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Resumo



Barud HGO. Caracterizagdo e avaliacdo da citocompatibilidade de nanocompositos baseados em
celulose bacteriana e fibroina para aplicagdo em regeneragado tecidual [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia UNESP; 2014.

RESUMO

A engenharia de tecidos tem como perspectiva desenvolver opgdes terapéuticas para quadros
clinicos com progndstico limitado, objetivando substituir ou regenerar os tecidos lesados por
meio do uso de biomateriais. A metodologia baseia-se no cultivo de células sobre uma matriz ou
scaffold que deve ser otimizado para minimizar o risco de infec¢des e permitir a liberagdo das
moléculas bioativas no local pretendido. As propriedades dos diversos biomateriais sao
essenciais para o sucesso da metodologia e estes podem ser manipulados de forma a mimetizar a
arquitetura da matriz nativa. Assim, nos propomos a desenvolver um novo biocomposito baseado
em celulose bacteriana (CB)/ fibroina (FB) visando aplicacdes em regeneracdo tecidual na
odontologia, em 3 concentragdes diferentes (CB/FB25%, CB/FB50% e CB/FB75%). Estes foram
caracterizados por andlise termogravimétrica, Espectroscopia Vibracional na Regido do
Infravermelho (FT-IR), Difracdo de Raios-X, e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
demonstrando boa estabilidade fisico-quimica, inclusive resiténcia a degradacao térmica em altas
temperaturas. A investigacdo da citocompatibilidade foi conduzida por meio de testes in vitro
apenas com as amostras de CB/FB50%. Os testes aplicados foram MTT, azul de tripano, adesao
e proliferacdo celular. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Graph
Prism 5.0. Os resultados demonstraram que o material desenvolvido é biocompativel e ndo
citotoxico. As imagens de MEV revelaram um nimero muito maior de células aderidas a
superficie dos scaffolds de CB/FB quando comparado ao de CB pura. Com base nos dados
obtidos ¢ possivel sugerir que o nanocompdsito baseados em CB/FB50% configura uma

excelente alternativa como scaffold para a reparagao de tecidos.

Palavras chave: Materiais biocompativeis; Fibroinas; Regeneragao tecidual guiada; Engenharia

Tecidual; Tecidos Suporte.
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Barud HGO. Characterization and cytocompatibility evaluation of Cellulose and Fibroin based
nanocomposites for tissue regeneration applications [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

ABSTRACT

Tissue engineering has the purpose of developping therapeutic options especially designed to be
used on limited clinical conditions, aiming to replace or regenerate damaged tissues applying
biomaterials for that. The method is based on the cultivation of cells on a matrix or scaffold that
should be optimized to offer minimum risk of infections and allow the release of bioactive
molecules at the desired location. The success of the methodology depends on Biomaterials’
properties that can be manipulated to mimic the three-dimensional architecture of native tissues
extracellular matrix. Thus, we purpose to prepare a new nanocomposite based on bacterial
cellulose (BC) / fibroin (SF) aiming at applications in the process of tissue regeneration in
dentistry. Three different material’s compositions were prepared (BC/SF 25 % BC/SF 50 % and
BC/SF 75 %) and all of them were characterized by thermogravimetric analysis, Vibrational
Spectroscopy in the Infrared Region (FT-IR), X-ray diffraction, and Scanning Electron
Microscopy (SEM). The material showed good physical and chemical stability including
resistance to thermal degradation at high temperatures. The investigation of the cytocompatibility
was realized just using the samples BC/SF 50 % and the in vitro tests conducted were MTT,
Trypan Blue, cell adhesion and proliferation assays. The statistical analysis was done applying
the software Graph Pad Prism 5.0. The results showed that the developed nanocomposite is
biocompatible and non-cytotoxic. SEM images revealed a greater number of cells attached to the
scaffold CB / FB surface when compared to pure CB scaffolds. Based on the data obtained, it is
possible to suggest that the nanocomposite based on CB/FB50% configures an excellent

alternative as a scaffold for tissue repair.

Keywords: Biocompatible materials; fibroins; Guided tissue regeneration; Tissue Engineering;

Tissue scaffolds.
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1 INTRODUCAO
1.1 Engenharia tecidual e biomateriais
A variedade de tipos de feridas, com suas fases e modos diversos de cicatrizagao,
levou a evolugao de diferentes curativos. A literatura descreve que na pré-historia varios agentes
como extratos de plantas, agua, neve, gelo, frutas e lama eram aplicados sobre as feridas. Na
Mesopotamia, elas eram lavadas com agua ou leite, e o curativo era realizado com mel ou resina,
sendo que a 13 de carneiro, as folhas e cascas de arvores cobriam as lesdes (Wieman®’, 1998).
Muitas tentativas de cicatrizacdo foram relatadas na India, China e culturas arabes, onde
curativos eram cuidadosamente prescritos e realizados através de transplante de partes do corpo,

como a pele.

O processo de reparagdo tecidual compreende dois mecanismos: a regeneragdo € a
cicatrizag¢do. A regeneragdo ocorre por meio da reposicao tecidual “original”. Por outro lado, a
cicatrizagdo abrange uma série de estdgios complexos, interdependentes e simultineos, e
representa o esfor¢o do corpo para restaurar a fungdo e a estrutura natural de um tecido injuriado
(Santos*’, 2000).

A literatura relata que substitutos de pele utilizando células cultivadas sobre matrizes
podem proporcionar grande avango no tratamento clinico e/ou cirtrgico das feridas (Chiu et al.”,
2011; Shevchenko et al.*®, 2010).

A engenharia de tecidos tem como perspectiva o desenvolvimento de potenciais
opgoes terapé€uticas para quadros clinicos com prognoéstico limitado, objetivando substituir ou
regenerar estrutural e funcionalmente os tecidos lesados por meio do uso de biomateriais. A
metodologia baseia-se no cultivo de células sobre uma matriz ou scaffold, na presenca de fatores
de crescimento e as caracteristicas dos scaffolds devem ser otimizadas a fim de minimizarem o

risco de uma resposta imunitiria, permitindo liberacdo das moléculas bioativas de forma

sustentada e no local pretendido (Cai, Xu16, 2011; Shi et al.87, 2010).
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Em termos de aplicabilidade, diversos tecidos como nervoso, 6sseo, cartilagenoso,

cutdneo, cardiaco tém sido regenerados por meio da engenharia de tecidos (Shi et al.*’, 2010;
Chiu et al.??, 2011; Chen et al.”, 2010). Contudo, um dos desafios existentes permeia o aumento

das opgoes terapéuticas validas, ampliando as areas clinicas de interesse.

As propriedades fisico quimicas, mecanicas e bioldgicas dos diversos biomateriais
sdo essenciais para o sucesso da metodologia (Armentano et al. *, 2010; Ma ®°, 2008). Assim, os
nanomateriais podem ser manipulados de forma a reproduzirem a arquitetura tridimensional da
matriz nativa, respeitando sua complexidade e funcionalidade e promovendo a adesao,
proliferagao e diferenciacao celular (Shi et al.87, 2010; Ma 66, 2008; Biondi et al.lz, 2008).

Conforme sua natureza quimica, um biomaterial pode ser classificado em duas
grandes categorias: os naturais, que incluem o colageno, a seda, a queratina, a elastina,
polissacarideos e tecidos como o pericardio bovino, e os sintéticos, que incluem as ceramicas, os
polimeros sintéticos, metais e ligas metdlicas e os compositos. Os naturais, além de
biocompativeis, participam no controle da estrutura do tecido e na regulacdo do fenotipo celular

(Chiu et al.”*, 2011; Armentano et al. >, 2010; Cunha et al.>>, 2011).

Materiais como o colageno, categorizado como um polimero natural, apresenta-se
como o principal composto organico do tecido 6sseo, € vem sendo amplamente usado como
material na fabricacdo de biomateriais. Contudo, sua utilizacdo apresenta algumas desvantagens,
como alto custo, dificuldade de controlar contaminacdes e encontrar materiais padronizados a
partir das fontes comerciais, tornando dificil o controle do processo (Kong et al.”®, 2004).

Ao se utilizar os biomateriais para estimular a reparacdo, o controle da
biodegradabilidade ¢ de extrema importancia, ja que o material ndo deve deteriorar antes da
recuperacdo da regido onde foi implantado, mas deve ser substituido gradativamente a medida

que o processo ocorre (Cunha et al.>, 2011).
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Atualmente, polimeros naturais como a celulose bacteriana e a fibroina da seda tém

sido aplicados no processo de reparacao tecidual, tanto na forma pura quanto nas diversas
modifica¢des e compositos que estes polimeros podem originar, levando também a uma grande
diversidade de técnicas de tratamento, desde o recobrimento de feridas quanto a aplicagdes na
engenharia tecidual, como matrizes de scaffolds. Assim, vale a pena ressaltar as principais
propriedades inerentes a estes biomateriais objetivando suas aplicagcdes no processo de reparo

tecidual na odontologia.
1.2 Celulose Bacteriana (CB) ou biocelulose

A CB ou biocelulose apesar de possuir uma estrutura quimica semelhante a da
celulose proveniente das plantas, difere-se dela por ser obtida por meio da bactéria Acetobacter
xylinum (Glucanoacetobacter xylinus). Este microorganismo gram-negativo tem a habilidade de
sintetizar celulose abundantemente, em um meio de cultura que apresente fontes de carbono e
nitrogénio (Klemm et al.>, 2005; Barud et al.’, 201 1). Como resultado, a bactéria excreta em
torno de 50-80 microfibrilas de celulose de 3,0 — 3,5 um de espessura, que se agregam formando

fitas. O aspecto final assemelha-se a uma membrana gelatinosa.

A biocelulose ¢ considerada pura quimicamente, ou seja, livre de lignina e
hemicelulose, cujas fibras se organizam em um arranjo estrutural tridimensional, o qual gera um
. . A A 55
sistema altamente cristalino (60-80%) com excelente resisténcia mecanica (Klemm et al.™,

2005). Essa morfologia nanométrica confere a CB grande area superficial, alta capacidade de

absor¢ao e retengdo de agua, boa elasticidade, além de ser facilmente moldavel.

. . A . o1, . . 24
Dentre as propriedades fisicas, mecanicas e biologicas da CB, Czaja et al.”"(2007)
descrevem que esta promove uma barreira fisica contra infec¢des bacterianas, facilmente

esterilizadvel, ndo alergénica, possui baixo custo e simplicidade de manipulacdo. Além disso, os
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mesmos autores relatam que seu uso pode diminuir significativamente a dor durante

determinados tratamentos, pois a celulose ndo ¢ toxica, € biocompativel.

Em relacdo a biocompatibilidade, a literatura relata diversos estudos in vivo
utilizando a celulose bacteriana, desde a substituicdo da parede abdominal (Falcio et al.**",

2008) e implantes no dorso de ratos (Helenius et al. *%, 2006), no tratamento de Glceras cronicas

(Alvarez et al.?2004) ¢ stents vasculares (Klemm et al.>, 2005)

Em continuidade sobre as diversas aplicagdes da celulose bacteriana, pesquisadores
tém desenvolvido uma classe de novos nanocompdsitos multifuncionais baseados em celulose
bacteriana (Barud®, 2010). Os novos materiais podem ser utilizados como biocurativos
antimicrobianos, substratos flexiveis para aplicacdes, além de sensores foto-eletrocromicos

(Barud et al.>'" | 2007, 2008, 2010, 2011, 2012; Saska et al.*', 2011; De Salvi et al.*>, 2012).

1.3 Fibroina

Proteinas naturais da seda tém sido muito usadas no campo médico como material de
sutura ha séculos (Unger et al.”%, 2004). A fibroina da seda pode ser facilmente manipulada em
diferentes formas, por exemplo, em redes, hidrog€is, filmes e scaffolds 3D (Kasoju, Bora47’49,

2012; Kundu et al.”’, 2013). Por sua grande versatilidade, esta proteina pode ser concebida para

se adaptar as propriedades especificas exigidas pelo tecido a ser regenerado (Jones et al.*®, 2009).

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’dgua, controle de
biodegradabilidade e minima reagdo inflamatoria (Ge et al**, 2012). Outras propriedades
importantes, como resisténcia mecanica, flexibilidade possibilitaram sua utilizacdo como

substratos para cultura celular, imobilizagdo enzimatica, lentes de contato com alta
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permeabilidade ao oxigénio, agentes de liberagdo de drogas e protecio de feridas (Meinel et al.*’,

2006; Badami et al.*, 2006; Kundu et al.’®, 2013).

Além disso, a fibroina de seda vem se destacando por possibilitar a deposi¢do de
hidroxiapatita ou apatita durante testes de calcificacao in vitro em solu¢des que simulam o fluido

corporeo (Kong et al.”®, 2004; Nogueira et al.”’, 2009).

Assim, a fibroina pura ou associada a outros materias ainda atua na regeneracao de
tecidos vascular, nervoso, epitelial, dsseo, cartilaginoso, de tenddes e ligamentos, cardiaco,

oftalmico, hepatico, medula espinhal, traquéia e timpano (Kundu et al.”’, 2013)

No ramo de cosméticos, fornecedores garantem que quando em contato com a pele,
as proteinas da seda recuperam a hidrata¢do e a textura suavizando rugas. A seda ainda possui
propriedades como efeito antibacteriano e de protecdo da pele contra radiagdo ultravioleta e
eletricidade estatica (Li et al.*, 201 1) e excelente elasticidade (Altman et al.', 2003; Kim et al. >>,

2011).

Apesar de demonstrar tais propriedades e um alto potencial de aplicagdo médica ou
mesmo cosmeética, a fibroina de seda ainda ¢ pouco explorada no Brasil, mesmo o pais ocupando
a terceira posi¢ao no ranking da producdo mundial. Deste modo, fazem-se necessarias novas
pesquisas focadas neste biomaterial, pois além de o uso de fibroina da seda em aplicagdes
biomédicas ser economicamente vantajoso, ¢ um recurso natural, renovavel, disponivel em
abundancia no pais ¢ com custo relativamente baixo: aproximadamente R$ 6,00/kg de casulos

(Sabbag et al.”®, 2013).

De acordo com o exposto, ambos biomateriais anteriormente descritos (CB e FB)
possuem excelentes propriedades e sao largamente empregados, de maneira individual, em areas

biomédicas.
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O nanocompdsito desenvolvido neste estudo visou compensar as limitacdes da CB e

da Fibroina, um em relacdo ao outro, uma vez que a celulose contribuiria aumentando a
resisténcia mecanica ao material e a fibroina agregando as propriedades biodegradabilidade,
efeito antimicrobiano e de porosidade, influenciando positivamente na adesdo e crescimento
celular junto ao scaffold, a fim de desenvolver um biomatarial de base para aplicagdes na
cavidade oral, em tecido gengival, mucoso, pulpar e 6sseo. O biomaterial também poderia atuar
como um veiculo para liberagao lenta de farmacos para controle da halitose, da carie dental ou

doenca periodontal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A literatura apresenta-se muito vasta sobre a aplicagao da Celulose Bacteriana e da
Fibroina, como também das técnicas derivadas das modifica¢des relacionadas aos mesmos para
restaurar a funcao e a estrutura natural de um tecido injuriado. Assim, alguns estudos referentes

aos ultimos anos foram levantados.

2.1 Celulose Bacteriana (CB)

Os primeiros relatos que descrevem a Celulose Bacteriana (CB), na literatura,
remetem a Brown'> (1886) e Fontana et al. >* (1990) foi o pioneiro em descrever o emprego da
celulose bacteriana em substitui¢do a pele em queimados. Desde entdo, o uso da CB como
biocurativo apresenta-se vantajoso e tem sido aprimorado gradativamente, tanto na forma pura
quanto modificada resultanto em diferentes compositos para aplicacdes médicas diversas € mais
atulamente no campo da engenharia tecidual.

176

Portal et al.”’(2009) realizaram um estudo empregando curativos a base de CB

comercializados como Dermafill™

(AMD/Ritmed, Tonawanda, NY) na reparacdo tecidual de
ulceras cronicas de dificil cicatrizagdo. Os resultados obtidos demonstraram uma redugdo
claramente satisfatoria de 79 dias, em média, para se atingir 75% de regeneracdo da ferida
quando comparado ao grupo que recebeu o curativo de rotina.

Wippermann et al. * 2009, realizaram um estudo implantando stents vasculares de
CB, produzidos por meio de técnicas de engenharia tecidual, na substituicdo de fragmentos da
artéria cardtida em 8 porcos. Os resultados indicam que ocorreu um rapido recobrimento de
células endoteliais ¢ a CB permitu uma deposi¢do de trés camadas destas nas paredes dos

fragmentos. Concluiram que os stents permaneceram estaveis e que o material ¢ promissor para a

cirurgia cardiovascular.
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Outros autores aplicaram a CB na regeneragdo de tecidos obtendo excelentes
resultados de cicatrizag¢do e reparo em tecido 6sseo e conjuntivo, usando uma associagdo de CB
¢ hidroxiapatita (Grande et al. *®, 2009).

Em um estudo in vitro, Cai, Kim '7(2010), avaliaram a biocompatibilidade tecidual
de scaffolds de CB e CB/ PEG (polietilenoglicol) utilizando fibroblastos 3T3 em testes
preliminares de adesao celular. Apo6s 48 h de incubacdo, os autores observaram que os scaffolds
de CB/PEG apresentaram uma maior adesdo e proliferacao celular que a CB pura, sugerindo que
o material pode ser usado no tratamento de feridas e na engenharia tecidual.

Scaffolds microporosos de CB previamente semeados com células tronco uroteliais
foram implantados em camundongos por Bodin et al. " (2010). Os resultados do estudo in vivo
mostraram que o scaffold foi capaz de permitir o crescimento ¢ a diferenciagdo das células
tronco em células uroteliais e musculares.

. . 2
Em um estudo in vivo, De Souza et al. 6

(2010) realizaram implantes de CB para
medializagdo da laringe em 32 coelhos. Todos receberam implantes em uma das pregas vocais e
na outra agua destilada como controle. Os animais foram acompanhados por 4 meses de estudo,
e os resultados apontaram uma diferenca significante nos tecidos circundantes ao material
implantado, demonstrando indicios de angigénese e proliferacdo do tecido conjuntivo. A CB
manteve-se estavel durante todo o periodo em que o animal foi acompanhado sem apresentar
qualquer reacao de corpo estranho.

Pertile et al. "%(2010) aumentaram a concetragdo dos grupos funcionais da superficie
da CB modificando-a com plasma. Deste modo, estudos de adesdo e proliferagdo foram
conduzidos semeando células endotelias humanas (HMEC-1) e neuroblastos de ratos (N1E-115).

Os resultados demonstraram um aumento significativo na proliferagdo das células utilizadas,

demonstrando grande potencial de aplicagdo do material em engenharia de tecidos.
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Wei et al. >

(2011) prepararam filmes de CB com um agente antimicrobiano (cloreto
de benzalconio) objetivando criar um sistema de liberacdo controlada para ser aplicado
futuramente no tratamento de feridas agudas. Apos testes antimicrobianos realizados in vitro,
concluiram que o filme foi capaz de reduzir o crescimento de bactérias gram positivas
demonstrando o potencial e a performance do material produzido.

Chiaoprakobkij et al. *' (2011) desenvolveram um compésito baseado em Celulose
Bacteriana /Alginato para ser aplicado como curativo temporario de feridas cirurgicas da mucosa
oral. O material foi concebido com um design diferenciado: a camada externa apresenta-se mais
densa para evitar as contaminagdes bacterianas e desidratacdo da ferida enquanto que a camada

mais interna € porosa e destinada a drenar o exudato. Testes preliminares de biocompatibilidade

in vitro demonstraram que o material apresentou um bom desempenho permitindo a proliferagao

de queratindcitos e fibroblastos gengivais.

. . 1
Em um estudo in vivo, Saska et al. ®

(2011) demonstraram o potencial de regeneracao
de membranas de CB e Hidroxiapatita (HA) aplicadas em defeitos 6sseos criados em tibias de
ratos. Ap6és 1 semana, ndo havia sinal de inflamacdo e apds 4 semanas, o defeito foi
completamente preenchido. Deste modo, os autores concluiram que o uso das membranas
acelerou a formagao dssea.

Pertile et al.”” (2012) demonstraram que scaffods de CB modificados por proteinas
recombinantes IKVAV-CBM3 permitiram e melhoraram significativamente a adesdo,
crescimento e proliferacao de linhagens de células mesenquimais e neuronais.

De maneira semelhante, Saska et al.®

(2012) também modificaram a CB com
peptideos moduladores de fatores de crescimento 6sseo (OGP) com o objetivo de avaliar a

mutagenicidade e genotoxicidade e determinar o poder 6steoindutor em em estagios preliminares

de calcifica¢des. Concluiram que a CB nao apresenta estes efeitos citotoxicos indesejaveis e os
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peptideos adicionados favorecendo a mineralizag¢do, indicando que o material ¢ seguro para
aplicagdes biomédicas na engenharia tecidual.

Em um artigo de revisdo, Fu et al. **> (2012) ressalta as principais propriedades e as
varias aplicagdes biomédicas relacionadas a materiais baseados em CB, como: substituicao de
pele, vasos sanguineos, cornea, uretra, cartilagem, menisco artificiais, valvulas cardiacas e
também como dispositivos de liberagdo controlada de medicamentos, proteinas e hormdnios. Os
mesmos autores relatam que pesquisas relacionadas a CB e suas aplicagdes como substitutos de
pele continuardo a representar grande importancia no futuro.

Kim et al.>*

(2013) conduziram um estudo empregando scaffolds nanofibrilares
sintetizando a CB pura para aplicagdes no tratamento de perfuragdes de membranas timpanicas.
Os ensaios in vitro indicaram viabilidade, adesdao e proliferagdo celular e, in vivo, o material
promoveu uma melhor recuperagdo da ferida, demonstrando ser um dispositivo aplicavel na
regeneragdo de perfuracdes timpanicas.

Lin et al. ®(2013) prepararam membranas de CB ¢ Chitosana (CH) para o
recobrimento de feridas. Apos realizarem toda a caraterizagdo fisico-quimica, e testes in vitro de
validacdo do material como avaliacao da citotoxicidade por MTT e também agao antimicrobiana,
concluiram que o material permitiu a adesdo e proliferacdo de fibroblastos L929 e, quanto ao
efeito antimicrobiano, a adi¢do de chitosana reduziu significativamente a contaminagdo para
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo seguro para as aplicagdes sugeridas. Estes
resultados permitiram aos autores a conducao de um estudo in vivo, utilizando as membranas no
recobrimento de feridas causadas no dorso de 18 ratos machos para avaliar o potencial
regenerativo do material. Apos 8 dias de tratamento, as feridas demonstraram completa
epitelizacdo. Histologicamente, observou-se deposi¢do organizada de fibras coldgenas e uma fina

camada de epitélio maduro. Ambos materiais apresentaram excelentes resultados quanto ao

reparo tecidual, permitindo a formacdo de uma pele saudével e normal. Contudo, as membranas
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de CB/CH apresentaram um melhor desempenho macroscopico na redugdo da ferida e,
histologicamente foi possivel observar glandulas sebacias e a formacdo de novos foliculos
pilosos.

Recentemente, Shah et al. * (2013) e Hu et al. *' (2014) pulicaram um artigo de
revisdo de literatura abordando conceitos atualizados sobre os métodos de produgdo e sintese da
CB, as técnicas e as diversas modificagdes deste material bem como suas aplicagdes na
bioengenharia, visando aumentar o interesse da comunidade cientifica em desenvolver novas
idéias e dispositivos neste campo.

E por fim, Zang et al. '®

(2014) objetivaram explorar o potencial da CB na
engenharia tecidual, semeando células tronco derivadas do tecido adiposo sobre matrizes de CB,
produzindo scaffolds. Estes foram avaliados quanto a diferenciacdo osteogénica por meio de Von
Kossa, Alizarin vermelho, Fosfatase alcalina (ALP) e PCR. Apos esta confirmagdo do potencial
osteogénico, os scaffodls foram implantados em defeitos 0sseos criados em ulnas de coelhos. Os

autores concluiram que os scaffolds produzidos apresentam excelente habilidade de reparo em

defeitos Osseos constituindo uma importante ferramente para a engenharia tecidual.

2.2 Fibroina (FB)

O uso da seda nas areas biomédicas iniciou em meados dos anos 30, segundo
Omenetto, Kaplan 2(2010). Contudo a seda empregada ainda apresentava problemas com a
biocompatibilidade (Altman et al.', 2003) por causa do processamento do material que
necessitava ser purificado. Desde entdo, os conhecimentos sobre a estrutura e sintese da FB
levaram a descoberta de suas propriedades e até composi¢do através do sequenciamento
gendmico de suas proteinas (Zhou et al. '°, 2000).

A partir deste ponto, as pesquisas evoluiram de tal maneira que a FB além de ser

aplicada diretamente em curativos para regeneracdo de feridas ela tem sido aplicada na
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fabricacdo de matrizes funcionais para a concepc¢ao de scaffolds na engenharia de tecidos.
Semelhantemente a CB, a literatura ¢ muito ampla sobre a manipulacdo, modificagdes,
propiredades e aplicacdes deste polimero natural.

Desta forma, Yang, Zang '*'

(2008) prepararam membranas de FB e sobre estas
foram cultivadas células epiteliais da cornea de coelhos para a fabricagdo de scaffolds. Apos
observado crescimento celular testes de citotoxicidade por meio de MTT foram realizados para
seguramente aplicar os ensaios in vivo. Estes foram conduzidos implantado-se scaffolds no
estroma de coelhos. Observou-se que ap6s 8 semanas havia o crescimento de novos vasos e, apos
12 semanas, o material estava parcialmente degradado, demonstrando a boa biocompatibilidade
do material caracterizando-o como uma opg¢ao bem sucedida para a engenharia de tecidos.

Unger et al.”” (2004) e Nogueira’' (2009) realizaram testes de crescimento celular in
vitro em membranas de fibroina de seda utilizando fibroblastos, queratindcitos ou osteoblastos e

verificaram que todas as células aderiram e se espalharam nos espagos entre as fibras ou na

superficie das membranas.

Fang et al. 31(2009) realizaram um estudo contruindo scaffolds de FB onde foram
semeados tenddcitos de ratos de 5 dias de vida para crescimento e adesdo celular. A FB € rica em
aminodcidos alcalinos Arg—Gly—Asp (RGD) que sdo conhecidos por serem receptores celulares
e mediarem importantes interagdes entre células de maméferos e matrix extra-celular (MEC),
facilitando a adesdo crescimento celular. Apds o preparo e incubag¢do dos tendocitos nos
scaffolds e avaliagdo da viabilidade por MTT, estes foram implantados em defeitos causados em
tendoes de Aquiles de 26 coelhos brancos. Todos os animais foram operados cirurgicamente nos
dois tenddes, recebendo o implante em um dos lados e o outro permaneceu sem tratamento. Os
pesquisadores observaram que apos 2 semanas os animais ja estavam saltando normalmente e,
apos 16 semanas o tenddo havia sido regenerado completamente, sendo dificil distinguir a area

de reparo. Histologicamente, feixes de fibras coldgenas estavam bem alinhados e demonstraram
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uniformidade. Os autores concluiram que a FB configura uma excelente op¢ao para enxertos na
regeneragdo do tendao de Aquiles no modelo animal utilizado.

Jones et al. *¢

(2009) realizaram um estudo comparando o desempenho de 4 diferentes
materiais como matrix para scaffolds: um de FB estabilizado com metanol, outro também de FB
estabilizado em vapor, o terceiro de chitosana e o quarto de acido polilatico (PLLA). Estes foram
colocados em culturas de céllulas osteoclasticas e osteoblasticas isoladamente e também em uma
cultura que continha ambas as células em proporgdes pré-determinadas. Os resultados
demonstraram que o PLLA suportou o a adesdo e proliferagao apenas dos osteoblastos. Por outro
lado, os outros materias testados atuaram na diferenciacdo, adesdo, crescimento e proliferacao
celular em todas as culturas testadas.

Pesquisadores do Instituto biomédico de Taiwan (Yang et al. '*®

) realizaram um
estudo em 2009, fabricando matrizes de FB hibridas com chitosana (CH) e acido hialurénico
(HA) para permitir o crescimento e diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas
provenientes da medula 6ssea (MSCs), no intuito de utilizar estes scaffolds na reconstrugao do
miocardio necrosado por infarto. Apds a caracterizacdo da superficie dos materias por FTIR,
analise da viabilidade por MTT, citometria de fluxo, PCR em tempo real e imunofluorescéncia,
os autores concluiram que os scaffolds produzidos induziram a diferenciagdo das MSCs em
células cardiacas que aderiram e proliferaram, constituindo uma excelente op¢do para
regeneragdo de tecidos cardiacos.

Enomoto et al. 28

(2010) realizaram um estudo para avaliar o potencial da FB em
gerar pequenas proteses para serem aplicadas na cirurgia vascular, pois os enxertos de vasos
provenientes de material sintético com didmetro inferior a Smm estdo associados a uma alta
incidéncia de trombose vascular. Deste modo, scaffolds de trés camadas de FB, de diametro de

1,5 mm e comprimento de 10 mm foram inseridos em uma regido segmentada da aorta

abdominal de ratos. Como controle negativo, os animais receberam scaffolds baseados em
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politetrafluoretileno (PTFE) fabricados nos mesmos padrdes dos de fibroina. Para acompanhar a
a regeneracdo tecidual, foram implantadas células dsseas indiferenciadas nos animais com
marcadores especificos. Apés um més de acompanhamento, os scaffolds de FB demonstraram
uma permeabilidade para a migra¢do celular significantemente maior ( 85,1% ) quando
comparados aos scaffolds de PTFE (30%). Através dos marcadores, os testes revelaram que as
células migraram para as camadas mais internas e médias dos scaffolds, além do aumento da
deposicao de colageno e absor¢do da FB. Ou seja, em todos os aspectos avaliados no estudo a FB
apresentou-se superior, degradando lentamente a medida em que ocorreu a regeneracao do tecido
vascular. Além disso, as proteinas naturais presentes na FB conferem ao material uma superficie
antitrombotica.

De forma semelhante, Marelli et al. ®*(2010) confeccionaram scaffols de FB por meio
de eletrospinning para serem também aplicados em enxertos vasculares de pequenos diametros.
Além da biocompatibilidade e outras propriedades ja conhecidas da FB em relagdo ao
crescimento ¢ adesdo celular, testes especificos revelaram que este scaffold apresentou uma
excelente resisténcia mecanica, suportando os impactos simulados a valores de pressdo arterial
superiores a 180-220 mm Hg.

Unger et al.”’(2010) realizaram um estudo para avaliar histologica e
imunohistoquimicamente scaffolds confeccionados com matrix de FB, semeados com células
endoteliais microcapilares humanas (HDMEC) e células osteoblasticas primdrias (HOS),
mantidos em cultura para uma pré-vascularizagdo, sendo implantados em 8 camundongos. Os
resultados demonstraram que o material apresentou uma Otima interagdo com os tecidos
circundantes, rapidamente o scaffold foi vascularizado e que pode ser aplicado, futuramente no

tratamento de defeitos 0sseos extensos.
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Outro estudo aplicando a fibroina na concepcdo de scaffolds para regeneracdo de
tecidos bem especificos foi conduzido em 2010 com o objetivo de estimular a regeneragdo da
membrana timpanica (Levin et al. 62.2010).

Em 2010, Kim et al. >* conduziram um estudo in vivo para comparar o desempenho
de membranas de celulose versus membranas de FB na regeneragdo de membranas timpanicas
perfuradas cirirgicamente por meio de otomicroscopia. Foram empregados 50 ratos todos foram
perfurados bilateralmente, 10 receberam nenhum tratamento e os outros 40 animais receberam a
celulose em um lado e as membranas de FB no outro lado. Os animais foram analisados todos os
dias, por 14 dias, por meio de otomicroscopia para veirificagdo do aspecto macroscopico e
também ao completar um més, antes de serem sacrificados para possibilitar as analises
histologicas. Deste modo, os autores concluiram que os achados evidenciaram que a FB acelerou
e auxiliou o encolhimento e reparo das lesdes causadas nos timpanos dos animais avaliados.

Em 2011, Wang et al. ** e Wei et al. ”® realizaram dois estudos muito semelhantes em
que scaffolds de baseados em FB, originaram outros compositos hibridos por técnicas distintas.
Contudo, ambos atuaram como veiculos para crescimento de células tronco indiferenciadas do
tecido adiposo e também como suporte para estruturar a regido de nervos ciaticos de ratos que
foram cirurgicamente injuriados. Os resultados demonstraram que a regeneragdo do nervo
afetado foi significantemente melhorada com o uso do biomaterial, demonstrando continuidade
com os tecidos circundantes bem como reinervagao das areas alvo.

A regeneracdo de cartilagens apresenta-se como um desafio na medicina. Deste

modo, Talukdar et al.”!

(2011) realizaram um estudo empregando scaffolds porosos baseados em
FB na tentativa de elucidar a relagdo célula-scaffold e célula-célula. Diferentes densidades
iniciais de células foram semadas nos scaffolds que permaneceram em cultura por 2 semanas. Os

resultados demonstraram que a espessura € a massa umida aumentaram em até 70% nas

densidades iniciais de maior numero de células semeadas quando comparadas as menores.
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Mecanicamente, as maiores densidades iniciais exibiram de 4 a 5 vezes mais resisténcia a
compressdo do que as de menor densidade. Este estudo, portanto, demonstra a relevancia do
preparo inicial do scaffold para que possa oferecer uma maior desempenho clinico na formagao
rapida de tecido cartilaginoso.

Dentre os inumeros artigos publicados na literatura relativos a extragdo e
manipulagdo da fibroina em suas diversas formas de aplicagdo, destaca-se o estudo de Rockwood
et al. 7’ (2011), publicado na revista Nature, por conter a metodologia adotada nos Laboratorios
de Materiais Fotonicos do Instituto de Quimica da Unesp — Araraquara e que foi empregada
neste estudo.

Ainda em 2011, o mesmo grupo de pesquisa publicou dois estudos similares
(Madden et al. © ¢ Bray et al. '*) empregando membranas de FB como matrizes para o
crescimento de células com o objetivo de se obter scaffolds pra transplantes de cérneas. No
primeiro estudo citado, as células utilizadas foram endoteliais indiferenciadas da cérnea humana
(B4G12) e no segundo estudo, as células sdo provenientes do sistema limbico humano (HLE).
Em ambos modelos pré-clinicos, observou-se que a adesdo e proliferacdo destas células ao
material foi bem sucedida e que a fibroina pode ser um material promissor na construgdo de
tecidos para futuros transplantes de corneas.

Patra et al. > (2012) realizaram um estudo sobre o emprego da FB como matrix para
a confeccdo de retalhos ou scaffolds para serem aplicados na reconstru¢do cardiaca. Para tanto,
cardiomiocitos de ratos de 3 dias de vida foram semeados sobre o material, que apos o preparo,
foi submetido a testes de adesao e atividade metabolica celular, reagdo a estimulos extracelulares
(por meio de testes in vitro como o MTT) e contratibilidade (por meio de imagens de video). Os
resultados demonstraram que facilmente podem ser obtidos retalhos com propriedades contrateis

para fututras aplicac¢des cirurgicas do miocardio.
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Kasoju, Bora *(2012) confeccionaram scaffolds para serem aplicados na regeneracao
tecidual hepatica a partir de matrizes de FB e CH aplicando técnicas de eletrospinning. Os
materiais devem ser funcionalizados de tal maneira que permitam a adesdo, crescimento e
proliferacdo de hepatdcitos ativos. Apos feita a caracterizagdo fisico-quimica dos scaffolds,
foram conduzidos testes in vitro para averiguar a citotoxicidade por meio de MTT. Os resultados
revelaram que o material ¢ indicado para o proposito que foi concebido pois este mimetiza tanto
a arquitetura quanto a composicao da matrix extracelular hepatica, permitindo a adesdo e
confluéncia celular.

Além do estudo supracitado, os mesmos pesquisadores (Kasoju, Bora®’, 2012)
elaboraram scaffolds de FB funcionalizados com curcumina. Esta substancia ¢ um pigmento
indiano que contém uma mistura de antioxidantes fitonutrientes fortes, dotada de propriedades
anti inflamatorias. Diversos estudos buscaram sua eficacia na prevengdo de canceres de mama,
cavidade oral, estobmago, esofago, intestino, célon, pulmio e figado (Dulbecco, Savarino®’,
2013). Apos a caracterizacdo do material, imunofluorescéncia, cinética e testes in vitro de
bioatividade relativos a a¢do anticarcinogénica, os autores observaram que a FB contribui para
que liberagdo do principio ativo da curcumina seja lenta e sustentada. Além de todas as
propriedades de biocompatibilidade e indug¢do de reparo tecidual, sugere-se que scaffolds
baseados em FB e curcumina, de carater multifuncional, podem ser futuramente aplicados em
feridas apds remocdo cirurgica de nodulos cancerigenos de mama, figado dentre outras
aplicacdes biomédicas.

Um estudo relevante estudo in vivo foi apontado na literatura no ano de 2012.
Pesquisadores (Ge et al.>*, 2012) avaliaram o reparo de feridas cirGrgicamente provocadas na
mucosa bucal de 90 ratos empregando membranas de FB. Os animais foram divididos em 3
grupos de acordo com o tratamento a ser recebido: A) membrana porosa de FB; B) filme de FB e

C) controle. Apos 5 dias as feridas dos grupos A e B apresentaram-se visualmente bem menores
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do que as presentes no grupo controle, indicando reparo. Além da observacdo visual, varios
outros parametros clinicos foram avaliados associados com as respostas imunoldgicas locais e
sistémicas por meio de avaliacdo histolégica, imunohistoquimica e andlises do linfocito T. Os
resultados permitiram aos autores concluir que o uso de FB na mucosa oral de ratos reduziu
sensivelmente o grau de encolhimento da ferida, induzindo a adesdo, crescimento e proliferagdo
celular, caracterizando o material como uma excelente indicacdo para reparo em cirurgia oral.

Em 2013, Seok et al.®¥, realizaram um estudo in vivo criando defeitos bilaterias no
osso parietal da calota craniana de 20 coelhos. Os animais foram dividos em 3 grupos de acordo
com o tratamento a ser aplicado: A) membranas de FB funcionalizadas com 3% de 4-
hexilresorcinol (composto organico com anestésicos e anti-sépticos, dotado de propriedades anti-
helminticas), B) membrana de coldgeno e C) nenhum tratamento. Cada animal foi avaliado por
micro-CT antes do sacrificio, nos periodos de 4 ¢ 8 semanas. Apos o estudo estatistico, as
analises histoldgicas revelaram que a quantidade de neoformagdo 6ssea nos animais tratados com
as membranas de FB foi muito maior do que nos animais tratados com as mambranas de
colageno e daqueles que ficaram sem tratamento.

Cattaneo et al.'®

(2013) realizaram um experimento implantando diretamente
scaffolds de didmetros inferiores a 6 mm concebidos para aplicagdo em cirurgia vascular nas
aortas abdominais de ratos. Observou-se remodelacdo da regido lesada em 7 dias, com a presenga
de células endoteliais, musculares e também a organizagdo da camada mais interna e média dos
vasos, sem a necessidade de celularizacdo prévia. Ou seja, mesmo implantando os scaffolds sem
semear células préviamente, como preconizam as técnicas da engenharia de tecidos, os
pesquisadores concluiram que o material atuou de maneira excepcional na regeneragdo tecidual
vascular.

Kundu et al. °’(2013) publicaram um estudo de revisio sobre materiais baseados em

fibroina da seda para regeneracgdo tecidual, demonstrando as diversas formas de manipulagdo e
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sintese do biomaterial, propriedades estudadas, bem como as aplicagdes nos mais diversos
tecidos: vascular, nervoso, epidermal, Osseo, cartilaginoso, cardiaco, ocular, hepatico,
intervertebral e também no reparo de tenddes e ligamentos e da traquéia.

No ano de 2014 Shi et al*®. realizaram um estudo desenvolvendo scaffolds de esferas
de FB previamente preparadas com células tronco derivadas do tecido adiposo para tratamento
de esfincter uretral deficiente. Apds os testes in vitro de citotoxicidade por MTT, os
pesquisadores implantaram o material em ratos que simulavam incontinéncia urinaria severa. Os
animais foram acompanhados por 4, 8 e 12 semanas e os resultados demonstraram ser
promissores para a regeneracao dos tecidos afetados, indicando que o material pode ser aplicado
na engenharia de tecidos e biomedicina.

Ainda relativo ao ano de 2014, Gu et al.’” desenvolveram scaffolds de FB/CH para
aplicagdo na regeneracdo nervosa. Para tanto, células provenientes da matrix extracelular
denominadas células de Schwann foram semeadas e cultivadas sobre os scaffolds. Estes
materiais foram implantados em ratos que apresentavam lesdes cirurgicamente feitas no nervo
cidtico de cerca de 10 mm, ligando as extremidades. Apos 4 e 14 dias e também 12 semanas, 0s
animais foram submetidos a testes eletrofisiologicos para a verificagdo do reflexo nervoso antes
de serem sacrificados para permitir a avaliagdo histologica. Os resultados demonstraram que o
material resultou em um reparo tecidual excelente e representa um novo delineamento na

regeneracao de nervos periféricos.

2.3 Celulose Bacteriana (CB)/ Fibroina (FB)
Em relacdo ao composito proposto no presente estudo, baseado em CB/FB a
literatura levantada aponta os estudos abaixo relacionados.

100
1.

Foi encontrado um estudo desenvolvido por Wu et al. ™, em 2012, cuja aplicagao

em industria téxtil ndo caracteriza o alvo deste trabalho. Os pesquisadores desenvolveram
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compositos reforcando a seda usada na industria téxtil com celulose bacteriana por meio de uma
técnica especifica de sintese. Apds avaliacdo do material por meio de MEV, FTIR, analise
térmica (TG), Raio-X (XRD) e resisténcia a tracdo, os pesquisadores observaram que a presenga
da CB aumentou a cristalinidade, a estabilidade térmica e também melhorou a resisténcia a
tracdo da seda, aumentando-a em 213%, caracterizando a CB como um bom material de reforco.

1. # (2013) desenvolveram um compdsito na

De maneira semelhante, Shang, et a
forma de filme utilizando celulose comum como refor¢co da FB. O material foi caracterizado por
meio de FTIR, Microscopia de Forca Atomica (AFM), testes mecanicos de tracdo e andlise
térmica. Os resultados indicaram que as propriedades fisicas da FB melhoram. Nos filmes com a
conformagdo FB/CB 75%, houve aumento da resisténcia a tragdo e da estabilidade térmica e os
filmes de FB/CB 50% apresentaram uma maior elasticidade e uma maior homogeneidade de
superficie.

Apenas um artigo, dentre os levantados, apresentou composi¢ao e aplicagao sugerida
semelhante ao confeccionado neste estudo. Deste modo, Lee et al.®® (2013) fabricaram
membranas de FB/CB, realizaram caractezizacdo do compdsito por meio de MEV e também
testes para avaliar as propriedades mecanicas como resisténcia a tragao. ApOs esta estapa, os
pesquiadores conduziram experimentos in vivo empregando o composito de FB/CB em defeitos
bilaterais causados cirirgicamente em arcos zigomaticos de 15 ratos. Todos os animais
receberam o material em um dos lados e o outro permaneceu como controle de reparo, sem
receber material algum. Os ratos foram divididos em grupos e sacrificados de acordo com os
periodos pré-estabelecidos: 1, 2, 4 e 8 semanas. Antes do sacrificio, cada animal foi submetido a
avaliagdo por micro-CT e também radiografica como pardmetro comparativo. Ap6s o sacrificio,
as areas de interesse foram removidas e avaliadas histolégicamente. A observacdo visual

macroscopica revelou auséncia de edema, hematoma ou qualquer outra caracteristica que

denotasse inflamacdo. As imagens radiograficas e tridimensionais geradas pela micro-CT, apos 4
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semanas, revelaram formacao dssea de tal maneira que havia continuidade na regido que o 0sso
havia sido seccionado, sendo que o grupo controle permaneceu com a regido ainda seccionada.
Histologicamente, nos grupos que receberam o composito, havia reacdo inflamatoria minima
apos 1 semana, formagdo dssea em duas semanas, pontes Osseas ligando as extremidades do
defeito em 4 semanas e, em 8 semanas reparo total da lesdo e reabsor¢ao do material implantado.
No grupo controle foi observada necrose na regido segmentada, reagdo inflamatéria mediana na
segunda semana e na oitava semana, necrose tecidual nas extremidades do segmento ainda
presente.

Portanto, os resultados divulgados neste estudo demonstram que compositos
baseados em FB/CB caracterizam uma excelente op¢do como sistemas efetivos de fixagdo em

casos de fratura 6ssea, acelerando também o reparo tecidual 6sseo.
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Proposi¢do
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3 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivos:

I) Desenvolver um novo nanocompoésito baseado em CB/Fibroina para aplicagdo em regeneracao
tecidual em odontologia

IT) Caracterizar fisico-quimicamente o novo nanocompdsito em fun¢do de diferentes proporgdes
de CB/Fibroina

IIT) Estudar a citocompatibilidade do nanocomposto CB/Fibroina que apresentar a melhor
caracteristica fisico-quimica



Materral, Método e

Resultado
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4.1 DESENVOLVIMENTO DO COMPOSITO BASEADO EM CB/FB
MATERIAL E METODO
A obtengdo dos materiais celulose bacteriana, fibroina, e dos nanocompositos
CB/fibroina, na forma de scaffolds foi desenvolvida nos laboratorios do grupo de fotonicos do
Instituto de Quimica — UNESP sob a co-orientagdo do professor doutor Sidney José Lima

Ribeiro e do pds-doutorando Mauricio Cavicchioli.

4.1.1 Obtengéo das membranas de celulose bacteriana

a) Reativacdo dos microorganismos

Os microorganismos Gluconacetobacter xylinus, ATCC 23769, ndo patogénicos,
gentilmente doados pela Fundagdo André Tosello, foram semeados para serem reativados em
placas petri em meio solido Hestrin e Schramm (HS) na Capela de Fluxo laminar (PA 210,
Pachane®). O meio HS é composto em g/L por glicose 20, extracto de levedura 5, peptona
bacteriologica 5, Na,HPO, 2.7, acido citrico 1.15 e agar 20, pH 4.5 + 0.1. Foram armazenados
em estufa a 28°C por 24h. Foram semeadas de uma a duas alcadas bem cheias, por esgotamento.
Apbs o crescimento nas placas, observou-se a sua morfologia para verificar a contaminagdo do

meio: as colonias sdo arredondadas, ndo muito opacas e levemente esbranquicadas (Figura 1).

Figura 1 -a) placa de petri com as colonias semeadas por esgotamento; b) visdo mais

aproximada das coldnias. Araraquara, 2014.
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b) Pré-inoculo

Apos a reativacdo, novamente na capela de fluxo laminar, as bactérias foram
semeadas em meio liquido composto em g/L por glicose 50, extrato de levedura 4, Ka,PO, 2,
MgS0O4 0,73 e etanol 20 (este foi misturado a glicose, apds autoclavar e depois adicionado ao
restante, para formar o MP). Foram utilizadas 4 algadas cheias, raspando-se levemente da placa
de petri para se obter o pré-indculo e inoculadas em 3 erlenmeyers de 250 ml, com 50 ml do MP,

conforme a Figura 2. Este foi levado a estufa, 28°C por 24h.

Figura 2 - Preparo do pré-indculo. Araraquara, 2014,

O =/

erlenmeyer 250 ml

c¢) Crescimento das mantas

A partir dos 3 pré-indculos preparados foram obtidas 15 mantas redondas produzidas
nos erlenmeyers de 500 ml (Figura 3). Em fluxo laminar, foram inoculados os erlenmeyers
contendo 90 ml de MP e 10 ml de pré-indculo, resultando num volume final de 100 ml por
frasco, respeitando a propor¢do de 10% V/V (Volume final /Volume do pré-indculo). Os frascos

foram armazenados em estufa BOD a 28°C, por 96 horas.
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Figura 3 — a) e b) Aspecto das mantas obtidas. Araraquara, 2014.

d) Lavagem das membranas e remog&o das bactérias

Nesta estapa preparou-se préviamente uma solugcdo 1 M de uma solugdo de NaOH
(hidréxido de sédio) da seguinte maneira: 40g de NaOH em 1000 ml de H,O destilada. A partir
desta solucdo, respeitando a propor¢do 10% V/V, foram realizadas duas lavagens da membrana
em uma solucdo final de 0,1 M de NaOh aquecida a 80°C, por cerca de 1 hora cada lavagem. Ou
seja, para cada 900 ml de H,0 destilada, foram usados 100 ml da solu¢do de 1M de NaOH
preparada préviamente. Em seguida, foi realizada mais uma lavagem a 80°C apenas em H,0
destilada. Posteriormente, as membranas foram lavadas em agua corrente para neutralizar o pH,
durante cerca de 24h(Figura 4). O pH foi aferido usando um Medidor de Bancada (Tecnopon -
MPA-210) para conferir se estava proximo a 7,5. Assim, as membranas foram armazenadas em
agua destilada, na geladeira, na temperatura de aproximadamente 4°C. Deste modo, as
membranas permanecerdo com as suas caracteristicas conservadas até que a etapa seguinte

relativa a extracdo da fibroina seja concluida.
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Figura 4 — Lavagem das mantas. Araraquara, 2014.

e) Morfologia das membranas

A morfologia das membranas, tanto na forma tmida quanto na seca, foi verificada
para averiguar a uniformidade das mesmas, o que pode influenciar na padronizagdo do
biomaterial a ser produzido. Neste estudo, das 15 membranas imidas obtidas, foram escolhidas 4
aleatoriamente para esta verificagdo ¢ uma foi moida no dispersador ULTRA-TURRAX" (T 65
D, IKA") para soltar as fibras para a verificagdo da massa seca. Estas mesmas 4 membranas
depois foram secas em batentes de teflon, na estufa a 28°C, durante 48 h, ¢ também foram
mensuradas.

A massa foi obtida utilizando-se balanca digital de precisdo (modelo AR 2140,
Adventurer™, OHAUS), na forma umida e seca, o que também permitiu o calculo da
porcentagem de dgua e massa seca. Para padronizar a massa umida as membranas foram
deixadas sob peso constante de aproximadamente 1 kg, entre papel filtro, por 5 minutos sendo
removido o excedente de agua. O didmetro das membranas foi mensurado em 3 pontos
diferentes, com uso de régua, para que a area das mesmas também fosse calculada, em cm?. A
espessura também foi aferida em 3 pontos diferentes da membrana, com o auxilio de paquimetro
digital (MarCal 16 EX, Mahr”) apenas encostando levemente suas hastes na superficie do

material sem exercer pressao para ndo marcar a membrana (Figura 5).
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Figura 5 - Aferigao da espessura das membranas com paquimetro digital. Araraquara, 2014.

A porcentagem de dgua também foi calculada por propor¢ao usando como referéncia
o peso em gramas das membranas imidas e secas usadas.

Para a obtencdo da massa seca, uma membrana foi moida no dispersador ULTRA-
TURRAX®™ (T 65 D, IKA®) para soltar as fibras. Toda a agua excedente foi removida. Em
balanga digital (modelo AR 2140 Adventurer™, OHAUS), pesou-se | g de massa umida.
Depois, este 1g de massa umida foi colocado em uma placa de petri aberta, levada a estufa 28°C,
durante 48 h para promover a evaporacao total da agua, e fosse pesada novamente. Assim, por
meio de um célculo de regra de trés simples, foi mensurada a porcentagem de massa seca.

E por fim, outro pardmetro avaliado na verificacio da producdo da CB foi a
verificagdo da producdo em g/L. Esta ¢ calculada também por meio de regra de trés simples

partindo da média obtida da massa seca no volume em que foi produzido.

4.1.2 Obtencao da Fibroina

A solucdo de fibroina foi preparada de acordo com procedimento ja descrito pela
literatura por Rockwood et al.”” (2011), e reproduzido também nos laboratérios do grupo de
materiais fotonicos do Instituto de Quimica — UNESP. A proteina fibroina foi extraida dos
casulos de bicho-da-seda da espécie Bombyx mori adquiridos da empresa Bratac, localizada na

cidade de Bastos-SP.
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a) Degumacéo dos casulos de bicho-da-seda (Bombyx mori)

Esta primeira estapa faz-se necessaria para que a sericina presente nos casulos do
bicho-da-seda seja removida e seja obtida fibroina pura. Entdo, em uma cuba de aquecimento
(foi usado um evaporador rotativo HB4 basic Ika® WERKE) preparou-se uma solucdo de
Na,COj; (Carbonato de S6dio) na seguinte propor¢do: 4L de dgua MiliQ (dgua deionizada) e 8,48

g do referido sal. Aqueceu-se a solugdo até ebuli¢ao, por aproximadamente 15 minutos.

Em seguida, adicionou-se a solucao 10,00 g de casulos do bicho-da-seda cortados em
lascas (Figura 6). Deixou-se a solu¢do em ebulicdo por 30 min exatos. A fim de se esfriar as
fibras de fibroina, elas foram colocadas em um béquer com pequena quantidade de dgua MiliQ

até o esfriamento.

Figura 6 - a) Casulos do bicho-da-seda, b) Casulos cortados em lascas, ¢) Cuba de aquecimento

contendo a solucao de Na,COs e os casulos cortados em lascas. Araraquara, 2014.

J4 em temperatura ambiente, as fibras de fibroina foram colocadas em um béquer
com 2L de 4gua MiliQ por 2,5 horas, sob agitacdo e sem aquecimento. Apds esse tempo, a agua

MiliQ foi trocada, e deixou-se em repouso por mais 20 min. (Figura 7).
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Figura 7 - Fibras de fibroina em agua MiliQ. Araraquara, 2014.

Assim, a agua foi removida, e as fibras foram secas em estufa a 37°C (Figura 8).

Ap0s estarem secas, as fibras foram pesadas. Foram obtidas 6,97 g fibras de fibroina degumada.

Figura 8 — Fibroina degumada obtida. Araraquara, 2014.

b) Solubilizacédo da fibroina

Em um béquer em banho-maria, adicionou-se os 6,97 g de fibroina seca obtidos na
etapa anterior, 41,82 g de CaCl,.2H,0 (Cloreto de Célcio hidratado), 26,21 mL de etanol e 30,77

mL de agua MiliQ.
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Deixou-se em aquecimento até a temperatura de 80°C, na qual as fibras foram
solubilizadas por completo. Uma solugdo viscosa amarelada, semelhante a um mel, foi obtida e

deixada em repouso (Figura 9).

Figura 9 - a) Fibras imersas na solugdo de etanol, CaCl,.2H,0 e agua MiliQ, aquecidas em

banho maria; b) Fibras completamente dissolvidas, resultando em uma solucdo viscosa e

amarelada. Araraquara, 2014.

c) Diélise

Esta etapa de didlise faz-se necessaria para a remog¢ao do sal que estd impregnado na
solucdo de fibroina obtida no passo anterior (Figura 10).

Deste modo, a solucdo amarelada e viscosa foi colocada em uma membrana de
dialise e deixada sob agitacdo em um béquer com 2 L de dgua MiliQ. A agua foi trocada apos 1,

4,12, 24,36 ¢ 48 horas apos o inicio, completando 48 horas de dialise e 6 trocas de agua.
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Figura 10 - a) Membranas de dialise e b) Esquema demonstrando a solugdo de fibroina a ser
dialisada no interior da membrana inserida em um béquer com os 2 L de 4gua MiliQ a serem

trocados. Araraquara, 2014.

d) Centrifugacao
A solucdo obtida foi centrifugada duas vezes a 20.000 rpm e 4°C por 30 min, e em
seguida mantida sob refrigeracdo. A centrifugagdo foi realizada para remover as impurezas da

solucdo de fibroina (Figura 11).

Figura 11 — Centrifugacdo da solugdo de fibroina apés a dialise para a remogao das impurezas.

Araraquara, 2014.
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e) Determinacéo da concentracdo de fibroina (m/v) e estocagem
Apos a centrifugacdo, a solug¢do de fibroina foi mantida sob refrigeragdo (5° C). Uma
amostra dessa solucao foi colocada em estufa a 37°C para a secagem da agua e assim determinar

a concentracdo massa /volume (m/v) da proteina na solugdo obtida.

4.1.3 Preparacéo do nanocomposito de Celulose bacteriana e Fibroina (CB/FB)

Antes de se iniciar a preparacdo do composito, as membranas hidratadas de CB que
foram obtidas em etapas anteriores e estavam estocadas foram cortadas com um perfurador
especifico para tanto, a fim de padronizar as amostras para que se apresentem de didmetro
equivalente aos pocos das placas em que serdo realizados os testes in vitro (Figura 12). Todas as
10 membranas que ainda estava estocadas, foram perfuradas, perfazendo um total de 240

amostras de celulose imida, padronizadas em aproximadamente 8 mm de diametro.

Figura 12 - a) Perfurador de CB; b) Membrana timida que foi perfurada; ¢) Amostra de CB

padronizada em aproximadamente 8 mm de didmetro. Araraquara, 2014.
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Os compositos de celulose bacterina (CB) e fibroina da seda (FB) foram preparados

imergindo 120 amostras de CB padronizadas (aproximadamente 0.5 cm?) em solugdes de FB de
diferentes concentragdes (1%, 3% 7% massa/volume) a fim de trocar a agua pela solugao de
fibroina dentro da rede microfibrilar de celulose. As membranas de CB foram mantidas nas
solugdes de FB por 24 horas sob agitacdo, removidas e congeladas. Apds o congelamento, as

amostras foram liofilizadas, deixando no liofilizador por 48h (Liobras L101) (Figura 13).

Figura 13 - a) Amostras congeladas; b) Amostras do compdsito de CB/FB a 1, 3 ¢ 7%, apés

liofilizadas, antes de serem esteralizadas e c) Liofilizador (labtop 10). Araraquara, 2014.
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As outras 120 amostras de celulose bacteriana pura também foram congeladas e

liofilizadas. Deste modo, scaffolds de CB pura também foram produzidos para assumirem o
papel de controle, no momento dos testes in vitro e in vivo que serdo realizados posteriormente.

As porcentagens finais de FB nos compoésitos de CB-FB foram determinadas por

meio de medi¢des gravimétricas. As amostras foram renomeadas de acordo com o conteudo de

FB: CB-FB 25%, CB-FB 50% e CB-FB 75%. Ao final de todo processo foram obtidas 120

amostras. Estas foram separadas em grupos de 5, lacradas em envelopes e foram esterilizadas

com radiagcdo gama (25 KGy) pela empresa Embrarad (Cotia — SP). Deste modo o biomaterial

esta livre de possiveis contaminagdes e adequado para as etapas experimentais subsequentes.

RESULTADO
Abaixo, as Tabelas 1, 2, 3 e 4 indicam os valores obtidos para as categorias

avaliadas, tanto para as membranas imidas quanto as secas.

Tabela 1- Valores resultantes da caracterizagdo morfologica das membranas na forma umida.

Araraquara, 2014.

espessura (mm) didmetro(mm)
membrana imida 1 2 3 média espessura  massa (g) 1 2 3 média D
1 1,41 1,77 1,91 1,70 17,4890 95,00 97,00 95,00 95,67
2 1,32 1,42 1,55 1,43 15,4840 94,00 96,00 96,00 95,33
3 1,74 1,59 191 1,75 18,9770 93,00 94,00 94,00 93,67
4 1,40 1,54 1,61 1,52 15,8440 95,00 95,00 97,00 95,67

Total 1,60 16,95 95,08
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Tabela 2 -Principais medidas de resumo das membranas na forma imida. Araraquara, 2014.

espessura (mm) massa (g) diametro(mm) area (cm?) agua (%)
média 1,60 16,95 95,08 709,96 99,34
variancia amostra 0,02 1,94 0,69 151,79 0,003
desvio 0,13 1,39 0,83 12,32 0,05
nivel de confianga 0,15 1,58 0,94 13,94 0,06
1Cq59; 1,60 0,15 16,95 £1,58 95,08+£0,94 709,96 £13,94 99,34 +£0,06
n 4 4 4 4 4

Tabela 3 - Valores resultantes da caracterizagdo morfologica das membranas na forma seca.

Araraquara, 2014.

espessura (mm) diametro(mm)
membranaseca 1 2 3 média espessura  massa (g) 1 2 3 média D
1 0,03 0,04 0,04 0,04 0,1136 94,00 93,00 95,00 94,00
2 0,03 0,03 0,03 0,03 0,1101 94,00 94,00 94,00 94,00
3 0,03 0,03 0,04 0,03 0,1120 94,00 92,00 93,00 93,00
4 0,03 0,04 0,03 0,03 0,1144 92,00 94,00 95,00 93,67
Total 0,03 0,11 93,67

Tabela 4 - Principais medidas de resumo das membranas na forma seca. Araraquara, 2014.

espessura massa (g) diametro area (cm?)
média 0,033 0,113 93,667 688,728
variancia amostra 0,000 0,000 0,167 35,915
desvio 0,002 0,002 0,408 5,993
nivel de confianga 0,003 0,002 0,462 6,782
ICosy 0,03+0,003 0,11+0,002 93,67+0,46 688,7316,78
n 4 4 4 4

A porcentagem de massa seca obtida foi de 2,25 % e a producdo de celulose

bacteriana da cepa ATCC 23769 foi de 1,13g/L (gramas por litro).
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4.2 CARACTERIZACAO DO NANOCOMPOSITO CB/FB NAS CONCENTRACOES
OBTIDAS

MATERIAL E METODO
4.2.1 Caracterizagao Fisico-quimica

A caracterizagdo do nanocomposito obtido foi realizada por meio de analise
termogravimétrica (TG), Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FT-IR),
Difragdo de Raios-X, e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), sendo analisados 3

espécimes para cada técnica.

A andlise termogravimétrica permitiu observar a perda de massa da amostra em
funcdo da temperatura. Esta técnica ¢ utilizada para caracterizar a estabilidade térmica de
polimeros frente a varias condi¢cdes experimentais. As curvas de TG foram expressas em graficos

de porcentagem de perda de massa versus temperatura.

As curvas TG foram realizadas utilizando-se amostras secas em um Termoanalisador
TG / DTA simultaneo SDT 2960 (TA Instruments, New Castle, EUA), nas seguintes condigdes:
cadinho de aluminio, ar sintético (100 mL/min.) e razdo de aquecimento de 10°C por minuto, de

30°a 1000°C.

A anélise por FT-IR teve como objetivo observar a estrutura da substancia, pois a
técnica evidencia grupos de atomos que dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na
mesma frequéncia independente da estrutura da molécula. Assim, examinando o espectro e
comparando-o com tabelas, foi possivel realizar a identificacdo das estruturas presentes na

substancia analisada.

Os espectros de infravermelhos foram registados no equipamento FT-IR 2000 de

Perkin Elmer, utilizando as amostras preparadas como pastilhas de KBr. Os espectros foram
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obtidos na faixa de 4.000-700 ¢cm™', com 32 varreduras, resolucao de 2 cm’! e intervalo de 0,5

cm™. Os espectros de FT-IR da CB, FB e dos comp6sitos CB-FB foram registrados.

A técnica de Difragdo de Raios-X foi empregada para a identificacdo da estrutura
fina do material. No principio era usada apenas para a determinagao da estrutura cristlina. Com o
desenvolvimento da técnica, hoje € usada para varios fins como andlises quimicas, medidas de

tamanho de particulas e determinagdes de orientagdes de cristais.

Os difratogramas de raios-X (XRD) foram obtidos num difratdmetro Siemens
Kristalloflex radiagdo Cu K-, angulo 26 de 4 a 70°, em passos de 0,02 ° € um tempo de passo

de 3s.

E por fim, as imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas
com o uso de um Microscopio JEOL JSM - 7500F. O MEV produz imagens de alta resolu¢do da
superficie amostra (em até 300.000 x de aumento), o que permitiu avaliar e observar as
caracteristicas estruturais da substancia analisada.. As amostras foram cuidadosamente
seccionados no plano horizontal, com uma lamina de barbear, montados com fita adesiva
condutora em porta-amostras de cobre e revestidos com uma camada de carbono depositada por

evaporagao.

Em termos de comparagdo, foram feitas e incluidas imagens da CB pura e FB pura

em um aumento de 5.000 x, e dos compdsitos nos mesmos aumentos.

RESULTADO

a) Analise termogravimética
A Figura 14 ilustra os graficos resultantes das analises para a CB e FB puros e

também para os nanocompositos de CB/FB.
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Figura 14 - Curvas TG: (a) CB pura liofilizada, (b) compoésito CB/FB (25% FB), (c) compdsito

CB/FB (50% FB), (d) compoésito CB/FB (75% FB) (e) fibroina da seda (FB) pura. Araraquara,

2014.
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A curva obtida para a CB pura liofilizada exibiu duas perdas de massa significativas

(Figura 14a). A primeira, ocorreu até 200°C devido a evaporacao de H,O da superficie (~4,6%).
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O segundo evento (280°C - 415°C) evidenciou uma elevada perda de massa (80%). Este, esta
associado a degradagdo térmica, relacionado com a despolimerizagdo e a decomposi¢do da

celulose desidratada em gases (H,0, CO e CO,) (Barud et al.®, 2007)

A perda de massa inicial até 120°C da FB pura esté relacionada com a perda de agua
(7,3%). O segundo evento que envolve a perda de massa de 52% (180-500°C), esta associado
com a decomposicdo dos grupos de cadeias laterais de residuos de aminoacidos, bem como a

clivagem de ligagdes peptidicas (Nogueira et al.”!, 2009).

As curvas TG obtidas para os compositos CB-FB apresentaram trés perdas de massa
e parecem ser uma composi¢ao dos eventos observados para a CB e FB individualmente (Figura
14). O primeiro evento revelou uma perda de massa continua em torno de 7% (em torno de
200°C, aproximadamente) e esta associado com a perda de 4gua em todas as curvas referentes
aos compositos CB/FB. Em seguida, os dois grandes eventos na faixa de 200°C a 500°C estao
presentes em todas as amostras dos compositos, sendo que o primeiro deste evento evidenciou

estar associado a decomposi¢do da fibroina e o segundo refere-se a decomposi¢ao da CB.

A area relativa ao pico da curva TG ¢ diretamente proposcional a variagdo de massa
e pode se usado para comparar os indices obtidos para cada compdsito. O primeiro pico,
relacionado com a decomposi¢do da fibroina tornou-se mais intenso quando o contetdo de
fibroina aumentou nos nanocompositos. A Figura 14c demonstrou alturas similares entre o
primeiro e o segundo pico. Este fato ¢ relevante, pois demosntrou que a propor¢cao de CB/FB
encontra-se em 50:50 neste compdsito, sendo assim renomeado para CB/FB 50%.

Da mesma forma, a curva do composito CB/FB 75% demonstrou grande similaridade
com a curva TG da fibroina pura. A altura do primeiro pico (Figura 14d) que esta associada com
a decomposicao da FB encontrou-se maior do que ao segundo pico, atribuido a decomposi¢do da

CB. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados pelas medidas gravimétricos que
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determinaram as proporc¢des 25:75 de biocelulose e fibroina neste nanocomposito, indicando,
assim, uma maior participa¢do de FB na composi¢do do material desenvolvido.

Os resultados da analise TG/DTA indicam que os eventos de decomposi¢do ocorrem
de maneira distinta, o que sugere fracas interagdes entre a CB e a FB.

Deste modo as porcentagens finais de FB nos compositos foram determinados por
meio desta técnica de caracterizacdo. As amostras foram renomeadas de acordo com o conteudo

de FB: CB-FB 25%, CB-FB 50% e CB-FB 75%

b) Espectroscopia FT-IR
A Figura 15 ilustra os espectros obtidos ao se empregar esta técnica, de acordo com

as especificagdes mencionadas anteriormente.

Figura 15 - Espectros FT-IR: (a) membrana CB pura liofilizada, (b) compdsito CB/FB (25%
FB), (c) compdsito CB/FB (50% FB), (d) composito CB/FB (75% FB) (e) fibroina da seda (FB)

pura liofilizada. Araraquara, 2014.
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As principais atribuigdes que caracterizam a CB, Figura 15(a), sdo: 3500 cm™ -
estiramento OH; 2900 c¢m™ - estiramento CH e estiramento assimétrico CH,; 2700 ¢cm™ —
estiramento simétrico CH,; 1640 cm’™ deformacao OH; 1400 em - deformacao CHjy; 1370 cm-1
deformagio CHj; 1340 cm™ — deformagio OH e 1320-1030 cm™ deformagio CO (Sugiyama et

al.”’, 1991).

A FB pura apresentou duas bandas caracteristicas atribuidas a amida I (1700-1600
cm™) e amida II (1600-1500 cm™) dos seus esqueletos peptidicos e sdo utilizadas para a anélise
de diferentes estruturas secunddrias da FB. As bandas nas regides de 1610-1630 cm” (amidaI) e
1510-1520 cm™ (amida II) sdo caracteristicas da estrutura secundaria de seda II (B-folha),
enquanto que as bandas em 1640-1660 cm-1 (amida I) e 1535-1542 cm-1 (amida II) sdo
indicativas da seda I (forma o) (Lu et al.>, 2001; Nazarov et al.”’, 2004). No presente estudo, a
banda de amida I da FB liofilizada apareceu em 1647 cm-1 ¢ 1537 cm-1, correspondendo a seda
I. No entanto, um ombro em 1620 cm-1 indicou a formacdo de uma porcentagem de seda IL.

Estas bandas nao sofreram modificagdes nos compositos, em relacao a FB pura.

Nos espectros da FB e da CB, observou-se uma banda larga na regido de 3400 cm-1
relacionada ao estiramento das ligagdes OH. Em contrapartida, as bandas de estiramento OH nos
espectros dos compdsitos apresentaram-se mais finas quando comparadas ao espectro da CB

pura, sugerindo a auséncia de ligagdes de hidrogénio com o OH.

Bandas de celulose na regiao 1000-1300 cm-1 foram observadas para os compositos
nas mesmas posi¢oes e intensidades relativas como na CB puro. Nenhuma alteracdo das bandas

desta regido pode ser observada apds a impregnacdo com a fibroina.
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c) Difratometria de Raios-X

Foram obtidos os difratogramas de R-X para a BC, FB e os compositos(25, 50 e
75%) (Figura 16). Picos de difracdo sdo observados a 15° € 22,5° para a BC pura. Estes picos sdo
relativos as distancias interplanares caracteristicas de celulose nativa do tipo I (Kim et al.”,
2005). A FB liofilizada apresenta picos a 11,8°, 19,8°, 22,6°, 27,5° correspondentes a sua fase 1.

Os padrdes de difracdo da CB sobrepdem-se ao padrdo da SF nos compdsitos. Portanto, ndo ¢

possivel elucidar o tipo de estrutura secundaria da SF (seda I ou seda II) nos compositos.

Figura 16 - Difratogramas de Raios-X de: (a) membrana CB pura liofilizada, (b) compdsito
CB/FB (25% FB), (c) composito CB/FB (50% FB), (d) compdsito CB/FB (75% FB) (e) fibroina

da seda (FB) pura. Araraquara, 2014.
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d) Microscopia electronica de varredura (MEV):

A Figura 17 exibe a estrutura da CB pura e da FB pura, respectivamente e a Figura 18 ¢
relativa as imagens obtidas dos nanocompdsitos na porcentagens 25, 50 e 75% de FB.

Estas imagens demonstram uma estrutura tridimensional porosa no qual as nanofibras de
CB estao incorporadas na estrutura tridimensional da fibroina. O tamanho dos poros pode ser
induzido de acordo com a propor¢do CB-FB.

A amostra de CB-FB contendo 50% de fibroina foi a que apresentou a melhor porosidade
dentre as trés amostras de compositos preparadas. Neste ponto, a porosidade apresenta-se como
uma propriedade de interesse na engenharia tecidual, pois favorece a adesdo de células aos

scaffolds (Bodin et al."*, 2010).



Figura 17 — Imagens obtidas de MEV num aumento de 5000 x, a) CB pura ¢ b) FB pura.
Araraquara, 2014.
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Figura 18 - a) Compdsito de CB/FB a 25%; b) Composito de CB/FB a 50%, c)

Composito de CB/FB a 75%. Araraquara, 2014.
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4.3 ESTUDO DA CITOCOMPATIBILIDADE DO NANOCOMPOSITO CB/FB

50%
MATERIAL E METODO

Apos a analise dos resultados de caracterizagao dos compositos, empregou-
se apenas o biomaterial desenvolvido na concentragdo de CB/FB 50% nestes ensaios,
pois foi o que apresentou o melhor desempenho fisico-quimico, no que tange aos
parametros avaliados.

No presente estudo as analises in vitro realizadas foram: MTT, azul de
tripano, bem como adesao e proliferacao celular. Estas foram realizadas em cooperagao
com o Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — Fiocruz, Salvador-BA, sob a supervisdo da
Dra. Camila Indiani e Dra. Valéria de Matos Borges, com o auxilio da aluna de

mestrado Fabiana Celes.

As analises de citotoxicidade, sdo de grande importancia, pois fornecem
dados sobre a agdo da substancia testada e as possiveis reacdes aos tecidos. A
citotoxicidade pode ser avaliada por diferentes métodos de acordo com o dano celular
ocorrido: alteragdes nas membranas plasmaticas (podem ser avaliadas por meio de
corantes como o azul de tripano), alteragdes nas fun¢des metabodlicas das mitocondrias,
que pode ser mensurado por um método colorimétrico, como o MTT (tetrazdlio de 3 -

(4,5 - dimetiltiazol -2-il) -2,5-difenil tetrazolio brometo) (Kim et al.>', 2009).

Deste modo, o ensaio de citotoxicidade requer uma selec¢do do método
baseado na adequacdo da célula empregada nos testes. O presente estudo utilizou as
células 1929 para os testes de MTT e também para os demais testes, o que esta de

acordo as normas ISO 10993-5:2009*, que baliza os testes in vitro de citotoxicidade
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para dispositivos biomédicos. Os testes foram feitos por meio de trés repetigdes

independentes.

Para cada ensaio in vitro, foram estabelecidas as seguintes hipoteses: HO: O
material desenvolvido responde de maneira semelhante ao controle Scaffold de CB pura
e H1: O material desenvolvido responde de maneira diferente do controle Scaffold de
CB pura. Para estes ensaios, o teste estatistico empregado foi o de Kruskal Wallis (pois

os dados nao sdo paramétricos) empregado o programa estatistico Graph Pad Prism 5.0.

4.3.1 Preparo do material

Os scaffolds dos materiais testados foram preparados sendo imersos em
meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM - Invitrogen) na quantidade suficiente
para cobrir as superficies dos mesmos, em palcas de petri e foram deixados no fluxo por

1h (Figura 19).

Figura 19 - Tratamento inicial do material no meio DMEM (reidratagdo). Araraquara,

2014.
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4.3.2 MTT (Roche Molecular Biochemicals)

Este teste baseia-se na metabolizagdo do MTT pelas mitocondrias de células
viadveis, que ird liberar a enzima succinato desidrogenase, capaz de converter o sal do
tetrazolium, de cor amarelada em cristais de Formazan, de cor azul escura/ roxa. O sal
de tetrazolium ¢ insoluvel em solugdo aquosa e pode ser solubilizado em substancias
como o Dimetilsulfoxido (DMSO — (CH3)SO) ou Duodecilsulfato de soédio (SDS) e
quantificado usando um espectrofotometro. A quantidade de células vidveis
correlaciona-se diretamente com a quantidade de formazam formado.

Neste teste, em fluxo laminar, foram semeadas 5.000 (5.103) células 1.929
em placas de 48 pocos num volume de 500 ul de meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM - Invitrogen™) suplementado com 10% de SFB e 100 U/mL penicilina, 100
png/mL estreptomicina. As placas com as células foram e incubadas a 37°C em estufa de
5% de CO2, por 1 h.

Na sequéncia, foi retirada a placa de 48 pocos da estufa ja com as células e
foi colocado um disco de aproximadamente 0,8 cm de didmetro de cada biomaterial em
cada poco, além do controle negativo (CN = sem biomaterial) e do controle positivo
(CP) (metanol), levando novamente para serem incubadas a 37°C em estufa de 5% de
CO2, por 48h. Todos os tratamentos, os CN e CP foram realizados em quintuplicata e
em condicdes de esterelidade (Figuras 20 e 21).

Figura 20 — Esquema da colocag@o dos materias para a realizagdo do teste. Araraquara,
2014.
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Figura 21 - Placa de 48 pogos preparada para o teste de MTT, em quintuplicata.

Araraquara, 2014.
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Ao final do periodo de incubagdo, os biomateriais foram removidos de cada
poco e as culturas foram lavadas com 250 ul de soro fisiologico. A luz do fluxo foi
apagada e foi colocado em cada po¢o 200 ul de meio DEMEN (Invitrogen™) com
solugdo MTT (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) na concentracdo final de 500
ug/ml por pogo deixando a 37°C na estufa por um tempo de incubagdo (tratamento) de
4h (Figura 22).

Figura 22 - a) Scaffolds removidos dos pogos apos incubagdo e b) Filtragem do

tetrazolium para ser inserido nas culturas. Araraquara, 2014.

Em seguida, foi realizada a leitura colorimétrica em espectrofotometro

Espectra Max 190 (Molecular Devices) em 570 nm e 690 nm, cujo resultado ¢ uma


http://www.hyclone.com/media/dulbeccos_modified.htm
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medida de Densidade Optica (DO). Quanto mais escura a coloragdo, maior a
metabolizacdo do MTT, consequentemente, maior a DO, e menos citotoxico € o

material testado.

4.3.3 Ensaio de Citotoxicidade por meio do Azul de Tripano

A mesma metodologia do MTT foi empregada para o azul de Tripano.
Contudo, este teste foi realizado em quadruplicata (Figura 23) e a porcentagem de
células vidveis foi determinada contando-se 200 células em pelo menos 5 campos
aleatorios no microscopio de luz invertida na presenga do azul de tripano (= 50 ul ). O
Azul de Tripano age evidenciando as células vivas das mortas, pois a membrana
citoplasmatica das células mortas se rompem, permitindo a entrada deste liquido,

corando as mesmas de azul. O teste foi feito em quadruplicata.

Figura 23 — Esquema demonstrando o teste do azul de tripano, em quadruplicata.

Araraquara, 2014.

O Meio (CN = Sem bio material)
O Metanol (CP)

4.3.4 Ensaio de Adeséo, Proliferacao e Viabilidade celular

Foram semeadas 5.000 (5.10°) células 1929 em placas de 48 pogos num
volume de 500 pl de meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM - Invitrogen™™)
suplementado com 10% de SFB e 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina. As

células foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Foram realizados os
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tratamentos nos seguintes tempos experimentais: 16, 24, 48 e 72 horas, colocando-se
um disco de aproximadamente 0,8 cm de didmetro de cada biomaterial nos pogos para
permanecerem em contato com as células.

Apoés os respectivos tempos, as células foram removidas dos pocos com
trypsina-EDTA 0,25% V/V (GIBCO), centrifugadas a 1300 g 4°C por 10 minutos ¢ em
seguida resuspendidas em 20 pl de azul de tripano e contadas em uma camara
hemocitométrica de Neubauer (NewOptic). Todos os tratamentos foram realizados em

quadruplicata (Figuras 24 e 25).

Figura 24 - Esquema adotado para o teste de proliferagdo celular. Araraquara, 2014.

Figura 25 - a) Placa de 48 pocos com as células e b)cimara de Neubauer. Araraquara,

2014.
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4.3.5 Avaliacédo por meio de MEV da face superficial do scaffold

Os scaffolds referentes ao tempo de 48 horas receberam tratamento de uma
solugdo de glutaraldeido grau I a 2.5%, formaldeido 2%, e 2.5 mM CaCl; em 0.1 M
de solug¢do tampao de cacodilato de sédio (pH 7) para fixar as células. Apos este
procedimento, as amostras foram preparadas com carbono em p6 sobre a superficie para

serem avaliadas quanto a adesdo celular ap6s 48 horas.

RESULTADO

a) MTT (Roche Molecular Biochemicals)

Ao final do tratamento, os biomateriais foram removidos dos pogos ¢ a
Figura 26 demonstra o aspecto das células vidveis apds o contato com o sal do MTT
(para termos de ilustracdo) e do controle negativo em contato com o metanol,

visualizado em microscopio Optico de luz invertida, em um aumento de 40x.

Figura 26 — Imagem obtida empregando-se microscopio de luz invertida do aspecto das
célualas em contato com o sal tetrazolium do MTT a) células viaveis e b) metanol,

como controle negativo. Araraquara, 2014.

A leitura colorimétrica foi feita, de acordo com a metodologia descrita. Os

resultados obtidos estdo expressos nas Tabelas 5, 6 e Grafico 1.
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Tabela 5 - Valores obtidos na leitura da densidade optica (DO) para o teste de

viabilidade, empregando o MTT. Araraquara, 2014.

amostra Medium (A) BC (B) BC/SF(C) Methanol (D)

1 0,057 0,038 0,047 0,0
2 0,047 0,045 0,060 0,0
3 0,064 0,049 0,055 0,0
4 0,047 0,049 0,067 0,0
5 0,046 0,052 0,083 0,0

Tabela 6 - Viabilidade por MTT (grupo/meio), expressa em porcentagem

(%).Araraquara, 2014.

amostra 100 (A/A) 100 (B/A) 100 (C/A) 100 (D/A)

1 100 66,67 82,46 0
2 100 95,74 127,66 0
3 100 76,56 85,94 0
4 100 104,26 142,55 0
5 100 113,04 180,43 0

Gréafico 1 - Viabilidade por MTT (grupo/meio), expressa em porcentagem (%).

Araraquara, 2014.
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De acordo com os resultados obtidos, os grupos B e C ndo apresentam

citotoxicidade, pois as médias de viabilidade celular encontram-se acima 70%
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(uB=91,25% e uC=123,81% , respectivamente), conforme ditam os padrdes da ISO
10993-5:2009".

Contudo, ndo encontrou-se diferenca estatisticamente significante entre os
grupos testados, (p = 0,43). Ou seja, deve-se aceitar a HO formulada: o nanocomposito
(CB/FB 50%) responde de maneira igual aos outros grupos comparados, apesar de sua

média de viabilidade (LC=123,81% ) apresentar-se maior do que a média obtida para o

grupo CB pura (uB=91,25%).

b) Ensaio de citotoxicidade por meio do Azul de tripano
Os resultados estdao descritos abaixo, na Tabela 7 e Grafico 2.
Tabela 7 - Média de células vivas (em 200) contadas em microscopio de luz invertida,

em 5 campos aleatorios. Araraquara, 2014.

amostra Meio CcB CB/FB Metanol
1 145 122 185 0
2 146 153 189 0
3 107 151 180 0
4 126 144 179 0

Grafico 2 - Viabilidade do Azul de tripano expressos em porcentagem (%). Araraquara,

2014.
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Para estes ensaios, o teste estatistico aplicado também foi o de Kruskal
Wallis e foi feito o pds teste de Dunns para comparar os grupos, empregando o
programa estatistico Graph Pad Prism 5.0. Deste modo, encontrou-se diferenca

estatisticamente significante apontando para o grupo CB/FB, no valor de p=0,02.

¢) Ensaio de adeséao e proliferacéo celular

Os resultados obtidos estdo expressos nas Tabelas 8 e 9.
Tabela 8 - Contagem de células apés os tempos definidos 16, 24, 48 e 72h, usando
camara hemocitométrica de Neubauer, expressos em n° células/ml, para CB e CB/FB.

Araraquara, 2014.

amostra CB16h CB/FB16h CB24h CB/FB24h CB48h CB/FB48h CB72h CB/FB72h

1 17000 69000 76000 109000 73000 76000 74000 398000
2 16000 16000 88000 70000 86000 55000 32000 48000
3 36000 27000 26000 97000 31000 247000 38000 36000
4 37000 14000 58000 75000 133000 86000 281000 125000

Tabela 9 - Médias e erro padrdo das amostras de CB e CB/FB. Araraquara, 2014.

Desvio padrao desvio padrao

Média (CB) (CB) Média (CB/FB) (CB/FB)
16h 26500 5781 31500 12823
24h 62000 13491 87750 9196
48h 80750 21001 116000 44142
72h 106250 58984 151750 84418

A partir destes valores obtidos, foi gerado o Grafico 3:
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Gréfico 3 - Média e desvio padrdo em relagdo aos valores obtidos para a proliferagdo

celular nos tempos definidos 16, 24, 48 e 72h, para CB e CB/FB. Araraquara, 2014.
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Para estes ensaios, foi empregado o teste Mann Whitney, que € um teste ndo
paramétrico de comparacdo entre as médias calculadas empregando o programa
estatistico Graph Pad Prism 5.0. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos p<0,05 (p=0,07).

A hipodtese de que a fibroina aumenta a adesdo celular nos scaffolds de
celulose foi testada. Células L.-929 foram semeadas sobre CB pura e nos compodsitos
CB-FB e permaneceram incubadas por 48h. Apds aplicar o teste estatistico Mann
Whitney, empregando o programa estatistico Graph Pad Prism 5.0, foi encontrado um

valor de p<0,05. O Gréfico 4 demonstra os resultados obtidos.
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Gréfico 4 - Grafico quantitativo da adesdo celular (células 1L.-929) apds semeadura
sobre os materiais CB e CB-FB 50%. Apds 48h, as células foram suspensas e contadas
em uma camera de Newbawer. Cada barra representa a média + SEM de 3 repeticdes e

¢ obtida a partir de duas experiéncias independentes (*p=0,04). Araraquara, 2014.
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d) Avaliacéo por meio do MEV da superficie do scaffold
Os scaffolds utilizados para o ensaio de adesdo descrito acima, foram
fixados, conforme descrito na metodologia, e a superficie foi avaliada por meio de

imagens de MEV (Figura 27).

Nestas imagens € possivel visualizar um nimero muito maior de células
aderidas ao scaffold CB-FB. As células apresentam um formato mais estrelado,
apresentando pseuddpodos como se estivesse se esticando. Este fato ¢ interessante pois
indica que as células estdo aderindo e proliferando sobre os scaffold. Ja nas imagens
relativas aos scaffolds de CB pura, as células mantém um formato mais arredondado,
indicando pouca adesdo e proliferacdo celular. Estes dados sugerem que o composito
CB-FB exibe uma melhor biocompatibilidade em comparacdo a CB puro, devido a
presenca da FB, que possivelmante induziu um aumento significativo na adesdo de

fibroblastos 1929 no composito CB-FB 50% em relagado a celulose pura.
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Figura 27 - Imagens de MEV ap6s a adesdo das células 1.-929 por 48 h, em a) CB pura

e b) do composito CB-FB 50%. Araraquara, 2014.
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Discussdo
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5 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi o de desenvolver um biomaterial para
reparacao tecidual almejando aplicagdes em odontologia (em tecido gengival, mucoso,

pulpar e 6sseo).

Idealmente, um biomaterial deve apresentar as seguintes caracteristicas: ser
biocompativel, isto ¢, ndo induzir a respostas teciduais ou imunologicas adversas; nao
ser toxico ou carcinogénico; ser quimicamente projetado para suas fungdes de uso;
possuir estabilidade mecanica, peso e densidade ao seu adequados uso; ser esterelizavel;
ter custo relativamente baixo; ser reprodutivel e de facil fabricacao e estimular reagdes

biologicas favoraveis em relagio a sua funcio de uso (Williams™®, 2009).

Sobre a resisténcia mecanica, autores afirmam que a CB apresente esta
propriedade com exceléncia (Klemm et al.”>, 2005) e que o desenvolvimento de
compositos baseados em CB sdo governados pela natureza de reforga-los de acordo
com a aplicacdo desejada, no intuido de superar as suas limitagdes e ampliar as

propriedades da CB pura (Shah™, 2013).

As limitagdes apresentadas pela CB sdo conhecidas: ela ndo ¢ facilmente
absorvivel e também, ao ser excretada pela bactéria Glucanoacetobacter xylinum forma
uma densa rede de fibras, o que pode impedir ou diminuir a adesdo celular (Backdahl et
al.*, 2006) além de ndo possuir propriedades antibacterianas, apenas funcionar como

. . . o . 24
uma barreira fisica contra infec¢des (Czaja et al.

, 2007). Neste ponto, a fibroina
apresenta efeito antimicrobiano (Li et al.”*, 2001) o que poderia agregar mais aplicacdes

e propriedades aos scaffolds de CB/FB concebidos.

Sobre a biodegradabilidade, autores sugerem que a CB apresenta tais

propriedades, sendo altamente absorvivel (Czaja et al.24, 2007; Williamsgg, 2009).
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Contudo, este processo de degradagdo da celulose geralmente ocorre na sua forma mais
rustica na natureza, por meio de enzimolise, € ndo no corpo humano onde estas enzimas
que degradam a celulose ndo estio presentes (Hu, Catchmark®*™®, 2011). Assim, a
adicdo 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.

Quanto a adesdo celular aos dispositivos biomédicos, ela pode ser
melhorada empregando-se sequéncias de aminodacidos tais como Arg-Gly-Asp (RGD),
encontrado em diversas matrizes extracelulares (Fu et al.’®, 2013). A literatura
demonstra que a fibroina, uma proteina natural, apresenta estes aminoacidos alcalinos
que sdo conhecidos por serem receptores celulares e mediarem importantes interagdes
entre células de mamiferos e a matrix extra-celular (MEC), facilitando a adesdo e
crescimento celular (Fang et al.>', 2009). Este fato corrobora com os achados do estudo
realizado ao se examinar as imagens obtidas por meio do MEV, onde ¢ possivel
visualizar uma maior nimero de células aderidas aso scaffolds de CB/FB50% quando

comparados aos de CB pura (Figura 27).

Outros autores ainda relatam que estes tipos de proteinas exibem Otimas
propriedades mecanicas e que combinadas com a biocompatibilidade, oferecem uma
importante op¢do no campo de liberagdo controlada e engenharia tecidual (Nogueira et
al.“, 2009). Deste modo, a adicdo de FB a CB poderia também conferir estas
propriedades ao material concebido neste estudo, indicando a necessidade de outros

estudos especificos para tanto o que nao configurou o objetivo desta pesquisa.
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Além desta biocompatibilidade tecidual a quase todos os tipos de células
(Altman et al.', 2003; Fang et al.*', 2009), a fibroina ainda apresenta propriedades
antitrombogénicas (Ge et al.**, 2012), evitando que sejam formados trombos, ou
agragacdes plaquetdrias no interior dos vasos sanguineos. Assim, diversos estudos
visando o uso deste material como scaffolds na desafiante reconstru¢do de vasos de
calibres inferiores a Smm tem sido realizados, tanto in vivo quanto in vitro (Marelli et
al.68, 2010; Yang et al.loo, 2009; Enomoto et al.zg, 2010; Unger et al.93, 2010; Patra et

al.”?, 2012).

No que tange a extragdo da fibroina, todo o processo seguido encontra-se
citado na metodologia deste trabalho (Rocwood et al.”’, 2011). Este procedimento faz-se
necessario pois as fibras da seda sdo compostas por 2 tipos de proteina: a sericina e a
fibroina. A sericina é a proteina que parece uma “cola” unindo as fibras da seda e
proporcionando a estruturacdo do casulo. Contudo ela € a responsavel pela reagdo
tecidual que as primeiras suturas feitas a base de fios de seda provocavam (Altman et
al.!, 2003). Dete modo, deve-se remover a sericina dos casulos do bicho-da-seda, sendo

esta desprezada no processo, para permanecer apenas com a fibroina.

Quanto a rotina de obtencdo e caracteristicas das mantas de CB pudemos
observar que a sua produgdo ¢ relativamente facil e reprodutivel. Contudo, o processo
de biofabricacdo da celulose bacteriana pode ser manipulado de forma a alterar a
estrutura e qualidade da mesma, principalmente quanto a fonte de carbono e os aditivos
do meio de cultura (Klemm et al.”, 2005). Devido a este fator, o estudo morfologico da
CB pura foi conduzido para averiguar a uniformidade das mantas, o que pode

influenciar na padronizagdo do biomaterial a ser produzido.
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As mantas obtidas neste estudo obedeceram ao padrao de espessura de
95,05 mm de didmetro ¢ 1,6 mm em média para a manta imida em 96 horas de
crescimento, apresentando 2,25% de massa seca e producao de 1,13g/L, e ainda, em
torno de 99% de agua, de acordo com Barud et al.’ (2011). Através da anélise dos
parametros avaliados, todos estdo coerentes com os dados dos Laboratdrios de Materiais
Fotonicos (LAMF) em que a CB foi produzida. E para manter a padronizagdo do
material, utilizou-se o perfurador pré-fabricado de diametro de 8 mm para perfurar as

mantas uniformemente.

Entdo, procedeu-se com a caracterizagdo do material em todas as
concentragdes obtidas: 25%, 50% e 75% de FB. Os achados foram preliminarmente
discutidos juntamente com a exposicdo dos resultados, de maneira individual nos
topicos de cada técnica. Contudo, de uma forma geral, a adi¢do de fibroina a CB nao

alterou as caracteristicas desta.

As imagens obtidas por meio do MEV demonstram que foi possivel
observar distintamente as fibras da celulose e da fibroina, fato que caracteriza um
composito. Também verificou-se que o material conservou a porosidade, carateristica
importante para promover a adesdo e crescimento celular (Figura 18). E no compdsito
de 75% de FB, esta recobriu quase que totalmente as fibras da CB, parecendo uma

massa, obliterando os poros totalmente.

Neste ponto vale a pena ressaltar que os beneficios da fibroina quanto a
melhora na adesdo celular, devido as suas caracteristicas protéicas, sao desejaveis.
Contudo, na concentragdo de 75%, ha nitidamente uma diminui¢do dos poros, indicando
que a fibroina pode influenciar no controle do diametro destes. Ou seja, ndo € apenas a

quantidade ou qualidade de uma substancia adicionada a CB que ird melhorar a adesao
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celular, mas também a arquitetura destes scaffolds. Estudos (Bodin et al.'’, 2010)
demonstraram que a porosidade induzida em scaffolds de CB pura melhorou a adesdo

de células tronco derivadas do sitema urinario.

A andlise dos espectros obtidos pela espectroscopia FTIR (figura 15)
revelou que ndo ocorreram ligagdes covalentes entre os dois materias (FB e CB), apenas
pontes de hidrogénio, e que tanto as bandas caracteristicas da celulose quanto da
fibroina estdo presentes nas regides tipicas e esperadas, ndo sofrendo modificagdes. Este
fato ressalta o observado nas imagens obtidas por meio do MEV, que ndo foi produzido
um novo material e sim um compdsito, onde é possivel observar os dois materiais

distintamente.

A difratometria de Raios-X indicou uma pequena alteragdo da
cristalinidade, com a adi¢do da FB, deixando o material com caracteristicas um pouco
mais amorfas. Contudo, o fato de o material ter perdido um pouco da transparéncia ndo

afetara a aplicagdo em regeneracao tecidual para o qual foi concebido.

Em relagdao a andlise térmica (TGA-TG), a fibroina degrada em uma
temperatura menor do que a celulose, sendo esta mais resistente ao calor. Contudo, nos
compositos com a celulose, a temperatura de degradacao da fibroina foi influenciada
pela presenca da celulose, e aumentou em torno de 24,4°C, em média. Estes resultados
evidenciados pela TGA-TG em relacdo a resisténcia a degradacdo indicam que o
material suporta altas temperaturas e sdo fundamentais pois, visando aplicagdes futuras
dos dispositivos desenvolvidos neste estudo na area biomédica e odontologica, faz-se

necessaria a esterelizagao efetiva do material.

Deste modo, um estudo de 2013 realizado por George et al.*> compara 3

métodos de esterelizacdo para os scaffolds baseados em fibroina: imersdo em alcool
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70% por 1 hora, em autoclave a 134 °C e 216 kPa por 12 minutos e radiagdo-gamma na
dose de 15 KGy. Apds a esterilizacdo, as amostras foram submetidas a testes fisicos,
mecanicos € quimicos, além de verificar se houve qualquer influéncia na adesdo de
células provenientes da cornea humana. Os compésitos de CB/FB desenvolvidos neste
estudo suportariam a temperatura da autoclave de 134°C sem degradar pois as curvas
TGA-TG indicam picos de degradacdo a partir de 280°C para a FB pura e 373,7°C para
a CB pura desenvolvido, permanecendo os valors dos compdsitos entre estes.
Entretanto, os resultados encontrados pelos pesquisadores (George et al.”>, 2013)
sugerem que método com o melhor desempenho, que causou menor dano e alteracio

nos materiais foi o de raios gamma.

De maneira semelhante, Hofmann et al.” (2014) também testaram métodos
de esterelizacdo para scaffolds baseados em FB. Além dos métodos comparados no
estudo citado anteriormente, esta pesquisa também avaliou o desempenho da autoclave
seca, sob aquecimento de 180°C, Oxido de Etileno e spray antibidtico antisséptico. As
amostras também foram caracterizadas estruturalmente, avaliadas por meio de micro-
CT e também quanto a adesdo de células tronco mesenquimais. Os resultados indicaram
que nenhum método alterou ou impediu a adesdo celular. Contudo, se as propriedades
mecanicas forem fundamentais para a aplicacdo a que o material for destinado, dentre os

métodos testados, os autores recomendam que os scaffolds sejam autoclavados.

Entretanto, o estudo de Hoffman et al.*’ (2014) nao incluiu a radiacao-
gamma dentre os métodos comparados, apesar de indicar que o melhor foi a autoclave,
tanto a Gmida quanto a seca. J4 o estudo conduzido por George et al.>> (2013), que
dentre os métodos testados empregou a autoclave e a radiagdo gamma, indicou que o

método mais efetivo foi o de radiagdo gamma.
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Assim, no presente estudo, as amostras foram submetidas a doses de raios
gama na ordem de 25KGy, conforme descrito em material ¢ métodos, pois este ¢ o
padrao que a empresa Embrarad (Cotia- SP) adota e a literatura demonstra a eficécia,
confiabilidade e reprodutibilidade do método. Ademais, foi demonstrado em um estudo
(Stoica-Guzun et al.*, 2013) que independente das diversas doses de radiagio-gamma
(5, 10, 20 e 50 KGy) aplicadas em compositos de CB e alcool polivinilico (PVA) na
forma de filmes, observou-se que o material ndo sofreu alteragdes estruturais ou mesmo
perda das propriedades poderiam comprometer os ensaios de adesdo e citotoxicidadae

subsequentes.

Quanto as diferentes concentracdes de FB adicionadas a CB (25, 50 e 75%)),
observamos que o compdsito de CB/FB 25% apresentou suas caracteristicas muito mais
semelhantes a CB, o que ndo agregaria muito em termos das propriedades da FB a CB.
Quanto ao compoésito CB/FB 75% este apresentou-se bastante amorfo, o pico relativo a
grande primeira perda de massa muito inferior a temperatura de degradacao da CB pura:
305,3°C e 373,7°C, respectivamente (Figura 14). Adicionalmente, o MEV revelou uma
grande perda da porosidade apresentando a superficie da CB completamente oblitarada

pela FB nesta concentracao de 75%, o que poderia interferir na adesado celular.

Deste modo, apdés a andlise dos varios aspectos observados na
caracterizacdo fisico-quimica dos materiais, o composito de CB/FB50% foi o que
apresentou conjuntamente as melhores caracteristicas. Entdo, optou-se empregar apenas
esta concentracdo, dentre os compositos desenvolvidos, nos estudos de citotoxicidade

subsequentes.

E, para que o desempenho em relagdo aos parametros avaliados (adesao,

proliferacdo celular e citoxicidade) destes ensaios sejam corretamente aplicados, fez-se
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necessario fabricar scaffolds de CB pura, que apresentem arquitetura e dimensoes
semelhantes as do composito desenvolvido, para que sejam usados como padrao de
comparagdo, ja que seu comportamento e propriedades bioldgicas sdo conhecidos e

amplamente descritos na literatura (Cai, Kim”, 2010; Kim et al. 52'54,2010, 2011, 2013).

A citotoxicidade pode ser avaliada por diferentes métodos de acordo com o
dano celular ocorrido: alteragdes nas membranas plamaticas (podem ser avaliadas por
meio de corantes como o azul de tripano), alteragdes nas fungdes metabolicas das
mitocondrias, que pode ser mensurado por um método colorimétrico, como o MTT
(tetrazolio de 3 - (4,5 - dimetiltiazol -2-il) -2,5-difenil tetrazolio brometo) (Kim et al.””,

2009).

Deste modo, o ensaio de citotoxicidade requer uma selecgdo do método
baseado na adequacdo da célula empregada nos testes. O presente estudo utilizou as
células 1929 para os testes de MTT, o que esta de acordo as normas ISO 10993-

5:2009*, que baliza os testes in vitro de citotoxicidade para dispositivos biomédicos.

Assim, em relagdo ao ensaio de viabilidade celular, o primeiro teste do MTT
demonstrou que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os materias CB
pura (grupo B), CB/FB 50% (Grupo C) e meio, apesar de ter sido encontrada uma
diferenca numérica, em média, entre os grupos: uB=91,25% e unC=123,81%,

respectivamente.

Portanto, em termos de viabilidade celular para 48 horas por meio de MTT,
nas condi¢des experimentais aplicadas neste estudo, os resultados ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significante entre a celulose bacteriana pura € o composito

produzido, sendo necessarios ensaios complementares.
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Por outro lado, nos ensaios de citotoxicidade empregando o azul de tripano,
foi encontrada uma diferenca estatistica significante (p=0,02, para p<0,05). E ao se
aplicar o pds teste de Dunns, este denunciou que a diferencga esta presente entre o grupo
meio € CB/FB 50%. Este ensaio, como relatado anteriormente, demonstra-se efetivo na

detec¢ao do dano as membranas das células.

Ainda em relag¢do a adesdo e viabilidade celular, as imagens reveladas pelo
MEV demonstraram um nimero muito maior de células aderidas na superficie dos
scaffolds, indicando que este teve uma performance superior a dos scaffolds de CB pura.
Estes dados estdo coerentes com os achados por meio do ensaio do azul de tripano que
indicaram uma diferenga estatisticamente significante para CB/FB 50% (p=0,02).
Embora os resultados obtidos por meio da aplicagdo do teste de azul de tripano difiram
dos obtidos pelo teste do MTT, ambos ensaios in vitro evidenciam alta viabilidade
celular para todos os tratamentos. Essa diferenca pode ocorrer porque o teste de azul de
tripano mede a citotoxicidade por meio da integridade da membrana celular, ao passo
que o MTT mede a viabilidade por meio da atividade das desidrogenases da

mitocondria.

Contudo, para que o material seja considerado ndo citotoxico e
biocompativel, os valores para viabilidade celular devem ser superiores a 70%, de
acordo com o estabelecido pela norma ISO 10993-5:2009*. Entdo, em relagio a
citotoxicidade, todos os ensaios aplicados foram coerentes entre si, pois os valores

obtidos encontram-se acima dos 70% de viabilidade celular.

Este fato era esperado, ja que ambos os materias isoladamente sao
biocompativeis como demonstrado pela literatura consultada. Apesar de existir na

literatura apenas um estudo relativo a este nanocomposito baseado em Celulose
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bacteriana e fibroina (Lee et al., 2013), este ¢ apresentado em um formato e proporgdes
diferentes das desenvolvidas nesta pesquisa. Deste modo, os pesquisadores® o
aplicaram diretamente em defeitos provocados cirurgicamente em ossos zigomaticos de
ratos na tentativa de promover regeneragdo 6ssea, sem haver nenhum estudo prévio de

citotoxidade in vitro.

O mais indicado ¢ proceder aplicando os teses de citotoxidade e
biocompatibilidade in vitro previamente ao estudo in vivo, pois ao se gerar um novo
material compoésito, a estrutura pode sofrer modificagdes o que pode implicar em
reacdes teciduais que ndo estavam previstas. Além disso, todos os artigos levantados,
inclusive os mais atuais, relacionados a materiais compositos que foram sugeridos para
aplicacdes em bioengenharia e regeneragdo tecidual foram submetidos a bateria de
testes in vitro precedendo os testes in vivo no modelo animal (Gu et al.’’ 2013; Lee et

al.®%, 2013; Kim et al.>*, 2013; Kundu et al. >, 2013).

E por fim, as imagens reveladas pelo MEV, que demonstram um maior
nimero de células 1929 aderidas ao material desenvolvido do que na celulose pura,
estdo coerentes com os resultados de adesdo apos 48h, onde encontrou-se um p=0,04,

indicando uma maior adesao para o scaffold CB/FB 50%.

Portanto, as etapas iniciais de desenvovimento de um novo nanocomposto
de CB/Fibroina para reparacao tecidual e futuras aplicagdes em odontologia foram
conduzidas objetivando a valida¢do da estrutura basica (matriz) necessaria a adesao,
crescimento e proliferacdo celular, por meio dos ensaios aplicados neste estudo. As
limitagdes observadas foram quanto ao método escolhido para avaliar a citotoxicidade e
as células aplicadas para tanto. Apesar dos pardmetros indicados nas normas ISO*

terem sido obedecidos, empregou-se apenas um tipo de célula (células L929) nos testes.
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Estudos complementares como testes de citotoxicidade por outro método
(como o XTT, por exemplo) e empregando diferentes células, de acordo com o tecido a
ser aplicado, bem como averiguar o potencial genotoxico, osteogénico e osteoindutor, a
diferenciagdo celular e liberagdo controlada de principios ativos deverdo ser realizados.
E, adicionalmente, faz-se necessario conduzir testes in vivo em animais para avaliar a
performance do material em relagdo aos tecidos gengivais, mucoso, pulpar e dsseo,

especificos da area odontoldgica.

Até o presente momento e diante das condigdes experimentais deste estudo,
0 novo nanocomposto na concentracdo de CB/FB 50% apresenta grande potencial na
regeneragdo de tecidos e engenharia tecidual, atuando como suporte para a adesdo,

crescimento e proliferagdo celular.
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Conclusao
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6 CONCLUSAO

Compdsitos esponjosos porosos a base de celulose bacteriana e fibroina da
seda foram desenvolvidos. As imagens de MEV mostram que os compositos exibem
uma estrutura porosa influenciada pela presenca de fibroina e que esta interligada a rede
de fibras da celulose bacteriana. O tamanho dos poros pode ser controlado pela
concentragdo de fibroina. O melhor resultado obtido foi a do composito CB/FB50%. Os
ensaios de citotoxicidade semeando células L-929 nos scaffolds de CB e CB/FB50%
revelaram que o material ¢ biocompativel, permitiu a adesdo e proliferacao célular,
demonstrando que a presenga de fibroina favoreceu um aumento significativo na adesao
celular no compésito quando comparado com a membrana de CB pura. Faz-se
necessario aplicar testes futuros para complementar a avaliagdo do material. Com base
nos dados atuais, no entanto, ¢ possivel sugerir que o compoésito CB/FB configura uma
excelente alternativa para a utilizagdo como scaffold para reparagdo tecidual em

odontologia.
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