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Devido ao aumento de lesoes associadas ao envelhecimento da populagdo, a
regeneragdo do tecido osseo tem sido alvo de estudo. Apesar da vasta investigagdo
neste sentido, os auto-enxertos continuam a prevalecer como tratamento de primeira

linha, apesar das suas limitagoes.
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A extragdo de compostos de recursos marinhos para uso em abordagens de engenharia
de tecidos emerge como uma alternativa promissora para regeneragdo de lesoes osseas.
Neste capitulo apresenta-se um biomaterial promissor para aplicagdo em engenharia
de tecidos duros tendo como base uma estratégia de valoriza¢do de sub-produtos

marinhos, nomeadamente pele e dentes de tubardo.

1. Introducao

O aumento da esperanga média de vida e o consequente aumento da incidéncia de lesdes
associadas ao tecido 6sseo tem motivado a procura por estratégias mais eficazes para este
desafio terapéutico. Apesar de existirem diversas abordagens na reparagao destas lesdes, como
os enxertos, estas apresentam-se associadas a um elevado risco de rejei¢do, infecao e dor, sendo

por isso necessario encontrar alternativas (Lichte et al., 2011).

A engenharia de tecidos e o desenvolvimento de matrizes tridimensionais (3D), biocompativeis
e biodegradaveis, emergem como alternativas promissoras uma vez que conferem propriedades
mecanicas e bioldgicas capazes de mimetizar a composi¢do e estrutura nativa do tecido dsseo,
promovendo a adesdo e proliferacdo celular necessarias para a regeneracao do mesmo. Apesar
dos progressos atingidos, ndo existe ainda uma abordagem que garanta completamente a
complexidade necessaria para essa regeneracao € que permita ultrapassar as varias dificuldades
até a transi¢do para a pratica clinica. Neste sentido, existe uma procura cada vez maior por
novos materiais e técnicas de processamento no sentido de desenvolver estruturas com elevado

nivel de complexidade e aplicabilidade (Maia et al., 2019).

Diversos polimeros e ceramicos naturais ou sintéticos tém sido amplamente explorados para
produzir estas estruturas. No entanto, a reduzida biocompatibilidade de compostos de origem
sintética e o risco de imunogenicidade associado aos compostos extraidos de mamiferos t€ém

levantado questdes de sustentabilidade.

Assim, os recursos marinhos surgem como uma alternativa promissora para obtencdo destes
compostos, apresentando varias vantagens. Nao estdo associados a doengas de origem mamifera
(como a BSE) ou, até ao momento, a transmissdo de outro tipo de doengas, a0 mesmo tempo
ndo apresentam restri¢des religiosas (Silva et al., 2012). Além disso, alguns dos materiais de

origem marinha mais relevantes para a area biomédica podem ser isolados de sub-produtos de
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pesca, a baixo custo, criando valor a produtos considerados residuos para a industria de
transformagdo de peixe, representando uma oportunidade com enorme potencial triptico —
tecnoldgico, econdmico e ambiental — e, a0 mesmo tempo, contribuindo para uma exploragdo
sustentavel dos recursos marinhos. Por exemplo, materiais provenientes de peixe tém uma
grande quantidade de compostos bioativos com potencial para ser usado em aplicacdes na area
da saude. Entre estes, o colagénio e fosfatos de célcio obtidos de pele e osso (“espinha”) de
peixe, respectivamente, representam os compostos mais abundantes e dos mais explorados

(Kim e Mendis, 2006).

O colagénio ¢ uma das principais proteinas estruturais encontrada em tecidos animais, como
estruturas Osseas e cartilagineas, sendo um dos polimeros mais utilizados em engenharia de
tecidos, tendo sido j& demonstradas diversas aplicacdes do colagénio marinho no
desenvolvimento de materiais biomédicos (Silva et al., 2014). Por exemplo, colagénio isolado
de pele de salmao foi mineralizado e utilizado para a produgdo de compositos 3D e colagénio
extraido de tubarao foi usado na preparagdo de hidrogéis, tendo sido demonstrada a capacidade
destas estruturas para regeneragdo de tecido 0sseo e cartilagem, respectivamente (Hoyer et al.,

2012, Fernandes-Silva et al., 2013).

Os fosfatos de calcio de origem marinha tém excelentes propriedades para aplicacdo em tecidos
duros, dada a sua semelhanga a composi¢ao mineral do tecido d6sseo humano. Este ¢é
maioritariamente composto por fosfatos de calcio sob a forma de hidroxiapatite, 60 a 70% do
peso do 0sso, e a parte restante maioritariamente colagénio, sendo que ambos sdo importantes
para conferir flexibilidade e resisténcia a compressao (Reznikov et al., 2014). Recentemente
demonstrou-se que fosfatos de calcio obtidos de dentes de tubardo azul apresentam
propriedades interessantes dado que sdo compostos por hidroxiapatite, o cerdmico mais
utilizado em regeneragdo de tecido duro, mas também tém fluorapatite. A presenca de fluor,
bem como de outros elementos como magnésio e estroncio, conferem pistas quimicas que

estimulam a atividade de células osteoblésticas (Lopez-Alvarez et al., 2016).

A presenga de i0es destes elementos em particulas de bioapatite marinha, e a incorporacao
destas particulas numa matriz de colagénio marinho tipo I, a proteina mais abundante em
tecidos duros, obtidos do mesmo recurso marinho, pode ser uma combinagdo ideal para
producdo de estruturas com bom desempenho na regeneragao de tecidos duros, sendo relevante

proceder a esta avaliagdo.
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2. Desenvolvimento de compasitos de colagénio e bioapatite de origem marinha
2.1. Obtenc¢ao e caracterizacio de materiais de subprodutos da pesca de tubarao

Numa perspetiva de valorizacdo de subprodutos marinhos sugeriu-se a preparagao de estruturas
3D combinando colagénio extraido da pele de tubarao (Prionace glauca) e bioapatite extraida

de dentes de tubardo (Prionace glauca e Isurus oxyrinchus).

Resumidamente, iniciou-se o processo de extracdo de colagénio com um pré-tratamento das
peles de tubardo com uma solugdo alcalina de hidréxido de sédio para garantir uma maior
purificacdo da amostra (remoc¢do de proteinas nao colagenosas). Seguidamente, extraiu-se o
colagénio por solubilizacdo numa solucdo de 4cido acético e prosseguiu-se com a didlise da
solugdo resultante, finalizando-se o processo com liofilizagdo. Para determinar o tipo de
colagénio obtido foi realizada uma analise do perfil proteico confirmando-se que o colagénio
extraido ¢ maioritariamente colagénio tipo I, o mais abundante na pele de organismos marinhos

(Sotelo et al., 2015).

Para a obtencdo da bioapatite utilizaram-se dentes provenientes de duas espécies de tubardo,
Isurus oxyrinchus ¢ Prionace glauca; a sua caracterizagdo foi efetuada em estudos anteriores a
este trabalho por Lopez-Alvarez et al. (Lopez-Alvarez et al., 2016, 2017). O processo consistiu
na limpeza manual dos dentes para eliminagdo de restos de tecidos orginicos, seguindo-se
trituragdo para redugdo de tamanho das amostras, calcinagao (a 950 °C) para remocao da parte
organica e finalmente peneiracdo para obtengdo de particulas com dimensao controlada. Estas
foram entdo analisadas recorrendo a uma combinagao de diferentes técnicas de caracterizagao
(difrag¢do de raios-X (XRD), microscopia electronica de varrimento (SEM) e espectrometria de
emissdo Otica por plasma (ICP-OES)). As particulas resultantes apresentaram um tamanho
médio de poro de 50 um, constituido por duas fases: fase apatitica (65-70%, hidroxiapatite e
fluorapatite) e ndo apatitica (25-30% de whitlockite e fosfato tricalcico (TCP)) e compostas por
calcio (Ca), fosforo (P) na forma de fosfato, seguido por fluor (F), soédio (Na) e magnésio (Mg).
Esta composicdo revelou elevada semelhanca com fosfatos de célcio extraidos de outros
organismos marinhos, como espinhas de bacalhau (Piccirillo et al., 2013). Comparando a
composi¢ao elementar dos dentes de tubardo com a do osso humano, pode-se observar uma
maior concentragdo dos elementos Ca, P, F ¢ Na nas apatites de origem marinha (Kokubo et

al., 2003).

24



AVANCES DE LA BIOINGENIERIA PARA EL ENVEJECIMIENTO SALUDABLE

2.2. Combinacio de colagénio e bioapatite de origem marinha para producio de

compaositos

Para a producdo das estruturas tridimensionais solubilizou-se o colagénio extraido (mCol) e
adicionou-se a solucdo as particulas de bioapatite provenientes de dentes de tubardo (mBAp),
testando-se diferentes concentragdes destes dois compostos (mCol:mBAp; 100:0; 70:30; 50:50
e 30:70). Analisou-se a influéncia de dois reticulantes, a diferentes concentragdes, na formagao
e estabilidade das misturas: etil(dimetilaminopropril)carbodiimida/N-hidroxissuccinimida
(EDC/NHS) (12,5 e 25%) e hexametilenodiisocianato (HMDI) (1 e 5%). Os compositos de
colagénio e bioapatite foram produzidos por congelamento e liofilizacdo obtendo-se esponjas
porosas (Fig. 3.1). Esta técnica permite a formacao de cristais durante o congelamento das
misturas, com o tamanho e forma previamente definida, que por sublimacdo durante a

liofiliza¢do dao origem a poros, originando assim uma estrutura porosa.

FIGURA 3.1. Compositos de colagénio e bioapatite.

2.2.1 Avaliacao da estabilidade e desempenho biologico

De forma a analisar a viabilidade das estruturas produzidas para abordagens em engenharia de
tecidos duros, efetuou-se XRD, SEM e microtomografia computadorizada de raios-X (u-CT)
para analisar a morfologia do material. Foram também efetuados testes para avaliar a sua

resisténcia a compressao.

A estabilidade das estruturas, que permite inferir sobre a eficacia dos agentes reticulantes na

reacdo de reticulagdo, foi medida macroscopicamente ap6s incubagdo durante 14 dias a 37 °C
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em meio de cultura, método que permite simular as condi¢des de cultura a que estas estruturas
serdo sujeitas. Verificou-se que as estruturas beneficiaram da presenca de particulas de
bioapatite, em concordancia com estudos anteriores que demonstraram que a incorporagdo de
apatite na matriz de colagénio diminui a degradacdo das estruturas e aumenta as propriedades
mecanicas, em comparagdo com estruturas apenas de colagénio (Johnson et al., 2011). Estes
resultados foram confirmados também pelos ensaios de compressdo que demonstraram o
aumento das propriedades mecanicas com a incorporacdo de bioapatite (valores entre 75 a 400
Pa), embora abaixo das descritas para o osso humano (100-1000 MPa). No entanto, os ensaios
de tensdo-deformacao mostraram materiais ducteis, sugerindo propriedades interessantes para
manuseamento em cirurgia e fixacao no local do defeito (Kane et al., 2015). Verificou-se uma
estabilidade semelhante para as estruturas reticuladas com as duas formula¢des de EDC/NHS
e apenas para a estrutura reticulada com 5% HDMI. No entanto, observou-se perda da
integridade estrutural com o aumento da concentragdo do reticulante EDC/NHS, confirmado

por SEM como perda de porosidade.

A reconstru¢do tridimensional das estruturas revelou uma distribuicio homogénea das
particulas de bioapatite na matriz de colagénio, mostrando a viabilidade da metodologia usada
para a produgdo dos compositos e confirmou que o aumento da concentracdo dos agentes
reticulantes diminui o tamanho do poro, porosidade e interconectividade. Esta analise
evidenciou também estruturas mais compactas com o reticulante EDC/NHS, sendo este mais

eficaz na reticulacdo de estruturas com colagénio.

Assim, considerando os resultados da estabilidade e reconstrugdo tridimensional, prosseguiu-
se para a analise do desempenho bioldgico com as estruturas reticuladas com 12,5% EDC/NHS
e com 5% HDMI. Estas mostraram um tamanho de poro adequado (>100um) para promover a
adesdo, migracdo e proliferagdo celular e porosidade préxima da porosidade do osso (cerca de

80%) (Jones et al., 2009).

Seguiu-se a avaliagao bioldgica para determinar a natureza bioactiva das estruturas produzidas,
apos incubacdo em fluido corporal simulado (SBF). Imagens obtidas por SEM dos compositos
reticulados com 12,5% EDC/NHS e 5% HDMI, ap6s 14 dias de incubagdo em SBF, mostram
deposicdo de minerais nas estruturas que combinam colagénio e bioapatite, revelando a
natureza bioactiva das estruturas produzidas com a incorporagao deste ceramico (Johnson et

al., 2011) (Fig. 3.2).
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12.5%EDC/NHS

Depois

FIGURA 3.2. Imagens obtidas por microscopia electronica (SEM) dos compositos produzidos com
diferentes racios de colagénio e bioapattite e reticulados com formulagdes diferentes de EDC/NHS e HDMI

antes e apos 14 dias de incubagdo em fluido corporal simulado (SBF).

Para avaliar a citotoxidade e desempenho biologico selecionou-se uma linha celular de
osteoblastos, Saos-2, e colocou-se em contacto com as estruturas produzidas. A analise mostrou
maior atividade metabolica nas misturas reticuladas com 12,5% EDC/NHS, com resultados
semelhantes para as diferentes formulacdes testadas (Fig. 1.3) e células vidveis apos 72 horas

em contacto com estas estruturas.

Sumariando, das varias formulagdes testadas considerando os dois agentes reticulantes e os dois
materiais, a avaliacdo conjunta da integridade estrutural e da actividade metabolica das células
demonstrou que os compositos beneficiaram com a incorporacao de bioapatite, € que os
sistemas reticulados com 12,5% EDC/NHS foram os que apresentaram melhores propriedades
estruturais e biologicas, nomeadamente estruturas coesas, com maior porosidade, tamanho do

poro e interconectividade. A maior area disponivel promove a adesdo e migracdo de
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osteoblastos, facilitando o crescimento e proliferacdo das células e a capacidade de induzir a

mineralizagdo, a0 mesmo tempo que um estrutura coesa exibe maior resisténcia a compressao.
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FIGURA 3.3. Actividade metabolica de linhas celulares osteoblasticas humanas (Saos-2) avaliada apds
contacto com os compositos de colagénio (Col) e bioapatite (BAp) reticulados com A)12,5% EDC/NHS e
B)5%HDMI.

2.2.2 Ensaios in vivo

Apesar do aumento de estudos que reportam o desenvolvimento de estruturas com colagénio
de origem marinha, sdo poucos os que apresentam resultados in vivo da avaliagdo do seu
desempenho em modelos animais. Geralmente, o colagénio extraido de organismos marinhos,
nomeadamente de peixes, ¢ caracterizado por uma temperatura de desnaturacdo baixa
relativamente ao extraido de outras fontes, o que tem vindo a limitar o seu uso em experiéncias
in vivo devido a grande probabilidade de desnaturacdo a temperatura fisioldgica do modelo
animal selecionado (Alves et al., 2017; Miki et al., 2015). Contudo, diferentes técnicas de
processamento tém vindo a ser exploradas de modo a aumentar a sua estabilidade térmica.
Hassanbhai e colaboradores (2017) demostraram que o uso do reticulante glutaraldeido
influenciou a estabilidade das membranas criadas por electrofiagdo, nomeadamente na
temperatura de desnaturagdo que foi consideravelmente maior quando comparada com o
produto Bio-Gide® (membranas de colagénio com origem porcina, comercializadas pela
empresa Suica Geistlich Pharma). As membranas nao apresentaram citotoxicidade, ainda que

in vivo tenham sofrido uma degradagdo mais rapida (Hassanbhai et al., 2017).

Prosseguiu-se com a avaliacdo in vivo das estruturas desenvolvidas com colagénio e bioapatite
de tubardo, para avaliar a sua capacidade de promover a regeneracao de tecido dsseo. Para tal,

estruturas preparadas com diferentes formulacdes de colagénio e bioapatite foram produzidas e
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implantadas em animais com defeitos induzidos nos joelhos direito e esquerdo durante 12
semanas. As estruturas foram preparadas com tamanho adequado aos defeitos induzidos nos
animais, utilizando as seguintes formulagdes: colagénio extraido da pele de tubardo e fosfatos
de calcio extraidos dos dentes (mCol:mBap (30:70), Grupo 1)), colagénio extraido de pele de
bovino com hidroxiapatite obtida comercialmente (bCol:cAp (30:70), Grupo II)), apenas
colagénio marinho (mCol, Grupo III) e um grupo que serviu de controlo (animais com defeito

mas sem implantacgao de estruturas, Grupo IV).

A regeneracdo do defeito foi analisada recorrendo a técnica de pu-CT e os resultados
preliminares mostram diferengas entre os diferentes grupos testados, sendo de realcar que a
regido sem tecido dsseo (onde tinha sido criado o defeito) nos animais pareceu diminuir de
tamanho para as condigdes que combinam colagénio com fosfatos de calcio,
independentemente da fonte (grupos I e II) (Fig. 3.4), o que podera ser indicativo da capacidade
dos referidos biomateriais para estimular a regeneragdo dos tecidos nessa regido. O trabalho
prossegue com a analise histologica para avaliar a resposta inflamatoria, a formagao de novo
0sso ¢ a produgdo de colagénio, no sentido de propor um novo biomaterial para regeneragdo de
o0sso, perspetivando a sua utilizacdo em estratégias de engenharia de tecidos e medicina

regenerativa.

Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV

~

FIGURA 3.4. Imagens 2D obtidas por microtomografia computadorizada de raios-X (u-CT). Grupo I
(mCol:mBap), Grupo II (bCol:cAp), Grupo III (mCol) e Grupo IV (defeito vazio). Seta de cor amarela

realca a area do defeito.
3. Conclusao

Os organismos marinhos emergem como uma fonte atrativa para obten¢ao de compostos
bioactivos, apesar do processamento destes compostos com elevado grau de pureza e a baixo
custo constituir atualmente um desafio. Neste trabalho conseguiu-se produzir estruturas estaveis

e bioativas com capacidade de suportar a cultura de osteoblastos e promover a regeneracao de
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tecido 0sseo. O desenvolvimento de compositos de colagénio/bioapatite a partir de subprodutos
da industria pesqueira, com viabilidade para abordagens terapéuticas em engenharia de tecidos
duros ¢ aqui sugerida, possibilitando ainda a combinacdo com células estaminais,
perspetivando-se novos biomateriais ¢ medicamentos de terapia avangada (ATMP — Advanced
Therapy Medicinal Products) para aplicacdo clinica num novo paradigma de Medicina

Regenerativa.
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