJU; SINGARAJU;
PARWANI; WANJARI, 2012)

Nota-se que muitos trabalhos (KOUR; ALI; GANAIE; TABASSUM, 2017) (LIN;
HAO; LONG; LAI et al., 2017) utilizam-se da ciclosfafamida como CP, pois este é um
medicamento quimioterdpico pertencem a um grupo de agentes alquilantes e seu principal
modo de acdo € baseado em sua interacdo com o DNA, resultando em divisdo celular
reprimida ou seja, é genotoxico (BESSE; LATOUR; GARRIC, 2012)

Observa-se que muitos trabalhos (KOUR; ALI; GANAIE; TABASSUM, 2017)
utilizam a ciclofosfamida como controle positivo (PC), uma vez que € uma droga
quimioterapéutica pertencente a um grupo de agentes alquilantes e seu principal modo de acdo
é baseado na interacdo com o DNA, resultando em células reprimidas diviséo, isto e, €
genotoxico (BESSE; LATOUR; GARRIC, 2012).

O teste MN foi avaliado comparando a frequéncia dos grupos encontrados para 0s
diferentes tempos de exposicdo aguda e é relatado em Figura 18A, e exposic¢do cronica em
Figura 18B. Os grupos comparados foram: PBAT / PPy e PBAT / PPy / nHAp, controle
negativo (CN) e controle positivo (CP), com suas respectivas médias e os desvios padrdo das

frequéncias MNs para os diferentes tempos de exposi¢do(Fig. 18 A.1 e B.1). Como
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observado, na Figura 18, os scaffolds com e sem nHAp ndo mostraram danos genotoxicos
agudos ou crbnicos quando analisadas in vivo.

Figura 18: Média de micronucleos encontrados em 2.000 eritrécitos policromaticos
apos exposicdo aguda (A) Média de micronucleos encontrados em 2.000 eritrocitos
policromaticos ap0s exposicdo cronica (B) Tabela com frequéncias de eritrocitos
policromaricos micronucleados (PCE MNs) em medula 0ssea de Rattus wistar expostos a
scaffold, agudo (A.1) e crénico (B.1).

( A) MN - Exposi¢ao Aguda (B) MN - Exposicio Cronica
60+ 1 p < 0,001 ' 60+ L p < 0,001 1
3 f T T 1 B CN 3 v T 1 B CN
= T BN PBAT/PPy/nHAp = T BN PBAT/PPy/nHAp
E 40 BN PBAT/PPy g 0l BE PBAT/PPy
E | ns | CP E ns Ccp
o 7
= =
£ 201 2 204
o @
E g
= =
4 0 - 04

(A.1) (B.1

Grn/po N°PCEs PCE Média = Desvio Padrio Grupo N ° PCEs PCE Meédia = Desvio Padrio
analisados MNS analisados MNS
Ne % Ne %
NC 10.000 61 0.61 12.2+1.924* NC 10.000 61 0.61 12.2+1.924*
PC 10.000 226 226 452+ 87258 PC 10.000 226 2.26 45.2+£8.258
PBAT/PPy/nHAp 10.000 18 0.18 3.6+ 5.899% PBAT/PPymHAp 10.000 44 0.44 8.8+5975*
5
PBAT/PPy 10.000 19 0.19 3.443435% PBAT/PPy 10.000 40 0.40 8.0+7.450

Legenda: CN = controle negativo; CP = controle positive (ciclosfosfadamida 50 mg/kg); PCE =
eritrocitos policromaticos e "*" indica diferenca estatisticamente significante ( p <0,001) em relagédo
ao PC

A Figura 5 A.1 mostra que os scaffolds PBAT (12%) PPy (1%) / nHAp (laparotomia +
scaffold) foi 3,6 + 5,899, o PBA (12%) / PPy (1%) foi 3,4 = 3,435, 0 grupo CP (
ciclofosfamida) foi de 45,2 + 8,258, e o grupo CN (laparotomia) foi 12,2 + 1,924 para
avaliacdo de micronucleo agudo (48 h).

As médias e desvio padrdo de MN foram calculadas a partir das células da medula
0ssea do ratos(n=5), para cada grupo. As taxas em diferentes tempos 48h (para agudo) e 72h
(para crdnico) dos 4 grupos.

Na Figura 18 , mostra que ndo houveram aumento significativo da genotoxicidade por
meio do teste de MN, quando comparado ao CN (negativo (p>0,05), pois ndo houve alteracéo
da incidéncia de PCEs em ratos, ou seja ndo ultrapassou a taxas de MN do controle positivo

(CP), ndo havendo diferenca estatistica significativa para 0 mesmo (p<0,001).
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Os resultados achados ndo indicaram danos significativo ap6s a exposi¢do as
membranas de PBAT12% /PPy1% e PBAT12% /PPy1% + nHAp, pelo teste de MN sugerindo
que os compdsitos a base de poli (butileno adipato-co-tereftalato)/polipirrol com
nanohidroxiapatita (PBAT/PPy/nHAp) ndo sdo genotoxico, e ndo induzem efeitos
aneugeénicos ou clastogénicos no teste do microndcleo in vivo, portanto, promissora e segura
para aplicacdes in vivo.

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura corrobarando com trabalho. Em
estudo que fez uso de uma membrana de poliestireno / colageno / norbixina, também néo
apresentou efeito genotoxico ao usar os testes cometa e MN na medula 6ssea de rattus
novergicus apos 72 h(MIRANDA MONTE; FILHO; AMARAL; CABRAL LEAO
FERREIRA et al., 2016).

Testes antibacterianos

O estudo do efeito bactericida foi avaliado utilizando a P. aeruginosa, que é
proeminente no ambiente hospitalar (DE PAULA; BASSOUS; AFEWERKI; HARB et al.,
2018). As bactéria Pseudomonas aeruginosa sao patégeno oportunista comuns em forma de
bastonetes que pode causar infeccdes nosocomiais, especialmente em pacientes com sistema
imunolégico debilitado, podendo ser fatais (AKERLEY; RUBIN; NOVICK; AMAYA et al.,
2002) . Pant e colaboradores (2019) afirma que Pseudomonas aeruginosa do tipo gram-
negativo, também contribui significativamente para a infeccdo dssea que segue apds
implantes (PANT; SUNDARAM; GOUDIE; NGUYEN et al., 2019).

Na Figura 18, mostra que 0,22% das bactérias sobreviveram (Fig 19a) e 99,88%
morreram na presenca dos nanobiomateriais (Fig 19b). A presenca de nHAp ndo aumentou
significativamente as atividades antimicrobianas das fibras em comparacdo com o grupo sem
nHAp. Resultados semelhantes foram encontrados para todos os materiais testados sem
diferenca estatistica (p> 0,05) (RODRIGUES; DE MV ELIAS; VIANA; DE HOLLANDA et
al., 2020). A concentracdo de bactérias vidveis foi reduzida em 99,8% (Fig. 19b) para todos
os scaffolds ultrafinos. Os scaffolds tiveram uma conservagdo aproximada com 100% de

bactérias inviaveis.

Figura 19: Teste antimicrobiano evidenciando o percentual em proliferacdo de (a) bactérias vidveis e
(b) bactérias inviaveis.
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Fonte: Autoria prépria

Desse modo, com os resultados mostrados na Figura 18a, b, as fibras ultrafinas néo
parecem ser passiveis a colonizacdo. O que poderia ser explicar pelo fato, do Pbat ser um
polimeros sabidamente hidrofobicos (BRANDELERO; GROSSMANN; YAMASHITA,
2013). Em estudos que utilizaram trés técnicas para verificar a hidrofobicidade dos materiais,
os resultados mostraram que as tensdes superficiais sobre a superficie de LIO de PMMA com
suspensdes de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa tiveram um comportamento com
tendéncia a hidrofilicidade, quando comparadas ao comportamento dos mesmos
microrganismos em relacdo a superficie de LIO de silicone, as quais tiveram uma propriedade
ligeiramente hidrofébica (VAN LOOSDRECHT; LYKLEMA; NORDE; SCHRAA et al.,
1987) .

Estudos ainda, tém demonstrado que a hidrofobicidade da superficie bacteriana pode
desempenhar um papel muito importante nos fendmenos de adesdo celular (ABSOLOM,;
LAMBERTI; POLICOVA; ZINGG et al.,, 1983; DEXTER; SULLIVAN; WILLIAMS;
WATSON, 1975; FLETCHER; LOEB, 1979; NEU, 1996). Outro trabalho realizado
recentemente foi demonstrado que a aderéncia bacteriana envolve interagbes complexas entre
a cepa bacteriana e a superficie do biomaterial. Bactérias com superficie hidrofébica teriam
menor tendéncia a colonizarem as superficies hidrofilicas. No entanto, quando se utilizaram
bactérias com superficies hidrofilicas, os resultados inverteram-se (SCHMIDT;
SCHLORICKE; FISLAGE; SCHULZE et al., 1998).
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Como ficou demostrado no nosso trabalho, ao depositarmos nHAp na superfice das
fibras, ndo alterou sua propriedade antibacteriana. Desse modo, a presenca de nHAp néo
parece incrementar significativamente atividades antimicrobiana das fibras em comparacéao
com o material ndo eletrodepositado.

Outro teste realizado pelo grupo, utilizando PBAT, PPy e nHAp que também
corroborando para este trabalho e realizado pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram
interacdo entre as amostras e 0s osteoblastos humanos, no ensaio de MTT, que as fibras
ultrafinas estudadas ndo induziram efeitos citotoxicos nas células MG-63. No ensaio de ALP
verificou-se o potencial do PPy para diferenciacdo osteogénica e formagdo de matriz 0ssea,
constatando-se sua capacidade de estimulacdo das células dsseas. A presenca do PPy nas
fibras ultrafinas induziu um aumento na atividade de ALP aos 21 dias. Nesse ensaio a
presenca de nHAp na superficie das fibras mostrou-se indiferente no processo de
diferenciacdo osteoblastica. O MEV do estudo da adesdo celular evidenciou que todas as
fibras utrafinas produzidas forneceram suporte para adesdo das células MG-63 preservado sua
morfologia citoplasmatica classica. Destaca-se as fibras PBAT/PPy/nHAp que parecem
demonstrar melhores condicdes de superficie para adesdo celular. Esses resultados mostram
que esse novo nanobiomaterial apresenta grandes potencialidades.(DE CASTRO, J. G,;
RODRIGUES, B. V.; RICCI, R.; COSTA, M. M. et al., 2016).

6 Conclusao

Foi possivel produzir scaffolds de ultrafinosde PBAT / PPy eletrodepositadas com
nHAp, que permitiu a formacdo de filme homogéneo de nHAp na superficie de suas fibras,
demostrada pelo MEV, identificar ainda a eficacia da producdo utliando os dois métodos
eltrofiacdo e eletrodeposicdo de nHAp. O didametro médio no scaffolds de PBAT foi de 105 +
19,9 nm e do PBAT/PPy 140 = 30 nm. A formacdo de nHAp nas fibras ultrafinas de
PBAT/PPy foi confirmada com o aparecimento de picos caracteristicos do JCPDS 01-072-
1243, de acordo com os padrdes do DRX. Por FTIR verificou a interacdo das fibras ultrafinas
de PBAT/PPy com nHAp, demostrando espectros vibracionais caracteristicos de cada
material.

Pelo teste cometa, foi avaliado danos (4h) e reparos (24h) de DNA em celulas do
sangue de ratos, os resultados ndo indicaram um aumento de danos nas primeiras 4h de
exposicdo avaliado pela % de DNA na cauda e comprimento da cauda . Este achado

permaneceu reduzido mesmo apos 24h.
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No teste micronucleo pela analise das células medula éssea do fémur dos ratos, por
meio das medias e desvios em diferente tempos 48h(agudo )e 72h (cronico) mostraram que a
scaffold produzidos ndo mostraram danos genotoxicos agudos ou crdnicos quando analisadas,
ndo induziu danos no DNA. Assom, atraves do teste de MN e Cometa, constatou-se que 0s
scaffods ndo sdo genotoxicos .

Nos testes antimicrobianos os scaffolds apresentaram a eficacia de 99,8% em atividade
antibacteriana bactéria Pseudomonas aeruginosa, e apenas 0,22% das bactérias sobreviveram,
o scaffolds PBAT/PPy/ nHAp ndo aumentou a atividade antimicrobiana em relacdo ao
scaffods PBAT/PPy.

Em conclusdo, os scaffolds ndo tem efeito genotdxico, sendo esse novo biomaterial
apresentado, com grande potencial para aplicagdes em medicina regenerativa e reparacdo

0ssea.
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Abstract: Here, butylene adipate-co-terephthalate/polypyrrole with nanohydroxyapatite (PBAT/PPy/
nHAp) scaffolds were fabricated and characterized. The electrospinning process was carried out
using 12 kV, a needle of 23 G, an infusion pump set at 0.3 mL/h, and 10 cm of distance. Afterwards,
nHAp was directly electrodeposited onto PBAT/PPy scaffolds using a classical three-electrode
apparatus. For in vivo assays (comet assay, acute and chronic micronucleus), 60 male albino Wistar
rats with 4 groups were used in each test (n = 5): PBAT/PPy; PBAT/PPy/nHAp; positive control
(cyclophosphamide); and the negative control (distilled water). Peripheral blood samples were
collected from the animals to perform the comet test after 4 h (for damage) and 24 h (for repair). In the
comet test, it was shown that the scaffolds did not induce damage to the % DNA tail and neither
for tail length. After the end of 48 h (for acute micronucleus) and 72 h (for chronic micronucleus),
bone marrow was collected from each rat to perform the micronucleus test. All of the produced
scaffolds did not present genotoxic effects, providing strong evidence for the biological application of
PBAT/PPy/nHAp scaffolds.

Keywords: Poly (butylene adipate-co-terephthalate); polypyrrole; nanohydroxyapatite; micronucleus;
nanotechnology; and comet assays

1. Introduction

Currently, around the world, nearly 2.2 million patients are hospitalized for a bone graft procedure
to repair bone defects, alleviate suffering, or combat bone diseases every year [1]. Diseases related
to bone structures have become a public health problem, posing the greatest challenges for surgical
orthopedic reconstruction.

From this, tissue engineering and regenerative medicine have advanced the search for new ways
to solve such problems. With an increase in automobile accidents and life expectancy, and consequently

Materials 2019, 12, 1330; doi:10.3390/ma12081330 www.mdpi.com/journal/materials
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