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RESUMO 

 

O biopolímero de fibrina (BHF) desenvolvido a partir do veneno de Crotalus durissus 

terrificus (cascavel) é um derivado heterólogo semelhante à trombina que converte 

fibrinogênio em fibrina. É um produto natural, em forma de gel, biodegradável, 

bioabsorvente, não tóxico e não imunogênico. Por outro lado, nanocompósitos de 

hidroxiapatita (nHAp) e nanotubos de carbono (NTCs) apresentam bioatividade, não 

são citotóxicos e possuem efeito bactericida. O objetivo do presente trabalho foi avaliar 

a mistura de nHAp e NTCs com o BHF no processo de aceleração do reparo ósseo. 

A produção dos nanocompósitos consistiu, primeiramente, na síntese dos NTCs de 

múltiplas paredes, seguido de sua funcionalização ao plasma de O2 e purificação com 

banho ácido. Com esse material pronto, produziu-se o compósito de nHAp com NTC. 

Em seguida esse material foi adicionado no BHF derivado do veneno da serpente 

Crotalus durissus terríficus (cascavel) e realizada a caracterização físico-química 

desta mistura. As pastilhas formadas por essas misturas foram analisadas e 

fotografadas em microscopia eletrônica de varredura (MEV). Foram também testados 

em cultura de células osteoblásticas para verificar a sua citotoxicidade. Para tal, 

células da linhagem MC3T3-E1 foram cultivadas e verificados a viabilidade celular 

utilizando as técnicas de AlamarBlue® e LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity. Foi 

realizada também experimentos em ratos induzindo o defeito ósseo em tíbias e 

verificando a reparação óssea utilizando técnicas de histologia. Todos os dados foram 

analisados por meio do teste de normalidade, sendo os resultados paramétricos 

submetidos ao teste de variância two way ANOVA (tempo xs amostras) 

complementado pelo pós-teste de Tukey a fim de verificar as diferenças estatísticas 

entre grupos. Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA). Os 

resultados foram apresentados como média desvio ± padrão (p≤0,05). Os resultados 

mostraram que houve uma boa distribuição homogênea das misturas, não houve 

mudança no pH e massa das amostras e que a mistura mais adequada para os testes 

in vitro é a de BHF+nHAp com nanotubos de carbono 1 e 2%. A mistura não é 

citotóxica para células da linhagem MC3T3-E1. O BHF assim como sua associação 

com nHAp e NTCs promoveram o tecido ósseo neoformado na área da fratura, 

mostrando potencial osteogênico em fraturas ósseas. 
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ABSTRACT 

 

Fibrin sealants (BHF), developed from human hematological derivatives, mimic 

physiological clots, being widely used in general, cosmetic and postoperative surgeries 

due to their hemostatic and adhesive action. BHF developed from the venom of 

Crotalus durissus terrificus (rattlesnake) is a heterologous thrombin-like derivative that 

converts fibrinogen into fibrin. As it is a natural product, in gel form, biodegradable, 

bioabsorbent, non-toxic and non-immunogenic. On the other hand, hydroxyapatite 

nanocomposites (nHAp) and carbon nanotubes (NTCs), produced by chemical 

synthesis assisted by the ultrasound technique, present bioactivity, are not cytotoxic 

and have a bactericidal effect. The aim of the present work is to evaluate the mixture 

of hydroxyapatite-based nanocomposites and carbon nanotubes with fibrin sealant as 

agents in the process of accelerating bone regeneration. The production of the 

nanocomposites consisted, firstly, in the synthesis of NTCs with multiple walls, 

followed by their functionalization to the O2 plasma and purification with an acid bath. 

With this material ready, the composite of nHAp with NTC was produced. Then, this 

material was added to the BHF and the physicochemical characterization of this 

mixture was carried out. The pellets formed by these mixtures were analyzed and 

photographed under scanning electron microscopy (SEM). These mixtures were also 

tested in MC3T3-E1 cell cultures to verify their toxicity. For this purpose, osteoblast 

cells were cultured and cell viability was verified using the alamarBlue® e LIVE/DEAD® 

Viability/Cytotoxicity technique. Experiments were also carried out in rats, inducing 

bone defect in tibias and verifying bone repair. All data were analyzed using the 

normality test, and the parametric results were submitted to the two-way ANOVA 

complemented by Tukey's post-test (p≤0,05). The results showed that there was a 

good homogeneous distribution of the mixtures and that the most suitable mixture for 

in vitro tests is that of BFH+nHAp and 1% and 2% carbon nanotubes. The mixture is 

not cytotoxic and promoted neoformation in the fracture area, demonstrating 

osteogenic potential in bone fractures. 

 

Keywords: Crotaçus dirissus terrificus. Fibrin sealant. Hydroxyapatite 

nanocomposites. Carbon nanotubes. Bone regeneration. 

  



 

 
 

DIVULGAÇÃO E TRANSFERÊNCIA DE CONHECIMENTO 

 

Esta pesquisa teve como objetivo verificar o efeito do 

biopolímero heterólogo de fibrina associado ao biomaterial hidroxiapatita e nanotubos 

de carbono no processo de reparo ósseo.   

Os resultados mostraram que a associação desses biomateriais promove 

o reparo ósseo em tíbias de ratos após 14 dias de realizado o defeito ósseo e colocado 

o biomaterial. 

Concluímos que os resultados são positivos indicando que essa técnica e 

a união desse material poderá ser importante para futuros estudos em reparo ósseo.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com dados colhidos pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS, 2020) sabe-se que a quantidade de pessoas idosas no mundo até o ano 

de 2050 poderá alcançar a marca de aproximadamente 2 bilhões, o que 

evidencia em número algo próximo a 20% da população. Dentro do território 

nacional até meados de 2025, segundo o IBGE (2021), o Brasil será o sexto país 

no mundo com maior número de pessoas nessa faixa etária. 

Neste cenário, os idosos tendem a apresentar problemas ósseos cada 

vez mais frequentes, tais como fraturas e quebras nos ossos que são geradas 

por diversos fatores que podem ser endógenos ou exógenos. Sobre os fatores 

endógenos é sabido que eles se relacionam com carência nutricional, déficit no 

metabolismo, baixa nos suprimentos sanguíneos, aumento das doenças 

degenerativas dos ossos. A respeito dos fatores exógenos, por sua vez, se 

evidencia na queda da própria altura, traumas, sinistros, amputações dentre 

outros fatores que provocam a descontinuidade do tecido ósseo (SALOMÃO; 

SIQUEIRA, 2010).  

Para converter essa situação causada pelos fatores supracitados, o 

reparo ósseo para ser consolidado, precisa de ter influência de  algumas 

variáveis, tais como exemplo: amplo suprimento sanguíneo, estabilidade 

mecânica, presença de um arcabouço tridimensional e o tamanho do sítio 

lesionado, idade aceitação ao tratamento e tempo de consolidação (MILANETTI, 

2010). 

Para ajudar nesse problema de saúde pública, a nanobiotecnologia 

se apresenta como um ramo da engenharia tecidual, que tem como objetivo 

desenvolver novos produtos, materiais e substâncias a nível molecular e em 

microescala, para que possam ser aplicados em processos biológicos como no 

reparo ósseo (GUASTALDI e HERRERA, 2010). 

A bioengenharia tecidual é um campo multidisciplinar, que envolve a 

aplicação de princípios e métodos da engenharia e das ciências da saúde, para 

assistir e acelerar a regeneração e o reparo de tecidos (MOREIRA, 2013). 

A hidroxiapatita é um biomaterial que é atualmente bem estudo. 

Existem estudos avançados que têm agregado a hidroxiapatita a outros 

compostos para dar a resistência e a firmeza necessária à estrutura, sendo um 
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material bastante estudado na forma de Grafeno e de Nanotubos de Carbono 

(LI et al., 2014; HAMILTON et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019). 

Outro material promissor na reconstituição de tecidos é o biopolímero 

de fibrina, que possui a propriedade de adsorver e/ou absorver, tornando-se um 

excelente suporte para ação e para a potencialização de drogas 

anticancerígenas no tratamento de tumores ósseos (COSTA et al., 2009). 

Assim, sabendo dos benefícios da hidroxiapatita, dos nanotubos de 

carbono e do biopolímero heterólogo de fibrina, o presente estudo propõe 

associar esses 3 componentes e verificar os seus efeitos no reparo ósseo.  

Ao melhor de nosso conhecimento, não existem na literatura, artigos 

que estudou o reparo ósseo utilizando o biopolímero heterólogo de fibrina 

derivado de veneno de serpente associado a hidroxiapatita com nanotubos de 

carbono.  
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2 OBJETIVO 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a utilização de 

nanocompósitos à base de hidroxiapatita e nanotubos de carbono como reforço 

em biopolímero heterólogo de fibrina derivado do veneno de serpente para 

utilização na regeneração óssea. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar a caracterização físico-química das amostras para 

verificar a sua homogeneização e concentração adequada para 

estudos in “in vivo”.   

• Avaliar a capacidade do biopolímero heterólogo de fibrina 

associado à hidroxiapatia e nanotubulos em promover a 

proliferação e adesão celular. 

• Avaliar a viabilidade celular pelo ensaio de alamarBlue® e pelo   Kit 

LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity. 

• Avaliar as características físico-químicas das amostras pelo MEV.  

• Verificar a reparação tecidual óssea em tíbias de ratos. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1 O TECIDO ÓSSEO  

 

O tecido ósseo é um tipo específico de tecido conjuntivo que tem como 

principal função dar sustentação ao corpo e é responsável pela formação dos 

ossos. É composto por células especializadas (osteoblastos, osteoclastos e 

osteócitos), uma matriz chamada de matriz óssea onde encontramos colágeno 

Tipo I e material inorgânico principalmente fosfato de cálcio. Devido à grande 

quantidade de fosfato de cálcio encontrado no tecido ósseo, isto o torna um 

deposito desse íon no organismo (HENRIKSEN et al., 2009; STANDRING, 2009). 

A composição do material encontrado no osso é de 8% de água e 

92% de material sólido, podendo haver variações entre estas proporções. O 

material sólido possui cerca de 21% de material orgânico e 71% de material 

inorgânico propiciando propriedades mecânicas de elasticidade do tecido, 

resistência e rigidez, inerentes a este tecido (PARK et al., 2010). 

O fosfato de cálcio forma cristais nanométricos de hidroxiapatita, cuja 

fórmula química é Ca10(PO4)6(OH)2. O tecido ósseo não é formado inteiramente 

por esses componentes, mas sim também composto por íons incluindo CO3, 

HPO4, F, Cl, Mg, Na, íons de K (CUNHA; FIGUEIRA, 2011; CUNHA et al., 2014). 

Os osteoblastos são células responsáveis pela construção do tecido 

ósseo e por reduzir os elementos da matriz orgânica, além de executar o controle 

da mineralização. Representam cerca de 5% das células do tecido ósseo. O 

formato dessas células é levemente parecido com um cubo. Elas desempenham 

outras atividades tais como auxiliar o processo de cicatrização, uma vez que são 

procedentes do periósteo, endósteo e células mesenquimais indiferenciadas 

circulantes. Os osteoclastos representam cerca de 1% do tecido ósseo e tem 

como principal função reabsorção óssea, essencial para manter a estrutura 

óssea. Já os osteócitos são as células mais abundantes nos ossos constituindo 

mais de 90% do conteúdo celular. Possuem o citoplasma alongado cujo arranjo 

os possibilita realizar um controle de homeostasia do cálcio plasmático. Ficam 

presas dentro da matriz óssea no decorrer do processo de mineralização tendo 

suas atividades, sintéticas e secretora e normalmente tem aparência achatada. 

As funções dos osteócitos são variadas, mas a principal está em fazer parte em 
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processos de sinalização na síntese e reabsorção óssea (Figura 1) (FALONI, 

2006). 

 

Figura 1 – Células do tecido ósseo: o tecido ósseo é formado por várias células 

como os osteoblastos, osteoclastos e osteócitos, mergulhadas na matriz óssea.  

 

 

Fonte: (FALONI, 2006) 

 

3.2 O REPARO ÓSSEO 

 

Quando acontece a lesão ou danos no tecido ósseo o mesmo é capaz 

de realizar sua regeneração. Neste sentido, a regeneração óssea consiste em 

um processo biológico do próprio tecido onde ele se recupera quando acontece 

a ruptura ou lesão do mesmo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MILLANETTI, 

2010; SALOMÃO, 2010). 

O processo de regeneração do osso pode ser resumido em três etapas 

que são:  

• A fase inflamatória  

Esta etapa tem como característica a formação de um coágulo 
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sanguíneo que engloba a parte externa do osso na área em que a lesão ocorreu, 

ampliando-se através do periósteo e cavidades medulares mais próximas. Assim, 

é instalado um processo inflamatório profundo e agudo tendo uma movimentação 

grande de neutrófilos e macrófagos, culminados pela liberação de substâncias 

quimiotáticas, quando a partir disso a fase reparadora é iniciada (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2004; MILLANETTI, 2010; SALOMÃO, 2010). 

• A fase reparadora 

O surgimento de uma gama de fibroblastos fabricantes de colágenos 

forma um calo fibroso onde as fibras do colágeno possam cobrir a área lesada. 

Consiste na parte mais importante e envolvem a região lesionada. Conforme a 

ação dos macrófagos avança, uma nova conexão capilar reconstruída derivada 

das células endoteliais excedentes dos vasos dilacerados e das células 

mesenquimais indiferenciadas. Elas invadem a área do coágulo, acompanhadas 

dos fibroblastos e osteoblastos, visando realizar de forma rápida a formação de 

um novo tecido ósseo na região. Assim, através do processo de ossificação 

intramembranosa ou endoconjuntiva, ocorre a formação de um osso imaturo 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MILLANETTI, 2010; SALOMÃO, 2010). 

• A fase remodeladora 

A região afetada pela lesão precisa, após a fase reparadora, executar 

as mesmas funções (morfológicas, biomecânicas e funcionais) (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2004; MILLANETTI, 2010; SALOMÃO, 2010). 

Neste sentido, a matriz osteoide (constituída de osteoblastos) 

apresenta uma capacidade restrita de migração e reprodução para que a 

formação óssea ocorra na região determinada. As células progenitoras 

mesenquimais indiferenciadas (células osteoprogenitoras) realizam a migração 

até a região e diferenciam-se em osteoblastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; 

MILLANETTI, 2010; SALOMÃO, 2010). 

 Contudo, o calo ósseo será, com o tempo (normalmente um ano ou 

mais de acordo com o quadro clínico do paciente), substituído por um osso 

compacto.  

Neste processo de troca pode haver a criação excessiva de um outro 

osso na área da fratura, sendo esse excesso posteriormente reabsorvido. Esse 

processo é denominado de remodelação (BORGES et al., 2009; SALOMÃO, 

2010). 
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Por fim, o processo de cicatrização de um osso depende de diversos 

fatores, dentre os quais o tipo do osso lesado, área onde foi danificado, além da 

faixa etária do paciente, fator importantíssimo neste processo (TOMERA, 2009). 

 

3.3 BIOENGENHARIA TECIDUAL 

 

A bioengenharia consiste em uma área de atuação multidisciplinar que 

busca realizar uma união entre a área biológica e física. Uma das áreas de 

estudos é a exploração de materiais que sejam compatíveis com sistemas 

biológicos.   

Os biomateriais são materiais que podem substituir sistemas 

biológicos e pra tal, precisam ser biocompatíveis e funcionais, não provocando 

reações alérgicas e inflamatórias. 

No caso de regeneração óssea, os biomateriais tem que, 

necessariamente atuar no sentido de promover uma melhora nesse processo, 

principalmente quando esta não ocorre de forma espontânea. Assim, o uso dos 

biomateriais necessita ser previamente testado, sendo necessário determinar 

através de experimentos suas características físico-químicas e biológicas. Isso 

tem importância vital, buscando a devolução da função do tecido, melhorando a 

qualidade de vida dos pacientes (SERVERINO et al., 2011; TAVARES, 2011). 

Neste sentido, pode-se dizer que os biomateriais consistem em 

materiais que têm a possibilidade de serem implantados para permutar ou realizar 

a reparação dos tecidos biológicos em falta, podendo ter características naturais 

ou sintéticas (SMITH; HASHEMI, 2012; RATNER, 2013). 

 

3.4 BIOMATERIAIS À BASE DE FOSFATO DE CÁLCIO 

 

Existem diferentes tipos de biomateriais que podem ser utilizados, mas 

o mais aplicado no processo clínico são aqueles com base de fosfato de cálcio, 

já que atuam como um biomaterial regenerativo e são utilizados como substitutos 

do enxerto ósseo autógeno. Desta forma, as bases de fosfatos de cálcio têm sua 

modelação facilitada e, portanto, adaptáveis a área de implantação (GUASTALDI, 

2010). 

Nesse contexto, as biocerâmicas sintéticas à base de fosfato de cálcio 
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têm importância cada vez maior, pois são indicadas por atuar como uma matriz 

tridimensional ou estrutural na reparação óssea (OLIVEIRA, 2010). 

 

3.5 HIDROXIAPATITA 

 

O principal componente dos ossos é a hidroxiapatita que faz parte de 

95% da massa óssea e, portanto, fazendo parte da parte mineral do osso natural. 

É um material inorgânico e induz o crescimento ósseo na região em que se 

encontra (AOKI, 1991; MOSSAAD et al., 2010).  

A  hidroxiapatita sintetizada em laboratório tem as mesmas 

características que as encontradas no tecido ósseo, ou seja, é biocompatível com 

sistemas biológicos, sendo aceito pelos tecidos vivos, não é carcinogênica e nem 

alergênica, e possuem capacidade de ligação ao tecido ósseo. Assim, pode-se 

dizer que ela é consideravelmente segura e clinicamente aceitável, dando assim 

sua contribuição do processo de formação óssea (BERNI-NETO, 2010; DELFINO 

et al., 2010; BONAN et al., 2014; YELTEN; YILMAZ, 2017).  

Entretanto, Berni-Neto (2010) alegou que existem alguns malefícios e 

desvantagens particulares, fatores estes que acabam por limitar a utilização da 

hidroxiapatita cerâmica para a troca de tecidos rígidos, tais como sua minimizada 

resistência mecânica, ou os possíveis conflitos entre porosidade e resistência 

mecânica.  

Sobre o processo de reabsorção da hidroxiapatita Caliman (2011) 

afirmou que ela pode revestir a lesão das partículas na medida em que a 

formação do novo osso é envolvida no interior dos poros formados no interior do 

biomaterial. O pH consiste em um dos fatores importantes para que haja a 

dissolução do biomaterial in vitro, além do tipo e forma de concentração e do nível 

de saturação da mistura na qual é testada, bem como a constituição e 

cristalinidade dos fosfatos de cálcio. 

 

3.6 NANOTUBOS DE CARBONOS 

 

Os nanotubos de carbono (NTCs) consistem em nanoestruturas com 

formato cilíndrico tendo seu diâmetro na sequência de poucos nanômetros, cujo 

comprimento é de micrômetros, ou seja, estruturas pequeniníssimas (SILVA et 
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al., 2011). 

Sua estrutura é composta por uma ou diversas folhas de grafite 

arroladas ao redor de um mesmo centro, tendo sua classificação feita em dois 

tipos (Figura 2) (CARVALHO et al., 2018). 

São estruturados como: 

• Nanotubos de paredes únicas ou simples (NTCPS1): Dispõem de somente 

uma faixa de grafite em sua composição como o próprio nome já diz, 

podendo ter tamanho de 0,7 e 2,0 nm. 

• Nanotubos de paredes múltiplas (NTCPM2): Constituídos de diversos 

cilindros concêntricos de grafite apresentam um tamanho que pode atingir 

os 100 nm. 

 

Figura 2 – Estrutura de um nanotubo: sua estrutura é como uma folha (A) 

arrolhada sobre si mesma, podendo ser de parede única (B) ou paredes múltiplas 

(C). 

 

Fonte: (CARVALHO et al., 2018) 

 

O potencial do uso dos NTCs nas aplicações tecnológicas é muito 

grande, tendo em vista os elementos térmicos, elétricos e mecânicos como, por 

exemplo, para o desenvolvimento e evolução dos sensores e também na 

construção de novos materiais biológicos, tais como compósitos na engenharia 

de reconstrução de tecidos ósseos (OLIVEIRA et al., 2019).  

Existem algumas vantagens no uso dos nanotubos de carbono no 

processo de remodelação óssea, visto que os NTCs mostram uma resistência 

mecânica muito alta em decorrência da forte ligação covalente de seus átomos 

 
1 Podendo ser chamada também de Single-wall carbon nanotubes (SWCNT) na versão em inglês. 
2 Chamado também de multi-wall carbon nanotubes (MWCNT) na versão em inglês. 
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aliados a uma ótima condução térmica e elétrica em virtude das suas 

características. Dessa forma, a falta de ligações pendentes proporciona a este 

material uma alta inércia química, o que é essencial para a sua utilização nos 

processos de biotecnológicas e bioquímicas (SANTOS, 2016). 

Na regeneração óssea, promove o encapsulamento de enzimas, no 

controle e divisão de drogas e tendem a realizar a nucleação de cristais e o 

aumento dos elementos inorgânicos da matriz óssea, além de dar suporte ao 

desenvolvimento e aumento dos osteoblastos e agilizar a formação óssea (VAN-

NOORDEN, 2011). 

 

3.7 BIOPOLÍMERO HETERÓLOGO DE FIBRINA 

 

Os biopolímeros fibrínicos são produtos que têm em sua gênese nas 

proteínas do plasma, pois atuam na etapa final da coagulação. Sendo assim, 

podem ser utilizados para minimizar a perda de sangue na fase pós-operatória 

(especialmente), assim como os agentes hemostáticos, que atuam como gerador 

da técnica de cicatrização e restauração do tecido, dentre outros aspectos 

(BUCHATA et al., 2004; FERGUNSON et al., 2010). 

Os biopolímeros fibrínicos derivados de plasma humano têm tido êxito 

em sua aplicação quando usado como arcabouço (scaffolds) e adesivos visando 

assim aprimorar a regeneração e recuperação dos tecidos (BARBOSA et al., 

2008; BARROS et al., 2009; DE BARROS et al., 2015). 

Este produto começou a ser utilizado na década de 60 do século XX, 

e com a evolução das técnicas laboratoriais, aliada as melhorias da produção dos 

biopolímeros fibrínicos, bem como nos procedimentos técnicos de aplicação 

possibilitaram que esses adesivos fossem muito bem usados em várias 

especialidades cirúrgicas (FERGUNSON et al., 2010). 

Os adesivos fibrínicos tem sido de grande valia nos procedimentos 

cirúrgicos uma vez que estes elementos dispõem de compatibilidade biológica e 

é biodegradável (ROBERTS et al., 2011). 

Recentemente, Pomini et al. (2019) utilizaram o biopolímero de fibrina 

derivado do sangue humano testando como scaffold associado com a 

fotobiomodulação na regeneração óssea. Verificou que o grupo que recebeu a 

fotobiomodulação houve melhor organização de deposição das fibras de 
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colágeno dando homogeneidade à formação do osso.  

Embora os selantes derivados de sangue humano mostrem bons 

resultados, existe a possibilidade de risco de transmitir doenças infecciosas 

como a hepatite, HIV e papiloma vírus (EDER et al., 1986; KAWAMURA et al., 

2002; FERREIRA 2014; FERREIRA et al., 2017; POMINI et al., 2019).  

Para contornar essa situação, na década de 1980 pesquisadores do 

Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP) da 

Universidade do Estado de São Paulo (UNESP), em Botucatu desenvolveram 

uma nova fibrina derivada do veneno de serpentes (Crotalus Durissus Terrificus) 

e que juntamente com o fibrinogênio retirado a partir do sangue de animal de alto 

porte (búfalo) poderia ser utilizado sem riscos de contaminação (BARBOSA et 

al., 2008; ALVES et al., 2014; FERREIRA et al., 2017). 

Assim, pesquisas utilizando essa nova ferramenta foram realizadas 

mostrando a efetividade do seu uso em diversos campos de pesquisas. Orsi et 

al. (2017) verificaram a citotoxicidade do biopolímero heterólogo de fibrina em 

células ósseas através da técnica de cultura de células utilizando teste de 

MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) e análise em 

Microscópio eletrônico de varredura o MEV. Em seguida promovendo defeito 

ósseo em ratos e aplicado o composto. Os resultados mostraram que não há 

efeito citotóxico e que ocorre uma boa resposta na formação de novo osso após 

14 dias. 

Ferreira et al. (2017) publicaram uma extensiva revisão sobre o uso 

do biopolímero de fibrina em várias situações patológicas e de reparo, como por 

exemplo, em úlceras venosas crônicas, cirurgias periodontais, cirurgias 

plásticas, reparo em pele, em nervos periféricos e sistema musculoesquelético.  

Gasparotto et al. (2014) relataram em seus estudos que o uso dos 

selantes heterólogo de fibrina (SF) possui resultados extremamente positivos em 

cultura de células mesenquimais e em cultura de células.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

O BHF foi gentilmente cedido pelo CEVAP, cujos componentes e 

fórmula de aplicação constam em seus pedidos de patentes (Números do 

registro: BR1020140114327 e BR1020140114360). O BHF é composto por 2 

componentes:  o componente A (fração 1 e diluente) e o componente B (fração 

2), que devem ser descongelados e misturados somente no momento do uso 

(Figura 3). 

Primeiramente foi realizada a produção dos nanocompósitos de 

hidroxiapatita (nHAp), dos nanotubos de carbono (NTCs), sua purificação e sua 

funcionalização e, posteriormente, a mistura dos 2 componentes.  

Em seguida esse composto foi misturado com o BHF e realizada a 

análise do pH, a perda de massa e ainda a análise da homogeneização dessa 

mistura no microscópio eletrônico de varredura (MEV).   

 

Figura 3 – Componentes do BHF: A fração 1 deve ser diluída pela solução 

diluente e misturada com a fração 2 no momento do uso.  

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

4.2 SÍNTESE, CARACTERIZAÇÃO E ANÁLISE FÍSICO-QUÍMICO DAS 

AMOSTRAS 

 

A produção dos nanocompósitos consistiu, primeiramente, na síntese 

dos NTCs de múltiplas paredes, seguido de sua funcionalização ao plasma de 
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O2 e purificação com banho ácido. Com esse material pronto, produziu-se o 

compósito de nHAp com NTC. Em seguida esse material foi adicionado no 

selante de fibrina derivado do veneno da serpente Crotalus durissus terríficus 

(cascavel) e realizada a caracterização físico-química desta mistura (LOBO et 

al., 2013). 

  

4.2.1 Produção dos NTCs 

 

Todo o processo de produção dos NTCs foi realizado no Laboratório 

Associado de Sensores e Materiais (LAS) do Instituto Nacional de Pesquisas 

Espaciais (INPE). Os NTCs de múltiplas paredes foram depositados na parede 

do tubo de quartzo por vapor químico (método CVD térmico) à pressão 

atmosférica em 850°C. Fontes de carbono (cânfora, C10H16O, 84% da massa 

total), e o catalisador de Fe (ferroceno, Fe (C5H5)2, 16%) foram evaporados a 

200ºC e transportados para dentro do tubo de quartzo por um fluxo de N2 de 1,5 

litros/minuto. Após 5 minutos de reação, os vapores foram cortados e o forno 

arrefecido até a temperatura ambiente sob N2. Os NTCs foram produzidos 

utilizando cânfora/ferroceno e purificados por recozimento a alta temperatura 

numa atmosfera livre de oxigênio (N2) (LOBO et al., 2013). 

 

4.2.2 Purificação dos NTCs 

  

O método de purificação dos NTCs para retirada de Fe+2 do interior 

dos nanotubos foi realizado utilizando banho ácido com solução de H2SO4: HNO3 

(3: 1). Os NTCs foram misturados nesta solução e sonicados durante 5h 

utilizando aparelho da marca Elmasonic modelo S10H, depois a solução foi 

filtrada com uma membrana Millipore (0,45 µm poros) para obtenção dos NTCs 

purificados, e estes foram lavados com água deionizada até atingir pH neutro. 

Por fim, o pó de NTCs foi seco em estufa a 100◦C durante 12h (LOBO et al., 

2013). 

 

4.2.3 Funcionalização dos NTCs 

  

O método de funcionalização dos NTCs para a incorporação de 
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grupos contendo oxigênio foi realizado num reator de plasma pulsado de 

corrente contínua, com uma taxa de fluxo de oxigênio de 1 sccm, com uma 

pressão de 85mTorr, -700V e com uma frequência de pulsos de 20kHz a 50% 

ciclo de trabalho durante 40 minutos (LOBO et al., 2013). 

 

4.2.4 Produção dos nanocompósitos de hidroxiapatita (nHAp) e NTCs 

utilizando síntese química assistida por ultrassom 

  

Para a produção dos nHAp com as diferentes concentrações de 

NTCs, nitrato de cálcio tetra hidratado (Ca (NO3)2 4H2O) e fosfato de amônio 

monobásico (NH4)H2PO4, foram dissolvidos em 50mL de água deionizada 

separadamente.  

Para produção de cada um dos grupos, o pó de NTCs funcionalizado 

(1%, 2% em peso), foi dissolvido na solução de (NH4) H2PO4 e Ca (NO3)2 4H2O, 

utilizando uma sonda ultrassônica (Vibracell Sonics, 500 W) por 30 minutos. O 

controle do pH foi realizado inserindo-se solução de NH4OH (hidróxido de 

amônio) (25%) gota à gota, visando a manutenção do pH da mesma em torno 

de 10 durante todo o processo.  

O precipitado foi deixado em repouso durante 120 horas, 

correspondendo ao tempo de maturação. O precipitado resultante foi filtrado, 

lavado com água destilada e colocado em estufa durante 48 horas a 60°C, após 

seco o material foi triturado utilizando moinho analítico modelo A11, marca IKA, 

com velocidade do motor de 28000 rpm, obtendo o grupo de nHAp/NTCs. Como 

grupo controle utilizou-se a nHAp sem adição de NTC e o próprio pó de NTCs 

(LOBO et al., 2013). 

 

4.2.5 Síntese das amostras para estudo de caracterização dos materiais 

 

Para a síntese das amostras, os materiais  (nHAp e nHAP com as 

diferentes concentrações de NTCs)  foram misturados com solução de tampão 

fosfato (PBS; apenas para o grupo com nHAp) ou com BHF de acordo com cada 

grupo experimental. Para a síntese das amostras com BHF, primeiramente os 

materiais foram misturados no componente A (fração 1 e diluente) do BHF, e em 

seguida realizada a mistura com o componente B (utilizadas as concentrações 
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de 0.5 g das amostras e 250 µL do selante). Todas as amostras (com PBS ou 

BHF) foram homogeneizadas em um misturador odontológico por 20 segundos. 

Após homogeneização, a massa resultante foi adicionada em um molde de teflon 

com 6 mm de diâmetro e 2 mm de espessura, prensado por placas de vidro e 

levado a estufa a 37ºC até a secagem do material durante 3 dias. Após período 

de secagem, foi observado que as pastilhas estavam íntegras, coesas e não se 

degradavam com a manipulação (Figura 4). 

 

Figura 4 – Confecção das pastilhas usando como molde a placa de teflon. As 

pastilhas produzidas mostraram-se prontas para serem analisadas no MEV.  

 

Fonte: Autoria própria 

 

4.3 FORMAÇÃO DOS GRUPOS 

 

Para o estudo físico-químico das amostras foram formados os 

seguintes grupos: 

• nHAp – Solução salina (PBS – NaCl 0,9%) e nanocompósitos de 

hidroxiapatita.  

• BHF+nHAp – Biopolímero heterólogo de fibrina e nanocompósitos de 

hidroxiapatita. 

• BHF+nHAp+NTCs1% – Biopolímero heterólogo de fibrina e 

nanocompósitos de hidroxiapatita com 1% de nanotubos de carbono. 

• BHF+nHAp+NTCs2% – Biopolímero heterólogo de fibrina e 

nanocompósitos de hidroxiapatita com 2% de nanotubos de carbono 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO DA MASSA E PH DAS AMOSTRAS 

 

Para avaliar a perda de massa e o pH, as amostras referentes aos 

respectivos grupos foram pesadas imersas em 3 ml de PBS (10 mM, pH 7) e 

incubados a 37ºC e analisadas 7, 14 e 21 dias de imersão. A cada período, as 

amostras foram removidas e as massas mensuradas. Os materiais foram 

pesados e a percentagem da perda de massa calculada pela diferença dos 

valores iniciais e finais. O pH da solução onde as pastilhas estavam mergulhadas 

foi mensurado utilizando pHmetro marca Thermo Fisher (SP- Brasil). Após, as 

amostras foram submetidas a análise de MEV para a realização da avaliação 

morfológica e uniformidade de superfície dos materiais.  

 

4.5 OBSERVAÇÃO E ANÁLISE EM MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

VARREDURA (MEV) 

 

Após o estudo de perda de massa e pH, as amostras incubadas em 

PBS por 7, 14 e 21 dias foram preparadas para serem observadas em MEV. As 

imagens de MEV foram obtidas na Central de Análises Químicas Instrumentais 

do Instituto de Química de São Carlos (CAQI/IQSC/USP) em um equipamento 

ZEISS LEO 440 (Cambridge, England) com detector OXFORD (model 7060), 

operando com feixe de elétrons de 20kV, corrente de 2,82A e I probe de 200pA. 

As amostras foram recobertas com 6 nm de ouro em um metalizador Coating 

System BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC, Liechtenstein) e mantidas em 

dessecador até o momento de análise. Condições de metalização: pressão na 

câmara = 2,00x10-2 mbar; corrente = 60mA; taxa de deposição 0,60 nm/s). 

 

4.6 ANÁLISE DAS IMAGENS OBTIDAS NO MEV - ANÁLISE DE 

UNIFORMIDADE DE SUPERFÍCIE 

 

Após a análise morfológica das amostras, as imagens de MEV foram 

utilizadas para a análise de uniformidade da superfície pela verificação do desvio 

padrão da intensidade de brilho dos pixels pelo software Image J (Figura 5). 
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A Figura 5 – Exemplo da análise das fotos obtidas no MEV considerando a 

intensidade de brilho dos pixels. Foram selecionadas como exemplo de análise 

realizada a mistura nHAp+BHF+NTCs2% em 7, 14 e 21 dias.   

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

4.7 EXPERIMENTO IN VITRO 

 

4.7.1 Comitê de Ética  

 

Os experimentos realizados neste estudo na cultura de células 

(experimentos in vitro) não necessitaram da aprovação do Comitê de Ética em 

Uso de Animais. As células utilizadas foram adquiridas comercialmente por meio 

do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), linhagem celular MC3T3-E1 

subclone 14 pré-osteoblastos provenientes de camundongos (NF 1882) em 

26/11/2020. 

Devido ao uso de animais na realização dos experimentos in vivo, o 

projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Nove de Julho - (UNINOVE) tendo sido aprovado sob nº 

6675311018 (Anexo I). 

 

4.7.2 Síntese das amostras 

 

Para realizar os experimentos in vitro e in vivo, as amostras foram 

preparadas através da mistura de 40ul de BHF (20ul da fração 1, 12ul do diluente 

e 8ul da fração 2) juntamente com 3 a 3,5mg dos materiais (nHAp e nHAp com 

os NTCs 1 e 2%). Antes da preparação das amostras, os materiais foram 
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pesados individualmente e esterilizados em luz ultravioleta (UV) em cabine de 

fluxo laminar vertical por 3 horas. 

Foi realizado primeiramente a mistura da fração 1 com o diluente e 

em seguida com o pó de cada material. Após ter certeza que a mistura estava 

homogênea, foi adicionado a fração 2. Quando se adiciona a fração 2, forma o 

coágulo semelhante a um coágulo sanguíneo. Esses materiais foram utilizados 

nos estudos in vitro por meio dos ensaios de viabilidade pelo reagente 

alamarBlue® (Thermo Fisher Scientific, São Paulo, Brasil) e pelo kit LIVE/DEAD® 

Viability/Cytotoxicity Kit (Thermo Fisher Scientific, São Paulo, Brasil). 

 

4.7.3 Delineamento experimental 

 

Foram utilizadas células da linhagem MC3T3-E1 SUBCLONE 14 (pré-

osteoblastos), provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio 

de Janeiro, Brasil). As células foram cultivadas em frascos de cultura (com área 

de crescimento de 75 cm2) (TPP, Biosystems, Curitiba, Brasil) com meio de 

cultura MEM Alfa (Vitrocell, Brasil), suplementado com 10% Soro Fetal Bovino 

(SFB) (Vitrocell, Brasil), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 μg/mL), 

incubadas em estufa à temperatura de 37°C e em atmosfera contendo 5% de 

CO2.  

O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e o desenvolvimento das 

células avaliado por Microscopia de fase invertida (Microscópio Carl Zeiss, 

Microlimaging GmbH – Axiovert 40C, Germany) até que as células atingissem a 

confluência de 80% do frasco.  

Após atingir a confluência desejada, as células foram retiradas da 

garrafa e utilizadas nos ensaios de viabilidade celular.  

 

4.7.4 Formação dos grupos  

 

Para o estudo em cultura de células das amostras foram formados os 

seguintes grupos: 

• Controle: células cultivadas apenas com meio de cultura celular. 

• BHF: células cultivadas com biopolímero heterólogo de fibrina. 

• BHF+nHAp: células cultivadas com biopolímero heterólogo de fibrina e 
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nanocompósitos de hidroxiapatita. 

• BHF+nHAp+NTCs1%: células cultivadas com biopolímero heterólogo de 

fibrina e nanocompósitos de hidroxiapatita com 1% de nanotubos de 

carbono.  

• BHF+nHAp+NTCs2%: células cultivadas com biopolímero heterólogo de 

fibrina e nanocompósitos de hidroxiapatita com 2% de nanotubos de 

carbono. 

 

4.7.5 Viabilidade celular pelo ensaio de alamarBlue® 

 

Para esta análise, as células foram transferidas para placas de 96 

poços (4.500 células por cm2) e cultivadas em contato com os materiais (BHF, 

BHF+nHAp, BHF+nHAp+NTCs1% e BHF+nHAp+NTCs2%) em uma incubadora 

a 37ºC com 5% de CO2 pelo período de 3, 7 e 14 dias. Para o grupo controle, os 

poços foram preenchidos com células e meio de cultura e analisados nos 

mesmos períodos dos demais grupos. Para o cultivo das células, foram utilizados 

meio de cultura osteogênico (meio alfa MEM com 1% de b-Glicerofosfato, 1% de 

sal trissódico de ácido 2-fosfo-L-ascórbico e 0,1% de dexametasona) para todos 

os grupos. Após cada período experimental, os poços das placas de cultura 

foram lavados com PBS e uma solução de alamarBlue® a 10% (Thermo Fisher 

Scientific, São Paulo, Brasil) foi então adicionada e mantida com as células a 37º 

por um período de 3 h. Em seguida, uma alíquota da solução resultante de cada 

poço foi transferida para uma nova placa de 96 poços para serem lidos por um 

leitor de placas espectrofotométrico a 570 e 600 nm. A partir dos valores obtidos, 

foi realizado um cálculo para verificar a porcentagem de redução de alamarBlue® 

(de acordo com instruções do fabricante).  

 

4.7.6 Viabilidade celular pelo Kit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity 

 

A viabilidade celular também foi avaliada pelo ensaio com o 

LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (Thermo Fisher Scientific, São Paulo, 

Brasil) após 3, 7 e 14 dias de incubação das células (4.500 células por cm2) com 

as diferentes amostras em meio de cultura osteogênico. Após os períodos de 

incubação, as células foram lavadas com PBS e tratadas com uma solução de 
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calceína-AM e homodímero de etidio-1 (EthD-1) de acordo com as instruções do 

fabricante.  

O kit permite a rápida discriminação de células vivas e mortas pela 

coloração simultânea com calceína-AM (verde fluorescente) para indicar a 

atividade intracelular da esterase e o homodímero de etídio-1 (vermelho 

fluorescente) para indicar a perda da integridade da membrana plasmática. Para 

a obtenção das imagens, as células foram analisadas em microscópio óptico 

invertido equipado com sistema de fluorescência. 

 

4.8 EXPERIMENTO IN VIVO 

 

4.8.1 Síntese das amostras 

 

Para realização do experimento in vivo, os materiais foram 

confeccionados seguindo o mesmo protocolo de síntese utilizado no estudo de 

cultura celular.   

 

4.8.2 Comitê de Ética  

 

O projeto foi submetido ao CEUA - UNINOVE tendo sido aprovado 

sob nº 6675311018 (Anexo I). 

 

4.8.3 Animais 

 

Foram utilizados 39 ratos machos (idade de 3 meses), Rattus 

norvegicus albinus; Wistar), pesando entre 350 e 410g. Os animais foram 

alocados em caixas plásticas padrão (41×34×17 cm) contendo cinco ratos em 

cada, com alimento e água ad libitum. Foram mantidos no Biotério com controle 

de temperatura (22 a 26°C) e ciclos de 12 horas alternados entre claro e escuro. 

 

4.8.4 Formação dos grupos 

 

Para verificar o efeito dos diferentes materiais, os animais 

experimentais foram submetidos a confecção de defeito ósseo tibial e tratados 
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de acordo com os seguintes grupos: 

• Controle: defeito ósseo não tratados sem nenhum material (n= 6). 

• BHF: defeito ósseo preenchido com BHF (n=6). 

• BHF+nHAp: defeito ósseo preenchido com BHF e nHAp (n=9). 

• BHF+nHAp+NTCs1%: defeito ósseo preenchido com BHF, nHAp e 1% 

de NTCs (n=9). 

• BHF+nHAp+NTCs2%: defeito ósseo preenchido com BHF, nHAp e 2% 

de NTCs (n=9). 

 

4.8.5 Anestesia 

 

Nos experimentos in vivo, os animais foram pesados e em seguida 

anestesiados via intraperitoneal (i.p.) utilizando Cloreto de Xilazina (10 mg/kg, 

Anasedan, Bayer, SP, Brazil) e Cloreto de Cetamina (80 mg/kg, Dopalen, 

Agribands do Brazil Ltda, SP, Brazil) conforme citado no projeto aprovado pelo 

Comitê de Ética em Uso de Animais. 

 

4.8.6 Cirurgia 

 

Após a confirmação que os animais estavam anestesiados, houve a 

tricotomia e incisão linear na pele de aproximadamente 1,5cm permitindo a 

realização do defeito ósseo na região superior da tíbia. Para fazer o defeito ósseo 

foi utilizada uma broca trefina contra ângulo de baixa rotação de 2,5mm de 

diâmetro (OK Dental) utilizado um motor rotativo (AEU707Av2, Aseptico, 

Washington, USA). Durante o uso da broca, houve irrigação constante com 

solução salina estéril 0,9% para evitar o superaquecimento. Após, foram 

realizada o preenchimento do defeito nos grupos que receberam tratamento, os 

tecidos suturados com fios de sutura de Nylon 4/0 AG 0,2cm (Ethicon/Johnson 

& Johnson) e higienizados utilizando álcool iodado. Após a cirurgia os animais 

foram colocados em sala aquecida, onde foram acompanhados durante a etapa 

de recuperação. 

Os ratos foram inspecionados diariamente para avaliação de 

possíveis reações adversas que possam ocorrer. Foi aplicado cloridrato de 
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cloridrato de tramadol (1mg / kg) e dipirona sódica como analgésicos de 8 em 8 

horas durante os 3 primeiros dias (Figura 6). 

Após 14 dias da cirurgia, os animais foram eutanasiados com 

sobredose de anestésicos (3 vezes a dose recomendada para a anestesia) e as 

tíbias foram dissecadas e destinadas para a análise histológica (Figura 6) 

 

Figura 6 – Processo de realização do defeito ósseo: A – Defeito ósseo realizado 

conforme citado acima sem nenhum material preenchido. B – Demonstra 

cicatrização do local da incisão cirúrgica após 14 dias. C - Tíbia já retirada após 

14 dias preenchida com nHAp. D – Tíbia já retirada após 14 dias preenchida com 

nHAp+BHF+NTCs 

 

 

Fonte: Autoria própria 

4.8.7 Fixação e descalcificação  

 

As tíbias coletadas foram fixadas em formaldeído a 10% durante 24 

horas. Após, foram lavadas por 24 horas em água corrente e colocadas em ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10%. A solução de EDTA foi trocada a 

cada 2 dias até ocorrer a total descalcificação do osso (etapa que ocorreu após 
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aproximadamente 3 meses). 

  

4.8.8 Análise histológica 

 

Após a descalcificação, houve o processamento de rotina para 

confecção das lâminas. As peças foram emblocadas em parafina e as lâminas 

histológicas confeccionadas (cortes semiseriados com espessura de 5 µm). O 

plano de secção do corte foi transversal em relação a tibia. Em seguida as 

lâminas foram coradas com Hematoxolina e Eosina (H.E.) para a análise 

morfológica. A análise histológica qualitativa descritiva foi realizada 

considerando a presença de achados histopatológicos como presença de tecido 

de granulação, presença de tecido ósseo neoformado e organização tecidual.  

A análise histológica foi realizada nas lâminas coradas com H.E. Para 

a realização desta análise, foi utilizado um microscópio Nikon E 20000 e o 

programa de imagem Motic Imagens Plus versão 2.0 para a obtenção de 

fotomicrografias e análise das imagens, respectivamente. Foram selecionados 5 

campos pré-determinados da região da lesão de cada lâmina: campo 1 (próximo 

da margem superior do defeito ósseo), campo 2 (próximo da margem direita do 

defeito ósseo), campo 3 (próximo da margem inferior do defeito ósseo), campo 

4 (próximo da margem esquerda defeito ósseo) e campo 5 (no centro do defeito 

ósseo). Cada campo foi fotografado com a objetiva de 10 ou 40x.   

  

4.8.9 Analise estatística 

 

Todos os dados foram analisados por meio do teste de normalidade, 

sendo os resultados paramétricos submetidos ao teste de variância two way 

ANOVA (tempo xs amostras) complementado pelo pós-teste de Tukey a fim de 

verificar as diferenças estatísticas entre grupos. Foi utilizado o software 

GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA). Os resultados foram apresentados 

como média e desvio-padrão e foi adotado nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 ANÁLISE DA MASSA E PH 

 

A análise do pH e massa dos componentes foi realizada para verificar 

se no processo houve perda de massa e variação do pH na solução de 

incubação.  

Verificamos que o pH das amostras permaneceram constante em 

torno de pH 7,4 não havendo diferença estatística entre os grupos (Figura 7A).    

Em relação a análise de perda de massa, os grupos nHAp, 

BHF+nHAp+NTCs1% e BHF+nHAp+NTCs2% apresentaram uma perda de 

massa de 8%, 7,5% e 6,7% após 7 dias, respectivamente (Figura 7B). 

Curiosamente, no mesmo período, o grupo BHF+nHAp exibiu uma redução de 

massa de 16,9%, apresentando uma diferença estatística significativa quando 

comparados aos demais grupos (p< 0,05) (Figura 7B).      

Após 14 e 21 dias, os grupos nHAp, BHF+nHAp+NTCs1% e 

BHF+nHAp+NTCs2 % mantiveram os valores de perda de massa próximos aos 

encontrados no período anterior (Figura 7B). Entre estes grupos, não foram 

encontradas diferenças estatísticas significativas nos períodos avaliados. Já o 

grupo BHF+nHAp apresentou valores de perda de massa de 15,87% em 14 dias 

e 13,19% em 21 dias, apresentando diferenças estatísticas significativas quando 

comparados aos demais grupos em ambos os períodos (Figura 7B).  
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Figura 7 – Avaliação de pH e massa das amostras:  A – O pH das amostras não 

variou não havendo diferença estatística. B – Verificou-se perda de massa na 

amostra nHAp. Quando adicionados os NTCs 1 e 2% foi observado menor perda 

de massa (anHAp+BHF comparado aos grupos nHAp, nHAp+BHF+NTCs1% e 

nHAp+BHF+NTCs2%) 

 

Fonte: Autoria própria 
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5.2 ANÁLISE DAS IMAGENS OBTIDAS NO MEV E INTENSIDADE DE BRILHO 

DOS PIXELS 

 

As figuras 8 e 9 mostram as análises morfológicas e de intensidade 

dos pixels dos materiais (após incubação em solução de PBS por 7, 14 e 21 dias) 

realizadas a partir das imagens de MEV, respectivamente. Verificamos que as 

misturas dos componentes ficaram uniformes e com uma distribuição 

homogênea indicando que o BHF teve uma boa interação com os nHAp+NTCs 

1% e 2%. 

 

Figura 8 – Imagens das amostras analisadas através do MEV. Na análise 

morfológica dos materiais verificamos que as amostras apresentaram uma 

superfície homogênea em todos os grupos, mesmo após incubação em solução 

de PBS por 7, 14 e 21 dias.  

  

 

Fonte: Autoria própria 
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Figura 9 – Intensidade dos pixels: verificamos que não houve diferença 

estatística significativa em todas as amostras, indicando que a mistura dos 

componentes foi homogenia (u.a. unidade arbitrária) 

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

5.3 ESTUDO IN VITRO 

 

5.3.1 Viabilidade celular pelo ensaio de alamarBlue® 

 

A Figura 10 representa o ensaio de viabilidade celular após o período 

de cultivo de 3, 7 e 14 dias de células MC3T3-E1 em contato com os diferentes 

materiais.  

Após 3 dias de cultivo, não foi observada diferença estatística 

significativa entre os grupos estudados. Entretanto, após 7 dias de cultivo celular, 

os grupos BHF e BHF+nHAp+NTCs2% apresentaram valores menores 

estatisticamente quando comparados com o grupo controle (p = 0,022 e p = 

0,020, respectivamente).  

Aos 14 dias de cultivo com os materiais, foi verificado que apenas os 

grupos BHF+nHAp e BHF+nHAp+NTCs1% apresentaram valores menores 
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significativos comparados ao controle (p = 0,045 e p = 0,050, respectivamente). 

Nenhuma outra diferença significativa foi observada ao comparar os demais 

grupos experimentais. 

 

Figura 10 – Gráfico de redução de alamarBlue ® dos grupos Controle, BHF, 

BFH+nHAp, BHF+nHAp+NTCs1% e BHF+nHAp+NTCs 2% em diferentes 

períodos experimentais. ap ≤ 0,05 vs grupo Controle. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

5.3.2 Viabilidade celular pelo Kit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity 

 

A Figura 11 mostra as imagens representativas do ensaio de 

viabilidade celular pelo kit LIVE/DEAD após o período de cultivo de 3, 7 e 14 dias 

de cultivo das células MC3T3-E1 com os diferentes materiais. 

Após 3 dias, foi verificado a presença de células vivas (coradas em 
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verde) e nenhuma célula morta (coradas em vermelho) em todos os grupos 

avaliados.  

Após 7 dias, uma maior densidade de células vivas pode ser 

evidenciada em todos os grupos quando comparado ao período anterior. Além 

disso, poucas células mortas foram observadas neste período nos grupos 

avaliados. O grupo controle teve uma maior presença de células vivas em 

relação aos demais grupos experimentais. 

Percorrido o período de 14 dias, foi possível verificar uma alta 

densidade de células vivas, principalmente no grupo controle. Assim como no 

grupo controle, foi observada uma pequena quantidade de células mortas nos 

outros grupos avaliados. Nos grupos BHF, BHF+nHAp, BHF+nHAp+NTCs1% e 

BHF+nHAp+NTCs2%, foi possível notar a presença de uma grande quantidade 

de células em contato com os seus respectivos materiais. Neste período, foi 

verificada uma menor presença de células vivas no grupo BHF+nHAp. 
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Figura 11 – Imagens de fluorescência do ensaio de viabilidade celular: os 

ensaios foram feitos pelo método do Live/Dead de células MC3T3-E1 cultivadas 

nos grupos controle, BHF, BHF+nHAp, BHF+nHAp+NTCs1% e 

BHF+nHAp+NTCs2% após 3, 7 e 14 dias. Fluorescência verde indica células 

vivas e fluorescência vermelha indica células mortas  

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

5.4 ESTUDO IN VIVO 

 

5.4.1 Observações clínicas pós-cirúrgicas dos animais experimentais 

 

Durante a execução dos experimentos, foram realizadas observações 

clínicas e comportamentais dos animais durante os 14 dias de recuperação da 
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cirurgia. Todos os animais, independente do grupo, apresentaram 

comportamento normal, ou seja, deambulavam pelo ambiente da caixa, se 

alimentavam e hidratavam normalmente. 

 

5.4.2 Análise histológica 

 

Na figura 12, estão apresentados os achados histológicos obtidos a 

partir da análise qualitativa descritiva.  

Foi possível observar fechamento linear do defeito, com trabéculas 

ósseas imaturas, não lamelares e distribuição irregular presentes no canal 

medular (seta). A formação óssea originou-se do periósteo e do endósteo com 

um tecido conjuntivo ricamente vascularizado com leve invasão sobre o defeito 

em todos os grupos experimentais. Entretanto, nos grupos C, BHF, 

nHAp+BHF+NTCs1% e 2% foi possível observar maior quantidade de trabéculas 

ósseas com arranjo mais lamelar (asterisco), com destaque para o grupo C, em 

comparação ao grupo que recebeu apenas a hidroxiapatita (nHAp). 

Pode-se observar que nos grupos BHF, nHAp+BHF=NTcs1% e 2% 

houve uma regeneração com fechamento do efeito comparável ao do grupo 

Controle. O grupo somente nHAp não foi observado reparo semelhante aos 

outros 4 grupos. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Fotomicrografias representativas da análise histopatológica do 
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reparo ósseo: 

 

 

Fonte: Autoria própria 
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6 DISCUSSÃO  

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilização de nanocompósitos à 

base de nHAp e NTCs como reforço em BHF derivado do veneno de serpente 

para utilização na regeneração óssea. Este trabalho teve como hipótese principal 

que o compósito sintetizado a partir de nHAp e NTCs, ao ser associado com o 

BHF poderia manter a biocompatibilidade destes materiais e proporcionar uma 

reparação óssea adequada em um modelo de defeito ósseo circular.  

Os principais resultados demonstraram que os compósitos de 

nHAp+NTCs associados ao BHF apresentaram propriedades físico-químicas 

interessantes, como manutenção do pH, perda de massa e uniformidade das 

amostras. Além disso, estes compósitos apresentaram biocompatibilidade in 

vitro e in vivo e foi capaz de proporcionar uma adequada formação de tecido 

ósseo neoformado no local do defeito.  

Durante todo o processo de síntese e caracterização da nHAp+NTCs, 

houve o monitoramento do pH das amostras e verificaram que não sofreram 

alterações (LOBO et al., 2013). Além disso, no presente estudo, ao adicionar o 

BHF ao composto de nHAp+NTCs verificamos que pH permaneceu próximo a 

neutralidade, em torno de 7,4 em todos os períodos estudados (7, 14 e 21 dias), 

demonstrando que o BFH não alterou o pH das amostras.  

O monitoramento e manutenção do pH é um fator importante, pois as 

variações do pH pode promover modificações na estrutura do material e 

consequentemente das suas propriedades, modificando a sua consistência e 

alterando os efeitos desejados (DA CUNHA, 2010).  

Após a verificação do pH, foi realizada a MEV onde pode-se observar 

detalhes da superfície das pastilhas e realizar as análises desejadas. Lobo et al. 

(2013) analisando a superfície das amostras de nHAp e nHAps+NTCs no MEV, 

não verificaram modificações morfológicas, mostrando estarem homogêneas. 

Na análise das nossas amostras no MEV, também não encontramos alterações 

morfológicas após a adição do BHF, mostrando uma homogeneidade e, 

portanto, não havendo interferência após a sua adição.  

Quando foi avaliado a perda de massa das misturas, verificamos que 

houve perda de massa de aproximadamente 7% das amostras nHAp e 

nHAp+BHF+NTCs 1 e 2% nos primeiros 7 dias permanecendo esse índice 
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constante nos próximos 14 e 21 dias. A maior perda de massa se deu com a 

amostra BHF+nHAp, que já nos primeiros 7 dias perdeu cerca de 17% havendo 

uma ligeira recuperação aos 21 dias. Interessante notar que após a adição dos 

NTCs 1 e 2% na nHAp houve uma recuperação da massa permanecendo a 

patamares iguais aos outros grupos. Essa característica de perda de massa das 

amostras, mesmo nos grupos que tiveram a adição do BHF, é algo necessário 

para o sucesso dos implantes ósseos, uma vez que é esperado que os materiais 

possam ser reabsorvidos nos locais de implantação para que o ocorra a sua 

substituição pelo novo tecido formado (ANDERSON; MCNALLY, 2011). 

Além da propriedade de degradação dos materiais, outra 

característica importante requerida para implantes destinados a engenharia de 

tecido ósseo é a biocompatibilidade in vitro e in vivo destes materiais (O´BRIEN, 

2011). Embora os materiais utilizados neste estudo apresentem 

biocompatibilidade ao serem empregados isoladamente (MARTINELLI et al., 

2018; GASPAROTTO et al., 2014), para que ocorra o uso destes compósitos em 

uma possível aplicação clínica, é necessário verificar os efeitos adversos agudos 

provenientes dessa nova formulação de materiais (ROGERO et al., 2003). 

Referente as análises de viabilidade celular, no ensaio de viabilidade 

pelo método de redução de alamarBlue®, foi verificada uma diminuição na 

viabilidade das células MC3T3-E1 quando expostas ao BHF e 

BHF+nHAp+NTCs2% em 7 dias e BHF+nHAp e BHF+nHAp+NTCs1% em 14 

dias de cultivo. Entretanto, quando os diferentes grupos foram avaliados pelo 

método de viabilidade celular pelo kit Live/Dead®, foi observado que os todos os 

grupos apresentaram uma grande presença de células vivas e poucas células 

mortas (semelhante ao grupo controle), indicando que os compósitos em todas 

as formulações não apresentaram citotoxicicidade, sendo assim, biocompatíveis 

com as células da linhagem MC3T3-E1. Esses resultados estão de acordo com 

os encontrados por Martinelli et al. (2018), no qual verificaram que a nHAp 

sozinha ou associada a NTCs a 1 e 3% não apresentaram citotoxicidade para 

células da linhagem MG-63 (osteoblastos humanos).  

Atualmente, os biomateriais, como por exemplo a NHAp, são 

amplamente utilizados para substituir tecidos humanos devido à várias 

características entre elas a biocompatibilidade. A nHAp é um constituinte 

encontrados nos ossos e dentes sendo ideal para substituir partes de tecidos 
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duros (BONAN et al., 2014). 

Vários estudos foram realizados para verificar o papel de biomateriais 

a base de nHAp no processo do reparo ósseo associados a outros materiais, 

como por exemplo, o óxido de grafeno. Foi verificado que este composto 

promove uma melhoria na biocompatibilidade e na osseointegração contribuindo 

para o reparo ósseo (OLIVEIRA et al., 2019; LI et al., 2014).  

O BHF desenvolvido a partir do veneno de serpente pelo CEVAP, 

possui propriedades importantes como por exemplo de ser um excelente adesivo 

biológico, promove regeneração tecidual, é absorvido, possui muitas aplicações 

clínicas, promove também regeneração da fibrocartilagem das articulações, 

cicatriza feridas e control a infecção bacteriana (IZUTA et al., 2005; BUCHATA 

et al., 2004). 

Neste estudo realizamos a mistura do BHF com nHAp e NTCs 1 e 2 

% para verificar o efeito no reparo ósseo. Após a verificação das propriedades 

químicas, física e viabilidade do material, seguiu-se os testes in vivo para 

investigar se a associação do BHF ao nHAp+NTCs 1 e 2% potencializariam o 

crescimento das células ósseas e a neoformação óssea. Assim, os resultados 

da análise histológica demonstram que, após 14 dias, o BHF associado ou não 

a nHAp+NTCs 1 e 2% apresentaram formação óssea semelhante. 

Interessantemente, um efeito sinérgico do biopolímero de fibrina com 

biomateriais a base de nHAp era esperado e a adição do BHF a nHAp+NTCs 1 

ou 2% no tratamento de lesões ósseas não otimizou o processo de reparo. Por 

outro lado, o uso de biopolímero de fibrina já demonstrou efeito benéfico quando 

associado a biocerâmicas. Abiraman et al., (2002) observaram propriedade 

osteoindutoras para a combinação de hidroxiapatita + Vidro bioativo + 

biopolímero de fibrina. Da mesma forma, o potencial para neoformação óssea 

foi observado na associação do biopolímero de fibrina e β- fosfato de tricálcio.  

Os resultados do presente estudo demonstraram que o BHF 

(associado ou não ao nHAp+NTCs 1 ou 2%) estimulou a reparação tecidual 

óssea e, a associação dos biomateriais não promoveu o efeito sinérgico 

esperado em potencializar o processo de reparo ósseo.  Uma vez que o presente 

estudo foi limitado a investigar as fases iniciais da neoformação óssea, 

informações sobre a influência das terapias na fase de remodelação óssea ainda 

não foi fornecida. Além disso, outras concentrações de nHAp+NTCs associado 
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ao BHF devem ser investigadas. 

Não há na literatura relatos da associação do BHF com esses 

biomateriais utilizados neste estudo. Observamos também que houve reparo 

ósseo promovido pela nHAp pura, porém, não foi igual à apresentada pelo grupo 

controle e pelos grupos tratados. 

Os resultados obtidos neste estudo, mostra que a mistura de nHAp 

com NTCs 1 e 2% misturados com o BHF é um material promissor a ser utilizado 

no reparo ósseo. Esse material pode vir a ser uma inovação e os resultados aqui 

obtidos abrem portas para futuros estudos para compreender melhor esse 

processo. 
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7 CONCLUSÕES 

 

De acordo com nossos resultados, concluímos que: 

• Não foi observado mudança de pH durante o processo de confecção das 

pastilhas. Não foi observado perda de massa significativa nos tempos 

avaliados para os grupos nHAp, BHF+nHAp+NTCs1% e 

BHF+nHAp+NTCs2%. Já o grupo BHF+nHAp apresentou uma redução 

de massa significativa nos tempos estudados. 

 

• No processo de mistura das amostras observamos que as mesmas 

ficaram homogêneas e adequadas para serem utilizadas nos ensaios in 

vivo. 

 

• A concentração mais adequada para os testes in vivo foi a de 

nHAp+BHF+NTCs2%. 

 

• No estudo in vitro, mesmo que alguns grupos tenham apresentado uma 

redução da viabilidade celular quando comparado ao controle (no ensaio 

de redução do alamarBlue®), os materiais utilizados no estudo não 

apresentaram um efeito citotóxico para células da linhagem MC3T3-E1, 

uma vez que não foi verificada uma elevada redução de células vivas ou 

maior presença de células mortas nos grupos avaliados. 

 

• O biopolímero de fibrina assim como sua associação com hidroxiapatita e 

nanotubos de carbono promoveram o tecido ósseo neoformado na área 

da fratura, mostrando potencial osteogênico em fraturas ósseas. 
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