UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
NUCLEO DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA E
ENGENHARIA DE MATERIAIS
DOUTORADO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE
MATERIAIS

PAULO AUTRAN LEITE LIMA

PREPARACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO IN

VITRO DE COMPOSITOS BASEADOS EM QUITOSANA,

FIBROINA E HIDROXIAPATITA PARA A ENGENHARIA
TECIDUAL OSSEA

Orientador; Professor Dr. LUIS EDUARDO ALMEIDA

Co-orientadora: Professora Dra. GLORIA DULCE DE ALMEIDA SOARES

SAO CRISTOVAO, SE - BRASIL
FEVEREIRO DE 2012



PREPARACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO IN VITRO DE
COMPOSITOS BASEADOS EM QUITOSANA, FIBROINA E HIDROXIAPATITA
PARA A ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

Paulo Autran Leite Lima

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM CIENCIAS E
ENGENHARIA DE MATERIAIS.

Aprovada por:

Prof. Luis\ﬁ'd!nﬁio Alméidi Dr.

v |

Prof. Euler Araujgos Santos. Dr.

J@Ul@?@. Dr.

Feucer. ENIPITRITNE

Prof*. lara de Fatima Gimenez. Dr.

SAO CRISTOVAO, SE — BRASIL
FEVEREIRO DE 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Lima, Paulo Autran Leite
L732p Preparacdao, caracterizacdo e avaliagdo in vitro de
compositos baseados em quitosana, fibroina e hidroxiapatita
para a engenharia tecidual dssea / Paulo Autran Leite Lima ;
orientador Luis Eduardo Almeida. — Sdo Cristovao, 2012.
xi, 95 f.

Tese (Doutorado em Engenharia de Materiais)-
Universidade Federal de Sergipe, 2012.

1. Engenharia de materiais. 2. Quitosana. 3. Fibroina. 4.
Hidroxiapatita. 5. Avaliagdo in vitro I. Almeida, Luis Eduardo,
orient. II. Titulo.

CDU: 620:612.751




... a0 meu pai, por me proporcionar educacao,
humanidade, dignidade...

Obrigado!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar e por proporcionar paciéncia e sabedoria em todos os
momentos. Aos meus pais, Autran Gongalves Lima e Vania Maria Leite Lima, por
me oferecerem o suporte necessario durante minha estadia longe de casa. Por me
aconselharem a manter o foco durante os estudos e me ajudarem com mensagem de
afeto e amor. A Telma das Virgens Santos, que durante muito tempo cuida de mim
como uma mée e por ter colocado-me em suas orac¢des durante todo o tempo. Ao amigo
prof. Dr. Walderi Monteiro da Silva Janior, por ter me mostrado como é ser um
pesquisador. Tenha certeza que senhor servira de referéncia durante toda minha vida
académica. Ao meu orientador e amigo prof. Dr. Luis Eduardo Almeida, por ter
acreditado em mim, mesmo eu sendo de outra area, por me dar referéncia e apoio em
momentos cruciais durante doutorado. A profa. Dra. Gloria Dulce de Almeida Soares,
pelo carinho e apoio, pela oportunidade de realizar meu estagio de doutoramento no Rio
de Janeiro e no exterior. Obrigado também por acreditar em mim. A profa. Dra. Karine
Anselme, pela simpatia, gentileza e por proporcionar que minha pesquisa tivesse novas
direcdes. A profa. Dra. Ledjane Silva Barreto, por me proporcionar todo o apoio e
carinho necessarios durante minha permanéncia no estagio de doutoramento no Rio de
Janeiro e em Mulhouse. A Débora dos Santos Tavares, pela a amizade e pelo
companheirismo. Tenha certeza que foi muito bom conhecé-la. Aos meus verdadeiros
amigos, Leonardo Meriguetti, Danielle de Medeiros Carneiro, Marizete Correia
Carneiro, Walter Leite Nunes, Sergio Prado Leite, Fabiano de Melo Macedo,
Arthur Augusto Barreto Monteiro, Carlos José Oliveira de Matos, André Santos
Faro, que por muitas vezes deixaram seus compromissos para me darem conforto,
apoio, companhia, carinho e conselhos durante meus dois anos longe de casa. Por fim, a
Universidade Federal de Sergipe (UFS), a Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), a Université de Haute Alsace (UHA), ao Institut de Science des Matériaux de
Mulhouse (IS2M), ao CNPg, a CAPES e o projeto CAPES-COFECUB, pelo

financiamento e pelo apoio laboratorial necessario para realizacdo dessa pesquisa.



Resumo da Tese apresentada ao P’CEM/UFS como parte dos requisitos necessarios

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncia e Engenharia de Materiais (D.Sc.).

PREPARACAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO IN VITRO DE
COMPOSITOS BASEADOS EM QUITOSANA, FIBROINA E HIDROXIAPATITA
PARA A ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

Paulo Autran Leite Lima

Fevereiro/2012

Orientadores:; Luis Eduardo Almeida
Gléria Dulce de Almeida Soares

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais

Compositos hibridos de quitosana (CHI), fibroina (SF) e hidroxiapatita (HA) séo
biocompativeis e atrativos para aplicacfes na engenharia tecidual 6ssea. O objetivo
desse trabalho foi preparar, caracterizar e avaliar 0o comportamento in vitro de
compositos 3D de CHI, CHI/SF, CHI/SF/HA. Os biomateriais foram produzidos a partir
de uma solucao de CHI, CHI/SF e CHI/SF/HA em &cido aceético e apds a realizacdo dos
processos de producdo foram submetidos a testes in vitro com células STRO+1A,
MC3T3-E1 e Sa0S-2 por 07, 14 e 21 dias. Os arcaboucos foram caracterizados por
difracdo de raios-X, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier com
refletdncia total atenuada, andlise termogravimétrica, calorimetria exploratoria
diferencial, microscopia eletrnica de varredura, espectroscopia de energia dispersiva, e
submetidos a testes para verificacdo da porosidade, tamanho de poro e angulo de
contato. A viabilidade e a atividade celular foram avaliadas por reducdo de MTT e pela
deteccdo da atividade de fosfatase alcalina. Foi possivel preparar arcabouco 3D com
matriz baseada em quitosana, fibroina e hidroxiapatita e houve interacdo entre esses
materiais, sendo constatado através da caracterizacdo fisico-quimica. Ambos o0s
compositos foram considerados atoxicos e capazes de promover adesdao, proliferacdo e

diferenciacdo celular, podendo ser utilizados na terapia do reparo de defeito 6sseo.
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Hybrid composites with chitosan (CHI), fibroin (SF) and hydroxyapatite (HA) are
biocompatible and attractive for bone engineering applications. The objective of this
work was to prepare, to characterize and to evaluate in vitro cells behavior in contact
with CHI, CHI/SF and CHI/SF/HA scaffolds. The biomaterials were produced from a
CHI, CHI/SF, CHI/SF/HA solution in acetic acid and, after the production process, they
were submitted the in vitro tests with STRO+1A, MC3T3-E1 and SaOS-2 cells for 07,
14 and 21 days. The scaffolds were characterized by X-ray diffraction, attenuated total
reflection Fourier transform infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis,
differential scanning calorimetry, scanning electron microscopy and energy dispersive
spectroscopy. In addition, tests of porosity, pore size and contact angle were performed.
Cell viability and activity were assessed by MTT reduction and alkaline phosphate
activity detection. It was possible to prepare scaffolds 3D based on chitosan, fibroin and
hydroxyapatite and the interaction between this materials were observed by
physicochemical characterization. The composites were considered non-toxic and they
were capable to promote cell adhesion, proliferation and differentiation. Additionally,

they may be used in the therapy of bone defect repair.
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1. INTRODUCAO



Introdugdo

1.1. Sistema esquelético

O esqueleto humano, também chamado de endoesqueleto, é uma estrutura viva
que desempenha as fungbes de suporte, movimento, protecdo, estoque de minerais e
formacdo de células do sangue (hematopoiese). Ele cresce juntamente com as demais

estruturas do corpo e é capaz de se adaptar e de se reparar quando lesionado [1,2].

Os ossos possuem formas e tamanhos diferentes podendo ser classificados
como: longos, curtos, planos e irregulares. Os longos séo representados pela maioria dos
0ssos dos membros superiores e inferiores e possuem uma metafise e epifise tubular
com paredes espessas [3]. Os curtos apresentam aproximadamente 0 mesmo
comprimento em todas as dire¢des, como por exemplo, 0s 0ssos do carpo [4]. Os planos
sdo 0ssos pouco delgados que formam o teto da cavidade craniana [5] e por fim, os
irregulares, que sdo estruturas de formas variadas e que ndo se encaixam em nenhuma

das categoriais anteriores, as vertebras sdo exemplos de 0ssos irregulares [6].

A resisténcia e a rigidez do 0sso, em combinacdo com seu leve peso, ddo aos
vertebrados sua mobilidade, destreza e forca. O endoesqueleto possui uma complexa
rede vascular e diversos tipos de celulas dsseas que formam e reabsorvem a matriz
Ossea. Como os demais tecidos musculoesqueléticos, 0 0sso é composto por céelulas
mesenguimatosas e por uma matriz extracelular, porém ao contrario dos outros tecidos,

a matriz 6ssea sofre mineralizacéo [2,7].

A matriz extracelular ou matriz 6ssea € formada por componentes organicos,

minerais inorganicos e liquidos. O componente da matriz inorganica contribui com
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cerca de 70% do peso Gsseo in natura. As macromoléculas orgénicas contribuem com
cerca de 20% desse peso, e a agua, com 8 a 10%. O arcabouco orgénico é constituido de
fibras colagenas e sais minerais e a parte inorganica € composta principalmente de
calcio e fosforo. As fibras coldgenas promovem resisténcia a tracdo e a torcdo e 0s
minerais permitem que o tecido resista & compressao, combinacdo que confere ao 0sso
boa relacéo entre a resisténcia mecanica e a tenacidade [7,8]. A figura abaixo mostra um

corte histolégico do tecido 6sseo apresentando os componentes da matriz dssea.

Figura 01 — Corte histolégico do tecido 6sseo. A cor amarela clara é caracteristica dos minerais
inorganicos, a cor azul, fibras colagenas €, a cor vermelha, os componentes liquidos (sangue e agua).
Fonte: [9].

Quando essa estrutura ndo pode ser reparada fisiologicamente ou o tempo de
recuperacdo tecidual é extenso, torna-se indicada a utilizacdo de enxertos ou
biomateriais para restabelecer funcdes parciais ou normais da biomecanica, além de

promover aumento da qualidade de vida do paciente e ajudar na sua reabilitacdo

[10,11].
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1.2 Biomateriais e arcaboucos para a engenharia tecidual 6ssea

Milhares de procedimentos cirlrgicos ortopédicos sdo realizados para repor ou
substituir tecidos que foram lesionados por doengas ou traumas. Para esses casos, O
tratamento convencional é a enxertia, cujo objetivo é transplantar tecido de uma &rea
para outra do mesmo paciente (auto-enxerto) ou de um individuo para outro
(aloenxerto). Apesar de esses métodos permitirem a melhora da qualidade de vida do
paciente, existem limitacGes em ambas as técnicas. O auto-enxerto pode causar quadro
algico, hematomas e risco de infeccdo na regido doadora e o aloenxerto pode gerar
rejeicdo do transplante e a possibilidade do paciente contrair infeccdo cruzada ou

doenca do doador [12-14].

Sendo assim, a utilizacdo de biomateriais tem sido amplamente estudada como
substituto do tratamento convencional do tecido 0sseo lesionado. Biomaterial é qualquer
substancia (sintética ou natural) que possui combinacdo de propriedades mecéanicas,
quimicas, fisicas e bioldgicas viavel para ser utilizado como dispositivo médico ou em
contato com sistemas bioldgicos objetivando tratar, aumentar ou substituir qualquer

tecido, 6rgdo ou funcédo do corpo [15].

A engenharia tecidual Ossea objetiva desenvolver substitutos bioldgicos que
restaurem, mantenham ou aumentem a funcdo da éarea lesada. Sendo uma area
multidisciplinar, seu estudo é baseado no conhecimento das areas da saude, engenharia
mecanica, ciéncia dos materiais e disciplinas correlatas das engenharias e das ciéncias

da saude [16].
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Os arcaboucos porosos de trés dimensdes sdo utilizados para fornecer um
ambiente apropriado para a regeneragéo da regido lesionada atuando como um modelo e
um estimulador biofisico permitindo que as células se organizem e se desenvolvam em
um ambiente semelhante ao tecido original. A combinac&o entre as células, o arcabougo
e 0 estimulo celular causado por esse material é fundamental para o sucesso do implante

[17,18].

Em geral, as interacdes celulares com a superficie do material podem ser
controladas por trés rotas distintas. Primeiramente, sabe-se que a quimica da superficie
do substrato desempenha um importante papel no comportamento celular sobre a
superficie do material. A adicéo de ligantes ou sequéncias de peptideos especificos pode
ajudar na ligacao de certos tipos de células. Em segundo lugar, observa-se que as células
sdo capazes de investigar e responder ativamente a alteracdes na mecanica do substrato.
Por fim, a topografia da superficie do material pode direcionar o crescimento, a adesao,

a diferenciacao e a expressao génica dessas células [19,20].

Uma grande variedade de biomateriais e inUmeras técnicas sdo utilizadas para a
producdo de arcaboucos porosos com o intuito de mimetizar diferentes areas do corpo.
Porém, esses materiais devem respeitar cinco requisitos basicos na engenharia tecidual.
Eles devem ser biocompativeis, biodegradaveis, apresentar boas propriedades
mecanicas, arquitetura similar a &rea em tratamento e tecnologia de producdo otimizada
[21-25]. A figura 02 ilustra esquematicamente a area de atuacdo da engenharia tecidual

Ossea.
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A biocompatibilidade é o primeiro critério a ser analisado. Para ser
biocompativel, o implante deve fornecer um ambiente adequado para que as células
possam se aderir, migrar na superficie do material e através dele. Somado a isso, apds
sua implantacdo, o material deve apresentar resposta inflamatdria insignificante a fim de

minimizar o efeito de rejeicéo pelo paciente [26].

Engenharia tecidual 6ssea

Fatores de )
Crescimento Células

Técnologia
de
producdo

Biomateriais

Arquitetura
compativel

Propriedades
mecanicas

Biodegradabilidade
Biocompatibilidade

Figura 02 — Esquema da atuacdo da engenharia tecidual 6ssea.

Outro importante fator é fazer com que o material permita que as células o
substituam gradualmente. Para ser biodegradavel, o implante deve permitir que as
células produzam sua propria matriz extracelular, que o subproduto da degradacdo ndo
seja toxico, e que as particulas liberadas ndo interfiram no funcionamento de outros

orgaos e tecidos [27,28].
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Em termos de propriedade mecanica, o biomaterial deve apresentar
caracteristicas semelhantes a regido na qual sera implantado, devendo possuir
resisténcia adequada para permitir seu manuseio durante o tratamento cirdrgico. A
producédo de arcabougos com propriedade mecanica adequada € um grande desafio para
a engenharia 6ssea, pois ele deve ter integridade mecénica suficiente para funcionar a
partir do momento da implantacdo, ajudando o processo de remodelacdo dssea. Outro
ponto importante a ser observado é que o material deve associar uma boa propriedade
mecanica a uma taxa de porosidade que auxilie a vascularizacdo capilar local e a

migracao celular para o interior do arcabouco [23-25].

Bons arcaboucos devem apresentar poros interconectados e alta porosidade para
assegurar a penetracdo celular e a difusdo de nutrientes para a célula, promover
subsidios para a formacdo de uma nova matriz extracelular, facilitar a saida dos residuos
celulares e dos produtos de degradacdo do arcabouco sem a interferéncia de outros
orgaos e tecidos vizinhos. Em relacdo ao tamanho de poro, ele deve ser grande o
suficiente para que a célula possa colonizar o interior do material e pequeno bastante
para promover a fixacéo celular. O tamanho do poro pode variar dependendo do tipo da

célula e do tecido para qual o material esta sendo projetado [29].

Estudos apontam que, arcabougos com porosidade média de 100 pm sdo ideais
para materiais bioceramicos, pois eles ajudam a manter a vascularidade e a viabilidade
celular a longo prazo [29]. Outros autores orientam que poros acima de 50 um podem
acelerar o processo de substituicdo do material pelo tecido 6sseo [30] e alguns relatos
estabelecem que poros entre 200 e 500 um favorecam a colonizacdo de osteoblastos

[29,30].
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Por fim, o arcabouco deve ser reproduzivel, o processo de producdo deve
apresentar viabilidade clinica e comercial, o custo efetivo e o tempo de producdo devem
ser baixos, além de estabelecer protocolos da sua forma de armazenamento e utilizacéo
(indicacdo da necessidade ou ndo de submissdo a cultura celular in vitro antes do uso in

vivo) [20].

1.3. Quitosana

A quitosana (CHI) é um copolimero linear de [-(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose e [3-(1-)-2-acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose, proveniente da reacdo de
desacetilacdo alcalina da quitina, um dos principais componentes estruturais do
exoesqueleto de artrépodes e 0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza. A
transformacéo de quitina em quitosana é justificada pela area biomedica devido a baixa
solubilidade da quitina em solucdo aquosa ou em solventes orgéanicos, tornando-se
complexa a sua aplicacdo pratica. Em contra partida, a quitosana € uma variante
artificial que possui excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade com baixa
toxicidade e imunogenicidade, além de boa atividade antimicrobiana [31]. As estruturas

da quitina e da quitosana sdo representadas na figura 03.

A diferenca entre esses dois polimeros é a porcentagem de grupos funcionais
acetilados (-NHCOCHSg;). Para a quitina se transformar em quitosana é necessario
converter esses grupos em grupos aminos (—NH;) através da reacdo de hidrolise. As
condicdes utilizadas para realizar essa reacdo quimica vao determinar o peso molecular

do polimero e o seu grau de desacetilacdo, assim como, suas propriedades bioldgicas
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[33]. A tabela 01 apresenta a relagdo entre os parametros estruturais e as propriedades

da quitosana.

“H,( NHCOCH;
g S .
— \
uitina i & % ‘\-'.
Q ( 70
NHCOCH, CH,0OH

Quitosana

Figura 03 — Representacéo da estrutura quimica da quitina e da quitosana.
Fonte: [32].

Na forma cristalina, a quitosana é insoldvel em solucdo aquosa com pH maior
que 7,0, entretanto, em solucdo acida, ela atua como agente quelante ao interagir com
polimeros e metais, € capaz de funcionalizar moléculas bioldgicas como DNA e

proteinas, e apresenta baixo custo de obtencédo [34,35].

A escolha de vérios autores em utilizar a quitosana como base de arcabougo 3D
na engenharia tecidual é que esse material possui propriedades bioldgicas, fisicas e
quimicas que podem ser controladas e também pela sua facilidade de modelagdo para

obtencdo de um produto final [36-39].

E possivel formar uma estrutura apresentando porosidade interconectada a partir
de uma solucdo de CHI através das técnicas de congelamento e liofilizacdo. A

conectividade entre os poros é de fundamental importancia para estudos que visam
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mimetizar o sistema esquelético, pois, como ja foi explanado, as células locais precisam
crescer, se multiplicar por toda a regido do material para formar uma nova matriz
extracelular e necessitam de suporte nutricional para o seu desenvolvimento no interior
do arcabougo. Somado a isso, o tamanho dos poros e a suas conectividades sédo de

fundamental importéncia para a angiogénese [40,41].

Tabela 01 — Relacdo entre pardmetros estruturais e propriedades da quitosana.

Propriedade Caracteristicas estruturais
Solubilidade T Grau de desacetilacdo
Cristalinidade { Grau de desacetilagéo
Biodegradabilidade { Grau de desacetilacéo, 4 Peso molecular
Viscosidade T Grau de desacetilacdo
Biocompatibilidade T Grau de desacetilacdo
Mucoadesdo bioldgica T Grau de desacetilacdo, T Peso molecular
Analgesia T Grau de desacetilacdo
Antimicrobiana T Grau de desacetilacdo, T Peso molecular
Antioxidante T Grau de desacetilacéo, 4 Peso molecular
Homeostéatica T Grau de desacetilagéo

Nota: T diretamente proporcional a propriedade; ¥ inversamente proporcional a propriedade.
Fonte: [33].

Autores relatam que o tamanho médio de poro em arcaboucos a base de
quitosana pode ser controlado e que a porosidade e a interconectividade influénciam nas
propriedades mecanicas do material. De modo geral, valores em torno de 100 um
promovem, através de testes in vitro, uma alta taxa de adesdo, espraiamento e
viabilidade celular, grande atividade de diferenciacdo celular, baixa taxa de

citotoxicidade e apresentam um bom moédulo de compressdo [41-44].
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A degradabilidade apresenta um importante papel no desempenho a longo prazo
do biomaterial. Alguns materiais aplicados em medicina devem ser absorviveis pelo
organismo, pois eles podem afetar os processos de reproducédo e crescimento celular e

regeneragdo tecidual [27].

Arcaboucos utilizados para a engenharia tecidual 6ssea devem apresentar taxas
de degradacdo relativamente lentas, assim como devem manter suas propriedades
mecanicas até a regeneracdo do tecido. Porém, deve-se observar que, fisiologicamente,
0 tempo de reparo 0sseo no ser humano pode variar de alguns dias a meses, dependendo
do tipo de lesdo. Alto grau de desacetilagdo (= 85 %) exibe uma taxa de degradacdo
relativamente lenta que pode durar por varios meses. Em contra partida, materiais a base

de quitosana com baixa desacetilacdo se degradam com maior facilidade [45,46].

A lisozima é uma enzima priméaria responsavel pela degradagdo in vivo da
quitosana. Ela atua atacando os residuos acetilados desse copolimero. O produto final da
degradacdo séo os oligossacarideos (carboidratos) com tamanhos variados e facilmente

reabsorviveis pelo organismo [47].

1.4. Fibroina

A fibra da seda produzida pelo bicho-da-seda (Bombyx mori) é composta
basicamente de dois tipos de proteina, a sericina e a fibroina. A sericina é quimicamente
uma proteina ndo filamentosa que contem impurezas naturais como gordura, cera e sais

inorganicos, e a fibroina (SF) é um polimero natural semicristalino biocompativel com
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boas propriedades mecanicas devido a existéncia da estrutura folha-p [48,49]. A

composicao do casulo do bicho-da-seda € apresentada na tabela 02.

O processo de extracao da fibroina consiste basicamente em separa-la da sericina
[51]. A figura 04a mostra a micrografia da parte exterior do casulo onde observa-se um
duplo filamento e uma rede interconectada. A unido dessas fibras (fibroina) ocorre
através da sericina. Essa proteina é também responsavel por conectar varios filamentos
pares entre si reforcando a parte externa do casulo, melhorando as propriedades
mecéanicas e protegendo contra agentes externos. O didmetro médio de um filamento é

de 5,3 um e do duplo filamento com a sericina, 12,4 um.

Tabela 02 — Composicao da seda do Bombyx mori.

Componentes %
Fibroina 70-80
Sericina 20-30

Cera 0,4-0,8

Carboidratos 1,2-1,6

Material inorgéanico 0,7
Pigmento 0,2
Total 100

Fonte: [50].

A figura 04b mostra a parte interna do casulo e também é observada uma rede de
duplo filamento cruzado, porém a sericina ndo aparece conectando 0s pares de

filamento entre si. Os filamentos internos estdo presentes em maior nimero e diametro.
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A média do valor do filamento é de 13,3 um e do filamento duplo com a sericina,

27,6 pm.

———
ZB8rm

(@) (b)

Figura 04. Micrografias do casulo do bicho-da-seda: (a) parte externa; (b) parte interna.

Nanofibrilas de fibroina sdo compostas por trés componentes protéicos: uma
grande proteina, conhecida como cadeia pesada da fibroina (cadeia-H) com peso
molecular de 370 kDa que é ligada, via pontes de dissulfeto, a uma cadeia protéica
chamada de cadeia leve (cadeia-L; 25 kDa), e uma pequena glicoproteina, a proteina
P25 (30 kDa), que é associada ao complexo através de interacGes hidrofobicas nao

covalentes [52,53].

A taxa molar de cadeia-H:cadeia-L:P25 é de 6:6:1, a cadeia-H é hidrofdbica e
contem blocos de (Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser), e (Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Tyr), que sédo
conhecidos pela forma cristalina anisotropica folha-p e por conferirem a proteina boa
propriedade mecénica. A cadeia-L é hidrofilica e relativamente elastica, e a proteina
P25 tem a funcdo de manter a integridade do complexo. Todos os 20 amino&cidos

podem ser encontrados na estrutura da fibroina, sendo que os principais sdo: glicina
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(Gly, 45,9%); alanina (Ala, 30,3%); serina (Ser, 12,1%); tirosina (Tyr, 5,3%); valina

(Val, 1,8%); e 4,7% dos outros aminoacidos restantes [54,55].

A fibroina possui uma boa combinacdo de forca e resisténcia, devido a sua
estrutura cristalina , e bons modulos de elasticidade e de compressao gragas a cadeia-
L. O controle dessas propriedades em arcaboucos 3D esta relacionado a sua forma de
preparacdo. Deve-se observar a influéncia da concentracdo da fibroina, o tamanho e a
distribuicdo dos poros no material e de que forma ela seré utilizada. Essas propriedades
somadas a biocompatibilidade, a baixa taxa de degradacdo e ao baixo custo de
processamento conferem a fibroina caracteristicas de um biomaterial competitivo [56].
A tabela 03 mostra uma comparacéo entre as propriedades mecénicas da fibroina com

outros polimeros naturais e sintéticos.

Tabela 03 — Comparacdo das propriedades mecéanicas da SF a outros polimeros.

Material Resisténcia a tracdo (MPa)  Madulo de elasticidade (GPA) % Alongamento
Fibroina + sericina 500 5-12 19
Fibroina s/ sericina 610-690 15-17 4-16

Colageno 0,9-7,4 0,0018-0,016 2-68
Osso 160 20 3
Kevlar (49 fibras) 3600 130 2,7
Borracha sintética 50 0,001 850
Fonte: [54].

Em relacdo a biocompatibilidade de materiais que contem fibroina em sua

composicao, foi observado, através de teste in vitro e in vivo, que a proteina apresentou
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resposta inflamatdria igual ou menor a materiais utilizados tradicionalmente na

engenharia tecidual 6ssea [53,57].

Ainda ndo é bem compreendida a relacdo entre as varidveis taxas de
concentracdo e de degradacdo desse polimero. Estudos mostram que arcaboucos
porosos contendo fibroina podem se degradar em um tempo médio de 06 meses a
depender da quantidade de folha-p contida no material. As enzimas proteoliticas, como
a quimotripsina, agem decompondo regides cristalinas dessa molécula e acredita-se que

os fragmentos restantes séo absorvidos por endocitose [58,59].

1.5. Hidroxiapatita

Os fosfatos de calcio sdo os principais constituintes do tecido biolégico duro.
Por serem leves, quimicamente estaveis, de composicdo similar a fase mineral 0ssea
(biocompativeis) e osteocondutores, sdo utilizados como enxerto na engenharia tecidual.
In natura, os fosfatos de calcio bioldgicos existem em diferentes formas e fases,

dependendo da temperatura, umidade e presenca de impurezas [60,61].

O o0sso humano € composto por cerca de 70% de fase mineral, sendo que a
hidroxiapatita (HA), com uma razdo Ca/P de 1,67, é o fosfato de calcio mais encontrado
e estavel em ambiente fisiologico. Por apresentar uma composicdo quimica proxima a
matriz inorganica do sistema esquelético, a hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)2, possui
propriedades de biocompatibilidade e bioatividade. Implantes com esse mineral
favorecem o crescimento 6sseo (osteocondutividade), estabelecem ligacdes de natureza

quimica com o endoesqueleto (bioatividade) e permitem a proliferacdo celular [16,31].
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A sintese da hidroxiapatita tem baixo custo, facil reproducgdo industrial e vem
sendo realizada por diferentes métodos, incluindo: precipitacdo em solucdo aquosa,
reacOes do estado sélido, métodos hidrotérmais, processo sol-gel, e micro emulséo [62].
Dentre essas técnicas, a precipitacdo em solucdo aquosa é uma das mais citadas na

literatura.

Esse método consiste na utilizacdo de solucBes aquosas que contenha Ca?* e
PO4*, como por exemplo, solucdes de acetato de célcio hidratado, Ca(CH3;C0OO0),.H,0 e
de dihidrogenofosfato de sédio dihidratado, NaH,PO,.2H,0. A manutencdo do pH em
torno de 6,5 e da temperatura em 70°C é de suma importancia para a obtencdo desse
fosfato de célcio. Em geral, o processo de sintese dura por volta de 3 h [63,64]. As

figuras 05a e 05b mostram micrografias de hidroxiapatita com granulometria de 150 pm

sintetizada por esse processo.

(@) (b)

Figura 05. Micrografias de hidroxiapatita com uma granulometria de 150 um sintetizada pelo método de

precipitacdo aquosa: (a) aumento de 3000x; (b) aumento de 6000x.
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Apesar de excelentes propriedades bioldgicas, as propriedades mecénicas desse
material sdo diferentes das apresentadas pelo tecido ésseo. A hidroxiapatita apresenta
um alto moédulo de elasticidade (~ 120 GPa) em comparacdo ao 0sso (< 30 GPa para
0ssos trabeculares), possui alta dureza, baixa resisténcia a fratura e suas particulas sdo
instaveis em contato com soluc@es salinas ou sangue, com isso, elas podem se soltar do
material e migrar para outros tecidos através da corrente sanguinea causando danos em

outros 6rgaos [30,65].

A reabsor¢do dessa cerdmica é lenta e a biodegradacdo pode ocorrer por:
dissolucéo fisico-quimica; desintegracédo fisica em pequenas particulas devido ao ataque

quimico nos limites de grao; e fatores biolégicos (fagocitose) [66].

1.6. Arcaboucos quitosana, fibroina e hidroxiapatita

Como foi explicado anteriormente, todos 0s materiais apresentados possuem
pontos positivos e negativos para aplicacdo como biomaterial. A proposta da engenharia
de materiais aliada aos conhecimentos da quimica, fisica e biologia é produzir materiais
gque possam manter suas boas propriedades mecanicas em associagdo com 0S Seus
beneficios bioldgicos, conferindo ao implante uma boa utilizagdo em cirurgias
ortopédicas e que, posteriormente, possa reduzir o tempo de reabilitacdo do paciente

[16-20].

Objetivando resolver o problema de propriedade mecénica e migracdo de

particulas da hidroxiapatita, alguns autores relataram que a integracdo dessa ceramica
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com biopolimeros pode resolver essa deficiéncia, formando materiais hibridos com base

de materiais poliméricos [65].

Um dos primeiros compdsitos hibridos relatados foi um material que associava a
hidroxiapatita com o colageno, visto que sdo os dois principais componentes
encontrados na matriz 6ssea. Os autores observaram que o compoésito apresentava
microestrutura similar ao tecido humano e que, ap6s testes in vivo, houve reabsorcéo

osteoclastica do material e boa osteocondutividade [14,67].

Atualmente, o colageno ainda é bastante utilizado em biomateriais destinados ao
reparo do tecido 0sseo. Esse biopolimero apresenta grande elasticidade, porém, sua
resisténcia a tracdo é baixa. Alem disso, ela é extraida de tecido animal ou produzida
por métodos transgénicos, o que dificulta o controle das infec¢des cruzadas, e possui um
custo elevado, tornando-se necessario obter fontes alternativas que substituam essa

matriz organica [63,68].

A quitosana vem sendo relatada como uma boa matriz para arcaboucgos 3D, pois
além de suas boas propriedades biologicas, ela apresenta boa flexibilidade adesiva, ideal
para uma matriz polimérica que se objetiva associar a hidroxiapatita. A fragilidade
dessa ceramica pode ser minimizada pela incorporacdo de quitosana em virtude da sua
propriedade plastica e adesiva. Alguns autores observaram que compositos dessa
natureza foram mecanicamente flexiveis e podiam ser facilmente moldaveis com

formatos desejaveis [66,69].
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Por outro lado, associar fibroina com hidroxiapatita pode resolver o problema de
migracdo das particulas do mineral, pois o resultado da interacdo desses materiais é a
ligagdo entre os clusters de hidroxiapatita com as fibrilas de fibroina. Mesmo assim,
compdsitos de HA-SF sdo de complexa modelagdo e flexibilidade sendo sua utilizagdo

como substituto 6sseo dificultada [70].

A implementacdo de quitosana e fibroina como matriz orgénica em arcaboucos
que contem hidroxiapatita pode ser atrativa para a engenharia de tecido 4sseo, pois 0
material vai aliar biocompatibilidade com boa forca mecénica, modelagem e
flexibilidade. Adicionalmente, a producdo desses arcaboucos é barata, pois 0s trés

materiais sdo de facil obtencéo [69,70].

1.7. Testes em cultura celular

Testes in vitro também sdo chamados de testes de seguranca, pois avaliam o
risco toxicoldgico das substancias quimicas usadas na fabricacdo de qualquer produto
para utilizacdo humana. A engenharia de materiais visa preparar novos produtos e
coloca-los em teste para que possam ser comercializados com 0 maximo de seguranca
ao consumidor. O esquema da figura 06 mostra a importancia desses testes na

viabilizacdo do produto para o comércio.

O comportamento celular em contato com materiais pode ser estudado com
varios tipos de células. Entretanto, para avaliar o efeito da composicado dos arcaboucos

em diferentes estagios de diferenciacdo celular osteoblastica sdo utilizadas trés tipos de
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celulas: células osteogénicas imaturas STRO+1A [71,72]; células pré-osteoblasticas de

rato MC3T3-E1 [73,74]; e, células de osteoblastos maduros SaOS-2 [75,76].

Células + Fatores de Crescimento

< Arcabouco 3D

Bioreator

Cultura in vitro

N ;

Regeneracéo in vivo

Figura 06. Esquema das etapas para validacdo de um biomaterial.
Fonte: [43].

Propriedades mecénicas
Biocompatibilidade
Arquitetura

Arcabougo como guia e
estimulador celular
Adesdo, proliferagdo e

diferenciacédo celular )

Degradacdo / reabsorcéo
Crescimento e adaptacédo
tecidual

J

Até o momento, poucos trabalhos analisam a relacdo entre a quitosana, a

fibroina e a hidroxiapatita como arcabouco aplicavel a engenharia tecidual 6ssea. Sendo

assim, espera-se que esse novo material apresente boa osteocondutividade, servindo

como guia e estimulador celular, além de ajudar na proliferacdo e diferenciacdo de

células de linhagem osteoblastica.
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Objetivos

2.1 Geral

e Avaliar a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células cultivadas em

compdsitos a base de quitosana, fibroina e hidroxiapatita.

2.2 Especificos

e Produzir compdsitos contendo quitosana, fibroina e hidroxiapatita;

e Caracterizar fisico-quimica e morfologicamente esses materiais;

e Analisar a citotoxicidade dos arcaboucos visando aplicac@es in vitro;

e Observar o comportamento celular em cultura tridimensional em ambiente

estatico.
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Materiais e métodos

3.1. Producéo dos arcaboucos

A fibroina (SF) extraida do casulo do Bombyx mori foi adquirida da Huzhou
Xintiansi Bio-tech Co Ltd. (China), a quitosana (CHI), proveniente da casca do
caranguejo, grau de desacetilagdo 85%, da Sigma-Aldrich (EUA), e a hidroxiapatita
(HA) ndo sinterizada e com granulometria < 120 um foi cedida pelo Centro Brasileiro

de Pesquisas Fisicas — CBPF (Brasil).

Os compositos foram produzidos a partir de uma solugdo de &cido acético

(1 % v/v), respeitando as seguintes condi¢des:

e Grupo I / Controle (CHI): dissolvendo 2 % (m/v) de quitosana;

e Grupo Il (CHI/SF): dissolvendo 2 % (m/v) de quitosana e 2 % (m/v) de fibroina;

e Grupo Il (CHI/SF/HA): dissolvendo 2 % (m/v) de quitosana, 1 % (m/v) de

fibroina e 1 % (m/v) de hidroxiapatita.

Para garantir boa homogeneizacdo, a suspensdo permaneceu sob agitacao por 01
dia e depois, em banho ultra-som (Ultrasonic Cleaner Thornton 750USC, Unique,
Brasil), por 10 min. Subsequentemente, essa suspensdo foi colocada em molde
cilindrico de politetrafluoretileno (altura, 40 mm e diametro 90 mm), congelada por
24 h em freezer a -20°C e liofilizada (Liotop L108, Liobras, Brasil) por 24 h. As
amostras secas foram removidas dos moldes, neutralizadas em uma solugdo 0,1% de

NaOH aquoetandlica (8:2) durante 3 h, lavadas por 30 min com agua ultrapura (UHQ,
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Purelab, EUA), reticuladas (utilizando trifosfato pentassédico, 2,5% (m/v)) por 3 h e
lavadas por 30 min com &gua ultrapura. Por fim, os compdsitos foram congelados de

novo por 24 h e reliofilizados por 24 h.

3.2. Caracterizagéo fisico-quimica

3.2.1. Difracdo de raios-X (DRX)

A estrutura e a cristalinidade dos materiais foram analisadas pela técnica de
difracdo de raios-X. Foi utilizado um difratdmetro modelo XRD-6000 com radiagdo
monocromatica CuKa (Shimadzu, Japao) e tubo operacional com voltagem e corrente
de 40 kV e 30 mA, respectivamente. Os espectros de DRX foram obtidos variando 26

de 5 a 80° e com uma velocidade de varredura de 3°/min.

3.2.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier com refleténcia

total atenuada (FTIR-ATR)

A caracterizacdo quimica dos compositos feita por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier usando o modo de refletancia total atenuada
(FTIR-ATR) foi obtida utilizando um espectrometro modelo Spectrum 100 (Perkin
Elmer, EUA) operando em um intervalo de 2000-650 cm™, com uma resolucdo de

4cm?.
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3.2.3. Analise termogravimétrica (TG)

Para analisar as mudancas de massa devido a interagdo com a atmosfera,
vaporizacao e decomposicédo, foi utilizado a analise termogravimétrica (TG) através do
analisador termogravimétrico TGA 851° (Mettler-Toledo, Suica) com uma variagio de

temperatura entre 0-1000°C e taxa de aquecimento de 10°C/min.

3.2.4. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Os processos fisicos e quimicos envolvendo variagdo de energia foram
estudados utilizando a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) através do analisador
Mettler-Toledo DSC 822° (Mettler-Toledo, Suica) na faixa de temperatura de 0-600°C e

taxa de aquecimento de 10°C/min.

3.2.5. Porosidade e tamanho de poro

A porosidade das amostras foi mensurada por deslocamento de liquido. O
hexano foi escolhido como liquido de deslocamento, pois 0 mesmo permeia 0S
arcaboucos sem deformar a matriz. Sendo assim, o material foi imerso em um volume
conhecido de hexano (Vi) em um cilindro graduado por 5 minutos. O volume total do
hexano mais material impregnado com esse liquido foi chamado V,. O material
impregnado foi removido do cilindro e o volume residual de hexano foi denominado de

V3 [77]. Com isso, a porosidade das amostras foi obtida por:
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Para avaliar o tamanho medio dos poros, foi utilizada a técnica de porosimetria
por intrusdo de mercurio a baixa pressao, através do porosimetro de mercurio Autopore

IV (Micromeritics, Franca).

3.2.6. Angulo de contato

A técnica de angulo de contato a base de &gua destilada foi utilizada para
determinar a molhabilidade (ou hidrofilicidade) dos compdsitos. O teste foi realizado
através do gonidémetro DSA-100 (Kruss, Alemanha) com um tamanho de gota de
2,5 pL. A forma da gota sob a superficie do arcabouco foi gravada usando a camera
acoplada ao sistema e o valor do angulo foi aferido ap6s o contato da gota com a

amostra.

3.2.7. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia

dispersiva (EDS)

A composicdo morfoldgica, topografica e a microestrutura das amostras foram
examinadas pos-revestimento com camada de ouro por microscopia eletrbnica de
varredura, JSM-6460LV (Jeol, Japdo), operando a 15 kV e 20 kV. A composi¢do
quimica dos compositos foi observada através da espectroscopia de energia dispersiva

(Noran System Six, EUA) acoplada ao MEV.

Para a analise da superficie das amostras ap0s a cultura celular, foi realizada a

metodologia para fixacdo de células através do HMDS. As amostras foram retiradas
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cuidadosamente do meio de cultura, lavadas com PBS trés vezes, colocadas em contato
com fixador eletronico (solucdo 4% de glutaraldeido e 0,2% de paraformaldeido em
tampao NaH,PO4/K,;HPO, 0,2%) por 24 h. Subsequentemente, elas foram lavadas com
tampdo NaKP 0,175% (solucdo aquosa de NaH,PO, 0,0455 mol/L e K;HPO,
0,175 mol/L) por 2h. ApGs esse processo, as amostras foram desidratadas com lavagens
sucessivas em alcool etilico 50, 70, 80, 95 e 100% (2%, 5 min cada). Para finalizar o
processo de desidratacdo, os compdsitos foram submetidos a tratamento com uma

solugdo HMDS:EtOH (1:1) e uma solucdo de HMDS pura com banhos de 30 min cada.

3.3. Avaliagéo bioldgica

3.3.1. Processo de esterilizacao

Os compdsitos foram esterilizados no Laboratério de Instrumentacdo Nuclear
(LIN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro por processo de irradiacdo gama
(cobalto 60) com dose de 25 KGy/min e tempo de irradiacdo de 718 min, de acordo com

a ABNT ISO 13485:2004 [78].

3.3.2. Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado seguindo os padrGes 1SO 10993-5:1999
[79] e 10993-12:1996 [80] para avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos. Foram
utilizadas células pré-osteoblasticas de rato (MC3T3-E1l; CRL-2594-ATCC) [81]
cedidas pelo Instituto de Ciéncias dos Materiais de Mulhouse (IS2M) pertencente ao

Centro Nacional de Pesquisa Cientifica — CNRS (Franca). As andlises toxicologicas
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foram obtidas a partir do kit de ensaio toxicoldgico in vitro — baseado em resazurina
(Sigma-Aldrich, EUA) e pelo método colorimétrico utilizando 3-(4-5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina — MTT (Sigma-Aldrich, EUA).

3.3.3. Cultura celular

Foram utilizados trés tipos de células para avaliar o efeito da composicdo dos
arcaboucos em diferentes estagios de diferenciacdo celular na linhagem osteoblastica.
Células STRO+1A [82], por serem células humanas mesenquimais que sdo capazes de
se diferenciar em osteoblastos, condrocitos ou adipocitos; células pre-osteoblasticas de
rato (MC3T3-E1; CRL-2594-ATCC) [81] derivada de células imortalizadas de calvaria,
por corresponderem a células osteogénicas imaturas; e, células de osteosarcoma humano
(Sa0S-2; HTB-85-ATCC) [83] foram wusadas por exibirem caracteristicas de

osteoblastos maduros.

As células STRO+1A e MC3T3-E1 foram cultivadas em meio de cultivo do tipo
Iscove’s (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (VWR
International, EUA), 1% de L-glutamina e 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-
Aldrich, EUA). As células SaOS-2 foram cultivadas em meio de cultivo do tipo McCoy
(Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (VWR
International, EUA), 1% de L-glutamina e 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-
Aldrich, EUA). As células foram expandidas em atmosfera umidificada (37°C e 5% de

CO,) em incubadora Hera Cell 150 (Heraeus, Alemanha).
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As amostras foram colocadas em meio de cultura com soro por 48h para adeséo
de proteina e para evitar que elas flutuassem durante o teste de cultura celular.
Subseqlientemente, elas foram centrifugadas (Centrifuga B311 — Jouan, Franga) durante

10 min a 3500 rpm para eliminar eventuais particulas soltas no material.

Foram utilizadas 5x10° células em 150 pL de meio e inoculadas no centro do
material. Em seguida, elas foram colocadas na incubadora de CO; por 2 h para adeséo
celular. Posteriormente, foi adicionado meio de cultivo com 10®M de dexametasona
(Sigma-Aldrich, EUA), substancia que auxilia no processo de mineralizacdo das células.
As amostras foram recolocadas na incubadora de CO,, os meios foram trocados a cada

02 dias e as analises foram realizadas no 7°, 14° e 21° dias de cultivo.

3.3.4. Ensaio do 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT)

A viabilidade celular foi obtida através do método colorimétrico utilizando o
MTT (Sigma-Aldrich, EUA). Nesse método, o MTT é acumulado nas células por
endocitose, logo, as células mortas ndo sdo sensiveis ao teste. A reducdo do anel
tetrazolico ocorre nas mitocondrias e resulta na formacao de cristais de formazan de cor

azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais.

Nesse ensaio, uma solucdo de 5 mg/mL de MTT foi diluida 10x em tampéo
fosfato salino — PBS (Sigma-Aldrich, EUA) e colocada em contato com as amostras e
incubada a 37°C por 3 h. Apos a retirada dessa solucdo, foi colocado isopropanol
(Carlos Erba Reagents, Franca) em meio acido (300 pL de HCI/100 mL de isopropanol)

durante 10 min. A absorbancia foi lida em 570 nm pelo leitor de placa Elisa — ELxsoouv
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(Bio-Tech Instruments, EUA) e o nimero de células foi obtido por uma correlacéo

linear entre absorbancia e concentracao celular (de 10* a 10° cels/mL).

3.3.5. Ensaio da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A diferenciacdo celular foi avaliada pela atividade de fosfatase alcalina. As
amostras foram permeabilizadas com 0,5% de triton X-100 e incubadas com solucéo de
20 mM de p-nitrofenilfosfato, 100 mM de dietanolamina 98% e 10 mM de cloreto de
magnésio hexahidratado durante 30 min a 37°C. A reacdo enzimatica foi finalizada apds
a adicdo de uma solucdo 0,1 M de &cido etilenodiaminotetracético —- EDTA e 1 M de
hidroxido de sddio. A absorbancia foi lida em 405 nm pelo leitor de Elisa — ELxsoouv
(Bio-Tech Instruments, EUA) e todos os reagentes utilizados durante o processo foram
provenientes da Sigma-Aldrich. A atividade ALP foi calculada a partir de uma curva
padrdo (de 0 a 3200 nmol/L) e os resultados foram expressos em nanomols de p-

nitrofenol sintetizado por 10* células.

3.3.6. Teste de concentracdo de colageno

Para determinar a concentracdo de colageno produzida pelas células STRO+1A
e Sa0S-2 em contato com os materiais, foi utilizado o kit Procollagen Type-1 C-Peptide
(PIP) EIA (Takara, Japdo). As analises foram realizadas com os meios de cultura

coletados nos tempos de 7, 14 e 21 dias.
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3.4. Andlise estatistica

Todos os resultados foram coletados a partir de testes em triplicata e expressos
como média + desvio padrdo. Foi constatado, através do teste de Shapiro-Wilk, que as
amostras seguiam a distribuicdo normal. Sendo assim, a significAncia estatistica dos
dados foi avaliada pela andlise de variancia ANOVA seguida do teste de Tukey.
Assumiu-se a probabilidade de incorrer em erro tipo | (erro alfa) menor que 5% para

todas as andlises (p < 0,05) e os célculos foram realizados por meio do software Origin.
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4.1. Dimensdes e peso médio das amostras

Nos trés grupos, os scaffolds tiveram as seguintes especificagoes:

e Diametro = 90 mm e Area lateral = 113 mm?
e Espessura =40 mm e Areatotal = 240 mm?
e Area de base = 64 mm? e Volume =25 mm®

Os biocompositos foram preparados com essas dimensdes visando sua utilizacdo

em cultura celular com placas de cultura de 24 pogos.

Como pode ser visto na figura abaixo, a média de peso do grupo | (CHI) é de
9,3+ 0,6 mg, do grupo Il, 17,4 + 1,1 mg e do grupo IlI, 18,4 + 1,1 mg. Observou-se
diferenca significativa quando comparado o grupo | com os demais grupos (p < 0,05).
Isso pode ser explicado pela composicao do grupo I, 2 % (m/v) de quitosana dissolvidos
em uma solucdo 1 % (m/v) de &cido acetico, enquanto que no grupo Il (CHI/SF), foram
dissolvidos 2 % (m/v) de quitosana e 2 % (m/v) de fibroina e, no grupo I
(CHI/SF/HA), 2 % (m/v) de quitosana, 1 % (m/v) de fibroina e 1 % (m/v) de

hidroxiapatita, dobrando o peso final do material.

34



Resultados e discussdes
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Figura 07. Representacdo grafica da média e do desvio padrao do peso (em mg) dos grupos |, Il e 11l

(* estatisticamente diferente).

4.2. Caracterizacao fisico-quimica

4.2.1. Difracdo de raios-X (DRX)

Na figura 08 sdo apresentados os padrbes de DRX dos materiais e dos trés
grupos da pesquisa. Segundo Kim et al. [69], a quitosana é um copolimero
semicristalino que apresenta um pico definido em torno de 20° quando submetida a
andlise de DRX. No difratograma do grupo I, essa regido pode ser visualizada
claramente em 19,6° (*). Quando adicionado a fibroina ao compdsito (grupo II),
observa-se que o material se torna mais amorfo, com isso, esse pico apresenta-se menos
intenso e passa a ser sobreposto por outro em 20,6°. Essa regido juntamente com o pico

em 24,3° (**) refere-se a estrutura cristalina B-sheet da fibroina. Dados similares foram
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relatados por Du et al. [65], que encontraram picos em 20,3° e em 24,6° referentes a
essa estrutura. De acordo com Choi et al. [84] e com Feng et al. [85], o halo amorfo
formado em ambos os grupos € caracteristico da presenca da quitosana e da fibroina
nesses biomateriais. No grupo Ill, sdo observados pequenos picos em 31,8°, 32,2° e
32,9° (***) que correspondem ao padrdo da hidroxiapatita pura (JCPDS 9-432)
indicando que a quitosana e a fibroina ndo altera a estrutura cristalografica da

hidroxiapatita nesse composito.

*

a)
*% CHI pura
*kk SF pura
M HA pura

10 20 30 40 50 60
20
*
b)
**

Grupo |

M -
Grupo Il

10 20 30 40 50 60
20

Figura 08. Difratogramas de DRX: a) CHI, SF e HA puras e b) grupos I, Il e Il (* pico da estrutura
cristalina da quitosana; ** pico da estrutura B-sheet da fibroina; *** picos caracteristicos de

hidroxiapatita).
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4.2.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier com refletancia

total atenuada (FTIR-ATR)

Resende [31] e Manjubala et al. [87] demonstraram que a quitosana apresenta
banda nas regies de 1657 cm™ (referente a0 modo vibracional da amida 1), de
1603 cm™ (amina), de 1425 cm™ (frequiéncia de vibracdo do grupo carboxilico), de
1319 cm™ (amida 111), de 1084 cm™ , de 897 cm™ e de 1033 cm™ (alongamento de C-O)
[31,87]. Dados semelhantes foram encontrados no grupo | e podem ser apreciados na

figura abaixo.
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Figura 09. Espectro no FTIR (em modo ATR): a) CHI, SF e HA puras e b) grupos I, 1l e Ill.
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No grupo Il, essas bandas ndo sdo facilmente detectadas ou aparecem
discretamente. Uma das razdes é que a fibroina possui absorcdo em regifes proximas,
dificultando a andlise. A fibroina possui bandas de absor¢do em quatro areas especificas
associadas com diferentes grupos vibracionais. As bandas de amida I, 11, Il e V séo
atribuidas ao estiramento da C=0, a deformacdo de NH, a flexdo de O-C-N e a
cristalinidade da proteina, respectivamente. Na figura 09, observam-se bandas de
absorcdo a 1627 cm™ (amida 1), a 1516 cm™ (amida I1), a 1230 cm™ (amida Ill) e a

650 cm™ (amida V). Esses dados corroboram com os encontrados por Wang e Li [70].

Bandas de hidroxiapatita referentes ao grupo fosfato a 1096 cm™, a 1033 cm™ e
a 961 cm™ e ao grupo carbonato a 1410 cm™ e a 890 cm™ sdo verificados no espectro do

grupo I11. Esses dados foram similares aos encontrados por Wang et al. [86].

A interacdo quimica entre componentes inorganicos e organicos em compositos
contendo hidroxiapatita foi estudada por alguns autores [70,88,89]. Eles concluiram
que, provavelmente, essa interacdo ocorre entre os fons Ca®* e as cargas negativas de
grupos funcionais em matrizes organicas como amida I, amida Il e amina, justificando a

sua viabilidade de producdo.

4.2.3. Analise termogravimétrica (TG)

As curvas de TG dos trés grupos sao exibidas na figura 10. Observa-se que, no

grupo | ha uma perda de peso continua de 4,5% entre as temperaturas de 44,6°C até

156,8°C. Perda de peso entre 50 e 120°C esta atribuida a evaporagdo das moléculas de
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agua [89,90]. Também pode ser avaliado que entre 157,6°C e 801,4°C h& reducdo de
67,5% da massa do compdsito. Segundo Sivakumar et al. [90], essa porcentagem
perdida pode estar atribuida a decomposicao térmica de macromoléculas organicas, ja
que elas se degradam na faixa de temperatura entre 240-550°C. Os 27,9% restante do
biomaterial que resistiu a temperaturas superiores a 802,4°C até sua total degradacédo a
923,9°C pode ser correlacionado a alguma alteracdo quimica sofrida pelo material

durante seu processo de producao.
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Figura 10.a) TG e b) DTG dos grupos I, 11 e 111,
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O grupo Il apresenta um comportamento semelhante ao controle, j& que a
composicdo desses grupos € de material orgénico. Ha uma perda continua de peso
(3,2%) entre as temperaturas de 44,7°C até 212,1°C. Entretanto, foi observado que o
grupo que contém fibroina apresenta uma perda de massa inicial menor que no grupo
controle podendo estar atribuida a caracteristica hidrofobica dessa proteina [91]. Apo6s
212,2°C, o biomaterial perdeu 69,2% do peso até 801,2°C, restando 27,5% até a
degradacdo total em 923,8°C. Da mesma forma, possiveis alteracbes quimicas no
compdsito podem ter ocorrido durante o processo de producdo, justificando sua alta

temperatura de degradacéo final.

Por fim, é possivel analisar que mesmo com a adi¢do da hidroxiapatita (grupo
[11) o comportamento de degradacdo do arcabouco 3D foi semelhante aos demais
grupos. Houve 2,2% de perda de &gua entre as temperaturas de 44,6-149,1°C e 54,1%

foi decomposto entre 149,1-800,6°C.

4.2.4. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Em todos o0s grupos podemos observar um pico endotérmico por volta de 100°C
(figura 11), caracteristico da desidratacdo dos compositos [92]. No grupo I, observa-se
um grande pico exotérmico a 300°C que esta relacionado a um complexo processo de
desidratacdo dos anéis de sacarideos e despolimerizacdo e desacetilacdo das unidades
dos polimeros [93]. Esses dados corroboram com os achados de Nogueira et al. [92] e

de Kweon et al. [93] que apresentaram dados similares aos apresentados nesse estudo.
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No grupo II, foi observado o mesmo fend6meno exotérmico da quitosana
encontrado no grupo controle, porém de forma mais branda, e surgiu um pico
endotérmico por volta de 317°C, gerado pela decomposicdo da fibroina [94]. O
termograma por DSC mostrou uma forma mista desses dois componentes e esses dados
sdo semelhantes aos resultados de Moraes et al. [94], que realizaram a preparagéo e a

caracterizacdo de filmes a base de quitosana e fibroina.
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Figura 11. Termograma de DSC dos grupos I, 1l e 111

A hidroxiapatita ndo apresentou nenhum efeito significativo para alterar o teste
calorimétrico, mantendo os principais picos dos materiais organicos. Sabe-se que 0 pico
endotérmico em torno de 100°C esta relacionado a perda de agua pela hidroxiapatita

[95]. Gay et al. [96] a0 pesquisar compdsitos densos de nanohidroxiapatita com &cido
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poli-L latico (PLLA) concluiram que a hidroxiapatita, com 25 e 50% da massa total do

composito, ndo alterou os fendmenos térmicos gerados pelo PLLA.

4.2.5. Porosidade e tamanho de poro

Como foi relatado anteriormente, estruturas com alta porosidade interconectada
sdo importantes para implantes 6sseos em 3D, pois facilitam a proliferacdo celular
dentro do material e também ajudam no transporte de nutrientes e na retirada de
metabdlitos locais. Porém, o tamanho de poro pode variar com 0 processamento

aplicado e com os objetivos do estudo [17,30].
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Figura 12. Percentual de porosidade por deslocamento de liquido dos grupos I, Il e I11.

Nesse estudo, a porosidade foi mensurada por deslocamento de liquido.
Observa-se que o grupo controle apresentou porosidade média de 94,2 + 0,9%, o grupo

I, de 91,6 + 1,2% e o grupo |11, de 89,7 £ 2,6% (Figura 12). Apesar de o grupo Il
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apresentar uma porosidade inferior ao grupo I, ha diferenca estatistica somente entre o0s

grupos I e 111 (p <0,05).

Possivelmente, isso pode ser explicado pela adi¢cdo da hidroxiapatita que tende a
reduzir a porosidade da matriz orgénica contendo quitosana ou essa diferenca pode estar
relacionada ao processo de producdo do grupo controle, ja que ele é formado por apenas
2% (m/v) de quitosana, enquanto que os demais grupos apresentam 4% (m/v) divididos

entre quitosana, fibroina e/ou hidroxiapatita na composicao total do material.

Kim et al. [69] produziram arcabougos com diferentes composigcdes de
quitosana, fibroina e hidroxiapatita e perceberam que com aumento da porcentagem em

massa da hidroxiapatita os poros tendiam a se fechar, reduzindo a porosidade.

Os tamanhos dos poros obtidos foram aferidos através da porosimetria por
intrusdo de mercurio. O grupo | apresentou uma faixa entre 75 e 100 um, o grupo II,
entre 50 e 100 um e o grupo Il entre 50 e 75 um. Sopyan et al. [29] e Chang et al. [98]
verificaram que os biomateriais com tamanho de poro entre 50 e 150 pum tendem a
manter a vascularidade e a viabilidade celular a longo prazo, além de acelerar o

processo de substituicdo do material pelo tecido 6sseo.

4.2.6. Angulo de contato

Segundo Shalumon et al. [99], os materiais podem ser considerados hidrofilicos,

quando o angulo de contato esta entre 0-30°, com baixo poder hidrofilico, de 30-90°, e

hidrofobicos, quando a angulacdo € superior a 90° Sabe-se que, quanto maior a
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hidrofilicidade de um scaffold (menor angulo de contato), melhor é a sua resposta frente

a atividade celular e a adsorc¢do de proteinas.
O angulo de contato do grupo controle revela um valor de angulo 6 de 71,4 +
2,7°, demonstrando que esse biomaterial apresenta caracteristicas hidrofilicas. Amaral

et al. [100] e Gupta e Jabrail [101] afirmaram que um alto grau de desacetilacdo

favorece a hidrofilicidade da quitosana justificando o comportamento desse grupo.
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Figura 13. Imagens do angulo de contato: a) Grupo I; b) Grupo I1; c) Grupo III.

l

|

|

|
=T
al

Quando adicionado fibroina ao composito, o angulo de contato aumenta para

99,8 £ 1,1° tornando o material hidrofobico. Semelhante ao colageno, a fibroina € pouco
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solivel em agua devido a presenca de teores elevados de cadeias hidrofébicas, esse fato

esta de acordo com os resultados de Hardy et al. [52] e de Wenk et al. [53].

O grupo 11 apresentou um angulo de contato de 0°. Isso é explicado pelo fato da
hidroxiapatita ser um material inorgénico e, assim como o tecido 6sseo, apresenta alto
comportamento hidrofilico [102]. A figura 13 exibe as imagens do teste realizado para

deteccdo do angulo de contato dos grupos.

4.2.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia

dispersiva (EDS)

Arcabouco 3D é uma das ferramentas fundamentais para guiar a formacao
tecidual in vitro e in vivo. As ciéncias da saude e da engenharia buscam aperfeicoar
implantes sintéticos que apresentem boa degradabilidade e porosidade para regeneracéo

tecidual [103].

Durante o processo de producdo dos grupos, a técnica de liofilizacdo em alto
vacuo foi utilizada com o intuito de gerar materiais com alta porosidade e inter
conectividade entre os poros [97]. A morfologia dos grupos é observada por MEV na
figurald e indica uma estrutura porosa com interconexao tridimensional em todas as

partes dos arcaboucos analisados.

A matriz do compoésito também apresentou uma morfologia altamente
anisotrépica em varias camadas com aberturas internas. Essa estrutura em mdaltiplas

camadas € uma caracteristica morfoldgica formada pela separacdo de fase de uma
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solucdo polimérica. Quando a temperatura do ponto de congelamento dessa solucao é

mais baixa do que a do solvente, a cristalizagdo desse solvente ocorre primeiro e

expulsa o polimero do local, formando uma fase de agregacao polimérica. Depois que

os cristais do solvente séo sublimados, surgem os poros em forma de multicamada. Esse

comportamento também foi verificado por Kim et al. [69].
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Figura 14. Micrografias e EDS dos grupos: a) Grupo I; b) Grupo II; ¢) Grupo Il1.
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E possivel analisar que a hidroxiapatita nio afeta na cristalizagdo do solvente de
forma significativa e que o resultado do EDS exibe a presenga dos elementos

caracteristicos dos materiais utilizados.

4.3. Avaliacao biologica

4.3.1. Teste de citotoxicidade

Diversos estudos comprovam que a quitosana, a fibroina e a hidroxiapatita sdo
materiais considerados atoxicos [16,31,33,48,53,57]. Entretanto, durante a preparacdo
de qualquer compdsito, modificacdes quimicas e estruturais podem ser realizadas para
torna-los vidveis na utilizacdo in vitro e in vivo, gerando um produto final com novos
niveis de toxicidade. Sendo assim, testes de citotoxicidade foram realizados seguindo 0s
padrdes 1ISO 10993-5:1999 [79] e 1SO 10993-12:1996 [80] para avaliacdo bioldgica de

dispositivos médicos.

A analise toxicoldgica a partir do kit de ensaio toxicolégico in vitro baseado em
resazurina (Sigma-Aldrich, EUA) revela que os grupos ndo apresentam diferenca
significativa em relacdo ao grupo “controle” (nesse caso, entende-se por “controle” o
grupo que possuia células inoculadas diretamente na placa de cultura com meio de
cultura sem extrato dos materiais estudados), como pode ser observado na figura 15. A
resazurina € efetivamente reduzida na mitocondria, sendo assim, quanto maior a
absorbancia observada, menor atividade metabdlica mitocondrial, como pode ser
observada no grupo fenol. Saad-Hossne et al. [104] relataram que, solu¢bes aquosas de

fenol funcionam como controle positivo de citotoxicidade, causando morte celular em
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ensaios in vitro. Conclui-se com isso, que todos os compositos sintetizados ndo sdo

citotoxicos.
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Figura 15. Teste de citotoxicidade dos grupos I, Il e Il utilizando células pré-osteoblasticas de rato

(MC3T3-E1) a partir do kit de ensaio toxicolégico in vitro baseado em resazurina (* estatisticamente

diferente).

O método colorimétrico utilizando MTT foi utilizado para observar o nimero de
células com atividade apos 24 h de analise. Como pode ser visto na figura 16, ndo
observa-se diferenca estatistica entre os grupos I, Il e IlIl. Porém, ha diferenca
significativa entre eles e os grupos “controle” e fenol. Essa reducdo da viabilidade

celular pode ser explicada pela utilizacdo de reticulante no material.

Sabe-se que o objetivo da reticulacdo é gerar ligacGes cruzadas que melhorem as
propriedades mecanicas, aumentem o tempo de degradacdo e que alterem as

propriedades quimicas e a biocompatibilidade do material [31]. A utilizacdo de
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trifosfato pentassodico em baixas concentracfes é reportada por diversos autores que
visam obter arcaboucos para a engenharia tecidual d6ssea. Entretanto, residuos do
reticulante podem induzir a reducdo da viabilidade celular [105-108], justificando os
resultados obtidos com essas amostras. Mesmo assim, o numero de células viaveis
encontrado nesse teste esta dentro da media de materiais considerados ndo citotdxicos,

corroborando com os resultados obtidos anteriormente com o teste de resazurina.
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Figura 16. Teste de citotoxicidade dos grupos com células pré-osteoblasticas de rato (MC3T3-E1) a

partir do método colorimétrico utilizando MTT (* estatisticamente diferente).

4.3.2. Teste em cultura celular

A viabilidade e a proliferacdo celular em funcdo do tempo em um arcabouco 3D
sdo indicadores de compatibilidade e de adequacdo celular para aplicacdes na

engenharia tecidual 0ssea [109]. Para avaliar o efeito da composi¢do dos biomateriais
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produzidos em diferentes estagios de diferenciagcdo celular na linhagem osteoblastica

foram utilizados trés tipos de células: STRO+1A [82], MC3T3-E1 [81] e SaOS-2 [83].

Os resultados das micrografias indicam que, os arcaboucos 3D permitem a
fixacdo, o espraiamento e a proliferacdo de todas as células testadas, mantendo sua
morfologia caracteristica para a fase de diferenciacdo e tempo de maturacdo, como

mostrado nas figuras 17, 18 e 19.

07 dias 14 dias 21 dias

Figura 17. Micrografias de células STRO+1A na superficie dos arcaboucos 3D durante 7, 14 e 21 dias
nos grupos: a) Grupo I; b) Grupo II; ¢) Grupo IIl.
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Como pode ser avaliado na figura 17, as células STRO+1A apresentam sua
forma caracteristica com filopddios em mdaltiplas direcdes aderindo a superficie dos

materiais.

Apos 07 dias de cultura, as células apresentam uma morfologia tipica com uma
boa configuracdo de espraiamento com lamelopddios conectando células vizinhas e
iniciando a formacdo continua da camada celular sobre a superficie dos arcaboucos.
Essa camada torna-se mais visivel durante o 14° dia, e ap6s o Gltimo tempo (21 dias),

praticamente toda a superficie do material esta coberta por essas células.

07 dias 14 dias 21 dias

Figura 18. Micrografias de células MC3T3-E1 na superficie dos arcabougos 3D durante 7, 14 e 21 dias
nos grupos: a) Grupo I; b) Grupo II; ¢) Grupo IIl.
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As células de calvaria de rato MC3T3-E1 foram selecionadas por
corresponderem a células osteogénicas imaturas que apresentam seu bom nivel de
diferenciacdo (superior as células STRO+1A) e por sua boa capacidade de formar
matriz extracelular mineralizada. Na figura 18, pode-se observar que, com 07 dias de

cultura ha regides com células interagindo com o material.

Diferentemente do que acontece com as STRO+1A, ndo ha formacao de filme
no 14° dia, exceto no grupo Ill. Provavelmente, uma explicacdo para isso é que as
MC3T3-E1 priorizarm a mineralizagdo em detrimento da formagao do “tapete” celular.
A formacéo dessa camada de celulas € observada nos grupos | e 111, sendo que, no grupo
com hidroxiapatita, apds 21 dias ja se observam células sobrepostas em crescimento e
com varios pontos de mineralizagdo. Outra possibilidade € que, como as células
MC3T3-E1 sdo menores que a STRO+1A, elas podem ter migrado para o interior do
arcabouco nao formando o “tapete” celular na superficie do material. Como no grupo |11
0S poros sdo menores, as celulas ndo entraram com facilidade favorecendo a formacao
desse “tapete”. Ensaios utilizando cortes histologicos nas amostras deverdo ser feitos

para comprovar tal hipotese.

Células de osteosarcoma humano (SaOS-2) foram utilizadas por exibirem
caracteristicas de osteoblastos maduros. Como mostrado na figura 19, as células estdo
aderidas e espraiadas nos compdsitos, apresentando uma configuracdo de formato
arredondado com filopédios em maltiplas direcbes, aderindo a superficie dos

biomateriais.
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Durante o 7° dia, observa-se col6nias de células interagindo com o material e
entre si. Com o passar do tempo, vé-se que o numero de células em todos o0s grupos
aumenta, principalmente nos grupos Il e 11l. No 21° nota-se aumento da proliferagéo

celular e surgimento de grandes massas celulares mineralizadas em todos 0s grupos.

07 dias 14 dias 21 dias

Figura 19. Micrografias de células SaOS-2 na superficie dos arcabougos 3D durante 7, 14 e 21 dias nos

grupos: a) Grupo I; b) Grupo II; ¢) Grupo IlI.

Laurencin et al. [110] afirmaram que as células, principalmente as humanas,
podem se anexar e se organizar por volta de fibras de pequenos diametros. Essa

abordagem pode explicar o comportamento das células utilizadas em contato com o0s
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arcaboucos produzidos. Células bem organizadas podem proporcionar uma colonizagéo
mais eficiente nesses tipos de materiais porosos sendo de grande importancia para a

abordagem biomédica e da engenharia tecidual 6ssea.

O teste de viabilidade por MTT foi desenvolvido para tragar uma relagéo linear
entre absorbancia e concentracdo celular. Os dados de proliferacdo celular avaliados por
MTT mostram crescimento progressivo do nimero de células em todos os grupos

durante os 21 dias de cultura (figuras 20, 21 e 22).
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Figura 20. Ensaio do MTT mostrando nimero de células do tipo STRO+1A nos grupos I, 11 e 11l durante
21 dias de cultura (* estatisticamente diferente).

Em relacdo ao comportamento dos materiais em contato com as células
STRO+1A (figura 20), observa-se diferenca significativa entre o grupo | e os demais
grupos no 21° dia de cultura (p < 0,05). Fato que pode estar associado a presenca da

fibroina no grupo Il e a presenca da fibroina e da hidroxiapatita no grupo I11.
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Quando estudado o comportamento das celulas MC3T3-E1, nota-se que elas
crescem progressivamente nos compositos e que o nimero de células durante os tempos
analisados foram semelhantes ao das células STRO+1A. Entretanto, no 7° dia, 0 grupo
Il apresenta um menor nimero de células quando comparados aos outros grupos durante
0 mesmo periodo (p < 0,05). No 14° e no 21° dia, 0 grupo controle apresenta menor
namero de células em relacdo aos grupos contendo fibroina e hidroxiapatita. A figura 21
exibe o ensaio do MTT mostrando nimero de células de MC3T3-E1 nos grupos de

estudo durante os 21 dias de cultura.
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Figura 21. Ensaio do MTT mostrando nimero de células do tipo MC3T3-E1 nos grupos I, 11 e Il durante

21 dias de cultura (* estatisticamente diferente).
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A tendéncia de proliferacdo celular também é seguida pelas células de
osteosarcoma humano SaOS-2, como pode ser acompanhado na figura 22. Contudo, no
primeiro dia de analise, o grupo IIl apresenta um maior nimero de células e ha
diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos (p < 0,05). No 14° dia, os grupos Il e
I11 sdo estatisticamente diferentes, porém o grupo Il torna-se semelhante ao grupo 111 no

21° dia de andlise (p > 0,05).
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Figura 22. Ensaio do MTT mostrando nimero de células do tipo SaOS-2 nos grupos I, 1l e 11 durante 21
dias de cultura (* GIII # GI/GII; ** GI # GIII, estatisticamente diferente).

Ao analisar o grupo Il, percebe-se que 0 mesmo sempre iniciou com nimero de
células abaixo ou semelhante ao grupo controle, apesar de existir diferenca estatistica
apenas em contato com as células MC3T3-E1. Este fato pode ser explicado pela
caracteristica hidrofobica gerada pela fibroina nesse compdsito retardando inicialmente

0 processo de adeséo celular [54,55]. Contudo, durante os demais dias de coleta (14 e 21
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dias) ocorre o aumento progressivo da proliferacdo celular e esse grupo passa a ser
semelhante ao grupo Il contendo hidroxiapatita, que é relatado na literatura como um

material cerdmico que auxilia no processo de adeséo e proliferacéo celular [60,61].

Diversos estudos in vitro foram realizados com filmes a base de fibroina. De
acordo com os dados obtidos, essa matriz polimérica é comparavel a filmes de colageno
em relacdo a taxa de crescimento celular em contato com células de rato L-929 [111] e a
formacéo dssea quando utilizado com células SaOS-2 [112]. Além disso, foi constatado
que compdsitos de fibroina ddo suporte a formacdo Gssea a partir de células-tronco

adultas [56].

Em relacdo aos tipos celulares estudados, as células SaOS-2 apresentam o
melhor comportamento de proliferacdo celular em todos os grupos e em todos 0s
tempos de analise. Provavelmente, isso ocorre devido ao fendtipo dessas células

cancerosas, que nao possui controle do ciclo celular [113].

Fosfatase alcalina € uma enzima utilizada como marcador precoce de
diferenciacdo de osteoblastos. Embora seu papel exato ndo seja claro, sabe-se que ela
desempenha um papel importante no processo de mineralizacdo da matriz dssea [114].

Dados da atividade fosfatase alcalina (ALP) podem ser apreciados nas figuras 23 a 25.
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Figura 23. Ensaio do ALP mostrando atividade fosfatase alcalina das células STRO+1A nos grupos I, I
e Il apo6s 7, 14 e 21 dias de cultura (* GI # GIV/GIIL; ** GIII # GI/GII, estatisticamente diferente).

Verifica-se que os arcaboucos dos grupos | e Il em contato com células
STRO+1A apresentam maior pico de atividade enzimatica no 14° dia e uma leve queda
em 21 dias. Essa discreta diminuicdo pode esta atribuida a maturacdo dos osteoblastos,
expressando menor atividade enzimatica. Ja o grupo Il apresenta uma atividade
enzimatica regular sem diferenca significativa entre os dias de analise. Esses dados

podem ser verificados na figura 23.
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Apesar de a atividade enzimatica inicial nas células MC3T3-E1 ser baixa em
todos os grupos, as células em contato com o grupo controle apresenta a menor
atividade e ha diferenca significativa (p < 0,05). Posteriormente, ha um pico da ALP em

14 dias mantendo-se estavel até o 21° dia. A figura 24 exibe esses dados.
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Figura 23. Ensaio do ALP mostrando atividade fosfatase alcalina das células MC3T3-E1 nos grupos |, |1
e Il ap6s 7, 14 e 21 dias de cultura (* GI # GII/GIII; ** GII # GI, estatisticamente diferente).

O comportamento observado nos dois Ultimos tempos foi semelhante aos indices
de atividade de fosfatase alcalina das células STRO+1A em contato com o0s
biomateriais. 1sso pode ter ocorrido devido a utilizagdo de um meio osteoindutor (com
dexametasona), permitindo que o crescimento e a diferenciacdo sejam mais rapidos em
células STRO+1A, que sdo mesenguimais, que em células MC3T3-E1, que sdo pré-

osteoblasticas.
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Nesse estudo foi adicionado dexametasona no meio de cultura celular, devido
sua capacidade de estimular células de rato e de humanos a se diferenciarem em

osteoblastos.

Zhang et al. [115] cultivaram células tronco mesenquimais (MSCs) com e sem
meio osteoindutor em arcaboucos de fibroina e fosfato de céalcio por 14 dias e
observaram um aumento do nimero de células pelo ensaio de MTT e também dos niveis
da atividade fosfatase alcalina naquelas que foram tratadas com o meio indutor, similar

aos resultados aqui encontrados.

Vachiraroj et al. [116] avaliaram o comportamento de celulas MC3T3-E1l e
MSCs por 08 dias em contato com filmes de hidroxiapatita/fibroina e
hidroxiapatita/quitosana e concluiram que ambas as células apresentaram proliferacéo e
diferenciacdo semelhantes nos dois compositos. Além disso, She et al. [117] mostraram
que arcaboucos de fibroina e quitosana podem promover a proliferacdo de células

HepG2 (linha de células de hepatoma humano) in vitro através de ensaios de MTT.

As células Sa0S-2 apresentam taxa de atividade sempre crescente e maior em
relacdo as outras células. Esse comportamento € relacionado ao seu fenétipo, que € mais
maduro que os das outras linhagens de células estudadas. A atividade enzimatica é
menor no grupo | no 7° dia (p < 0,05). No 14° dia, 0 composito contendo hidroxiapatita
apresenta maior ALP (p < 0,05), possivelmente por influéncia desse material
inorganico. Apos 21 dias, o comportamento entre os grupos Il e Ill sdo semelhantes

(p < 0,05). Esse resultado pode ser analisado na figura 25.
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Figura 25. Ensaio do ALP mostrando atividade fosfatase alcalina das células SaOS-2 nos grupos I, Il e
1T apds 7, 14 e 21 dias de cultura (* GI # GIV/GIII; ** GIII # GI/GII, estatisticamente diferente).

Compositos a base de fibroina e quitosana tém sido estudados devido as suas
propriedades biologicas favoraveis, com uma baixa resposta inflamatoria, nao
toxicidade e boa permeabilidade ao oxigénio e a 4gua [118]. Somado a isso, minerais a
base de fosfato de calcio em matrizes tridimensionais otimiza o processo de
diferenciac@o osteogénica, pois o processo de precipitacdo-dissolucao dos ions de calcio

e fosforo induz a diferenciacdo osteoblastica in vitro e in vivo [119].

Alguns estudos identificam que a deposicdo de matriz extracelular ocorre antes
de a mineralizacdo comecar. Esse Ultimo estagio de diferenciacdo celular precede a
mineralizacdo e a atividade da enzima da fosfatase alcalina tende a diminuir [120-122],
fato que pode explicar a leve queda ocorrida na atividade fosfatase alcalina das células

STRO+1A no 21° dia.
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Uma matriz extracelular natural é formada por vérias fibrilas protéicas e fibras
entrelagadas, como colageno, elastina, lamina e fibronectina, dentro de uma rede
hidratada de cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs). Esse complexo estrutural serve
como um arcabougo que pode suportar tensdes de tracdo e compressdo. Além de
proporcionar um microambiente apropriado para as células, a matriz é responsavel pela
transmisséo de sinais para os receptores da membrana celular que levam a informacéo

até o nlcleo através de cascatas de sinalizacdo intracelular [123,124].

Como o colageno produzido pelas células é um dos indicadores de formagéo de
matriz extracelular, foi realizado o teste de concentracdo de coladgeno para determinar
sua concentragdo produzida pelas células STRO+1A e SaOS-2 em contato com 0s
arcaboucos. As células de calvaria de rato MC3T3-E1 ndo foram avaliadas pela

limitacdo do kit utilizado. As figuras 26 e 27 exibem os resultados encontrados.
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Figura 26. Teste de concentracdo de colageno das células STRO+1A nos grupos I, Il e Il apds 7, 14 e 21
dias de cultura (* GII # GI/GIII, estatisticamente diferente).
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Como pode ser observado na figura acima, as ceélulas STRO+1A apresentam um
pico de producdo de colageno com 07 dias no grupo I, sendo mantida no 14° dia. J& em
contato com os grupos | e 11, o pico de producdo dessa proteina por essas células é no
tempo de 14 dias. Ap6s 21 dias essa producdo é bastante reduzida podendo estar

relacionada ao processo de mineralizagéo celular.

Ao analisar a producdo de colageno pelas células SaOS-2, nota-se um pico de
producdo nos arcaboucos no 7° dia, sendo que existe diferenga significativa entre os
grupos | e Il com o grupo I1l. Nos dias subseqiientes, a producdo de colageno reduz,
porém o grupo Il mantém uma maior producdo em relacdo aos demais e com diferenca

estatistica (p < 0,05). Esses dados podem ser observados na figura 27.
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Figura 27. Teste de concentragdo de colageno das células SaOS-2 nos grupos I, 1l e 11l ap6s 7, 14 e 21
dias de cultura (* GIII # GI/GII, ** GII # GI/GIII estatisticamente diferente).

63



Resultados e discussdes

Pode-se concluir com esse teste, que os arcaboucos fornecem condicgdes para que
as células pudessem fabricar sua prépria matriz extracelular. Zhang [125], Abbott e
Cyranoski [126] e Pampaloni et al. [127] versam que 0 sucesso da criagdo de uma
replica artificial de um tecido ou 6rgdo pode oferecer um grande suporte para 0s
cuidados em salde quando relacionados a regeneracdo tecidual. O objetivo de produzir
um arcabouco 3D € fornecer suporte as células para que possam se reproduzir e

reconstruir o tecido de forma semelhante ao tecido original.
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Conclusédo

A metodologia aqui empregada para preparar acabougos 3D foi eficaz, obtendo-
se materiais com estrutura porosa interconectada baseada em quitosana, fibroina e
hidroxiapatita. A caracterizacdo fisico-quimica dos diferentes compdsitos sintetizados

evidenciou a interacdo entre os materiais utilizados.

Todos os compositos foram considerados ndo citotoxicos, sendo vidveis para
aplicacdes in vitro. Esses arcaboucos foram capazes de promover adeséo, proliferacdo e
diferenciagdo osteogénica de trés tipos de células em diferentes estagios de

diferenciagéo celular na linhagem osteobléstica.

A fibroina exerceu um papel fundamental no comportamento fisico-quimico do
biomaterial e, durante a avaliacdo in vitro, os arcaboucos que continham essa proteina
apresentaram uma melhor resposta a proliferacdo e diferenciacdo celular. Sendo que o

grupo 111 (CHI-SF-HA) obteve a melhor resposta.
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