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RESUMO

MONTANHA, V.C. Preparacdo e caracterizacdo de microparticulas de colageno ou
fibroina como suporte para células-tronco. 2012. 87 f. Dissertacdo (Mestrado)-Programa
de Po6s Graduacdo Interunidades Bioengenharia-EESC/FMRP/IQSC-USP, Universidade de
Séo Paulo, Sé&o Carlos, 2012.

Diversos biomateriais podem ser aplicados na engenharia de tecidos, mas poucos séo utilizados em
contato direto com células-tronco na forma de suportes de microparticulas, devido a falta de adesao,
espalhamento e toxicidade do material, de forma que os tornam inviaveis junto ao cultivo celular. Um
biomaterial promissor para bioengenharia € a fibroina, proteina fibrosa presente no casulo do bicho da
seda (Bombyx mori), devido a sua resisténcia mecénica, biocompatibilidade e minima reagdo
inflamatoria, porém, suas caracteristicas sdo pouco conhecidas na literatura. O mesmo ndo ocorre com
0 colageno que ja é bastante estudado por pesquisadores e, assim como a fibroina, apresenta
propriedades naturais que incluem baixa resposta imunoldgica, baixa toxicidade e habilidade de
promover o crescimento celular, porém o uso do coldgeno em sua maior parte é em forma de filmes,
esponjas e membranas. Como existem poucos métodos relacionados para preparacao e caracterizacdo
de microparticulas em formatos esféricos e porosos, este trabalho teve por objetivo desenvolver e
caracterizar microparticulas a base de colageno ou fibroina, tratadas ou ndo com glutaraldeido (GA),
para ser utilizado como suporte para células-tronco mesenquimais e avaliar a citotoxicidade destes
materiais em cultura celular.Nos resultados de Calorimetria Exploratdria Diferencial para ambos os
materiais, colageno e fibroina quando submetidas a tratamento com GA, a temperatura de
desnaturacdo e degradacdo aumenta, respectivamente. Na microscopia Gtica, eletrdnica de varredura e
birrefringéncia, observa-se o aparecimento de rugosidade e poros e/ou bolhas de ar no interior das
microparticulas em maior quantidade quando tratadas com GA, o que pode ser um fator positivo para
aderéncia celular no suporte. A porcentagem de agua absorvida ¢ maior no colageno devido as
estruturas hidrofébicas em maior quantidade na fibroina, porém, quando tratadas com GA, a absor¢édo
é estabilizada em um curto tempo em ambos os materiais. Os picos nos espectros de FTIR mostram as
bandas amidas I, Il e 11l dos materiais e as altera¢fes sofridas quando em contato com GA e 0s testes
de citotoxicidade que ambos materiais tratados ou ndo, sdo atoxicos, mas o desenvolvimento celular
nas microparticulas de fibroina € mais lento e diminui quando tratados com GA, por possuir mais
estruturas ordenadas na forma de B-folha quando se necessita de um crescimento mais controlado das

células nas microparticulas.

Palavras Chaves: Microparticulas, Células-tronco mesenquimais, Fibroina, Colageno, Glutaraldeido.



ABSTRACT

MONTANHA, V.C. Preparation and characterization of collagen or fibroin
microparticles as support for stem cells 2012. 87 f. Dissertagdo (mestrado) - Programa de
Pds Graduagdo Interunidades Bioengenharia-EESC/FMRP/IQSC-USP, Universidade de Sé&o
Paulo, S&o Carlos, 2012.

There are several biomaterials can that be used in tissue engineering, but few are used in direct contact
with stem cells like scaffold in the microparticle form, because of the lack of adhesion, spreading and
toxicity of the biomaterial, in order to make them nonviable in the cell culture. A promising
biomaterial for bioengineering is fibroin, a fibrous protein present in the fibers of silkworm (Bombyx-
mori) cocoon, because of its mechanical strength, biocompatibility and minimal inflammatory
reaction; however, little is still described in the literature. Not so with the collagen that is already well
studied by researchers and as the fibroin, has natural properties that include low immune response, low
toxicity and ability to promote cell growth, but the use of collagen is mostly in form of films, sponges
and membranes. As there are few methods reported for preparation and characterization of
microparticles in spherical shapes and porous, this study aimed to develop and characterize
microparticles based on collagen or fibroin, treated or not with glutaraldehyde (GA), to be used as a
support for cells mesenchymal stem cells and evaluating the cytotoxicity of these materials in cell
culture.In the results of Differential Scanning Calorimetry (DSC) curves for both materials, collagen
and fibroin when subjected to treatment with GA, the denaturation and degradation temperatures
increases, respectively. In Optical Microscopy, MSCanning electronic Microscopy and Birefringence
results, it is observed the onset of surface roughness and porosity and or air pockets within the
microparticles in greater quantity when treated with GA, which may be a positive factor for cell
attachment on the support. The percentage of water absorbed is greater in the collagen structures due
to more hydrophobic structure than silk fibroin, but when in treated with GA, absorption is stabilized
in a shorter time in both materials. The peaks in FTIR spectra show bands amide I, 1l and 1l of the
materials and the changes suffered when in contact with GA and cytotoxicity tests are non-toxic to
both biomaterials treated or not, however, in the growth of cells, the fibroin microparticles is slower
and decreases when treated with GA, due to its more ordered structure in the form of p-sheet and

more spherical than collagen due to its more ordered B-sheet structures, which may be very

interesting when it needs a more controlled growth of cells on microspheres.

Key Words: Microparticles, Mesenchymal Stem Cells, Fibroin, Collagen, Glutaraldehyde.
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TABELA

Tabela 1. Teste de citotoxicidade por MTT apds 72h de cultivo
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1 — Introduc¢ao

A engenharia de tecidos é fundamental ao exercicio da medicina regenerativa e, com um
mercado potencial de produtos desenvolvidos atraves dela, estimado em 100 bilhGes de
dblares ao ano (SOARES, 2005). Um dos propositos da Engenharia de Tecidos é a
regeneracdo de tecidos como peles, 0ssos, cartilagens e 6rgdos através da utilizacdo de células
do paciente ou ndo, cultivadas sobre suportes naturais ou sintéticos, que s&o conhecidos como
scaffolds (suportes, matrizes tridimensionais, arcaboucos e estruturas), para entdo serem
reinseridos no paciente (GRIFFITH, 2002; WANG, J. et al., 2010).

H& uma enorme variedade de biomateriais formados por polimeros naturais, polimeros
sintéticos e derivados de matrizes acelulares (GOMES, 2008), porém, para serem
considerados biomateriais, estes devem ser isentos de produzir resposta biologica adversa
local ou sistémica, ndo podendo ser toxico, carcinogénico, antigénico e mutagénico (SILVA,
2007).

A utilizacdo de materiais sintéticos para substituicdo ou aumento de tecidos bioldgicos,
sempre foi uma grande preocupac¢do na area médica, o que justifica a investigacdo de novos
materiais na engenharia de tecidos. A selecdo do biomaterial a ser utilizado deve levar em
consideracao as propriedades fisicas, quimicas e mecénicas do material (CUNNIFF, 1995).

A necessidade de scaffolds a base de colageno para adesdo e manutencao das células-
tronco embrionarias ou adultas é de grande importancia, visto que no mercado sdo poucos 0s
produtos disponiveis, como, por exemplo, 0 Verax®, que se encontra na forma de
microesponjas e podem ser utilizadas como carreador e imobilizador destas células até o local
de sua necessidade (DEAN et al., 2003).

O colageno é uma das proteinas mais abundante no corpo humano, pois € o principal
componente da matriz extracelular de todos os tecidos conectivos, que inclui pele, tenddes,
vasos e ligamentos, e tem sido largamente utilizado como biomaterial para aplicagoes
biomédicas, na forma injetavel para aumento de tecidos moles e esponjas hemostaticas, para
controle de sangramento em cirurgia ou ap6s trauma grave, membranas cicatrizantes e
enxertos vasculares (SHU-TUNG, L, 2000). E usado também como carreador ou
transportador biodegradavel para liberacdo controlada de farmacos, quimioterapicos e
antibioticos.

Além do coldgeno, outra proteina a ser mais estudada é a fibroina de seda (SF),

polimero semi-cristalino, natural, produzida por Bombyx mori, conhecido popularmente como
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bicho-da-seda. Reconhecida como um material biocompativel e biodegradavel, alguns estudos
exploram a sua utilizagdo como substrato para imobilizacdo de enzimas, material compativel
com o0 0sso, material anti-trombogénico, transporte de drogas ou substrato para cultura de
células (TAMADA, 2005; LIN et al.,2005 ; LI et al., 2005).

A proteina € encontrada em dois tipos cristalinos (seda | e seda Il), bem como a forma
espiral randémica, dependendo das condic¢des de preparacdo da amostra. A seda | mostra que
os deslocamentos estruturais estdo associados a a-hélice ou folha-f. A seda II ¢é estabelecida
como forma de folha B-antiparalela e € de cerca de 55% da conformacdo total. A distin¢éo
destas duas regides pode ser observada por Espectroscopia Infravermelha (FTIR) e
Difratometria de Raios X (DRX) (RUSA et al., 2005; TRABBIC et al., 1998).

A fibroina é um biopolimero de sequéncia tripeptidica: alanina (Ala), glicina (Gly) e
serina (Ser), também pode apresentar acido aspartico (Asp) em sua composicao que ajuda a
promover adesdo celular, especialmente de células: osteoblésticas, fibroblasticas e células-
tronco (SCHAFFNER, DARD 2003; REN et al., 2007).

Até o momento, poucos estudos analisam a morfologia e as caracteristicas fisico-
quimicas da fibroina, diferente do que ocorre com o colageno, por isso, esses fatos levantam o
interesse e a necessidade de desenvolver pesquisas nessa area, com intuito de avaliar e

comparar a viabilidade destes biomateriais.
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2.1 — Engenharia de Tecido

Em meados de 1987, surgiu o termo Engenharia de Tecidos, para definir um campo de
estudos multidisciplinar que compreende conhecimentos de engenharia de materiais, ciéncias
bioldgicas, quimica e fisica (Five Year Plan-MATES, 2006).

A engenharia de tecidos é uma &rea em ascensdo que objetiva o desenvolvimento de
estratégias e de materiais biologicos capazes de repor tecidos que foram danificados ou
perdidos (NOR, J.E.2007). Associada a medicina regenerativa, sdo aplicadas para a
construcdo e o crescimento de tecidos vivos utilizando de forma isolada ou em combinacgéo
com: biomateriais, células e fatores de crescimento (GRIFFITH, NAUGHTON, 2002;
SITTINGER et al., 1996; LANGER, VACANT]I, 1993).

A regeneracdo de orgaos e tecidos pode ser feita com tecidos vindos do proprio
paciente, dissociando as células e cultivando-as sobre suportes biologicos ou sintéticos
conhecidos como scaffolds (suportes, matrizes tridimensionais, arcaboucos, estruturas) para
entdo serem reinseridos no paciente (GRIFFITH, NAUGHTON, 2002; PITTINGER et al.,
1996; LANGER, VACANTI, 1993). Para a producdo de um novo tecido é necessario que 0s
scaffolds apresentem estruturas tridimensionais e compostos que possam estimular o
crescimento e desenvolvimento celular (ROSA et al., 2008).

Como a engenharia de tecidos é uma area relativamente nova pesquisadores vem
buscando a padronizacdo da terminologia e da metodologia de pesquisa e aplicacdo dos
produtos preparados. A regulamentacdo vem sendo feita por normas da American Society for
Testing and Materials - ASTM ( F2312-03, F2027-00el e F2150-02el) e por orgaos
governamentais de paises da Europa, Canada, Japao e outros ( LLOYD-EVANS et al., 2004),

de forma a assegurar a seus usuarios a confiabilidade do produto.

2.2 — Suportes/Scaffolds

Scaffolds sdo suportes em que ha o cultivo de células teciduais juntamente com fatores
de crescimento, permitindo o desenvolvimento do tecido até o suporte ser substituido
completamente (MA, 2004). Para cumprir essa funcdo, o suporte deve possuir propriedades

como biocompatibilidade, porosidade com tamanho e formato de poros adequados para
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permitir o crescimento de tecidos e grande area superficial, para que haja vascularizacdo (MA,
2000).

Um suporte deve conferir sustentacdo mecanica, protecdo (JANCAR et al., 2007) e
condicdes para que as células, ao produzirem matriz extracelular, construam um ambiente
tridimensional, com interatividade célula-matriz em que as células, quando transplantadas, se
infiltrem e permanecam ligadas, ndo perdendo a capacidade de proliferar e diferenciar para
entdo produzir o tecido desejado (PUTNAM, MOONEY,1996). Os scaffolds podem ser
obtidos a partir de material ceramico (XU, 2008; ZHANG, 2008) ou polimérico (ALSBERG,
2003) ou mesmo da associagéo destes (KHAN et al., 2006).

Um scaffold, quando poroso, tende a fornecer melhores condigdes de transporte de
nutrientes para as celulas, assim como proporcionar a migracdo celular e uma melhor
superficie para adesdo, enquanto um scaffold com menos poros oferece melhores
propriedades mecanicas (HOLLISTER, 2005). O transporte de massa (permeabilidade e
difusdo) permite que nutrientes do meio de cultura alcancem as células inseridas nos poros, o
gue mantém a viabilidade celular e promove a homeostase mediante 0 bom funcionamento de
todas as funcdes fisioldgicas celulares.

A biocompatibilidade do material é essencial, pois, ao introduzi-lo no tecido lesado,
deve ser aceito pelo tecido justaposto sem respostas imunoldgicas e inflamatérias danosas. A
bioabsorcdo deve ser compativel a capacidade das células em produzir matriz, de modo que,
aos poucos, as células ocupem os espacos intersticiais e substituam por completo o material
do scaffold (HOLLISTER, 2005).

2.3 — Biomateriais

Utilizados em dispositivos médicos de forma temporaria ou permanentemente
implantados no corpo humano, o termo biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto
Nacional de Desenvolvimento de Consenso em Saude em 1982 como:

“Qualquer substancia (outra que ndo droga) ou combinacao de substancias, de origem
sintética ou natural, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente
como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcéo do
corpo” (HELMUS, TWEDEN, 1995).
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H& uma enorme variedade de biomateriais que podem ser denominados, de forma
geral, de polimeros naturais, sintéticos e derivados de matrizes acelulares (GOMES et al.,
2008), porém, para ser considerado biomaterial, estes devem ser isentos de produzir qualquer
resposta bioldgica adversa local ou sistémica, atoxico, ndo carcinogénico, antigénico e
mutagénico (SILVA, 2007).

O critério de selecdo do biomaterial dependera da aplicacdo a que se destina e levada
em consideracdo as similaridades fisicas, quimicas e bioldgicas destes, em relacédo ao tecido a
ser substituido (OGAWA, 2002). Os biomateriais devem ser compativeis com os tecidos
hospedeiros, de modo a estimularem uma resposta adequada dos mesmos, apresentando,
portanto, uma propriedade importante: a biocompatibilidade (SILVA, 2007).

A biocompatibilidade ¢ definida como “estado de mdtua coexisténcia entre o material
e 0 ambiente fisioldgico, sem que exerca efeitos desfavoraveis sobre o outro” (BOSS et al.,
1995), de modo que reflita diretamente o sucesso do implante no organismo e diminua dessa
forma o risco de rejeicéo.

Quando o corpo humano entra em contato com um material sintético, o tecido reage
aos implantes de formas diferentes dependendo da composicéo, das caracteristicas superficiais
e da carga funcional aplicada. No geral alguns termos descrevem ou classificam um
biomaterial em relacdo a sua interagdo com o tecido, como: bioinerte, bioativo e
biodegradavel/biorreabsorvivel (RODRIGUEZ, A.l.R.; BICALHO, S.M.C.M. 2009).

De acordo com a Conferéncia da Sociedade Européia para Biomateriais realizada na
Inglaterra em 1986, o termo bioinerte ndo € adequado, ja que todo material induz algum tipo
de resposta do tecido hospedeiro, mesmo que minima, por este motivo deve ser evitado. No
entanto, o termo ainda é comumente utilizado, como sendo um material que apresenta uma
resposta interfacial minima que nédo resulta na ligacdo ou na rejeicdo do tecido hospedeiro
(KAWACHI et al. 2000).

A bioatividade é a capacidade do material em induzir uma reacéo bioldgica especifica
e interagir intimamente com o tecido. A biodegradacdo € a diminuicdo gradual em termos de
material mediada por atividade bioldgica ou bioquimica especifica; e a bioreabsorsdo € o
processo de remoc¢do do material mediada por atividade celular, diretamente por fagocitose ou
através de acdo enzimatica ou mesmo por difusdo idnica continua do biomaterial quando estes
séo colocados em meios bioldgicos (RAVAGLIOLI, KRAJEWSKI, 1992; HENCH, 1991).

Entre os muitos biomateriais utilizados, os polimeros apresentam grande potencial de
uso, por apresentar caracteristicas mecanicas semelhantes as dos materiais bioldgicos e ser de

facil manuseio (GRIFFITH, 2000). Os polimeros biorreabsorviveis como, por exemplo, o
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colageno, tem uma grande importancia na area médica, pois sdo utilizados em um amplo
namero de aplicagbes no corpo humano como: suturas cirdrgicas (KULKARNI, 2004),
sistemas para liberacdo controlada de drogas (LIU, 2004), scaffolds (VALIMAA, 2004) e
dispositivos ortopédicos (AMBROSE, 2004).

2.4 — Colageno

O colageno representa uma das proteinas estruturais e corresponde aproximadamente a
30% das proteinas dos vertebrados. Mais de 90% das proteinas de matriz extracelular (MEC)
de tenddes e 0ssos e mais de 50% da MEC da pele consistem de colageno.

Encontrado em grande quantidade no tecido conjuntivo, o coladgeno tem a funcédo de
manter a integridade estrutural do tecido e conferir resisténcia mecanica e elasticidade
(TZAPHLIDOU, 2004; CHAPMAN, 1990). As diferentes propriedades destes tecidos sao,
em parte, devido ao resultado de diferentes organizagdes das fibras de coladgeno. Sua principal
caracteristica é a formacdo de fibras insollveis com alta forca elastica. Além de seu papel
estrutural nos tecidos, o colageno possui também outras caracteristicas, tais como a funcdo de
orientar os tecidos em desenvolvimento (CHAUDRY, 1997; MAYNE et al., 1987).

Na forma de filamento semi-flexivel de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de diametro,
a estrutura fundamental do coladgeno é formada por uma unidade monomeérica denominada
tropocolageno, constituido de trés cadeias polipeptidicas denominadas o. Essas cadeias que
formam o tropocolageno apresentam-se na forma helicoidal, ancoradas umas nas outras por
ligacGes de hidrogénio (UTRACKI, 1990; EASTOE, 1967).

O arranjo dos aminoacidos nas cadeias o consiste em tripletes em que o terceiro
residuo é a glicina (Fig.1). A forma mais comum, correspondente a um tergo das estruturas, é
0 tipo -(Gly-X-Y),-, com X sendo prolina (Pro) e Y hidroxiprolina (Hyp) (BRODSKY,
RAMSHAW, 1997).
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Glicina

Figura 1. Esquema de formacé&o da tripla hélice da molécula de colageno.
Fonte: Alberts, 1994,

O colageno possui caracteristicas distintas como biomaterial quando comparado com
um polimero sintético, sendo a mais importante o modo de interacdo com os tecidos do corpo.
Isso estd associado com propriedades naturais que incluem baixa resposta imunolégica, baixa
toxicidade, a habilidade de promover o crescimento celular e a reconstrucdo in vitro da
estrutura microfibrilar encontrada em tecidos naturais (SIONKOWSKA, 2000).

O interesse no uso do colageno modificado quimicamente ou na forma de compdsito
com outros materiais tém se mostrado intensamente ampliado, principalmente devido as
crescentes aplicacBes praticas destes novos materiais, ja que os principais estudos estdo
voltados para a melhoria de suas propriedades fisicas, fisico-quimicas e de processamento dos
mesmos, comparadas as propriedades dos polimeros puros, visando atender aplicacdes
especificas na area de biomateriais (BRODSKY e RAMSHAW, 1997).

2.5 — Fibroina de Seda

A fibroina de seda produzida por Bombyx mori, popularmente conhecido como bicho-
da-seda, é composta por dois tipos de proteinas: a sericina, que envolve as fibras e a fibroina,
que ¢é a fibra da seda composto de regides altamente organizadas com cristais folha-p e
semicristalinas, responsaveis pela elasticidade da seda (ALTMAN et al., 2003) e regifes
amorfas que contém a maioria dos residuos de aminoacidos com uma cadeia lateral volumosa
e polar.

Composta quimicamente por glicina, alanina, serina (Fig. 2) e em menor quantidade,

tirosina e outros aminoacidos residuais, as propriedades de tensdo da fibroina da seda
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dependem principalmente da estrutura cristalina, enquanto outras propriedades, como
retencdo de umidade e resisténcia quimica, dependem do estado da regido amorfa (MORI e
TSUKADA, 2000).

0 Q
HoN |
2 \/U\OH HO /%OH
NHq
Alamna (Ala) Glicina (Gly) Serna (Ser)

Figura 2. Estruturas folha-p da fibroina e dos principais aminoacidos que a
compdem. Fonte: Nelson e Cox, 2000.

A fibroina € constituida de duas cadeias conectadas por uma ligacdo dissulfidica
(TANAKA et al., 1999): a cadeia com maior massa molecular (~350 kDa) é composta por
dominios repetitivos de Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser. Ao lado do grande nimero de residuos
hidrofobicos, esta cadeia apresenta residuos de hidroxila (serina e tirosina) responsavel por
promover afinidade com a agua. Ja a cadeia mais leve (~25 kDa) ndo apresenta regides
repetitivas, porém contém grande quantidade de &cido aspartico e acido glutamico (HOSSAIN
etal., 2003).

A estrutura da fibroina da seda | € uma estrutura solGvel em agua que ao, ser exposta
ao calor ou processo de fiacdo, facilmente se converte em uma estrutura da fibroina da seda II.
A estrutura seda | é observada in vitro em condi¢fes aquosas e € convertida a uma estrutura
folha-p quando exposta a metanol ou cloreto de potassio (VEPARI; KAPLAN, 2007).

As estruturas de folha-p sdo assimétricas, com um lado ocupado por hidrogénios de
glicina e o outro ocupado por grupos metila das alaninas, que ocupam o dominio hidrofébico.
As folhas-p estdo em um arranjo nos quais grupos metila e hidrogénios das folhas-p opostas
interagem para formar um empilhamento inter-estrutural nos cristais (VEPARI; KAPLAN,
2007) (Figura 3).
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A sequéncia de aminodcidos da folha-p formando os dominios cristalinos da fibroina é
dominada pela sequéncia hidrofébica GAGAGSGAAG [SG (AG)2]8Y (JIN; KAPLAN,
2003). A estrutura da seda Il exclui agua e é insolivel em muitos solventes incluindo acidos

fracos e condicgdes alcalinas e agentes caotropicos.

HO
O  CHs, O  CH, o)
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Figura 3: Sequéncia hidrofobica de aminoécidos da folha- f dos dominios
cristalinos da fibroina.

A configuracdo estrutural confere a fibroina propriedades mecanicas que incluem alta
elasticidade e flexibilidade. Recentemente, varios pesquisadores tém investigado a fibroina
como um material promissor para biotecnologia e material biomédico (KITAGAWA,
YABUKI, 2001; ALTMAN et al., 2003), devido a sua biocompatibilidade com diversos tipos
de células, alta permeabilidade para o oxigénio e vapor d’agua, boa biodegradabilidade e
minima reacao inflamatoria.

Alguns pesquisadores verificaram a interacdo da fibroina de seda com fibroblastos
(SERVOLI et al., 2005), queratindcitos (GUPTA et al., 2007) e células endoteliais (FUCHS et
al., 2006). A habilidade do material implantado de aderir e deixar crescer células endoteliais
sdo caracteristicas desejadas em materiais cardiovasculares, uma vez que o crescimento de
uma camada celular na superficie do material pode melhorar suas caracteristicas como, por
exemplo, resisténcia mecéanica (FEUGUIER et al., 2005).

Outras propriedades importantes, além da alta resisténcia mecéanica e microbiana,
possibilitam sua utilizacdo como substratos para cultura celular, imobilizagdo enzimaética,
lentes de contato com alta permeabilidade ao oxigénio, agentes de liberacdo de farmacos e
protecdo de feridas (SANTIN et al., 1999; UM et al., 2001, LI et al., 2002; LI et al.,2003;
MEINEL et al., 2005; BADAMI et al., 2006; LIANG et al., 2007).
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2.6 — Agente Reticulante Glutaraldeido (GA)

Uma propriedade importante para as matrizes extracelulares é a biodegradabilidade, a
qual ocorre com a formacgédo do novo tecido, para tanto, o controle do tempo de degradacéo
das matrizes € interessante e pode ser obtido por reacdes de reticulacdo. Essas reticulacOes
existem naturalmente no tecido, tanto na formacdo de reticulagdes intramoleculares como
intermoleculares, contudo, pode-se obter materiais mais reticulados com ajuda de alguns
reagentes como o glutaraldeido.

O agente reticulante glutaraldeido ou 1,5 pentanodial (HOC-(CH2)3-COH) é utilizado
em imobilizacdo e reticulacdo de proteinas através de seus grupos aminos residuais, com
capacidade de reduzir a antigenicidade e melhorar as propriedades mecéanicas através da
formacéo de ligacdes cruzadas do tipo base de Schiff (BEPPU et al. 1999). Entretanto, estas
reacOes ndo sao sempre homogéneas em virtude da heterogeneidade do tecido e da quimica
complexa do GA (Fig.4) cujas solugbes s@o caracterizadas por misturas complexas em
equilibrio contendo GA livre, formas mono e diidratadas, hemiacetais ciclicos (monomérico e

polimérico) e varios polimeros a, B-insaturados (WOODROOF, 1978).

Polimeros -insaturados
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Figura 4. Formac&o de polimeros a, B — insaturados a partir do Glutaraldeido.

Um dos resultados da reacdo do GA é a impermeabilizacdo superficial do tecido para
formar ligacGes de reticulacdo poliméricas (CHEUNG, 1982; CHEUNG, 1985) do tipo poli-
GA. Esta impermeabilizagdo permite manter as caracteristicas originais da matriz tecidual
(CHEUNG, 1985).

O método de reticulagdo € simples, barato e conveniente para ligantes sensiveis a pH
alcalino. A ligacdo covalente entre o grupo amino e o grupo aldeido terminal do glutaraldeido



REVISAO BIBLIOGRAFICA 27

é irreversivel e resiste a extremos de pH e temperatura (BEPPU et al. 1999).

Os processos alternativos para minimizar os problemas da reticulagdo com GA tém
sido introduzidos e pode incluir pré-tratamento com éteres glicidilicos e hexametileno
diisocianatos (NAIRMARK et al. 1995), glicerol (XI et al. 1992), azidas (PETIT et al., 1994),
ou mesmo procedimentos alternativos utilizando o proprio GA (SONG et al., 1990, GOISSIS,
YOSHIOKA,1998), tais como a fixacdo dindmica, o uso de temperaturas elevadas, ou ainda,

o0 tratamento com concentracdes baixas de GA (GOISSIS et al. 1998).

2.7 — Células-tronco Mesenquimais Suportadas sobre Biomateriais

As células-tronco provenientes da medula 6ssea tém recebido grande atencdo por
apresentarem uma maior facilidade de isolamento e cultivo, e pelo alto potencial de expansédo
in vitro (SANCHEZ et al.,2005; MORONE et al., 2008). Recentes estudos demonstraram que
as células-tronco mesenquimais (CTM) tém a capacidade de se diferenciar em células com
caracteristicas mesenquimais (VOSKERICIAN, 2006), ectodermais (Le BLANC et al., 2003;
BOSNAKOVSKI, 2006) e endodermais (WANG et al., 2005) (Figura 5). Dentre as linhagens
de células de tecidos mesodermais, as CTM podem gerar 0ssos, cartilagens, tecidos adiposos,
tendBes e musculos (SILVA, 2005; ORLIC et al., 2001). Experimentos mostram também que
essas células-tronco circulantes tém o potencial de diferenciacdo em hepatdcitos maduros,
células epiteliais da pele e do trato intestinal e podem melhorar a funcéo do coracdo ap6s um
infarto do miocérdio (SATOH, 2004; KORBLIN, 2002; MANGI, 2003).
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Figura 5: Diferenciacédo celular das Células-tronco Mesenguimais.
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As CTMs sdo usadas em terapias celulares: na implantagcdo destas para localizar
doencgas no organismo; em transplantes sistémicos; na combinag&o entre a terapia celular com
células-tronco e a terapia génica e na engenharia de tecidos (ANGELE et al., 2009).

Existem hoje, dentro da engenharia de tecidos, numerosas estratégias para a
regeneracdo de peles lesionadas, dentre elas, o uso de membranas temporérias (como enxertos
provenientes de pele de animais — suinos), membranas sintéticas, substitutos alogénicos
compostos por polimeros biodegradaveis e biorreabsorviveis, peles ou tenddes de animais ou
pela acdo biossintética de bactérias, fatores de crescimento, transplantes autogénicos,
substitutos permanentes de pele (como a cultura de derme e epiderme in vitro). Tudo isto visa
aumentar a taxa de sobrevivéncia e melhores condicgdes de vida dos pacientes (FREISCHLAG
et al., 1994; FISCARELLI, 2004).

A aplicacdo de geis ou membranas de colageno e fibroina como biomaterial em
cirurgia plastica tem sido bastante aprimorado e cresceu muito nas ultimas décadas,
principalmente com o desenvolvimento da engenharia de tecidos, o que leva a um aumento no
interesse em desenvolver materiais biodegradaveis e biocompativeis para regeneracdo de
tecidos (ANGELE et al., 2009). Isto se deve a sua grande abundancia e facil obtencdo no
reino animal e por possuir propriedades fisicas, fisico-quimicas positivas para aplicacdes
especificas na area de biomateriais.

A utilizacdo biomateriais ainda é controverso devido a sua baixa eficiéncia; entretanto,
acredita-se que a combinacdo destes com a terapia celular pode levar a observacdo de
resultados promissores para o tratamento de pacientes que ndo obtiveram sucesso com
tratamentos convencionais (GIBRAN, 1994). Assim, biomateriais feitos de polimeros como
coladgenos e fibroina vém sendo desenvolvidos para atuarem como sitios atrativos para
ancoragem de novas células, servindo como um suporte para o crescimento tecidual
(ANGELES, 2009).



3. OBJETIVOS
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3 — Objetivos

Preparar e caracterizar microparticulas de colageno e de fibroina na forma esférica,
tratadas ou ndo com agente reticulante, glutaraldeido (GA), para serem utilizadas como

suportes para células-tronco mesenquimais, verificando sua viabilidade e citotoxicidade.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 — Técnicas de caracterizacao

4.1.1 — Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Differential Scanning Calorimetry (DSC) é a técnica pela qual se mede a diferenca de
energia fornecida a substancia e a um material de referéncia, termicamente inerte, em funcgéo
da temperatura a uma programacgdo controlada de temperatura que permite avaliar as
variacOes de entalpias que ocorrem com uma dada substancia durante um processo de
aquecimento ou resfriamento (CANEVAROLO, 2004).

A amostra e referéncia sdo colocadas em diferentes panelas de aluminio, localizadas
sobre um disco termoelétrico (sensor de resisténcia térmica) e aquecidas por uma Unica fonte
de calor (Fig.6). O calor é transferido através do disco termoelétrico para a amostra e a
referéncia, e o fluxo de calor diferencial entre os dois é controlado por termopares conectados
abaixo das panelas de aluminio. Dessa forma, a diferenca no fluxo de calor da amostra e da
referéncia é diretamente proporcional a diferenca de poténcia das jun¢des dos dois termopares
(MARKOVA, K.; FILIPPIDIS, A., 2001).

A adicdo de energia por unidade de tempo é registrada em funcdo do tempo ou da
temperatura e através das avaliacdes de temperaturas sdo realizadas as analises térmicas e as
propriedades fisicas do material, ja que é possivel observar que a adicdo de energia é
proporcional & capacidade calorifica da amostra.
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Figura 6. Esquema de DSC, fonte: www.fasul.edu.br
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4.1.2 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A imagem observada no MEV ¢ resultado da varia¢do de contraste que ocorre quando
um feixe de elétrons varre a superficie da amostra em analise ponto a ponto em seqiiéncia de
tempos determinados. De maneira geral, as variacbes de contraste ponto a ponto ocorrem
devido a variacdo do numero de elétrons emitidos da amostra e que atingem ao detector, é
formado por um cintilador, tubo de luz e fotomultiplicadora (VIDAL, 1995 a).

O detector é isolado eletricamente do resto do microscépio e possui na sua frente uma
grade com potencial positivo. Os elétrons secundarios, que possuem energia inferior a 50eV,
sdo atraidos por esta grade carregada positivamente, permitindo assim que o sistema colete 0s
sinais obtidos e produza imagens tridimensionais com grandes aumentos (VIDAL,1995 a).

Para a analise microgréafica, as amostras foram aderidas em portas-amostra com a
utilizacdo de uma fita dupla-face condutora de carbono, de forma a expor as superficies das
microparticulas de coladgeno e de fibroina. Antes da andlise, as amostras foram liofilizadas e

metalizadas com ouro para garantir a condutividade elétrica de sua superficie de observacao.

4.1.3 — Microscopia de Luz

O microscdpio 6tico é feito de dois filtros polarizadores: o Polarizador (Pol) e o
Analisador (An). O Pol esta localizado abaixo do condensador do microscépio Otico, e
possibilita se mover para ser removido ou colocado no trajeto da luz, além de uma rotacéo de
360°, j& 0 An um polarizador que esta acima de objetivas e abaixo das oculares, assim, a luz
polarizada (com o vetor elétrico vibrante e um so plano) emitida, encontrard o plano de
polarizacdo do analisador perpendicular a sua direcdo de vibracao, esse processo ocorre pela
propria natureza dos polarizadores.

Através da MO € possivel analisar as fibras de colageno e fibroina devido a uma
propriedade existente neste tecido, a anisotrépica Otica, que se refere a birrefringéncia de
forma textural, bem como a ordem molecular, da dire¢cdo da vibracdo, de momento de

transicédo e de variacéo nos estados de agregacdo molecular (VIDAL,1987 a).
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4.1.4 — Microscopia Otica de Birrefringéncia

Um raio de luz polarizado, ao atravessar o material, sofre o fenbmeno da dupla
refracdo, apresentando dois raios refratados: um lento e outro répido, cujas velocidades sdo
inversamente proporcionais aos indices de refracdo. A diferenca numérica entre estes dois
indices de refracdo recebe o nome de birrefringéncia.

A Dbirrefringéncia é uma propriedade anisotropica Otica, podendo determinar e
quantificar a ordenacdo macromolecular de estruturas biolégicas, informando sobre a
morfologia e direcdo das fibras de colageno e fibroina, através da propagacdo desigual da luz.

O material birrefringente, ao ser analisado pela microscopia de polarizacdo, apresenta
um brilho intenso exibido pelas fibras e fibrilas, correspondentes aos indices de refragéo,
quando séo posicionadas a 45° do plano de polarizacéo de luz, esta alta intensidade de brilho é
proporcional a espessura do material em anélise e a diferenca de fase entre as frentes de luz

emergentes do material em analise (VIDAL, 1987 a).

4.1.5 — Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Espectrometria é considerada um processo analitico-instrumental que avalia
propriedades de absorcdo, emissdo e reflexdo de energia eletromagnética em cada regido
especifica do espectro (PAVIA, 1996; SILVERSTEIN, 2000). A espectroscopia no
infravermelho (IV) compreende a regido do espectro eletromagnético em que o0s
comprimentos de onda variam de 0,75 a 1000 um.

A absorcdo de energia provoca perturbacdes nas frequéncias especificas das diferentes
ligacGes quimicas, ou seja, a frequéncia de cada ligacdo corresponde a um nivel vibracional e
depende da superficie de energia potencial da molécula, da geometria molecular, das massas
dos atomos e eventualmente do acoplamento vibrénico. Deste modo, grupos funcionais
distintos apresentam absor¢do com intensidade e em regides distintas do espectro, fazendo da
espectrometria de infravermelho, uma metodologia bastante util na identificacdo de
compostos organicos (MILMAN B.L.,2005; SKOOG D.A., 2002).
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4.2 — Materiais Utilizados

Realizaram-se diversos testes iniciais para determinar as melhores condicOes de
desenvolvimento e caracterizagdo das microparticulas de colageno e fibroina, contudo, apenas
as melhores condicdes de preparacdo estdo descritas nessa dissertacdo assim como 0s
caracterizados, os demais testes estdo descritos na patente (MONTANHA, WODEWOTZKY,
YOSHIOKA, 2011).

O trabalho experimental foi desenvolvido de acordo com o fluxograma mostrado na

Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma do delineamento experimental.
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4.2.1 — Preparacdo do Colageno

Para a obtencdo do colageno, foi utilizada serosa porcina, camada mais externa do
intestino delgado de suinos, que foi tratada com uma solucéo alcalina na presenca de sais:
Ca(OH),, KOH, NaOH, Na,S0O,, KCI, CaSO, e NaCl durante 72 h (GOISSIS, PLEPIS,
ROCHA, 1994). Apds isso, o colageno foi homogeneizado em &acido acético pH 3,5 com
mixer, filtrado em peneira de plastico de 49 mesh e armazenado sob refrigeracéo.

4.2.2 — Preparacdo da Fibroina de Seda

Os casulos dos bichos da seda utilizados nos experimentos foi cedido pelo sericultor

Hélio Utsugai, de Bastos-SP.

4.2.2.1 — Remocéo da Sericina das Fibras dos Casulos do Bicho da Seda

Para remover a sericina das fibras, a cada 6 g de casulo do bicho da seda foram
tratadas em 2 L de solucdo aquosa em ebulicdo de Na,CO; & concentracéo de 4,24 g L™,
durante 30 min, (Fig.8) (LI et al., 2002). Ao final, as fibras foram enxaguadas em 1 L de agua

destilada, por 5 h, trés vezes e em seguida secos na estufa a 40 °C por 24 h.
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Figura 8. Processo de purificagdo da fribroina. Fonte: Xiaohui et al., 2008

4.2.2.2 — Preparacdo da Solucdo de Fibroina

Com a remocéo da sericina, as fibras secas em estufa foram picotadas no moinho de
facas, Tecnal modelo TE — 631/2, com o intuito de facilitar sua dissolucdo. adicionou-se 100
mL de solucdo ternaria de CaCl,-CH3CH,OH-H,0O (1:2:8 moles) e a suspensdo obtida era
mantida a 60 °C em banho termostatizado até dissolucdo completa (XIAOHUI et al., 2008),
como representado na Figura 9.

Apbs dissolucdo completa da fibroina, a solucdo foi colocada em tubo de dialise de
celulose, com limite de exclusdo de 16 000 Da, e dialisada contra agua. A agua da dialise era

trocada duas vezes ao dia, esse procedimento repetiu-se por trés dias.
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Figura 9. Processo de solubilizag&o e dialise da fribroina.
Fonte: Xiaohui et al., 2008

A didlise € um processo de separacdo por difusdo de moléculas através dos poros de
uma membrana semipermeavel. Essa transferéncia de moléculas, solventes ou ions, ocorre por
diferenca de concentracao entre as solu¢bes em contato com a membrana com tendéncia de
igualar os potenciais quimicos, ou concentracdes, resultando assim, em uma solucdo de

fibroina mais pura retirando 0 méaximo de cloreto de célcio e EtOH.

4.2.2.3 — Preparacéo das Microparticulas de Fibroina de Seda e Colageno

Depois de dialisada, a solugdo de fibroina de seda a 0,5% (m/m) foi borrifada, pelo
pulverizador de vidro desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Instituto de Quimica de S&o
Carlos-USP (Fig.10), direto em nitrogénio liquido (N,) a uma pressdao menor que 120psi, para
a formacdo das microparticulas, as quais foram posteriormente liofilizadas sob as seguintes
condigdes: temperatura -54 °C e pressdo 79 um Hg em um liofilizador, marca Edwards até
atingirem pesos constantes.As microparticulas de colageno foram obtidas a partir de solucdes,
com concentragdo 0,3% (m/m), usando 0 mesmo processo descrito acima para as

microparticulas de fibroina.
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Figura 10. Borrifador de vidro para formacéo de
microparticulas de colageno e fibroina.

4.3 — Tratamentos com Glutaraldeido (GA)

Para um estudo comparativo, na caracterizacdo do material, ap0s obter as
microparticulas de colageno e de fibroina, uma por¢do das amostras foram tratadas com
glutaraldeido (GA) a 0,05% (m/m) em acetona, por 30 min., posteriormente lavadas com agua
destilada abundantemente e em seguida congeladas em N liquido e liofilizadas.

Ao final do processo as microparticulas foram esterilizadas com 6xido de etileno e

para posterior utilizacao.

4.4 — CaracterizacGes das Microparticulas de Colageno e Fibroina

4.4.1 — Andlise Térmica por Calorimetria Exploratoria Diferencial ( DSC)

As curvas de DSC obtidas no equipamento de DSC-2010 da TA Instruments, do
IQSC-SP, calibrado com padrio de indio e taxa de aquecimento de 10 °C min™' com varredura
de temperatura de 25 a 120 °C para colageno e de 25 a 450 °C para fibroina, com amostras de

aproximadamente 10 mg colocadas em panelas de aluminio e aquecidas sob atmosfera de N,.
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4.4.2 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV )

As amostras foram colocadas nos suportes porta-amostras metalicas e recobertas com
uma fina camada de ouro (20 nm) em um metalizador Balsers modelo SDC 050. As
fotomicrografias foram obtidas em equipamento LEO-440 (LEO Electron Microscopy Ltda),
utilizando um feixe de elétrons de 20 keV, com um detector Oxford (Oxford Instruments

Inc.), o equipamento pertence a CAQ/IQSC-USP.

4.4.3 — Microscopia de Luz

a) Preparacéao das laminas

Com a finalidade de avaliar a estrutura interna das microparticulas, montaram-se
laminas com cortes verticais do material. Os procedimentos de preparo e fixacdo foram os
mesmos para todas as microparticulas de colageno e fibroina, tratados ou ndo com GA.

Inicialmente, fixadas em formaldeido a 10% (v/v) em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH
7,2, para posterior inclusdo em resina metacrilato (Historesin®). Apo6s a inclusdo do material
nos blocos, os cortes histologicos foram feitos no Micrétomo da marca RM 2165 da Leica
(Figura 11), na espessura de 3um, no Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias
de Botucatu, UNESP.

Para corar os cortes utilizou-se eosina, deixada imersa por 3 min e lavada em agua
corrente por 5 min. Para montar a ld&mina usou-se cola permount e laminula que foi seca em

temperatura ambiente.
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Figura 11. Micrétomo RM 2165 da Leica.

b) Microscopia Otica (MO)

Para a observagdo das amostras no microscopio Otico, as microparticulas de colageno
e fibroina reticuladas ou ndo foram fixadas em formaldeido a 10% (v/v) em tampao fosfato
0,1 mol L™ pH 7,2, coradas com eosina. As fotomicrografias foram feitas em um analisador
de imagens Leica Q-Win Standard Versdo 3.1.0 aclopado ao microscopio Leica DM, no
Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

4.4.3 — Microscopia Otica de Birrefringéncia

Para obtencdo das fotomicrografias birrefringentes, utilizou-se o microscopio de
fluorescéncia Zeiss aclopado a camera digital Olympus, as microparticulas de colageno e
fibroina reticuladas ou ndo, fixadas em formaldeido a 10% (v/v) em tampao fosfato 0,1 mol
L' pH 7,2, coradas com ecosina. As analises foram feitas no Departamento de Morfologia,

Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
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4.4.4 — Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Para a andlise no infravermelho, prepararam-se pastilhas de KBr por prensagem de
espessura fina, previamente seco em estufa a 100°C, para garantir o peso constante. O
controle constituiu somente de KBr e as demais amostras compostas por KBr com: 1)
microparticulas de colageno, 2) microparticulas de colageno reticulado, 3) microparticulas de
fibroina e 4) microparticulas de fibroina reticulada.

O espectro de FTIR foi obtido em um espectrofotometro BOMEM MICHELSON
SERIES num intervalo de 400 a 4000 cm™, com resolucio de 4cm™ (CAQ/1QSC-USP).

4.4.5 — Percentual de Absorcédo de Agua das Microparticulas

Inicialmente, as amostras foram liofilizadas até obter peso constante e entdo pesadas
cerca de 10mg de cada amostra — microparticulas de colageno, de fibroina, ambas reticuladas
e nao reticuladas — e colocadas separadamente em frascos contendo agua destilada por
periodos de tempo de 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 60 e 90 min., 0 excesso de agua foi retirado
com papel de filtro e feito a pesagem.

O percentual de absorcdo de agua % foi calculada pela equacdo (1) e realizada uma
média de 3 valores.

1)
(peso das microparticulas hidratadas) — (peso das microparticulas liofilizad as)
(peso das microparticulas liofilizad as)

% = x100

4.5 — Teste de Citotoxicidade

O meio de cultura utilizado na expansdo das CTMs foi o MesenPro (Invitrogen) com
2% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina (Sigma-Aldrich) e penicilina/estreptomicina

(Gibco) e acondicionadas em incubadoras de cultivo com atmosfera imida contendo 5% de
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CO, a 37°C. O repique das células foi realizado ao se atingir uma subconfluéncia celular de
aproximadamente 80%. Para esse procedimento foi utilizada a enzima de dissociagéo

TrypLE™ 1x (Invitrogen).

4.5.1 — Microcarregadores

As microparticulas de colageno e fibroina tratadas ou ndo com GA, desenvolvidas
neste estudo, foram colocadas em microplacas de 96 pocos na presenca de CTMs, a fim de
avaliar sua biocompatibilidade, adesdo e taxa proliferativa.

Também se utilizou o microcarregador comercial Cultispher-S (Percell Biolytica,
Suécia) macroporoso, de diametro entre 130-380 wm com matriz de gelatina reticulada que

pode ser dissolvida com enzimas proteoliticas que resulta na recuperacao de células viaveis.

4.5.2 — Cultivo Celular

Realizaram-se ensaios de citotoxicidade dos materiais utilizados, com a finalidade de
diminuir a presenca de contaminantes que possam interferir de maneira negativa no
desenvolvimento da cultura celular.

Para tanto, a linhagem celular foi cultivada em frascos de cultura celular (frascos T)
com area superficial de 25 cm? e de 75 cm? de poliestireno (TPP, EUA). Ap6s a expansio
necessaria, as CTMs foram transferidas para microplacas de 24 pocos a uma concentragdo de
1x10° cél mL™* juntamente com microparticulas de colageno e fibroina, ambas tratadas ou ndo
com GA a fim de avaliar a citotoxicidade dos biomaterias. Para fins comparativos, 0 mesmo
procedimento foi realizado com o microcarregador Cultispher-S (Percell Biolytica, Suécia) e
um cultivo controle sem a presenca de microparticulas, em que as células foram inoculadas
diretamente sobre a microplaca. Esses cultivos foram mantidos em incubadora com 5% de
CO;, a 37°C durante o periodo de 72h.
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4.5.3 — Andlise de Viabilidade Celular

Para a analise de viabilidade e densidade celular, usou-se 0 método de exclusdo do
corante azul de Tripan em hemacitdmetro (DOYLE & GRIFFITHS, 1998). Foram contados
16 quadrantes (8 quadrantes/camara) para diminuir os erros de contagem. A média e o desvio
padrdo das medidas de densidade e viabilidade celular foram determinados considerando 4
eventos de contagem, cada evento representado pela contagem de 4 quadrantes.

A densidade celular foi determinada pela contagem na camara de Neubauer. Para isso,
retiraram-se amostras celulares de 20 uL de cada poco analisado e, em seguida, acrescentou
20 pL de uma solugdo de EtOH com azul de Tripan a 0,4% (m/v) preparados previamente. Ja
o kit baseado no MTT ou Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio, utilizado
para determinar indiretamente a densidade celular dos cultivos, por espectrofotometria, em
funcdo da atividade mitocondrial das células vivas. Para obter o valor da absorbancia das
amostras obtidas pelo método do MTT, foi usada a leitora de microplacas Multiskan FC da
Thermo Scientific (EUA) com filtro de 570 nm.

Para a aplicacdo do método baseado no MTT foi necessaria a preparacao de uma curva
de calibracdo a partir de uma densidade celular previamente conhecida em funcdo da
absorbancia, antes de iniciar os experimentos de expanséo de CTMs.

Para a reagdo, usou-se uma amostra de 200 uL, a qual foram adicionados 10% do
volume da amostra a solucdo reagente do MTT e, em seguida, homogeneizada e mantida na
incubadora de CO, a 37 °C por 4 h. Apos esse periodo de reacdo, uma solucdo de isopropanol
foi adicionada para a solubilizacdo dos cristais de formazan azul escuro formado no interior
das células vivas. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 1500 rpm para a sedimentacdo dos
microcarregadores e dos restos celulares, e o sobrenadante analisado, em triplicata, pela
leitura no espectrofotdbmetro de placas Elisa, usando o filtro de comprimento de onda de
570nm. A Figura 12 apresenta a reacdo envolvida no método descrito.
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Figura 12 - Representacgdo da reacdo enzimatica em que se fundamenta o método do MTT.

Para a quantificacdo das células vidveis pelo método do MTT e para células, as
medidas de absorbancia (métodos colorimétricos) foram realizados testes em triplicata. Desta

forma, a média e o desvio padrdo foram calculados para cada uma das amostras.

4.6 — Testes de Citotoxicidade

Apbs a expansdo da linhagem celular, em frascos T com meio de cultura MesenPro
(Invitrogen), transferiu-se uma densidade celular de 1x10° células por poco das microplacas
previamente esterilizada e siliconizada com Sigmacote (SIGMA-ALDRICH, EUA), um
composto a base de silicone que forma um filme neutro e hidrofdbico, utilizado para impedir
a adesdo das células, das microparticulas e microcarregadores no fundo e paredes das
microplacas.

Para realizar os testes citotoxicos, 0s pogos designados controle com apenas células e
meio de cultura e pocos contendo células, meio de cultura e 1 g.I"! de microcarregadores
Cultispher S (Percell Biolytica, Suécia), foram comparados com 0s po¢os em que havia
células, meio de cultura e 1 g.I" do material a ser analisado: microparticulas de colageno e
fibroina, tratadas ou ndo com GA. O teste foi feito em triplicata para assegurar a
confiabilidade do experimento.

ApoOs a inoculagdo, as microplacas mantiveram-se na incubadora de CO,, com
umidade e temperatura controladas, durante um periodo de 72 h para o desenvolvimento

celular. Todo procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar asséptica Sterilgard 1lI,
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classe 11, da Baker Company (EUA), modelo SG403/SG603, provida de lampada germicida
uVv.

Para analisar a citotoxicidade, a adesao e o crescimento celular nas microparticulas, no
microcarregador e pogos controle, as células foram coradas a partir do método do MTT como

descrito anteriormente.
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5.1 — Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Ao observar a curva DSC das microparticulas de colageno (Fig.13), nota-se a
transicdo endotérmica referente a desnaturagdo da proteina, que € a transicdo da tripla
hélice para uma forma desordenada quando o colageno é aquecido. Este aquecimento
provoca a quebra de ligacdes fracas intramoleculares em que a proteina passa de uma
estrutura organizada a uma forma desorganizada chamada gelatina.

As microparticulas de coldgeno que ndo foram reticuladas, nota-se que a
temperatura de desnaturacdo é de 52,8°C, na curva de DSC enquanto aquelas tratadas
com GA apresentaram temperatura de 67,7 °C. Esta variagdo na temperatura de
desnaturacdo, de aproximadamente 15 °C, é resultado do aumento no grau de
reticulacdo proporcionado pelo glutaraldeido. A reticulacdo pode ser atribuida a
formacgdo de ligagdes cruzadas do tipo base de Schiff entre o0 GA e g-amino grupos de
lisina e hidroxilisina da matriz de colageno (GOISSIS; BRAILE; GIGLIOTI, 1999), que

interligam as cadeias da tripla hélice.
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Figura 13. Curva DSC das microparticulas de Colageno: (—ms—) Néo Reticulado
(—m=—) Reticulado.

Nas curvas de DSC das microparticulas de fibroina ndo reticuladas com GA,
apresentaram-se picos endotérmicos de 97,2 °C e 111,0 °C relacionados a perda de agua
do material. As temperaturas de 284,7 °C e 293,7°C indicam a decomposi¢cdo da

fibroina, este pico de degradacéo é caracteristico para materiais derivados da seda com



RESULTADOS E DISCOSSAO 49

configuragdo secundéria folha-p (FREDDI, et al., 1999). Porém, quando submetidas ao
agente reticulante, a temperatura ficou por volta de 288,9°C e 300,9°C (Fig.14),
sugerindo que o aumento na temperatura de decomposicdo pode ser devido as

reticulacdes efetuadas pelo GA.
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Figura 14. Curva DSC das microparticulas de Fibroina. (—ms—) N&o Reticulada
(—m—) Reticulada.

A decomposicdo térmica da fibroina de seda € influenciada principalmente pelo
grau de orientacdo molecular da proteina (TSUKADA, 1996). Fibras bem orientadas
normalmente apresentam pico de decomposicdo localizado acima de 300°C, enquanto
que materiais de fibroina da seda com configuragdo B-folha ndo orientada apresenta
picos de decomposigdo entre 290°C e 295°C. Em contraste, os materiais amorfos de
fibroina de seda apresentariam picos de decomposicdo abaixo de 290°C (FREDDI,
1999).

E importante ressaltar, que as microparticulas analisadas foram liofilizadas, o que
pode ter ocasionado formacdo de mais estruturas de B-folha através da desidratacdo das

cadeias moleculares da fibroina de seda.



RESULTADOS F DISCOSSAO 50

5.2 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para efeito de estudo e comparacao no desenvolvimento do material, ¢ de grande
relevancia a visualizagdo da estrutura das microparticulas observando a forma, o
tamanho, a rugosidade e porosidade das mesmas. Nas fotomicrografias obtidas por
MEYV, observam-se as superficies das microparticulas de coldgeno e fibroina e as
mudangas possivelmente ocorridas apos a reticulagdo com GA.

A Figura 15 mostra as fotomicrografias das microparticulas de coldgeno sem
reticulacdo, e a Figura 16 das microparticulas de colageno tratadas com GA. Estas duas
Figuras mostram que a reticula¢do induz a formagao de rugosidades na superficie das
microparticulas. A quantidade de rugosidade aumenta nas microparticulas de tamanho
maior, pois sua superficie de contato ¢ mais extensa, ndo observando-se altera¢do

naquelas ndo reticuladas.

Gmm Mage 2@ X Delecters S04
0

Figura 15. MEV das microparticulas de colageno nao reticulado. Aumento 200x e 250x.
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Figura 16. MEV das microparticulas de colageno reticulada. Aumento 100x e 250x.

Na Figura 17 e 18, tém-se fotomicrografias das microparticulas de fibroina, em
que as microparticulas ndo reticuladas apresentam uma superficie lisa, homogénea e
com poucos poros. As microparticulas de fibroina reticuladas t€m um maior numero de
poros presentes, bem como a presenga de rugosidades. A técnica de liofilizagdo em alto

vacuo pode gerar materiais com alta porosidade e interconectividade entre os poros

(MANDAL, KUNDU, 2009).
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Figura 17. MEV das microparticulas de fibroina ndo reticulada. Aumento 500x e 1000x.
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Figura 19. MEV do interior das microparticulas reticuladas: A) Colageno e B) Fibroina.
Aumento 500x.

Na Figuras 19 A e 19 B, observa-se o interior das microparticulas de colageno e
fibroina reticulados, respectivamente. Nota-se que ha formacao de fibras filamentosas e
gue estas se apresentam de formas mais orientadas na fibroina.

As microparticulas de fibroina encontram-se em um formato mais esférico que
as de colageno (Fig. 20 A e 20 B) e com tamanho entre 57,37 e 144,26 um para o
colageno entre 58,53 e 163,41 um para fibroina, as medidas foram feitas no software de

dominio publico Imag J (site: www.superdownloads.com.br).
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Figura 20: MEV das microparticulas reticuladas: A) Colageno e B) Fibroina. Aumento 100x.

5.3 — Microscopia de Luz

A microscopia 6tica mostra que a reticulagdo com GA das microparticulas de
colageno (Fig. 21 e 23) ndo reticuladas (Fig. 22 e 24) induzem a orientacdo das fibras de
coldgeno em forma radial, com feixes convergindo para o centro. Na solucdo de
coladgeno, mesmo usada a uma concentracao de 0,3%, observa-se a presenca de fibras.

No caso das microparticulas de fibroina ndo reticulada (Fig. 25 e 27), ha
presenca de rugosidades e poros que podem auxiliar no crescimento celular e até servir
como pontos de ancoragem e difusdo de ions (BEPPU et al., 2006), principalmente nas
microparticulas de fibroina reticuladas (Fig.26 e 28), ou ainda crescimento de fungos

nestes poros.
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Figura 21. MO superficial do colageno néo reticulado (100x)
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Figura 22. MO superficial do colageno reticulado (100x)

Figura 23. MO do corte das microparticulas de colageno ndo
reticulado (aumento de 100x).
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Figura 24. MO do corte das microparticulas de colageno reticulado
(aumento de 100x).

100 pm

Figura 25. MO superficial da fibroina ndo reticulada
(aumento de 100x).
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Figura 27. MO do corte das microparticulas da fibroina nao
reticulada (aumento de 100x).
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Figura 28. MO do corte das microparticulas da fibroina reticulada
(aumento de 100x).

A estrutura interna das microparticulas pode-se formar pela separacao de fase de
uma solugdo polimérica. Segundo Kim et al. 2007 quando a temperatura do ponto de
congelamento da solugdo ¢ mais baixa que a do solvente, a cristalizacdo do solvente

ocorre primeiro e expulsa o polimero do local, formando agregagao polimérica.

5.4 — Microscopia Otica de Birrefringéncia

Na analise feita por microscopia Otica de birrefringéncia, (Fig. 30) mostra as
microparticulas do coldgeno reticulado, nota-se que ha uma alta concentragéo,
orientacdo, estado de agregacdo e deposigdo de fibras de colageno, quando comparado
ao colageno nao reticulado (Fig. 29), existem também areas desorganizadas nas quais as
fibras perdem a sua continuidade e, consequentemente, ha estrutura “inchada” ou

swollen indicando que houve alteracdes significativas estruturais na proteina colagena.
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O mesmo acontece com as microparticulas de fibroina reticulado (Fig. 32) e ndo
reticulado (Fig. 31), porém quando comparados com as de coldgeno observa-se um

aumento na quantidade de poros ou bolhas.

Figura 29. Birrefringéncia do colageno néo reticulado
(aumento de 10x).

Figura 30. Birrefringéncia do colageno reticulado
(aumento de 10x).
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Figura 31. Birrefringéncia de fibroina néo reticulada
(aumento de 10x).

Figura 32. Birrefringéncia de Fibroina reticulada
(aumento de 10x).
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5.5 — Espectroscopia no infravermelho

As regides de amida I, 11 e Il presentes no espectro de IV estdo relacionadas
com a conformacéo das cadeias peptidicas do colageno. A amida | tem freqiéncia
caracteristica na faixa de 1656 a 1602 cm™ associada & deformagéo axial da ligacdo
C=0, conforme observada na Fig. 33. J& a amida Il, que esta relacionada & deformacéo
angular N-H e ao estiramento C-N, encontra-se na faixa de 1547 e 1542 cm-! para as
microparticulas ndo reticuladas. Enquanto a banda de amida Ill esta relacionada aos
modos de estiramento C-N e deformagdo N-H em aproximadamente 1450 cm™
(PLEPIS; GOISSIS, DAS_GUPTA, 1996).

A anélise do espectro de absorcdo no infravermelho mostrou que a razdo de
absorbancia em 1235 cm™ e 1450 cm™, estd proxima de 1, portanto mantendo a
estrutura helicoidal integra, isto implica em coldgeno com baixo teor de gelatina, pois
microparticulas de gelatina nas mesmas condi¢Bes apresentam uma relagdo de 0,59
(GEORGE, 1991).
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Figura 33. Espectroscopia de Infravermelho Colégeno: (—m=s—)N&o Reticulado
(—m—) Reticulado

Para a fibroina (Fig. 34), as bandas de amida I, Il e Ill sdo atribuidas ao

estiramento C=0, deformagdo N-H, e dobramento O-C-N, respectivamente. Duas
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bandas distintas tém sido associadas com as vibracfes da amida I, aparecendo em 1668
e 1577 cm™ como contribuicdes das conformacées seda | (enovelamento aleatdrio e
estrutura o hélice) e seda Il (estrutura folha-p), respectivamente. Na regido da amida II,
onde o pico em 1539 cm™, devido & conformacéo seda I, é desviado para 1463 cm™
quando ocorre transicdo para a conformacéo seda Il. J& a banda da amida Ill ocorre na
faixa de 1242 a 1157 cm™. A banda em 1242 cm™ se deve & conformacdo seda I,
enquanto que a banda em 1157 cm™ é atribuida & fase cristalina (seda 1) (RUSA et al.,

2005).
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Figura 34. Espectroscopia de Infravermelho Fibroina: (—ms—)N&o Reticulada
(—m—) Reticulada.

O tratamento com glutaraldeido induziu o aumento da proporc¢do da conformagao
seda Il (UM et al., 2004; ZUO et al., 2007; LAWRENCE et al., 2008) apresentando uma
proporgdo maior de estrutura cristalina folha-B, e menor de enovelamentos aleatorios e
hélice-a, quando comparadas com as microparticulas ndo reticuladas (LV et al., 2005;
MIYAGUCHI; HU, 2005; RUSA et al., 2005).

Atraveés da caracterizacdo por DSC, MEV, MO e birrefringencia das
microparticulas de colageno e de fibroina, pode-se observar a temperatura de
desnaturacdo e decomposicdo e a extensdo da superficie do material, observando que
guando estas sdo tratadas com reticulante GA, favorece o aumento da rugosidade,
formacdo de poros, aumento na temperatura de desnaturacdo do coladgeno e

decomposic¢éo da fibroina, assim como a definicdo e orientacdo das fibras, pois 0 GA
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reage com o e-amino de lisina (Lys) e hidroxilisina (Hyl) da matriz protéica para formar
ligagBes quimicas do tipo base de Schiff (-CH=N-) (GOISSIS ET AL, 1999).

5.6 — Percentagens de Absorc¢io de Agua

A absorcdo de dgua é um dado Util, pois, como relatado anteriormente, estruturas
com alta porosidade interconectada facilitam a proliferacdo celular dentro do material e
também ajudam no transporte de nutrientes (HE, STANDARD and HUANG 2008). A
analise de absorcdo foi realizada através da equacdo 1, que usou o peso das
microparticulas secas (10 mg) e hidratadas.

Os resultados da porcentagem de agua absorvida estdo representados na Figura
35, para as microparticulas de colageno e colageno reticulado, e na Figura 36 para as

microparticulas de fibroina e fibroina reticulada.

[=]
|

on

% Absorgao de agua

:l T I T I T I T I T I
0 20 40 80 20 100

Tempo (min)

Figura 35. Porcentagem de Absorcao de Agua pelas microparticulas de colageno
(—m—) Néo Reticulado (—@—) Reticulado com GA.
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Observando a Figura 35, nota-se que as microparticulas de colageno
reticulado absorvem uma quantidade maior de agua em um periodo menor de tempo, se
estabilizando mais rapido, isto é possivel porque quando o coladgeno é reticulado ha o
rompimento das liga¢des cruzadas, que aumenta o numero de cargas negativas na matriz
de colageno e desorganiza a estrutura fibrilar da matriz colagénica (BET; GOISSIS;
LACERDA, 2001). Com o aumento na densidade de cargas negativas, apds a
reticulacdo, a quantidade de agua absorvida pelas microparticulas reticuladas € maior

em relacdo as ndo reticuladas.

8
; X
- :
-}
()]
L
Lk}
-
L]
L]
[
e
L]
L]
=2
- T I T I T I T I T I
o 20 a0 &0 B0 100
Tempo (min)

Figura 36. Porcentagem de Absorcao de Agua nas microparticulas de fibroina:
(—m=—) Néo Reticulada (—@—) Reticulada com GA.

As microparticulas de fibroina apresentam um grande numero de residuos
hidrofobicos, porém quando reticuladas com GA estas cadeias apresentam residuos de
hidroxila (serina e tirosina) que promovem sua afinidade com a agua (HOSSAIN et. al
2003), o que justifica o resultado observado na Figura 36.

Os resultados apresentados se ddo, em grande parte, a absor¢cdo de agua através
da superficie dos materiais, ja que tanto para as microparticulas de colageno como de
fibroina observou-se que ha formacgdes de bolhas de ar no interior, e isto dificulta a

entrada de &4gua no local, mesmo assim, as microparticulas de coldgeno apresentam uma
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maior capacidade de absorcdo de agua, aproximadamente 50% mais que as
microparticulas de fibroina.

Com relagdo as amostras tratadas com GA para ambos 0s compostos, colageno e
fibroina, a porcentagem de absor¢do atinge seu grau maximo em menor tempo,
permanecendo estavel, esse dado pode estar relacionado a estrutura hidrofilica do GA
que, em contato com a molécula de agua, ajuda na retencéo.

Apesar da presenca de poros, e/ou bolhas de ar, ser maior nas microparticulas
de fibroina, como ja visto em microscopia ética, nas microparticulas tratadas com GA,
ndo nota-se diferenca significativa na porcentagem de absorcdo de dgua e isso pode ser
explicado quando examinada a estrutura priméria da cadeia pesada de fibroina, que
apresenta um padrdo de blocos hidrofébicos e hidrofilicos. Esse padrdo sugere a
possibilidade de formacao de estruturas micelares em agua (JIN; KAPLAN, 2003).

Esse modelo de montagem da seda sugere que as moléculas de fibroina atuam
como polimeros hidrofilico-hidrofébico-hidrofilico, com a formagdo de micelas de
tamanhos irregulares, dependendo do dobramento das cadeias e intera¢fes hidrofobicas
(JIN; KAPLAN, 2003), o que também justifica a formacao de bolhas/poros no interior
das microparticulas.

O colageno e a fibroina sdo pouco sollveis em agua devido a teores elevados de
cadeias hidrofobicas, esses resultados corroboram com Hardy et al 2010 e Wenk et al
2011.

5.7 — Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado para avaliacdo biologica do material, pois
¢ possivel que, durante a preparacdo, possam ocorrer modificacdes quimicas e
estruturais, que possam gerar um produto final com novos niveis de toxicidade (WENK
etal 2011, BHARDWAI et al. 2011)

A andlise toxicoldgica feita in vitro a partir do teste de MTT (Fig.37) foi
observada por microscopia Otica, pela qual se verificou-se a coloracdo das células
viaveis através da formacéo dos cristais de formazam no interior das células (roxas). Os

cristais foram entdo solubilizados e o sobrenadante analisado por espectrofotometria no
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UV. Os valores numéricos obtidos pela absorbancia foram submetidos a analise
estatistica de ANOVA que mostrou diferentes resultados a partir da cultura controle e
do microcarregador Cultispher S.

Figura 37. Microplaca com meio de cultura celular e amostras

Com o intuito de verificar se as microparticulas estavam afetando a viabilidade
celular, usou-se a técnica colorimétrica com MTT, quantificando as células viaveis por
espectrofotometria. Para a determinacdo da curva padrdo do método do MTT utilizou a
Equacéo da Reta (2):

y =a+b*x 2
Encontrando assim a densidade celular de maneira indireta, substituindo o valor

da absorbancia (eixo x) obtidas das amostras do cultivo das CTMs nos biomateriais,
Figura 38.
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Figura 38. Curva padrdo do método do MTT. Equagdo da reta y = a + bx, com coeficiente
de correlacdo de 0,99581. As barras correspondem ao desvio padrdo das medidas.

A viabilidade e proliferacdo celular em funcdo do tempo, em um suporte, sdo
indicadores de biocompatibilidade do material (RESENDE, 2010). Em todos os cultivos
houve crescimento celular ap6s o periodo de 72 h, que teve como base o valor do
indculo (1x10° células.mL™) conforme verificado na Tabela 1. Desta maneira, podemos
afirmar de antemdo que todos os biomateriais testados servem como suporte para as
CTMs, mas algumas alteracdes ou ajustes podem ser estudados para melhorar a eficacia
das microparticulas.

Tabela 1. Teste de MTT nas amostras, avaliando a densidade celular ap6s 72 h de
cultivo. In6culo = 1x10° células.mL™.

Concentracdo de | Concentracdo de
Amostras Céls. Inicial Céls. Ap6s 72h

(céls.mL™) (céls.mL™)
Controle 1x10° 4,02x10°
Cultispher 1x10° 7,40 x10°
Microparticulas de Colageno 1x10° 4,06 x10°
Microparticulas de Colageno Reticulado 1x10° 4,19 x10°
Microparticulas de Fibroina 1x10° 3,40 x10°
Microparticulas de Fibroina Reticulada 1x10° 1,90 x10°

Nos testes citotoxicos realizados, pode-se observar que houve um aumento
bastante expressivo do nimero de células quando cultivadas junto ao microcarregador
Cultispher S, no qual o crescimento celular foi praticamente o dobro em relagdo ao

grupo controle (Fig.41). Esse aumento expressivo no crescimento celular se da pela
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maior area de adesdo e expansdo oferecida as células e outros fatores que podem
influenciar como a dureza do material, o pH, 0 angulo de contato, o formato esférico das
particulas usadas como suporte, fazendo com que o cultivo em Cultispher S atinja um
fator de expansdo de 7,41 em 72 h de cultivo. O que confirma a eficiéncia ja

demonstrada por este microcarregador na expansdo de células aderentes (START,
SCHNEIDER, AGATHOQOS, 2009)

Quando comparado ao grupo controle, o colageno e o colageno reticulado
apresentaram um aumento de apenas 1% e 4%, respectivamente, no nimero de células,
0 que, estatisticamente, ndo representa uma diferenca significativa. O fator de expanséo

neste caso, como observado na Tabelal, é de 4,03, 4,07 e 4,19, respectivamente.

O mesmo nao ocorre com a fibroina, em nivel de porcentagem, houve uma
reducdo de 16% para fibroina e 53% para fibroina reticulada em relacdo ao controle. A
diminuicdo da taxa proliferativa das células, entre as culturas em microparticulas de
fibroina reticuladas em relacdo as de fibroina ndo reticulada, pode ser explicada pela

acao do agente reticulante GA, ja que é considerado tdxico quando utilizado em niveis
acima de 0,05%.
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Figura 39. Porcentagem de crescimento celular nos diferentes biomateriais. O (*)
indica a diferenca significativa em relagdo ao cultivo controle ou comparando fibroina
reticulada e n&o reticulada, com P<0,05.
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Na Figura 40, é possivel observar a imagem de microscopia ética do grupo
controle corado com MTT, observando a expans&o celular apds 72 h em cultivo.

Figura 40. Microscopia 6tica do meio de cultura MTT.

Nas fotomicrografias 6ticas com microcarregadores Cultispher S, demonstrado
nas Figuras 41 e 42 (as células roxas, coradas com MTT), encontram-se distribuidas ao
redor do suporte utilizado. Segundo Frauenschuh et. al (2007), a carga elétrica
superficial positiva dos microcarregadores atrai fortemente as células, de forma a
contribuir com o crescimento celular, mostrando ser viavel e pouco téxico. Além disso,
é feito de uma matriz de colageno reticulado o que oferece as células uma superficie

apropriada, j& que o colageno é a proteina mais abundante na matriz extracelular.
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Figura 41. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microcarregadores Cultispher S. Magnificagdo de 100x

Figura 42. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microcarregadores Cultispher S. Magnificacdo de 200x.

Ao comparar as micrografias das microparticulas de colageno reticulado (Fig. 45
e 46) com o colageno ndo reticulado (Fig. 43 e 44), pode-se observar que ambas
apresentam células ao redor do material. Apresentam uma distribuicdo celular parecida

a encontrada no Cultispher S com superposicao de células ou n&o.
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Figura 43. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de célageno ndo reticulado. Magnificacdo de 100x.

Figura 44. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de cdlageno ndo reticulado. Magnificacdo de 200x.
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Figura 45. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de célageno reticulado. Magnificagdo de 100x.

Figura 46. Microscopia Otica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de cdlageno reticulado. Magnificacdo de 200x.

J& para a fibroina ndo reticulada (Fig. 47 e 48) e reticulada (Fig. 49 e 50) foi
observado um crescimento celular menor quando comparados aos demais ensaios de
citotoxicidade, porém ndo é possivel afirmar que a fibroina seja toxica as células. O

menor crescimento celular nas microparticulas de fibroina pode ser atribuido a
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caracteristica hidrofébica gerada pelo material, retardando inicialmente o processo de
adesdo celular (VEPARI 2007, HARDY, SCHEIBEL, 2010).

Figura 47. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de fibroina ndo reticulada. Magnificacdo de 100x.

Figura 48. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de fibroina ndo reticulada. Magnificagdo de 200x.
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Figura 49. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de fibroina reticulada. Magnificagdo de 100x.

Figura 50. Microscopia 6tica do meio de culturaem MTT com
microparticulas de fibroina reticulada. Magnificacdo de 200x.

Sabe-se que o0 objetivo da reticulacdo é gerar ligagdes quimicas cruzadas, que
melhorem as propriedades mecanicas; prolongarem o tempo de degradacdo e que
alterem as propriedades quimicas, melhorando a biocompatibilidade do material

(RESENDE 2010). Entretanto, os residuos do agente reticulante podem induzir a
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reducdo da viabilidade celular (LIN et al 2007). Apesar disso a quantidade de células

viaveis encontradas nas amostras reticuladas ou ndo, mostra que o material reticulado
néo é citotoxico.



6. CONCLUSAO
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6 — Conclusao

Através da metodologia empregada na preparacdo de microparticulas para ser usada
como suportes para células-tronco observou ser eficaz e obteve materiais com estruturas
porosas, principalmente quando tratadas com o glutaraldeido.

Quanto a resisténcia térmica, a fibroina se decompde a uma temperatura mais elevada
que o colageno, visto que o coldgeno se desnatura as temperaturas menores que 70°C, isto
sugere que as microparticulas de fibroina podem ser esterilizadas em uma autoclave comum
sem perder suas propriedades quimicas e biologicas.

A caracterizagdo fisico-quimica e bioldgica das microparticulas de colageno e fibroina
mostra que sdo consideradas pouco toxicas in vitro, contudo, a fibroina se apresenta mais
esférica e hidrofébica como observada no teste de absorcdo de agua, o que pode justificar a
menor quantidade de células aderidas.

A presenca de poros, reentrancias e uma superficie mais rugosa encontradas nas
microparticulas reticuladas, em especial na fibroina, pode possibilitar que as células possam
aderir melhor e recobrir todo o suporte, porém necessita de um tempo maior para essa

expansao.



7. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS
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A experiéncia inicial adquirida neste trabalho permite sugerir alguns estudos de
aprimoramento, como por exemplo:

- Desenvolver um processo para obter tamanhos mais uniformes e esféricos.

- Microesferas de fibroina com adicdo de fatores de crescimento, como suportes
celulares mais controlados e uso de outros tipos de células.

- Microparticulas para liberagdo controlada de farmacos

- Imobilizacdo ou encapsulacdo de enzimas ou ceélulas para preparacdo de
compostos bioativos ou de interesse comercial, tais como antibi6ticos.
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