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RESUMO

GONCALVES, Gustavo Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Caracterizacao do compésito de hidroxiapatita e fibroina de seda e avaliagao de
sua biocompatibilidade. Orientador: Andréa Pacheco Batista Borges. Coorientadores:
Emily Correna Carlo Reis e Fabricio Luciani Valente.

A bioengenharia tecidual busca a aplicagdo de principios e métodos da engenharia e
das ciéncias da saude para assistir e acelerar a regeneragédo e o reparo de tecidos
defeituosos ou danificados, superando as limitacbes dos tratamentos convencionais
vigentes. Assim, os biomateriais sao utilizados em interface com sistemas bioldgicos
para avaliar, tratar, aumentar ou substituir tecidos, érgados ou fungbes no organismo e
sdo cada vez mais utilizados para o tratamento de lesdes. O beneficio exercido por
estes na regeneragcdo tecidual in vivo esta relacionado diretamente a diversas
caracteristicas como a biocompatibilidade, porosidade, e topografia de superficie
complexa. Portanto, este trabalho teve por objetivo, caracterizar os compdsitos de
hidroxiapatita e fibroina de seda quanto a suas propriedades fisico-quimicas e
biocompatibilidade in vitro e in vivo. Para isso, foram realizados testes in vitro onde os
biomateriais foram colocados em contato com linhagens de fibroblastos de
camundongo (NIH/3T3) e posteriormente avaliados com microscopia eletronica de
varredura, para avaliacdo de adesao celular, e a microscopia 6tica para avaliacdo da
citotoxidade por contato direto. A cristalinidade da hidroxiapatita e da fibroina de seda
foram avaliados por difracdo de Raios — X. O teste in vivo compreendeu a implantacao
de trés biomateriais na regido dorsal de coelhos. Posteriormente, o material foi coletado
e envolveu pele, tecido subcutdneo, compdsito, se houver, e tecido muscular e foram
encaminhados para o processamento e analise histolégica. Os compdsitos analisados
apresentaram elevada cristalinidade, superficie complexa e porosa com granulos de
hidroxiapatita na superficie, in vitro, observou-se, a auséncia de citotoxicidade, além da
adesao e proliferacdo celular na superficie e em torno das placas de hidroxiapatita e

fibroina de seda. Além de demonstrarem biocompatibilidade in vivo incitando respostas

Vil



toleraveis do organismo. Os resultados indicam que o biomaterial € um candidato a

aplicagao como suporte para o crescimento celular na regeneragao tecidual.
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ABSTRACT

GONCALVES, Gustavo Pereira, M.Sc., Federal University of Vigosa, July ,2016.
Characterization of hydroxyapatite and silk fibroin composite and assessment of
its biocompatibility. Advisor: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-advisors: Emily
Correna Carlo Reis and Fabricio Luciani Valente.

Tissue bioengineering seeks the application of engineering and health sciences
principles and methods in order to support and speed up the regeneration and repair of
damaged or flawed tissue, overcoming the limitations of current conventional treatment
practices. This way, biomaterials are used in interface with biological systems to
assess, treat, expand or replace tissue, organs or specific functions of organs in
organisms, and are being increasingly employed in the treatment of injuries. The benefit
held by that practice in tissue regeneration in vivo is directly related to many
characteristics, such as biocompatibility, porosity, and topography of complex
surfaces.Thus, the goal of the present work is to characterize hydroxyapatite and silk
fibroin composites regarding their physicochemical properties and biocompatibility in
vivo and in vitro. In order to achieve that, tests in vitro were conducted where
biomaterials were put in contact with fibroblast lines of rats (NIH/3T3), and then
evaluated by scanning electron microscopy in order to assess cell adhesion, and by
optical microscopy to assess the cytotoxicity via direct contact. The crystallinity of the
hydroxyapatite and silk fibroin was assessed by X-Ray diffraction. The test in vivo
consisted in the implementation of three types of biomaterials in the dorsal region of
rabbits. Afterwards, the material was collected and it was composed by skin,
subcutaneous tissue, composite, in case it exists, and muscular tissue, and then
submitted to processing and histological analysis. The analyzed composites presented
increased crystallinity, complex and porous surfaces with hydroxyapatite granules on its
surface. In vitro, it was possible to observe the absence of cytotoxicity, and also cellular
adhesion and proliferation on the surface and around the hydroxyapatite and silk fibroin
plaques. It also demonstrated biocompatibility in vivo, driving the organism to tolerable
responses. The results point out that the biomaterial is a viable candidate to the

application as a support for «cellular growth in tissue regeneration.



1. INTRODUGAO

Traumas Osseos extensos e deformidades causadas pela remocgdo de
neoplasias constituem as principais causas de defeitos ésseos que afetam a qualidade
de vida de pessoas e animais (Kokubo et al., 2003; Meinel et al., 2006). Nessa
casuistica se observa além da perda tecidual, a dificuldade de regeneragcdo ou
regeneragdo em maior tempo do que o esperado devido a influéncias do meio interno
assim como externas (Vaccaro et al., 2003).

Visando superar a dificuldade e o maior tempo de regeneragdo dos grandes
defeitos dsseos, a rotina clinico-cirurgica humana e animal utiliza os substitutos 6sseos,
tanto de origem natural ou sintética (Burchart, 1983; Boer et al., 2003). Essa
substituicdo de tecidos pode ser feita através de enxertos, como os enxertos autégenos
onde sao utilizados tecidos do préprio paciente, originados a partir de regides
anatbmicas secundarias, podendo também ser empregado os enxertos alégenos,
quando originario de outro paciente. Apesar de eficazes, a quantidade limitada de
tecido disponivel, as dificuldades relacionadas a moldagem do osso excisado, além da
dor e morbidade no local de coleta, limitam grandemente sua utilizagado (Hench, 1998;
Mygind et al., 2007).

Outra alternativa para a substituicdo dos tecidos € o uso de implantes feitos de
biomateriais. Esses biomateriais sao utilizados em interface com o sistema bioldgico e
tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes no organismo e
sdo cada vez mais utilizados para o tratamento de lesdes (Williams, 1987; Hench,
1998; Khan et al., 2008; Leeuwenburgh et al., 2008). Uma vez que apresentam como
principais vantagens a nao utilizacdo de procedimentos invasivos para a coleta,
disponibilidade ilimitada e a possibilidade de desenvolvimento de caracteristicas
diferenciadas para favorecer a regeneragao tecidual, dependendo do local de
utilizagdo, como a moldabilidade e uma complexa topografia de superficie (Rupprecht
et al., 2003; Navarro et al., 2008; Tabata et al., 2009). O beneficio oferecido pelos
biomateriais na regeneragcdo tecidual in vivo concerne diretamente a diversas

caracteristicas como a biocompatibilidade, porosidade, propriedades mecanicas



adequadas e topografia de superficie complexa, dentre outras (Khan et al., 2008;
Nagano et al., 2011).

Inclusa na grande classe dos biomateriais, as cerdmicas como os biovidros, a
alumina, o beta-fosfato tricalcico (B-TCP) e a hidroxiapatita (HAP), s&o estudadas em
procedimentos de reparagdo Ossea por apresentarem osteocondutividade e
biocompatibilidade apropriadas a reparagao do o0sso. Isso é possivel pois sua a fase
quimica e estrurural € similar a fase mineral 6ssea (Hench, 1991; Okamoto e John,
2013). Entretanto, a HAP apresenta déficits quanto a coeséo, a resisténcia mecanica e
a tenacidades nao sendo suficientes para permitir a utilizacdo desse biomaterial em
locais que requeiram sustentacao de peso (Carlo et al.,2009; Li et al., 2013). Wang et
al. (2010), relataram bons resultados com a unidao da hidroxapatita com o polimero
fibroina da seda (FS), devido a uma interagdo que o corre entre as estruturas desses
biomateriais, o que favorece ainda mais o processo de mineralizagdo, similar ao
tecido 6sseo. A FS é considerada um polimero importante no processo de
biomineralizagédo e para a engenharia de tecido 6sseo por induzir a formagéo de apatita
nas superficies de proteinas em solucdes que se assemelham ao fluido corporal e por
apresentar propriedades significativas de biocompatibilidade (Kirschbauer, 2009; Zhang
et al., 2009). A fibroina da seda (FS) € um polimero que apresenta propriedades
mecanicas satisfatorias, além de possuir fatores de adesao e alta capacidade de se
adaptar ao ambiente em que é implantada. Sendo possivel realizar estudos adicionais
para a exploragao de proteinas fibrosas e suas aplicagcbes como biomateriais (Altman
et al., 2003).

Neste contexto, a adigdo de material organico, como o colageno e as sedas,
pode modificar e melhorar as propriedades mecanicas, e as taxas de degradacéo dos
materiais (Jin et al.,, 2003; Wu et al., 2014). Essas descobertas despertam o interesse
de pesquisadores da area e o consequente desenvolvimento de biomateriais que
explorem essas associagdes com o intuito de melhorar a aplicabilidade de compdsitos,
promovendo aplicabilidade na area do conhecimento.

Assim, com o objetivo de ampliar os conhecimentos na area da bioengenharia,

esse trabalho foi desenvolvido para caracterizar o compdsito de hidroxiapatita e fibroina



de seda, bem como avaliar as propriedades fisico-quimicas de biomateriais descritos

avaliando sua biocompatibilidade in vivo e in vitro.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Engenharia Tecidual Ossea e Biomateriais

A engenharia tecidual € um campo multidisciplinar que se transformou numa das
areas da biomedicina com maior desenvolvimento cientifico (Tabata, 2009). Ela busca
a aplicagao de principios e métodos da engenharia e das ciéncias da saude para
assistir e acelerar a regeneracédo e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados,
superando as limitagcbes dos tratamentos convencionais vigentes (Sachlos, et al.,
2003). As estratégias de tratamentos baseadas na introducdo de material
biocompativel possuem um grande potencial na pratica da medicina reparadora para
tratamento de doengas como infarto do miocardio, diabetes, osteoartrites, queimaduras
de pele, lesbes ésseas de grande magnitude. A engenharia tecidual € capaz de
produzir substitutos para 6rgaos e tecidos que apresentem tolerancia imunologica, o
que possibilita sua implantacdo no paciente sem risco de rejeigdes (Alsberg, et al.,
2002; Sachlos, et al., 2003; Shin, 2003; Tabata, 2009).

Por definicdo, biomaterial € qualquer substancia ou combinagdo de substancias,
naturais ou ndo e que nao sejam drogas ou farmacos, utilizados em aplicagdes
biomédicas e que interagem com sistemas biologicos, que tratam, aumentam ou
substituem quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes do corpo (Williams, 1987).

De acordo com sua natureza quimica desses biomaterias, podemos classifica-
los em: naturais como, por exemplo, o colageno, a seda, a queratina, a laminina e a
quitosana, e os sintéticos que incluem as ceramicas, os polimeros sintéticos, as ligas
metalicas e os compdsitos. Os biomateriais naturais, além de biocompativeis, possuem
a vantagem de permitir o reconhecimento bioldgico, favorecendo a adesao e a fungéo
das células, participando do controle da estrutura do tecido e na regulacao do fenétipo
celular (Matthews et al., 2002; Huang et al., 2004; Ohkawa et al., 2004; Neal at al.,
2009; Armentano et al., 2010; Chen et al., 2010).



Apesar das suas vantagens, materiais naturais podem induzir respostas
imunoldgicas e inflamatérias mais exagerbadas que os biomaeriais sintéticos, além de
possuir propriedades mecanicas indesejaveis (Kleinman et al., 1986; Armentano et al.,
2010).

Ja os biomateriais sintéticos oferecem a possibilidade de manipulagdo de suas
caracteristicas mecanicas e da taxa de degradagdo de acordo com a utilizagdo
desejada, além de poderem ser produzidos em larga escala (Armentando et al., 2010).

As caracteristicas citadas acima fazem com que os biomateriais sintéticos sejam
cada vez mais empregados na rotina cirurgica veterinaria, possibilitando sua utilizagao
como substitutos 6sseos com o intuito de estimular o processo de cicatrizagao de forma
mais rapida (Moraes et al., 2004).

Nesse contexto, é necessario atentar ao fato de que a reparacao do tecido 6sseo
€ complexa e exige compostos com propriedades fisico-quimicas compativeis com a
fisiologia do osso (Najjar et al., 1991; EIBatal et al., 2003).

Dessas propriedades, a biocompatibilidade é um fator importante para utilizagao
de um compdsito como biomaterial. E definida como a habilidade de um material de
exercer funcdes desejaveis na terapia médica sem causar efeitos indesejaveis locais
ou sistémicos no organismo receptor e gerar respostas celulares ou teciduais
apropriadas para aquela situacédo especifica e melhorando a resposta clinica aquela
terapia (Wataha, 2012).

O biomaterial deve, ainda, ser de facil dissolucdo e absor¢do, ao mesmo tempo
em que permite e estimula a formagdo 6ssea (Wan et al.,, 2006; Chen et al., 2010).
Trata-se entdo da biodegradabilidade, que varia de acordo com a cristalinidade e a
dureza do biomaterial. Quando mais duro e mais cristalino for, maior € o tempo de
degradagdo do mesmo (Reis et al., 2009). Esse controle da biodegradabilidade é de
extrema importancia, ja que o material ndo deve deteriorar antes da recuperagéo da
regidao onde foi implantado, mas deve ser substituido gradativamente a medida que o
processo ocorre (Cunha et al., 2011).

Em vista disso, as analises in vitro sdo cada vez mais utilizadas para a avaliacédo
dessas caracteristicas e apresentam importantes vantagens como: homogeneidade

dos testes e interagao celular, economia de material recém-desenvolvido, menor tempo



para avaliagdo do que trabalhos in vivo, facilidade para trabalhos em larga escala e a
redugdo de uso de animais (Hench, 2000; Bhumiratana et al., 2011).

A utilizacido de células isoladas em pequenos defeitos 6sseos € bem entendido,
contudo, os tecidos sdo organizados em trés dimensdes para formacédo de 6rgéaos
funcionais, nesse caso faz-se necessario o crescimento celular em trés dimensodes. A
engenharia tecidual desenvolveu, entdo, os scaffolds, uma alternativa para orientar o
crescimento celular, e facilitar a sintese de matriz extracelular e facilitando a formagao
de tecidos funcionais (Zhang et al.,2000; Ma, 2004).

Os scaffolds séo suportes para o cultivo de células teciduais juntamente com
fatores de crescimento, permitindo o desenvolvimento do tecido até que o suporte seja
substituido completamente (Ma, 2004). Esta estrutura é constituida pelos diferentes
tipos de biomaterial e deve possuir caracteristicas como a alta porosidade e poros
interligados e de tamanho apropriado a fim de para facilitar a adesao, proliferacéo e
diferenciacdo de células. Além de apresentar uma grande area de superficie,
biodegradabilidade e taxa de degradacé&o que correspondam a taxa de formacao do
novo tecido, integridade mecanica para manter a estrutura tecidual e ndo deve ser

toxico para as células, isto €, deve ser biocompativel (Ma, 2004; Liu et al., 2007).

2.2 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HAP) pertence ao grupo das ceramicas de fosfato de calcio. E o
principal componente mineral de ossos e dentes e vem sendo altamente utilizadas nos
procedimentos para reparacao 6ssea (Aoki, 1991; Okamoto e John, 2013).

Sua estrutura quimica estequiométrica €& representada pela férmula
Cap(PO4)s(OH),, com razdo Ca/P de 1,67 (Fulmer et al., 1992), podendo ter origem
nos corais e algas, ser derivado de mineral ésseo natural ou ainda desenvolvido
sinteticamente (Schmitz et al., 1999).

A sintese em laboratério é realizada por reagdes de estado sélido, que exigem altas
temperaturas, e por meétodos uUmidos. As sintetizadas em altas temperaturas
apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais grandes, e as hidroxiapatitas

sintetizadas em baixas temperaturas apresentam baixa cristalinidade e tamanho de



cristais pequenos. A hidroxiapatita precipitada por via umida possui caracteristicas
similares as do tecido 6sseo e dentario, diferentemente da hidroxiapatita sintetizada a
altas temperaturas (Fulmer et al., 1992).

A sintese em laboratério oferece biomateriais livres de impurezas que retardam a
osteogénese. Além disso, o tamanho, a forma e a porosidade do produto (Figura 1)
podem ser controlados e pré-determinados (Rezende et al., 1998). Se tornando
reabsorvivel quando fabricada pela sinterizagcdo (Rezende et al., 1998; Fujita et al,,

2003) ou pela calcinacao (Borges et al., 2000).

Figura 1 Microscopia eletrénica de varredura em espuma HAP, evidenciando os poros (setas).

Fonte: Lax-Perez et al., 2005

Devido a grande similaridade com a fase cristalina dos tecidos ésseos (Varma et
al.,1999), a HAP se apresenta como um biomaterial bioativo e osteocondutor, ou seja,
tem a capacidade de servir como suporte para o crescimento de novo 0sso assim como
novos vasos sanguineos (Borges et al., 2000; Franco et al., 2001; Boer et al., 2003;
Duarte et al., 2006; Vital et al., 2006; Silva et al., 2012). Essa capacidade de da pela
interagdo tipo bipolo na superficie desse biomaterial, fazendo com que moléculas de
agua, proteinas e colageno sejam adsorvidas levando a uma forte ligacédo entre a

hidroxiapatita e o tecido na sua superficie sob condi¢des in vivo (Varma et al., 1999).
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Estudos da reagédo de células osteogénicas com hidroxiapatita in vivo (Edwards et
al., 1997; Borges, 1998) e in vitro (Bagambisa & Schilli, 1990) mostraram que a sua
superficie é osteocondutiva, além de ter sua superficie irregular e complexa, o que
facilita a adesdo e a proliferacdo celular (Okamoto e John, 2013). Essa cerémica &
termodinamicamente estavel em pH fisiolégico e participa ativamente, formando
ligacbes quimicas com o tecido 6sseo e estimulando a sintese de colageno (Zambonin
& Grano, 1995; Vaz, 2006; Rossi, 2011).

Ao entrar em contato com fluidos corporeos como o plasma sanguineo, 0 meio em
torno da HAP se torna acido, como ocorre em lesdes cirurgicas proprias do processo
de implantacdo, permanecendo sua superficie carregada negativamente, devido a
grupos OH e PO,. Esses grupos combinados seletivamente com o Ca*?, carregado
positivamente, formam o fosfato de calcio. A medida que o calcio se acumula, a
superficie comega a se tornar positiva atraindo, dos fluidos corporais, ions fosfato
carregados negativamente. Essa camada é instavel e transiente e se transforma em
camada de apatita carbonatada, que foi demonstrado por Fujibayashi et al., (2003) por
meio da microscopia eletronica de varredura. A mesmo é responsavel pela bioatividade
da HAP e alguns estudos demonstram que os nanocristais de apatita, muito
semelhantes a fase mineral da matriz 6ssea, fornecem um ambiente para células
precursoras migrarem, fixarem e diferenciarem-se em osteoblastos. Esses nanocristais
também se associam as fibras colagenas da matriz organica produzida pelos
osteoblastos e, o recrutamento dessas células precursoras leva a formacao de tecido
osseo (Macneill et al., 1999; Rohanizadeh et al., 1999; Borges et al., 2000; Hench,
2000; Kawachi et al., 2000; Kokubo et al., 2003; Carlo et al., 2007).

Além da osteoconducgao, o processo de reabsorcdo da hidroxiapatita contribui para
que ela seja um excelente substituto para o tecido désseo, uma vez que é realizada por
osteoclastos, com as mesmas caracteristicas que ocorre no processo natural de
remodelagao 6ssea (Borges et al., 2000; Rumpel et al., 2006). A taxa de degradacéao e
os subprodutos de material biodegradavel também devem ser considerados, pois sdo
criticos no papel de regeneracao 0ssea. Nesse contexto, a integridade mecanica de um
biomaterial sera significativamente reduzida se a taxa de degradacado for rapida,



resultando assim na eliminagéo do biomaterial antes da regeneracéo tecidual acontecer
(Wu et al., 2014).

Assim, para minimizar ou até eliminar esses problemas, ou seja, reduzir sua dureza
e promover a coesao entre as particulas tem sido estudado elaboracdo e formacao de
compositos de HAP associado a polimeros (Carlo et al., 2009; Carlo Reis et al.,2012; Li
et al., 2013).

2.3.Fibroina de Seda

A fibroina de seda (FS) é uma proteina fibrosa biocompativel, biodegradavel e
com propriedades mecanicas superiores e € produzido por alguns artrépodes como o
bicho da seda (Bombyx mori L.), aranhas, escorpides, acaros e moscas que as utilizam
para diversas fung¢des, como estrutura de suporte, reprodugédo e captura de alimentos
(Altman et al., 2003; Hakimi et al., 2007; Vepari et al., 2007; Kaplan e Mcgrath, 2012).
As proteinas da seda s&o produzidas no interior de glandulas especializadas (glandulas
sericigenas) presentes em tais artrépodes, apds a biossintese em células epiteliais e
secregao pata o interior do lumen destas glandulas, onde as proteinas sao
armazenadas e posteriormente processadas na forma de fibras (Altman et al., 2003).

A seda produzida pelo bicho-da-seda domesticado é composta por dois tipos de
proteinas: a fibroina, proteina de cadeia leve, que se apresenta em forma de filamentos
de seda e compde cerca de 70 a 80% do polimero e a sericina (ser), proteina
semelhante a cola que envolve os filamentos e faz parte de 30 a 20% da estrutura da
FS (Figura 2). A organizagao estrutural da fibroina possui regides cristalinas dispostas
em folha-3 e regidbes amorfas, responsaveis pela elasticidade da seda (Altman et al.,
2003; Kong et al., 2005; Khetan et al., 2013).



Figura 2 Corte Transversal de fio de seda natural em microscopia eletrénica de superficie. Notar o envolvimento e
disposigao da proteina de revestimento sobre os filamentos da fibroina.

Fonte: Kato (2012)

A fibroina da seda, ndo se dissolve em agua devido aos aminoacidos
hidrofébicos glicina (gly) (43%) e alanina (ala) (30%) que sao interconectadas com
aminoacidos como a sericina da seda que apresenta carater hidrofilo e mais viscoso e
tirosina (Ko et al, 2013; Mondal et al., 2007). Embora a sericina apresente
propriedades interessantes como resisténcia a radiagdo ultravioleta e a oxidacgao,
capacidade antibacteriana (Zhang, 2002) e indugdo da mineralizagdo através da
formacdo de apatita (Altman et al., 2003), tem sido relatado que esta pode induzir a
uma resposta inflamatéria in vivo, assim, é necessario extrair a sericina dos casulos
antes do processamento da SF para aplicagdes biomédicas (Seliktar, 2012). Essa
remocgao € realizada através do processo de degomagem, por aquecimento em solu¢ao
alcalina (Vepari et al., 2007).

A fibroina de seda pode ser encontrada em dois tipos cristalinos, a seda | e seda
Il. A seda | é a forma metaestavel, soluvel em agua e armazenada nas glandulas do
bicho da seda. Sua estrutura é descrita como um conjunto de conformag¢des em a-
hélice e B-folha. A seda Il é a fibroina solida e pode ser encontrada em fios de seda, é

estabelecida como forma de folha B-antiparalela. Apresenta-se como insoluvel em



muitos solventes, hidrofobica e termodinamicamente estavel (Meinel et al., 2006;
Hakimi et al., 2007; Vepari et al., 2007; Kundu et al., 2008). Podendo possuir acido
aspartico em sua composicdo, que promove a adesao celular, principalmente de
osteoblastos, fibroblastos e células-tronco (Rolim, 2010).

O fio de seda é produzido a partir de uma solugdo aquosa, em condigbes de
temperatura ambiente e baixa pressdo. As mudangas na interagcdo e orientagao
molecular que transformam a seda, soluvel em agua em fibra insoluvel ainda ndo foram
esclarecidas. Acredita-se que uma combinacdo de forgcas induzidas pelo fluxo,
desidratacdo ativa, acidificacdo gradual e ions de cobre e potassio possam estar
envolvidas no processo (Hakimi et al., 2007).

Recentemente, varios pesquisadores tém investigado a fibroina como um
recurso promissor para biotecnologia e material biomédico devido a sua
biocompatibilidade com diversos tipos de células, alta permeabilidade para o oxigénio e
vapor d’agua, controle de biodegradabilidade e minima reagéo inflamatéria (Ge et al.,
2012). Além disso, apresenta elasticidade, flexibilidade e resisténcia a tensao,
biodegradabilidade e facil absorgdo. Produz baixo efeito trombogénico e minima
resposta inflamatoria, possui estabilidade térmica, oxigenagao adequada e propriedade
hemostatica (Hardy et al., 2008; Kundu et al., 2010; Ho et al., 2012; Ko et al., 2013).

A Fibroina da seda pode ser manipulada em diversos formatos (filmes, fibras,
redes, malhas, membranas, fios e esponjas), funcionando como um suporte para
adesao celular in vitro, além de promover a reparagao de tecidos in vivo (Wang et al.,
2006).

No ano de 2014, Shi e colaboradores realizaram um estudo com scaffolds de
esferas de fibroina para tratamento de esfincter uretral deficiente. Apos os testes in
vitro de citotoxicidade por MTT, os pesquisadores implantaram o material em ratos que
simulavam incontinéncia urinaria severa. Os resultados se demonstraram promissores
para a regeneragao dos tecidos afetados.

A seda tem sido utilizada comercialmente como suturas biomédicas por muitas
décadas (Altman et al., 2003). Dados publicados por Chao et al. (2010) sugerem que
os hidrogéis de seda podem ser utilizados como uma ferramenta para o estudo dos

fatores e mecanismos relacionados na formagdo da cartilagem, bem como um
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biomaterial toleravel e totalmente degradavel para engenharia de tecidos de cartilagem.
O aumento da capacidade de controlar a morfologia e estrutura molecular desse
polimero expandiu sua utilidade e ampliou suas aplicagdes como biomaterial em
diversas areas da medicina (Correia et al., 2012) como em cicatrizacdo de feridas
(Zhou et al., 2013), e regeneragao de 6ssea (Zhang et al., 2012), componente util para
a distribuicdo de medicamentos (Wang et al., 2009).

A fibroina da seda pura ou associada a outras matérias ainda atua na
regeneracao de tecidos vascular, nervoso, epitelial, 6sseo, cartilaginoso, de tenddes e
ligamentos, cardiaco, oftalmico, hepatico, medula espinhal, traqueia e timpano (Kundu
et al., 2013).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Biomaterial

3.1.1Solubilizagao da fibroina

Casulos do bicho-da-seda (Bombyxmori L.) foram fornecidos pela empresa de
Fiacdo de Seda BRATAC Ltda Bastos-SP, Brasil). Inicialmente os casulos foram
selecionados retirando sujidades. 5 gramas de casulos (sem as crisalidas) foram
lavados em 1 litro de agua destilada contendo carbonato de calcio (0,5%, m/v) a uma
temperatura de 90-100 °C, durante 30 minutos (min) para retirada da sericina. Apos
esse tempo, as fibras foram lavadas em 1 litro de agua destilada no minimo a cada 1
hora por 3 vezes. Apés a ultima lavagem, as fibras de fibroina foram espremidas para
retirar o excesso de agua e entdo colocadas em uma placa de Petri para secagem na
estufa a 50 °C por 24 horas. As fibras de fibroina secas foram dissolvidas lentamente
em acido formico sob agitagdo magnética e deixadas agitando por 24 horas. As

solugdes de fibroina obtidas (10 — 25%, m/v) foram utilizadas em um prazo de 4 dias.
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3.1.2 Preparagao das placas de fibroina com hidroxiapatita

As placas de fibroina com hidroxiapatita foram preparadas misturando 2 partes
da solucdo de fibroina para uma parte em massa de hidroxiapatita em po6 (fornecida
pela JHS - Laboratério Quimico, Sabara, MG). Apés a homogeneizagdo, a mistura
foram colocada em uma placa de teflon com moldes arredondados (2 x 1cm) e
mergulhada em etanol (EtOH) para a remogéo do acido férmico e formagao de folhas
beta por 72 horas, com trocas do EtOH a cada 12 horas. Em seguida, as placas foram
retiradas dos moldes de teflon e deixadas em EtOH por mais 24 horas para retirada de
todo acido formico. Apds esse periodo, as placas foram transferidas para estufa para
secagem a 50 °C e transferidas para agua para retirada do EtOH por 48 horas. Estas
ultimas placas foram secas sobre papel de filtro e armazenadas em sacos plasticos até
O Seu uso.

Diante do exposto foram avaliados trés compdsitos, os quais sdo constituidos
de placas de hidroxiapatita sintética (HAP), fibroina da seda (FS) nas propor¢gdes HAP:
FS 1:0,5, 1: 2,5, e placas de fibroina da seda pura.

3.2 Difragao de raios-X

A cristalinidade das placas foi analisada por difracdo de raios-X. As analises de
cada amostra foram realizadas em um difratdmetro da marca Rigaku D-Max modelo
Geiger Flex equipado com tubo de cobalto (radiacdo Co-Ka, A = 1,79026 A), e um
monocromador de cristal curvo de grafite no feixe difratado, operado com diferenga de
potencial de 40 kV e corrente elétrica de 30 mA. As varreduras foram realizadas no
modo 26 passo a passo em intervalo de 15 a 50° 26 com 0.05° de incremento e 2
segundos de contagem de tempo em cada passo. Para estudo comparativo da
cristalinidade foram realizadas analises em duplicata com o material macerado na

forma de po.
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3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para analise morfoldgica, foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura
(MEV) da marca LEO 1430VP, a voltagem de 15 Kv do nucleo de Microscopia
eletrbnica e microanalise da Universidade Federal de Vigosa. Para tal, as superficies
foram cobertas por uma camada de 20 nm de carbono, utilizando um sistema de
deposigao “sputtering balzers” (Electron Microscopy Sciences, modelo 550x), e, através
de uma fita dupla face, foram fixados na superficie dos ‘’stubs” e colocados no interior
do microscopio para leitura e analise. Foram obtidos dados qualitativos das fotografias,
analisando-se a topografia das superficies pela: 1) distribuicdo e formato dos cristais de
hidroxiapatita expostos na superficie das amostras, se existentes; 2) presenga ou ndo

de poros.

3.4 Testes in vitro de biocompatibilidade

3.4.1 Teste de Contato Direto

Para este teste, os biomateriais foram cortados em formato quadrangular de 5
mm X 5 mm de forma a permitir sua posterior imersédo no centro dos pocos da placa de
cultivo de 24 pocos por um periodo de 24 horas.

Foi utilizada uma linhagem celular de fibroblastos de camundongo (NIH/3T3), os
quais foram cultivados em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Glicose intermediaria, contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solucéo antibidtica-
antimicética (100 Ul/ml de penicilina, 100 microgramas/ml de estreptomicina e 0,25
microgramas/ml de anfotericina B).

Em seguida cada pogo recebeu 1 ml de meio de forma a permitir que os
biomateriais ficassem imersos. Apds esse periodo foi preparada uma solugao das
células NIH/3T3 com 1 x 10° células/ml. Em seguida o meio de cultivo dos biomateriais
foi removido de cada pogo. Sobre cada biomaterial foi colocado 100 pl da solugao
contendo as células NIH/3T3 e os biomateriais foram encubados por 2 horas
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. Também foram utilizados fragmentos de fio de naylon como controle positivo e
fragmentos de latex como controle negativo bem como um pogo sem qualquer

biomaterial contendo apenas células como controle do procedimento (Figura 3).

Pura 2,5 0.5 células Nylon Q)

Figura 3-Disposicdo das amostras e dos controles negativos e positivos em placa de 24 pogos para realizagdo de
teste de contato direto e teste de adeséao celular aos biomateriais.

3.4.2 Preparagao do material para microscopia

Apods 24 horas de incubagao, o meio de cultivo foi aspirado cuidadosamente sem
tocar no fundo do pogo e no biomaterial, adicionando-se 1 ml de solugdo tampao
fosfato salino (PBS) por pogo. Apds esta etapa o PBS foi removido e adicionado 1 mi
de metanol em cada pog¢o, sendo mantido por 10 minutos em temperatura ambiente e
posteriormente removido e lavado com solu¢do PBS. Uma gota de corante azul de
metileno a 0,4% foi adicionado em cada po¢co e mantido por um minuto e
posteriormente lavados com agua destilada por duas vezes.

Logo apds foram obtidas micrografias através de Microscépio Invertido (Nikon
TMS) da interface biomaterial/placa de cultura (Figura 4) onde foram avaliadas as
caracteristicas referentes a viabilidade celular, onde essas quando viaveis apresentam
formato fibroblastoide, com nucleo e citoplasma bem evidenciados bem como
aderéncia ao biomaterial. Quando inviaveis as mesmas se apresentam arredondadas e

flutuantes com nucleo e citoplasma indistintos.

14



Poco da placa de cultura, com | Biomaterial
meio de cultura DMEM

Obteng&o da micrografia com Microscdpio Invertido

Figura 4 -Representagédo esquematica da obtengéo das micrografias épticas na interface membrana/placa do meio
de cultura.

3.4.3 Teste de adesao

O procedimento de plaqueamento foi o mesmo aplicado ao teste de contato
direto. Apos o cultivo das células, cada biomaterial foi fixado com uma solugdo de
glutaraldeido a 2.5% e 2% de paraformaldeido em tamp&o cacodilato 0.1 M pH:7,4 a
4¢c® por 2 horas. A seguir, as amostras foram desidratadas em uma sequencia de
etanol (50% absoluto) e levadas para realizagdo de secagem em ponto critico (Balzers
CPD 030). Entdo, as amostras secas foram recobertas com uma fina deposi¢cado de
ouro (Metalizador Quorum Q 150 S)para que fossem analisadas as superficies das

membranas através de Microscopia Eletronica de Varredura (Leo 1430VP).

3.5 Analise de biocompatibilidade in vivo

O presente trabalho experimental obteve sua metodologia aprovada pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa sob protocolo
numero 259/15.

Para as analises de biocompatibilidade in vivo, foram utilizados oito coelhos da

raca Nova Zelandia provenientes da Coelheira do Departamento de Zootecnia da UFV.

15



Os animais obtiveram um més para aclimatagdao a adaptacdo ao ambiente e foram

alojados em gaiolas individuais, recebendo ragédo duas vezes ao dia e agua ad libitum.

3.5.1 Procedimento Cirurgico

Foram implantados os dois compdsitos Hidroxiapatita HA + Fibroina da seda FS
0,5% e HA +FS 2,5% assim como da placa de FS pura, todos em duplicatas em
animais diferentes. Quatro incisdes foram feitas na regido dorsal de cada animal
(Figura 5), duas incisdes craniais, direita e esquerda, e duas incisdes caudais, direita e
esquerda. As quatro incisbes de um mesmo animal receberam o mesmo compdésito,
(fragmentos de 0,5 cm por 0,5cm de cada placa), no tecido subcutaneo entre a fascia
muscular e a pele do animal. A pele do animal foi suturada em padrdo simples
interrompido com fio de naylon 2-0. A analgesia poOs-operatoria foi realizada com
Tramadol 6 mg/kg pela via subcutdnea, sendo aplicado posteriormente ao

procedimento cirurgico e durante trés dias consecutivos, a cada oito horas.

3.5.2 Coleta das amostras

Posteriormente, os animais foram submetidos as cirurgias para coleta do
material, envolvendo pele, tecido subcutdaneo, compdsito, se houvesse, e tecido
muscular. Aos 15, 30, 60 e 120 dias foram coletados as duas amostras de cada grupo
e ao final da ultima coleta foi realizada eutanasia por sobredose de propofol e
administragao de cloreto de potassio, ambos por via intravenosa, de acordo com as
normas exigidas pela Resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria.

As quatro amostras obtidas de cada um dos animais foram encaminhadas para
o processamento histologico de rotina (fixacdo, desidratagdo, inclusdo em parafina,
microtomia e coloragdo por hematoxilina-eosina). Foi avaliada a presenga do
composito, sua morfologia e os tecidos e as células em contato com o compdésito, os
quais foram caracterizados. Foi avaliada e descrita a presencga ou auséncia da capsula

fibrosa e espessura da mesma se existente. A presenca de infiltrado inflamatdrio foi
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caracterizada como discreto moderado ou intenso. Outras caracteristicas também
foram avaliadas e descritas como a irrigagdo sanguinea, presenga de regides

hemorragicas, infiltragédo tecidual dentro do biomaterial e evidéncias de fagocitose.

Regido craniodorsal Regido craniodorsal
esquerda direita
Incisdo2 Incisdol

Regido caudodorsal
direita Incisgo 3

Regigo caudodorsal
esquerda Incisdo 4

Figura 5-Desenho esquematico da localizagédo das incisdes do teste de biocompatibilidade in vivo e coleta de
amostras.

A espessura da capsula fibrosa foi avaliada segundo o tratamento e ao longo do
tempo por analise de regressao linear e quadratica. Para este teste, foi considerado

nivel de significancia de 5% utilizando o software Sigma Plot (Scientific, 1994).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difragao de raios-x

Os difratogramas de cada compdsito estdo representados nas Figuras 6A e B
(HAP+FS 0,5), Figuras 7A e B (HAP+FS 2,5) e Figuras 8A e B (FS pura).
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Figura 6- Difratogramas do compoésito de hidroxiapatita sintética associada a fibroina de seda HAP+FS 0,5 placa (A)
e po6(B) na avaliagédo de sua cristalinidade por difragdo de raios X. Notar os picos de HAP representados na
legenda. Notar, regido amorfa (setas pretas) representando a fase amorfa do polimero presente no compdésito
(fibroina da seda).
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Figura 7- Difratograma do compésito de hidroxiapatita sintética associada a fibroina de seda HAP+FS 2,5 placa (A)
e p6 (B) na avaliagédo de sua cristalinidade por difragdo de raios X. Notar os picos de HAP representados na
legenda e picos de fibroina da seda (regides folha ) representados por asterisco(*). Notar, regides amorfas (setas
pretas) representando a fase amorfa do polimero presente no compésito (fibroina de seda).
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Figura 8- Difratograma da fibroina de seda (FS) na forma de placa (A) e em p6 (B) na avaliagédo de sua
cristalinidade por difragao de raios X. Notar picos de fibroina da seda (regides folha ) representados por
asterisco(*).

Foram identificados picos de alta intensidade referentes a hidroxiapatita
condizentes com seu respectivo CPDS Card (Myncrist, 2016) para os compdésitos HAP
+ FS 0,5 e HAP + FS 2,5. Um discreto aumento na intensidade dos picos foi observado
quando comparado o difratograma da forma em p6 para a forma em placa. Isso pode
ser explicado pelo processamento e modelamento do compdsito na sua forma rigida
que diminui a cristalinidade da FS. Apesar desta observacao, o compodsito em forma de
placa apresentou elevada cristalinidade.

20



A fibroina da seda € um biomaterial composto por regides cristalinas e amorfas
(Saitoh et al., 2004). Os picos relacionados a estruturas cristalinas de folha 3 das fibras
da seda (Altman et al., 2003;; Saitoh et al., 2004 ;Lee et al., 2007; Kim et al., 2014)
foram demonstrados nos difratogramas referentes ao compdsito HA + FS 2,5 e FS
pura. A auséncia de picos cristalinos caracteristicos de folha 8 no compésito de HA +
FS 0,5 se deve provavelmente pela menor proporgdo do polimero uma vez que esse
método é semi-quantitativo, bem como pela caracteristica amorfa do mesmo (Saitoh et
al., 2004).

Regides amorfas foram visualizadas nos trés difratogramas, relacionadas a
presenga da fibroina da seda. Essas regides sdo importantes, pois podem ser
responsaveis por melhorar as caracteristicas mecéanicas do compdésito (Saitoh et al.,
2004; Perdigao, 2015). Regides altamente cristalinas sédo frageis, devido ao seu menor
modulo de elasticidade e consequentemente, menor grau de deformacgao frente a um
impacto. Além disso, os materiais cristalinos possuem lenta taxa de reabsorgao, e a
presenca de materiais amorfos podem acelerar esse processo equilibrando a taxa de
reabsorcao frente a uma taxa de remodelacao 6ssea (Conz et al., 2005; Carlo Reis et
al., 2012).

4.2 Microscopia eletrénica de varredura

A caracterizagao das placas pela técnica de microscopia eletronica de varredura
revelou neste estudo algumas propriedades especificas dos compdsitos de HAP + FS
0,5 e HAP + FS 2,5 como a presencga de cristais de hidroxiapatita entremeados nas
estruturas fibrosas e irregulares dos polimeros de fibroina da seda. A presenga dos
cristais de hidroxiapatita contribuiu no aumento da complexidade da superficie das
placas dos compdsitos HAP +FS 0,5 E HAP + FS 2,5 apresentando diversas
irregularidades em escala micrométrica, tendo em vista que neste estudo as placas
foram criadas a partir de moldes com superficie lisa, caracteristica essa evidente nas
micrografias das placas de FS pura a qual apresentou baixo numero de poros e poucas
irregularidades ou estruturas em escala macro e micrométrica como vistos nas figuras

(Figura 9A e B). A interacdo a nivel celular com as superficies dos biomateriais é de
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extrema importancia na eficiéncia de implantes médicos, podendo definir o seu grau de
rejeicado, onde superficies complexas podem aumentar a interacdo das células através
da adesdo e proliferagdo celular (Craighead, 2011), demonstrado em estudos com
células neuronais uma maior adesdo celular a superficies irregulares de ordem
nanométrica e micrométrica em filmes de silicone (Craighead, 2008).

Com auxilio do programa Imaged Launcher (Rasband, 2011) foi realizada
avaliacdo da porosidade das placas sendo possivel constatar que a placa de Fibroina
da seda pura apresentou numero escasso de poros ,sendo estes quando identificados
apresentaram diametro médio equivalente a 149,7 nm. A placa do compdsito de HAP +
FS 0,5 apresentou numero elevado de microporos com moderado grau de
interconectividade com diametro médio de 4,93 um variando de 2,15 a 31,74 pum
(Figura 10). O compésito HAP + FS 2,5 apresentou numero elevado de microporos com
moderado grau de interconectividade, com diametro médio de 5,32 ym variando de
1,29 4 39,78 pym (Figura 11).

Quando um biomaterial € avaliado para sua aplicagédo voltado a bioengenharia
tecidual 6ssea, a presenca de porosidade € de extrema importancia tendo em vista que
os mesmos permitem e facilitam a proliferacdo e migracao celular de osteoblastos e
células mesenquimais. Também propiciam a formagdao de novos vasos sanguineos
podendo acelerar o processo de reparagao 6ssea (Kuboki, 1998). Somado a isso uma
superficie porosa garante uma melhor unido entre a superficie de um implante com o
tecido 6sseo proporcionando maior estabilidade mecanica (Orefice, 2006).

Sabe-se que além de sua presenga, o tamanho dos poros pode interferir
diretamente no processo de regeneracao ossea. (Tampieri et al., 2001, Orefice, 2006)
De acordo com dimenséo e morfologia foi descrito pela literatura que a presenga de
um tamanho de poro superior a 150 ym é um requisito essencial para osteoconducgao
(Tampieri et al., 2001), para Tsuruga 1997 e colaboradores em estudo realizado com
proteinas Osseas morfogenéticas aplicadas em associagdo a ceramicas de
hidroxiapatita com diferentes porosidades, observou uma margem ideal de 300-400 um
para diferenciacdo e crescimento de tecido 6sseo. Levando em consideragao os
polimeros em geral, sua aplicabilidade para interacdo direta com tecido 6sseo seus
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poros devem apresentar didametro entre 100-200 um com uma elevada conectividade
entre si (Oréfice, 2006).

A porosidade apresenta-se como uma propriedade de interesse na engenharia
tecidual, pois favorece a adesao de células aos scaffolds (Bodin et al., 2010).
Gholipourmalekabadi et al. (2015) avaliando propriedades de compdsito preparado a
partir de HAP e FS também observaram a presencga de poros, caracterizando-o como
um biomaterial altamente capacitado a promover ades&do, migragdo celular e
crescimento tecidual. Entretanto, também relataram em suas pesquisas que o aumento
da quantidade de fibroina da seda pode comprometer o didmetro dos poros e
consequentemente apresentarem uma barreira para o desenvolvimento de vasos e
transporte celular no interior da matriz, fato este ndo observado neste estudo uma vez
gue a variagao na concentracao de fibroina de seda nao alterou de forma semelhante o
diametro dos poros presentes nos compositos.

Um parametro importante a ser considerarado, se refere a resisténcia mecanica
do biomaterial que é inversamente proporcional ao volume e tamanho de seus poros, 0
que pode guiar a utilizagdo do biomaterial estudado utilizado em ambientes que
demandem suporte de carga, isso associado a caracteristicas mecanicas ja conhecidas
da fibroina de seda, referentes a sua elevada resistencia e elasticidade.

Assim, a adicao de fibroina contribuiria neste quesito para a fabricacdo de
dispositivos bioabsorviveis, pois esta apresenta um controle de biodegradabilidade
sendo altamente absorvivel (Ge et al., 2012). Esta biodegradabilidade € desejavel, ja
que o ideal é que o material implantado degrade aos poucos, a medida que o novo
tecido vai sendo substituido.

Sua superficie complexa, portanto garante aos compositos estudados uma
predisposicao a adesdo celular servindo como otima opgao para sua aplicagdo como
suporte para o crescimento celular na regeneragao tecidual.
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Figura 9- Microscopia eletronica por varredura de placa de Fibroina de seda. Aumento de 200x (A) e aumento de
1500x (B).Notar a auséncia de poros e o aspecto de baixa complexidade da superficie da placa.
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Figura 10- Microscopia eletronica de varredura do compdésito HAP + FS 0,5. Observar a presencga de cristais de
hidroxiapatia (setas amarelas) aderidas a rede fibrosa da Fibroina de Seda (*), revelando a interagéo entre ambos
juntos a presencga de porosidade (setas vermelhas).
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Figura 11- Microscopia eletronica de varredura do compésito HAP + FS 2,5. Observar a presenca de cristais de
hidroxiapatia (setas amarelas) aderidas a rede fibrosa da Fibroina de Seda (*), revelando a interagdo entre ambos
juntos a presencga de porosidade (setas vermelhas).

4.3 Teste de Biocompatibilidade in vitro

4.3.1 Contato Direto

Os testes de biocompatibilidade in vitro foram realizados inicialmente para
avaliar os materiais e identificar aqueles que apresentassem comportamento citotoxico.
Desta maneira, foi possivel selecionar apenas os materiais mais adequados para a
aplicagao in vivo, minimizando assim o numero de animais experimentais.

A Figura 12 (A a F) apresenta as imagens obtidas com microscépio Optico
invertido (Nikon TMS) no final do periodo de cultivo. As imagens demonstraram que as
células proliferaram adequadamente em todos os pogos, podendo-se observar que
houve grande aumento no numero de fibroblastos na placa, inclusive em contato direto
com os 3 biomateriais e nos controles positivos referentes ao fio de naylon e aos pogos

com somente células( Figura 12 D e F) no decorrer do periodo de observacgao.
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Este fato € mais um indicativo de que os biomateriais avaliados nao sao
citotoxicos, visto que, caso o material apresentasse citotoxicidade, as células nao
conseguiriam sobreviver na placa de cultura, juntamente com o biomaterial,como
demonstrado no controle negativo (Figura 12 E).Esse resultado esta de acordo com as
prerrogativas qualitativas morfolégicas para testes em extratos da ISO: 10993-5 (2009)
que cita auséncia de reatividade ao dispositivo médico quando as células mantem a
sua arquitetura normal com presencga de granulos citoplasmaticos, auséncia de células

lisadas e nao reducao de seu crescimento.

Biomaterial
HA+ FS0,5%

“Fundo da placa

Figura 12- Fotomicrografias dpticas retiradas apos cultivo celular, onde: A)JHAP + FS 0,5; B) HAP + FS 2,5 ;C)
Fibroina de Seda Pura ; D)Fio de nailon; E)Controle negativo com latex e F)Fundo de placa sem biomaterial.
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Os biomateriais por apresentarem aspecto opaco quando observados em
microscopio invertido, ndo possibilitaram a visualizagao das células cultivadas sobre
ela. Porém, a crescente proliferagdo celular na placa de cultura e na interface com os
biomateriais indica que, também ha um significativo numero de células presentes em
sua superficie, fato este comprovado posteriormente através de MEV de superficie.

Para uma melhor caracterizagcdo morfofisiolégica da linhagem celular de
fibroblastos de embrido de ratos (3T3) presentes nos pogos 0s mesmos passaram por
processo de preparo para analise para microscopia apos processo de coloragao com
azul de metileno (Figura 13 — A a D). Observou-se durante esta analise intensa
proliferagao celular com recobrimento completo do fundo da placa atingindo grau
maximo de confluéncia em todas as amostras com biomateriais analisados formando
aspecto de monocamada com os fibroblastos apresentando gréanulos
intracitoplasmaticos discretos, sem lise celular, sem redugdo do crescimento celular,
seguindo o padrao qualitativo proposto pelo ISO 10993-5 (2009). Fato este nao
observado no controle negativo a base de latex que demonstrou morte celular,
auséncia de projec¢des citoplasmaticas, ndo interacdo entre as células com aspecto

arredondado sem definicao de nucleo e citoplasma.
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Figura 13 Fotomicrografias dpticas do fundo da placa de cultivo das amostrass retiradas ap6s cultivo celular coradas
com azul de metileno. A)JHAP + FS 0,5 B) HAP + FS 2,5 C) Fibroina de seda pura e D)Controle negativo com
latex.Observar a elevada confluéncia celular da linha 3T3 presentes nos pogos dos biomateriais, bem como a

morfologia dos fibroblastos(A, B e C) com nucleo e citoplasma bem evidentes com intensa presenca de proje¢des

citoplasmaticas, em relagdo ao controle negativo de latex (D) com aspecto arredondado e sem definigdo de nucleo e

citoplasma.

4.3.2 Teste de Adesao Celular

A adesédo celular influencia varios fendmenos naturais, como: embriogénese,
manutengao estrutural dos tecidos, cicatrizagdo, resposta imune, metastase, e
interagdo célula/material. Para que novos biomateriais possam ser aplicados com
sucesso na engenharia de tecidos, ha a necessidade fundamental do estudo das
interacdes entre as células e estes materiais (Pertile, 2007). A adesao celular a um
biomaterial esta relacionada a dois fenbmenos diferentes: fase de anexacao e fase de

adesdo. A anexagao, que ocorre rapidamente, € o movimento da célula em dire¢éo ao
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biomaterial recém implantado, nesta ocorrem alguns eventos como ligagbes fisico-
quimicas, através de forgas idnicas e forgas de Van der Walls (Anselme, 2000). A fase
de adesdo ocorre posteriormente e envolve diversas moléculas bioldégicas como
proteinas de matriz extracelular, proteinas de membrana celular e do citoesqueleto,
que interagem conjuntamente pata induzir a transducao do sinal, promovendo a agao
de fatores de transcricdo e consequentemente regulando a expressdao génica
(Anselme, 2000; Chen et al., 2010).

Mesmo com uma superficie menos complexa e com pouca porosidade, esta
analise de adesao mostrou que os fibroblastos cultivados sobre as placas de fibroina
de seda pura (Figura 14A e B) aderiram diretamente a superficie do material, tal como
esperado para estas células, mostrando mais uma vez que o material nao é citotoxico,
apresentando interacado direta com as células cultivadas sobre a sua superficie, ndo
causando a morte das mesmas. A literatura demonstra que a fibroina apresenta
aminoacidos alcalinos que s&o conhecidos por serem receptores celulares e mediarem
importantes interagdes entre células de mamiferos e a matriz extracelular, facilitando a
adesao e crescimento celular (Fang et al., 2009). Este fato corrobora os achados do
estudo realizado ao se examinar as imagens obtidas por meio do MEV, onde € possivel
visualizar um grande numero de fibroblastos 3T3 aderidos a superficie da placa de
fibroina de seda pura.

Quanto a avaliacdo da adesao dos compdsitos HAP + FS 0,5 e HAP + FS 2,5
ambas apresentaram caracteristicas semelhantes, com presenca notavel de
fibroblastos aderidos por suas superficies complexas, se distribuindo com tendéncia a

formagdo de uma monocamada (Figuras 15A e B e 16A e B).
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Figura 14- Microscopia eletronica de varredura apds a adeséao de fibroblatos 3T3 em placa de Fibroina de Seda
Pura em aumento de 1000x(A) e de 2000x (B).Notar morfologia achatada , fibroblastos com numerosos

prolongamentos citoplasmaticos

Figura 15- Microscopia eletrénica de varredura apés a adeséo de fibroblastos 3T3 em composito HAP + FS 0,5 em

aumento de 1000x (A) e B)1500X. Notar adesao celular de fibroblasto e sua relagdo com um microporo presente no
biomaterial (Seta branca) bem como morfologia achatada , fibroblastos com numerosos prolongamentos
citoplasmaticos
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Figura 16- Microscopia eletronica de varredura apds a adesao de fibroblastos 3T3 em composito HAP + FS 2,5 em
aumento de 500x (A) e B)1000X. Notar morfologia achatada dos fibroblastos com numerosos prolongamentos
citoplasmaticos.

Considerando a aplicabilidade de bicompdsitos de fibroina de seda aplicada a
bioengenharia tecidual, podemos comparar em complemento aos resultados
observados neste estudo dados da literatura que reforgcam a possibilidade de utilizagao
clinica deste biomaterial em questao.

Unger et al. (2004) e Nogueira, (2009) realizaram testes de crescimento celular
in vitro em membranas de fibroina de seda utilizando fibroblastos, queratinécitos e
osteoblastos e verificaram que todas as células aderiram e se espalharam nos espacos
entre as fibras ou na superficie das membranas, fato este corroborado neste estudo
pelas Microscopias de Varredura apds o teste de adesao celular com fibroblasto 3T3.

Estudos in vitro tém relatado que os fibroblastos dérmicos se espalharam e
proliferaram em scaffolds de fibroina sem secrecéo de interleucinas pro-inflamatérias
(Chiarini 2003; Dal Pra, 2003). Dado semelhante observado ao encontrado neste
estudo quanto ao crescimento dos fibroblastos embora a origem dos fibroblastos
utilizados nos estudos tenha sido diferente, reforcando as caracteristicas
biocompativeis do composito estudado.

Filmes de fibroina (Sugihara, 2000) e esponjas de fibroina - alginato (Roh,
2006) tiveram seu beneficio relatado com melhoras na cicatrizagao de feridas in vivo
de defeitos cutaneos criados em ratos. Estudo estes que encorajam a utilizagdo do
composito estudado para fins terapéuticos uma vez que sua biocompatibilidade foi

comprovada com éxito.
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Fang et al., (2009) realizaram um estudo utilizando scaffolds de fibroina de seda
onde foram semeados tenddcitos de ratos de 5 dias de vida para crescimento e adesao
celular. A Fibroina de seda é rica em aminoacidos alcalinos conhecidos por serem
receptores celulares e mediarem importantes interagdes entre células com a matriz
extracelular, facilitando a adesao crescimento celular. Apds o preparo e incubagao dos
tendécitos nos scaffolds e avaliagdo foram implantados em defeitos causados em
tenddes de Aquiles de coelhos. Todos os animais foram operados cirurgicamente nos
dois tendbdes, recebendo o implante em um dos lados e outro sem tratamento,
constatando melhora clinica e regeneragao tecidual demonstrando que a fibroina de
seda configura uma excelente opcado para enxertos na regeneragao do tendao de

Aquiles no modelo animal utilizado.

4.4 Avaliacao Histolégica

Quanto aos resultados das avaliagdes histologicas, durante toda a avaliagéo foi
possivel aferir que o biomaterial se manteve em sua forma original para todas as datas
de coleta utilizadas neste estudo, conforme demonstrado na Figura 17. Os resultados
das avaliagbes histoldgicas foram semelhantes para os dois compdsitos HAP+FS 0,5,

HAP+FS 2,5 e para o polimero de FS pura.

Figura 17- Fotografia mostrando o0 momento da coleta da amostra para posterior andlise histolégica.Notar
integridade do biomaterial durante coleta com 120 dias (Seta preta)
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Nos grupos HAP+FS 0,5,2,5,e FS aos 15 dias, observou-se intensa proliferagcao
de células inflamatérias da linhagem monocitica ao redor dos trés biomateriais
implantados (Figura 18A, B e C). Além da presenca de quantidade intensa de células
inflamatdrias, é possivel observar a presenga de vasos sanguineos, com infiltragcao de
tecido conjuntivo indiferenciado ao redor do biomaterial. Foram observados escassos
pontos hemorragicos e o inicio de formagdo de capsula fibrosa e hiperémica
envolvendo o compdsito. A resposta inicial a implantagdo de um biomaterial é a
observacdo de um infiltrado inflamatério agudo neutrofilico, presente por até uma
semana. Apods esse periodo, ocorre a fase inflamatdria crénica (Anderson et al., 2008).
Essa resposta é caracterizada pela presenga de células da linhagem monocitica,
normalmente de curta duragdo e esta confinada no local do implante, caso haja
biocompatibilidade, como foi observado nos achados histolégicos deste tempo de

avaliagao.
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Figura 18- Micrografia dos tecidos coletados apds 15 dias de implantagdo dos compdsitos e fibroina de seda(*).
A)compésito HAP+FS 0,5; B) composito HAP+FS 2,5 e C) Fibroina de seda pura. Observar o infiltrado inflamatério
monocitico envolvendo o compdésito (setas vermelhas) e o inicio de formagédo de uma capsula fibrosa (Setas
pretas).Notar presenca do molde de fibroina de seda em C (*).
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Na avaliacdo dos 30 dias, notou-se que o infiltrado inflamatério monocitico
diminuiu em relagéo aos 15 dias, bem como o numero de vasos sanguineos, porém
ainda presentes. Houve organizagdo com tendéncia a formagéo de tecido fibroso ao
redor dos compasitos, sendo possivel observar inicio de organizagao da capsula. Nao
foram observadas células gigantes margeando os biomateriais. Tais caracteristicas
foram observadas nos cortes histolégicos referentes aos compdsitos HAP+FS 0,5
HAP+FS 2,5 e FS pura representados pelas Figuras 19A, B e C, respectivamente. Nao
foram visualizados pontos hemorragicos em nenhuma amostra, bem como sinais de
absorgao do biomaterial, se mantendo preservado até este recorte temporal. Durante o
processamento histolégico do material, provavelmente devido as caracteristicas
mecanicas da fibroina de seda pura nao foi possivel manté-la junto ao corte histolégico
devido ao desprendimento da mesma.

Os resultados apresentados nos dias 60 e 120 (conjunto de Figuras 20 e 21)
foram semelhantes em todos os cortes histologicos para os dois compdsitos e para a
fibroina da seda. Nao foi observada fragmentacdo do compdsito. Foi observada a
presenga de organizagao tecidual sugerindo a formagao de um tecido fibroso, com um
discreto infiltrado inflamatério com células da linhagem monocitica também presente,
ao redor dos dois compositos e da FS pura representando a interacdo do compdsito

com o tecido.
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Figura 19 - Micrografia dos tecidos coletados apds 30 dias de implantagdo dos compdsitos e da fibroina de seda.
A)compoésito HAP+FS 0,5; B) compdésito HAP+FS 2,5 e C) Fibroina de seda pura. Observar a presenga de tecido
conjuntivo frouxo associado a hiperemia peri capsular notadas em ambos os compositos A e B(Setas vermelhas)
acompanhadas de discreto infiltrado monocitico.Notar organizacéo de capsula fibrosa envolvendo os 2 compdsitos e
0 espagd ocupado (molde) da fibroina de seda em C(*).

36



Figura 20- Micrografia dos tecidos coletados apds 60 dias de implantagdo dos compdsitos e fibroina de seda(*).
A)composito HAP+FS 0,5; B) compdsito HAP+FS 2,5 e C) Fibroina de seda pura. Notar organizagédo de capsula
fibrosa envolvendo os dois compdsitos e a fibroina de seda(Setas pretas) e presenga discreta de tecido conjuntivo
frouxo com discreto infilirado monocitico(Setas vermelhas)
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Figura 21- Micrografia dos tecidos coletados apds 120 dias de implantagdo dos compdsitos.A)compdsito HAP+FS
0,5; B) compdésito HAP+FS 2,5. Notar a presenga do composito apés 120 dias (*).Presenga de capsula organizada

margeando o biomaterial (setas pretas) e presenga discreta de infiltrado monocitico(Setas vermelhas).

A formacao de capsula fibrosa esta relacionada a uma série de fatores como o
tamanho, forma e textura do implante, bem como suas propriedades quimicas ,
porosidade e local de implantagcdo sendo, portanto uma resposta esperada dentro das
caracteristicas do biomaterial (Li et al., 1999).Carlo et al.(2007), em um estudo de
biocompatibilidade para os biomateriais hidroxiapatita e biovidro, observaram a
presenga de tecido conjuntivo fibroso adjacente a hidroxiapatita bem como uma reagao
proliferativa e ndo exsudativa, resultados esses semelhantes aos achados histologicos
encontrados neste estudo durante a avaliacdo de 30 ,60 e 120 dias
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As fibras de seda tém sido utilizadas como suturas comercialmente disponiveis
desde o final do século 19 e provaram ser biomateriais eficazes. Evidéncia de reagdes
biolégicas adversas, no entanto, levantaram preocupag¢des sobre a biocompatibilidade.
A sericina, uma proteina semelhante a uma cola que mantém as fibras de fibroina em
conjunto, tem sido identificada como a fonte de reagdes imunogénicas (Panilaitis,
2003). Este achado corrobora a eficiencia no preparo dos compdsitos durante a
extracdo da sericina da seda fornecida durante a confecgao das placas do composito,
uma vez que o composito testado em vivo ndo apresentou reagdes bioldgicas adversas
indicando a auséncia desta proteina no compdésito testado.

Os estudos in vitro examinando a resposta de macrofagos para fibroina
concluiram que a seda na forma de filme (Santin, 1999) ou forma de fibra (Panilaitis,
2003) ndo desencadearam nenhuma ativagao significativa de macréfagos. No entanto,
em sua forma particulada houve ativagao dos macréfagos (Panilaitis, 2003), embora os
autores especulassem que o tamanho das particulas fosse o motivo de tal achado.
Neste estudo n&o foi possivel observar a presenca de células gigantes mesmo
apresentando material em tamanho particulado de 0,5cm/0,5¢cm.

Em estudo promovido por Meinel, et a.,2005 avaliando a resposta inflamatéria
in vivo de filmes de fibroina de seda em comparacdo a outros biomateriais como o
colageno, implantando os mesmos em tecido muscular de ratos observou uma
resposta inflamatoria branda sem sintomatologia clinica da presenga da fibroina de
seda no tecido, em comparagao ao colageno, com presenga de encapsulamento
fibroso organizado e ausencia de células gigantes. Também notou em seu estudo que
os filmes de fibroina de seda ndo apresentaram degradacgédo no final de 42 dias de
avaliagdo. Estes dados se assemelham aos achados histologicos encontrados neste
estudo tanto pelas caracteristicas histologicas e clinicas quanto pela integridade do
biomaterial ao longo da avaliacdo durante os 120 dias, embora nenhum animal deste
trabalho apresentou sinais clinicos de inflamacdo apds sua implantagao,
possivelmente devido ao bom processamento de extracdo da sericina durante o o
processo de fabricacdo do biomaterial.

Visando comparar a resposta tecidual dos 3 biomateriais, as espessuras das

capsulas fibrosas organizadas ao redor dos biomateriais foram mensuradas e
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comparadas na busca por diferengcas entre si durante os periodos , conforme

demonstrado pela analise de regressao linear (Figura 22).
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Figura 22 Representagéo grafica da espessura da capsula fibrosa em fungao dos dias de coleta dos compositos:
HAP+FS 0,5 ; HAP+FS 2,5 e FS Pura.

A capsula fibrosa produzida ao redor do biomaterial apresentou a mesma
espessura para os diferentes materiais, independentemente do momento de coleta
(p=0,174) e nao variou ao longo do tempo, independentemente do biomaterial, ou seja,
em todos os grupos manteve-se, até a ultima analise, aos 120 dias, com espessura
semelhante a observada ja na primeira coleta, aos 30 dias (p=0,015). Entretanto, a
capsula produzida ao redor da fibroina de seda ao longo do tempo mostrou uma

relagao quadratica (p=0,0376), de acordo com a equagao a seguir:

y =0,0157x% - 2,1876x + 162,7042

Em que Y corresponde a espessura da capsula em ym e X o tempo em dias.
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A capsula fibrosa formada em torno da hidroxiapatita associada a 0,5% de
fibroina de seda ndo apresentou relacao linear (p=0,9124) ou quadratica (p=0,5720)
com o tempo. Porém, o biomaterial que continha 2,5% de fibroina de seda apresentou
um comportamento linear, em que a espessura da capsula diminuiu ao longo do tempo

(p=0,0454), conforme a equacgéao a seguir:

y =-0,4936x + 115,7820

em que Y corresponde a espessura da capsula em uym e X o tempo em dias.

A partir do exposto disso avaliar com cautela os resultados, possivelmente
devido a respostas individuais dos animais de cada grupo, uma vez que o tamanho da
capsula fibrosa teve variagdo ao longo do tempo para o compésito HAP + FS 0,5 e FS
pura, fato este que nao desqualifica o material com nao biocompativel, sendo
necessario, portanto uma avaliagao histolégica com tempo maior .

Para o biomaterial HAP + FS 2,5 houve correlagdo entre o tempo percorrido
entre as coletas com uma diminuicdo progressiva da espessura da capsula fibrosa,
sinal esse que pode ser interpretado como uma tendéncia a organizagao tecidual ao
redor do biomaterial caracteristica essa desejavel, indicando biocompatibilidade com

menor reagao tecidual ao longo do tempo.

5. CONCLUSAO

Os compésitos HAP + FS 0,5 ,HAP + FS 2,5 apresentaram elevada
cristalinidade, sendo identificadas as fases correspondentes a hidroxiapatita e fibroina
da seda. Apresentaram também superficie complexa e porosa com granulos de
hidroxiapatita na superficie avaliada. Demonstraram biocompatibilidade in vivo
incitando respostas toleraveis do organismo e ndo foram observados sinais de

biodegradabilidade até os 120 dias de avaliagao.
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Os biomateriais avaliados apresentaram comportamento adequado in vitro,
quando em contato as células, como pode ser observado pela auséncia de
citotoxicidade, além da adesado e proliferacdo celular na superficie e em torno das
placas de hidroxiapatita e fibroina de seda. Os resultados indicam que o biomaterial
apresentou caracteristicas condizentes para aplicagdo como suporte para o

crescimento celular na regeneracéo tecidual.
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