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RESUMO

As lesdes no tecido 6sseo possuem grande prevaléncia na populagdo mundial. Assim,
a busca pelo desenvolvimento de biomateriais com excelentes atividades
osteogénicas e angiogénicas sao desejaveis para acelerar o reparo 0sseo.
Propriedades pro-angiogénicas e osteogénicas de biomateriais sdo fundamentais
para o reparo 0sseo especialmente em situagdes clinicas nas quais o aporte
sanguineo é diminuido, tais como alvéolo seco ou em pacientes irradiados com
complicagdes decorrentes da terapia antitumoral. Os hidrogéis tém ganhado destaque
na engenharia de tecidos, por possuirem propriedades quimicas e fisicas que facilitam
sua aplicagao biologica. Neste cenario, o presente estudo teve como objetivo no
Capitulo 1 analisar o papel dos hidrogéis biomédicos nas fronteiras tecnolégicas com
base no estudo do mercado, cadeia produtiva e avaliacdo de patentes. A analise
patentométrica permitiu descrever o panorama dos hidrogéis biomédicos nas
fronteiras tecnoldgicas. Um recorte foi feito para andlise de patentes de hidrogéis
aplicados a feridas. Projecbes para 2027 estimam que o mercado do hidrogel atinja
US$ 31,4 bilhdes, a uma taxa de crescimento anual (CAGR) de 6,7%. O segmento
com maior fatia de mercado € o de tratamento de feridas, com 59,28% e o que gerou
maior receita foi o de lentes de contato. Os Estados Unidos tém a maior fatia do
mercado, sdo o principal mercado de interesse e pais de origem das tecnologias. A
Asia-Pacifico tem despontado no mercado junto com o segmento de higiene, cuidados
pessoais e cosméticos. Projecdes indicam que os hidrogéis biomédicos atingiram a
maturidade e podem crescer por mais 20 anos. Assim, a analise das patentes traz
uma contribuicio ao estabelecimento de plataformas que estimulam o
empreendedorismo e a inovacgao incremental e descrevem possibilidades para lidar
com as transigdes tecnoldgicas atuais e futuras. Em seguida, considerando que os
melhores efeitos bioldgicos sdo obtidos pelo efeito sinérgico das propriedades de
hidrogéis naturais propde-se, no Capitulo 2, o desenvolvimento de hidrogéis
multipoliméricos contendo hidroxiapatitas (HA) substituidas com magnésio e vitamina
D, visando a avaliagdo do potencial pro-angiogénico e osteogénico dessas
formulacbes. Dessa forma, as HA pura e substituidas foram sintetizadas,
caracterizadas e avaliadas em sua citotoxicidade, apresentando tamanho
nanomeétrico, estabilidade térmica, estrutura macroporosa e carga superficial negativa
ou préoxima de zero, e ndo demonstraram citotoxicidade. Logo, foram preparados os
hidrogéis a base de quitosana, carboximetilcelulose, HA e vitamina D, associados a
gelatina e alcool polivinilico (PVA). Todos os hidrogéis demonstraram estabilidade
térmica e a incorporagdo dos componentes na formulagdo. As imagens de MEV
mostraram morfologia de superficie irregular e poros entre 22-109 ym de diametro. Na
presencga de FCA, os hidrogéis formaram uma camada de apatita sobre a superficie.
Os hidrogéis demostraram pH moderadamente alcalino, perfil de liberagéo continuada
de Ca?* e Mg?* e alta capacidade de swelling. Durante a biodegradagdo, houve
swelling e Gel 3 foi o que sofreu maior degradacdo. Os hidrogéis demonstraram
citocompatibilidade e induziram aderéncia, proliferacdo celular e aumento da



expressao do oxido nitrico nos pré-osteoblastos MC3T3-E1 e nas células endoteliais
EA.hy926. MC3T3-E1 na presenca dos hidrogéis formou nédulos de mineralizagao e
tive aumento na producdo da fosfatase alcalina, principalmente com Gel 4. Foi
possivel identificar estruturas tubulares e formatos poligonais caracteristicos da
formacgao de vasos. Assim, os resultados sugerem que os hidrogéis, principalmente,
o contendo HA substituidas com magnésio 10, apresentam alto potencial osteogénico
e pro-angiogénico. Aléem disso, a tecnologia do hidrogel biomédico se mostrou
aplicavel e eficiente, estando inserida no mercado mundial e movimentando diversos
segmentos.

Palavras-chave: hidrogel, inovagdo, patentometria, quitosana, carboximetilcelulose,

hidroxiapatita, magnésio, vitamina D, angiogénese, osteogénese



ABSTRACT

Bone tissue injuries are highly prevalent in the world population. Thus, the search for
the development of biomaterials with excellent osteogenic and angiogenic activities is
desirable to accelerate bone repair. Pro-angiogenic and osteogenic properties of
biomaterials are essential for bone repair, especially in clinical situations in which blood
supply is reduced, such as dry alveolus or in patients irradiated with complications
resulting from antitumor therapy. Hydrogels have gained prominence in tissue
engineering, as they have chemical and physical properties that facilitate their
biological application. In this scenario, the present study aimed at Chapter 1 to analyze
the role of biomedical hydrogels in technological frontiers based on the study of the
market, production chain and patent evaluation. Patentometric analysis allowed us to
describe the panorama of biomedical hydrogels at technological frontiers. A cutout was
made for the analysis of patents for hydrogels applied to wounds. Projections for 2027
estimate that the hydrogel market will reach US $ 31.4 billion, at a compound annual
growth rate (CAGR) of 6.7%. The segment with the largest market share is wound
care, with 59.28% and the one that generated the greatest revenue was contact lenses.
The United States has the largest market share and are the main market of interest
and country of origin of the technologies. Asia-Pacific have emerged in the market
together with the segment of hygiene, personal care and cosmetics. Projections
indicate that biomedical hydrogels have reached maturity and can grow for another 20
years. The analysis of patents in this area contributes to the establishment of platforms
that encourage entrepreneurship and incremental innovation and describe possibilities
to deal with current and future technological transitions. Then, considering that the best
biological effects are obtained by the synergistic effect of the properties of natural
hydrogels, it is proposed, in the Chapter 2, the development of multipolymerics
hydrogels containing hydroxyapatites (HA) substituted with magnesium and vitamin D,
aiming the evaluation of the pro-angiogenic and osteogenic potential of these. Pure
and substituted HA were synthesized, characterized, and had the cytotoxicity tested.
They showed nanometric size, thermal stability, macroporous structure and negative
or close to zero surface charge and did not demonstrate cytotoxicity. Then, hydrogels
based on chitosan, carboxymethylcellulose, HA and vitamin D, associated with gelatin
and polyvinyl alcohol, were prepared. All hydrogels demonstrated the same thermal
stability and the incorporation of components in the formulation. SEM images showed
irregular surface morphology and pores between 22-109 pm in diameter. In the
presence of SBF, hydrogels formed an apatite layer on the surface. It was also
demonstrated a moderately alkaline pH, a profile of continuous release of Ca?* and
Mg?* and high swelling capacity. During biodegradation, swelling was observed, and
Gel 3 was the one that suffered the greatest degradation. The hydrogels demonstrated
cytocompatibility and induced cell adhesion and proliferation, and increased nitric
oxide expression in pre-osteoblasts MC3T3-E1 and endothelial cells EA.hy926.
MC3T3-E1 in the presence of hydrogels formed mineralization nodules and had an
increase in the production of alkaline phosphatase, mainly with Gel 4. It was possible



to identify tubular structures and polygonal shapes characteristic of tube formation.
Thus, the results suggest that the hydrogels, mainly the one containing HA substituted
with magnesium 10% and vitamin D, showed osteogenic and pro-angiogenic potential.
In addition, the biomedical hydrogel technology proved to be applicable and efficient,
being inserted in the world market and moving several segments.

Keywords: hydrogel, innovation, patentometry, chitosan, carboxymethylcellulose,

hydroxyapatite, magnesium, vitamin D, angiogenesis, osteogenesis,
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1. INTRODUGAO

A populagdo mundial vivencia uma transigdo no perfil demografico com o
aumento da expectativa de vida da populacéo e a redugdo das taxas de mortalidade
e natalidade (WHO, 2016). Com o aumento da longevidade da populagdo aumenta a
prevaléncia de morbidades em idosos. Este cenario resulta em impacto significativo
no setor de saude (KERNKAMP et al., 2016). A demanda por biomateriais que
auxiliem nos tratamentos e cuidados com a saude movimenta o mercado do setor.

Os biomateriais podem ser naturais ou sintéticos e sao usados em aplicacoes
médicas para apoiar, melhorar ou substituir o tecido danificado ou uma funcéao
biolégica (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). O mercado mundial de biomateriais
esta projetado para alcangar 250 bilhdes de doélares até 2026, com uma taxa de
crescimento anual composta (CAGR) de 14% entre 2020 e 2026 (MI, 2020). Em vista
dos numeros mundiais, 0 mercado brasileiro encontra-se mais aquecido e em
crescente demanda. Estima-se que em 2016 movimentou mais de 1,89 bilhdes de
dolares e devera atingir acima de 5,18 bilhdes dodlares em 2022. Um crescimento de
mais de 18% entre 2017 e 2022 (ZMR, 2017).

A necessidade de produtos cada vez mais bioinertes, biocompativeis e
bioativos tem ampliado as oportunidades de pesquisa e mercado. Neste sentido, os
biomateriais ceramicos e poliméricos vém mostrando bons resultados em engenharia
de tecidos e medicina regenerativa (BOSE et al., 2013; DENRY; KUHN, 2016;
THORPE et al., 2016). A pesquisa de biomateriais esta progredindo em diregao a
biomateriais inteligentes e seu mimetismo dos ambientes biolégicos naturais esta
melhorando continuamente (SERBAN, 2016).

Em medicina regenerativa, os hidrogéis tém se destacado devido a composigao
e semelhancas estruturais a matriz extracelular e sua extensa estrutura para
proliferagdo e sobrevivéncia celular (SLAUGHTER et al., 2009). Na engenharia de
tecido 0sseo, os hidrogéis tém mostrado resultados promissores (TRIPATHI et al.,
2012), principalmente quando ha a associagao de polimeros, ceramicas e moléculas
bioativas que auxiliam no reparo tecidual (DUMONT et al., 2016; GAO et al., 2013;
LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006; PETER et al., 2010). Dentre eles destacam-se

os hidrogéis contendo quitosana, carboximetilcelulose (CMC), gelatina e alcool

19



polivinilico (PVA), que possuem propriedades biolégicas de grande interesse na
industria e para aplicagdes em regeneragao tecidual.

Os biomateriais desenvolvidos e melhorados por nanotecnologia sdo centrados
em um grande numero de nanoestruturas com propriedades fisico-quimicas,
mecanicas e bioldgicas aperfeicoadas (YANG, 2015). Dentre os quais destacamos os
fosfatos de calcio como as hidroxiapatitas (HA) (Ca10(PO4)sOH2), que possuem a
capacidade de mimetizar a composi¢cao mineral da dentina e dos ossos estimulando
a regeneragao, ao passo que podem também servir como carreadoras de farmacos
(RAMIREZ-AGUDELO et al., 2018).

O reparo de grandes defeitos 6sseos € um desafio aos profissionais da
traumatologia (FINKEMEIER, 2002), uma vez que a reparagdo Ossea natural é
limitada a pequenos defeitos e, portanto, nos casos em que grandes secgdes de 0sso
precisam ser reparadas ou substituidas, implantes sao necessarios para auxiliar o
processo natural de mineralizagcdo 6ssea (LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006).
Entretanto para que o reparo aconteca, a formacao 6ssea depende de adequado
suprimento vascular com os osteoblastos exercendo suas atividades nas regides
adjacentes aos vasos sanguineos, onde a elaboragdo de tecido 6sseo altamente
organizado requer uma superficie mecanicamente estavel (LI et al., 2016). Com isso
percebe-se que a angiogénese € um componente fundamental do reparo ésseo.

Angiogénese € o processo de formag&o de vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes, que ocorre em condig¢des fisioldgicas e patoldgicas (DAMICO, 2007).
Carano e Filvaroff (2003) afirmam que a osteogénese e a angiogénese sao
intimamente conectadas e demonstram que os fatores que estimulam a osteogénese
também estimulam a angiogénese, de forma direta e indireta.

Portanto, este trabalho tem como proposicédo a utilizagdo da nanotecnologia
para o desenvolvimento de matrizes poliméricas hibridas que funcionem
sinergicamente associadas a bioceramica hidroxiapatita e vitamina D, resultando em
hidrogéis bioativos com melhores propriedades mecéanicas e bioldgicas que possam
estimular a regeneragdo Ossea e a revascularizagdo em disturbios Osseos e
odontoldgicos patoldgicos.

Contudo, acredita-se que, para que a producao de biomateriais chegue ao
mercado, contribuindo para a geragédo de renda, é necessario da compreensiao do

desenvolvimento da tecnologia e do produto, envolvendo principalmente as demandas
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do mercado, a viabilidade econdmica e o valor agregado aos pacientes (BAYON et
al., 2015). Um maior numero de estudos de mercado e prospecg¢ao de produtos com
biomateriais clinicos devem ser conduzidas para ampliar as perspectivas clinicas e
cientificas. O caminho da inovacao percorre desde a matéria-prima até produto final,
sendo carregado de etapas e grandes desafios: custos, propriedade intelectual,
acordos legais, implicagdes regulatorias, desenho de estudos clinicos, validagdo dos
protétipos, producdo e mercado (BAYON et al., 2015; SERBAN, 2016).

O direcionamento da inovagao para o mercado deve se basear na criatividade
académica e na disciplina de desenvolvimento de produto especifico da industria.
Mais importante ainda, além do foco no sucesso comercial, a énfase do
desenvolvimento do produto, especificamente para a terapéutica, deve estar no
avancgo de produtos seguros e eficazes para o paciente (SERBAN, 2016).

Tendo em vista essa visao ampla da producg&o, mercado e grau de maturidade
da tecnologia de hidrogéis com potencial pré-angiogénico e osteogénico para o reparo
0sseo, a presente tese € apresentada em dois capitulos. No Capitulo 1, relata-se uma
analise do papel dos hidrogéis biomédicos nas fronteiras tecnolégicas com base no
estudo do mercado, da cadeia produtiva e de patentes para conhecer o ambiente de
mercado no qual esta inserido, bem como as perspectivas de mercado e
desenvolvimento, e no Capitulo 2, hidrogéis multipoliméricos associados a
nanoparticulas de hidroxiapatita com magnésio e vitamina D foram desenvolvidos e

testados.
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2. CAPITULO 1 - Hidrogéis biomédicos: mercado, cadeia produtiva e

patentometria

2.1. Introducgao

Inovacdes associadas a polimeros com o propésito de aplicagdo biomédica
permitiram o desenvolvimento de importantes usos ao longo dos anos [1]. Os
polimeros estao presentes em quase todas as coisas que usamos e seu uso tem se
destacado neste sentido e sido alvo de inumeros estudos [2—6]. Alguns polimeros séo
denominados como inteligentes pela capacidade de responder a estimulos externos
como temperatura, luz e pH. A inclusdo de materiais inteligentes confere propriedades
multifuncionais aos hidrogéis e faz com que seu desenvolvimento e design inovador
ditem novas tendéncias no campo de pesquisa de biomateriais [7]. A composi¢cao dos
hidrogéis e estrutura mimetizadora da matriz extracelular estimulam seu uso nas
pesquisas, visto que propiciam a proliferagdo e sobrevivéncia celular [8], resultando
em melhor harmonia entre material e tecido vivo.

No mercado atual, dispositivos que utilizam a tecnologia do hidrogel como base
ou parte do produto incluem géis de tratamento cutédneo e ocular, lentes de contato,
medicamentos via oral, aplicacbes cosméticas, dentre outros [9]. O crescente
conhecimento sobre os componentes dos hidrogéis, suas interacdes e propriedades
faz com que eles sejam cuidadosamente projetados para atender as demandas
industriais e clinicas. Aliado a isso, as formas de abordagens (injetaveis,
nanoparticuladas, tridimensionais (3D), em filme, rede dupla e impressao 3D)
agregam diferentes formas de utilizagdo adequando o produto para cada necessidade
[7].

Assim como qualquer outra tecnologia, os hidrogéis também apresentam
limitagdes, principalmente em suas propriedades mecanicas, que podem restringir seu
uso pratico [10]. Mas dentre as tecnologias atuais na area biomédica, os hidrogéis tém
um espaco insubstituivel por causa de suas caracteristicas singulares, que mimetizam
propriedades de tecidos do corpo. O hidrogel tem ganhado cada vez mais espaco,
abrangendo um mercado extenso. Para suprir essa crescente demanda, as pesquisas
sobre hidrogéis para aplicagdo biomédica tém progredido em dire¢do a biomateriais
inteligentes, eficientes e cada vez mais inovadores [11].
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A inovacgado em hidrogéis compreende tanto o desenvolvimento de solugdes de
materiais de alta tecnologia para aplicagdes técnicas, quanto o de materiais bioativos
para aplicacbes médicas [12]. De maneira geral, o que torna possivel um processo de
inovacéo é o desenvolvimento de uma imagem integrada de todas as suas etapas
[13]. Mas para que a inovagao seja bem-sucedida, tais inovagées nado devem ser
vistas apenas por uma perspectiva clinica ou cientifica. O processo deve ter como
objetivo a proposta de valor para o consumidor final, seja ele um médico/hospital ou o
préprio paciente [14].

Este capitulo tem como objetivo analisar o papel dos hidrogéis aplicados a area
biomédica nas fronteiras tecnoldgicas com base no estudo do mercado, cadeia
produtiva e avaliagao retrospectiva dos depdsitos de patentes nos ultimos anos. Foi
obtida uma fotografia panoramica do campo tecnologico envolvendo hidrogeéis

biomédicos através da analise patentométrica.

2.2. O mercado para produtos a base de hidrogel biomédico

O hidrogel tem ganhado cada vez mais espaco em terapias e tratamentos,
abrangendo um mercado extenso com forca significativa. Dentre as principais areas
de aplicacdo biomédica estdo cuidado/tratamento de feridas, sistemas de liberagao
de drogas, lentes de contato e aplicagdes oftalmoldgicas, engenharia de tecidos e,
cuidados pessoais e higiene.

O mercado global do hidrogel estd em expanséo e foi estimado em US$ 15,6
bilhées em 2016 e US$ 16,5 bilhdes entre 2017 e 2022, com uma taxa de crescimento
anual composta (CAGR) de 6,3%, sendo o consumo de produtos de higiene e
cuidados pessoais um dos fatores mais significativos que impulsionam o crescimento
do mercado neste periodo [15]. Proje¢des para 2027 estimam que o mercado atinja
US$ 31,4 bilhdes, a uma CAGR de 6,7% [16].

O mercado de hidrogéis é estudado por segmentos que s&o baseados por tipo
de matéria-prima, composicdo, forma, aplicacédo e regido [16-18]. As projegdes
mostram que hidrogéis que utilizam como matéria-prima os polimeros sintéticos tais
como polietilenoglicol (PEG), poli (hidroxi-metil metacrilato), poliacrilato e poli (e-
caprolactona) (PCL), geram maior valor agregado em relagdo aos hidrogéis de

polimeros naturais como agar, sulfato de condroitina e quitina, por exemplo
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[16,17,19,20]. Os hidrogéis de polimeros sintéticos normalmente apresentam
estruturas bem definidas e estaveis que auxiliam em sua degradabilidade e
flexibilidade [21], sendo estes comumente usados em uma série de aplicagdes
biomédicas, incluindo matrizes para liberacdo controlada de biomoléculas e scaffolds
para medicina regenerativa. Hidrogéis de polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona
(PVP), alcool polivinilico (PVA) em sua composi¢cao se destacam por terem boas
propriedades mecanicas, elasticidade, aplicacdo versatil e baixo custo de producao
[16,19,22,23].

Ainda dentro das propriedades fisico-quimicas dos hidrogéis, os hidrogéis de
estrutura semicristalina sdo os que mais se destacam e devem manter sua liderancga
no mercado global, com crescimento estimado em mais de 50% até 2027 [16]. Os
hidrogéis semicristalinos possuem regidées amorfas e cristalinas que proporcionam
estruturas mecanicamente fortes e altamente elasticas com capacidade
superabsorvente, propriedade extremamente util na industria de curativos para
Ulceras causadas por pressdo, uUlceras venosas de perna e feridas pds-operatdrias,
além de produtos para higiene [16,24].

Em 2016, os hidrogéis usados em curativos representaram 59,28% do mercado
de hidrogéis biomédicos, abrangendo curativos para feridas, Ulceras, lesdes,
qgueimaduras etc [25]. Muito usado em curativos, o segmento de hidrogéis em filmes
e matrizes vem liderando o mercado [16,26]. Os filmes de hidrogel sdo usados como
membranas ou revestimentos e podem compor dispositivos biolégicos, normalmente
aplicados na cicatrizagdo de feridas, administracdo de drogas, membranas anti-
adesivas, reconstrucao de tecidos moles e cultura de células [21].

De modo geral, sdo os setores de saude e farmacéutico que mais tém
movimentado o mercado do hidrogel, sobressaindo as industrias alimenticia, quimica,
téxtil e agricultura [15,16]. O aumento da renda disponivel dos consumidores e o
aumento da aplicabilidade dos hidrogéis no setor de saude sao fatores que
influenciaram o crescimento do mercado de hidrogel. Dentre os produtos de hidrogel,
0 mais consumido e com maior receita no ano de 2019 foram as lentes de contato,
cujas vendas totalizaram USD $16 bilhdes [16,27]. Desenvolvidas na década de 1960,
a partir do polimero poli (2-hidroxietil metacrilato), as lentes de contato foram
aperfeicoadas, adequando os usos e necessidades aos produtos: novos polimeros,
sistemas de liberagdo de drogas para tratamento de condigdes oftalmoldgicas, uso
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cosmético/estético, alta transparéncia, permeabilidade a agua e oxigénio,
maleabilidade e conforto ao usar [28].

As projegcdes mostram que o segmento de higiene, cuidados pessoais e
cosmeéticos vém crescendo continuamente desde 2017, tendo sido responsavel pelo
crescimento do mercado de hidrogel em paises emergentes como China, india, Brasil
e Africa do Sul [17,29,30]. O segmento de higiene, cuidados pessoais e cosméticos
representa uma grande forca no motor da industria mundial. E esperado que o
mercado cresga 3,5% ao ano e que o segmento domine o mercado de hidrogel até
2024 [30].

Os Estados Unidos sédo o principal mercado do hidrogel, entretanto, com o
rapido crescimento dos paises da Asia-Pacifico (China, Jap&o, Coreia do Sul e india),
€ esperado que eles apresentem uma CAGR maior que a prevista para o mercado
mundial e, possivelmente, passem a liderar o mercado [16,17,30]. Na Asia-Pacifico, a
China é o principal mercado do hidrogel. Um numero crescente de fabricantes de
cosméticos nacionais e internacionais tem impulsionado significativamente o setor
[30].

O mercado global do hidrogel é liderado por grandes industrias nos setores de
saude e produtos quimicos/farmacéuticos. As principais empresas atuantes em
hidrogéis biomédicos, assim como seus produtos comerciais e areas de aplicagao
estdo listadas na Tabela 1. Muitas destas empresas conseguiram identificar espago e
oportunidade para crescimento e se destacam como grandes inovadoras no ramo da
biotecnologia.

Os dados da tabela traduzem em parte o mercado do hidrogel biomédico.
Dentre as 30 principais empresas atuantes, mais de 50% sao originarias dos Estados
Unidos, pais com a maior fatia do mercado. Algumas empresas sao europeias e as
empresas asiaticas estdo adentrando ao mercado. A maior parte dos produtos que
estdo no mercado sao voltados para cuidados de feridas e os produtos de higiene,
cuidados pessoais e cosméticos aos poucos vem ganhando espago. Produtos de
sucesso como as lentes de contato Dailies Total1 da Alcon e Acuvue da Jonhson &
Jonhson’s, por exemplo, representam grande parte do mercado [27], e aparecem

dentre os principais produtos de hidrogéis biomédicos.
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TABELA 1. Principais empresas atuantes no mercado do hidrogel e seus produtos comerciais

e aplicagoes.

Empresa Pais de Origem Produtos Areas de aplicagdo do
hidrogel
3M Health Care us Tegaderm™ Tratamento de feridas
Johnson & us ACUVUE®Brand Lentes de contatos — Cuidados
Johnson Contact Lenses com visao
Neutrogena Cuidados com pele
MaskiD™ Liberagéo de drogas
Neutrogena® Hydro  Cosméticos
Boost Hydrogel Mask
Evolence®
ConvaTec Group UK DuoDerm®Gel Tratamento de feridas
Hidroactive Produtos de higiene
SAF Gel®
Granugel ®
Derma Sciences us Medihoney® Tratamento de feridas
Hydrogel Cuidados com pele
Smith & Nephew UK Intrasite™ Gel Tratamento de feridas
United Cuidados com pele substitutos
Curativos cirurgicos
Hollister, Inc. us Restore® Hydrogel Curativos para feridas
Axelgaard us AmGel® Tratamento de feridas
Manufacturing Co Cuidados com pele
Curativos cirurgicos
Dispositivos médicos
Monitoramento de saude
Coloplast Denmark Purilon® Curativos para feridas
Woun'Dres®
Hartmann Group Germany Hydrosorb® Curativos para feridas
Medtronic us Veriset™ Tratamento de feridas
(Covidien) PolyHesive™ | Cuidados com pele (substitutos)
hydrogel Monitoramento de saude
Parietene™
Duatene™
ProGrip™
Parietex™
Simbotex™
Versatex™
Activent®
Microgel®
Molnlycke Health  Sweden Mepilex® Tratamento de feridas
Care Normlgel® Ag
Mepore®
Ocular us Dextenza® Liberacao controlada
Therapeutix, Inc ReSure® Liberagéo de drogas
Sealant Implante ocular cirurgico
Ambu S/A Denmark Ambu® Neuroline Monitoramento de saude
Medline Industries US Ultrasorbs™ AP Produtos de higiene
Inc. Cuidados pessoais
Cardinal Health, us Cardinal Health™ Tratamento de feridas
Inc Hydrogel Kendall™ Curativos para feridas
B. Braun Germany Askina® Curativos para feridas
Melsungen Transorbent®
Royal DSM Netherlands VitroStealth® Lentes de contato — Cuidados

com visao
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Empresa

Dow Corning Co
Kinetic Concepts,
Inc - KCI™ (3M-

Acelity)
Coopervision Inc.

MPM Medical

Hoya

Zhuhai Guojia
Nwe Material Co

Wuhan Huawei
Technology Co
Ganzhou Yafo

Bio-Medical
Material Co

Integra
Lifescience

GlaxoSmithKline
ThermoFisher
Scientific

Skin Republic

Alcon

Pais de Origem
us

us

us

us

Japan

China

China

China

us

UK
us
KR

us

Produtos
DOWSIL™

NuGel® NuDerm®

Avaira®

Biofinity®

MyDay®

clariti® 1 day
SilverMed
Antimicrobial
Hydrogel
CoolMagic Hydrogel
Excel-Gel Hydrogel
GelPad®Hydrogel
Regenecare®
Hoya Hard

Hoya MultiView
Pleno

Eye and facial mask
Gel Patch

Cooling Gel Patch
Fever Reducing
Infrared Pain Relief
Patch

Wound dressing
Yafor Hydrophilic
Cooling Gel Patch
Cooling Gel Patch
Fever Reducing
Patch

DuraSeal® Exact
Spine Sealant
System
MediHoney® Wound
& Burn Dressing
Voltaren Gel®
Voltadol®
AlgiMatrix®

Collagen Hydrogel
Mask

Dailies Total1

Air Optix® Aqua

Areas de aplicagdo do
hidrogel

Cuidados pessoais e com
beleza

Tratamento de feridas

Lentes de contato

Tratamento de feridas
Curativos para feridas

Lentes de contato

Cuidados com pele —
Cosméticos
Alivio da dor

Tratamento de feridas
Tratamento de queimaduras
Alivio da dor

Alivio da dor

Curativos para feridas
Curativos para queimaduras
Engenharia de tecidos

Liberagéo de drogas
Engenharia de tecidos

Liberacéo de drogas
Cuidados com pele
Lentes de contato
Cuidados com visao
Cirurgia

Fonte: A autora, 2020

2.3. Cadeia produtiva do hidrogel

O caminho para se colocar um hidrogel no mercado, da ideia conceitual ao

produto final, & carregado de etapas e grandes desafios que perpassam questdes

financeiras, legais e regulatorias [14].
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A Figura 1 apresenta o caminho percorrido no desenvolvimento de hidrogéis e
ressalta as duas grandes fases envolvidas no processo de inovagdo na area
biomédica. A primeira se divide em duas etapas: (1) pré-inveng¢ao, onde se enquadram
pesquisa basica e propriedade intelectual; e (2) pods-invengdo, na qual se
desenvolvem pesquisa avancgada, relagbes corporativas, processos regulatorios,
mercado e produto final. A segunda é mais detalhada e analitica, e se divide em trés
etapas: (1) avaliacdo das necessidades e desenvolvimento de conceitos, onde ha a
identificacdo das demandas do mercado e a sele¢do das ideias; (2) criagao de valor,
onde pesquisa e desenvolvimento avangam com estudos pré-clinicos e primeiros
protétipos testados, e onde o conceito corporativo/industrial se estabelece; (3)
langamento do produto no mercado, com finalizag&o dos testes clinicos e produto final
aprovado pelas agéncias regulatérias. Na segunda fase, as analises estratégicas, que
incluem propriedade intelectual, aprovagao das agéncias regulamentares e analises
de mercado, estdo presentes em todas as etapas.

Os processos observados no caminho da inovagao para hidrogéis biomédicos
sdo comuns a todos os produtos e tecnologias relacionados a saude. Mas a cadeia
produtiva de cada biomaterial vai diferir desde os tipos de instalacbes necessarias,
equipamentos, logistica, mao de obra, obtencdo de matéria-prima, etapas da
producao até o produto.

Analisando especificamente a cadeia de producgéo de hidrogéis, pontos basicos
precisam ser ressaltados. Hidrogéis a base de polimeros naturais, por exemplo,
seguem rotas diferentes daqueles a base de polimeros sintéticos. Os polimeros
naturais podem ser derivados de algas, vegetais, animais e fungos, e precisam ser
extraidos, processados e depois aplicados ao material. Polimeros sintéticos, como o
préprio nome diz, s&o sintetizados pela industria, e apds processamento sao aplicados
ao material [19,23,31,32]. A partir desse ponto, a cadeia de produgao pode ser seguir
rotas até similares para a formagao dos hidrogéis, processos de controle de qualidade

e testes.
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FIGURA 1. Estrutura conceitual para definir e caracterizar o caminho percorrido no
desenvolvimento de hidrogéis aplicados a area biomédica.
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Fonte: A autora, 2021.

Para elucidar o processo, serdo apresentados alguns pontos da cadeia de
producao de hidrogéis dos polimeros naturais quitina e quitosana.

A quitina é o segundo biopolimero mais abundante da natureza [33]. Ela pode
ser extraida da parede celular de fungos e do exoesqueleto de insetos e crustaceos,
e baseado numa analise de todas as suas potenciais fontes, estima-se que os
recursos disponiveis desse polimero sejam de 100 bilhdes de toneladas por ano
[33,34]. Devido a sua insolubilidade, a quitina tem uma limitagdo em suas aplicagdes,
entado a partir dela obtém-se a quitosana, polimero bioativo com varias propriedades
fisico-quimicas e biolégicas com ampla aplicagdo em alimentos, agricultura, medicina,
farmacia, tratamento de agua [35-37].

A cadeia produtora de quitina/quitosana tem usado cada vez mais o0s
exoesqueletos de frutos do mar para extracdo dos polimeros, como forma de
aproveitamento dos residuos da cadeia de produgdo de alimentos. E uma forma de
aplicar os principios sustentaveis da quimica verde, gerando menos impacto
ambiental [32,38]. Para extracao inicial da quitina, a partir de crustaceos, segue-se 0s

processos de limpeza e pulverizagao das cascas, desmineralizagao, desproteinizagao
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e descolorizagdo. Quando a quitina é obtida faz-se a desacetilagao para chegar até a
quitosana [32,35,36].

Os estudos de mercado de quitina/quitosana mostram que a demanda global
por quitina em 2015 era de 60.000 toneladas, enquanto que a produgao global era de
apenas 28.000 toneladas [36,39]. Japao, Estados Unidos da América (EUA) e China
sao os maiores produtores, consumidores e pesquisadores de quitina/quitosana, mas
os polimeros também s&o produzidos, ainda que em menor escala, na india, Noruega,
Canada, Italia, Pol6nia, Chile e Brasil [40]. O mercado de quitina/quitosana é bastante
atrativo e estima-se que o mercado global da quitosana atinja USD $4,7 bilhdes em
2027, com uma CAGR de 14,5%. A Asia-Pacifico tem a maior fatia do mercado de
quitina/quitosana, e com o rapido crescimento industrial de China e india, espera-se
um aumento correspondente na CAGR [39].

O preco da quitina e de seus derivados pode variar entre 1-1000 USD / kg de
produto. Em média, o prego da quitina € em torno de 3-6 USD / kg. O preco da
quitosana depende da qualidade do produto, dado principalmente pelo seu grau de
desacetilagdo, solubilidade em a&agua, viscosidade, peso molecular e pigmento
residual, mineral e proteina. Sendo o pre¢co médio da quitosana de alta qualidade 35-
100 USD / kg [41,42]. Goméz-Rio, Barreza-Zapata e Rios-Estepa (2017) avaliaram
custos de processos de producdo de quitosana envolvendo a producao de quitina
como primeira parte do processo. Levando em consideragdo custos com: materiais,
embalagens, m&o de obra, energia elétrica e servigos publicos, custo total de
produgao e custo operacional total, por quilo de quitosana produzida sdo gastos entre
USD 18.000-20.000.

Mufoz et al. (2018) fizeram um levantamento das cadeias de producg&o da
quitosana. Nesta avaliacdo do ciclo de vida da produgdo da quitosana, eles
apresentaram dados reais de empresas produtoras. Uma das empresas, a indiana
Mahtani, & produtora de quitosana para aplicagao geral, com produgéo anual de cerca
de 50 toneladas/ano [35]. A matéria-prima usada sdo cascas de camarao, retiradas
diretamente do mar Arabico e transportadas para a empresa, onde ocorre a extragao
da quitina e da quitosana. Os processos utilizam acido cloridrico (HCI) e hidroxido de
sédio (NaOH), e geram residuos, que sao tratados e descartados. Outros residuos
como as proteinas s&o reciclados como fertilizantes, e os sais de calcio sdo usados
como preenchimento de asfalto [35]. Para todos esses processos, sdo contabilizadas
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as quantidades, os usos, a influéncia em outras cadeias produtivas e os impactos
econdmicos e ambientais gerados.

As cadeias produtivas de quitina e quitosana usadas para aplicagao biomédica
sao potencialmente mais complexas, uma vez que demandam produtos de alta
qualidade e altissimo rigor nos controles de qualidade. Além disso, sua produgao gera
mais impactos no meio ambiente, resultando em alto consumo de agua, alta produgao
de residuos e em alteragdes climaticas [35].

ApoOs extracdo e processamento, os polimeros estdo prontos para serem
utilizados nos hidrogéis. Os hidrogéis de quitosana sao aplicados em diversas areas
da medicina como, por exemplo, angiogénese [43], engenharia de tecidos [44],
regeneracao 0ssea e de cartilagem [45,46], liberagdo de drogas [5] e tratamento de
ferida [47].

As metodologias de preparo de hidrogéis a base de quitina e quitosana sao
inumeras e variam de acordo com a finalidade do gel. Os hidrogéis podem seguir dois
tipos de rotas de sintese: quimica, que estabelece ligagdes covalentes entre as
cadeias poliméricas intermediadas por agente quimico; ou fisica, que estabelece
interagdes fisicas ndo covalentes [32,48]. A maior parte dessas metodologias utilizam
agentes reticulantes e solventes téxicos, que ndo sdao ambientalmente amigaveis ou
saudaveis, principalmente na aplicagdo médico-farmacéutica. Algumas alternativas
sustentaveis sugerem preparagdes de hidrogéis nos quais sejam reciclados produtos
dos processos de extracdo tanto da quitina quanto da quitosana, uso de eco-
substitutos, fontes alternativas de calor e uso de agentes reticulantes naturais [32].

Martinez-Ruano et al. (2019) simularam o processo de produg¢ao de um hidrogel
biomédico a base de quitosana em larga escala. Para isso, utilizaram um software de
simulagdo, tendo como base a metodologia do hidrogel desenvolvido por Li et al.
(2017). A simulacao foi realizada a partir de custos de capital e custos operacionais
nas condi¢des do pais de origem dos autores, Coldmbia. Assim, os valores que mais
impactaram a produgéo foram os das matérias-primas quitosana (12,00 USD / kg) e
nitrato de prata (350,00 USD / kg) que representaram 92% dos custos, e houve alto
consumo de agua durante o processo [48]. Os custos finais da produgao de hidrogel
biomédico de quitosana foram de 3,024 USD / kg. A simulagdo mostra os gastos da
producgao industrial seriam de mais de 307 milhées USD por ano, com previsao de

retorno positivo do investimento inicial apos o sexto ano.
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2.4. Patentometria

A patentometria permite avaliar as tendéncias e oportunidades tecnoldgicas e
geograficas e o impacto das inovagdes nas movimentagdes econdmicas, financeiras
e mercadoldgicas das tecnologias. Visto isso e com intuito de determinar a importancia
econdmica e social das inovagdes realizadas e descrever o grau de maturidade
tecnologica dos hidrogéis aplicados a area biomédica, foi realizado um estudo
patentométrico usando como ferramenta o sitio lens.org™. O lens.org™ foi escolhido
por ser um sitio eletrbnico com amplo banco de dados gratuito e atualizado com
acesso as principais bases de dados mundiais de patentes (USPTO, WIPO,
Espacenet, Australian Patent Database).

Como estratégia de busca um codigo IPC (Classificacdo Internacional de
Patentes) foi escolhido e usado em combinagdo com uma palavra-chave. Assim, para
contemplar a area de hidrogéis biomédicos, a palavra-chave hydrogel foi usada em
combinagao com o codigo IPC A61K9/00, cuja descrigao segue abaixo.

A — Human necessities

A61 — Medical or veterinary science; hygiene.

A61K — Preparations for medical, dental, or toilet purposes.

A61K09/00 — Medicinal preparations characterized by special physical form

A busca foi realizada em 07 de junho de 2020 e resultou em 19440 dep0dsitos
de patentes, representando 7939 familias de patentes. Os dados obtidos de todas as
patentes foram exportados do lens.org para o MS Excel®. Os dados obtidos sobre
pais de origem, jurisdicdo, depositantes, primeira data de prioridade e cédigo IPC

foram utilizados nas analises.

2.41. Origem das tecnologias

A origem de uma tecnologia é o local/pais onde ela foi desenvolvida e
normalmente onde foi feito o primeiro pedido de prioridade. Assim, para a analise da
origem das tecnologias foi considerado o numero de familias de patentes. Dentro das
7939 familias de patentes, 51 paises apareceram como pais de origem das
tecnologias de hidrogel de uso biomédico. Nesta contagem, a Europa também é

listada, uma vez que o depositante pode escolher proteger sua tecnologia através do

32



escritorio do continente europeu. Como mostrado na Figura 2A, os principais paises
criadores de tecnologia de hidrogel para aplicagdo biomédica sdao: EUA, paises
europeus (que inclui Gra-Bretanha e Alemanha), Japdo, China, Coreia do Sul e
Australia.

Dentro da origem das tecnologias, pode-se fazer também um levantamento
sobre os diferentes depositantes. Nos dados obtidos foram relacionadas 589
depositantes diferentes. Uma selecdo com os 10 principais depositantes esta
relacionada na Figura 2B. S&o 6 universidades americanas — Universidade da
California, Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT), Universidade John
Hopkins, Instituto de Tecnologia de Nova Jersey, Universidade do Colorado e
Universidade Leland Stanford Jr —, uma fundagao de pesquisa ligada a Universidade
de Utah, a Universidade de Hong Kong, uma empresa americana (Incept LLC) e a
Agéncia de Ciéncia, Pesquisa e Tecnologia de Singapura.

Surpreendentemente, quem mais depositou patentes tem apenas 12
tecnologias patenteadas e as principais empresas que movimentam o mercado de
hidrogéis biomédicos, mencionadas na Tabela 1, ndo estdo entre as principais
depositantes de patentes. Isto associado ao fato de que 7 entre os 10 principais
depositantes sdo universidades pode sugerir que o foco no desenvolvimento das
tecnologias de hidrogel com aplicagao biomédica esta na academia, que licenciam ou
vendem suas tecnologias para as empresas especializadas da area. Estas, por sua
vez, focam seus esforcos e investimentos no desenvolvimento, producédo e
comercializacao de produtos. Além disso, é preciso ressaltar que essa analise foi feita
baseada apenas no depdsito de patentes, desconsiderando outras formas de protecéo

intelectual como o segredo industrial [50].
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FIGURA 2. Representagdo grafica da analise patentométrica.
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interesse. *EP € a sigla usada pelo lens.org para o continente europeu.

Fonte: A autora, 2021.

2.4.2. Mercado de interesse

O mercado de interesse é representado pelos demais paises, além do pais de
origem, em que o criador/desenvolvedor da tecnologia deseja proteger seu invento. A
protecdo da invengdo em outros paises traz vantagem competitiva no mercado e
maior garantia de retorno financeiro dos investimentos na tecnologia desenvolvida.
Para analise dos mercados de interesse, as jurisdigdes de todas as 19.440 patentes
foram avaliadas, uma vez que numa familia de patentes o mesmo invento pode ser

depositado em diferentes localidades. Dessa forma, 68 paises apareceram como
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mercados de interesse dos inventores/depositantes. A Figura 2C apresenta os
principais paises mercados de interesse para tecnologias de hidrogel de aplicagao
biomédica. Dentre as os resultados aparecem as patentes depositadas através do
PCT (Tratado de Cooperagao de Patentes), representados pela sigla WO. Como
através do PCT n&o ha como determinar os paises onde a tecnologia sera protegida,
esses dados, apesar de serem apresentados, ndo podem ser levados em
consideracao nessa analise. Portanto, os principais mercados de interesse sdo EUA,
Australia, paises europeus, Canada, China, Coreia do Sul e Japao.

Comparando os dados apresentados nas Figuras 2A e 2C, fica evidente que a
grande maioria dos paises geradores das tecnologias coincidem com os mercados de
interesse para estas mesmas tecnologias. Essas observagdes corroboram com os
principais relatérios de mercado que citam EUA, Europa e paises da Asia-Pacifico
como 0s maiores e mais importantes atores do mercado de hidrogéis, polimeros em
gel e biomateriais [16,51,52]. Os dados mostram que o pais lider no mercado de
hidrogéis biomédicos € os EUA. O pais é detentor de duas das principais empresas
atuantes no mercado de hidrogel biomédico, 3M Company e Johnson & Johnson, que
investem tanto em inovacdes quanto no aumento de suas capacidades de producéao
e na divulgagao dos beneficios do produto em relagéo aos produtos tradicionais [26].
Entretanto, estima-se que entre os anos de 2020 e 2025, os paises asiaticos assumam
essa lideranca, especialmente nos setores de cuidados pessoais, cuidados com
saude e beleza, onde se espera um crescimento robusto de China, india e Japao [30].

2.4.3. Analise da série temporal e previsao tecnoldgica

Para avaliar a evolugdo das tecnologias de hidrogéis biomédicos foram
analisadas as datas do primeiro pedido de prioridade das familias de patentes com
intuito de obter uma série temporal de depédsitos de patentes e uma série cumulativa
desses depdsitos. A Figura 3 traz ambos os graficos das séries temporal e cumulativa.

A Figura 3A mostra o grafico da série temporal de depositos. Entre 1977 e 1993
pode-se perceber trés ondas discretas com oscilagdes de crescimento, seguido de um
crescimento constante entre 1993 e 2003. Novamente nota-se uma variagao entre
2004 e 2017, com trés picos de crescimento em 2008, 2013 e 2016. E importante
ressaltar que as consideraveis quedas apresentadas nos numeros de depdsitos a
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partir de 2018 possivelmente estao relacionadas ao periodo de sigilo dos documentos.
Mas mesmo com estas variacdes, verifica-se que ha um aumento nao linear nos
depositos de patentes envolvendo as tecnologias de hidrogel biomédico. Analisando
o padrdo de crescimento apresentado no grafico, pode-se inclusive sugerir a
possibilidade de repeticdo com crescimento constante no niumero de depdsitos entre
2018 e 2028, e oscilacdes de crescimento entre 2028 e 2043.

A Figura 3B mostra a série cumulativa de depdsitos de patentes, construida a
partir dos dados apresentados na Figura 3A. Além da série cumulativa, esta
representada no grafico a curva de projecao matematica do ciclo de vida da tecnologia
de hidrogel biomédico feita no software OriginLab 7.0, ajustada segundo modelo

sigmoidal de Boltzmann utilizando a seguinte equagéo:

Ayt (A1 — Ay)
- (x—x0)
1+e dx

(Eq.1)

onde:
R?=0.99947
A1=-107.17603  +29.3264
A2=19226.93938 +127.7903
xo=2019.91124  +0.20786
dx= 8.54 +0.14816
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FIGURA 3. Evolugéo do ciclo de vida da tecnologia do hidrogel biomédico
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Fonte: A autora, 2020

Os hidrogéis de aplicagdo biomédica foram introduzidos na década de 1960,

mas iniciaram o crescimento em meados da década de 1970 e veio acelerando até

2019 quando, atingiu seu ponto de inflexdo. Desde entdo, a tecnologia se encontra

em seu estagio de maturidade, que deve durar até 2043, segundo a projecgao.
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A partir do ponto de inflex&o, as taxas de crescimento comegcam a diminuir, mas
o impacto competitivo permanece alto como na fase de crescimento, as tecnologias
estdo bem integradas ao produto e aos processos, ha grande demanda e o mercado
esta aderido & tecnologia. E importante ressaltar que isso € um modelo matematico e
de acordo com ele, as projegcdes sugerem que a tecnologia de hidrogel aplicado a area
biomédica ainda tem mais de 20 anos até entrar na fase de declinio e ser
possivelmente substituida por outra tecnologia.

O grafico apresentado pela projegao corresponde a uma curva S. A curva S &
uma predigdo matematica usada para analisar sua evolugao e seu ciclo de vida, uma
vez que as tecnologias seguem este padrao de crescimento [53-55]. O progresso de
um campo tecnologico pode ser dividido em 4 fases: emergente, crescimento,
maturidade e declinio [53,56], como vemos na Figura 4B. Quando a tecnologia esta
emergindo, o crescimento € lento, o produto ainda esta em fase prototipica e seu
impacto competitivo é baixo. Uma vez que o produto esteja estabelecido, ha um
periodo de rapido crescimento, seguido por um ponto de inflexado e crescimento mais
lento conforme o mercado e a inovagao entram em um periodo de maturidade, e
eventualmente, a tecnologia e o mercado entram em declinio. [53,54].

Muitas empresas, para evitar o declinio da tecnologia, investem em inovagao
incremental e desenvolvem sua tecnologia substituindo continuamente os
componentes tecnoldgicos existentes por tecnologias emergentes de maior
desempenho. Neste caso, o ciclo de vida da tecnologia fica mais bem representado
por estrutura fractal composta de varias curvas S em cascata [55].

Além disso, é importante ressaltar que para biotecnologias, como as de
hidrogéis biomédicos, as curvas S de produtos introduzidos no mercado e das receitas
geradas pode ser diferente da curva S das patentes depositadas [57]. Os produtos
biotecnoldgicos por precisarem de aprovacao dos 6rgaos regulamentadores demoram
um pouco mais para serem introduzidos no mercado, e, consequentemente,
apresentam crescimento mais lento, e fase de declinio mais tardia. Com todo esse
processo, os retornos financeiros demoram mais para acontecer, podendo levar
alguns anos até que a receita gerada pelo produto inicie seu crescimento. Quando a
curva cumulativa das receitas geradas atinge seu pico, a tecnologia ja esta em declinio

e o produto ja se estabilizou no mercado.

38



Avaliando a maturidade das tecnologias, € possivel fazer um comparativo entre
acurva S e as escalas TRL (nivel de maturidade tecnoldgica). As analises da curva S
se referem ao grau de maturidade de todo um campo tecnoldgico [58], permitindo a
avaliacdo da evolugédo daquele setor desde seu surgimento até seu declinio. As TRL
podem ser usadas para avaliar a maturidade de uma determinada tecnologia e para
comparar a maturidade entre diferentes tipos de tecnologia [59,60]. As escalas TRL
possuem nove niveis e originalmente foram desenvolvidas pela NASA para processos
de avaliagdo de riscos, mas frequentemente eram usadas para avaliacdo da
maturidade de tecnologias [60]. Atualmente, as TRL ja foram customizadas para uso
em diferentes dominios incluindo as tecnologias biomédicas.

Para a avaliagdo de maturidade de uma tecnologia, sua etapa de
desenvolvimento é comparada aos niveis de TRL. Com base no andamento do
projeto, uma classificagdo TRL é atribuida. O TRL 1 tem a maturidade mais baixa,
enquanto o TRL 9 tem a maturidade mais alta [60,61]. A Tabela 2 apresenta as escalas
TRL para area biomédica de forma simplificada. Em tecnologias biomédicas, as TRLs
1-3 séo niveis para geragao de novos conceitos e tecnologias emergentes, TRLs 4-5
sao niveis de pesquisa aplicada, TRL 5-8 sao niveis de maturacido dos protoétipos e
demonstragdo dos produtos e TRL 9 é a fase de produgdo e distribuicdo [61]. E
importante dizer que as escalas TRL n&o identificam riscos no desenvolvimento de
tecnologia, como a dificuldade de fazer a tecnologia avangar para o proximo nivel, o
potencial impacto ou beneficio da tecnologia e mercado de uma tecnologia.

Interessantemente, os niveis das TRL para tecnologias biomédicas seguem
etapas similares ao caminho da inovacdo percorrido no desenvolvimento de
biotecnologias, como demonstramos na Figura 1. Sendo as escalas TRL uma forma
de identificar as proximas etapas para o desenvolvimento de um projeto, elas

certamente podem ser usadas como guia estrutural para todo o processo.
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TABELA 2. Escalas TRL (Nivel de Maturidade Tecnolégica) simplificadas usadas para
avaliagcado de tecnologias biomédicas

TRL TRL Biomédica
TRL 1 Revisao de literatura; Pesquisa de mercado; Definigdo do problema
TRL 2 Geracao de Hipdteses; Planejamento e desenvolvimento de protocolos de pesquisa;
TRL 3 Pesquisa basica; Coleta e analises de dados; Inicio da prova de conceito
TRL 4 Prova de conceito; Teste de validagao; Testes de seguranga em laboratério e em modelo
animal
TRL 5 Testes pré-clinicos in vitro e in vivo
TRL 6 Fase 1 dos testes cinicos completa; Fase 2 em andamento
TRL 7 Fase 2 dos testes clinicos completa; Fase 3 aprovada para comegar
TRL 8 Fase 3 dos testes clinicos completa; Aprovagao das agéncias regulatorias
TRL 9 Fase 4 Farmacovigilancia; Estudos pds-marketing e vigilancia
Fonte: Adaptado de Basu; Ghosh (2017)

2.4.4. Areas de concentragio tecnolégica

Na avaliagdo das areas de concentragdo das tecnologias toma-se por base os
cédigos IPC. O IPC é um sistema de classificagdo hierarquico de patentes
universalmente utilizado, cuja organizagdo permite uma busca técnica por patentes
depositadas em determinada area [62]. Como o IPC possibilita uma busca precisa e
refinada, e serve como base para uma investigagdo do estado da arte aprofundada
dentro das areas tecnoldgicas [63], nossa busca de patentes usou como base um
cédigo IPC associado a uma palavra-chave.

A Figura 4 apresenta os 20 principais codigos IPC. Nas analises dos dados no
MS Excel, 7 das 8 categorias gerais de IPC foram encontradas entre as familias de
patentes. A secdo E (Fixed Constructions) ndo apareceu entre os resultados. O
destaque foi para a se¢cdo A (Human necessites), que representou 89% dos IPC
encontrados, seguida da segao C (Chemistry; Metallurgy), que representou 8,8% dos
IPC. Além disso, 68 classes, 160 subclasses e 3745 grupos/subgrupos diferentes de
IPC foram obtidos. Informacgdes detalhadas sobre todos os IPC podem ser
encontradas no website wipo.int/classifications/ipc/en.

O codigo A61K9/00 foi utilizado na estratégia de busca e aparece em todas as
patentes, por isso foi ele ndo foi contabilizado. Excluindo este cédigo, os principais
grupos e subgrupos estado dentro de 3 subclasses: A61K, A61L e A61P, que de acordo

com suas descrigdes, correspondem de maneira geral a materiais, métodos,
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preparagdes e composicdbes para uso meédico, odontoldgico, higiénico, para
tratamentos, para cuidados pessoais, cuidado e tratamento de lesbes e artigos
cirurgicos. Comparando essas descricdes com o mercado de hidrogéis aplicados a
area biomédica, vemos uma sincronia, uma vez que as areas que mais movimentam
o0 mercado consumidor e que impulsionam a economia do setor de hidrogéis sdo de
produtos de higiene e cuidados pessoais, lentes de contato, liberagdao de drogas,

tratamento e cuidados de lesbes e engenharia de tecidos [16,17,26,64].

FIGURA 4. Os principais grupos/subgrupos de IPC (Classificagao Internacional de Patentes)
registrados nas patentes obtidas na busca no lens.org
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2.4.5. Patentes: Hidrogéis para tratamento, cuidado e cicatrizagao de

feridas

Nos ultimos anos, a area de cuidados e tratamentos de feridas foi a que mais
sobressaiu, com grande impacto econémico e importancia social. Calcula-se que esse
segmento compreende aproximadamente 60% do mercado de hidrogéis aplicados a
saude [25]. Isso pode ser devido ao aumento da vida da populacdo mundial, aumento
de consumo de produtos de higiene e cuidados e maior difusdo do conhecimento

relacionado aos beneficios apresentados pelas inovacdes. Contudo ha também um
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crescimento das propostas tecnoldgicas que visam a produgao local para atender as

demandas internas.

Visto isso, foi realizada uma selecéo, dentre as patentes encontradas na busca

patentométrica. Destas, 45 tecnologias mais recentes que envolvem hidrogéis para

cuidado, tratamento e cicatrizagdo de feridas, cujo periodo de depdsito ocorreu entre

2013 e 2018, foram selecionadas. Estas patentes estdo apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3. Tecnologias de hidrogel biomédico aplicado ao tratamento, cuidado e cicatrizagao

Numero

Us
2019/0008907
A1

uUs
2018/0289831
A1

Us
2017/0100345
A1
wWo
2019/180194
A1
uUs
2016/0303141
A1

US 9962360
B2

Us
2019/0105260
A1

us
2019/0117834
A1

Titulo

Compositions for
management of wounds,
skin diseases,
dehydration, chronic
diseases, and respiratory
diseases
Supramolecular
hydrogels containing
angiotensin receptor
blockers for targeted
treatment of diabetic
wounds
Wound healing using
BRAF inhibitors

Means and methods for
wound healing

Corteloxone 17-alpha-
propionate for use in the
treatment of skin wounds

and/or atrophic skin
disorders
Compositions and
methods for enhancing
hair growth, promoting
skin regeneration, and
wound healing
Compositions and
methods to promote
wound healing

A method to enhance
wound healing using silk-
derived protein

de feridas
Principais ativos da
composicao
sulfadiazina de prata, éxido de
zinco, lidocaina, bacitracina,
neomicina, polimixina B,
vitamina E e Coenzima Q10

valsartan, hidrocarboneto
modificado e peptideo

inibidor de BRAF

acido glicirrizico, antibiético e
anti-inflamatorio

cortexolona 17a-propionato

maleato de trimebutina

antidepressivo em combinagao

com um antagonista do

receptor beta adrenérgico e

células da linhagem
mesenquimal em matriz de
colageno

fragmentos de proteinas
derivadas de seda (SDP)

Aplicagéao

feridas cronicas na pele,
ulceras diabéticas, ulceras
causadas por pressao e
infecgdes fungicas

feridas cutaneas crénicas
e diabéticas

lesdes causadas pelo
melanoma

lesbes cronicas,
regeneracao de tecidos

feridas cronicas, abertas,
queimaduras e doengas
atréficas de pele

crescimento de cabelo e
regeneragao cutanea

feridas no tecido epitelial

fechamento das feridas e
intensificagdo da
cicatrizacao, feridas
oculares, feridas na pele,
incisdes cirurgicas,
queimaduras e Ulceras da
pele
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(65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]



Numero

us
2018/0264051
A1
wo
2019/227034
A1
US 9327029
B2

uUs
2019/0008907
A1

wo
2019/040185

wo
2019/078931

US 10500235
B2

US 9486420
B1

US 10568966
B2

wo
2017/037655

uUs
2016/0346315

uUs
2019/0134154
A1

Us
2017/0296625
A1

wWo
2019/079710
A1

Titulo

A novel pharmaceutical
wound healing
composition
Therapeutic composition
for enhanced healing of
wounds and scars
Antimicrobial silver
hydrogel composition for
the treatment of burns
and wounds
Compositions for
management of wounds,
skin diseases,
dehydration, chronic
diseases, and respiratory
diseases
Buckwheat honey and
povidone-iodine wound-
healing dressing
Buckwheat honey and
bacitracin wound-healing
dressing
Wound healing
compositions comprising
buckwheat honey and
methylglyoxal and
methods of use
Wound gel containing
antimicrobial composition

Formulation for topical
wound treatment

Topical erytropoietin
formulations and
methods for improving
wound healing with and
cosmetic use of the
formulations.
Methods for promoting
wound healing

GPNMB compositions for
treatment of skin wounds

Therapeutic
angiogenesis for wound
healing

Topical composition for
improved healing of open
wounds

Principais ativos da
composigao
sericina de seda,
soforolipideo, alginato de
sodio e excipientes
Aloe vera, poli-hidroxibutirato
(PHB), glicolipidios e
fosfolipidios de origem fungica
sal de prata, estabilizantes,
celulose e Aloe vera

mel, curcumina e propolis

mel de trigo sarraceno e
povidona-iodada

mel de trigo sarraceno e
bacitracina

mel de trigo sarraceno e
metilglioxal

PEG, cloreto de benzalconio,
poliacido, acido acético, acido
citrico.
polihexametileno biguanida
(PHMB), poloxamero 188 e
hidroxietilcelulose e umectante
5% de eritropoetina e 30% de
fibronectina.

gel injetavel, contendo 0,5% -
4% de hidroxietilcelulose
(HEC), 0,11% de
metilparabeno e 0,22% de
proprilparabeno
polimero biodegradavel e
fragmentos da glicoproteina
transmembrana NMB
(GPNMB)
fator de crescimento de
fibroblastos (FGF-1),
antibiético e anti-inflamataério

insulina e o hidrogel
mucoadesivo MucoLox™

Aplicagao

cicatrizagao das feridas e
diminuic&o de cicatrizes

Minimizagao de cicatrizes

antimicrobiana, rapida
cicatrizagao, alivio de dor

feridas, infeccoes,
diabetes, doengas da pele,
doengas renais,
desidratagao, desnutrigao,
hipertensao, entre outras

feridas cronicas e agudas
e doengas de pele

feridas crénicas e agudas
e doengas de pele

tratamento de feridas

reducdo da colonizagao
bacteriana dentro ou ao
redor da ferida
tratamento toépico de pele
e feridas oromucosas.

Ulceras do pé diabético,
tratamento cosmético e
cicatrizacao da superficie
da pele

ulceras diabéticas,
cicatrizagao de escaras e
lesdo cutanea por
radiagéao

Ulceras diabéticas e
feridas por pressao

angiogénese em tecidos
superficiais, Ulcera de
pele, Ulcera de
compressao, Ulcera de pé
diabético, local de
queimadura
Ulceras diabéticas

Referéncia

(73]

[74]

[75]

[76]

[77]

(78]

[79]

(80]

(81]

(82]

(83]

(84]

(85]

(86]
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Numero

us
2018/0303941
A1

Us
2019/0030045
A1

uUs
2020/0085914
A1
EP 2958602
B1

Us
2019/0314449
A1

US 9156896
B2

US 10086041
B2

wo
2014/081630

US 10098929
B2

US 10272096
B2

US 10058455
B2

Us
2018/0200340
A1
US 9211256
B2

Titulo

Wound healing through
Sirt1 overexpression

Topical treatment of
wounds with statins and
cholesterol for scar
reduction
Compositions and
methods for wound
healing
Composition for the
accelerated wound
healing of damaged
tissue
Cyclic dipeptides and
wound healing

Wound healing
compositions and
treatments
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as demandas nos cuidados de saude, diferentes formulagdes e métodos empregando
hidrogéis tém sido desenvolvidos. Dentre os que aparecem neste levantamento
podemos citar: compostos para aplicacdo em feridas diabéticas, compostos de
aplicacédo na dermatologia clinica e cosmeética, compostos para tratamento de lesdes
oculares, uso de compostos naturais e derivados, compostos com atividades
antimicrobianas, novos usos e aplicagdes para compostos ja estabelecidos,
compostos para a promogao da revascularizagdo em regides de ferimentos, métodos
de re-epitelizacao, sistemas de liberagcédo controlada.

Os cuidados com feridas séo delicados e exigem muitas vezes procedimentos
basicos e tradicionais dentro da area médica [111]. A inovagao no desenvolvimento
das novas tecnologias permite novas abordagens, materiais mais biocompativeis e
dispositivos avangados para oferecer tratamentos eficientes que atendam as
demandas de cada paciente. O desafio € desenvolver uma nova tecnologia com boa

aplicabilidade clinica, de baixo custo e boa aceitagdo de mercado.

2.5. Discussao

Os hidrogéis sdo chamados de materiais do futuro por suas propriedades fisico-
quimicas e biologicas. Um material para aplicagdo biomédica precisa cumprir os
requisitos de biocompatibilidade, biodegradabilidade, viscoelasticidade, porosidade,
potencial de aprisionamento e liberacdo de moléculas biologicamente ativas e boa
funcionalidade clinica [20]. Por atender esses requisitos, os hidrogéis s&o os principais
biomateriais no campo biomédico [28]. Seu alto teor de agua, maleabilidade e
versatilidade favorecem sua adaptacao e uso nas diferentes areas.

O mercado tem buscado hidrogéis cada dia mais inovadores com diferentes
polimeros, diferentes métodos, novos compostos, novos usos, multiplas atividades.
Trés geracoes de hidrogéis ja foram desenvolvidas ao longo dos anos e sua ampla
aplicacdo pela industria biomédica e farmacéutica fez o mercado do hidrogel expandir.
Projecoes para 2027 estimam que o mercado atinja US$ 31,4 bilhdes, a uma CAGR
de 6,7% [16]. O segmento com a maior fatia do mercado € o de tratamento e cuidados
de feridas, principalmente aqueles associados a outras comorbidades. Mas o
segmento que deve ser o principal motor para inovagéo e mercado até 2027 é o de
higiene, cuidados pessoais e cosméticos. O crescimento do PIB nas maiores
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economias mundiais € o aumento do poder aquisitivo do consumidor tém sido
primordiais para o segmento (ABIHPEC, 2018). A mesma situagao pode ser
observada em relacao aos paises. O Estados Unidos detém a maior fatia do mercado,
mas o crescimento da Asia-Pacifico com a industria higiene, cuidados pessoais e
cosméticos tem superado as projegoes.

O segmento de tratamento e cuidado de feridas € um dos mais significativos.
Ele movimenta grande parte do mercado de hidrogéis, polimeros e biomateriais
[16,51]. O campo do tratamento de feridas € um dos mais pesquisados e, também,
um dos mais desafiadores na medicina. Além da ferida, os materiais e métodos de
tratamento devem levar em consideracdo outras comorbidades dos pacientes, o
controle de infecgbes, o estado vascular, e quaisquer preocupagdes biomecanicas
[111]. Ao analisar as tecnologias mais recentes desenvolvidas atualmente no
segmento, as patentes de hidrogéis biomédicos para feridas crénicas e associadas ao
tratamento de Uulceras diabéticas se destacaram. As Ulceras diabéticas sao
complicagdes comuns quando a doencga esta descontrolada, e elas podem levar a
mais complicagdes como infec¢des diversas, abscessos, sepse, gangrena, isquemia
[112]. Por isso, um tratamento apropriado das feridas & necessario e novas
alternativas mais eficientes estao sendo sempre buscadas. Os sistemas de liberagao
controlada de bioativos apareceram como método estratégico para o tratamento de
feridas. Os polimeros biodegradaveis tém sido usados na distribuicdo controlada de
bioativos por muitos anos como um meio de prolongar a agao de agentes terapéuticos
no corpo. O uso de polimeros e moléculas bioativas naturais também se sobressaiu,
com destaque para a celulose, contrastando com dados de mercado. O uso do
biopolimero celulose é bastante vantajoso, ele é o mais abundante no mundo, é obtido
e comercializado a baixo custo e apresenta boas propriedades fisico-quimicas.
Atualmente, hidrogéis de celulose sao as principais matrizes usadas em engenharia
de tecido [58,113], mas a aplicacao dele se da em toda a area biomédica.

As patentes tém requisitos estritos de novidade e inten¢gdo comercial, tornando-
as bons sinais de inovagao nas industrias de tecnologia. Por isso as informacgdes
contidas em patentes podem ser muito importantes num planejamento estratégico de
tecnologias [114], principalmente, para uma perspectiva do cenario futuro do mercado
[115]. As analises das patentes no estudo de patentometria trouxeram dados

extremamente relevantes, principalmente se trabalhadas com dados mercadoldgicos.

47



A tecnologia de hidrogéis biomédicos atingiu o ponto de inflexdo e pode ser
considerada madura, com grandes expectativas de crescimento para os proximos
anos. Os dados sdo de projegbes matematicas, mas conhecendo o ciclo de vida da

tecnologia, ja auxiliam de forma estratégica pesquisa, desenvolvimento e inovagao.

2.6. Conclusao

Os hidrogéis biomédicos contribuem com avancgos significativos no campo
tecnolégico. Como biomateriais inteligentes e inovadores, os hidrogéis biomédicos
vem dominando o mercado global de polimeros e hidrogéis. Os Estados Unidos séo
0 pais que domina este mercado, mas novos mercados vém se destacando como € o
caso dos paises da Asia-Pacifico, principalmente no segmento de cuidados pessoais.

Atualmente, o mercado de hidrogéis biomédicos estd direcionado para
tecnologias aplicadas a feridas crénicas, com destaque para as desenvolvidas para o
tratamento de ulceras causadas pela diabetes. Os principais métodos e formulagdes
sdo para aplicagao topica, seja através da administracdo da formulagao diretamente
no local da ferida ou com uso de curativos, o que facilita para produtos de uso continuo
e domeéstico. Entre as formas de atuacido das formulagdes, o uso de sistemas de
liberagao controlada se mostrou um tipo de tratamento efetivo, seguro e econémico.

O estudo das cadeias produtivas na area biomédica proporcionou a
rastreabilidade desde a matéria bruta até o produto. Assim, o conhecimento da cadeia
produtiva deve ser gerenciado e utilizado como recurso que agrega valor,
compreendendo os elos mais fracos e as oportunidades de aprimoramento,
minimizando desperdicio e maximizando qualidade e seguranga para aplicagao
clinica.

O estudo patentométrico descreveu o cenario atual e avaliou o ciclo de vida da
tecnologia de hidrogel biomédico, trazendo uma visdo estratégica de mercado e
maturidade da tecnologia. Foi demonstrado que os hidrogéis biomédicos atingiram a
maturidade e tém perspectiva de crescimento nos proximos 20 anos. Entender o
estado de maturidade das tecnologias representa um aumento de beneficios e
minimiza o risco potencial o que permite uma tomada de decisdo mais acertada sobre

o futuro das tecnologias.
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Além disso, os dados obtidos na analise patentaria auxiliaram a desenhar
plataformas preditivas que podem ampliar a visualizacdo de novas oportunidades,
criacado de novos produtos e novas empresas resultando em crescimento do mercado

e suporte as transigdes tecnologicas atuais e futuras.
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3. CAPITULO 2 - Sintese e caracterizagdo de hidrogéis multipoliméricos
contendo hidroxiapatita substituida com magnésio e vitamina D com

potencial pré-angiogénico e osteogénico

3.1. Objetivo Geral

Esta etapa do trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de hidrogéis
multipoliméricos contendo nanoparticulas de hidroxiapatita substituidas com

magnésio e vitamina D que apresente potencial de osteogénico e pré-angiogénico.

3.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de hidroxiapatita pura (HAp) e hidroxiapatita substituida
com magnesio (HAMg), nas porcentagens de 2,5; 5 e 10;

e Caracterizar fisico-quimicamente as nanoparticulas de hidroxiapatita;

e Obter hidrogéis hibridos a partir de quitosana e CMC contendo HA e vitamina D;

e Caracterizar fisico-quimicamente os hidrogéis;

e Avaliar as alteracbes de pH, a capacidade de swelling e a biodegradagao dos
hidrogéis;

e Avaliar o perfil de liberagdo de ions dos hidrogéis;

e Avaliar a capacidade de formacgéo de apatita sobre a superficie dos hidrogéis;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro das HA e dos hidrogéis em cultura celular de
fibroblastos de camundongo (L929), pré-osteoblastos de camundongo (MC3T3) e
célula endotelial humana (EA.hy926);

e Avaliar a aderéncia e proliferagdo das MC3T3 e EAhy.926 sobre os hidrogéis;

e Avaliar a capacidade osteogénica in vitro dos hidrogéis pela formagao de nédulos
de mineralizagao, producao de fosfatase alcalina e 6xido nitrico pela MC3T3;

e Avaliar o efeito pro-angiogénico in vitro dos hidrogéis pela analise da formacéo de
tubos e produgao de 6xido nitrico pela EA.hy926.
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3.3. Revisao da literatura

3.3.1. Hidrogel

Os hidrogéis foram os primeiros biomateriais desenvolvidos para uso no corpo
humano e em 1960. Wichterle e Lim (1960) desenvolveram um hidrogel de poli-
hidroxietilmetacrilato (PHEMA) biocompativel, que foi usado para lentes de contato.

Nas ultimas décadas, os hidrogéis representaram grandes avangos na
pesquisa biomédica. Devido as suas propriedades e semelhancas a matriz
extracelular, os hidrogéis podem ser usados para aplicagdes que incluem liberagao
controlada de farmacos, bioengenharia, engenharia de tecidos e medicina
regenerativa, industria farmacéutica, lentes de contato, curativos, diagnosticos e
biossensores (AHMED, 2015; KORAH; ANILKUMAR; THOMAS, 2018;
PRABAHARAN; MANO, 2006; RATNER et al., 2004).

Historicamente, os hidrogéis foram divididos em 3 geragdes. A primeira geragao
era composta de hidrogéis de redes poliméricas simples de origem sintética para
aplicacao oftalmoldgica e sistema de liberacdo de drogas. A segunda geragao é
composta pelos hidrogéis compostos por polimeros inteligentes com capacidade de
responder a estimulos externos como luz, pH e temperatura. A terceira geragéo é
baseada no tipo de reticulagao (crosslinking) que ocorre nos hidrogéis. Atualmente,
uma quarta geracao de hidrogéis tem sido sugerida. Aplicando nanotecnologia e
quimica de polimeros, novos hidrogéis estdo sendo desenvolvidos “sob medida” para
apresentar as propriedades de interesse, o que significa que podem ser usados de
forma mais direcionada e precisa (CASCONE; LAMBERTI, 2020; YUE et al., 2020).

A formacgéao de hidrogéis envolve um processo de reticulagao (crosslinking) de
cadeias poliméricas, processo também conhecido como gelificagdo. As cadeias
poliméricas podem ser interligadas por ligagbes covalentes, sendo conhecidos como
hidrogéis quimicos ou permanentes, ou por interagdes fisicas como ligagdes de
hidrogénio, interacbes de Van der Waals ou interacdes eletrostaticas, chamados de
hidrogéis fisicos (MADDALONI; VASSALINI, 2020). Além da reticulagdo, outras
caracteristicas sdo importantes para determinar as propriedades dos hidrogéis. As
principais estéo dispostas na Tabela 4. E importante ressaltar que as classificacdes

fonte/natureza, composic¢ao polimérica e conformacao estrutural presentes na tabela
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sao importantes segmentos do mercado do hidrogel, e sdo considerados nas
projecdes e estudos de mercado (MOHITE, S; PRASAD, 2020).

TABELA 4. Classificagado dos hidrogéis baseada em suas caracteristicas.

Hidrogel Fonte/Natureza Natural
Sintética
Hibrida
Composigdo polimérica Homopoimérica

Copolimérica
Interpenetrante

Conformacao estrutural Amorfa
Semicristalina
Cristalina
Agregados hidrocoloidais

Cross-linking Interacdes fisicas
Quimico

Carga i6nica Anibnica
Cati6nica
Ndo iénica

Degradabilidade Degradavel

Biodegradavel

N3o degradavel

Swelling Baixo
Médio
Alto
Superabsorvente

Porosidade Nanoporoso
Microporoso
Mesoporoso
Macroporoso

FONTE: A autora, 2020

Para aplicagao biomédica algumas propriedades sao consideradas importantes
no desenvolvimento de um hidrogel: alta capacidade de swelling ou intumescimento,
boas propriedades mecénicas, biocompatibilidade, biodegradabilidade, n&o toxicidade
e flexibilidade (DHIVYA et al., 2015; KIM et al., 2013; LEE et al., 2011; LIU et al., 2019;
TENG; LUO; WANG, 2013; VISHNU PRIYA et al., 2016).

Uma variedade de polimeros naturais e sintéticos pode ser usada para formar
hidrogéis e serem aplicados na engenharia de tecido. S&o alguns exemplos: alcool
polivinilico (PVA), carboximetilcelulose, colageno, alginato, quitosana, gelatina e acido
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hialurénico (DRURY; MOONEY, 2003). Ademais, modificacbes nas estruturas
poliméricas, combinacido de polimeros e associagbes com outros componentes
podem trazer melhorias nas propriedades dos hidrogéis, permitindo melhores
aplicagdes clinicas.

Uma das aplicagdes dos hidrogéis € na area de engenharia de tecidos. Neste
segmento, os hidrogéis podem ser aplicados como agentes de preenchimento, como
veiculos de liberacdo de drogas de substancias bioativas ou como estruturas
tridimensionais que ancoram as células e servem de estimulos para garantir o
desenvolvimento de um tecido necessario (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015).
Cascone e Lamberti (2020) relatam que as novas tecnologias tém sido mais
direcionadas para regeneragao de tecidos cardiacos, cartilagem, osso e musculo.
Yasuda et al. (2017) desenvolveram um hidrogel injetavel multipolimérico para
regeneracgao de tecido cartilaginoso danificado. O hidrogel € aplicado através de uma
insercao e usado como preenchimento do local lesionado. Uma outra tecnologia a
base de hidrogel foi desenvolvida para reparo do tecido cardiaco. O hidrogel contendo
tropoelastina, proteina da matriz extracelular e precursora da elastina, para reparo da
parede de artérias (ELASTAGEN; HARVARD, 2017). Gibson et al. (2013)
desenvolveram um sistema de enxerto ésseo que compreende um hidrogel contendo
hidroxiapatita substituida com silico. O biomaterial promove liberacao de ions de silicio

€ a cicatrizagao 6ssea.

3.3.2. Quitosana

A quitosana € um polimero termossensivel natural derivado do processo de
desacetilagdo alcalina de ligagdes N-acetil presentes na quitina. Ela existe em
diferentes pesos moleculares e graus de acetilagéo e, segundo a literatura, ha uma
correlacdo de proporcionalidade entre o aumento na desacetilagdo da quitosana e
aumento da biocompatibilidade e biodegradabilidade do polimero (AHMADI et al.,
2015). A estrutura da quimica da quitosana esta representada a seguir (Figura 5).
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FIGURA 5. Estrutura quimica da quitosana
CH,OH

CH,0H

Representagcdo esquematica da estrutura do biopolimero quitosana, obtido a partir da desacetilagédo
da quitina. Férmula molecular: (CeH110sN)n.
FONTE: (ASSIS; SILVA, 2003)

A quitosana € um polimero insoluvel em pH neutro, mas se dissolve facilmente
em solugdes de acidos fracos diluidos, devido a protonagdo de seus grupos amino,
sendo o acido acético o solvente mais empregado (SILVA, 2012). Uma das principais
vantagens da quitosana é possibilidade de preparo em diferentes formatos como
flocos, microesferas, membranas, nanoparticulas e fibras (LARANJEIRA; DE
FAVERE, 2009), e seu uso na composicéo de hidrogéis, filmes, cimentos, fibras ou
esponjas. Devido a sua versatilidade, a quitosana é aplicada na agricultura, tratamento
de aguas, industria alimentar, cosmética e biofarmacéutica. No entanto, a sua maior
aplicagéo € na area biomédica (TAVARIA et al., 2013).

Dentre as caracteristicas que tornam a quitosana apropriada para o0 uso na
biomedicina estdo atoxicidade, afinidade com proteinas, atividade antibacteriana,
cicatrizacdo de feridas, carater bioadesivo e sistemas de imobilizagdo de células em
gel (COSTA-PINTO; REIS; NEVES, 2011; D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO,
2008).

Diversos estudos demonstram a aplicabilidade biomédica da quitosana.
Algumas das aplicagdes seriam em implantes (ortopédicos e odontoldgicos),
reconstituicdo de tecidos e liberagdo controlada de drogas, uso como cicatrizante e
biocompativel entre tecidos, onde ficou comprovado o uso promissor desse material
(KHOR et al., 2009). O uso de scaffolds a base puramente de quitosana também
mostrou atividade osteocondutora e com capacidade de aumentar a formacéo dssea
in vitro e in vivo. Sua superficie hidrofilica que promove a aderéncia, proliferacdo e
diferenciacao celular de osteoblastos e evoca uma reagédo minima de corpo estranho
na implantagcéo (LI et al., 2005; MUZZARELLI et al., 1994). Seu uso associado a
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hidroxiapatita, em implantes de tibia de ratos, também apresentou boas propriedades
de osteoconducdo e a biodegradagao foi praticamente completa (POGORELOV;
SIKORA; BUMEYSTER, 2011). O uso de scaffolds puramente a base de quitosana
nao apresentam atividade angiogénica, mas, quando associada a outros
componentes como fosfato de calcio bifasico e células de linhagem estaminal, os
scaffolds de quitosana podem apresentar atividade angiogénica terapéutica (AHMADI;
BURNS; DE BRUIJN, 2009).

Hidrogéis compostos de quitosana tém a capacidade de adsorver tanto
moléculas anibnicas quanto catibnicas se as ligagdes de hidrogénio puderem ser
estabelecidas. Esse recurso confere a estes hidrogéis um grande potencial em areas
que abrangem desde a purificagdo de agua ao encapsulamento de proteinas
(BOARDMAN et al., 2017). Para scaffolds usados em engenharia de tecidos, a
porosidade de hidrogéis a base de quitosana apresenta um enorme impacto em
propriedades como inchacgo, aderéncia celular e taxa de proliferagao celular que sao
importantes no crescimento dos tecidos (DHIVYA et al., 2015).

A maioria dos hidrogéis injetaveis para aplicagbes biomédicas é baseada na
quitosana (VALLE; DIAZ; PUIGGALI, 2017), sendo possivel modificar a composi¢ao
para que a reticulagdo do gel acontega através da irradiagdo UV ou do aumento da
temperatura e até de alteragdes no pH (CAO et al., 2014; YASMEEN et al., 2014). As
misturas de quitosana com outros polimeros sintéticos ou naturais também ja foi
demonstrada com aumentos significativos no desempenho geral e na capacidade de

atingir o estado de equilibrio de intumescimento ou Swelling (DEL VALLE, et al., 2017).

3.3.3. Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC) é um derivado da celulose, o polimero mais
abundante da natureza (HAHN et al., 2020). Ela contém grupos carboximetil que séo
gerados pela reac&o da celulose e 0 acido monocloroacético na presencga de hidréxido
de aménio (THOMAS; SOLOMAN; REJINI, 2016). E o grupo carboximetil que da ao
polimero sua solubilidade e devido a sua natureza altamente higroscépica, ela se
hidrata rapidamente. A carboximetilcelulose sédica é o sal de sodio da

carboximetilcelulose, um derivado aniénico amplamente utilizado em formulacdes
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farmacéuticas orais, oftalmicas, injetaveis e tépicas (AYATULLAH HOSNE ASIF et al.,
2019).

A CMC é um polimero de arranjo linear, cuja estrutura esta apresentada na
Figura 6. Quando solubilizado em agua, a CMC forma um gel transparente. Ela é
soluvel em solugdo alcalina leve com excelente dispersao e forgas de ligagdo. As
propriedades fisico-quimicas e aplicacbes da CMC dependem, essencialmente do
grau meédio de substituicdo, grau meédio de polimerizagdo, uniformidade da
substituicdo e pureza do produto (NOBREGA; AMORIM, 2015).

FIGURAG. Estrutura quimica da carboximetilcelulose
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Representagao esquematica da estrutura do biopolimero carboximetilcelulose, formado
exclusivamente de moléculas de B-glicose, ligadas por ligagdes (-1,4-o-glucosidicas. Formula
molecular: (CsH1005)n.

FONTE: (COMMS, 2018)

O uso de CMC ja foi relatado em aplicagdes farmacéuticas, liberacdo de
drogas, cicatrizagdo de feridas e engenharia de tecidos (BUHUS et al., 2009;
COATHUP; CAMPION; BLUNN, 2020; LONG; LUYEN, 1996). A aplicagdo da CMC
em engenharia de tecido 6sseo vem sendo estudada e seu potencial osteoindutivo e
osteogénico ja foi demostrado (COATHUP; CAMPION; BLUNN, 2020; PRIYA et al.,
2021).

Hidrogéis a base de celulose e derivados sdo bem conhecidos pela baixa
toxicidade, alta biocompatibilidade e microestrutura porosa e ajustavel. Mas apesar
de suas boas propriedades, as aplicagcdes de derivados de celulose podem ser

aprimoradas pela associagdo com outros componentes (KO; SFEIR; KUMTA, 2010;
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VALLE; DIAZ; PUIGGALI, 2017). A associacdo de CMC e polivinilpirrolidona (PVP)
resultou em melhor resisténcia mecanica, alta capacidade de absorgao de agua e
aumento da biodegradacdo (AKRAM; HUSSAIN, 2017). A associagao da CMC,
quitosana e hidroxiapatita demonstrou uma perspectiva promissora para biomateriais
usados em regeneragao 6ssea e dentaria devido a boa propriedade mecanica, taxa
de biodegradacao ajustavel, estabilidade, citocompatibilidade, bioatividade, aumento
da aderéncia e proliferagdo celular em células osteogénicas e potencial para
vascularizagdo (ARAVAMUDHAN et al., 2014; LIUYUN et al., 2008; MALIK et al.,
2020; PASQUI et al., 2014; PRIYA et al., 2021)

3.3.4. Gelatina

A gelatina é um polimero natural proteico biocompativel e biodegradavel
(Figura 7), derivado da hidrdlise do colageno, o principal componente da matriz
extracelular (CHIRANI et al., 2015; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). A presenca de
tripeptidicos Arg-Gly-Asp em sua estrutura proporcionam uma interagdo com as
células e promovem a aderéncia, proliferacdo e diferenciagdo celular
(THANGPRASERT et al., 2019). Por ser soluvel, ndo apresentar imunogenicidade e
exibir comportamento anfotérico, a gelatina tem sido aplicada em hidrogéis para a
fabricacdo de lentes de contato, matriz para engenharia de tecidos e sistemas de
liberagao de drogas (BUHUS et al., 2009).

Por sua estrutura semelhante ao colageno, a gelatina tem sido muito usada em
scaffolds para engenharia de cartilagem e tecido 6sseo (LIEN; KO; HUANG, 2009;
LUO et al., 2015). Entretanto, sua baixa rigidez biomecanica e rapida biodegradagao
trazem desvantagens para o material. Por isso, a gelatina tem sido aplicada em
compositos numa estratégia promissora para gerar novos biomateriais com
qualidades aprimoradas, combinando diferentes materiais e suas propriedades
intrinsecas (LUO et al., 2015). Sua associagcdo com quitosana, alginato, PVA e
particulas de fosfato de calcio ja foram relatadas na literatura (JAIPAN; NGUYEN;
NARAYAN, 2017; MARRELLA et al., 2018; MISHRA et al., 2011).
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FIGURA 7. Estrutura quimica da gelatina
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Representagao esquematica da estrutura do biopolimero gelatina. A gelatina € uma mistura de poli e
oligopeptideos resultante da desnaturagéo do colageno.
FONTE: (ALIHOSSEINI, 2016)

Para obter um bom ambiente que permite o preenchimento e o reparo de
defeitos 6sseos, Raucci et al. (2018) produziram hidrogéis de gelatina e hidroxiapatita,
ambos mimetizando o ambiente Osseo cortical. Com isso, foram observadas
citocompatibilidade e osteocondutividade. Luo et al. (2015) demonstraram um método
de fabricacao de scaffolds tridimensionais a base de gelatina, alginato e hidroxiapatita
com potencial para reparo de defeitos complexos em tecidos osteocondrais e
periodontais. Os resultados mostraram materiais com forga mecanica adequada e
suporte para aderéncia e proliferagcao celular. Re et al. (2019) demonstraram que os
hidrogéis sintetizados a base de gelatina e quitosana sao biocompativeis e
biorreabsorviveis e suas propriedades quimicas, morfolégicas € mecanicas sao
adequadas para apoiar o crescimento, osteodiferenciagdo e mineralizagcao das células
e sua aplicagédo potencial para regeneracdo 6ssea. Ja os hidrogéis produzidos por
Thangprasert et al. (2019), demonstraram que o crosslinking fisico e quimico entre
gelatina e PVA conseguiu mimetizar a fibrilagdo que ocorre entre colageno e acido
hialurénico na formagao do tecido cartilaginoso. E apesar de ndo demonstrar as
propriedades mecanicas adequadas para suportar a interface do osso subcondral, os
hidrogéis tiveram excelente comportamento de intumescimento, taxa de degradacgao,

tamanho de poro e propriedades bioldgicas.
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A gelatina também tem sido aplicada em processos de angiogénese
terapéutica, principalmente compondo scaffolds e carreando fatores de crescimento.
Montero et al. (2012) desenvolveram um scaffold contendo gelatina, citocina e fator
de crescimento de fibroblasto (FGF), no qual foram observados aderéncia,
proliferagdo, migracao e formacao de tubos em células endoteliais. Del Gaudio et al.
(2013) apresentaram um scaffold de gelatina carreando fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF). O material demonstrou citocompatibilidade, indugdo de

diferenciacao celular e formagao de novos vasos.

3.3.5. Alcool polivinilico

O alcool polivinilico, PVA, € um polimero sintético produzido pela polimerizagéo
do acetato de vinila seguida de reagéo de hidrdlise do acetato de polivinila em alcool
polivinilico (COSTA; MANSUR, 2008). Ele é soluvel, biocompativel, bioinerte,
biodegradavel, de consisténcia macia, aparéncia transparente, alto grau de
intumescimento, estavel quimicamente e com excelentes propriedades mecanicas
elasticas e compressivas (LIU et al., 2020; MARRELLA et al., 2018; THANGPRASERT
et al., 2019; YANG et al., 2004).

Por suas propriedades, o PVA tem sido o polimero de escolha para compor
hidrogéis usados na substituigado de cartilagem. Quando presente num hidrogel, o PVA
tende a formar poros com menores diametros, o que aumenta sua capacidade de
armazenar grandes quantidades de agua. Esta caracteristica permite que um hidrogel
de PVA atue como um lubrificante semelhante a superficie da cartilagem (LI; WANG,;
WANG, 2016).

Thangprasert et al. (2019) mencionam a semelhanca funcional do hidrogel de
PVA hidrofilico ao acido hialurénico no tecido cartilaginoso e, por isso, o PVA foi
selecionado para ser a matriz de base dos scaffolds desenvolvidos no trabalho, sendo
associado a gelatina. Asran, Henning e Michler (2010) fabricaram uma estrutura éssea
a base de nanofibras. Os resultados mostram que tanto a resisténcia a tracdo quanto
o0 moddulo de elasticidade dos hidrogéis de PVA e HA sdo maiores do que os dos
hidrogéis de PVA puro.

Apesar de suas qualidades mecanicas e de sua biocompatibilidade, os
hidrogéis de PVA geralmente carecem de funcionalidades para aderéncia celular (LIU
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et al., 2009; MARRELLA et al., 2018). Por isso, normalmente o PVA é usado em
combinagao com outros polimeros que possa suprir essa fungéo. Naghavi Alhosseini
et al. (2012) demonstraram que a proliferagdo de células em estruturas de PVA e
quitosana foi maior do que em estruturas de PVA, indicando que a quitosana pode ter
acelerado a taxa de proliferagdo de células nervosas PC12. Lan et al. (2019)
desenvolveram um scaffold para engenharia de tecido 6sseo contendo PVA e
nanotubos de carbono, e para melhorar as propriedades de fixagao celular dos
hidrogéis adicionaram fosfato de calcio bifasico.

3.3.6. Hidroxiapatita

Entre as diferentes formas de fosfatos de calcio, a hidroxiapatita bioativa tem
sido investigada de forma mais extensa devido as suas excelentes respostas
biolégicas ao meio fisioldgico (KALITA; BHATT, 2007). A hidroxiapatita constitui um
modelo para o processo de mineralizagao 6sseo e € base de materiais para uso em
enxertos, cimentos, recobrimentos bioativos ou arcabougos para terapia celular
(LEGEROS, 2002). Esta tem sido estudada tanto na forma micro como
nanoparticulada, apés ter demonstrado potencial biocompativel (SANOSH et al.,
2009), além de servir como matriz guia para regeneragao 6ssea, preenchendo os pré-
requisitos de ser osteoindutor e osteocondutor (TRIPATHI et al., 2012). Outra
caracteristica da hidroxiapatita € sua capacidade de adsorcédo, fazendo com que
células e outras substancias se fixem sobre sua superficie, essa propriedade confere
a hidroxiapatita a possibilidade de carrear farmacos, liberando-os de forma controlada
(ROSSI et al., 2000).

A hidroxiapatita estequiométrica possui a proporg¢ao de calcio e fésforo (Ca/P)
igual a 1,67, sendo o fosfato de calcio mais estavel em temperaturas normais e pH
entre 4 e 12 (KOUTSOPOULQOS, 2002). A estrutura da hidroxiapatita pura esta
representada na Figura 8. Do ponto de vista quimico, a composi¢cdo das
hidroxiapatitas biolégica e sintetizada apresenta grandes diferengas da hidroxiapatita
estequiométrica devido as substituicées ibnicas (CAMARGO et al., 2007; WEBSTER
et al., 2001). O osso humano é composto por nanocristais de apatita nao
estequiométrica com estruturas imperfeitas devido as cossubstituicdes idnicas
essenciais (LIN, K; CHANG, 2015).
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FIGURA 8. Estrutura cristalina da hidroxiapatita
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A hidroxiapatita é o constituinte principal da fase mineral de ossos e dentes humanos. Sua estrutura
pertence ao sistema hexagonal, grupo espacial P6s/m, com dimensdes de célula cristalina de a =
9,423 A e c=6,875 A, valores validos para a hidroxiapatita estequiométrica. Férmula molecular:

[Ca10(PO4)s(OH)z].
FONTE: (PRAMATAROVA, L; PECHEVA, 2006)

As hidroxiapatitas sintetizadas pelo método da precipitagao utilizando baixas
temperaturas possuem elevados teores de carbonato e baixa cristalinidade. Assim, o
desempenho clinico das hidroxiapatitas é dependente dessas modificagcbes, dai a
importancia do controle desses parametros para que suas diversas propriedades, tais
como cristalinidade, trocas ibnicas, anisotropia, tamanho de cristalito e
microdeformacao de rede sejam bem determinados de modo que seja assegurado o
comportamento adequado do material in vivo (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

A substituicdo da hidroxiapatita € um processo pelo qual se introduzem ions
metalicos na rede cristalina substituindo os ions de calcio e trazendo caracteristicas
diferenciadas a ela. A adicdo de tragos metalicos a hidroxiapatita € considerada
benéfica, uma vez que estes elementos estdo naturalmente presentes no mineral
0sseo e sao essenciais para o crescimento celular (KALITA et al., 2004).

A estrutura dos fosfatos cerdmicos permite que seus constituintes sejam
substituidos facilmente por uma grande variedade de complexos e metais, como
chumbo (Pb*?), cadmio (Cd*?), cobre (Cu*?), zinco (Zn*?), estroncio (Sr*?), cobalto
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(Co*?), ferro (Fe*?), fluor (F-), cloro (CI), bem como grupos carbonatos (CO3) e
vanadatos (VO4) (ROSSI et al., 2000).

Os minerais inorganicos desempenham papéis versateis e importantes. Na
substituigdo 6ssea, o litio (Li"), dentre os elementos metalicos monovalentes testados,
foi o unico que demonstrou resultados relevantes (LEHMANN; LEE, 2013). Muitos dos
bivalentes demonstraram efeitos benéficos para aplicagdo em engenharia de tecido
0sseo: zinco (Zn*?), magnésio (Mg*?), estréncio (Sr*?), cobre (Cu*?) e cobalto (Co*?),
e atividade osteogénica e/ou angiogénica foi constatada (BOSE et al., 2013). Tri e
tetravalentes (Mn*3; Bi*3; Si*4), assim como a adigdo combinada de bivalentes (Zn*?e
Mg*?; Sr*? e Mg*?), também apresentaram resultados desejaveis (XUE et al., 2008).

Como muitos dos elementos inorganicos metalicos ja s&o incorporados no
corpo através da dieta e participam de importantes processos biolégicos, os 6rgaos
regulatorios fiscalizadores consideram seu uso como aditivo em ceramicas de fosfato
de calcio mais seguro do que a adi¢gao de farmacos e fatores de crescimento (BOSE
et al., 2013). De toda forma, a adigdo de tragos metalicos aumenta naturalmente a
producdo de importantes fatores de crescimento como a proteina morfogenética
O0ssea — 2 (BMP-2) e o VEGF (GAO et al., 2001; HANAI et al., 2006).

A incorporacdo de magnésio a hidroxiapatita tem sido muito estudada,
principalmente por melhorar sua bioatividade (GOMES et al., 2009; LANDI et al., 2006,
2008). A literatura menciona que a quantidade ideal de magnésio a ser incorporada
na estrutura da hidroxiapatita esta entre 5 e 10% (LANDI et al., 2000, 2008;
LAURENCIN et al., 2011; SERRE et al., 1998). Nos estudos de Cox et al. (2014),
diferentes substituicbes foram feitas na rede cristalina da hidroxiapatita, inclusive com
uma substituicdo de 10% com magnésio, e os resultados in vitro demonstraram
viabilidade celular promissora apds 7 dias, e os testes in vivo demonstraram potencial
bioatividade apds 28 dias. Nos resultados de Pereira, R. F. (2017), as substituicdes
de diferentes fosfatos de calcio com magnésio foram bem-sucedidas e né&o

apresentaram citotoxicidade quando testadas in vitro.

3.3.7. Magnésio

Depois do calcio, o magnésio € o elemento mais abundante do osso e parte do

magneésio da superficie 6ssea fica disponivel como reserva para manter os niveis intra
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e extracelular (MELLIS et al., 2011; O'BRIEN; NAKASHIMA; TAKAYANAGI, 2013). O
magnésio € necessario para a sintese de DNA, RNA e proteinas, e participa de
diversos processos bioquimicos atuando como cofator para centenas de reacdes
enzimaticas (WOLF; CITTADINI, 1999).

A presenca do magnésio também desempenha um papel no remodelamento
6sseo, com sua concentragao sendo maior no inicio do remodelamento e diminuindo
com o aumento da calcificagdo (BIGI et al., 1993). Em experimentos in vitro e in vivo,
foi demonstrado que o magnésio, em quantidades adequadas, ele induz os
osteoblastos e inibe os osteoclastos, levando ao aumento da reabsorcdo 6ssea
(MAMMOLI et al., 2019). Por isso, dietas com deficiéncia de magnésio podem levar a
disturbios de remodelacdo éssea, aumento da atividade osteoclastica e risco de
osteoporose (RUDE et al., 2005). Além disso, o magnésio também auxilia na
deposig¢ao de calcio no osso por meio da interagdo com a vitamina D3 (MAMMOLI et
al., 2019).

O uso do magnésio in vitro também ja foi associado a respostas que sugerem
um envolvimento direto e vital na manutencdo da fungdo vascular, induzindo
angiogénese (MAIER et al., 2004; SHAMOSI et al., 2015; VISHNU PRIYA et al., 2016).
Baixos niveis de magnésio estao relacionados a inflamacgoes, reagdes exageradas do

sistema imune e disfungdes endoteliais (MAIER et al., 2004).

3.3.8. Vitamina D

A vitamina D é uma vitamina lipossoluvel conhecida nas suas duas formas
comuns, vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol). A Figura 9 mostra
a estrutura quimica das vitaminas D2 e D3. A vitamina D3 é feita na pele em resposta
a exposicao a luz UVB e ambas as formas de vitamina D também podem ser obtidas
a partir da dieta. Uma vez no corpo, a vitamina D3 é metabolizada pelo figado em sua
forma circulante, 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) (BARRAL, 2007) e requer uma
hidroxilagao adicional no rim para atuar no metabolismo do calcio, tornando-se 1,25
(OH)2D3.

A vitamina D é o maior regulador da homeostase de calcio no organismo e
protege contra a deficiéncia de calcio atuando especialmente no intestino, rim,
glandula paratireoide e osso (VAN DRIEL; POLS; VAN LEEUWEN, 2005). No osso, a
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1,25(0OH)2D3 é importante para a mineralizagao, por meio do controle da absorgao de
célcio no intestino e reabsor¢do no rim. Segundo Holick (1996), a vitamina D atua na
mineralizagdo mantendo quantidades adequadas de calcio e fésforo na circulagao e

no fluido extracelular.

FIGURA 9. Estrutura quimica das vitaminas D2 e D3

vitamina D2 vitamina D3
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Representacdo esquematica da estrutura da vitamina D em duas formas: ergocalciferol (vitamina D2)
e colecalciferol (vitamina D3), ambas ainda em suas formas inativas. A ativagao no figado ou no rim
acontece com a adigédo de grupos OH, resultando nas formas hormonais da vitamina.
FONTE: (PEIXOTO et al., 2012)

A 1,25(0H)2D3 regula o metabolismo 6sseo e, também, é responsavel por
estimular a produgdo de proteinas da matriz 6ssea (colageno, osteopontina e
osteocalcina) e a atividade da fosfatase alcalina envolvidos na mineralizagdo (FRETZ
et al., 2008). A presenca do receptor da vitamina D nos osteoblastos permite efeitos
diretos de 1,25(OH)2D3 nos osteoblastos, mas a magnitude dos efeitos esta sujeita a
presenca de muitos outros fatores. A vitamina D afeta a proliferagdo dos osteoblastos,
bem como a diferenciacdo e mineralizagdo, mas esses efeitos variam com o tempo
de tratamento, dosagem e origem dos osteoblastos (VAN DRIEL; VAN LEEUWEN,
2014). A deficiéncia e insuficiéncia da vitamina D pode causar uma série de doengas
osseas, incluindo raquitismo, osteoporose e hipocalcemia.

Nas ultimas décadas, estudos indicam que a vitamina D também desempenha
um importante papel regulador na fungcéo imune, inflamagao, angiogénese e pode
proteger contra o processo de envelhecimento (JAMALI; SORENSON; SHEIBANI,
2018; OZEKI; AOKI; FUKUI, 2008).

Ja foi reportado que a vitamina D modula as funcdes das células endoteliais e

que células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) sédo capazes de produzir
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vitamina D (ZEHNDER et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que vitamina D é
capaz de estimular a proliferagdo de células endoteliais e inibir a apoptose,
aumentando a produgao de oxido nitrico em um modelo murino (PITTARELLA et al.,
2015).

A forma hormonal e biologicamente ativa 1,25(OH)2D regula a fungéo da artéria
coronaria, da aorta e das células musculares lisas vasculares, sendo que nestas
ultimas aumenta a produgédo de VEGF. A 1,25(0OH)2D3 sintetizada por condrécitos
ajuda a regular a diferenciacdo dessas células, angiogénese e osteoclastogénese
(JAMALI; SORENSON; SHEIBANI, 2018; OZEKI; AOKI; FUKUI, 2008).

No trabalho de Wong et al. (2014), o tratamento com vitamina D3 restaurou
completamente a resposta angiogénica normal em camundongos com disfungdes
vasculares, podendo reverter estes quadros. Ainda neste trabalho, é sugerido que a
vitamina D3 é um forte candidato para restaurar a angiogénese no diabetes mellitus.

A insuficiéncia ou deficiéncia da vitamina D estd associada a infarto do
miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva e estenose aortica calcificada, que pode
levar a calcificagcdo vascular macigca observada na doenga renal cronica
(ZITTERMANN; KOERFER, 2008).

3.3.9. Osteogénese

A osteogénese € o processo de formagao 6ssea (SETIAWATI; RAHARDJO,
2018). Ela acontece através pela proliferagdo, crescimento e maturagao de células
osteoprogenitoras (YUE et al., 2020). O processo de formacgao 6ssea é chamado de
ossificagdo endocondral quando o tecido mesenquimal se diferencia em cartilagem e
posteriormente € substituida por osso. Quando as células mesenquimais se
diferenciam diretamente em tecido 6sseo, o processo € chamado de ossificagao
intramembranosa (GILBERT, 2000). Este processo ocorre principalmente nos 0ssos
do cranio e, também, no reparo 6sseo (SETIAWATI; RAHARDJO, 2018).

Os osteoblastos participam da ossificacdo intramembranosa e sao
consideradas as principais células funcionais da formagao 0ssea, responsaveis pela
sintese, secrecao e mineralizagdo da matriz éssea (BAI et al., 2018). Além dos
osteoblastos existem os osteoclastos. Os osteoclastos sdo derivados de células-
tronco hematopoiéticas e sdo os principais responsaveis pela reabsor¢ao ossea. As
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interacdes coordenadas entre osteoblastos e osteoclastos mantém a massa ossea
normal e auxiliam na remodelagéo éssea final (BUENO; GLOWACKI, 2009).

No processo de consolidacdo Ossea e formagdo de novo tecido 0Osseo,
diferentes tipos de moléculas estdo envolvidos, incluindo fatores osteogénicos
pertencentes principalmente a superfamilia do fator de crescimento transformador-3
(TGF-B), como proteina morfogenética éssea (BMP), e fatores angiogénicos, como
fator de crescimento insulinico (IGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY,
2012).

O osso natural € composto basicamente de hidroxiapatita, ions e colageno.
Qualquer material artificial usado para aplicagdo em reconstrucdo Ossea deve
mimetizar as fungbes naturais do osso (MOHAMMAD; AL-LOHEDAN, 2017).
Atualmente, para a utilizagdo como substitutos do tecido 6sseo, existem diversos
biomateriais disponiveis. Eles variam n&do somente em relag&o a sua origem (natural
ou sintético) e composi¢ao quimica (metalicos, ceramicas, polimeros ou compdésitos),
mas também quanto a sua agdo mecanica e conFiguragao espacial (blocos sélidos,
ldminas, esponjas porosas e hidrogéis) (ABUKAWA et al., 2006; BAI et al., 2018;
GIANNOUDIS; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005).

Idealmente, os materiais para aplicagao em tecido 6sseo devem atender aos
seguintes requisitos: biocompatibilidade, n&o imunogenicidade, n&o toxicidade,
biodegradagdo, boas propriedades mecénicas, boa porosidade e estrutura
tridimensional, com uma grande proporgao de volume de superficie para aderéncia e
proliferagdo celular (YUE et al., 2020). Além disso, espera-se também que o
biomaterial para tecido 6sseo apresente capacidades adicionais como a capacidade
de entregar moléculas bioativas de forma controlada e previna patologias (PORTER,;
RUCKH; POPAT, 2009). O uso da tecnologia de hidrogéis pode trazer todas essas
vantagens. Com a escolha das matérias-primas adequadas e a facilidade de
adaptacao para a geometria desejada, seja ela implantagdo ou injegcéo, € possivel

alcangar um hidrogel com potencial clinico promissor.

3.3.10. Angiogénese
O osso é uma estrutura altamente vascularizada. Durante o processo de reparo

de lesdo nos ossos, a formagdo de novos vasos sanguineos é essencial para a
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formacao do novo tecido (ARNOLD; WEST, 1991), principalmente para que ocorra o
transporte de oxigénio, nutrientes e componentes da mineralizagdo 6éssea (STEGEN;
VAN GASTEL; CARMELIET, 2015). Uma resposta angiogénica efetiva e estruturada
€ fundamental para o reparo 0Osseo bem-sucedido (DICKSON; KATZMAN;
PAIEMENT, 1995). Por consequéncia, a angiogénese € a chave para o reparo 0sseo
(HANKENSON et al., 2011).

A angiogénese é definida como a formagao de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes em um processo envolvendo migragéo e proliferacdo de
células endoteliais ja existentes (SCHAMS; BERISHA, 2004).

O processo da angiogénese € um processo regulado que envolve uma série de
estimuladores como o FGF, o VEGF, angiopoietinas e ativadores de integrina.
Inibidores como trombospondina, angiostatina e endostatina também participam do
processo (DAVIS et al., 1996; ELICEIRI; CHERESH, 1999; NUGENT; 10ZZ0, 2000;
O’'REILLY et al., 1994, 1997; PETROVA; MAKINEN; ALITALO, 1999).

A angiogénese acontece regularmente no corpo quando ha necessidade,
sendo requerida para a cura e reperfusao do tecido. Quando o corpo perde o controle
desse processo, pode ocorrer aumento ou diminuigdo do numero de novos vasos. O
excesso de atividade angiogénica alimenta os tecidos doentes, como é o caso de
cancer, artrite reumatoide e psoriase (ISNER; ASAHARA, 1999; ZICHE; DONNINI;
MORBIDELLI, 2005). A angiogénese insuficiente ocorre em doengas como doenga
arterial coronariana, acidente vascular cerebral e cicatrizacdo tardia de feridas
(ISNER; ASAHARA, 1999), onde os vasos sanguineos nao crescem adequadamente
e a circulacado nao é restaurada corretamente, podendo levar a morte tissular.

A angiogénese insuficiente ocorre quando o tecido ndo pode produzir
quantidades adequadas de fatores de crescimento angiogénicos. Portanto, a
angiogénese terapéutica destinada a estimular o crescimento de novos vasos
sanguineos com fatores de crescimento e preservar a integridade dos tecidos que
sofreram isquemia, esta sendo desenvolvida para tratar essas condigbes (ZICHE;
DONNINI; MORBIDELLI, 2005).

Muitos estudos relatam a adicdo de componentes que auxiliam
revascularizagao do tecido. A adicdo de metais tem trazido beneficios ao processo. O
cobre é conhecido por induzir a angiogénese em células endoteliais e sua associagéo

a fatores de crescimento pode gerar efeitos sinérgicos que sdo extremamente
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importantes para a engenharia de tecidos (principalmente tecido 6ésseo) e biomateriais
(GERARD et al,, 2010). O estréncio, embora frequentemente considerado um
promotor da osteogénese, tem sido associado ao aumento de fatores pro-
angiogénicos em osteoblastos (FU et al., 2015). O magnésio é capaz de induzir a
producao de oOxido nitrico nas células endoteliais, que é essencialmente o0 mesmo
mecanismo que o VEGF utiliza para induzir a angiogénese (MAIER et al., 2004).

No estudo de Augustine et al. (2014) foi demonstrado que membranas do
polimero policaprolactona (PCL) contendo nanoparticulas de éxido de zinco s&o pro-
angiogénicas. E foi demonstrado que nanoflores de 6xido de zinco podem induzir a
proliferagdo e migragao de células endoteliais e aumentar o numero de novos vasos
(AYAN et al., 2012).

Yu et al. (2017b) entdo desenvolveram um design de hidroxiapatita com
mesoporos que permite a penetragao de células, bem como o fluxo de fluido em todo
o material, promovendo a aplicacdo efetiva da regeneragdo Ossea através da
combinacgao de autoajuste in situ, plasticidade, angiogénese e osteocondutividade. E
assim como as hidroxiapatitas, os hidrogéis sdo usados na engenharia de tecidos com
atividade angiogénica. Vishnu Priya et al. (2016) produziram um sistema de hidrogel
com 2% de bioglass dopado com magnésio e nanoparticulas de fibrina, que
apresentou potencial angiogénico e osteogénico. Este hidrogel pode ser
potencialmente utilizado para regeneragao efetiva de defeitos dsseos irregulares.

Cao et al. (2014) desenvolveram uma nanoparticula de quitosana associada a
BMP e esponjas de gelatina. O material foi testado in vivo e in vitro e demonstrou
promissora atividade angiogénica e osteogénica. Nos estudos de Li, X. et al. (2019)
foi desenvolvido um compdésito biodegradavel injetavel composto de hidrogel de acido
hialurénico com fibras de poli (e-caprolactona), que mimetiza a microarquitetura e as
propriedades mecéanicas da matriz extracelular de tecido mole. O composto injetavel
demonstrou atividade angiogénica e aumentou as respostas regenerativas dos tecidos
nativos (in vivo), permitindo assim resultados duradouros da restauragao dos tecidos
moles.

No mercado também ja existem patentes de processos que induzem a
revascularizagdo de tecidos. A invengao de Eggink e Hoober (2013) traz o uso de
peptideos na regulagdo da liberagdo de um padrdo especifico de citocinas que

promovem a angiogénese e / ou podem ser usados para modular o sistema imune. O
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sistema delivery patenteado por McKay (2014) compreende uma forma revestimento
polimérico utilizado como biomaterial para implantagdo em locais onde haja defeitos
0sseos. Junto a estes revestimentos sdo adicionados agentes terapéuticos que em
certas formas de utilizagdo proporcionam acédo angiogénica. Em area semelhante,
Drapeau e Wei (2013) desenvolveram revestimento para delivery de agentes
terapéuticos em cirurgias; em algumas formas de utilizagdo do sistema ha a utilizagéo
de agentes angiogénicos e podem ser incluidos em biomateriais 6sseos como

hidroxiapatitas.
3.4. Materiais e métodos
3.4.1. Materiais

Reagentes: Nitrato de calcio tetra-hidratado (236,15 g.mol! Synth, Brasil);
Cloreto de magnésio hexa-hidratado (203,3 g.mol-', Synth, Brasil); Fosfato de Aménio
Monobasico (115,03 g.mol-!, Merck, Alemanha); Solugédo de Hidréxido de Aménio a
25% (35,04 g.mol' Merck, Alemanha); Quitosana de baixa massa molecular,
desacetilagdo > 75% (50-190 g.mol!, Sigma Aldrich, EUA); Acido acético glacial
(60,05 g.mol',Vetec, Brasil); Cloreto de sddio (58,44 g.mol!, Neon, Brasil), Cloreto de
potassio (74,55 g.mol!, Synth, Brasil); Fosfato de sddio dibasico anidro (141,96 g.mol-
', Quimica Moderna, Brasil); Fosfato de potassio monobasico (136,0855 g.mol™,
Vetec, Brasil); Hidroxido de Sédio (40,0 g.mol!, Exodo Cientifica, Brasil); Bicarbonato
de sodio (84,01 g.mol, Nuclear, Brasil); Acido cloridrico (36,46 g.mol!, Quimica
Moderna, Brasil); Cloreto de célcio (110,98 g.mol',Vetec, Brasil); Sulfato de sédio
(142,04 g.mol-!, Synth, Brasil); Tris-hidroximetil aminometano (121,14 g.mol", Exodo
Cientifica, Brasil); Nitrito de sédio (68,99 g.mol", Meta Quimica, Brasil); Acido Citrico;
Triton X-100 (647 g.mol', Chem-Impex, EUA); Gelatina de pele bovina tipo B (Sigma,
EUA); Alcool polivinilico hidrolisado 80% (9-10 g.mol', Sigma, EUA);
Carboximetilcelulose sal sodico (9x10* g.mol', Synth, Brasil); Vitamina D em po
(384,64 g.mol, Araujo, Brasil).

Meios e Kits: Meio essencial minimo com modificagdo de Dulbecco (DMEM)
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA); Meio essencial minimo com
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modificagao Alfa (aMEM) (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA); Meio
essencial minimo com modificagao de Dulbecco (DMEM) sem vermelho de fenol (Life
Technologies); Meio para células endoteliais humanas sem soro e Soro bovino fetal
(SFB) (Gibco, Thermo Fischer Scientific, EUA); Solugdo antibidtica (10.000
unidades.mL"" de penicilina, 10mg.mL-" de estreptomicina); brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdélio (MTT) (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
EUA); Dodecil Sulfato de Sodio (LGC Biotecnologia, Brasil); Tripsina-EDTA (0,25%)
(Sigma-Aldrich, EUA), Geltrex (Thermo Fisher Scientific, EUA); Kit Fosfatase alcalina
(Labtest, Brasil); Assay BCA Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA); Griess Reagent Kit
(para quantificagédo de Nitrito) (Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para os testes de cultura celular foram utilizadas linhagens de células
fibroblasticas de camundongo L929, adquiridas no Banco do Rio de Janeiro (Brasil).
As células endoteliais da linhagem de veia umbilical humana EA.hy926 foram
gentilmente doadas pela Professora Dr® Luciana Andrade, do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFMG e as células pré-osteoblasticas de camundongo MC3T3
gentilmente doadas pela Professora Dr® Adriana Abalen, também do Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG.

3.4.2. Métodos

3.4.2.1. Sintese das nanoparticulas de hidroxiapatita pelo método da

co-precipitagao

A sintese das nanoparticulas de hidroxiapatita (HA) foi feita utilizando
metodologia adaptada de Cox et al. (2014).

O preparo da primeira solucdo foi feito com 40 mmol de fosfato de aménio
monobasico [(NH4) H2PO4] em 150 mL de agua deionizada, ajustando o pH para 11
com a adigao de hidroxido de amdnio (NH4OH) 25%. A segunda solugéo foi preparada
usando-se 66,7 mmol de nitrato de calcio tetraidratado [Ca(NO3)2]4H20 em 100 mL
de agua deionizada sob agitacao até a homogeneizacgéao.

Em seguida, verteu-se cuidadosamente, gota a gota, a primeira solugao (fosfato
de amoénio) sobre a segunda solugdo (nitrato de calcio). Este processo foi feito
mantendo agitagao vigorosa e temperatura a 100 °C por 24 horas. Nesta etapa, a
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solucao final foi filtrada e lavada com agua deionizada até atingir pH 7,0. O precipitado
retido foi seco em estufa a 100 °C por 24 horas, macerado para descompactar o po e
armazenado.

A sintese das HA substituidas com magnésio seguiu a mesma metodologia da
HA pura, mas com adi¢cdo de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2¢6H20) a
segunda solucao. Desta forma, foram sintetizadas HA substituindo 2,5%, 5% e 10%
da molaridade do calcio por magnésio. A tabela 5 apresenta as abreviaturas das
hidroxiapatitas sintetizadas e a Figura 10 mostra imagens de etapas da sintese.

TABELA 5. Abreviacao das HA sintetizadas

Grupos de HA Abreviatura
Hidroxiapatita pura HAp
Hidroxiapatita substituida com magnésio 2,5% HA-Mg 2,5%
Hidroxiapatita substituida com magnésio 5% HA-Mg 5%
Hidroxiapatita substituida com magnésio 10% HA-Mg 10%

FONTE: A autora, 2021.

Figura 10. Sintese das nanoparticulas de hidroxiapatita

Etapas da sintese: agitagcao das solu¢gdes em banho de silicone a 100°C, filtragcdo e lavagem do
precipitado, e as nanoparticulas em p6 apés maceragao.
FONTE: A autora, 2021.
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3.4.2.2. Preparacgao do hidrogel

A sintese dos hidrogéis multipoliméricos, contendo hidroxiapatita e vitamina D,
foi desenvolvida com base nos protocolos propostos por Thangprasert et al. (2019)
Wongsawichai et al.(2019).

Para a preparacgao dos hidrogéis foram utilizadas as seguintes solugoes base:
quitosana de baixa massa molecular relativa (1% m/v) dissolvida em solugéo aquosa
de acido acético a 2%; CMC (2% m/v) dissolvida em agua deionizada; gelatina (7%
m/v) dissolvida em agua deionizada; PVA (7% m/v) dissolvido em agua deionizada.

Sob agitacao, foram adicionadas 500 mg das HA e 50 mg de vitamina D e
misturados a solucdo de quitosana, e logo apds, a solugdo aquosa de
carboximetilcelulose foi adicionada gota-a-gota. Em seguida, as solugdes de gelatina
e PVA foram adicionadas a mistura, que ficou sob agitagao por 1 hora. Decorrido este
tempo, a mistura foi neutralizada até atingir pH 7 com hidréxido de sédio 10% e lavada
trés vezes a 3000 rpm por 10 minutos com agua deionizada. Ao final, o sobrenadante
foi descartado e os hidrogéis armazenados a 4 °C. A Figura 11 ilustra as etapas de

preparagao dos hidrogéis.

Figura 11. Preparagao dos hidrogéis

Solugdes v HA e
poliméricas vitamina D
% l Ajuste de pH

/ﬁ

Timm] =]

Etapas de preparagao dos hidrogéis: solubilizagdo das solugdes poliméricas, adi¢éo das
nanoparticulas de HA e da vitamina D, ajuste de pH, lavagem com centrifugag¢des a 3000 rpm por 10
min e o hidrogel final.

FONTE: A autora, 2021.
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Os hidrogéis formados foram congelados a -20 °C e liofilizados para a
realizacao dos testes de caracterizacao e testes in vitro. Para testes in vitro, os
hidrogéis foram esterilizados através de varias lavagens com alcool 70% e PBS
esterilizado, seguidas de 20 minutos sob luz ultravioleta. Em todos os testes foram
utilizados corpos de prova de 10 x 2 mm.

A proporgéo base dos hidrogéis é 40% de hidroxiapatita, 30% de quitosana e
30% CMC. Wongsawichai et al. (2019), demonstraram que a proporgéo 40/30/30 para
HA/quitosana/CMC apresenta alta densidade e for¢a de compresséo (0,0354 + 0,0064
MPa), e valores de médulo elastico moderado (0,3411 £ 0,1126 MPa).

Ao final, adicionalmente a propor¢ao base, os hidrogéis contém 17,5% de
gelatina, 4% de PVA e 4% de vitamina D. O uso e as proporgdes de gelatina e PVA
foram determinadas levando em considerag&o que, em conjunto, estes polimeros tém
a capacidade de melhorar as propriedades mecanicas do compésito, mas em alta
concentracdo, principalmente o PVA, diminui sua porosidade, reduzindo a
possibilidade de colonizagdo celular (THANGPRASERT et al, 2019;
WONGSAWICHAI et al., 2019). A vitamina D foi determinada pela quantidade de
hidroxiapatita.

A Tabela 6 apresenta a composicao e identificagdo de cada hidrogel preparado.

TABELA 6. Composic¢ao dos hidrogéis preparados

Hidrogel Composiciao Identificagao

1 HAp, Vitamina D, Quitosana, Gel 1
Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA

2 HA-Mg2,5%, Vitamina D, Quitosana, Gel 2
Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA

3 HA-Mg5%, Vitamina D, Quitosana, Gel 3
Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA

4 HA-Mg10%, Vitamina D, Quitosana, Gel 4

Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA
FONTE: A autora, 2021.
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3.4.2.3. Caracterizagao fisico-quimica das hidroxiapatitas e dos

hidrogéis

3.4.2.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das HA foi estudada por MEV utilizando microscépio eletrénico
JEOL JSM -6360LV, com sistema EDS (Espectroscopia de energia dispersiva de raio-
X) acoplado, com uma tensao de aceleracdo de 20 kV e magnificagbes de 1000x. O
sistema de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) forneceu
informacéao sobre o teor dos componentes quimicos, através dos quais determinou-se
qualitativamente a composicdo metalica das amostras.

A morfologia dos hidrogéis foi estudada por MEV utilizando o microscoépio
eletronico FIB Quanta 200 FEG 3D também com EDS. As amostras foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 mol.L"! por 4 horas. Apds a remogéo do
fixador foi adicionado o tamp&o fosfato 0,1 mol.L-!. As amostras em tampao foram
enviadas para o Centro de Microscopia da UFMG, onde foram realizadas as etapas
de fixagcédo secundaria, desidratagcédo, secagem em ponto critico de CO2 e metalizagao,

e posterior analise.

3.4.2.3.2. Microscopia eletréonica de transmissao (MET)

A morfologia e tamanho das HA foram avaliadas por MET utilizando
microscopio Tecnai G2-12 - FEI Spirit Biotwin 120 kV. Para as analises, as amostras
foram dispersas em agua e levadas ao ultrassom por aproximadamente 2 minutos.
Em seguida, as suspensdes foram depositadas em grades de cobre com filme de
carbono para facilitar a condugéo de elétrons e evitar o acumulo de cargas e com
consequente destruicdo da amostra. As médias das alturas e dos diametros das HA
foram obtidas com o software ImageJ.

As analises de microscopia foram realizadas no Centro de Microscopia da
UFMG.
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3.4.2.3.3. Espectroscopia de absorgao atomica

A quantificagcdo de calcio e magnésio presente nas HA foi realizada também
por espectroscopia de absorgdo atdémica (Varian - Modelo AA240FS, Australia). Para
realizar as medigdes, 20 mg de cada amostra de HA foi dispensada em uma mistura
contendo 10 mL de agua deionizada e 10 mL de solugéo nitrica acida concentrada
(65%). Para a dissolugao completa das HA, a solugéo acida foi aquecida a 250 °C até
evaporar cerca de 2/3 da solugado. O volume foi aumentado para 50 ml usando agua
deionizada, o pH foi ajustado para aproximadamente 7 e as amostras foram
submetidas a analise de espectrometria de absor¢ao atdmica. A substituicdo em mol
(%) do calcio por magnésio foi calculada a partir das medidas fornecidas pela
espectroscopia de absor¢ao atébmica, de acordo com a relagao abaixo (BIGI et al.,
2007):

Substituicdo experimental mol (%) = cation / (cation + Ca) x 100. (Eq.2)

3.4.2.3.4. Difragao de raio-X (DRX)

A difracado de raio-X foi realizada para determinar o grau de cristalizagdo dos
cristais de hidroxiapatita sintetizados, utilizando-se tubo de cobre e radiacdo de
CuKa=1,54051 A, operando a 30 kV e 30 mA, com variagdo do angulo 26 de 10 a 70
graus com velocidade de varredura de 46.min"", do difratdmetro SHIMADZU, XRD-
7000 X-RAY, do Departamento de Quimica da UFMG. Os perfis de difragdo foram
analisados com o software OriginPro 7.0, OriginLab Corporation.

O banco de dados do Centro Internacional de Dados de Difragdo (ICDD) foi
utilizado em conjunto com o programa Search-match para identificacdo das fases
presentes nos difratogramas. Os padrdes de difracdo da HA estequiométrica (ICDD -
PDF # 01-074-0565) e do B-fosfatotricalcico (3-TCP / ICDD - PDF # 04-008-8714)
foram comparados diretamente com os padrées de difracdo de raios-X de todas as
amostras para investigar a presencga de picos caracteristicos destes fosfatos de calcio.
Para todas as amostras de HA, os parametros de rede, a e c, foram calculados
utilizando respectivamente os picos de difragdo correspondentes aos planos (300) e
(002) e usando a equacao (CHADHA et al., 2020):
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1 4(h* +hk+k? +12 (Eq.3)
d? 3

dz a? c2
Onde 'd' é o espagcamento interplanar e h, k, | sdo os indices de Miller. Apds o
calculo dos parametros de rede os valores encontrados foram utilizados para estimar
o volume da rede com a equacao:
= 2
\Y 0,866 asc (Eq.4)

O tamanho do cristalito foi calculado com base nas medidas do pico de difragao
correspondente ao plano cristalografico (002) da HA, usando a equagao de Scherrer
(COX et al., 2014):

L= kA - (Eq.5)
CoS

Onde L =tamanho do cristalito, K = constante de Scherrer dependente da forma
do cristal (0,9), A = comprimento de onda da radiagao utilizada, B = é a largura da meia
altura do pico em radianos (FWHM) e 86 = angulo de Bragg.

A cristalinidade é definida como a fracdo de fase cristalina em um volume de
amostra. O grau de cristalinidade (Xc) dos nHAs foi calculado usando a seguinte
equacao:

3

K Eq.

XC:( A) (Eq.6)
By,

Onde Ka é uma constante definida em 0,24 e B12 € o FWHM do plano
cristalografico (002) em graus (REN et al., 2009).

3.4.2.3.5. Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho

por transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho foi realizada para investigar a composigao
das HA, da vitamina D, dos polimeros e dos hidrogéis. Os espectros de absor¢ao na
regido do infravermelho das HA, da vitamina D, dos polimeros e dos hidrogéis foram

registrados em espectrofotdbmetro Perkin Elmer Spectrum GX, do Departamento de
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Quimica da UFMG. Os espectros foram obtidos a partir de pastilhas de KBr na regiao
de 4500-400 cm™', e a intensidade dos picos nos espectros indica o material. Os dados
foram tratados pelos programas ACD/SpecManager 6.0, ACDLabs, e os espectros
foram posteriormente gerados utilizando o programa OriginPro 7.0, OriginLab

Corporation.

3.4.2.3.6. Analise Térmica

A andlise termogravimétrica (TG) foi realizada para avaliar a perda de massa
das HA, da vitamina D, dos polimeros e dos hidrogéis em fungdo da variagdo da
temperatura. Para as analises, as amostras foram aquecidas a uma raz&o de 10°C
por minuto até 600°C, sob atmosfera dindmica de N2, com vaz&o de 50 mLmin'. As
curvas foram obtidas através do equipamento DTG60 (Shimadzu, Japao) do
Departamento de Quimica da UFMG. Os dados obtidos foram analisados no programa

OriginPro 7.0, OriginLab Corportion.

3.4.2.3.7. Isoterma de adsorgao e area superficial

A técnica de adsorgcdo de nitrogénio sobre superficies de materiais é um
método amplamente usado na determinacdo de area de superficie, porosidade e
distribuicdo de poros. As analises foram realizadas no equipamento Quantachrome
AutosorblQ2 equipament, do Departamento de Quimica da UFMG. As HA foram
previamente aquecidas a 120°C por 6 horas para desgaseificagdo. A distribuicdo do
didmetro de poros foi obtida através da técnica de fisissorgdo de nitrogénio a 77K.
Para o calculo das areas especificas, foi empregado o método BET (Brunauer,
Emmett e Teller) e BJH (Barrett, Joyner e Halenda), adotando uma faixa de pressao
relativa (p/p0) entre 0,03 a 0,5. Os dados obtidos foram plotados no programa

OriginPro 7.0, OriginLab Corportion.

3.4.2.3.8. Espalhamento de luz eletroforético

Para avaliar a estabilidade do espalhamento das dispersdes das HA e conhecer
a carga sobre a superficie das particulas, medi¢gbes de potencial zeta foram feitas
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utilizando o equipamento Zetasiser ZS Nanoseries, Malvern Instruments, com cubetas
de poliestireno (DTS 0112). Os valores de potencial zeta foram obtidos a partir da
meédia de trés medidas, sendo que para cada medida, foram realizadas 30 leituras.
Foram preparadas dispersdes nas concentragdes de 1 mg-mL-' em agua deionizada
e pH 7. Apds 3 minutos de dispersao ao ultrassom foi retirado 1 mL da suspensao de

particulas para medi¢des do Potencial Zeta das HA.

3.4.2.3.9. Medida de pH

Este teste foi realizado de acordo com metodologia adaptada de Lu et al. (2011)
e Lee et al.(2017). As medidas de pH foram realizadas com amostras de cada hidrogel
imersas em 6 mL de Fluido Corporal Artificial (FCA) e mantidas a 37 °C.

O protocolo para preparo do FCA utilizado foi descrito por Kokubo e Takadama
(2006), tendo composicdo semelhante a do plasma sanguineo humano. O FCA
continha 8,035g de NaCl, 0,355g de NaHCOs3, 0,225g KCl, 0,231g de K2HPO4.3H20,
0,311g de MgCl2-6H20, 39 mL de acido cloridrico na concentragdo de 1 mol.L™" (1.0M-
HCI), 0,292g de CaClz, 0,072g de Na2S0a4 e 6,118g de tris-hidroximetil aminometano
((HOCH2)3CNHz2) dissolvidos em agua deionizada e tamponado a pH 7,4 com 1.0M-
HCI, para obtencdo de 1 L de FCA.

O valor do pH para cada amostra foi medido nos seguintes intervalos de tempo:
5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos e apos cada 24h por 4 dias, usando pHmetro (MS
TECNOPON, mPA-210, Brasil). O FCA foi substituido diariamente apds cada medida
de pH. Os testes foram realizados em ftriplicata e os valores foram expressos pela

média das medidas de cada amostra.

3.4.2.3.10. Teste de liberagao de ions

O estudo da liberagao de ions tendo os hidrogéis como matriz foi feito utilizando
as metodologias adaptadas de Alkhraisat et al. (2013), Elahpour et al. ( 2018) e Taha
et al. (2017). As amostras de hidrogel foram imersas em 8 mL de agua deionizada e
levadas a 37°C. As medidas foram feitas apds 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias e a
concentragdo dos ions Ca?* e Mg?* foram determinadas por espectrémetro de
absorc¢ao atdbmica com atomizagao por chama (Varian — Modelo AA240FS, Australia).
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Antes de cada aferigao, o liquido foi coletado e centrifugado a 1,400 rpm por 3 minutos,
para precipitacdo das particulas em suspensdo. Em seguida, o liquido foi filtrado
usando filtro de papel Whatman® e armazenado para afericdo. As medidas foram
realizadas em triplicata e, apos cada tempo do experimento, a agua deionizada foi

trocada.

3.4.2.3.11. Teste de Swelling

Para estudar o comportamento de intumescimento dos hidrogéis, o teste de
Swelling foi realizado de acordo com as metodologias de Malik et al. (2020) e Ren et
al. (2018). Amostras de aproximadamente 10 mg dos hidrogéis liofilizados de cada
grupo foram separadas e colocadas em PBS pH 7,4 a 37°C. Nos tempos
experimentais 30 min, 1 h, 3 h, 12 h e 24 h, os hidrogéis foram retirados do PBS,
colocados em papel de filtro por 1 segundo para remover a agua da superficie e depois

pesados. A razdo de intumescimento foi entdo calculada usando a seguinte formula:

Razéo de Swelling (%) = 100 x (massa final — massa inicial) / (massa inicial) (Eq.7)

3.4.2.3.12. Biodegradacao in vitro

A biodegradacao in vitro e a estabilidade fisiolégica dos hidrogéis foi estudada
através do monitoramento da perda de massa em funcéo do periodo de incubacgao.
Os testes foram realizados segundo metodologia adaptada de Gorgieva e Kokol
(2012) e Ren et al. (2018).

Amostras de aproximadamente 50 mg dos hidrogéis liofilizados e esterilizados
foram incubadas a 37 °C sob agitacao (60 rpm) em 25 mL de duas solugdes diferentes:
uma solugédo enzimatica (32 mg de colagenase em 200 mL de PBS com adi¢ao de
290 mg de CaCl2) e uma solugédo fisiologica (PBS pH 7,4). As amostras foram
incubadas por 1, 3, 5, 7, 10 e 14 dias e, ap0s este periodo, elas foram retiradas das
solugdes, colocadas em papel de filtro por 1 segundo para remover a agua da
superficie e depois pesados. A taxa de perda de massa foi definida pela seguinte
férmula:

Perda de Massa (%) = 100 x (massa final — massa inicial) / (massa inicial) (Eq.8)
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3.4.2.3.13. Capacidade de formagao da apatita

A capacidade de formacéo de apatita na superficie dos hidrogéis foi avaliada
de acordo com protocolo adaptado de He et al. (2012) e Lu et al. (2011). A bioatividade
in vitro dos hidrogéis desenvolvidos foi avaliada pela capacidade de formacgao de
apatita em suas superficies, apds imersao em FCA (protocolo de preparo descrito no
item 3. 4.2.3.9 Medicdo de pH). Para a realizagdo do experimento, amostras foram
imersas em 20 mL de FCA e levadas a 37 °C por 14 dias. Decorrido o tempo
experimental, as amostras foram removidas da solugao, lavadas suavemente com
agua deionizada e secas a 37°C por 24 h. O teste foi realizado em duplicata e o FCA
foi trocado a cada dois dias. As alteragcdes das superficies das amostras foram
investigadas por MEV FIB Quanta 200 FEG 3D com EDS.

3.4.2.4. Estudos in vitro

3.4.2.4.1. Cultivo de células

Os fibroblastos de camundongo (L929) e as células endoteliais (EA.hy926)
foram cultivados em garrafas contendo DMEM High Glucose (4500 mg.L"),
suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico/antimicotico (Penicilina 10.000
unidades.mL""/ estreptomicina 10 mg.mL"). Os pré-osteoblastos de camundongo
(MC3T3) foram cultivados em garrafas contendo aMEM, suplementado com 10% de
SFB e 1% de antibiotico/antimicético (Penicilina 10.000 unidades.mL""/ estreptomicina
10 mg.mL-"). Todas as células foram incubadas em estufa umidificada contendo CO2
a 5%, a 37 °C.

3.4.2.4.2. Citotoxicidade
O teste de viabilidade celular foi realizado através do ensaio de MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio). O ensaio de MTT é um teste

colorimétrico utilizado para determinar a viabilidade celular através da atividade da

enzima redutase mitocondrial em células vivas.
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Apods atingir confluéncia de 80%, as células foram tripsinizadas com
tripsina/EDTA e transferidas para placas de 96 pogcos com concentracdo em torno de
1x10* células/pogo. Depois de 24 horas de incubacgéo a 37 °C e CO2 a 5%, para os
testes das nanoparticulas, dispersdes contendo 200 ug.mL" de cada HA em meio de
cultura, foram adicionadas em hexaplicata, e incubadas novamente a 37 °C e CO2 a
5%, por periodos de 24, 48 e 72 horas. Para os testes com os hidrogéis, as amostras
de cada gel foram imersas em meio de cultura e incubados a 37 °C, 5% de COz, por
24 horas e, apds este periodo, 100 pyL deste eluato, foram adicionados, em
hexaplicata, e incubados nas mesmas condicdes e tempos experimentais.

Ap06s cada periodo de incubagao, as placas foram lavadas com solugao de PBS
estéril, acrescidas do reagente de MTT, na concentragdo 5 mg.mL™', dissolvido em
DMEM sem vermelho de fenol. As placas foram protegidas da luz devido a
fotossensibilidade do MTT. Depois de 4 horas de incubacao a 37 °C, 5% de COz, para
formacao dos cristais azuis de formazam, foi adicionado solugédo detergente de
dodecilsulfato de sédio (SDS). Entdo ao completar 18 horas, foram realizadas as
leituras em espectrofotometro de UV-visivel (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®)
no comprimento de onda de 570 nm. Controles negativos (contendo somente células
sem tratamento) e brancos (sem células e sem tratamento) foram analisados em todas
as placas.

A citotoxicidade foi calculada segundo a férmula:

Citotoxicidade (%) = (valor experimental) / (controle positivo - controlo negativo) x 100
(Eq.8)

Assim, a porcentagem relativa de células viaveis, presente nos grupos em
teste, foi calculada considerando-se o grupo controle como 100% de viabilidade. A
citotoxicidade celular foi classificada de acordo com o Padrédo Internacional de
Organizagao (ISO 10993-5), descrita em Xiao et al. (2018), onde:

e grau 0: viabilidade celular = 100%;

e grau 1: 75% < viabilidade celular < 99%;
e grau 2: 50% < viabilidade celular < 75%;
e grau 3: 25% < viabilidade celular < 49%;
e grau 4: 1% < viabilidade celular < 25%;

e grau 5: viabilidade celular = 0.
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Os graus 0 e 1 representam nao citotoxicidade e, os graus 2, 3, 4 e 5

representam diferentes niveis de citotoxicidade.

3.4.2.4.3. Teste de aderéncia e morfologia celular

O teste de aderéncia celular foi realizado utilizando a metodologia adaptada de
Begam et al. (2017). Para o teste de aderéncia celular ao material, os corpos de prova
de cada um dos hidrogéis foram colocados, em pogos de placa de 24 pogos, em
triplicata. Neste experimento foram utilizados dois tipos celulares: EA.hy926 e MC3T3.
Sobre os corpos de prova foram semeadas 1x10°8 células, gota a gota, e a placa foi
incubada por 30 minutos, a 37 °C, 5% de CO2. Apés este periodo, foi acrescentado
300 uL do meio de cultura especifico para cada célula. As placas foram mantidas a 37
°C, 5% de CO2. A aderéncia celular foi avaliada apdés 2 e 4 horas, a partir da
semeadura. Em cada intervalo experimental, o meio de cultura de cada pogo foi
coletado e o numero de células presentes no sobrenadante foi contado. O numero de
células aderidas foi quantificado subtraindo o numero de células em suspenséo da
concentracao inicial de células semeadas.

Para a observacdo da morfologia celular sobre o material, as amostras de
hidrogel semeadas com as células EA.hy926 e MC3T3 foram lavadas com PBS estéril
duas vezes, no tempo experimental 3 dias. Entdo, as amostras foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 mol.L-! por 4 horas. Apds a remogéo do
fixador foi adicionado o tampé&o fosfato 0,1 mol.L-!. As amostras em tampao foram
enviadas para o Centro de Microscopia da UFMG, onde foram realizadas as etapas
de fixagdo secundaria, desidratagcédo, secagem em ponto critico de CO2 e metalizagao,
e posterior analise em MEV FIB Quanta 200 FEG 3D.

3.4.2.4.4. Teste de proliferagao

O teste de proliferagdo e morfologia celular foi realizado de acordo com
metodologia adaptada de Xiao et al. (2018). Neste experimento foram utilizados dois
tipos celulares: EA.hy926 e MC3T3.

Em placas de 24 pocgos, foram colocadas as amostras de cada hidrogel, em
triplicata, e sobre cada amostra foram adicionados 400 uL do meio especifico para
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cada célula. As placas foram incubadas a 37 °C, 5% de COz2, por 2 horas. Apds, 0 meio
foi retirado e 200 pL de meio contendo 1,5x10* células foram adicionados, gota a gota,
sobre cada amostra, e novamente as placas foram incubadas 37 °C, 5% de COz, por
2 horas. Em seguida, mais 400 pL de meio foram adicionados em cada pogo e as
placas foram incubadas por 1, 4, 7 e 14 dias a 37 °C, 5% de CO2. O meio de cultura
foi trocado a cada 2 dias.

Em cada tempo experimental, as placas tiveram o meio de cultura removido
dos pogos, estes foram lavados com PBS estéril, e em seguida, o teste de MTT foi
realizado. Foram acrescentados 600 pL de solugédo de MTT na concentragao 5 mg.mL-
1, dissolvido em DMEM sem vermelho de fenol em cada pogo. Depois de 4 horas de
incubacao a 37 °C, 5% de COg, foi adicionado 600 pL de solugcdo de SDS. Apéds 18
horas de incubacao a 37 °C, 5% de COz, a placa foi lida em espectrofotobmetro a 570

nm.

3.4.2.4.5. Teste de fosfatase alcalina

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada por meio da liberagao de
timolftaleina por hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit
comercial de acordo com as instrugdes do fabricante (Labtest Diagndstica).

As células MC3T3, na densidade de 1,5x10%, foram incubadas em placa de 24
pocos com os hidrogéis, em triplicata, a 37 °C e 5% de COg, por 7, 14 e 21 dias. Ao
final de cada tempo experimental, o meio de cultura foi removido e os pocos foram
lavados com PBS estéril duas vezes e preenchidos com 2 mL de solugdo 0,2% de
Triton-X100. Apds 10 minutos, o lisado de células foi recolhido para quantificacéo da
fosfatase alcalina e de proteinas totais.

Inicialmente, 50 pL de timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 mL
de tamp&o dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. A solucéo foi acrescentada aliquota de 50
ML dos lisados obtidos de cada pogo, permanecendo por 10 minutos a 37 °C em
banho-maria. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 mL de Na2COs a
0,09 mol.L-" e NaOH a 0,25 mol.L-'. A absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro,
utilizando o comprimento de onda de 590 nm.

O conteudo de proteinas totais de cada amostra foi determinado utilizando o kit
Micro BCA Protein Assay e seguindo as instrugdes do fabricante. Primeiramente, foi
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feita uma curva padrdao com albumina. Um reagente de trabalho foi preparado a partir
dos reagentes A, B e C. Em tubos, 1 mL do lisado de células de cada amostra foi
adicionado a 1 mL do reagente de trabalho, misturado, tampado e incubado por 1 hora
em banho maria a 60 °C. Os tubos resfriaram a temperatura ambiente e, em seguida,
a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro, utilizando o comprimento de onda de
562 nm.

A atividade relativa da fosfatase alcalina foi calculada pela normalizacdo dos
valores de densidade otica com as proteinas totais.

3.4.2.4.6. Ensaio da producao de nédulos de mineralizagao por

coloragao pelo método Von Kossa

Para determinar se as células diferenciadas em osteoblastos produziam
nédulos mineralizados in vitro, foi realizado o teste de Von Kossa 14° dia de cultivo,
utilizando metodologia relatada por Trajano et al., (2016). Von Kossa € um método
especifico para visualizar a calcificacdo. E um ensaio colorimétrico muito Gtil na
deteccao de mineralizacdo dentro da matriz.

O meio dos pocos foi aspirado e as células foram lavadas 3 vezes com PBS e
fixadas com 100 yL de formaldeido 10% por 5 min. O fixador foi removido e as células
lavadas com agua deionizada. Adicionou-se 200 pL de Nitrato de Prata 5% e deixou-
se a placa por 1 hora dentro da capela de fluxo com a luz ultravioleta ligada. Apds, a
placa foi lavada 3 vezes com agua deionizada. Adicionou-se 200 uL de Tiossulfato de
Saodio 5% por 3 minutos. Em seguida, o Tiossulfato foi removido e adicionou-se 200
ML de Safranina 1% por 30 segundos. A analise visual dos nodulos foi realizada
através da objetiva de 10x do microscoépio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL
Equipamentos Ltda., Piracicaba - SP).

3.4.2.4.7. Concentracao do 6xido nitrico

A concentragdo de oxido nitrico foi determinada usando reagente de Griess
para detectar o nivel de nitrito presente no sobrenadante das células EA.hy926 e
MC3T3. O teste foi realizado de acordo com metodologia determinada pelo manual
do fabricante do Griess Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific).
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Apds incubacéao das células com os hidrogéis por 7 e 14 dias, os sobrenadantes
das células foram coletados e, 150 pL destes foram incubados com 130 pL de agua
deionizada e 20 pL do reagente de Griess, por 30 minutos, a temperatura ambiente,
protegidos da luz. A leitura do ensaio foi realizada a 548 nm. A concentragao de nitrito
foi calculada pela média dos valores de curva-padrao de nitrito e os valores foram

expressos em pmol/L de nitrito.

3.4.2.4.8. Teste de formacgao de vasos

O teste de formagao de vasos foi realizado utilizando metodologia adaptada de
Yu et al. (2017b). Para os testes com os hidrogéis, corpos de prova de cada amostra
também foram imersos em 1 mL de DMEM com 10% de SFB e incubados a 37 °C,
5% de COz, por 7 dias. Apos este periodo, 50 pyL de Geltrex com deplecgao de fatores
de crescimento foram adicionados a uma placa de 96 pocos e incubado a 37°C por
30 minutos para gelificagdo. Em seguida, o Geltrex foi coberto com uma suspenséao
de células EA.hy926 (2x10* células/pogo) que foram pré-tratadas com o 100 uL dos
eluatos de hidrogel por 30 minutos. Apds incubagao por 6 e 24 horas a 37 °C, 5% de
CO2, a atividade de formacao do tubo foi estimada pela contagem do numero de
capilares completos de conectando pontos individuais das estruturas poligonais.

As imagens utilizadas para visualizagdo dos capilares foram imagens
fornecidas por microscopio 6ptico com magnificagcdo de 10x. Apos os tempos
experimentais, o numero de estruturas semelhantes a tubos, presente em 3 pocos
selecionados aleatoriamente foram quantificados usando o software Image J (LU et
al., 2014; Yu et al., 2017b).

3.4.2.4.9. Analises estatisticas dos dados

Todos os ensaios foram realizados em hexaplicata, e os resultados foram
obtidos em experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas
através de Andlise de Variancia - ANOVA de dois fatores, seguido do pds-teste de
Bonferroni, disponivel no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software).

Diferencas foram consideradas significativas se P < 0,05.
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3.5. Resultados e Discussao

3.5.1. Caracterizagao fisico-quimica das hidroxiapatitas

3.5.1.1. Morfologia e distribuicao de tamanho das particulas

As micrografias de transmissdo e os histogramas com as médias de
comprimento e didmetro de cada uma das HA estdo dispostos nas Figuras 12, 13 e
14.

Os dados obtidos através do MET permitem determinar a geometria e a
morfologia das HA. As micrografias mostram tamanho nanométrico (abaixo de 100
nm) para todas as HA sintetizadas, confirmando a eficiéncia do método escolhido. A
HAp apresentou 49,86 nm (x14,89 nm) de comprimento e 19,74 nm (6,64 nm) de
didmetro médio, bastante semelhante a HA-Mg2,5%. As HA com substituicbes de 5 e
10% apresentaram menor comprimento em comparagao as demais 33,7 nm (£13,99)
e 24,28 nm (+6,41), respectivamente. Todas as HA apresentaram o formato bastonete
e pequenas aglomeragdes entre as nanoparticulas foram percebidas. Tamanho nano
e formato bastonete sao bastante vantajosos na aplicagdo das nano HA. Ambos ja
foram reportados por influenciar positivamente na aderéncia, crescimento e
proliferagao celular (SHI et al., 2017; SHI et al., 2009; ZHAO et al., 2013).

Uma diminuigdo no tamanho da particula foi observada com o aumento da
porcentagem de magnésio presente nas HA. Essa diminui¢gdo das particulas ja foi
relatada na literatura e é consistente com a substituigdo dos ions Ca*? por Mg*? (COX
etal., 2014; FARZADI et al., 2014). Sendo o raio idbnico do magnésio menor, em casos
de substituigdo, o Mg*? ocupa menor espago que Ca*2. Com base nisso, Farzadi et
al., (2014), sugeriram que a presenga do magnésio, em certa quantidade, diminui o
grao da hidroxiapatita.

Aglomeragdes sao observadas nas HA, principalmente as de menor tamanho.
Os estudos de Cota (2015) sugerem que quando o tamanho da particula de HA se
torna inferior a 1um, estas apresentam uma maior tendéncia a interagir e se
aglomerar. Zoccal (2015) menciona que a aglomeragao de nanoparticulas € um dos
principais problemas recorrentes na suspensao de nanoparticulas, uma vez que

apresentam alta energia na superficie e, dessa forma, tendem a ficar unidas.
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FIGURA 12. Micrografias de transmissdo das HA sintetizadas.
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Imagens das nanoparticulas de hidroxiapatita obtidas em microscopio eletrénico de transmissao
Tecnai G2-12 - FEI Spirit Biotwin, com uma tensao de aceleragéo de 20 a 120 kV, para analise de
geometria e morfologia. A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.

Barra de escala 100 nm.

FONTE: CM-UFMG
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FIGURA 13. Histogramas de distribuicdo de comprimento das nanoparticulas de HA
sintetizadas.
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A medida do comprimento médio das nanoparticulas de hidroxiapatita feita utilizando o software
ImageJ, seguida de analise estatistica (média, desvio padréo e distribuicdo gaussiana) no software
Origin 7.0. A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

99



FIGURA 14. Histogramas de distribuigao de largura das nanoparticulas de HA sintetizadas.
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A medida do didmetro médio das nanoparticulas de hidroxiapatita feita utilizando o software Imaged,
seguida de andlise estatistica (média, desvio padrao e distribuicdo gaussiana) no software Origin 7.0.
A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

3.5.1.2. Morfologia da superficie e analise suplementar

As micrografias de MEV e os espectros de EDS de cada uma das HA estado
dispostos nas Figuras 15 e 16.

As micrografias, na Figura 15, mostram a superficie das particulas. E possivel
observar os cristais e numerosas aglomeracoes, especialmente em HA-Mg2,5% e HA-
Mg10%. As imagens sugerem aglomerados formados de agregados menores. A
morfologia de superficie das HA substituidas revelou-se diferente da HAp e com
irregularidades.
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FIGURA 15. Micrografias de varredura das nanoparticulas de HA sintetizadas.
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Imagens das nanoparticulas de hidroxiapatita obtidas em microscépio eletrénico de varredura JEOL
JSM - 6360LV, com sistema EDS, com uma tensao de aceleragao de 20 kV, para analise da
morfologia de superficie. A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.
Magnificagéo x1000
Barra de escala 10 ym.

FONTE: CM-UFMG

As aglomeragdes podem sugerir tensao de superficie associados ao tamanho
nano dos cristalitos (COX et al., 2014; FARZADI et al., 2014). Em relagdo as
irregularidades nas superficies, a presengca de ions substitutos pode alterar a
morfologia da HA, mas essas alteragdes podem ser vantajosas. Ja foi relatado que as
irregularidades na superficie de HA substituidas auxiliam na aderéncia e proliferagao
celular (BEGAM et al., 2017; COSTA-RODRIGUES et al., 2012; HUANG et al., 2016).

Os espectros de EDS estao apresentados na Figura 16. Os EDS identificaram
apenas picos caracteristicos dos elementos presente na composi¢do das HA e do
magnésio usado nas substituicdes (Ca, P, O e Mg). A razdo molar Ca/P e arazéo (Ca
+ M) / P das HA foi calculada utilizando os dados fornecidos pela analise semi-

quantitativa realizada por EDS (Tabela 7).
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FIGURA 16. Espectro de EDS das nanoparticulas de HA.
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Espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) das nanoparticulas de hidroxiapatita obtida
através de microscopia eletrénica de varredura para identificacdo dos elementos presentes na
composi¢ao. Na amostra de hidroxiapatita pura foram identificados calcio (Ca), fésforo (P) e oxigénio
(O). Nas amostras de hidroxiapatita substituidas foram identificados calcio (Ca), fésforo (P), oxigénio
(O) e magnésio (Mg). A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.

FONTE: CM-UFMG

TABELA 7. Relagao Ca/ P e relagado (Ca + dopante) / P calculada a partir dos dados fornecidos

Amostra
HAp

HA-Mg 2,5%
HA-Mg 5%
HA-Mg 10%

pelo EDS

Razao Ca/P
1,66
1,55
1,64
1,52

Razao (Ca+M)/P
N/A*
1,58
1,65
1,61

*N&o se aplica
FONTE: A autora, 2021.

A hidroxiapatita estequiométrica, com férmula Ca1o(PQO4)s(OH)2 possui razao

molar Ca/P=1,67, e o resultado da HAp esta bem préximo deste valor, 1,66. Todas as

HA sintetizadas apresentaram razdo Ca/P e (Ca + M) / P menores que o valor
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estequiométrico, sendo HA-Mg 5% a que manteve valores mais aproximados.
Esfahani et al. (2016) menciona que a razao de hidroxiapatitas ndo estequiométricas
pode variar entre 1,5-1,67, devido a inser¢cao de pequenas quantidades de ions na
estrutura, o que também acontece em condi¢bes naturais. Caccioti et al. (2009)
apresentaram valores razdo (Ca + M) / P em substituigdes com magnésio iguais as
estequiométricas. Ja Bang, Long e Othman (2014) apresentaram valores maiores que
2 para substituicdes com carbonato e silica. Mas é importante ressaltar que valores
acima de 2 ja sdo considerados outros fosfatos de calcio que n&o hidroxiapatita.

As quantidades de magnésio presentes nas HA também foram determinadas
por espectrometria de absor¢cdo atdmica. A partir dessas medidas foi calculada a
substituicdo experimental em mol (%) dos ions dopantes (Tabela 8). Os dados
mostram que a quantidade em mol% de magnésio incorporada as HA é menor do que

a calculada.

TABELA 8. Substitui¢ao tedrica e experimental de acordo com os dados fornecidos por
absorgao atomica.

Amostra Dopante  Substitui¢ao Substitui¢ao
teérica mol (%) experimental mol (%)
HAp N/A* N/A* N/A*
HA-Mg2,5% Mg 2.5 1,14
HA-Mg5% Mg 5 2,18
HA-Mg10% Mg 10 5,36

*Nao se aplica
FONTE: A autora, 2021.

Alguns autores ja reportaram uma menor incorporagao de ions de magnésio,
diferente de outros ions como estroncio que apresenta substituicdo experimental e
tedrica bem aproximada (COX et al., 2014; DIAS, 2020; GENG et al., 2016). Landi et
al. (2006) sugerem que ha um limite de substituicdo do calcio pelo magnésio.
Laurencin et al. (2011) demonstram que as diferengas entre os raios ibnicos de calcio
e magnésio, a preferéncia do magnésio pelo sitio de incorporacao Ca (ll) na HA e as

ligagbes Mg-O dentro da molécula podem influenciar no processo de incorporagao.
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3.5.1.3. Difracao de raio-X

A difragcéo de raios-X foi utilizada para avaliar a estrutura e a cristalinidade das
HA. A Figura 17 mostra os difratogramas das HA pura e substituidas com magnésio.
Os padroes de DRX das HA foram comparados com os padroes do banco de dados
ICDD para HA estequiométrica (PDF # 01-074-0565) e B-TCP (PDF # 04-008-8714).

A HAp apresentou picos intensos, em valores de 20 e planos correspondentes
em: 25,75° (002), 28,61° (210), 31,80° (211), 32,81° (112), 33,99° (300), 39,77° (310),
46,59° (222) e 49,11° (213). Além de intensos, o difratograma da HAp mostra picos
estreitos que, conforme a literatura, sdo caracteristicos de hidroxiapatita pura
sintetizada (FARZADI et al., 2014; SILVA et al., 2016). Nao foram identificadas fases

secundarias.

FIGURA 17. Difratograma de raio-X das nanoparticulas de HA
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Analise da estrutura e cristalinidade das hidroxiapatitas sintetizadas pelo método da co-precipitagéo
por meio da difragao de raio-X. Planos cristalinos caracteristicos de hidroxiapatita foram demarcados

e picos correspondentes podem ser visualizados nas 4 amostras.
FONTE: A autora, 2021.
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O método de sintese da hidroxiapatita e, até mesmo o tratamento térmico
recebido pelas particulas, pode levar ao surgimento de outras fases de compostos de
fosfato de calcio. A presenca de diferentes fases pode ser observada através da
difratometria de raios-X (COSTA et al., 2009). Na literatura ja foi demonstrado que
sinteses em baixas temperaturas, conforme os protocolos deste trabalho, ndo formam
fases secundarias (BIGI et al., 2007; COX et al., 2014; GENG et al., 2016; REN et al.,
2009).

A substituicdo de ions de calcio por magnésio pode causar uma
desestabilizacdo da estrutura da hidroxiapatita, devido ao menor raio iénico do
magnésio, e assim reduzir seu grau de cristalinidade (COX et al., 2014; FADEEV et
al., 2003; FAZARDI et al., 2014; KANZAKI et al., 2000; LAURENCIN et al., 2011). Os
resultados apresentados nos difratogramas correspondentes as HA-Mg exibiram um
pequeno deslocamento em 26, em comparacao com a HAp. Uma visivel reducdo das
intensidades dos picos € percebida e o alargamento dos picos também observado,
especialmente nos planos 210, 112, 300 e 310. Isto sugere que a substituicdo do
calcio resultou em alteragdes da rede cristalina da hidroxiapatita.

A Tabela 9 apresenta os pardmetros de rede das HA sintetizadas. Os
parametros de rede a e c exibidos pela HA-P foram menores que o da HA
estequiométrica (a= 9,4218 e c= 6,884). As constantes de rede das amostras de HA
substituidas com magnésio exibiram uma diminuicdo parédmetro ¢ e um pequeno
aumento no parametro a, sendo consistente com dados da literatura (BERTONI et al.,
1998; FARZADI et al., 2014), que reportam que a incorporagao do magnésio na apatita

causam disturbios nos parametros de rede.

TABELA 9. Parametros da rede das amostras de HA, incluindo os parametros de rede a, c,
volume da célula unitaria (V), tamanho médio do cristalito (D) e grau de cristalinidade (Xc)

Amostra D (nm) a=b(A) c(A) V(AR Xc (%)
HAp 18,61 9,4090 6,9140 526,49 0,1298
HA-Mg2.5% 18,05 9,4153 6,8714 526,31 0,1216
HA-Mg5% 16,72 9,4144 6,8549 526,15 0,1195
HA-Mg10% 17,06 9,4114 6,8375 524,48 0,1257

FONTE: A autora, 2021.

Os dados mostram baixo grau de cristalinidade, que tenderam a diminuir a

medida que a quantidade da incorporagdo do magnésio aumentou. A presenga do
105



magnésio ndo encoraja a cristalinizagdo da hidroxiapatita (FARZADI et al., 2014;
LANDI et al., 2000). A baixa cristalinidade também pode ser causada pelas baixas
temperaturas da sintese. Hidroxiapatitas puras e substituidas que passam por
tratamento térmico acima de 500 °C tem sua cristalinidade aumentada, mas as altas
temperaturas também propiciam ambiente para formacgao de outros fosfatos de calcio
(BERTONI et al., 1998; FADEEYV et al., 2003).

3.5.1.4. Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho permite identificar os

grupos funcionais das HA. Os espectros de FT-IR das HA estdo apresentados na
Figura 18, de forma a comparar os modos vibracionais da HA pura e substituida.

FIGURA 18. Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho das nanoparticulas de HA.
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Analise dos grupos funcionais da HA e os efeitos da substituicdo catiénica sobre estes grupos,
utilizando a técnica de espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR).

FONTE: A autora, 2021.
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O espectro da HAp sintetizado apresentou as bandas de absorcao atribuidas
aos estiramentos -OH, das ligagbes hidroxila da apatita (entre 3700 e 3433 cm™) e
radicais fosfato. A banda larga entre 3000 e 3700 cm™' e a banda em 1637 cm sdo
relacionadas aos modos vibracionais da agua adsorvida no material (AGUDELO,
2015). A banda em 1407 cm™ teve sua intensidade aumentada a medida que a
porcentagem de magnésio aumenta entre as HA e pode ser atribuida a vibragdes de
CO32 substituindo parcialmente os grupos PO43 (AGUDELO, 2015).

A presencga do sitio de fosfato PO42 ¢ observada pelos modos estiramento
assimétrico (v3) do P-O em 1096 e 1027 cm!, do modo de estiramento simétrico (v1)
966 cm™' e pelos modos do grupo O-P-O observados em 643 e 573 cm™ (PEREIRA,
2017).

Os espectros das HA substituidas com magnésio apresentaram as mesmas
bandas observadas na HAp, mas com algumas alteragdes na intensidade das bandas.
A medida que a porcentagem de substituicio de calcio por magnésio aumentou,
observou-se maiores alteragdes na intensidade das bandas relacionadas a agua
adsorvida. Apesar do aumento de intensidade entre as bandas 3000 e 3700 cm', uma
reducdo na intensidade da banda 3589 cm' (-OH) foi observada, sugerindo a
diminuicdo da cristalinidade e reducdo das particulas de hidroxiapatita devido a

incorporagao dos ions de magnésio (FARZADI et al, 2014).

3.5.1.5. Analise térmica

A estabilidade térmica das HA foi avaliada pela analise das curvas TG. A Figura
19 mostra as curvas TG das HA obtidas quando submetidas a temperaturas entre 25
e 700°C. A porcentagem de perda de massa das HA esta apresentada na Tabela 10.
As curvas TG mostraram que esse material € termicamente estavel em
temperaturas entre 25 e 700 °C, apresentando entre 7 e 9,32% de redugdo em suas

massas devido a perda agua.
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FIGURA 19. Curvas TG das nanoparticulas de HA
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Analise da estabilidade térmica e avaliacdo da perda de massa das HA sintetizadas submetidas a

temperaturas entre 25 e 700 °C.
FONTE: A autora, 2020

TABELA 10. Perda de massa das HA observada em curvas TG.

Amostra Perda de massa (%)
HAp 9,32
HA-Mg 2,5% 8,57
HA-Mg 5% 7,00

HA-Mg 10% 8,26
FONTE: A autora, 2020

Caccioti et al. (2009) relataram perdas de massa em HA pura e substituida com
magneésio entre 3% e 5% na faixa de 150-600°C. Esta perda foi associada a perda de
agua e carbonatos combinados, uma perda intracristalina. Em comparagao, a HA
substituida com magnésio dos estudos de Cox et al. (2014) exibiu uma perda de
massa de 15,28%, o que foi atribuido a um teor relativamente alto (10,27%) de agua
contida na camada de hidrato sugerida para envolver particulas de hidroxiapatita

precipitadas. Bertoni et al. (1998) também observaram perda de massa de 15%.
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3.5.1.6. Potencial Zeta

A caracterizacdo de propriedades quimicas da superficie das HA foi medida
através do potencial zeta. Os valores de potencial zeta das amostras estéo
apresentados na Tabela 11.

Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos através da analise de
dispersdes de HA em agua deionizada nem concentragdes entre 1-2 mg/mL. Com
excecgao a HA-Mg10%, as demais amostras apresentaram valores negativos.

Tabela 11. Valores de carga superficial das HA dispersas em agua deionizada a temperatura

ambiente
Amostra Potencial Zeta / (mV)
HAp -5,61+0,15
HA-Mg 2,5% -3,14 £ 0,73
HA-Mg 5% -3,9 £ 0,81
HA-Mg 10% 1,94 + 0,17

FONTE: A autora, 2021.

A literatura traz valores de carga superficial para hidroxiapatita pura entre -25 e
-5 mV, quando dispersos em diferentes solugdes fisioldgicas ou solventes organicos
(LOPES et al., 1999; WU et al., 2015; YOUNG et al., 1997). Rossato, Camaratta e
Volkmer (2014) apresentaram valores negativos para hidroxiapatita pura e positivos
quando houve substituigdo do calcio por outro metal. J& Botelho et al. (2002)
apresentaram resultados com valores extremamente baixos para hidroxiapatita pura
e substituida com silicio, -50 e -71 mV, respectivamente. O que pode indicar que cada
tipo de substituicdo na rede das particulas pode interferir de maneira diversa nas
cargas superficiais das HA.

Cheng et al. (2005) demonstraram que hidroxiapatitas com potenciais mais
baixos podem resultar em maior aderéncia de células 6sseas. Segundo o estudo, a
variagdo do potencial zeta pode influenciar a adsor¢éo dos ions de calcio sobre o
material, influenciando também que proteinas da matriz extracelular sejam
adsorvidas, propiciando ambiente para a aderéncia e proliferagao celular.

Wu et al. (2015) testaram diferentes concentracbes de HA em tamp&o neutro
(pH7) e observaram que quanto maior a concentragdo de particulas na dispersao,

maior o valor do potencial zeta. Concentragcdes mais proximas de 1 mg/mL
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apresentaram valores mais proximos de zero ou positivos. Outro ponto a ser
considerado sédo as solugcdes aquosas onde a hidroxiapatita € suspensa. Quando
colocadas em contato com fluidos corporais, como saliva e sangue, ou fluidos
semelhantes, as HA apresentam valores mais proximos da faixa entre -15 e -25 mV
(YOUNG et al.,1997).

3.5.1.7. Isoterma de adsorc¢ao e area superficial

As analises de area superficial especifica das amostras de HA foram feitas
através de isotermas de adsorgéo e dessorgao de nitrogénio pelo método de BET. Os
resultados estdo apresentados na Figura 20.

As isotermas observadas para todas as HA sao tipicas de isoterma do tipo 2.
Este tipo é caracteristico de soélidos nao-porosos e macroporosos, onde ocorre

adsorc¢ao irrestrita de monocamada-multicamada (CONDON, 2006).

FIGURA 20. Isotermas de adsorgao e dessorgao das nanoparticulas de HA.
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As areas de superficie especifica das amostras das HA foram obtidas pelos métodos BET (Brunauer,
Emmett e Teller), adotando uma faixa linear de p / p0 para estimativa de area especifica (C constante
positivo).

FONTE: A autora, 2021.

A Tabela 12 traz os valores de area superficial. Observa-se que as HA pura e
substituida com 2,5 e 10% de magnésio apresentaram resultados iguais. Apenas a

HA-Mg 5% apresentou o maior valor de area superficial (73 m2.g™"), observado pela
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maior quantidade de adsorgao de nitrogénio. A média entre as amostras foram 53,25

m2.g™".

TABELA 12. Area superficial das HA obtida pelo método de BET

Amostra Area superficial

especifica (m2.g™)

HAp 44
HA-Mg 2,5% 48
HA-Mg 5% 73
HA-Mg 10% 48

FONTE: A autora, 2021.

A literatura relata a importancia de poros de tamanhos macro em scaffolds de
hidroxiapatita e de como os macroporos desempenham um papel fundamental na
regulacado da osteogénese e angiogénese (LI et al., 2016). No estudo de Thein-Han e
Xu (2013) uma estrutura macroporosa a base de fosfato de calcio foi projetada para
pré-vascularizagéo e investigagdo da colonizagao de cocultura de células endoteliais

e células osteoblasticas.

3.5.2. Citotoxicidade das hidroxiapatitas

A citotoxicidade das HA pura e substituidas foi avaliada in vitro, na
concentragcdo de 200 ug/mL, através do método de MTT, em fibroblastos de
camundongo (L929), pré-osteoblastos de camundongo (MC3T3) e células endoteliais
(EA.hy926). As Figuras 21, 22 e 23 mostram os resultados para as HA.

Observa-se que todos os resultados apresentaram proliferagdo celular acima
de 90% caracterizando todas as HA como néao citotéxicas para os tipos celulares
testados. Dentre as HA substituidas HA-Mg2,5% foi a que apresentou resultados
mMenos expressivos.

Quando testadas com L1929, HA-Mg5% e HA-Mg10% apresentaram
crescimento celular bem acima dos valores do controle e mostraram diferencas
estatisticas significativas frente ao HAp e HA-Mg2,5%, com P < 0,01 nos tempos 24 e
48 horas, e P < 0,05 no tempo 72 horas. No tempo 24 horas, HA-Mg5% apresentou-
se compativel do HA-Mg10%, com P < 0,01.
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Nos testes com MC3T3, HA-Mg5% e HA-Mg10% apresentaram resultados
acima de 150% de proliferagcdo celular, indicando uma possivel indugdo do
crescimento celular, visto que sao células da linhagem osteoblastica e a hidroxiapatita
é osteoindutora. Estes resultados foram estatisticamente significativos (P < 0,05) em
relacdo as demais HA e o controle de MC3T3. HA-Mg5% e HA-Mg10% néao
apresentaram diferenca estatistica entre si.

Quando testadas com EA.hy926, HA-Mg5% e HA-Mg10% promoveram maior
crescimento celular em relagdo as outras HA, principalmente nos tempos 24 e 72
horas. HAp mostrou resultados melhores que HA-Mg2,5% no tempo 24 horas (P <
0,01).

FIGURA 21. Citotoxicidade das HA em contato direto com fibroblastos L929.
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As células fibroblasticas L929 foram tratadas com suspensdes contendo as HA pura e substituidas
com magnésio por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada através do método
colorimétrico de MTT.

Teste ANOVA Two-way e pos-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001)
FONTE: A autora, 2021.
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Porcentagem (%)

FIGURA 22. Citotoxicidade das HA em contato direto com pré-osteoblastos MC3T3
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram tratadas com suspensdes contendo as HA pura e
substituidas com magnésio por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada através
do método colorimétrico de MTT.

Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (** P < 0,01, *** P < 0,001).

FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 23. Citotoxicidade das HA em contato direto com células endoteliais EA.hy926
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As células endoteliais EA.hy926 foram tratadas com suspensdes contendo as HA pura e substituidas
com magnésio por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada através do método
colorimétrico de MTT.

Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001).
FONTE: A autora, 2021.
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A hidroxiapatita e outras bioceramicas de fosfato de calcio sdo importantes para
o reparo Osseo devido a sua excelente biocompatibilidade e bioatividade
(HABRAKEN; WOLKE; JANSEN, 2007). A insergao de hidroxiapatita nestes materiais
teve intencdo de fornecer um ambiente ideal para reagao celular e colonizagao por
osteoblastos. Os resultados do presente estudo mostraram que as células pré-
osteoblasticas, MC3T3, tiveram aumento da taxa de proliferacdo celular quando na
presenca das HA. Sendo a hidroxiapatita um componente da matriz 6ssea, esperava-
se que as células pré-osteoblasticas apresentassem nao sé citocompatibilidade com
as HA sintéticas, mas também que demonstrassem mesmo com testes basicos, uma
proliferacdo acima do controle celular do experimento.

A literatura para HA apresenta bons resultados em testes de viabilidade celular
com MC3T3. Cox et al. (2014) testaram diferentes metais substituintes na HA,
incluindo magnésio, e quando testados com MC3T3 demonstraram
citocompatibilidade, aderéncia, disseminacao e proliferacao celular. Ozeki, Aoki e
Fukuzi (2008) demonstram que hidroxiapatitas puras e adsorvidas com vitamina D
induziram crescimento de MC3T3 e aumentaram a atividade da enzima fosfatase
alcalina, marcador bioquimico do metabolismo 6ésseo. Huang et al. (2016)
demostraram proliferacao celular de MC3T3 quando testadas com hidroxiapatita pura
e substituida. Esta proliferacdo foi crescendo a medida que os dias de incubacao
aumentavam.

Os fibroblastos sdo um dos tipos celulares animais mais utilizados devido a sua
facilidade de isolamento e cultivo (RAAB et al., 2014). Sao células de tecido conjuntivo
fundamentais para a deposigado, remodelagao e organizagdo da matriz extracelular,
especialmente durante os processos de cicatrizagdo (HINZ et al., 2007), sendo
consideradas células colonizadoras. Os resultados obtidos para as HA e L929 estao
condizentes com a literatura, demonstrando que HA nao apresentam citotoxicidade
para estas células (SJEROBABIN et al., 2016; SUN; KHAN; SULTANA, 2014). Ryu et
al. (2004) demonstraram que hidroxiapatita substituida com magnésio apresenta
melhores resultados que hidroxiapatita pura quando testadas com L929, o que
confirma nossos resultados.

As células endoteliais EA.hy926, sao células hibridas geradas a partir da fusédo
de células primarias da veia umbilical humana (HUVEC) com um clone resistente a
tioguanina de A549 (célula de carcinoma pulmonar). Elas foram escolhidas por serem
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da linhagem celular vascular, visto que um dos objetivos € a formagao de novos vasos
auxiliando a regeneracao Ossea. A literatura reporta o uso desta linhagem para
estudos da atividade angiogénica (MOHANDAS et al., 2018; YU et al., 2017a, 2017b)
Os resultados demonstraram boa citocompatibilidade das HA e potencial indugao da
proliferagdo celular. Nos estudos de Yu, et al. (2017a), a hidroxiapatita associada a
um farmaco conseguiu induzir a proliferagcdo de EA.hy926 e ainda estimular a
formacgao de vasos em experimento adicional. Yu et al. (2017b) demonstraram que
microesferas de hidroxiapatita substituida com cobre também estimularam a

proliferagdo e migragao celular e induziram angiogénese.

3.5.3. Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

3.5.3.1. Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho com

transformada de Fourier (FT-IR)

A FT-IR foi realizada para investigar os grupos funcionais dos hidrogéis. Os
espectros dos hidrogéis esta representado na Figura 24. Para compragdo os
espectros dos polimeros e da vitamina D, estao representados na Figura 25. Os FT-
IR das HA encontram-se no item 3.5.1.4, Figura 18.

No geral, observa-se que os espectros dos hidrogéis sdo bem semelhantes
entre si e os grupos funcionais principais de cada material que compde os hidrogéis

foram observados nos espectros.
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FIGURA 24. Espectros de absor¢ao na regiao de infravermelho dos hidrogéis.
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FONTE: A autora, 2021.
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Figura 25. Espectros de absorgao na regidao de infravermelho da vitamina D e dos polimeros:
quitosana, carboximetilcelulose, gelatina e alcool polivinilico.
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Identificagdo dos grupos funcionais dos polimeros quitosana, carboximetilcelulose, gelatina e alcool
polivinilico, e da vitamina D, utilizando a técnica de espectroscopia de absor¢ao na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).

FONTE: A autora, 2021.

O estiramento O-H entre 3700 e 3000 cm™! presente nos espectros das HA, dos
polimeros e da vitaminda D (Figuras 18 e 25) também foi apresentado nos espectro
dos hidrogéis (Figura 24), e com maior intensidade no Gel 1. Essa banda também
corresponde ao estiramento N-H da quitosana (ZHOU et al., 2009). A banda entre
3000 e 2800 cm', demarcada em 2840 cm-! s&o estiramentos de C-H, caracteristicos
de quitosana e da vitamina D3 (MOREIRA et al., 2016; TENG; LUO; WANG, 2013). A
banda 2360 cm™' possivelmente estd associada a estiramentos de CO2 (PRUSTY;
BARIK; SWAIN, 2019).

Os grupamentos amida sdo bem caracteristicos da quitosana. Eles estao
indicados nos géis pela banda de absorgdo em 1640 cm™!, que é referente ao modo

de estiramento do C=0 (do grupo amida ), e pela banda de absorgdo em 1560 cm-’
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referente ao modo de deformagao N-H do grupo amina (MOREIRA et al., 2016). Mas
os grupamentos amida também podem estar relacionadas a gelatina e, o grupamento
amida | a vitamina D (LIMA IIDA et al., 2020; MARRELLA et al., 2018).

A banda em 1407 cm™' é caracteristica de HA e atribuida a vibragdes de CO32,
substituindo grupamentos PO43 (ZHANG et al., 2014). Esta banda também foi
relacionada com o grupamento carboximetil da carboximetilcelulose. Outra banda
relacionada a carboximetilcelulose é a 1332 cm' do estiramento C-H (MISHRA et al.,
2011). As bandas 1407 cm™ e 1332 cm™' podem ser associadas também a
estiramentos C-H do PVA (MARRELLA et al., 2018).

A banda 1023 cm™' pode estar associada aos estiramentos C-O ciclico da
quitosana, do PVA, da carboximetilcelulose e da vitamina D (LIMA IIDA et al., 2020;
MARRELLA et al., 2018; MISHRA et al., 2011; MOREIRA et al., 2016). Mas também
pode ser relacionada ao estiramento assimétrico (v3) do P-O da HA. Além disso, a
presenca do sitio de fosfato PO42 da HA pode ser observada pelo grupo O-P-O nas
bandas 640 e 570 cm™! (PEREIRA et al., 2017).

3.5.3.2. Analise térmica

A estabilidade térmica e o comportamento de degradacao de hidrogéis foram
investigados por TG. A Figura 26 mostra as curvas TG dos hidrogéis obtidas quando
submetidas a temperaturas entre 25 e 600°C. A porcentagem de perda de massa esta
apresentada na Tabela 13.

Todas as curvas obtidas apresentaram perfis bastante semelhantes entre si.
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FIGURA 26. Curvas TG dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D
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Andlise da estabilidade térmica e avaliagdo da perda de massa dos hidrogéis submetidos a
temperaturas entre 25 e 600 °C.
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

TABELA 13. Perda de massa dos hidrogéis observadas nas curvas TG

Amostra Perda de massa (%)
Gel 1 72,47
Gel 2 70,71
Gel 3 69,62
Gel 4 70,35

FONTE: A autora, 2021.

A primeira perda de massa observada ocorreu em torno de 100 °C e pode ser
atribuida a evaporacéo da agua superficial, seguida da quebra das liga¢cdes da agua
(PEREIRA et al., 2017). Esta perda correspondeu a aproximadamente 10-12% da
massa dos hidrogéis de maneira geral.

Outra perda foi observada, na faixa de temperatura entre 210-300 °C. Esta
perda correspondeu a aproximadamente 40% da massa dos hidrogéis. Em 240 °C
inicia a degradagao da carboximetilcelulose (THOMAS; SOLOMAN; REJINI, 2016).
Acima de 300°C observa-se uma leve perda de massa, que a literatura relaciona a
termodecomposigcdo da gelatina, devido a degradagao de proteinas (AGUDELO,
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2015), a pirdlise da quitosana devido ao rompimento aleatério das ligagdes
glicosidicas, seguida por mais decomposicao e eliminagdo em produtos volateis
(MAITY et al., 2016), e a degradacao do PVA (CAMPA-SIQUEIROS et al., 2020).

Na faixa de 200 a 600°C, a perda de massa também pode estar relacionada a
perda de agua intracristalina e a redugéo do grupo OH- presente nas HA (AGUDELO,
2015).

A partir de 300 °C seguiu-se uma perda de massa gradual até atingir os 600
°C. Os géis com HA substituida com magnésio tiveram perda de massa total igual e
mostraram diferenga minima em relagao ao gel contendo HAp (Gel 1). Todos os géis

apresentaram estabilidade térmica semelhante.

3.5.3.3. Morfologia dos hidrogéis

A morfologia dos hidrogéis foi avaliada por MEV. As micrografias estédo
apresentadas na Figura 27. As imagens representativas apresentam a superficie
irregular dos géis e a presenga de poros arredondados. O tamanho dos poros do Gel
1 mediram entre 27-102 ym; o Gel 2 apresentou-se na faixa entre 31-109 um; o Gel 3
entre 33-105 um; e Gel 4 de 22-98 um.

Apesar das diferengas na porcentagem de magnésio nas nanoparticulas de
hidroxiapatita, o tamanho dos poros e a morfologia de superficie dos hidrogéis
mantiveram-se homogéneos.

Os resultados obtidos nestas micrografias corroboram com a literatura,
segundo Li, Z. et al. (2005), Mishra et al. (2011) e Whang et al. (1999) e indicam que
estes tamanhos de poro e morfologia os hidrogéis desenvolvidos neste trabalho estéo
compativeis com os as condi¢gdes necessarias para propiciar a migragao e proliferagéo
de células de osteoblastos.
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FIGURA 27. Morfologia dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D.
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Micrografias dos hidrogéis obtidas no microscopio eletronico de varredura, FIB Quanta 200 FEG 3D
com sistema EDS acoplado, para analise da morfologia de superficie e tamanho de poro.

A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 —
polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
Magnificagdo x5000
Barra de escala 20 ym.

FONTE: CM-UFMG

O EDS semi-qualitativo das amostras esta na Figura 28. O EDS das amostras
mostra a presenga de calcio, foésforo, carbono, oxigénio, magnésio e sdédio,

correspondente a composigao dos polimeros e HA.
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FIGURA 28. Espectros de EDS dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D.
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Espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) obtida através de microscopia eletrénica de
varredura dos hidrogéis para identificagdo dos elementos presentes em suas composigdes. Foram
identificados nos hidrogéis: calcio (Ca), fésforo (P), carbono (C), oxigénio (O), magnésio (Mg) e sédio
(Na), todos elementos correspondentes a composi¢do dos polimeros e da HA
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: CM-UFMG

Na literatura, o tamanho de poros de hidrogéis com base polimérica semelhante
as desenvolvidas neste trabalho, esta entre 10 e 900 ym (MISHRA et al., 2011,
MOREIRA et al., 2016; THANGPRASERT et al., 2019; THORPE et al., 2016; ZHAI et
al., 2018). Normalmente, a estrutura porosa de hidrogéis de quitosana apresentam
tamanhos de poros variando entre 100 a 300 ym e a presenga de gelatina também
faz aumentar o tamanho dos poros (MOREIRA et al., 2016; THANGPRASERT et al.,
2019; ZHAI et al, 2018). De maneira oposta, a presengca de PVA e
carboximetilcelulose diminuem o tamanho dos poros (MISHRA et al., 2011; SHI et al.,
2014; THANGPRASERT et al., 2019). Como o tamanho de poro das matrizes de
hidrogel diminui com o grau de reticulagéo, tal diminuicdo pode ser atribuida a maior
extensao da reticulagdo, principalmente pelas propor¢des de carboximetilcelulose
(MISHRA et al., 2011). A presenca da celulose também ja foi relatada como fator

importante na homogeneizagao do tamanho dos poros (SHI et al., 2014).
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3.5.3.4. Formacgao de apatita

A capacidade de formagao da apatita dos géis, apos 14 dias de imersdo em
FCA, foi avaliada por MEV. As micrografias estdo apresentadas na Figura 29.

Uma diferenga expressiva pode ser observada entre a Figura 29 A e as demais
— 29 B, 29 C e 29 D. A camada de apatita se formou com maior espessura sobre o
hidrogel contendo hidroxiapatita pura (HAp), demonstrando maior mineralizag&o. Este
resultado também sugere que a substituigdo de calcio por magnésio na rede cristalina
das HA fez a formacgao da camada apatita ser menor.

Fazendo um comparativo das micrografias da formagao de apatita sobre a
superficie dos hidrogéis da Figura 29 com a morfologia de superficie dos hidrogéis da
Figura 27 (item 4.3.3.3), € possivel perceber claramente a camada de apatita formada
sobre as amostras de hidrogel apds o periodo experimental. A superficie dos géis com
apatita ficou mais irregular e com aspecto granulado. A mineralizagdo abaixo da
superficie também foi detectada, indicando que os ions poderiam penetrar na
estrutura de rede ultrafina para formar particulas.

Os espectros de EDS semi-qualitativo das amostras (Figura 30) apds imersao
em FCA apontam alteracdes nos indices de Ca e P. As setas nos espectros apontam
os picos de Ca e P. Dois picos de Ca sao vistos em todos os espectros. A amostra
com maiores aumentos nos indices de Ca foi Gel 1. Gel 2 foi a amostra com aumento
menos expressivo no segundo pico de Ca. Os outros elementos (cloro — Cl e aluminio

— Al) apareceram em quantidades residuais devido a composi¢cao do FCA.
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FIGURA 29. Formacgao de apatita sobre hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D.
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Micrografias obtidas no microscépio eletrénico de varredura, FIB Quanta 200 FEG 3D, com sistema
EDS acoplado, da formacgao de apatita sobre os hidrogéis, apos imersao destes em fluido corporal
artificial por 14 dias. A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-
Mg2,5%. C) Gel 3 — polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-
Mg10%.

Magnificagéo x5000
Barra de escala 20 ym.

FONTE: CM-UFMG
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FIGURA 30. Espectros de EDS da formagao de apatita sobre os hidrogéis multipoliméricos
contendo HA e vitamina D.
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Espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) obtida através de microscopia eletrénica de
varredura dos hidrogéis para identificagdo dos elementos presentes em suas composigbes, apos
imersao em fluido corporal artificial por 14 dias. Foram identificados nos hidrogéis: calcio (Ca), fésforo
(P), carbono (C), oxigénio (O), magnésio (Mg), sodio (Na), cloro (Cl) e aluminio (Al), todos elementos
correspondentes a composic¢ao dos hidrogéis e do fluido corporal artificial.

As setas apontam dois picos de calcio (nas pontas dos graficos) e um pico de fésforo (no meio dos
graficos)

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: CM-UFMG

O fluido corporal artificial com concentracbes de ions aproximadas as do
plasma sanguineo humano tem sido amplamente utilizado para a avaliagéo in vitro da
bioatividade de materiais artificiais (OYANE et al., 2003). Um material bioativo para
aplicacdo em engenharia de tecido 6sseo tem como uma de suas principais
caracteristicas a capacidade de se ligar ao 0sso vivo por meio de uma nova camada
de apatita que se formou em suas superficies em contato com o fluido corporal. Alguns
autores ja relataram a capacidade de formacgao de apatita sobre hidrogéis. Hong et al.
(2006) usou um tratamento em solu¢cdo de CaClz seguido de imersdo em FCA num
hidrogel de celulose. A formacgao de cristais de hidroxiapatita sobre o hidrogel apés 14
foi confirmada por MEV-EDS, dispersao de raio-X e FT-IR. Trabalho semelhante com

hidrogel de celulose bacteriana e solugdes de fosfato e cloreto de calcio foi realizado
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por Hutchens et al. (2006). A caracterizagdo fisico-quimica sugeriu formacéo de
fosfato de octacalcio.

A apatita desempenha um papel essencial na formacido, crescimento e
manutengao da interface tecido-biomaterial (LU et al., 2011). Por isso, a formagao de
mineralizagdo dentro do material também se faz necessaria. O crescimento 6sseo
para dentro de um material 6sseo é importante no desenvolvimento de uma fixacéo
inicial adequada, uma vez que pode diminuir a possibilidade de reabsor¢cédo dssea e
promover a formagéo de uma interface estavel (HE et al., 2012).

A formacao de apatita e a liberacao de ions calcio e fosfato também influenciam
no aumento do grau de fixagao, proliferacéo e diferenciagao osteogénica das células
pré-osteoblasticas in vitro. A camada de apatita fornece o substrato adequado para a
ligacdo entre o material implantado e o tecido 6sseo circundante (LU et al., 2011).

3.5.3.5. Teste de pH

As variagdes de pH dos géis em FCA estdo dispostas nas Figuras 31 e 32. A
Figura 29 apresenta os valores de pH nos primeiros 120 minutos de experimento. Os
valores de pH registrados foram moderadamente alcalinos. Os menores valores foram
com 5 minutos, com um média de 7,66, e os maiores foram com 120 minutos, com
média em 7,9. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os resultados.

Nos dias subsequentes do experimento, o pH dos géis mantiveram-se acima
de 8 e estabilizaram no 4° dia de experimento, com média em 8,22, como pode ser
visto na Figura 32. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os
resultados.

Ao final do preparo dos hidrogéis foi feita uma leitura do pH para certificar de
que eles estivessem em pH neutro 7. Possivelmente, os componentes dos géis
interagiram quando em contado com o FCA, o que elevou moderadamente o valor do
pH.
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FIGURA 31. Variagdo do pH dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D, apés 5,
10, 20, 30, 60 e 120 minutos.
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Avaliacao do pH dos hidrogéis, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos diferentes
tempos experimentais, no intervalo de 5 a 120 minutos.
Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas.
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 32. Variagdo do pH dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D, apés 1,
2, 3 e 4 dias.
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Avaliagédo do pH dos hidrogéis, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos tempos
experimentais 1, 2, 3 e 4 dias.
N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas.
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

A literatura tem apontado que ambientes alcalinos favorecem o crescimento de
células osteoblasticas (LI et al., 2018; LIU et al., 2018; SHEN et al., 2012). Galow et
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al. (2017) relataram que, em condic¢des alcalinas, genes reguladores de processos de
diferenciacao de osteoblastos sdo ativados e tem seu funcionamento acelerado,
resultando em mineralizagdo significante apds 21 dias do estudo. Shen et al. (2012)
demonstrou que o pH alcalino (pH 8,5) aumentou o crescimento celular e, n&o sé
aumentou a proliferagcdao, como também aumentou a atividade da enzima fosfatase
alcalina, importante biomarcador de diferenciagao celular. Também foi inferido que a
atividade de ions metalicos presentes no material foi aumentada juntamente com o
pH. Com isso, podemos sugerir que o aumento do pH pode ser base para a
estimulacao da formacgao 6ssea.

Além disso, a alcalinizagdo do meio extracelular (pH 8,5) pode aumentar a
producao de oxido nitrico nas células endoteliais (CAPELLINI et al., 2013). O 6xido
nitrico & essencial na modulagdo dos processos angiogénicos. Quando liberados
pelas células endoteliais, o 6xido nitrico atua na sobrevivéncia das células endoteliais,
proliferagdo, migracdo e interagdo com a matriz extracelular (COOKE, 2003),
favorecendo o processo de formacao de novos vasos, necessarios em processos de

cicatrizagao e regeneracgao tecidual.

3.5.3.6. Liberagao de ions

A analise de absorgcédo atdmica foi realizada para avaliar as concentragdes
liberadas dos ions Ca?* e Mg?*, presentes na HA, apos imersdo dos géis em agua
deionizada. O experimento por 28 dias com leituras nos tempos experimentais 1, 3, 5,
7,14, 21 e 28 dias. Os resultados podem ser vistos nas Figuras 33 e 34.

A liberacdo de ions Ca?* aconteceu em maior quantidade, visto que as
proporcoes tedricas de Ca/Mg em mol% eram de Gel 1 (100 — 0), Gel 2 (97,5 — 2,5),
Gel 3 (95 — 5), Gel 4 (90 — 10). As concentragdes acumuladas mostram uma maior
liberagdo de calcio no 1° dia. Os valores entre os géis variaram pouco. O Gel 4
apresentou os maiores valores ao longo do experimento, mas no geral, o Gel 1 liberou
maior quantidade de ions de calcio. Isto pode ser explicado pela presenca da
hidroxiapatita pura, sem substituicdes, na composicdo do Gel 1. O perfil de liberacéo
sugere uma liberagao controlada de caicio.

O perfil de liberagdo acumulada de Mg?* foi semelhante ao de Ca?*. Os Géis 2

e 3 iniciaram com valores acumulados bastantes semelhantes. O Gel 4 liberou a maior
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guantidade de ions, mesmo porque, € o hidrogel com maior quantidade de magnésio

presente na HA.

FIGURA 33. Liberagdo de ions Ca?* apés imersio dos hidrogéis multipoliméricos, contendo HA
e vitamina D, em agua deionizada
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Avaliagdo da liberagéo de ions Ca?*, presente nas HA, apos imersao dos hidrogéis em agua
deionizada, através da analise de absor¢ao atdmica. O experimento durou 28 dias e as leituras
ocorreram nos tempos experimentais 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias.

Os dados apresentados s&do as médias das triplicatas.

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 34. Liberagdo de ions Mg?* apés imersao dos hidrogéis multipoliméricos, contendo
HA e vitamina D, em agua deionizada
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Avaliacado da liberagdo de ions Mg?*, presente nas HA, apos imersao dos hidrogéis em agua
deionizada, através da analise de absor¢ao atdmica. O experimento durou 28 dias e as leituras
ocorreram nos tempos experimentais 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias.

Os dados apresentados sao as médias das triplicatas.

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.
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A liberagao gradual de ions presentes nos materiais € extremamente util e
muito importante na engenharia de tecidos dsseos. A liberagao de ions Ca?* e Mg?* e
a biodegradagéao continua do material podem produzir um ambiente rico nestes ions,
estimulando e tornando o ambiente favoravel para a proliferagao e diferenciacdo de
células (LU et al., 2011). Os ions liberados, principalmente de calcio, podem atuar nos
processos de mineralizagao (ELAHPOUR et al., 2018). Numa implante de material, a
deposicdo dos ions formando a camada de apatita sobre o material pode fornecer um
substrato adequado para fixagao de células e proliferacédo (LU et al., 2011).

Além disso, ions Mg?* modulam o comportamento celular de células
endoteliais. A disponibilidade de magnésio no meio afeta a migracéo e a proliferagao.
Altos niveis de Mg facilitam a reendotelizagéo de lesbes vasculares e aceleram a
formacado de novos vasos em ferimentos, auxiliando a cicatrizacdo (MAIER et al.,
2004).

3.5.3.7. Swelling

A capacidade de swelling dos géis esta apresentada na Figura 35. O Gel 3 foi
0 que apresentou menor razdo de swelling em todos os tempos experimentais. Entre
os tempos 12h e 24h, o Gel 1 apresentou um aumento de mais de 400% em seu
intumescimento. No tempo 24h, os Géis 1 e 4 apresentaram altas taxas de
swelling,1333% e 1109%, respectivamente. Comparando os geéis entre si, em cada
tempo experimental, houve diferencga estatistica significativa P < 0,001.

A caracteristica mais significativa de um hidrogel é a capacidade de absorver
grandes quantidades de solugdes aquosas que podem atingir centenas de vezes o
seu peso seco (ELSAYED, 2019). Para esse experimento, os hidrogéis foram
desidratados. A grande diferenca de porcentagem entre o Gel 3 e os demais pode
indicar que o tempo de desidratacao para o Gel 3 nao foi suficiente, o que pode ter

alterado sua capacidade de intumescimento.
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FIGURA 35. Porcentagem de swelling dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina
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O comportamento de swelling dos hidrogéis desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 °C, foi
estudado nos tempos experimentais 30 minutos, 1, 3, 12 e 24 horas.
Os dados apresentados sdo as médias das triplicatas (*** P < 0,001).
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

Barros et al. (2014) relatam que hidrogéis contendo quitosana e celulose
apresentam razao de swelling alta. Entretanto, altas concentragdes de hidroxiapatita
podem diminuir a capacidade de intumescimento (KUMAR et al., 2019; REN et al.,
2018). Os autores sugerem que propriedades hidrofobicas da HA afetam a porosidade
da estrutura do hidrogel e reduzem a capacidade de captagao de agua. De toda forma,
os resultados de swelling encontrados nos experimentos deste trabalho correspondem
aos valores da encontrados na literatura (BARROS et al., 2014; KUMAR et al., 2019;
MALIK et al., 2020; REN et al., 2018).

O comportamento de intumescimento € um dos parédmetros mais importantes
para avaliar a aplicabilidade biomédica. Geralmente, a maior taxa de swelling dos
hidrogéis cria uma area de superficie maior para difusdo da bioativos de dentro do
hidrogel para o meio ambiente, além de aumentar a capacidade de solubilizacdo dos
compostos ativos (HOLBACK; YEO; PARK, 2011).
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3.5.3.8. Biodegradacao in vitro

A degradagédo dos géis em solugdes fisiologica e enzimatica foi acompanhada
por 28 dias. Os resultados obtidos estdo representados nas Figuras 36 e 37. O
aumento significativo da massa nas primeiras 24 horas foi atribuido a capacidade de
swelling dos géis, que permitiram a retencdo da agua. As duas degradagdes tiveram
perfis parecidos, mas na presenca da solu¢gdo contendo colagenase houve maior
perda de massa. Ao final dos 28 dias, a porcentagem de massa remanescente dos
géis 1, 2, 3 e 4 em PBS foi 92,9%, 93,5%, 46,5%, 76,0%, respectivamente. Em
PBS/colagenase, a porcentagem de massa remanescente dos géis 1, 2, 3 e 4 foi
41,2%, 30,9%, 13,9%, 52,7%, respectivamente. O Gel 3 foi o que mais sofreu
degradagao nos dois processos.

FIGURA 36. Perfil de degradacédo dos hidrogéis multipoliméricos, contendo HA e vitamina D,
em solugao fisiolégica (PBS, pH 7,4).
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A avaliacdo da degradacao dos hidrogéis em tampao PBS pH 7,4 foi feita através da imersao dos
hidrogéis na solugéo fisioldgica, num periodo de 28 dias, com pesagens nos tempos experimentais 1,
3,5,7,10, 14, 21 e 28 dias. Os dados apresentados sédo as médias das triplicatas.

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

132



FIGURA 37. Perfil de degradagdo dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D em
solucado enzimatica (PBS/colagenase)
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A avaliagdo da degradacgéao dos hidrogéis em PBS/colagenase foi feita através da imerséo dos
hidrogéis na solugédo enzimatica, num periodo de 28 dias, com pesagens nos tempos experimentais
1,3,5,7,10, 14, 21 e 28 dias. Os dados apresentados sdo as médias das triplicatas.

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

Ren et al. (2018) credita a perda de massa dos hidrogéis de quitosana a
hidrolise dentro das redes de hidrogel causada pelo tampao PBS. A clivagem das
ligagcbes promove a degradagdo em massa do hidrogel e estruturas de rede soltas
podem levar a uma eros&o mais rapida do hidrogel. Por sua vez a colagenase nao
teria atuacao sobre a quitosana, mas teria sobre a gelatina (GORGIEVA; KOKOL,
2012), também presente nos géis.

Entender a degradagdo dos hidrogéis, assim como a capacidade de
intumescimento, ¢é extremamente importante para aplicagbes bioldgicas,
especialmente quando envolve a liberacdo controlada de bioativos. A medida que o
hidrogel se degrada, as drogas ou proteinas encapsuladas sao liberadas do hidrogel
e podem se difundir lentamente do gel para o meio externo. Além disso, um hidrogel
biodegradavel é capaz de cumprir sua fungdo e depois ser lentamente reabsorvido
pelo organismo.

O material desenvolvido mostrou resisténcia de 4 semanas em tampao
fisiologico e em tampao enzimatico, e pelas porcentagens de massa remanescente
poderiamos esperar uma maior resisténcia. Outros autores demonstraram resultado
semelhante ou com menor eficiéncia (GORGIEVA; KOKOL, 2012; RAUCCI et al.,
2018; REN et al., 2018; SHEN et al., 2015).
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3.5.4. Testes Bioldgicos in vitro dos hidrogéis

3.5.4.1. Citotoxicidade dos hidrogéis

A citotoxicidade dos hidrogéis foi testada em culturas de L929, MC3T3 e
EA.hy926. Os resultados da viabilidade celular estdo representados nas Figuras 38,
39 e 40.

Os testes de MTT mostraram que nenhum dos géis apresentaram toxicidade
paras as linhagens celulares. Os resultados obtidos mostram mais 95% de
citocompatibilidade dos géis com as células, apresentando grau 1 ou 0 de
citotoxicidade de acordo com a ISO 10993-5, disposta na metodologia de Xiao et al.
(2018). Como os componentes dos hidrogéis n&o s&o citotoxicos, os resultados ja
eram esperados.

Em L929, houve diferenga estatistica significativa apenas no tempo 24 h entre
Gel 3 e Gel 4 (P <0,01).

Quando testadas com os géis, as células pré-osteoblasticas MC3T3
apresentaram viabilidade acima de 150%. Todos os géis apresentaram diferenca
estatistica significativa P < 0,001 em relagdo ao controle. O Gel 4 no tempo 72 h,
apresentou viabilidade celular maior que 200%, apresentando diferenga estatistica
significativa P < 0,05 em relagdo ao Gel 4 no tempo 24 h e P < 0,001 em relagédo aos
demais géis e o controle no tempo experimental 72 h. Estes resultados ndo so6
sugerem citocompatibilidade do material, como também sugere capacidade de
inducdo ao crescimento e proliferacao celular.

Para os testes com EA.hy926, Gel 1 e Gel 2, no tempo 48 h. apresentaram
diferenca estatistica significativa P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente, em relagcéo ao
Gel 4. No tempo 72 h, Gel 2 também apresentou diferenga estatistica significativa em
relacéo ao controle (P < 0,01), ao Gel 1 (P <0,05) e ao Gel 3 (P < 0,05).
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FIGURA 38. Citotoxicidade indireta dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D
em fibroblastos L929
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As células fibroblasticas L929 foram tratadas com eluatos dos hidrogéis por 24,48 e 72 h. A
citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (** P < 0,01)
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 39. Citotoxicidade indireta dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D
em células pré-osteoblasticas MC3T3

| |
* % %
% % %
2504 —*
— *ok ok
****** **:** e
§ 200 WI 'ﬁ' —xEx
e L ***I };{
§ 150- @l Gelt
= Gel 2
£ 100- Bl Gel3
o Gel 4
$ 50
B, EE MC3T3
0_
24h 48h 72h

Tempo (horas)

As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram tratadas com eluatos dos hidrogéis por 24, 48 e 72 h. A
citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (* P < 0,05, *** P < 0,001)
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.
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FIGURA 40. Citotoxicidade indireta dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D
em células endoteliais EA.hy926
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As células endoteliais EA.hy926 foram tratadas com eluatos dos hidrogéis por 24,48 e 72 h. A
citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada através do método colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA Two-way e poés-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01)
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

As células L929 ja foram testadas previamente em outros hidrogéis contendo
quitosana, HA pura ou substituida, PVA, gelatina e outros componentes, e os
resultados foram similares aos obtidos neste experimento (BAGHAIE et al., 2017,
JAIPAN; NGUYEN; NARAYAN, 2017; JAISWAL et al., 2013; MARRELLA et al., 2018).
Os fibroblastos sdo bastante usados em testes de citocompatibilidade de materiais.
Por serem células abundantes do tecido conjuntivo, estarem envolvidos na sintese de
componentes da matriz extracelular, e nos processos de cicatrizagcido, incluindo
angiogénese do local, a viabilidade dos fibroblastos perante compdsitos e scaffolds
desenvolvidos para regeneracéo de tecidos é extremamente importante. (ESLAMI;
SOLATI-HASHJIN; TAHRIRI, 2009; JAIPAN; NGUYEN; NARAYAN, 2017; SINGER,
A. J.; CLARCK, 1999; SIEROBABIN et al., 2016).

Os componentes da formulagao dos hidrogéis ndo séo citotoxicos e influenciam
o crescimento e a proliferagdo de MC3T3. Mammoli et al. (2019) demonstraram as
funcdes e agdes do magnésio e da vitamina D em osteoblastos e osteoclastos. Malik
et al. (2020) apresentaram um hidrogel a base de quitosana, carboximetilcelulose e
hidroxiapatita que n&o apresentava citotoxicidade para MC3T3 e ainda tinha potencial
pré-angiogénico. Pasqui et al. (2014) desenvolveram um hidrogel biolégico de
carboximetilcelulose e hidroxiapatita que nao apresentou toxicidade em osteoblastos

MGG3 e induziu crescimento, proliferacdo e produ¢ao de mineralizagdo. Os hidrogéis
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apresentados por Thangprasert et al. (2019) trouxeram diferentes porcentagens de
PVA e gelatina que auxiliaram na aderéncia celular, proliferagdo, atividade da
fosfatase alcalina, liberagéo e deposicao de calcio.

Shi et al. (2017) demonstraram a interagdo n&o citotoxica de nanoparticulas de
HA com células endoteliais. Nos dois trabalhos de Mohandas et al. (2015, 2018) o uso
de quitosana nao apresentou toxicidade e ainda aumentou a capacidade angiogénica

das células quando expostas ao material.

3.5.4.2. Aderéncia celular

A aderéncia celular foi testada em dois métodos: pela contagem de células e
por imagens em MEV. O resultado da porcentagem de células MC3T3 e EA.hy926
aderidas ao material apos 2 e 4 horas esta representado nas Figuras 41 e 42.

Apds o tempo experimental 2 h, as MC3T3 expostas aos Géis 3 e 4 ja
apresentavam aproximadamente 75% de aderéncia, com diferenga estatistica
significativa P < 0,001 em relac&o aos Géis 1 e 2. No tempo 4 h, houve aderéncia de
praticamente 100%.

As EA.hy926 expostas ao Gel 4 aderiram 86% nas primeiras 2 horas, com
diferenga estatistica significativa P < 0,001 em relagéo aos Géis. O Gel 3 apresentou
diferencga estatistica significativa P < 0,001 em relagdo ao Gel 1 e P < 0,01 em relag&o
ao Gel 2. O tempo 4 h apresentou resultados também com aderéncia de praticamente
de 100%. Gel 1 e Gel 2, no tempo 48 h apresentaram diferenga estatistica significativa
P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente, em relacdo ao Gel 4. No tempo 72 h, Gel 2
também apresentou diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle (P <
0,01), ao Gel 1 (P < 0,05) e ao Gel 3 (P < 0,05).
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FIGURA 41. Aderéncia in vitro de células pré-osteoblasticas MC3T3 aos hidrogéis
multipoliméricos contendo HA e vitamina D
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram semeadas sobre os hidrogéis e apos 2 e 4 horas, 0 meio
de cultura foi aspirado e a quantidade de células em suspenséo foi contada.
Teste ANOVA Two-way e poés-teste Bonferroni (***P < 0,001).
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 42. Aderéncia in vitro de células endoteliais EA.hy926 aos hidrogéis multipoliméricos
contendo HA e vitamina D
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As células endoteliais EA.hy926 foram semeadas sobre os hidrogéis e apds 2 e 4 horas, o meio de
cultura foi aspirado e a quantidade de células em suspenséo foi contada.
Teste ANOVA Two-way e poés-teste Bonferroni (***P < 0,001).
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.
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Para a visualizagdo da morfologia das células aderidas sobre o material
desenvolvido foram realizadas as micrografias em MEV. As micrografias das células
aderidas estdo nas Figuras 41 e 43. As Figuras 42 e 44 sdo ampliagbes das
micrografias 41 e 43, respectivamente.

Nas imagens obtidas, podemos ver a aderéncia das células MC3T3 e EA.hy926
apos o tempo experimental. Algumas areas principais foram apontadas com setas ou
delimitadas. Muitas ramificagdes podem ser visualizadas em ambas as células. Em
EA.hy926 é possivel visualizar estruturas semelhantes a tubos, principalmente nos
Géis 2 e 4. As MC3T3 exibiram morfologia espalhada caracteristica de aderéncia

celular adequada, segundo a literatura.
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FIGURA 43. Aderéncia das células MC3T3 sobre os hidrogéis multipoliméricos contendo HA e
vitamina D.
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Micrografias obtidas no microscépio eletronico de varredura FIB Quanta 200 FEG 3D, para
observacgdo da morfologia celular dos pré-osteoblastos MC3T3 sobre os hidrogéis, apds 3 dias de
semeadura. A células foram lavadas, fixadas e levadas a preparag¢ao no Centro de Microscopia da
UFMG. A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C)

Gel 3 — polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

As setas e o circulo destacam algumas células.
Magnificagdo x10000
Barra de escala 10 ym.
FONTE: CM-UFMG
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Figura 44. Areas em destaque nas micrografias de aderéncia das células MC3T3 sobre os
hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D.

Recorte das areas destacadas na Figura 41. A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2—
polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 — polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 —
polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: CM-UFMG

A aderéncia de osteoblastos sobre um material desenvolvido para aplicagao
o0ssea é um passo fundamental para ancorar a interface do material ao osso. O uso
da gelatina, derivado do colageno, inclusive tem sido justificado em alguns compdsitos
por sua capacidade de ligagao e ancoragem das células (LIAO et al., 2011; PETER et
al., 2010; WONGSAWICHAI et al., 2019). Xiao et al. (2018) apresentam morfologia e
aderéncia de MC3T3 sobre HA pura e substituida testada em diferentes dias. As
células sobre HA substituida parecem mais aderidas e com 7 dias de aderéncia
apresentam ramificagbes como vemos em nossas imagens, apos apenas 3 dias. O
mesmo comparativo pode ser feito entre nossas imagens de 3 dias e as de 7 dias de
Jahan et al. (2020). Eles avaliaram morfologia e aderéncia de MC3T3 com 7 e 28 dias
em scaffold de quitosana e hidroxiapatita. Em ambos os tempos experimentais, as
células, que foram marcadas, exibiram uma morfologia espalhada e com fibras de F-
actina distintas e bem-organizadas. Yu et al. (2013) avaliaram a morfologia e
aderéncia também de MC3T3 sobre um substrato de titdnio com cobertura de
ceramica. Em algumas das imagens é possivel ver estruturas assemelhadas as
nossas. Lan et al. (2019) testaram a aderéncia celular em diferentes scaffolds de PVA,
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nanotubos de carbono e fosfato de calcio, para cada scaffold as MC3T3 apareceram
com uma morfologia diferente: mais fusiforme, mais arredondada. Nossas MC3T3 se

assemelham em morfologia das que foram testadas apenas em PVA e fosfato de

calcio.

FIGURA 45. Aderéncia das células EA.hy926 sobre os hidrogéis multipoliméricos contendo HA e
vitamina D.
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Micrografias obtidas no microscépio eletrénico de varredura FIB Quanta 200 FEG 3D, para observagao
da morfologia celular das células endoteliais EA.hy926 sobre os hidrogéis, apos 3 dias de semeadura.
A células foram lavadas, fixadas e levadas a preparacéo no Centro de Microscopia da UFMG.
A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 —
polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
As setas e o circulo destacam algumas células.
Magnificagdo x10000
Barra de escala 10 ym. FONTE: CM-UFMG
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FIGURA 46. Areas em destaque nas micrografias de aderéncia das células EA.hy926 sobre os
hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D.

Recorte das areas destacadas na Figura 43.
A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 —
polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: CM-UFMG

A aderéncia e migracéo de células endoteliais € fundamental para uma série
de processos fisioldgicos, incluindo o desenvolvimento vascular e a angiogénese. A
aderéncia ja foi investigada em uma variedade de contextos, incluindo cicatrizagéo de
feridas, engenharia de tecidos e design de biomateriais (REINHART-KING, 2008). Nos
experimentos de Braz (2019) foi demonstrado, em micrografias, a aderéncia de
EA.hy926 apods 4 horas de semeadura, como observamos em nosso experimento de
contagem do numero de células. As imagens de Braz (2019) ainda mostram que a
morfologia das células aderidas era irregular e estrelada, marcada por
prolongamentos, que segundo a autora auxilia no recrutamento e proliferagao celular
sobre superficie. Yang et al. (2021) em experimentos para explorar a aderéncia e
viabilidade de coculturas de células endoteliais e adipécitos com potencial para

regeneragcdo Ossea conseguiram boa interagao celular, excelente aderéncia e
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morfologia de célula endotelial caracteristica. Lee et al. (2018) em imagens
semelhantes as nossas, mas em menor aumento, mostram aderéncia das células
endoteliais em scaffold de base polimérica. Os trabalhos de Matschegewski et al.
(2016) e Recek et al. (2016) apresentam nanofibras poliméricas para aplicacdo em
engenharia de tecidos vasculares. A aderéncia e a visualizagdo da morfologia de
células endoteliais em nanofibras sdo notaveis, aderéncia com aspecto fixo e

morfologia bastante caracteristica: estrelada com prolongamentos bem definidos.

3.5.4.3. Proliferagao celular

A capacidade de proliferacdo das células MC3T3 e EA.hy926 sobre os
hidrogéis foi avaliada utilizando o método de MTT. Os resultados obtidos estdo
dispostos nas Figuras 47 e 48. Todos os hidrogéis promoveram proliferagdo das
células MC3T3 e EA.hy926 apds 1, 4, 7 e 14 dias de experimento. Os valores em
absorbancia mostram que, em geral, MC3T3 apresentou maior proliferacédo que
EA.hy926.

Nos testes com MC3T3 observamos que o Gel 3 induziu melhor proliferacéo
nos 7 primeiros dias, seguido de pequena redugao no crescimento com 14 dias. O Gel
2 apresentou proliferacdo semelhante ao Gel 3 e os demais promoveram crescimento
gradual ao longo do experimento. Diferengas estatisticas significativas ocorreram
entre Gel 1 e Gel 3 nos tempos 4 e 7 dias, P < 0,05 e P < 0,001, respectivamente, e
entre Gel 1 e Gel 4 no tempo 14 dias, P < 0,05.

Nos testes com EA.hy926 observamos que Gel 3 induziu melhor proliferagao
nos 4 primeiros dias. No dia 7, os valores entre Gel 2, 3 e 4 foram bastante
semelhantes. No ultimo tempo experimental, Gel 4 apresentou melhores valores de
proliferagdo. Diferencgas estatisticas significativas ocorreram entre Gel 1 e Gel 3 no
tempo 7 dias, P < 0,01, entre Gel 1 e Gel 4 nos tempos 7 e 14 dias, P <0,05e P <
0,001, respectivamente, e entre Gel 2 e Gel 4, no tempo 14 dias, P < 0,05.

Estes resultados indicam que os hidrogéis serviram de substrato para o
crescimento celular, pois a quantidade de células viaveis aumentou ao longo do
experimento. Somados aos resultados de citotoxicidade do material e aderéncia

celular, podemos considerar os hidrogéis citocompativeis e bioindutores.
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FIGURA 47. Proliferagao celular de pré-osteoblastos MC3T3 sobre os hidrogéis
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As células pré-osteoblasticas foram semeadas sobre os hidrogéis e, apos 1, 4, 7 e 14 dias, a
proliferagéo celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (* P < 0,05, *** P < 0,001).
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 48. Proliferagao celular de células endoteliais EA.hy926 sobre os hidrogéis
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As células endoteliais EA.hy926 foram semeadas sobre os hidrogéis e, apés 1, 4, 7 e 14 dias, a
proliferagcao celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT.
Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001).
Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.
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Inimeros autores ja4 demonstraram a capacidade de scaffolds de base
polimérica e nanoparticulas de HA induzirem a proliferacdo celular de osteoblastos e
células endoteliais (DHIVYA et al., 2015; KUMAR et al., 2019; MOHANDAS et al.,
2018; RE et al., 2019; YU et al., 2017a, 2017b). As propriedades estruturais e fisico-
mecanicas dos hidrogéis e liberagdo de ions metéalicos (Ca e Mg) no meio sao
bastante relevantes para a ancoragem, proliferagéo, diferenciagao celular.

Lu et al. (2011) e Lei et al. (2019) demonstraram que a liberag&o de ions da HA
seguida pela deposigéo dos ions no material estimula a aderéncia e torna o ambiente
favoravel para a proliferagao e diferenciacdo de osteoblastos. Além disso, a estrutura
tridimensional, multipolimérica e porosa propiciam a base necessaria. Avaliando os
resultados de Raucci et al. (2018), Pasqui et al. (2014) e Thangprasert et al. (2019)
vemos que polimeros como carboximetilcelulose, gelatina e PVA associados a
hidroxiapatita auxiliaram na aderéncia, induziram o crescimento, proliferacdo e
producao de mineralizagdo dos osteoblastos. Luo et al. (2015) e Re et al. (2019)
revelaram a proliferagdo de osteoblastos em micrografias de MEV em experimentos
de até 21 dias, nos quais é possivel visualizar o aumento da ocupacéo dos poros do
material desenvolvido pelos osteoblastos.

A vasculatura 6ssea desempenha um papel vital no desenvolvimento,
remodelagdo e homeostase 6ssea. A formagao de novos vasos sanguineos € crucial
tanto durante o desenvolvimento 6sseo primario quanto no reparo de fraturas em
adultos. Tanto o reparo quanto a remodelacdo Ossea envolvem a ativacdo e a
complexa interagdo entre as vias angiogénicas e osteogénicas (SARAN; GEMINI
PIPERNI; CHATTERJEE, 2014). Por isso, o estudo da aderéncia, proliferacédo e
migracéo de células endoteliais sdo fundamentais para a regeneragao 6ssea. Maier
et al.(2004) demonstrou que a presenga de magnésio estimula a proliferacdo de
células endoteliais. Yu et al. (2017a) e Yu et al. (2017b) demonstraram o potencial de
materiais contendo HA na proliferacdo de células endoteliais, além da proliferacao de
osteoblastos. Entretanto, grande parte dos trabalhos desenvolvidos na area apostam
em proliferagdo das células em cocultura. Em cocultura, as ceélulas endoteliais
induzem a proliferacdo dos osteoblastos e regulam de forma positiva a expresséo da
fosfatase alcalina, proteina relacionada a diferenciacdo dos osteoblastos, e os

osteoblastos passam a secretar fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que

146



estimula a proliferagao das células endoteliais (MURPHY et al., 2016; STEINER et al.,
2012; YANG et al., 2021).

3.5.4.4. Atividade da fosfatase alcalina

A atividade quantitativa da enzima fosfatase alcalina foi avaliada apds 7, 14 e
21 dias da semeadura das células com os hidrogéis. Os resultados estdo dispostos
na Figura 49. Os dados mostram que a atividade da fosfatase alcalina secretada pelas
células aumentou com o tempo de cultura, o que pode sugerir a diferenciagdo das
células pré-osteoblasticas MC3T3 em osteoblastos. Nao foram encontradas
diferengas estatisticas significativas no tempo experimental 7 dias. Entre os géis e o
controle ocorreram diferengas significativas nos tempos 14 e 21 dias (P < 0,001).
Também ocorreram diferengas significativas com 21 dias entre o Gel 1 e Gel 2 (P <
0,05), e entre Gel 1 e Gel 3 e 4 (P <0,01).

Os resultados mostram que os Géis 2, 3 e 4 promoveram o mesmo nivel de
secrecao de fosfatase alcalina pelas MC3T3, sem diferenca estatisticamente
significativa. Os Géis 2, 3 e 4 conseguiram induzir a diferenciagdo celular sem a
necessidade do uso de meios osteogénicos. Estes resultados provavelmente estao
relacionados a presenca de componentes como a Vitamina D3 e HA pura e substituida
com magneésio na formulagdo nos hidrogéis, uma vez que estes componentes tém

influéncia nos processos de proliferagao, diferenciacdo e mineralizagao éssea.
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FIGURA 49. Atividade da enzima fosfatase alcalina
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As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram semeadas sobre os hidrogéis e, apos 7, 14 e 21 dias, a
producao da enzima fosfatase alcalina foi medida usando o kit Labtest. A atividade relativa da
fosfatase alcalina foi calculada pela normalizagao dos valores de densidade 6tica com as proteinas
totais.

Teste ANOVA Two-way e pés-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001).

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.

A atividade da enzima fosfatase alcalina tem sido usada como um marcador
precoce para a funcionalidade e diferenciacido de osteoblastos em experimentos in
vitro, uma vez que participa dos processos de formacdo e mineralizagdo Ossea
(WANG et al., 2016). Sendo a verificagao qualitativa e quantitativa da secrecao desta
enzima um parametro importante para analise dos efeitos causados no tecido 6sseo,
ja que ela reflete a atividade osteoblastica (OHGUSHI et al., 1993). Resultados
semelhantes aos nossos foram relatados em diversos trabalhos (LU et al., 2011;
MISHRA et al., 2011; THANGPRASERT et al., 2019; XIAO et al., 2018; YE et al.,
2019). Xiao et al. (2018) relaciona o aumento da producéo da fosfatase alcalina a
substituicdo metalica da hidroxiapatita. Ye et al (2019) demonstraram que o scaffold
contendo quitosana, fosfato de calcio e ions metalicos aumentaram significativamente
a producéao da fosfatase alcalina.

Ozeki, Aoki e Fukui (2008) relatam que a associagdo de hidroxiapatita a e
Vitamina D3 (25(0OH)D3) promoveram maior aumento da producdo da enzima em
relacdo a outras formas da Vitamina D e da Vitamina K. A Vitamina D3 é conhecida

por estimular a atividade da fosfatase alcalina durante os estagios de proliferacéo e
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diferenciacdo em osteoblastos. Seus efeitos sobre a mineralizagdo e regulagéao
enzimatica sugerem um envolvimento direto da forma 1,25-(OH)2D3 no processo
(VAN DRIEL; POLS; VAN LEEUWEN, 2005). A Vitamina D, além disso, ja foi
reportada por induzir a expressdo de osteocalcina, proteina da matriz Ossea,

dependente da Vitamina K, envolvida na maturagcédo 6ssea (METZGER et al., 2013).

3.5.4.5. Mineralizagao pelo método Von Kossa

Para avaliar a capacidade de mineralizacdo da matriz extracelular pelas
MC3T3, foi realizada a coloragao dos nédulos de mineralizacdo pelo método de Von
Kossa, apos 14 dias de cultivo das células com os Géis. Imagens 6pticas obtidas apds
a coloragdo estdo dispostas na Figura 50. E possivel visualizar inimeros nédulos
corados pelo método. Todos os Géis quando comparados com o controle
apresentaram o campo repleto de nédulos.

O método de coloracdo de Von Kossa tem sido usado para representar a
mineralizagado 6ssea. Bonewald et al. (2003) explicita que as adaptacdes feitas no
método original utilizam nitrato de prata para corar depdsitos de célcio, que na
verdade, ndo reage com o calcio, e sim com o fosfato na presenga de material acido.
Apenas a coloracao do fosfato ndo é satisfatéria para afirmar que a mineralizagao
ocorreu, métodos complementares sdo necessarios como Alizarin Red (coloragdo do
calcio), FT-IR, DRX ou testes dos marcadores de mineralizag&o (fosfatase alcalina e
osteocalcina). Contudo, baseado nos resultados previamente apresentados neste
trabalho no teste da fosfatase alcalina e nas imagens obtidas neste teste podemos

inferir que nossos hidrogéis apresentam capacidade de mineralizagao.
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FIGURA 50. Estruturas mineralizadas coradas pelo método de Von Kossa

Controle

Apbs 14 dias de semeadura dos pré-osteoblastos MC3T3 em contato com os hidrogéis, foi feita a
coloracao pelo método Von Kossa para observagao de mineralizagao.

A) Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 —
polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%. Controle
Imagens digitais de microscopia 6tica foram registradas com magnificagao x10.

FONTE: A autora, 2021.
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A literatura reporta trabalhos que utilizam diversos materiais para aumentar a
capacidade de mineralizagdo. Costa (2014) demonstrou que compostos poliméricos
associados a fosfatos de calcio e testosterona também aumentam a capacidade de
mineralizagcdo em MC3T3. Trajano et al. (2016) desenvolveram um composito
polimérico associado a uma biocerdmica e doxiciclina que também apresentou
excelentes resultados na mineralizagdo de MC3T3 apds 14 dias de experimento.
Grellier et al. (2009) imobilizaram uma cocultura de células osteoblasticas e
endoteliais em um microesfera polimérica e conseguiram induzir melhor mineralizag&o
6ssea que no uso de monocultura, demonstrando a como estas células auxiliam na
regulacao positiva uma da outra e como os processos de formagao dssea e vascular
sdo interdependentes. Re et al. (2019) demonstraram mineralizagdo apos 21 dias de
contato dos osteoblastos com o hidrogel a base de gelatina e quitosana com uso de
meio osteogénico.

E importante ressaltar que a capacidade de mineralizacdo n3o é observavel em
todos os tipos de osteoblastos. Em um estudo foi mencionado caracteristicas
fenotipicas de 5 tipos diferentes de osteoblastos dos quais apenas MC3T3 e SAOS-2

apresentavam a capacidade de mineralizagdo (SAMMONS, 2015).

3.5.4.6. Expressao do oxido nitrico

Para avaliar o efeito dos compdsitos na producao de 6xido nitrico pelas células
MC3T3 e EA.hy926, a quantidade de nitrito (NOz2-) foi mensurada no meio de cultura,
uma vez que este representa um produto final estavel do 6xido nitrico, por meio da
utilizacao do reagente de Griess. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 51 e
52.

Os graficos mostram que, na presenga dos hidrogéis, ambas as células
apresentaram aumento na producao de 6xido nitrico, em relagcao ao controle. MC3T3
apresentou maiores valores de oxido nitrico com Gel 2 e Gel 4, nos dois tempos
experimentais. EA.hy926 apresentou maiores valores com Gel 3 e Gel 4. Para MC3T3,
diferengas estatisticas significativas foram observadas no tempo 7 dias entre Gel 1 e
4 (P <0,05),Gel 2 e 3 (P <0,05) e Gel 2 e controle (P < 0,001). Com 14 dias, todos
0s geéis apresentaram diferengas significativas em relagdo ao controle (P < 0,001).
Para EA.hy926, diferengas estatisticas significativas foram observadas no tempo 7
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dias entre Gel 2 e controle (P < 0,01), Gel 3 e controle (P < 0,001), Gel 4 e controle (P
< 0,05). Com 14 dias, Gel 1 apresentou diferencas significativas com Gel 2 (P < 0,05)
e os demais géis (P < 0,001). Diferencas estatisticas significativas também aparecem
entre Gel 2 e 3 (P < 0,05). Todos os géis apresentaram diferengas significativas em

relacéo ao controle (P < 0,001).

FIGURA 51. Concentragao de 6xido nitrico produzida por MC3T3
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Avaliagao do efeito dos hidrogéis sobre a produgéo do dxido nitrico pelos pré-osteoblastos MC3T3,
apos 7 e 14 dias. O nitrito, produto mais estavel do 6xido nitrico foi mensurado no meio de cultura,
utilizando o reagente de Griess. Teste ANOVA Two-way e pos-teste Bonferroni (* P < 0,05, *** P <
0,001). Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 —
polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 52. Concentragao do dxido nitrico produzida por EA.hy926
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Avaliacao do efeito dos hidrogéis sobre a produgéo do 6xido nitrico pelas células endoteliais
EA.hy926, apds 7 e 14 dias. O nitrito, produto mais estavel do 6xido nitrico foi mensurado no meio de
cultura, utilizando o reagente de Griess. Teste ANOVA Two-way e pos-teste Bonferroni (* P < 0,05,
*** P <0,001). Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel
3 — polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.
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O 6xido nitrico € um radical livre produzido endogenamente que desempenha
importantes fungbes biolégicas, como promog¢ao da vasodilatagdo, angiogénese,
reparo de tecidos, cicatrizacdo de feridas, acdo antioxidante, antitumoral e
antimicrobiana. (NASCIMENTO et al., 2020). Em tecido 6sseo ja foi demonstrado que
0 Oxido nitrico desempenha um papel importante nos processos de formacgao e
cicatrizagdo 6ssea e pode ser gerado por muitos tipos de células presentes no meio
0sseo, mais significativamente, os osteoblastos. Para osteogénese, em baixas
concentracdes, o oxido nitrico promove crescimento e diferenciagao celular dos
osteoblastos (TSUKAHARA et al., 1996), sendo um importante regulador do
metabolismo 6sseo, uma vez que osteoblastos ndo sé produzem o6xido nitrico como
respondem a presenca dele no meio.

Altas concentragbes de Oxido nitrico podem alterar o funcionamento dos
osteoblastos (TSUKAHARA et al., 1996). Os resultados deste experimento para
MC3T3 mostram valores que tenderam a um aumento, mas considerando os
resultados dos demais experimentos com estas células, ndo foi observada reducao
no crescimento celular nem aumento da citotoxicidade do material. Trabalhos que
investigam o reparo 6sseo envolvendo o fluxo sanguineo ésseo ja demonstraram que
quando o nivel de éxido nitrico esta baixo, a vasodilatagao local e o fluxo sanguineo
diminuem, prejudicando um reparo 6sseo adequado (HEINONEN et al., 2018).

O oxido nitrico € também um mediador critico da angiogénese. A presenca dele
aumenta a sobrevivéncia, inibe a apoptose celular, induz a proliferagdo e a migragéo
das células endoteliais, além de induzir a expressao de fatores de crescimento
(COOKE, 2003). Ademais aos efeitos diretos, entre os efeitos indiretos do 6xido nitrico
nas células endoteliais estd o aumento do fluxo sanguineo local, como ocorre em
reparos teciduais e lesdes (PITTARELLA et al., 2015). Os resultados apresentados
nos experimentos com EA.hy926 mostram valores tendendo a um aumento que ja era
esperado, uma vez que o Oxido nitrico produzido pelas células endoteliais esta
intimamente ligado as fungdes basicas delas.

Ademais, dois componentes dos hidrogéis representam fatores estimulantes
para a produgao de 6xido nitrico nas células endoteliais: a Vitamina D3 e 0 magnésio.
Maier et al. (2004) demonstraram que magnésio estimula a produgao de 6xido nitrico

nas células endoteliais. Pittarella et al. (2015) concluiu que um possivel envolvimento
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do 6xido nitrico nos efeitos proliferativos e migratérios das células endoteliais pode

ser induzidos pela Vitamina D.

3.5.4.7. Formacgao de vasos

O potencial angiogénico dos hidrogéis foi avaliado através do teste de formagao
de tubos. A Figura 53 apresenta imagens das células apos 6 horas em contato com
os eluatos dos Géis. As Figuras 54, 55, 56 e 57 sdo imagens representativas das
células apos 24 horas em contato com os eluatos dos Géis 1, 2, 3 e 4,
respectivamente.

O teste de formagé&o de tubos revelou que, apds 6 horas, as células EA.hy926
alinharam-se formando, o que a literatura chama de conexdes celulares (ARANDA,;
OWEN, 2009), onde duas ou mais células endoteliais se alinham em estruturas
tubulares. Entdo apds 24 horas, o numero de tubos formados aumentou, com maior
quantidade de células conectadas e com estruturas em formato poligonal. No aumento
de cada imagem Otica € possivel ver com maiores detalhes as conexdes
intercelulares, as jungdes e os tubos formados. Aranda e Owen (2009) mencionam
que o tempo experimental com EA.hy926 € um pouco arbitrario, e dependendo dos
meios de cultura e dos fatores angiogénicos do composto, o processo de formagéo de
tubos pode ocorrer entre 6 e mais de 20 horas. Em nossos testes, os melhores
resultados foram apds 24 horas.

O potencial angiogénico nao é apontado apenas pela formagao de estruturas
poligonais. Os diversos métodos medem: a formagéo do tubo, o comprimento dos
tubos, a area dos capilares, o numero de tubos, o numero de poligonos formados, a
organizagao tridimensional da rede (ARANDA; OWEN, 2009). Este ensaio é um
método bastante simples e rapido para quantificar o potencial angiogénico de um
composto, mas nao fornece informagdes sobre o mecanismo especifico pelo qual o
composto realmente afeta o processo de formacao de vasos (XIE et al., 2013). Para
iSSO novos experimentos sao necessarios.

Os resultados mostram potencial angiogénico para todos os hidrogéis. Apés a
contagem do numero de tubos formados, observamos que quando comparados ao
controle, os géis mostraram valores expressivamente maiores (Figura 58). Entre os

hidrogéis, Gel 3 e 4 apresentaram valores semelhantes, sem diferenga estatistica
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significativa. Ambos apresentaram diferenga estatistica significativa em relacéo a Gel
1e2(P<0,05).

FIGURA 53. Formacgao de tubos das células endoteliais EA.hy926 com os hidrogéis
multipoliméricos contendo HA e vitamina D, apds 6 horas

o

Apods pré-tratamento com os eluatos dos hidrogéis, as células endoteliais EA.hy926 foram incubadas
sobre Geltrex por 6 horas para formagéo de tubos. Os circulos destacam células conectadas e com
estruturas em formato poligonal.

Imagens digitais de microscopia 6tica foram registradas com magnificagao x10.

Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 — polimeros,
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.

FONTE: A autora, 2021.
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FIGURA 54. Formagao de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 1, apos 24 horas

Apos pré-tratamento com o eluato do Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp, as células endoteliais
EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formagéo de tubos.

Imagens digitais de microscopia otica foram registradas. Magnificagdo x10 a esquerda. Recorte de
areas destacadas a direita. As setas apontam formagao de tubos: células conectadas ou estruturas
em formato poligonal.

FONTE: A autora, 2021.
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FIGURA 55. Formagao de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 2, apds 24 horas.

ApOs pré-tratamento com o eluato do Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%, as células
endoteliais EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formagao de tubos.
Imagens digitais de microscopia ética foram registradas. Magnificagcdo x10 a esquerda. Recorte de
areas destacadas a direita. As setas apontam formagao de tubos: células conectadas ou estruturas
em formato poligonal.

FONTE: A autora, 2021.
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FIGURA 56. Formacgao de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 3, apos 24 horas.

ApOs pré-tratamento com o eluato do Gel 3 — polimeros, vitamina D e HA-Mg5%, as células
endoteliais EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formagao de tubos.
Imagens digitais de microscopia otica foram registradas. Magnificagdo x10 a esquerda. Recorte de
areas destacadas a direita. As setas apontam formagao de tubos: células conectadas ou estruturas
em formato poligonal.

FONTE: A autora, 2021.
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FIGURA 57. Formagao de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 4, apos 24 horas

Apos pré-tratamento com o eluato do Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%, as células
endoteliais EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formagao de tubos.
Imagens digitais de microscopia 6tica foram registradas. Magnificacdo x10 a esquerda. Recorte de
areas destacadas a direita. As setas apontam formacgao de tubos: células conectadas ou estruturas
em formato poligonal.

FONTE: A autora, 2021.

FIGURA 58. Distribuicdo do numero de tubos formados pelas células endoteliais EA.hy926 em
contato com eluato dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D.
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As conexdes celulares foram contadas utilizando o software Imaged e analisadas no software Origin
7.0. *** P < 0,001. Gel 1 — polimeros, vitamina D e HAp. Gel 2 — polimeros, vitamina D e HA-Mg2,5%.
Gel 3 — polimeros, vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 — polimeros, vitamina D e HA-Mg10%.
FONTE: A autora, 2021.
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A formagdo de novos vasos envolve uma série de eventos programados.
Sinalizacdo e liberagao de fatores de crescimento de vasos, ativacdo das células
endoteliais, producao de oxido nitrico, liberacdo de enzimas, migragao e proliferagéo
das células endoteliais e formagao do lUmen para inicio da formagédo de novos vasos
(GERRITSEN, 2001). Analisando os resultados obtidos, os hidrogéis desenvolvidos,
com destaque para o Gel 4, foram capazes de aumentar a produg¢ao do 6xido nitrico,
induzir aderéncia e proliferacdo celular e a formacédo de estruturas tubulares, sem
apresentar toxicidade. Isso demonstra que foi atingida uma sequéncia dentro do
processo de angiogénese, embora testes complementares ainda sejam necessarios.

Os componentes poliméricos dos hidrogéis desenvolvidos podem nao
apresentar atividade pro-angiogénica isoladamente, mas a associagdo deles em
combinagdo com as nanoparticulas de HA e a vitamina D demonstraram este
potencial. Os polimeros, por serem biocompativeis, biodegradaveis, e oferecerem
estrutura para aderéncia e proliferagao celular, por si s, ja representam excelentes
escolhas como base do material.

A presencga da HA, pura e substituida com magnésio, e da Vitamina D trazem
ao material, além da atividade angiogénica, a atividade osteogénica. Wong et al.
(2014) demonstraram que a Vitamina D3 promoveu a regeneragao do endotélio
vascular, induzindo o processo angiogénico de proliferagdo e migracado celular.
Pittarella et al. (2015) demonstraram que a Vitamina D atua na proliferacdo e migragao
das células endoteliais. Bose et al. (2013) relatam a capacidade angiogénica do
magnésio in vitro. Maier et al. (2004) apresentam a importancia do magnésio para a

angiogénese e como ele modula o comportamento celular das células endoteliais.
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3.6. Resumo dos Resultados

¢ O método de co-precipitacdo em baixa temperatura foi efetivo para sintese das
HA e resultou em particulas de dimensdes nanométricas.

e As analises de difracao de raios-X e FTIR demonstraram que a presencga do
magnésio alterou os parametros da rede cristalina das HA sintetizadas e baixa
cristalinidade.

e As HA ndo apresentaram citotoxicidade, demostraram significativa
biocompatibilidade e promoveram a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos
e células endoteliais.

e Os hidrogéis desenvolvidos demonstraram estabilidade térmica similar e a
incorporagao dos componentes na formulagao.

e As imagens de MEV mostraram morfologia de superficie irregular e poros
arredondados com tamanho médio entre 22-109 um. Na presenca de fluido
corporal artificial, os hidrogéis foram capazes de formar a camada de apatita
sobre a superficie. Os testes de pH demonstraram que o pH ficou
moderadamente alcalino.

e Os testes de liberacédo de ions demonstraram um perfil de liberagao continuada
tanto de Ca?* quanto Mg?*.

¢ Os hidrogéis contendo hidroxiapatita pura (Gel 1) e hidroxiapatita substituida
com 10% de magnésio (Gel 4) apresentaram maior capacidade de Swelling.
No teste de biodegradagado, houve alto grau de Swelling e apds 28 dias, o
hidrogel contendo hidroxiapatita substituida com 5% de magnésio (Gel 3) foi o
que sofreu maior degradacéo.

e Nos testes bioldgicos, os hidrogéis demonstraram citocompatibilidade quando
testados com L929, MC3T3 e EA.hy926.

e Os hidrogéis foram capazes de induzir maior aderéncia e proliferagcao celular
de MC3T3 e EA.hy926. Nos testes in vitro foi possivel observar aderéncia de
mais de 90% das células apds 4 horas de semeadura, para ambas as células.
As imagens de MEV mostram as células aderidas a superficie dos hidrogéis.
Nas micrografias contendo EA.hy926, é possivel visualizar estruturas
semelhantes a microvasos, indicando que os hidrogéis podem induzir o

comportamento de formagao de vasos.
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e Os hidrogéis aumentaram a expressao do 6xido nitrico em EA.hy926, indicando
uma maior possibilidade de inducdo de proliferacdo e migragdo celular para
formacédo vascular. Em MC3T3, o aumento da produgdo de oOxido nitrico
também foi visualizado.

e As MC3T3 na presenga dos hidrogéis formaram nodulos de mineralizagao e
tiveram aumento na produgao da fosfatase alcalina, principalmente no hidrogel
contendo hidroxiapatita substituida com 10% de magnésio (Gel 4).

¢ Nos testes de formacgao de tubos, foi possivel identificar estruturas tubulares e
formatos poligonais caracteristicos da formacéao de tubos, indicando que os

hidrogéis conseguiram induzir o comportamento de formagao de vasos.

A tabela 14 mostra de forma resumida quais hidrogéis apresentaram os
melhores resultados em cada experimento. Observando os dados da tabela, o
hidrogel mais promissor e com perspectiva para continuagdo dos estudos é o Gel 4

(polimeros, vitamina D e HA-10%).

Tabela 14. Os melhores resultados de cada experimento

Testes Hidrogéis
Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4

pH v v v v
Swelling v
Biodegradagao in vitro v
Formacao de apatita v

Citotoxicidade v
Aderéncia celular v v v v
Proliferagéo celular v
Fosfatase alcalina v v v
Mineralizagao por Von Kossa v v v v
Concentragdo de 6xido nitrico v
Formacao de vasos v

FONTE: A autora, 2021.
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3.7. Conclusao e Perspectivas futuras

Os hidrogeéis desenvolvidos demonstraram efeito sinérgico entre os polimeros
de sua matriz e a associagdo destes polimeros (quitosana, carboximetilcelulose,
gelatina e alcool polivinilico) com a bioceramica hidroxiapatita (pura e substituida com
magnésio) e a vitamina D resultou em um biomaterial que estimulou aderéncia e
proliferacdo celular, formacdo ndédulos de mineralizagédo e aumento na produgao da
fosfatase alcalina nos osteoblastos, e aumentou a producédo do 6xido nitrico, induziu
aderéncia e proliferacdo celular e a formagao de estruturas tubulares em células
endoteliais.

Em funcg&o dos resultados obtidos nesse trabalho, concluiu-se que os hidrogéis
apresentam potencial osteogénico e pré-angiogénico. Contudo um aprofundamento
nos testes pode trazer novas perspectivas.

Devido ao periodo de quarentena, alguns ensaios, que estavam previstos no
cronograma de desenvolvimento desse trabalho, ndo puderam ser realizados ainda.
Dessa forma, como perspectivas futuras, os hidrogéis devem ter seus perfis de
viscosidade e comportamento reolégico avaliado. A avaliagdo da atividade
osteogénica do biomaterial poderia ser complementada por testes in vifro como a
producao de colageno, a coloragéo Alizarin Red para avaliagdo mineralizagdo e a
expressdo de marcadores moleculares de mineralizagdo. Um estudo in vivo dos
hidrogéis também seria importante para acompanhar histologicamente o processo de
regeneracao tecidual e avaliar as respostas. A avaliacao da atividade pré-angiogénica
poderia ser complementada pelo teste ex vivo do anel aodrtico para avaliar se os
hidrogéis tem capacidade de induzir brotamento de microvasos e por ensaios in vivo
para avaliar histologicamente a capacidade de indug¢ao da formagao de vasos dentro

do tecido 6sseo.

163



3.8. Referéncias bibliograficas
ABUKAWA, Haru; PAPADAKI, Maria; ABULIKEMU, Mailikai; LEAF, Jeremy;
VACANTI, Joseph P.; KABAN, Leonard B.; TROULIS, Maria J. The Engineering of
Craniofacial Tissues in the Laboratory: A Review of Biomaterials for Scaffolds and
Implant Coatings. Dental Clinics of North America, [S. /], v. 50, n. 2, p. 205-216,
2006. DOLl: 10.1016/j.cden.2005.11.006. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0011853205001047.
AGUDELO, R. R. Preparagdao E Caracterizagdo De Matrizes De Liberagao
Controlada De Doxiciclina A Base De Nanofibras De Policaprolactona E Gelatina
Carreadas Com Nanoparticulas De Hidroxiapatita. 2015. Universidade Federal de
Minas Gerais, [S. I.], 2015.
AHMADI, F.; OVEISI, Z.; SAMANI, Mohammadi; AMOOZGAR, Z. Chitosan based
hydrogels: Characteristics and pharmaceutical applications. Research in
Pharmaceutical Sciences, [S. /.],v. 10, n. 1, p. 1-16, 2015.
AHMADI, Raheleh; BURNS, Alan J.; DE BRUIJN, Joost D. Chitosan-based hydrogels
do not induce angiogenesis. Journal of Tissue Engineering and Regenerative
Medicine, [S. I.],v. 4, n. 4, p. 309-315, 2009. DOI: 10.1002/term.247. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1002/term.247.
AHMED, Enas M. Hydrogel: Preparation, characterization, and applications: A review.
Journal of Advanced Research, [S. /], v. 6, n. 2, p. 105-121, 2015. DOI:
10.1016/j.jare.2013.07.006. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jare.2013.07.006.
AKRAM, M.; HUSSAIN, R. Nanohydrogels: History, Development, and Applications in
Drug Delivery. In: JAWAID, Mohammad; MOHAMMAD, Faruq (org.). Nanocellulose
and Nanohydrogel Matrices: Biotechnological and Biomedical Applications.
Weinheim: Wiley-VCH, 2017. p. 297-330.
ALIHOSSEINI, F. Plant-based compounds for antimicrobial textiles. In: SUN, G. (org.).
Antimicrobial Textiles. 1st. ed. [s.l.] : Elsevier, 2016. p. 155-195. DOI: 10.1016/B978-
0-08-100576-7.00010-9. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780081005767000109.
ALKHRAISAT, Mohammad Hamdan; CABREJOS-AZAMA, Jatsue; RODRIGUEZ,
Carmen Rueda; JEREZ, Luis Blanco; CABARCOS, Enrique Lépez. Magnesium
substitution in brushite cements. Materials Science and Engineering C, [S. /], v. 33,

164



n. 1, p. 475481, 2013. DOIl: 10.1016/j.msec.2012.09.017. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2012.09.017.

ARANDA, Evelyn; OWEN, Gareth I. A semi-quantitative assay to screen for angiogenic
compounds and compounds with angiogenic potential using the EA.hy926 endothelial
cell line. Biological Research, [S. ], v. 42, n. 3, p. 377-389, 2009. DOI:
10.4067/S0716-97602009000300012.

ARAVAMUDHAN, Aja; RAMOS, Daisy M.; NADA, Ahmed A.; KUMBAR, Sangamesh
G. Natural Polymers: Polysaccharides and Their Derivatives for Biomedical
Applications. In: KUMBAR, Sangamesh G.; LAURENCIN, Cato T.; DENG, Meng (org.).
Natural and Synthetic Biomedical Polymers. [s.|.] : Elsevier Inc., 2014. p. 67-89.
DOI: 10.1016/B978-0-12-396983-5.00004-1. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-396983-5.00004-1.

ARNOLD, Frank; WEST, David C. Angiogenesis in wound healing. Pharmacology
and Therapeutics, [S. /], v. 52, n. 3, p. 407-422, 1991. DOI: 10.1016/0163-
7258(91)90034-J.

ASRAN, Ashraf Sh.; HENNING, S.; MICHLER, Goerg H. Polyvinyl alcohol—collagen—
hydroxyapatite biocomposite nanofibrous scaffold: Mimicking the key features of
natural bone at the nanoscale level. Polymer, [S. ], v. 51, n. 4, p. 868-876, 2010.
DOl: 10.1016/j.polymer.2009.12.046. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0032386110000145.

ASSIS, O. B. G.; SILVA, V. L. Da. Caracterizacédo estrutural e da capacidade de
absorcdo de agua em filmes finos de quitosana processados em diversas
concentracdes. Polimeros, [S. I.], v. 13, n. 4, p. 223-228, 2003. DOI: 10.1590/S0104-
14282003000400006. Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-
14282003000400006&Ing=pt&ting=pt.

AUGUSTINE, Robin; DOMINIC, Edwin Anto; REJU, Indu; KAIMAL, Balarama;
KALARIKKAL, Nandakumar; THOMAS, Sabu. Investigation of angiogenesis and its
mechanism using zinc oxide nanoparticle-loaded electrospun tissue engineering
scaffolds. RSC Advances, [S. ], v. 4, n. 93, p. 51528-51536, 2014. DOI:
10.1039/c4ra07361d. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1039/C4RA07361D.
AYATULLAH HOSNE ASIF, A. K. M.; RAHMAN, Mahbubur; SARKER, Priti; HASAN,
Md. Zayedul; PAUL, Debasree. Hydrogel Fibre: Future Material of Interest for

165



Biomedical Applications. Journal of Textile Science and Technology, [S. /], v. 05,
n. 04, p. 92-107, 2019. DOI: 10.4236/jtst.2019.540009.

BAGHAIE, Shaghayegh; KHORASANI, Mohammad T.; ZARRABI, Al
MOSHTAGHIAN, Jamal. Wound healing properties of PVA/starch/chitosan hydrogel
membranes with nano Zinc oxide as antibacterial wound dressing material. Journal of
Biomaterials Science, Polymer Edition, [S. ], v. 28, n. 18, p. 2220-2241, 2017.
DOI: 10.1080/09205063.2017.1390383. Disponivel em:
http://doi.org/10.1080/09205063.2017.1390383.

BAI, Xin; GAO, Mingzhu; SYED, Sahla; ZHUANG, Jerry; XU, Xiaoyang; ZHANG, Xue
Qing. Bioactive hydrogels for bone regeneration. Bioactive Materials, [S. I.], v. 3, n.
4, p. 401-417, 2018. DOI: 10.1016/j.bioactmat.2018.05.006. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bioactmat.2018.05.006.

BANG, L. T.; LONG, B. D.; OTHMAN, R. Carbonate hydroxyapatite and silicon-
substituted carbonate hydroxyapatite: Synthesis, mechanical properties, and solubility
evaluations. The Scientific World Journal, [S. /], v. 2014, 2014. DOI:
10.1155/2014/969876.

BARRAL, Danilo. Vitamina D: Uma Abordagem Molecular. Pesquisa Brasileira em
Odontopediatria e Clinica Integrada, [S. /], v. 7, n. 3, p. 309-315, 2007. DOI:
10.4034/1519.0501.2007.0073.0019.

BARROS, Sandra Cerqueira; DA SILVA, Ana Alves; COSTA, Diana Barbosa;
CESARINO, Ivana; COSTA, Carlos M.; LANCEROS-MENDEZ, Senentxu;
PAWLICKA, Agnieszka; SILVA, Maria Manuela. Thermo-sensitive chitosan—cellulose
derivative hydrogels: swelling behaviour and morphologic studies. Cellulose, [S. /], v.
21,n. 6, p. 4531-4544, 2014. DOI: 10.1007/s10570-014-0442-9.

BEGAM, Howa; KUNDU, Biswanath; CHANDA, Abhijit; NANDI, Samit Kumar. MG63
osteoblast cell response on Zn doped hydroxyapatite (HAp) with various surface
features. Ceramics International, [S. /], v. 43, n. 4, p. 3752-3760, 2017. DOI:
10.1016/j.ceramint.2016.12.010. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ceramint.2016.12.010.

BERTONI, Enrico; BIGI, Adriana; COJAZZI, Gianna; GANDOLFI, Massimo;
PANZAVOLTA, Silvia; ROVERI, Norberto. Nanocrystals of magnesium and fluoride
substituted hydroxyapatite. Journal of Inorganic Biochemistry, [S. ], v. 72, n. 1-2,
p. 29-35, 1998. DOI: 10.1016/S0162-0134(98)10058-2.

166



BIGI, A.; FALINI, G.; FORESTI, E.; RIPAMONTI, A.; GAZZANO, M.; ROVERI, N.
Magnesium influence on hydroxyapatite crystallization. Journal of Inorganic
Biochemistry, [S. ], v. 49, n. 1, p. 69-78, 1993. DOI: 10.1016/0162-0134(93)80049-
F.

BIGlI, Adriana; BOANINI, Elisa; CAPUCCINI, Chiara; GAZZANO, Massimo. Strontium-
substituted hydroxyapatite nanocrystals. Inorganica Chimica Acta, [S. /], v. 360, n.
3, p. 1009-1016, 2007. DOI: 10.1016/j.ica.2006.07.074.

BOARDMAN, Saskia J.; LAD, Rajan; GREEN, David C.; THORNTON, Paul D.
Chitosan hydrogels for targeted dye and protein adsorption. Journal of Applied
Polymer Science, [S. I.],v. 134, n. 21,2017. DOI: 10.1002/app.44846. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1002/app.44846.

BONEWALD, L. F.; HARRIS, S. E.; ROSSER, J.; DALLAS, M. R.; DALLAS, S. L
CAMACHO, N. P.; BOYAN, B.; BOSKEY, A. Von Kossa staining alone is not sufficient
to confirm that mineralization in vitro represents bone formation. Calcified Tissue
International, [S. /.],v. 72, n. 5, p. 537-547, 2003. DOI: 10.1007/s00223-002-1057-y.
BOSE, Susmita; FIELDING, Gary; TARAFDER, Solaiman; BANDYOPADHYAY, Amit.
Understanding of dopant-induced osteogenesis and angiogenesis in calcium
phosphate ceramics. Trends in Biotechnology, [S. I.], v. 31, n. 10, p. 594-605, 2013.
DOl: 10.1016/j.tibtech.2013.06.005. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibtech.2013.06.005.

BOSE, Susmita; ROY, Mangal; BANDYOPADHYAY, Amit. Recent advances in bone
tissue engineering scaffolds. Trends in Biotechnology, [S. /], v. 30, n. 10, p. 546—
554, 2012. DOI: 10.1016/j.tibtech.2012.07.005. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibtech.2012.07.005.

BOTELHO, C. M.; LOPES, M. A.; GIBSON, I|. R.; BEST, S. M.; SANTOS, J. D.
Structural analysis of Si-substituted hydroxyapatite: zeta potential and X-ray
photoelectron spectroscopy. Journal of Materials Science: Materials in Medicine,
[S. 1], v. 3, p. 1123-1127, 2002.

BRAZ, J. K. F. da S. Carcterizacao morfoldgica e funcional das células endoteliais
de coelho e humanas cultivas sobre superficies tratadas a plasma. 2019.
Universidade Federal Rural do Semi-arido, [S. I.], 2019.

BUENO, Ericka M.; GLOWACKI, Julie. Cell-free and cell-based approaches for bone
regeneration. Nature Reviews Rheumatology, [S. /], v. 5, n. 12, p. 685-697, 2009.

167



DOl: 10.1038/nrrheum.2009.228. Disponivel em:
http://www.nature.com/articles/nrrheum.2009.228.

BUHUS, Gabriela; PEPTU, Catalina; POPA, Marcel; DESBRIERES, Jacques.
Controlled release of water soluble antibiotics by carboxymethylcellulose- And gelatin-
based hydrogels crosslinked with epichlorohydrin. Cellulose Chemistry and
Technology, [S. I.], v. 43, n. 4-6, p. 141-151, 2009.

CACCIOTTI, llaria; BIANCO, Alessandra; LOMBARDI, Mariangela; MONTANARO,
Laura. Mg-substituted hydroxyapatite nanopowders: Synthesis, thermal stability and
sintering behaviour. Journal of the European Ceramic Society, [S. I.], v. 29, n. 14,
p. 2969-2978, 2009. DOI: 10.1016/j.jeurceramsoc.2009.04.038.

CALO, Enrica; KHUTORYANSKIY, Vitaliy V. Biomedical applications of hydrogels: A
review of patents and commercial products. European Polymer Journal, [S. /], v. 65,
p. 252267, 2015. DOI: 10.1016/j.eurpolymj.2014.11.024.

CAMARGO, N. H. A,; BELLINI, O. J.; GEMELLI, E.; TOMIYAMA, M. Synthesis and
characterization of nanostructured ceramics powders for biomedical applications.
Matéria (Rio de Janeiro), [S. I.], v. 12, n. 4, p. 574-582, 2007. DOI: 10.1590/S1517-
70762007000400005. Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1517-
70762007000400005&Ing=en&ting=en.

CAMPA-SIQUEIROS, Paola; MADERA-SANTANA, Tomas Jesus; AYALA-ZAVALA,
Jesus Fernando; LOPEZ-CERVANTES, Jaime; CASTILLO-ORTEGA, Maria Moénica;
HERRERA-FRANCO, Pedro Jesus. Nanofibers of gelatin and polivinyl-alcohol-
chitosan for wound dressing application: fabrication and characterization. Polimeros,
[S. L], v. 30, n. 1, 2020. DOI: 10.1590/0104-1428.07919. Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-
14282020000100404&ting=en.

CAO, Lingyan; WANG, Jing; HOU, Juan; XING, Wanli; LIU, Changsheng.
Vascularization and bone regeneration in a critical sized defect using 2-N,6-O-sulfated
chitosan nanoparticles incorporating BMP-2. Biomaterials, [S. /.], v. 35, n. 2, p. 684—
698, 2014. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2013.10.005. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2013.10.005.

CAPELLINI, Verena K.; RESTINI, Carolina B. A.; BENDHACK, Lusiane M.; EVORA,
Paulo R. B.; CELOTTO, Andréa C. The Effect of Extracellular pH Changes on

168



Intracellular pH and Nitric Oxide Concentration in Endothelial and Smooth Muscle Cells
from Rat Aorta. PLoS ONE, [S. /], v. 8 n. 5 p. 2-8, 2013. DOI:
10.1371/journal.pone.0062887.

CASCONE, Sara; LAMBERTI, Gaetano. Hydrogel-based commercial products for
biomedical applications: A review. International Journal of Pharmaceutics, [S. /], v.
573, n. May 2019, p. 118803, 2020. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2019.118803. Disponivel
em: https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.118803.

CHADHA, Ravinder Kumar; SINGH, Kanchan L.; SHARMA, Chetan; SINGH, Anirudh
P.; NAITHANI, Vandana. Effect of microwave and conventional processing techniques
on mechanical properties of Strontium substituted hydroxyapatite. Ceramics
International, [S. ], v. 46, n. 1, p. 1091-1098, 2020. DOI:
10.1016/j.ceramint.2019.09.076. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2019.09.076.

CHENG, Kui; WENG, Wenjian; WANG, Huiming; ZHANG, Sam. In vitro behavior of
osteoblast-like cells on fluoridated hydroxyapatite coatings. Biomaterials, [S. /], v. 26,
n. 32, p. 6288-6295, 2005. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2005.03.041.

CHIRANI, N; YAHIA, LH; GRITSCH, L; MOTTA, F. L. ..; CHIRANI, S. ..; FARE, S.
History and Applications of Hydrogels. Journal of Biomedical Sciencies, [S. .], v. 04,
n. 02, p. 1-23, 2015. DOI: 10.4172/2254-609x.100013.

COATHUP, Melanie; CAMPION, Charlie; BLUNN, Gordon. A carboxymethyl cellulose
bone graft carrier delays early bone healing in an ovine model. Journal of Biomedical
Materials Research - Part B Applied Biomaterials, [S. I.], v. 108, n. 3, p. 612618,
2020. DOI: 10.1002/jbm.b.34415.

COMMS, Grace. Carboxymethylcellulose image for ellanse. 2018. Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carboxymethylcellulose_image_for_ellanse.j
pg. Acesso em: 10 jan. 2021.

CONDON, J. Surface Area and Porosity Determinations by Physisorption. 1st. ed.
[s.l.] : Elsevier Science, 2006.

COOKE, John P. NO and angiogenesis. Atherosclerosis Supplements, [S. /.|, v. 4,
n. 4, p. 53-60, 2003. DOI: 10.1016/S1567-5688(03)00034-5.

COSTA-PINTO, A. R;; REIS, R. L.; NEVES, N. M. Scaffolds based bone tissue
engineering: the role of chitosan. Tissue Engineering - Part B: Reviews, [S. /], v. 17,
n. 50, p. 331-347, 2011.

169



COSTA-RODRIGUES, Jodo; FERNANDES, Anabela; LOPES, Maria A
FERNANDES, Maria H. Hydroxyapatite surface roughness: Complex modulation of
the osteoclastogenesis of human precursor cells. Acta Biomaterialia, [S. /], v. 8, n. 3,
p. 1137-1145, 2012. DOI: 10.1016/j.actbio.2011.11.032.

COSTA, A. C. F. M;; LIMA, M. G,; LIMA, L. H. M. A,; CORDEIRO, V. V; VIANA, K. M.
S. Hidroxiapatita: Obtencao , caracterizagao e aplicagdes. Revista Eletronica de
Materiais e Processos, [S. I.],v. 4, n. 3, p. 29-38, 2009.

COSTA, E. S.; MANSUR, H. S. Preparation and characterization of chitosan/poly(vinyl
alcohol)blend chemically crosslinked by glutaraldehyde for tissue engineering
application. Quimica Nova, [S. /], v. 31, n. 6, p. 1460-1466, 2008. DOI:
10.1590/S0100-40422008000600034.

COSTA, K. J. R. Efeito da incorporagcao da Testosterona ao compdésito de poli
acido latico-co-glicolico / policaprolactona / Fosfato de calcio bifasico na
resposta biolégica in vitro e in vivo. 2014. Universidade Federal de Minas Gerais,
[S. I.], 2014.

COTA, L. F. Processamento de nanoparticulas bioceramicas de fosfato de calcio
para regeneragao 6ssea. 2015. Universidade Federal do Rio de Janeiro, [S. I.], 2015.
Disponivel em: http://www.metalmat.ufrj.br/index.php/br/pesquisa/producao-
academica/-7/2015-2/282--262/file.

COX, Sophie C.; JAMSHIDI, Parastoo; GROVER, Liam M.; MALLICK, Kajal K.
Preparation and characterisation of nanophase Sr, Mg, and Zn substituted
hydroxyapatite by aqueous precipitation. Materials Science and Engineering C, [S.
], v. 35, n. 1, p. 106-114, 2014. DOI: 10.1016/j.msec.2013.10.015. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2013.10.015.

D’AYALA, Giovanna Gomez; MALINCONICO, Mario; LAURIENZO, Paola. Marine
derived polysaccharides for biomedical applications: Chemical modification
approaches. Molecules, [S. ], v. 13, n. 9, p. 2069-2106, 2008. DOI:
10.3390/molecules13092069.

DAVIS, Samuel et al. Isolation of Angiopoietin-1, a Ligand for the TIE2 Receptor, by
Secretion-Trap Expression Cloning. Cell, [S. ], v. 87, n. 7, p. 1161-1169, 1996. DOI:
10.1016/S0092-8674(00)81812-7. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867400818127.

DEL GAUDIO, Costantino; BAIGUERA, Silvia; BOIERI, Margherita; MAZZANTI,

170



Benedetta; RIBATTI, Domenico; BIANCO, Alessandra; MACCHIARINI, Paolo.
Induction of angiogenesis using VEGF releasing genipin-crosslinked electrospun
gelatin mats. Biomaterials, [S. ], v. 34, n. 31, p. 7754-7765, 2013. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2013.06.040. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2013.06.040.

DHIVYA, S.; SARAVANAN, S.; SASTRY, T. P.; SELVAMURUGAN, N.
Nanohydroxyapatite-reinforced chitosan composite hydrogel for bone tissue repair in
vitro and in vivo. Journal of Nanobiotechnology, [S. /], v. 13, n. 1, p. 1-13, 2015.
DOI: 10.1186/s12951-015-0099-z.

DIAS, A. M. Desenvolvimento, caracterizagao e avaliagao in vitro de cimento
6sseo a base de nano hidroxiapatitas substituidas com magnésio, estroncio e
zinco. 2020. Universidade Federal de Minas Gerais, [S. /.], 2020.

DICKSON, K. F.; KATZMAN, S.; PAIEMENT, G. The importance of the blood supply
in the healing of tibial fractures. Contemporary orthopaedics, [S. /], v. 30, n. 6, p.
489-93, 1995. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10150380.
DRAPEAU, S. J. ..; WEI, G. Bone delivery system having a therapeutic agent, US
20130280303 A1, 2013.

DRURY, Jeanie L.; MOONEY, David J. Hydrogels for tissue engineering: scaffold
design variables and applications. Biomaterials, [S. I.], v. 24, n. 24, p. 4337-4351,
2003. DOI: 10.1016/S0142-9612(03)00340-5. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0142961203003405.

EGGINK, L. L. ..; HOOBER, J. K. Pro-angiogenic peptides and uses thereof,
USRE47245E1, 2013.

ELAHPOUR, Nafise; RABIEE, Sayed Mahmood; EBRAHIMZADEH, Mohammad
Hossein; MORADI, Ali. In-vitro formation and growth kinetics of apatite on a new light-
cured composite calcium phosphate cement. Ceramics International, [S. I.], v. 44, n.
13, p. 15317-15322, 2018. DOI: 10.1016/j.ceramint.2018.05.178.

ELASTAGEN; HARVARD. Elastic hydrogel, US 9688741 B2, 2017.

ELICEIRI, Brian P.; CHERESH, David A. The role of av integrins during angiogenesis:
insights into potential mechanisms of action and clinical development. Journal of
Clinical Investigation, [S. /.],v. 103, n. 9, p. 1227-1230, 1999. DOI: 10.1172/JCI6869.
Disponivel em: http://www.jci.org/articles/view/6869.

ELSAYED, Marwa Mohamed. Hydrogel Preparation Technologies: Relevance

171



Kinetics, Thermodynamics and Scaling up Aspects. Journal of Polymers and the
Environment, [S. I.], v. 27, n. 4, p. 871-891, 2019. DOI: 10.1007/s10924-019-01376-
4. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1007/s10924-019-01376-4.

ESFAHANI, Hamid; SALAHI, Esmaeil; TAYEBIFARD, Ali; RAHIMIPOUR, Mohammad
Reza; KEYANPOUR-RAD, Mansour. Structural and morphological analysis of zinc
incorporated non-stoichiometric hydroxyapatite nano powders. Revista Materia, [S.
L], v.21,n. 3, p. 569-576, 2016. DOI: 10.1590/S1517-707620160003.0055.

ESLAMI, Hossein; SOLATI-HASHJIN, Mehran; TAHRIRI, Mohammadreza. The
comparison of powder characteristics and physicochemical, mechanical and biological
properties between nanostructure ceramics of hydroxyapatite and fluoridated
hydroxyapatite. Materials Science and Engineering C, [S. I.], v. 29, n. 4, p. 1387—
1398, 20009. DOl: 10.1016/j.msec.2008.10.033. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2008.10.033.

FADEEV, I. V.; SHVORNEVA, L.1.; BARINOV, S. M; ORLOVSKII, V. P. Synthesis and
structure of magnesium-substituted hydroxyapatite. Inorganic Materials, [S. /], v. 39,
n. 9, p. 947-950, 2003. DOI: 10.1023/A:1025509305805. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1023/A:1025509305805.

FARZADI, Arghavan; BAKHSHI, Farhad; SOLATI-HASHJIN, Mehran; ASADI-
EYDIVAND, Mitra; OSMAN, Noor Azuan Abu. Magnesium incorporated
hydroxyapatite: Synthesis and structural properties characterization. Ceramics
International, [S. ], v. 40, n. 4, p. 6021-6029, 2014. DOI:
10.1016/j.ceramint.2013.11.051. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ceramint.2013.11.051.

FRETZ, J. A.; ZELLA, L. A.; KIM, S.; SHEVDE, N. K.; PIKE, J. W. 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 induces expression of the Wnt signaling co-regulator LRP5 via
regulatory elements located significantly downstream of the gene’s transcriptional start
site. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, [S. /], v. 103, n. 608,
p. 440-445, 2008.

FU, Wei Li; XIANG, Zhou; HUANG, Fu Guo; GU, Zhi Peng; YU, Xi Xun; CEN, Shi
Qiang; ZHONG, Gang; DUAN, Xin; LIU, Ming. Coculture of peripheral blood-derived
mesenchymal stem cells and endothelial progenitor cells on strontium-doped calcium
polyphosphate scaffolds to generate vascularized engineered bone. Tissue
Engineering - Part A, [S. /], v. 21, n. 5-6, p. 948-959, 2015. DOI:

172



10.1089/ten.tea.2014.0267.

GALOW, Anne Marie; REBL, Alexander; KOCZAN, Dirk; BONK, Sebastian M.
BAUMANN, Werner; GIMSA, Jan. Increased osteoblast viability at alkaline pH in vitro
provides a new perspective on bone regeneration. Biochemistry and Biophysics
Reports, [S. I.], v. 10, n. February, p. 17-25, 2017. DOI: 10.1016/j.bbrep.2017.02.001.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrep.2017.02.001.

GAO, Tiejun; ARO, Hannu T.; YLANEN, Heimo; VUORIO, Eero. Silica-based bioactive
glasses modulate expression of bone morphogenetic protein-2 mRNA in Saos-2
osteoblasts in vitro. Biomaterials, [S. 1], v. 22, n. 12, p. 1475-1483, 2001. DOI:
10.1016/S0142-9612(00)00288-X. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014296120000288X.

GENG, Zhen et al. Synthesis, characterization and biological evaluation of
strontium/magnesium-co-substituted hydroxyapatite. Journal of Biomaterials
Applications, [S. /.],v. 31, n. 1, p. 140-151, 2016. DOI: 10.1177/0885328216633892.
Disponivel em: http://journals.sagepub.com/doi/10.1177/0885328216633892.
GERARD, Catherine; BORDELEAU, Louis Jean; BARRALET, Jake; DOILLON,
Charles J. The stimulation of angiogenesis and collagen deposition by copper.
Biomaterials, [S. [], v. 31, n. 5 p. 824-831, 2010. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2009.10.009.

GERRITSEN, M. E. Angiogenesis and chronic disease. 24-29 April 2001. Trends in
molecular medicine, [S. ], v. 7, n. 8, p. 333—-4, 2001. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11516974.

GIANNOUDIS, Peter V.; DINOPOULOS, Haralambos; TSIRIDIS, Eleftherios. Bone
substitutes: An update. Injury, [S. I], v. 36, n. 3, p. S20-S27, 2005. DOI:
10.1016/j.injury.2005.07.029. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0020138305002871.

GIBSON, lain Ronald; SKAKLE, Janet Mabel Scott; CONWAY, Jordan Christopher;
ANNAZ, Basil. Bone Graft System, US 2013/0095183 A1, 2013.

GILBERT, Scott F. Osteogenesis: The Development of Bones. /n: Developmental
Biology. 6th. ed. Sunderland: Sinauer Associates, 2000. Disponivel em:
https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK10056/.

GOMES, S.; RENAUDIN, G.; JALLOT, E.; NEDELEC, J. M. Structural characterization
and biological fluid interaction of sol-gel-derived Mg-substituted biphasic calcium

173



phosphate ceramics. ACS Applied Materials and Interfaces, [S. /], v.1,n. 2, p. 505—
513, 2009. DOI: 10.1021/am800162a.

GOMEZ-GUILLEN, M. C.; GIMENEZ, B.; LOPEZ-CABALLERO, M. E.; MONTERO, M.
P. Functional and bioactive properties of collagen and gelatin from alternative sources:
A review. Food Hydrocolloids, [S. ], v. 25, n. 8, p. 1813-1827, 2011. DOI:
10.1016/j.foodhyd.2011.02.007. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X11000427.

GORGIEVA, Selestina; KOKOL, Vanja. Preparation, characterization, and in vitro
enzymatic degradation of chitosan-gelatine hydrogel scaffolds as potential
biomaterials. Journal of Biomedical Materials Research - Part A, [S. /], v. 100 A, n.
7, p. 1655-1667, 2012. DOI: 10.1002/jbm.a.34106.

GRELLIER, Maritie; GRANJA, Pedro L.; FRICAIN, Jean-Christophe; BIDARRA, Silvia
J.; RENARD, Martine; BAREILLE, Reine; BOURGET, Chantal; AMEDEE, Joelle;
BARBOSA, Mario A. The effect of the co-immobilization of human osteoprogenitors
and endothelial cells within alginate microspheres on mineralization in a bone defect.
Biomaterials, [S. /], v. 30, n. 19, p. 3271-3278, 2009. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2009.02.033. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0142961209002300.

HABRAKEN, W. J. E. M.; WOLKE, J. G. C.; JANSEN, J. A. Ceramic composites as
matrices and scaffolds for drug delivery in tissue engineering. Advanced Drug
Delivery Reviews, [S. ], v. 59, n. 4-5, p. 234-248, 2007. DOI:
10.1016/j.addr.2007.03.011.

HAHN, Thomas; TAFI, Elena; PAUL, Aman; SALVIA, Rosanna; FALABELLA, Patrizia;
ZIBEK, Susanne. Current state of chitin purification and chitosan production from
insects. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, [S. /], v. 95, n. 11, p.
2775-2795, 2020. DOI: 10.1002/jctb.6533.

HANAI, Yoshiteru; TOKUDA, Haruhiko; YASUDA, Eisuke; NODA, Takahiro; OHTA,
Toshiki; TAKAI, Shinji; KOZAWA, Osamu. Up-regulation by zinc of FGF-2-induced
VEGEF release throughenhancing p44/p42 MAP kinase activation in osteoblasts. Life
Sciences, [S. I], v. 80, n. 3, p. 230-234, 2006. DOI: 10.1016/j.1fs.2006.09.003.
Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0024320506007004.
HANKENSON, Kurt D.; DISHOWITZ, Michael; GRAY, Chancellor; SCHENKER, Mara.
Angiogenesis in bone regeneration. Injury, [S. I.], v. 42, n. 6, p. 556-561, 2011. DOI:

174



10.1016/j.injury.2011.03.035. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002013831100129X.

HE, Qiang et al. Porous surface modified bioactive bone cement for enhanced bone
bonding. PLoS ONE, [S. I.], v. 7, n. 8, 2012. DOI: 10.1371/journal.pone.0042525.
HEINONEN, |.; BOUSHEL, R.; HELLSTEN, Y.; KALLIOKOSKI, K. Regulation of bone
blood flow in humans: The role of nitric oxide, prostaglandins, and adenosine.
Scandinavian Journal of Medicine & Science in Sports, [S. /.],v. 28, n. 5, p. 1552—
1558, 2018. DOl: 10.1111/sms.13064. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1111/sms.13064.

HINZ, Boris; PHAN, Sem H.; THANNICKAL, Victor J.; GALLI, Andrea; BOCHATON-
PIALLAT, Marie-Luce; GABBIANI, Giulio. The Myofibroblast: one function, multiple
origins. The American Journal of Pathology, [S. /.],v. 170, n. 6, p. 1807-1816, 2007.
DOIl: 10.2353/ajpath.2007.070112. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0002944010613909.

HOLBACK, H.; YEO, Y.; PARK, K. Hydrogel swelling behavior and its biomedical
applications. In: Biomedical Hydrogels. [s.l.] : Woodhead Publishing Limited, 2011.
p. 3-24. DOI: 10.1533/9780857091383.1.3. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1533/9780857091383.1.3.

HOLICK, M. F. .. Vitamin D and Bone Health. Symposium: Nutritional Advances in
Human Bone Metabolism Vitamin, [S. I.], v. 126, p. 1159S-1164S, 1996.

HONG, L.; WANG, Y. L,; JIA, S. R;; HUANG, Y.; GAO, C.; WAN, Y. Z
Hydroxyapatite/bacterial cellulose composites synthesized via a biomimetic route.
Materials Letters, [S. ], v. 60, n. 13-14, p. 1710-1713, 2006. DOI:
10.1016/j.matlet.2005.12.004.

HUANG, Yong; QIAO, Haixia; NIAN, Xiaofeng; ZHANG, Xuejiao; ZHANG, Xiaoyun;
SONG, Guiqin; XU, Zhiwei; ZHANG, Honglei; HAN, Shuguang. Improving the
bioactivity and corrosion resistance properties of electrodeposited hydroxyapatite
coating by dual doping of bivalent strontium and manganese ion. Surface and
Coatings Technology, [S. [], v. 291, p. 205-215, 2016. DOI:
10.1016/j.surfcoat.2016.02.042. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.surfcoat.2016.02.042.

HUTCHENS, Stacy A.; BENSON, Roberto S.; EVANS, Barbara R.; O'NEILL, Hugh M.;
RAWN, Claudia J. Biomimetic synthesis of calcium-deficient hydroxyapatite in a

175



natural hydrogel. Biomaterials, [S. I.], v. 27, n. 26, p. 4661-4670, 2006. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2006.04.032.

ISNER, Jeffrey M.; ASAHARA, Takayuki. Angiogenesis and vasculogenesis as
therapeutic strategies for postnatal neovascularization. Journal of Clinical
Investigation, [S. /], v. 103, n. 9, p. 1231-1236, 1999. DOI: 10.1172/JCI6889.
JAHAN, Kaushar; MANICKAM, Garthiga; TABRIZIAN, Maryam; MURSHED, Monzur.
In vitro and in vivo investigation of osteogenic properties of self-contained phosphate-
releasing injectable purine-crosslinked chitosan-hydroxyapatite constructs. Scientific
Reports, [S. /], v. 10, n. 1, p. 1-17, 2020. DOI: 10.1038/s41598-020-67886-7.
Disponivel em: https://doi.org/10.1038/s41598-020-67886-7.

JAIPAN, Panupong; NGUYEN, Alexander; NARAYAN, Roger J. Gelatin-based
hydrogels for biomedical applications. MRS Communications, [S. /], v. 7, n. 3, p.
416-426, 2017. DOI: 10.1557/mrc.2017.92.

JAISWAL, Maneesh; GUPTA, Asheesh; AGRAWAL, Ashwini K.; JASSAL, Manjeet;
DINDA, Amit Kr; KOUL, Veena. Bi-layer composite dressing of gelatin nanofibrous mat
and poly vinyl alcohol hydrogel for drug delivery and wound healing application: In-vitro
and in-vivo studies. Journal of Biomedical Nanotechnology, [S. I.], v. 9, n. 9, p.
1495-1508, 2013. DOI: 10.1166/jbn.2013.1643.

JAMALI, Nasim; SORENSON, Christine M.; SHEIBANI, Nader. Vitamin D and
regulation of vascular cell function. American Journal of Physiology - Heart and
Circulatory Physiology, [S. ], v. 314, n. 4, p. H753-H765, 2018. DOI:
10.1152/ajpheart.00319.2017.

KALITA, S. J.; BOSE, S.; HOSICK, H. L.; BANDYOPADHYAY, A. CaO-P205-Na20-
based sintering additives for hydroxyapatite (HAp) ceramics. Biomaterials, [S. /], v.
25,n.12, p. 2331-2339, 2004. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2003.09.012.

KALITA, Samar J.; BHATT, Himesh A. Nanocrystalline hydroxyapatite doped with
magnesium and zinc: Synthesis and characterization. Materials Science and
Engineering C, [S. [], v. 27, n. 4, ©p. 837-848, 2007. DOIl:
10.1016/j.msec.2006.09.036.

KANZAKI, Noriko; ONUMA, Kazuo; TREBOUX, Gabin; TSUTSUMI, Sadao; ITO,
Atsuo. Inhibitory Effect of Magnesium and Zinc on Crystallization Kinetics of
Hydroxyapatite (0001) Face. The Journal of Physical Chemistry B, [S. /], v. 104, n.
17, p. 4189-4194, 2000. DOI: 10.1021/jp9939726. Disponivel em:

176



https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp9939726.

KHOR, E.; GUO, C. M.; WU, H.; LIM, L. Y. Bone and/or dental cement composition
and uses thereof, WO 2009029049, 2009.

KIM, Kyobum et al. Osteochondral tissue regeneration using a bilayered composite
hydrogel with modulating dual growth factor release kinetics in a rabbit model. Journal
of Controlled Release, [S. ], v. 168, n. 2, p. 166-178, 2013. DOIL:
10.1016/j.jconrel.2013.03.013. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2013.03.013.

KO, Hsu-Feng; SFEIR, Charles; KUMTA, Prashant N. Novel synthesis strategies for
natural polymer and composite biomaterials as potential scaffolds for tissue
engineering. Philosophical Transactions of the Royal Society A: Mathematical,
Physical and Engineering Sciences, [S. /], v. 368, n. 1917, p. 1981-1997, 2010.
DOIl: 10.1098/rsta.2010.0009. Disponivel em:
https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rsta.2010.0009.

KOKUBO, Tadashi; TAKADAMA, Hiroaki. How useful is SBF in predicting in vivo bone
bioactivity? Biomaterials, [S. [], v. 27, n. 15, p. 2907-2915, 2006. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2006.01.017.

KORAH, Lini V; ANILKUMAR, Gopinathan; THOMAS, Sabu. Hydrogels, DNA, and
RNA polypeptides for the preparation of biomaterials. In: THOMAS, Sabu;
BALAKRISHNAN, Preetha; SREEKALA, M. S. (org.). Fundamental Biomaterials:
Polymers. [s.l.] : Elsevier Ltd., 2018. p. 85-104. DOI: 10.1016/B978-0-08-102194-
1.00005-0. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/B978-0-08-102194-1.00005-0.
KOUTSOPOULOS, S. Synthesis and characterization of hydroxyapatite crystals: A
review study on the analytical methods. Journal of Biomedical Materials Research,
[S. L], v. 62, n. 4, p. 600-612, 2002. DOI: 10.1002/jbm.10280. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1002/jbm.10280.

KUMAR, B. Y. Santos.; ISLOOR, Arun M.; KUMAR, G. C. Moha.; INAMUDDIN; ASIRI,
Abdullah M. Nanohydroxyapatite Reinforced Chitosan Composite Hydrogel with
Tunable Mechanical and Biological Properties for Cartilage Regeneration. Scientific
Reports, [S. 1], v. 9, n. 1, p. 1-13, 2019. DOI: 10.1038/s41598-019-52042-7.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1038/s41598-019-52042-7.

LAN, Weiwei; ZHANG, Xiumei; XU, Mengjie; ZHAO, Liqin; HUANG, Di; WEI, Xiaochun;
CHEN, Weiyi. Carbon nanotube reinforced polyvinyl alcohol/biphasic calcium

177



phosphate scaffold for bone tissue engineering. RSC Advances, [S. ], v. 9, n. 67, p.
38998-39010, 2019. DOI: 10.1039/c9ra08569f.

LANDI, E.; TAMPIERI, A.; CELOTTI, G.; SPRIO, S. Densification behaviour and
mechanisms of synthetic hydroxyapatites. Journal of the European Ceramic
Society, [S. 1], v. 20, n. 14-15, p. 2377-2387, 2000. DOI: 10.1016/S0955-
2219(00)00154-0.

LANDI, Elena; LOGROSCINO, Giandomenico; PROIETTI, Luca; TAMPIERI, Anna;
SANDRI, Monica; SPRIO, Simone. Biomimetic Mg-substituted hydroxyapatite: From
synthesis to in vivo behaviour. Journal of Materials Science: Materials in Medicine,
[S. 1], v.19,n. 1, p. 239-247, 2008. DOI: 10.1007/s10856-006-0032-y.

LANDI, Elena; TAMPIERI, Anna; MATTIOLI-BELMONTE, Monica; CELOTTI,
Giancarlo; SANDRI, Monica; GIGANTE, Antonio; FAVA, Paola; BIAGINI, Graziella.
Biomimetic Mg- and Mg,CO3-substituted hydroxyapatites: synthesis characterization
and in vitro behaviour. Journal of the European Ceramic Society, [S. I.],v. 26, n. 13,
p. 2593-2601, 2006. DOI: 10.1016/j.jeurceramsoc.2005.06.040.

LARANJEIRA, Mauro C. M.; DE FAVERE, Valfredo T. Quitosana: biopolimero
funcional com potencial industrial biomedico. Quimica Nova, [S. I.],v. 32, n. 3, p. 672—
678, 2009. DOI: 10.1590/S0100-40422009000300011.

LAURENCIN, Danielle et al. Magnesium incorporation into hydroxyapatite.
Biomaterials, [S. [], v. 32, n. 7, p. 1826-1837, 2011. DOl
10.1016/j.biomaterials.2010.11.017. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2010.11.017.

LEE, Cheng-Hung et al. Promoting vascular healing using nanofibrous ticagrelor-
eluting stents. International Journal of Nanomedicine, [S. /], v. Volume 13, p. 6039—
6048, 2018. DOI: 10.2147/1IIN.S166785. Disponivel em:
https://www.dovepress.com/promoting-vascular-healing-using-nanofibrous-ticagrelor-
eluting-stents-peer-reviewed-article-IJN.

LEE, Gil Su; PARK, Jeong Hui; WON, Jong Eun; SHIN, Ueon Sang; KIM, Hae Won.
Alginate combined calcium phosphate cements: Mechanical properties and in vitro rat
bone marrow stromal cell responses. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, [S. I.],v. 22, n. 5, p. 1257-1268, 2011. DOI: 10.1007/s10856-011-4296-5.
LEE, Gun Hee; MAKKAR, Preeti; PAUL, Kallyanshis; LEE, Byong Taek. Incorporation
of BMP-2 loaded collagen conjugated BCP granules in calcium phosphate cement

178



based injectable bone substitutes for improved bone regeneration. Materials Science
and Engineering C, [S. I.],v. 77, p. 713-724,2017. DOI: 10.1016/j.msec.2017.03.296.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2017.03.296.

LEGEROS, Racquel Zapanta. Properties of Osteoconductive Biomaterials: Calcium
Phosphates. Clinical Orthopaedics and Related Research, [S. I.], v. 395, p. 81-98,
2002. DOI: 10.1097/00003086-200202000-00009. Disponivel em:
http://journals.lww.com/00003086-200202000-00009.

LEHMANN, Susan W.; LEE, Janet. Lithium-associated hypercalcemia and
hyperparathyroidism in the elderly: What do we know? Journal of Affective
Disorders, [S. ], v. 146, n. 2, p. 151-157, 2013. DOI: 10.1016/j.jad.2012.08.028.
Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0165032712005976.

LEI, Xiongxin; GAO, Jianping; XING, Fangyu; ZHANG, Yang; MA, Ye; ZHANG,
Guifeng. Comparative evaluation of the physicochemical properties of nano-
hydroxyapatite/collagen and natural bone ceramic/collagen scaffolds and their
osteogenesis-promoting effect on MC3T3-E1 cells. Regenerative Biomaterials, [S.
1], v.6,n.6,p.361-371, 2019. DOI: 10.1093/rb/rbz026.

LI, F.; WANG, A.; WANG, C. Analysis of friction between articular cartilage and
polyvinyl alcohol hydrogel artificial cartilage. Journal of Materials Science: Materials
in Medicine, [S. /], v. 27, n. 5, p. 87, 2016. DOI: 10.1007/s10856-016-5700-y.
Disponivel em: http://link.springer.com/10.1007/s10856-016-5700-y.

LI, Jinyu; ZHI, Wei; XU, Taotao; SHI, Feng; DUAN, Ke; WANG, Jianxin; MU, Yandong;
WENG, Jie. Ectopic osteogenesis and angiogenesis regulated by porous architecture
of hydroxyapatite scaffolds with similar interconnecting structure in vivo. Regenerative
Biomaterials, [S. /], v. 3, n. 5, p. 285-297, 2016. DOI: 10.1093/rb/row031.

LI, Qianwen; WANG, Donghui; QIU, Jiajun; PENG, Feng; LIU, Xuanyong. Regulating
the local pH level of titanium: Via Mg-Fe layered double hydroxides films for enhanced
osteogenesis. Biomaterials Science, [S. /], v. 6, n. 5, p. 1227-1237, 2018. DOI:
10.1039/c8bm00100f.

LI, Xiaowei et al. Nanofiber-hydrogel composite—mediated angiogenesis for soft tissue
reconstruction. Science Translational Medicine, [S. I.], v. 11, n. 490, p. 1-12, 2019.
DOI: 10.1126/scitransimed.aau6210.

LI, Zhensheng; RAMAY, Hassna R.; HAUCH, Kip D.; XIAO, Demin; ZHANG, Miqin.

Chitosan-alginate hybrid scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials, [S. /], v.

179



26, n. 18, p. 3919-3928, 2005. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2004.09.062.

LIAO, Hongbing; WALBOOMERS, X. Frank; HABRAKEN, Wouter J. E. M.; ZHANG,
Zheng; LI, Yubao; GRIJPMA, Dirk W.; MIKOS, Antonios G.; WOLKE, Joop G. C,;
JANSEN, John A. Injectable calcium phosphate cement with PLGA, gelatin and PTMC
microspheres in a rabbit femoral defect. Acta Biomaterialia, [S. /.],v.7,n. 4, p. 1752—
1759, 2011. DOl: 10.1016/j.actbio.2010.12.020. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2010.12.020.

LIEN, Sio-Mei; KO, Liang-Yu; HUANG, Ta-Jen. Effect of pore size on ECM secretion
and cell growth in gelatin scaffold for articular cartilage tissue engineering. Acta
Biomaterialia, [S. /.], v. 5, n. 2, p. 670-679, 2009. DOI: 10.1016/j.actbio.2008.09.020.
Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1742706108003036.
LIMA 1IDA, Aline Sayuri; LUZ, Karina Novais; BARROS-ALEXANDRINO, Tais Téo;
FAVARO-TRINDADE, Carmen Silvia; DE PINHO, Samantha Cristina; GARRIDO
ASSIS, Odilio Benedito; MARTELLI-TOSI, Milena. Investigation of TPP-Chitosomes
particles structure and stability as encapsulating agent of cholecalciferol. Polimeros,
[S. 1], v. 29, n. 4,2020. DOI: 10.1590/0104-1428.04119.

LIN, K; CHANG, J. Structure and properties of hydroxyapatite for biomedical
applications. In: MUCALO, M. (org.). Hydroxyapatite (HAp) for Biomedical
Applications. [s.l.] : Elsevier, 2015. p. 3—14.

LIU, Fang; WANG, Baomin; XING, Yunqing; ZHANG, Kunkun; JIANG, Wei. Effect of
Polyvinyl Alcohol on the Rheological Properties of Cement Mortar. Molecules, [S. /],
v. 25, n. 3, p. 754, 2020. DOI: 10.3390/molecules25030754. Disponivel em:
https://www.mdpi.com/1420-3049/25/3/754.

LIU, Menggian; NAKASAKI, Manando; SHIH, Yu-Ru Vernon; VARGHESE, Shyni.
Effect of Age on Biomaterial-mediated in situ Bone Tissue Regeneration. Acta
Biomaterialia, [S. I.], v. 78, p. 329-340, 2019.

LIU, Wenlong; DAN, Xiuli; LU, William Weijia; PAN, Haobo. Importance of Biomaterials
In Vivo Microenvironment pH (pe-pH) in the Regeneration Process of Osteoporotic
Bone Defects. In: LIU, C.; HE, H. (org.). Developments and Applications of Calcium
Phosphate Bone Cements. Singapore: Springer Nature, 2018. p. 473—495. DOI:
10.1007/978-981-10-5975-9_11. Disponivel em: http://link.springer.com/10.1007/978-
981-10-5975-9_11.

LIU, Y.; VRANA, N. E.; CAHILL, P. A.; MCGUINNESS, G. B. Physically crosslinked

180



composite hydrogels of PVA with natural macromolecules: Structure, mechanical
properties, and endothelial cell compatibility. Journal of Biomedical Materials
Research Part B: Applied Biomaterials, [S. /], v. 90B, n. 2, p. 492-502, 2009. DOI:
10.1002/jbm.b.31310. Disponivel em: http://doi.wiley.com/10.1002/jbm.b.31310.
LIUYUN, Jiang; YUBAO, Li; LI, Zhang; JIANGUO, Liao. Preparation and properties of
a novel bone repair composite: nano-hydroxyapatite/chitosan/carboxymethyl cellulose.
Journal of Materials Science: Materials in Medicine, [S. /], v. 19, n. 3, p. 981-987,
2008. DOl: 10.1007/s10856-007-3208-1. Disponivel em:
http://link.springer.com/10.1007/s10856-007-3208-1.

LONG, Dang Duc; LUYEN, Dang Van. Chitosan-Carboxymethylcellulose Hydrogels as
Supports for cell Immobilization. Journal of Macromolecular Science, Part A, [S. /],
v. 33, n. 12, p. 1875-1884, 1996. DOI: 10.1080/10601329608011013.

LOPES, M. A,; MONTEIRO, F. J.; SANTOS, J. D.; SERRO, A. P.; SARAMAGO, B.
Hydrophobicity, surface tension, and zeta potential measurements of glass-reinforced
hydroxyapatite composites. Journal of Biomedical Materials Research, [S. /], v. 45,
n. 4, p. 370-375, 1999. DOI: 10.1002/(SICI)1097-4636(19990615)45:4<370::AID-
JBM12>3.0.CO;2-0.

LU, Jingxiong; WEI, Jie; YAN, Yonggang; LI, Hong; JIA, Junfeng; WEI, Shicheng;
GUO, Han; XIAO, Tigiao; LIU, Changsheng. Preparation and preliminary
cytocompatibility of magnesium doped apatite cement with degradability for bone
regeneration. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, [S. /], v. 22, n.
3, p. 607-615, 2011. DOI: 10.1007/s10856-011-4228-4.

LUO, Yongxiang; LODE, Anja; AKKINENI, Ashwini Rahul; GELINSKY, Michael.
Concentrated gelatin/alginate composites for fabrication of predesigned scaffolds with
a favorable cell response by 3D plotting. RSC Advances, [S. /], v. 5, n. 54, p. 43480-
43488, 2015. DOIl: 10.1039/c5ra04308e. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1039/C5RA04308E.

MADDALONI, Marina; VASSALINI, Irene. Green Routes for the Development of Chitin
/ Chitosan Sustainable Hydrogels. Sustainable Chemistry, [S. /.], n. Figure 1, p. 325—
344, 2020. DOI: doi:10.3390/suschem1030022.

MAIER, Jeanette A. M.; BERNARDINI, Daniela; RAYSSIGUIER, Yves; MAZUR,
Andrzej. High concentrations of magnesium modulate vascular endothelial cell
behaviour in vitro. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Basis of Disease, [S.

181



I], v. 1689, n. 1, p. 6-12, 2004. DOI: 10.1016/j.bbadis.2004.02.004.

MAITY, Santu; DATTA, Arpita; LAHIRI, Susanta; GANGULY, Jhuma. A dynamic
chitosan-based self-healing hydrogel with tunable morphology and its application as
an isolating agent. RSC Advances, [S. I.], v. 6, n. 84, p. 81060-81068, 2016. DOI:
10.1039/C6RA15138H. Disponivel em: http://xlink.rsc.org/?DOI=C6RA15138H.
MALIK, Muhammad Hamza; SHAHZADI, Lubna; BATOOL, Razia; SAFI, Sher Zaman;
KHAN, Abdul Samad; KHAN, Ather Farooq; CHAUDHRY, Agqif Anwar; REHMAN,
Intesham Ur; YAR, Muhammad. Thyroxine-loaded chitosan/carboxymethyl
cellulose/hydroxyapatite hydrogels enhance angiogenesis in in-ovo experiments.
International Journal of Biological Macromolecules, [S. /], v. 145, n. xxxx, p. 1162—
1170, 2020. DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2019.10.043.

MAMMOLI, Fabiana et al. Magnesium is a key regulator of the balance between
osteoclast and osteoblast differentiation in the presence of vitamin D 3. International
Journal of Molecular Sciences, [S. /], v. 20, n. 2, p. 1-17, 2019. DOI:
10.3390/ijms20020385.

MARRELLA, Alessandra; LAGAZZO, Alberto; DELLACASA, Elena; PASQUINI,
Camilla; FINOCCHIO, Elisabetta; BARBERIS, Fabrizio; PASTORINO, Laura;
GIANNONI, Paolo; SCAGLIONE, Silvia. 3D porous gelatin/PVA hydrogel as meniscus
substitute using alginate micro-particles as porogens. Polymers, [S. ], v. 10, n. 4, p.
1-16, 2018. DOI: 10.3390/polym10040380.

MATSCHEGEWSKI, Claudia; MATTHIES, Jérn Bo; GRABOW, Niels; SCHMITZ,
Klaus Peter. Cell adhesion and viability of human endothelial cells on electrospun
polymer scaffolds. Current Directions in Biomedical Engineering, [S. ], v. 2, n. 1,
p. 11-14, 2016. DOI: 10.1515/cdbme-2016-0006.

MCKAY, W. F. Delivery systems, US9655994B2, 2014.

MELLIS, David J.; ITZSTEIN, Cecile; HELFRICH, Miep H.; CROCKETT, Julie C. The
skeleton: a multi-functional complex organ. The role of key signalling pathways in
osteoclast differentiation and in bone resorption. Journal of Endocrinology, [S. /], v.
211, n. 2, p. 131-143, 2011. DOI: 10.1530/JOE-11-0212. Disponivel em:
https://joe.bioscientifica.com/view/journals/joe/211/2/131.xml.

METZGER, W. et al. Expansion and differentiation of human primary osteoblasts in
two- and three-dimensional culture. Biotechnic & Histochemistry, [S. /.], v. 88, n. 2,
p. 86-102, 2013. DOI: 10.3109/10520295.2012.741262. Disponivel em:

182



http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/10520295.2012.741262.

MISHRA, Debasish; BHUNIA, Bibhas; BANERJEE, Indranil; DATTA, Pallab; DHARA,
Santanu; MAITI, Tapas K. Enzymatically crosslinked carboxymethyl-
chitosan/gelatin/nano- hydroxyapatite injectable gels for in situ bone tissue engineering
application. Materials Science and Engineering C, [S. /], v. 31, n. 7, p. 1295-1304,
2011. DOl: 10.1016/j.msec.2011.04.007. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2011.04.007.

MOHAMMAD, Faruq; AL-LOHEDAN, Hamad A. Chitosan-Mediated Layer-by-Layer
Assembling Approach for the Fabrication of Biomedical Probes and Advancement of
Nanomedicine. In: JAWAID, Mohammad; MOHAMMAD, Faruq (org.). Nanocellulose
and Nanohydrogel Matrices. Weinheim: Wiley-VCH, 2017. p. 91-124.
MOHANDAS, Annapoorna; ANISHA, B. S.; CHENNAZHI, K. P.; JAYAKUMAR, R.
Chitosan-hyaluronic acid/VEGF loaded fibrin nanoparticles composite sponges for
enhancing angiogenesis in wounds. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, [S. /],
v. 127, p. 105-113, 2015. DOI: 10.1016/j.colsurfb.2015.01.024. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfb.2015.01.024.

MOHANDAS, Annapoorna; SUN, Wook; NIMAL, T. R.; SHANKARAPPA, Sahadev A;;
HWANG, Nathaniel S.; JAYAKUMAR, Rangasamy. Injectable chitosan-
fibrin/nanocurcumin composite hydrogel for the enhancement of angiogenesis.
Research on Chemical Intermediates, [S. /], v. 44, n. 8, p. 4873—4887, 2018. DOI:
10.1007/s11164-018-3340-1. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11164-018-
3340-1.

MOHITE, S; PRASAD, E. Hydrogel Market Report. [s.|: s.n.]. Disponivel em:
https://www.alliedmarketresearch.com/hydrogel-market.

MONTERO, Ramon B.; VIAL, Ximena; NGUYEN, Dat Tat; FARHAND, Sepehr;
REARDON, Mark; PHAM, Si M.; TSECHPENAKIS, Gavriil; ANDREOPOULOQS, Fotios
M. BFGF-containing electrospun gelatin scaffolds with controlled nano-architectural
features for directed angiogenesis. Acta Biomaterialia, [S. /.],v.8,n.5, p. 1778-1791,
2012. DOI: 10.1016/j.actbio.2011.12.008. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2011.12.008.

MOREIRA, Cheisy D. F.; CARVALHO, Sandhra M.; MANSUR, Herman S.; PEREIRA,
Marivalda M. Thermogelling chitosan-collagen-bioactive glass nanoparticle hybrids as

potential injectable systems for tissue engineering. Materials Science and

183



Engineering C, [S. I.], v. 58, p. 1207-1216, 2016. DOI: 10.1016/j.msec.2015.09.075.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2015.09.075.

MURPHY, Kaitlin C.; STILHANO, Roberta S.; MITRA, Debika; ZHOU, Dejie;
BATARNI, Samir; SILVA, Eduardo A.; LEACH, J. Kent. Hydrogel biophysical
properties instruct coculture-mediated osteogenic potential. FASEB Journal, [S. /], v.
30, n. 1, p. 477-486, 2016. DOI: 10.1096/fj.15-279984.

MUZZARELLI, R. A. A. et al. Stimulatory effect on bone formation exerted by a
modified chitosan. Biomaterials, [S. L], v. 15, n. 13, p. 1075-1081, 1994. DOI:
10.1016/0142-9612(94)90093-0. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0142961294900930.

NAGHAVI ALHOSSEINI, S.; MOZTARZADEH, F.; MOZAFARI, M.; ASGARI, S
DODEL, M.; SAMADIKUCHAKSARAEI, A.; KARGOZAR, S.; JALALI, N. Synthesis and
characterization of electrospun polyvinyl alcohol nanofibrous scaffolds modified by
blending with chitosan for neural tissue engineering. International Journal of
Nanomedicine, [S. I.], n. January, p. 25, 2012. DOI: 10.2147/ijn.s25376.
NASCIMENTO, M. H. M. ..; PELEGRINO, M. T. ..; PIERETTI, J. C.; SEABRA, A. B.
How can nitric oxide help osteogenesis? AIMS Molecular Science, [S. ], v. 7, n. 1,
p. 29-48, 2020. DOI: 10.3934/molsci.2020003.

NOBREGA, K. C.; AMORIM, L. V. Influéncia da massa molar de CMC no
comportamento reologico e de filtragdo de suspensdes argilosas. Ceramica, [S. /], v.
61, n. 360, p. 399-408, 2015. DOI: 10.1590/0366-69132015613601904. Disponivel
em: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0366-
69132015000400399&Ing=pt&ting=pt.

NUGENT, Matthew A.; 10ZZ0O, Renato V. Fibroblast growth factor-2. The
International Journal of Biochemistry & Cell Biology, [S. I.],v. 32, n. 2, p. 115-120,
2000. DOI: 10.1016/S1357-2725(99)00123-5. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1357272599001235.

O’BRIEN, Charles A.; NAKASHIMA, Tomoki; TAKAYANAGI, Hiroshi. Osteocyte
control of osteoclastogenesis. Bone, [S. ], v. 54, n. 2, p. 258-263, 2013. DOI:
10.1016/j.bone.2012.08.121. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S8756328212011350.

O'REILLY, M. et al. Angiostatin: A novel angiogenesis inhibitor that mediates the
suppression of metastases by a lewis lung carcinoma. Cell, [S. I.],v. 79, n. 2, p. 315-

184



328, 1994. DOI: 10.1016/0092-8674(94)90200-3. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0092867494902003.

O'REILLY, Michael S. et al. Endostatin: An Endogenous Inhibitor of Angiogenesis and
Tumor Growth. Cell, [S. ], v. 88, n. 2, p. 277-285, 1997. DOI: 10.1016/S0092-
8674(00)81848-6. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867400818486.

OHGUSHI, Hajime; DOHI, Yoshiko; TAMAI, Susumu; TABATA, Shiro. Osteogenic
differentiation of marrow stromal stem cells in porous hydroxyapatite ceramics.
Journal of Biomedical Materials Research, [S. /], v. 27, n. 11, p. 1401-1407, 1993.
DOl: 10.1002/jbm.820271107. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1002/jbm.820271107.

OYANE, Ayako; ONUMA, Kazuo; ITO, Atsuo; KIM, Hyun Min; KOKUBO, Tadashi;
NAKAMURA, Takashi. Formation and growth of clusters in conventional and new kinds
of simulated body fluids. Journal of Biomedical Materials Research - Part A, [S. /],
v. 64, n. 2, p. 339-348, 2003. DOI: 10.1002/jbm.a.10426.

OZEKI, K.; AOKI, H.; FUKUI, Y. The effect of adsorbed vitamin D and K to
hydroxyapatite on ALP activity of MC3T3-E1 cell. Journal of Materials Science:
Materials in Medicine, [S. .], v. 19, n. 4, p. 1753-1757, 2008. DOI: 10.1007/s10856-
007-3288-y.

PASQUI, Daniela; TORRICELLI, Paola; DE CAGNA, Milena; FINI, Milena;
BARBUCCI, Rolando. Carboxymethyl cellulose - Hydroxyapatite hybrid hydrogel as a
composite material for bone tissue engineering applications. Journal of Biomedical
Materials Research - Part A, [S. I], v. 102, n. 5, p. 1568-1579, 2014. DOI:
10.1002/jbm.a.34810.

PEIXOTO, Paulo V.; KLEM, Marcius A. P.; FRANCA, Ticiana N.; NOGUEIRA, Vivian
A. Hipervitaminose D em animais. Pesquisa Veterinaria Brasileira, [S. /], v. 32, n. 7,
p. 573-594, 2012. DOI: 10.1590/S0100-736X2012000700001. Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
736X2012000700001&Ing=pt&ting=pt.

PEREIRA, R. F. Avaliagao de Bioceramicas de Fosfatos de Calcio Dopadas com
Eurépio e Magnésio : Caracterizagao , Dissolugao e Citotoxicidade in vitro. 2017.
Universidade Federal do ABC, [S. 1], 2017.

PEREIRA, Rafael Matsumoto; ANDRADE, Grazielle Santos Silva; DE CASTRO, Heizir

185



Ferreira; CAMPOS, Maria Gabriela Nogueira. Performance of chitosan/glycerol
phosphate hydrogel as a support for lipase immobilization. Materials Research, [S.
1], v. 20, p. 190-201, 2017. DOI: 10.1590/1980-5373-mr-2017-0091.

PETER, Mathew; GANESH, Nitya; SELVAMURUGAN, N.; NAIR, S. V.; FURUIKE, T.;
TAMURA, H.; JAYAKUMAR, R. Preparation and characterization of chitosan-
gelatin/nanohydroxyapatite composite scaffolds for tissue engineering applications.
Carbohydrate Polymers, [S. /], v. 80, n. 3, p. 687-694, 2010. DOI:
10.1016/j.carbpol.2009.11.050. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2009.11.050.

PETROVA, Tatiana V.; MAKINEN, Taija; ALITALO, Kari. Signaling via Vascular
Endothelial Growth Factor Receptors. Experimental Cell Research, [S. I.], v. 253, n.
1, p. 117-130, 1999. DOI: 10.1006/excr.1999.4707. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0014482799947079.

PITTARELLA, Pamela; SQUARZANTI, Diletta F.; MOLINARI, Claudio; INVERNIZZI,
Marco; UBERTI, Francesca; RENO, Filippo. NO-dependent proliferation and migration
induced by Vitamin D in HUVEC. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular
Biology, [S. I.], v. 149, p. 35-42, 2015. DOI: 10.1016/j.jsbmb.2014.12.012. Disponivel
em: http://dx.doi.org/10.1016/j.jsbomb.2014.12.012.

POGORELOV, M. V.; SIKORA, V. Z.; BUMEYSTER, V. I. In-vivo tests of new
chitosan—hydroxyapatite composite biomaterials. Bone, [S. ], v. 48, p. S167, 2011.
DOI: 10.1016/j.bone.2011.03.379. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S8756328211004728.

PORTER, Joshua R.; RUCKH, Timothy T.; POPAT, Ketul C. Bone tissue engineering:
A review in bone biomimetics and drug delivery strategies. Biotechnology Progress,
[S. 1.],v.25,n.6, p. 1539-1560, 2009. DOI: 10.1002/btpr.246.

PRABAHARAN, Mani; MANO, Joado F. Stimuli-responsive hydrogels based on
polysaccharides incorporated with thermo-responsive polymers as novel biomaterials.
Macromolecular Bioscience, [S. ], v. 6, n. 12, p. 991-1008, 2006. DOI:
10.1002/mabi.200600164.

PRAMATAROVA, L; PECHEVA, E. Modified Inorganic Surfaces as a Model for
Hydroxyapatite Growth. [s.l.] : Trans Tech Publications Ltd, 2006.

PRIYA, Ganesan; MADHAN, Balaraman; NARENDRAKUMAR, Uttamchand;
SURESH KUMAR, Rayadurgam Venkata; MANJUBALA, Inderchand. In Vitro and In

186



Vivo Evaluation of Carboxymethyl Cellulose Scaffolds for Bone Tissue Engineering
Applications . ACS Omega, [S. /], v. 6, n. 2, p. 1246-1253, 2021. DOI:
10.1021/acsomega.0c04551.

PRUSTY, Kalyani; BARIK, Sunita; SWAIN, Sarat K. A Corelation Between the
Graphene Surface Area, Functional Groups, Defects, and Porosity on the Performance
of the Nanocomposites. In: JAWAID, M.; BOUHFID, R.; QAISS, A. K. (org.).
Functionalized Graphene Nanocomposites and their Derivatives. [s.l.] : Elsevier,
2019. p. 265-283. DOI: 10.1016/B978-0-12-814548-7.00013-1. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780128145487000131.

RAAB, Stefanie; KLINGENSTEIN, Moritz; LIEBAU, Stefan; LINTA, Leonhard. A
Comparative View on Human Somatic Cell Sources for iPSC Generation. Stem Cells
International, [S. /], v. 2014, p. 12, 2014. DOI: 10.1155/2014/768391. Disponivel em:
https://www.hindawi.com/journals/sci/2014/768391/.

RATNER, Buddy D.; HOFFMAN, Allan S.; SCHOEN, Frederick J.; LEMONS, Jack E.
(ORG.). Biomaterials Science - An Introduction to Materials in Medicine. 2nd. ed.
[s.l.] : Elsevier, 2004.

RAUCCI, M. G. ..; DEMITRI, C. ..; SORIENTE, A. ..; FASOLINO, I. ..; SANNINO, A. .;;
AMBROSIO, L. Gelatin/nano-hydroxyapatite hydrogel scaffold prepared by sol-gel
technology as filler to repair bone defects. Journal of Biomedical Materials
Research -Part A, [S.].],v. 106, n. 7, p. 2007-2019, 2018. DOI: 10.1002/jbm.a.36395
LK -
http://nfAhr2ve4v.search.serialssolutions.com?sid=EMBASE&issn=15524965&id=doi:
10.1002%2Fjbm.a.36395&atitle=Gelatin%2Fnano-
hydroxyapatite+hydrogel+scaffold+prepared+by+sol-
gel+technology+as+filler+to+repair+bone+defects&stitle=J.+Biomed.+Mater.+Res.+P
art+A&title=Journal+of+Biomedical+Materials+Research+-
+Part+A&volume=106&issue=7&spage=2007 &epage=2019&aulast=Raucci&aufirst=
Maria+Grazia&auinit=M.G.&aufull=Raucci+M.G.&coden=JBMRC&isbn=&pages=200
7-2019&date=2018&auinit1=M&a. Disponivel em:
http://www.embase.com/search/results?subaction=viewrecord&from=export&id=L621
799139%0Ahttp://dx.doi.org/10.1002/jbm.a.36395.

RE, Federica et al. 3D gelatin-chitosan hybrid hydrogels combined with human platelet

lysate highly support human mesenchymal stem cell proliferation and osteogenic

187



differentiation. Journal of Tissue Engineering, [S. /], v. 10, 2019. DOI:
10.1177/2041731419845852.

RECEK, Nina; RESNIK, Matic; MOTALN, Helena; LAH-TURNSEK, Tamara;
AUGUSTINE, Robin; KALARIKKAL, Nandakumar; THOMAS, Sabu; MOZETIC, Miran.
Cell Adhesion on Polycaprolactone Modified by Plasma Treatment. International
Journal of Polymer Science, [S. [], v. 2016, p. 1-9, 2016. DOI:
10.1155/2016/7354396.

REINHART-KING, Cynthia A. Endothelial Cell Adhesion and Migration. /n: Methods
in Enzymology. Ithaca: Elsevier Inc, 2008. v. 443p. 45-64. DOI: 10.1016/S0076-
6879(08)02003-X.

REN, F.; XIN, R.; GE, X.; LENG, Y. Characterization and structural analysis of zinc-
substituted hydroxyapatites. Acta Biomaterialia, [S. /.], v. 5, n. 8, p. 3141-3149, 2009.
DOl: 10.1016/j.actbio.2009.04.014. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2009.04.014.

REN, Bowen et al. Injectable polysaccharide hydrogel embedded with hydroxyapatite
and calcium carbonate for drug delivery and bone tissue engineering. International
Journal of Biological Macromolecules, [S. /], v. 118, p. 1257-1266, 2018. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2018.06.200.

ROSSATO, J. H. H.; CAMARATTA, R.; VOLKMER, T. M. Sintese e avaliagao das
propriedades bactericidas de hidroxiapatita parcialmente substituida com ions de
prata. Disciplinarum Scientia, [S. /.], v. 15, n. 1, p. 75-85, 2014.

ROSSI, AM; TERRA, J.; MAVROPOULOS, Elena; MOREIRA, EL. A ciéncia e
tecnologia das bioceramicas. 2000. Disponivel em: https://portal.cbpf.br/pt-
br/revistas-do-cbpf/revista-do-cbpf-em-capitulos/separacao-por-conteudo/a-ciencia-
e-tecnologia-das-bioceramicas. Acesso em: 15 maio. 2019.

RUDE, Robert K.; GRUBER, Helen E.; NORTON, H. James; WEI, Livia Y.; FRAUSTO,
Angelica; KILBURN, Jeremy. Dietary magnesium reduction to 25% of nutrient
requirement disrupts bone and mineral metabolism in the rat. Bone, [S. I.], v. 37, n. 2,
p. 211-219, 2005. DOI: 10.1016/j.bone.2005.04.005. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S8756328205001444.

RYU, Hyun Seung; HONG, Kug Sun; LEE, Jung Kun; KIM, Deug Joong; LEE, Jae
Hyup; CHANG, Bong Soon; LEE, Dong Ho; LEE, Choon Ki; CHUNG, Sung Soo.
Magnesia-doped HA/B-TCP ceramics and evaluation of their biocompatibility.

188



Biomaterials, [S. /], v. 25, n. 3, p. 393-401, 2004. DOI: 10.1016/S0142-
9612(03)00538-6.

SAMMONS, R. Biological responses to hydroxyapatite. /In: MUCALO, M. (org.).
Hydroxyapatite (HAp) for Biomedical Applications. [s.l.] : Elsevier, 2015. p. 53-83.
SANOSH, K. P.; CHU, Min-Cheol; BALAKRISHNAN, A.; KIM, T. N.; CHO, Seong-Jai.
Preparation and characterization of nano-hydroxyapatite powder using sol-gel
technique. Bulletin of Materials Science, [S. I.], v. 32, n. 5, p. 465-470, 2009. DOI:
10.1007/s12034-009-0069-x. Disponivel em: http://link.springer.com/10.1007/s12034-
009-0069-x.

SARAN, Uttara; GEMINI PIPERNI, Sara; CHATTERJEE, Suvro. Role of angiogenesis
in bone repair. Archives of Biochemistry and Biophysics, [S. /], v. 561, p. 109-117,
2014. DOI: 10.1016/j.abb.2014.07.006. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.abb.2014.07.006.

SCHAMS, D.; BERISHA, B. Regulation of Corpus Luteum Function in Cattle - an
Overview. Reproduction in Domestic Animals, [S. /.], v. 39, n. 4, p. 241-251, 2004.
DOI: 10.1111/j.1439-0531.2004.00509.x. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1439-0531.2004.00509.x.

SERRE, C. M.; PAPILLARD, M.; CHAVASSIEUX, P.; VOEGEL, J. C.; BOIVIN, G.
Influence of magnesium substitution on a collagen-apatite biomaterial on the
production of a calcifying matrix by human osteoblasts. Journal of Biomedical
Materials Research, [S. /], v. 42, n. 4, p. 626-633, 1998. DOI: 10.1002/(SICI1)1097-
4636(19981215)42:4<626::AlID-JBM20>3.0.CO;2-S. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/(SICI)1097-
4636(19981215)42:4%3C626::AlID-JBM20%3E3.0.CO;2-S.

SETIAWATI, Rosy; RAHARDJO, Paulus. Bone Development and Growth. /In: YANG,
H. (org.). Osteogenesis and Bone Regeneration. 1. ed. [s.l.] : IntechOpen, 2018. p.
1-21. DOI: 10.5772/intechopen.82452. Disponivel em:
https://www.intechopen.com/books/advanced-biometric-technologies/liveness-
detection-in-biometrics.

SHAMOSI, Atefeh; FAROKHI, Mehdi; Al, Jafar; SHARIFI, Esmaeel. Induction of
spontaneous neo-angiogenesis and tube formation in human endometrial stem cells
by bioglass. Journal of Medical Hypotheses and Ideas, [S. /], v. 9, n. 2, p. 94-98,
2015. DOI: 10.1016/j.jmhi.2015.09.004. Disponivel em:

189



http://dx.doi.org/10.1016/j.jmhi.2015.09.004.

SHEN, Zhi Sen; CUI, Xiang; HOU, Rui Xia; LI, Qun; DENG, Hong Xia; FU, Jun. Tough
biodegradable chitosan-gelatin hydrogels via in situ precipitation for potential cartilage
tissue engineering. RSC Advances, [S. I.], v. 5, n. 69, p. 556640-55647, 2015. DOI:
10.1039/c5ra06835e. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1039/C5RA06835E.

SHEN, Yuhui; LIU, Waiching; WEN, Chunyi; PAN, Haobo; WANG, Ting; DARVELL,
Brian W.; LU, William W.; HUANG, Wenhai. Bone regeneration: Importance of local
pH - Strontium-doped borosilicate scaffold. Journal of Materials Chemistry, [S. /], v.
22,n. 17, p. 8662—-8670, 2012. DOI: 10.1039/c2jm16141a.

SHI, Xiangning; ZHENG, Yudong; WANG, Guojie; LIN, Qinghua; FAN, Jinsheng. PH-
and electro-response characteristics of bacterial cellulose nanofiber/sodium alginate
hybrid hydrogels for dual controlled drug delivery. RSC Advances, [S. /], v. 4, n. 87,
p. 47056-47065, 2014. DOI: 10.1039/c4ra09640a.

SHI, Xingxing; ZHOU, Kai; HUANG, Fei; WANG, Chen. Interaction of hydroxyapatite
nanoparticles with endothelial cells: Internalization and inhibition of angiogenesis in
vitro through the PI3K/Akt pathway. International Journal of Nanomedicine, [S. /],
v. 12, p. 5781-5795, 2017. DOI: 10.2147/1UN.S140179.

SHI, Zhongli; HUANG, Xin; CAl, Yurong; TANG, Ruikang; YANG, Disheng. Size effect
of hydroxyapatite nanoparticles on proliferation and apoptosis of osteoblast-like cells.
Acta Biomaterialia, [S. /], v. 5 n. 1, p. 338-345, 2009. DOIl:
10.1016/j.actbio.2008.07.023. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2008.07.023.

SILVA, Flavia R. O.; LIMA, Nelson B.; GUILHEN, Sabine N.; COURROL, Lilia C,;
BRESSIANI, Ana Helena A. Evaluation of europium-doped HA/B-TCP ratio
fluorescence in biphasic calcium phosphate nanocomposites controlled by the pH
value during the synthesis. Journal of Luminescence, [S. I.], v. 180, p. 177-182,
2016. DOI: 10.1016/j.jlumin.2016.08.030. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jlumin.2016.08.030.

SILVA, R. L. Sistemas de liberagao controlada de quitosana contendo antigeno
capsular Vi de Salmonella Typhi. 2012. Universidade Federal do Para, [S. I.], 2012.
SINGER, A. J.; CLARCK, A. F. Cutaneous Wound Healing. The New England
Journal of Medicine, [S. I.], v. 341, n. 10, p. 738-746, 19909.

SJEROBABIN, Nikola; COLOVIC, Bozana; PETROVIC, Milan; MARKOVIC, Dejan;

190



ZIVKOVIC, Slavoljub; JOKANOVIC, Vukoman. Cytotoxicity investigation of a new
hydroxyapatite scaffold with improved structural design. Srpski Arhiv za Celokupno
Lekarstvo, [S. I.], v. 144, n. 5-6, p. 280-287, 2016. DOI: 10.2298/SARH1606280S.
STEGEN, Steve; VAN GASTEL, Nick; CARMELIET, Geert. Bringing new life to
damaged bone: The importance of angiogenesis in bone repair and regeneration.
Bone, [S. I.],v. 70, p. 19-27, 2015. DOI: 10.1016/j.bone.2014.09.017. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.bone.2014.09.017.

STEINER, Dominik; LAMPERT, Florian; STARK, G. Bjorn; FINKENZELLER, Giinter.
Effects of endothelial cells on proliferation and survival of human mesenchymal stem
cells and primary osteoblasts. Journal of Orthopaedic Research, [S. /.], v. 30, n. 10,
p. 1682-1689, 2012. DOI: 10.1002/jor.22130.

SUN, Tao; KHAN, Tareef Hayat; SULTANA, Naznin. Fabrication and in vitro evaluation
of nanosized hydroxyapatite/chitosan- based tissue engineering scaffolds. Journal of
Nanomaterials, [S. I.], v. 2014, 2014. DOI: 10.1155/2014/194680.

TAHA, Ali; AKRAM, Muhammad; JAWAD, Zaidoon; ALSHEMARY, Ammar Z,;
HUSSAIN, Rafaqat. Strontium doped injectable bone cement for potential drug delivery
applications. Materials Science and Engineering C, [S. /], v. 80, n. May, p. 93—-101,
2017. DOLl: 10.1016/j.msec.2017.05.117. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2017.05.117.

TAVARIA, Freni Kekhashari; COSTA, Eduardo Manuel; PINA-VAZ, Irene;
CARVALHO, Manuel Fontes; PINTADO, Maria Manuela. A quitosana como
biomaterial odontolégico: Estado da arte. Revista Brasileira de Engenharia
Biomedica, [S. /.], v. 29, n. 1, p. 110-120, 2013. DOI: 10.4322/rbeb.2013.002.
TENG, Zi; LUO, Yangchao; WANG, Qin. Carboxymethyl chitosan-soy protein complex
nanoparticles for the encapsulation and controlled release of vitamin D3. Food
Chemistry, [S. ], v. 141, n. 1, p. 524-532, 2013. DOI:
10.1016/j.foodchem.2013.03.043. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.03.043.

THANGPRASERT, Atsadaporn; TANSAKUL, Chittreeya; THUAKSUBUN, Nuttawut;
MEESANE, Jirut. Mimicked hybrid hydrogel based on gelatin/PVA for tissue
engineering in subchondral bone interface for osteoarthritis surgery. Materials and
Design, [S. 1], v. 183, p. 108113, 2019. DOI: 10.1016/j.matdes.2019.108113.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.matdes.2019.108113.

191



THEIN-HAN, Wahwah; XU, Hockin H. K. Prevascularization of a gas-foaming
macroporous calcium phosphate cement scaffold via coculture of human umbilical vein
endothelial cells and osteoblasts. Tissue Engineering - Part A, [S. /], v. 19, n. 15—
16, p. 1675-1685, 2013. DOI: 10.1089/ten.tea.2012.0631.

THOMAS, Sari; SOLOMAN, P. A.; REJINI, V. O. Preparation of Chitosan- CMC Blends
and Studies on Thermal Properties. Procedia Technology, [S. /], v. 24, n. Cmc, p.
721-726, 2016. DOI: 10.1016/j.protcy.2016.05.201. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.protcy.2016.05.201.

THORPE, A. A, CREASEY, S.; SAMMON, C.; LE MAITRE, Christine L.
Hydroxyapatite nanoparticle injectable hydrogel scaffold to support osteogenic
differentiation of human mesenchymal stem cells. European Cells and Materials, [S.
1], v. 32, p. 1-23, 2016. DOI: 10.22203/eCM.v032a01.

TRAJANO, V. C. C,; COSTA, K. J. R;; LANZA, C. R. M,; SINISTERRA, R. D,
CORTES, M. E. Osteogenic activity of cyclodextrin-encapsulated doxycycline in a
calcium phosphate PCL and PLGA composite. Materials Science and Engineering
C,[S. 1], v. 64, p. 370-375, 2016. DOI: 10.1016/j.msec.2016.03.103. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2016.03.103.

TRIPATHI, Anjali; SARAVANAN, Sekaran; PATTNAIK, Soumitri; MOORTHI,
Ambigapathi; PARTRIDGE, Nicola C.; SELVAMURUGAN, Nagarajan. Bio-composite
scaffolds containing chitosan/nano-hydroxyapatite/nano-copper—zinc for bone tissue
engineering. International Journal of Biological Macromolecules, [S. /.],v. 50, n. 1,
p. 294-299, 2012. DOI: 10.1016/j.ijjbiomac.2011.11.013. Disponivel em:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141813011004302.

TSUKAHARA, H.; MIURA, M.; TSUCHIDA, S.; HATA, |.; HATA, K.; YAMAMOTO, K;
ISHII, Y.; MURAMATSU, |.; SUDO, M. Effect of nitric oxide synthase inhibitors on bone
metabolism in growing rats. American Journal of Physiology-Endocrinology and
Metabolism, [S. [], v. 270, n. 5 p. E840-E845, 1996. DOI:
10.1152/ajpendo.1996.270.5.E840. Disponivel em:
https://www.physiology.org/doi/10.1152/ajpendo.1996.270.5.E840.

VALLE, L. J. d; DIAZ, A. ..; PUIGGALI, J. Hydrogels for Biomedical Applications:
Cellulose, Chitosan, and Protein/Peptide Derivatives. Gels, [S. I.], v. 3, n. 3, p. 27,
2017. DOI: 10.3390/gels3030027. Disponivel em: http://www.mdpi.com/2310-
2861/3/3/27.

192



VAN DRIEL, M. ..; POLS, H. ..; VAN LEEUWEN, J. P. .. Osteoblast Differentiation and
Control by Vitamin D and Vitamin D Metabolites. Current Pharmaceutical Design,
[S. 1.],v. 10, n. 21, p. 2535-2555, 2005. DOI: 10.2174/1381612043383818.

VAN DRIEL, Marjolein; VAN LEEUWEN, Johannes P. T. M. Vitamin D endocrine
system and osteoblasts. BoneKEy Reports, [S. /], v. 3, n. FEBRUARY, p. 1-8, 2014.
DOl: 10.1038/bonekey.2013.227. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1038/bonekey.2013.227.

VISHNU PRIYA, M.; SIVSHANMUGAM, A.; BOCCACCINI, A. R.; GOUDOURI, O. M;;
SUN, Wook; HWANG, Nathaniel; DEEPTHI, S.; NAIR, Shantikumar V; JAYAKUMAR,
R. Injectable osteogenic and angiogenic nanocomposite hydrogels for irregular bone
defects. Biomedical Materials, [S. /.],v. 11,n. 3, p. 035017, 2016. DOI: 10.1088/1748-
6041/11/3/035017. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1088/1748-6041/11/3/035017.
WANG, Xiao Fei; LU, Pei Jun; SONG, Yang; SUN, Yu Chun; WANG, Yu Guang;
WANG, Yong. Nano hydroxyapatite particles promote osteogenesis in a three-
dimensional bio-printing construct consisting of alginate/gelatin/hASCs. RSC
Advances, [S. ], v. 6, n. 8, p. 6832-6842, 2016. DOI: 10.1039/c5ra21527g.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1039/C5RA21527G.

WEBSTER, Thomas J.; ERGUN, Celaletdin; DOREMUS, Robert H.; SIEGEL, Richard
W.; BIZIOS, Rena. Enhanced osteoclast-like cell functions on nanophase ceramics.
Biomaterials, [S. ], v. 22, n. 11, p. 1327-1333, 2001. DOI: 10.1016/S0142-
9612(00)00285-4.

WHANG, K. et al. Engineering bone regeneration with bioabsorbable scaffolds with
novel microarchitecture. Tissue Engineering, [S. I.], v. 5, n. 1, p. 35-51, 1999. DOI:
10.1089/ten.1999.5.35.

WICHTERLE, O.; LiM, D. Hydrophilic Gels for Biological Use. Nature, [S. /], v. 185, n.
4706, p. 117-118, 1960. DOI: 10.1038/185117a0. Disponivel em:
http://www.nature.com/articles/185117a0.

WOLF, F. I; CITTADINI, A. Magnesium in cell proliferation and differentiation.
Frontiers in Bioscience, [S. ], v. 4, n. 1-3, p. d607, 1999. DOI: 10.2741/Wolf.
Disponivel em: https://fbscience.com/Landmark/articles/10.2741/wolf.

WONG, Michael Sze Ka et al. Vitamin D promotes vascular regeneration. Circulation,
[S.1],v.130,n.12, p. 976-986, 2014. DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.114.010650.
WONGSAWICHAI, Kanharit; KINGKAEW, Arada; PARIYAISUT, Aninart; KHONDEE,

193



Supang. Porous hydroxyapatite/chitosan/carboxymethyl cellulose scaffolds with
tunable microstructures for bone tissue engineering. Key Engineering Materials, [S.
1], v. 819 KEM, p. 9-14, 2019. DOI: 10.4028/www.scientific.net/KEM.819.9.

WU, Fei; LIN, Debra D. W.; CHANG, Jin Ho; FISCHBACH, Claudia; ESTROFF, Lara
A.; GOURDON, Delphine. Effect of the materials properties of hydroxyapatite
nanoparticles on fibronectin deposition and conformation. Crystal Growth and
Design, [S. I.], v. 15, n. 5, p. 2452-2460, 2015. DOI: 10.1021/acs.cgd.5b00231.
XIAO, Shengjie; WANG, Ming; WANG, Liping; ZHU, Yingchun. Environment-Friendly
Synthesis of Trace Element Zn, Sr, and F Codoping Hydroxyapatite with Non-
cytotoxicity and Improved Osteoblast Proliferation and Differentiation. Biological
Trace Element Research, [S./.],v.185,n. 1, p. 148-161, 2018. DOI: 10.1007/s12011-
017-1226-5.

XIE, Zhiwei; PARAS, Christian B.; WENG, Hong; PUNNAKITIKASHEM, Primana; SU,
Lee Chun; VU, Khanh; TANG, Liping; YANG, Jian; NGUYEN, Kytai T. Dual growth
factor releasing multi-functional nanofibers for wound healing. Acta Biomaterialia, [S.
1.],v.9,n.12, p. 9351-9359, 2013. DOI: 10.1016/j.actbio.2013.07.030. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2013.07.030.

XUE, Weichang; DAHLQUIST, Kelli; BANERJEE, Ashis; BANDYOPADHYAY, Amit;
BOSE, Susmita. Synthesis and characterization of tricalcium phosphate with Zn and
Mg based dopants. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, [S. /], v.
19, n. 7, p. 2669-2677, 2008. DOI: 10.1007/s10856-008-3395-4.

YANG, Guiran; WANG, Fuke; LI, Yanlin; HOU, Jianfei; LIU, Dejian. Construction of
tissue engineering bone with the co-culture system of ADSCs and VECs on partially
deproteinized biologic bone in vitro: A preliminary study. Molecular Medicine
Reports, [S. /], v. 23, n. 1, 2021. DOI: 10.3892/mmr.2020.11696.

YANG, Jen Ming; SU, Wen Yu; LEU, Te Lang; YANG, Ming Chien. Evaluation of
chitosan/PVA blended hydrogel membranes. Journal of Membrane Science, [S. /],
v. 236, n. 1-2, p. 39-51, 2004. DOI: 10.1016/j.memsci.2004.02.005.

YASMEEN, Sabina; LO, Man Kit; BAJRACHARYA, Salina; ROLDO, Marta. Injectable
Scaffolds for Bone Regeneration. Langmuir, [S. 1], v. 30, n. 43, p. 12977-12985,
2014. DOI: 10.1021/1a503057w. Disponivel em:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/1a503057w.

YASUDA, Kazunori; OSADA, Yoshihito; GONG, Jian Ping; KITAMURA, Nobuto.

194



Method For Inducing Regeneration Of Cartilage, US 9539366 B2, 2017.

YE, Huilin; ZHU, Junjin; DENG, Dan; JIN, Shue; LI, Jidong; MAN, Yi. Enhanced
osteogenesis and angiogenesis by PCL/chitosan/Sr-doped calcium phosphate
electrospun nanocomposite membrane for guided bone regeneration. Journal of
Biomaterials Science, Polymer Edition, [S. ], v. 30, n. 16, p. 1505-1522, 2019.
DOI: 10.1080/09205063.2019.1646628. Disponivel em:
https://doi.org/10.1080/09205063.2019.1646628.

YOUNG, A.; SMISTAD, G.; KARLSEN, J.; ROLLA, G.; RYKKE, M. Zeta potentials of
human enamel and hydroxyapatite as measured by the Coulter DELSA 440.
Advances in dental research, [S. /], v. 11, n. 4, p. 560-565, 1997. DOI:
10.1177/08959374970110042501.

YU, Jiangming; LI, Kai; ZHENG, Xuebin; HE, Dannong; YE, Xiaojian; WANG, Meiyan.
In Vitro and In Vivo Evaluation of Zinc-Modified Ca-Si-Based Ceramic Coating for
Bone Implants. PLoS ONE, [S. /], v. 8, n. 3, p. e57564, 2013. DOI:
10.1371/journal.pone.0057564. Disponivel em:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0057564.

YU, Wei Lin et al. Enhanced osteogenesis and angiogenesis by mesoporous
hydroxyapatite microspheres-derived simvastatin sustained release system for
superior bone regeneration. Scientific Reports, [S. I.], v. 7, n. August 2016, p. 1-16,
2017. a. DOI: 10.1038/srep44129. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1038/srep44129.

YU, Weilin et al. Copper-doped mesoporous hydroxyapatite microspheres synthesized
by a microwave-hydrothermal method using creatine phosphate as an organic
phosphorus source: application in drug delivery and enhanced bone regeneration.
Journal of Materials Chemistry B, [S. /], v. 5, n. 5, p. 1039-1052, 2017. b. DOI:
10.1039/c6tb02747d.

YUE, Shuai; HE, Hui; LI, Bin; HOU, Tao. Hydrogel as a Biomaterial for Bone Tissue
Engineering : A Review. Nanomaterials, [S. /.], v. 10, n. 1511, p. 1-24, 2020. DOI:
10.3390/nano10081511. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2079-4991/10/8/1511.
ZEHNDER, Daniel; BLAND, Rosemary; CHANA, Ravinder S.; WHEELER, David C.;
HOWIE, Alexander J.; WILLIAMS, Mary C.; STEWART, Paul M.; HEWISON, Martin.
Synthesis of 1,25-dihydroxyvitamin D3 by human endothelial cells is regulated by

inflammatory cytokines: A novel autocrine determinant of vascular cell adhesion.

195



Journal of the American Society of Nephrology, [S. /], v. 13, n. 3, p. 621-629, 2002.
ZHAI, Mingcui; XU, Yichen; ZHOU, Biao; JING, Weibin. Keratin-chitosan/n-ZnO
nanocomposite hydrogel for antimicrobial treatment of burn wound healing:
Characterization and biomedical application. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, [S. /], v. 180, p. 253-258, 2018. DOI:
10.1016/j.jphotobiol.2018.02.018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2018.02.018.

ZHANG, Jingtao; LIU, Weizhen; SCHNITZLER, Verena; TANCRET, Franck; BOULER,
Jean Michel. Calcium phosphate cements for bone substitution: Chemistry, handling
and mechanical properties. Acta Biomaterialia, [S. /], v. 10, n. 3, p. 1035-1049, 2014.
DOI: 10.1016/j.actbio.2013.11.001. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2013.11.001.

ZHAO, Xinxin; NG, Suxiu; HENG, Boon Chin; GUO, Jun; MA, Lwinlwin; TAN, Timothy
Thatt Yang; NG, Kee Woei; LOO, Say Chye Joachim. Cytotoxicity of hydroxyapatite
nanoparticles is shape and cell dependent. Archives of Toxicology, [S. /], v. 87, n.
6, p. 1037-1052, 2013. DOI: 10.1007/s00204-012-0827-1.

ZHOU, Hui Yun; CHEN, Xi Guang; KONG, Ming; LIU, Cheng Sheng. Preparation of
chitosan-based thermosensitive hydrogels for drug delivery. Journal of Applied
Polymer Science, [S. I.], v. 112, n. 3, p. 1509-1515, 2009. DOI: 10.1002/app.29721.
Disponivel em: http://doi.wiley.com/10.1002/app.29721.

ZICHE, Marina; DONNINI, Sandra; MORBIDELLI, Lucia. Development of New Drugs
in Angiogenesis. Current Drug Targets, [S. I.], v. 5, n. 5, p. 485-493, 2005. DOI:
10.2174/1389450043345371.

ZITTERMANN, Armin; KOERFER, Reiner. Vitamin D in the prevention and treatment
of coronary heart disease. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic
Care, [S. I.], v. 11, n. 6, p. 752-757, 2008. DOI: 10.1097/MCO.0b013e328312c33f.
Disponivel em: http://journals.lww.com/00075197-200811000-00013.

ZOCCAL, J. V. M. Estudo de métodos para a dispersdao de nanoparticulas de
niquel e ferro em suspensao. 2015. Universidade Federal de Sao Carlos, [S. 1],
2015. Disponivel em:
https://repositorio.ufscar.br/bitstream/handle/ufscar/7591/TeseJVMZ.pdf?sequence=
1&isAllowed=y.

196



	Ata ICEX-QUI 0641139
	Certidão 2 (0641146)

