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RESUMO

ACIARI, J. R. F. Preparacédo de microparticulas de fibroina da seda calcificadas.
2013. 58 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacao Interunidades
Bioengenharia — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Instituto de Quimica de Séo Carlos, Universidade de Sao Paulo, Séao
Carlos, 2013.

A calcificagdo ocorre pela formagédo de depoésitos de calcio em diferentes matrizes
envolvendo fatores mecanicos, quimicos e bioldgicos. Alguns compasitos, polimeros
e proteinas sdo utilizados na formagdo de matrizes por promover maior eficiéncia no
processo de mineralizacdo. Estima-se que a fibroina da seda apresente também
esta finalidade. A fibroina é uma proteina fibrosa extraida do casulo do bicho-da-
seda (Bombyx mori), que pode ser processada como filme, membrana, esponja, po,
gel e aplicada em ossos e cartilagens, enxertos vasculares, reparacdo de nervos e
cérnea, como sistema de liberacdo de drogas, suturas, ligamentos, peles, tenddes e
substrato para cultura de células. Nesse trabalho houve a preparacdo de
microparticulas de fibroina da seda através de dois procedimentos distintos, um por
borrifamento em N, e outro por borrifamento em Na;HPO, e o processo de
calcificacdo realizado foi por imerséo alternada de solucdes tamponadas de calcio e
fosfato. As caracterizagbes realizadas foram Espectroscopia de Absorgdo no
Infravermelho (FT-IR), Analise Termogravimétrica (TGA), Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC). Os resultados obtidos mostraram que a calcificacao
das microparticulas de fibroina ocorre pelas duas metodologias empregadas. O teor
de calcificacéo foi de aproximadamente 29% para microparticulas borrifadas em N, e
de aproximadamente 80% para as microparticulas borrifadas em Na,HPO,. As
microparticulas de fibroina calcificadas, ndo apresentaram transicdo térmica até a
temperatura de 120°C, possibilitando a esterilizacdo em autoclave a seco.

Palavras-chave: Fibroina; Microparticulas; Biomateriais; Calcificagdo.



ABSTRACT

ACIARI, J. R. F. Preparation the microparticulas the silk fibroin calcifieds. 2013.
58 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo Interunidades
Bioengenharia — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Instituto de Quimica de Séo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sédo
Carlos, 2013.

Calcification occurs by the formation of calcium deposits in different matrices
involving mechanical factors, chemical and biological. Some composites, polymers,
and proteins are used in forming matrices to promote higher efficiency in the process
of mineralization. It is estimated that the silk fibroin also present for this purpose. The
fibroin is a fibrous protein extracted from silkworm cocoon silkworm (Bombyx mori),
which can be processed as film, membrane, sponge, powder, gel and applied in
bone and cartilage, vascular grafts, nerve repair and corneal as a delivery system for
drugs, sutures, ligaments, skins, tendons and substrate for cell culture. In this work
was the preparation of microparticles of silk fibroin by two different procedures,
sputter under N2 and in other sputter Na2HPO4 and calcification process was
performed by immersion of alternating buffered solutions of calcium and phosphate.
The characterizations were performed Absorption Spectroscopy Infrared (FT-IR),
Thermogravimetric Analysis (TGA), Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy
Dispersive Spectroscopy (EDS) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). The
results showed that the calcification of fibroin microparticles occurs by the two
methodologies. The calcified fibroin microparticles showed no thermal transition
temperature to 120 ° C, enabling autoclaving of the microparticles dry

Keywords: Fibroin; Microparticles; Bimaterials; Calcification.
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|. INTRODUCAO

A expectativa de vida tem aumentado nos ultimos anos devido aos
avancos obtidos com pesquisas destinadas a tratamentos que melhorem a
qualidade de vida na senescéncia. Nesta etapa da vida, os idosos sao acometidos
por varias afecgbes, principalmente as Osseas degenerativas, causadas pelo
processo de envelhecimento ou por traumas. Quando um 0sso sofre fratura seja por
trauma, fadiga ou doencas crénicas ha uma perda da continuidade do tecido 6sseo
com ou sem deslocamento, além da lesdo de células, vasos sanguineos, matriz
0ssea e tecidos moles adjacentes incluindo musculos e nervos (WESKA et al.,
2009).

A cicatrizacdo de uma fratura geralmente ocorre com sucesso, pois
envolve uma série de eventos celular e molecular muito bem controlados (WESKA et
al., 2009, KIRSCHBAUER, 2009). E um processo altamente complexo desde as
fases de inflamacéao, proliferacdo e remodelagem. Inicialmente, quando ocorre uma
lesdo 6ssea, 0s vasos sanguineos produzem uma hemorragia local que acarreta na
formacao de coagulo.

A maioria das fraturas dsseas resulta em cirurgias corretivas, que utilizam
recursos de reabilitacdo e reconstrugcdo como transplantes, terapias de drogas,
préteses, enxertos e outros, visando substituir as func¢des teciduais ou 0Orgaos
lesados (NOGUEIRA et al., 2008). Os enxertos 6sseos autdgenos sdo considerados
os de primeira escolha na regeneracao tecidual 6ssea, devido as suas propriedades
osteogénicas, por ndo transmitirem doencas infecciosas e ndo desencadearem
reacOes imunologicas. No entanto, a disponibilidade deste tipo de enxerto € restrita,
havendo a necessidade de dois procedimentos cirdrgicos, podendo ocorrer infec¢ao
no sitio doador e afetando economicamente a sociedade nos custos com a saude
bem como na produtividade (FUENTES et al., 2009, ZHANG et al., 2009). Diante
destas preocupacfes a area médica em conjunto com a engenharia de tecidos
busca desenvolver biomateriais que apresentem condi¢cdes favoraveis para
restabelecer a funcéo do 6rgéo ou tecido danificado.

Para reparar e promover a calcificacdo do tecido 6sseo sdo necessarias
trés etapas osteogénicas: a osteoinducéo, processo de calcificacdo 0ssea a partir da

inducdo, em que depdsitos de sais de calcio e hidroxiapatita mineralizam no local
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lesado por meio de fatores de crescimento e agentes indutores de células
osteoprogenitoras; osteoconducéo, o enxerto ou implante séo estruturas de suporte,
arcabouco para a neoformacdo 6ssea; e a osteoestimulacdo, que ocorre quando
células osteogénicas transplantadas viaveis produzem novo 0SSO no sitio com
defeito (ZHANG et al., 2009). Apés uma semana, o tecido formado ao redor da leséo
ou de um implante, é transformado em tecido 6sseo e 0s osteoblastos iniciam a
producdo de matriz 6ssea (RIBEIRO, 2008).

Para que o implante ou outro biomaterial seja implantado no tecido lesado
dever4d apresentar além das propriedades fisicas, quimicas e mecanicas,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, previsibilidade de regeneragédo, auséncia de
riscos transoperatorios, sequelas e boa aceitacdo por parte dos pacientes. Dentro
desses requisitos a fibroina da seda (FS) e a hidroxiapatita (HA) mostram resultados
clinicos promissores. A FS é um polimero que vem sendo explorado como substrato
para imobilizacdo de enzimas e para cultura de células, por ser compativel com o
0sso, anti-trombogénico e atuar no transporte de drogas (INTROINI et al., 2010,
CAO et al., 2009, KIM et al., 2008). A hidroxiapatita € uma bioceramica utilizada na
regeneracao dos defeitos 6sseos, por apresentar semelhanca mineral com o tecido
0sseo, biocompatibilidade e osteocondutividade (ZHANG et al., 2009).

.1. Ossos

Os ossos formam a estrutura do esqueleto que esta diretamente ligado ao
suporte e protecdo de tecidos moles e 6rgdos vitais, como coracdo, pulmdes e
sistema nervoso central. Eles compdem o sistema musculo-esquelético, responséavel
pelo sistema de alavancas e pelo deslocamento. Os 0ssos sdo compostos de 90%
de matriz extracelular e 10% de 4gua. A matriz possui 60-70% de mineral inorganico
(fosfato de calcio microcristalino, fluoreto de sédio e magnésio, responsaveis pela
resisténcia e deformacgéo 6ssea). O componente organico da matriz € composto por
colageno tipo | e proteoglicanas (responsaveis pela resisténcia a fratura,
compresséo e tensao) (NOGUEIRA et al., 2008, SUSAN et al., 2000).

A unido do fosfato com o célcio formam cristais com estrutura de
hidroxiapatita que, associados as fibras colagenas, fornecem a resisténcia e dureza
caracteristicas do tecido 0sseo. Macroscopicamente, o tecido 6sseo pode se

apresentar como compacto, na regido mais periférica dos o0ssos, denominada



16

cortical, e esponjoso ou trabecular, com rede de trabéculas contendo espacos
intercomunicantes que abrigam a medula éssea. As superficies 0sseas internas e
externas sdo revestidas respectivamente pelo enddsteo e peridsteo (Figura 1). O
periosteo constitui membrana de grande importancia para a integridade dos 0ssos
(SUSAN et al., 2000, ANDIA et al., 2006).

cartilagem
articular

S%.%5 0550 esponjosa

" epifese com
medula éssea
vermelha

0550 compacto

cavidade medular

~—medula amarela

<
/- peridstio

T a

7

Figura 1. Esquema dos componentes do o0sso longo

(http://histologianerd.blogspot.com.br).

As principais fungbes do tecido 0sseo sdo suportar cargas mecanicas
derivadas da contracdo muscular e da sustentacdo de peso, servir de reservatorio
de ions calcio, magnésio e fosfato, além de auxiliar a manutencdo da homeostase
desses ions no sangue (MONDAI et al., 2007).

Ha um crescente interesse em estudos esclarecedores dos mecanismos
envolvidos na mineralizacdo e remodelacdo 6ssea que possibilitem desenvolvimento

de técnicas de intervencéo que acelerem este processo (POLAK et al., 2010).
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I.1.1. Calcificacdo e Mineralizacdo 0ssea

7

A mineralizagdo € um processo multifuncional que envolve parametros
mecanicos, quimicos e bioldgicos que envolvem deposicdo de célcio em diferentes
locais (KIRSCHBAUER, 2009).

A matriz 6ssea é constituida de uma substancia fundamental
mineralizada, com 10-20% de sua massa sendo agua, 60-70% sao compostos de
material inorganico (hidroxiapatita e fosfato de calcio) responsaveis pela dureza e
rigidez do osso e 90% do material organico é composto por colageno tipo I. Essas
propor¢cdes dos podem sofrer variagdes em funcao da idade, condicdo metabdlica e
localizac&o (RIBEIRO, 2003).

O tecido 6sseo, ao ser lesado pode reparar-se retomando sua capacidade
funcional sem cicatrizes ou deformidades em diversos momentos. O tecido precisa
modificar sua forma ou estrutura para se adaptar a novas situagdes fisiolégicas ou
patologicas (SANTOS et al., 2007, ANDIA et al., 2006).

A formacdo do osso envolve a proliferacdo e migracdo das células
osteoprogenitoras e a diferenciacdo dos osteoblastos. Este processo € controlado
por fatores sistémicos e locais, hormdnios, citocinas e fatores de transformacgéo de
crescimento (TGF). Estes componentes interagem entre si de maneira altamente
organizada, permitindo a deposicédo de sais minerais atuantes na mineralizagéo, no
crescimento dos cristais de hidroxiapatita e na liberacdo de moléculas responsaveis
por estimular a migracdo e adesdo a superficie 6ssea que deve ser reabsorvida
(SANTOS et al., 2007, ANDIA et al., 2006).

O tecido 6sseo é constituido principalmente pelos osteoblastos,
ostedcitos, osteoclastos e pelas células de revestimento.

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela produc¢do da matriz por
sua mineralizacdo que funcionam como receptores e transmissores de sinais para
remodelacdo. Neste momento pequenas vesiculas desprendem-se dos
osteobolastos para promover uma supersaturacdo de fosfato de calcio, que se
espalha por toda matriz. Sendo assim, 0s osteoblastos participam do processo de
remodelacdo Ossea, ndo somente produzindo matriz O0ssea, mas também
controlando a atividade dos osteoclastos (MONDAI et al., 2007).

Os osteodcitos sé8o as células mais abundantes do tecido 0sseo,

localizados em cavidades ou lacunas dentro da matriz 6ssea e representam 95% do
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componente celular, sdo considerados essenciais para remodelacdo e manutencéo
da integridade da matriz 6ssea. O tempo de vida desta célula 6éssea esta estimado
em 25 anos, sendo que a porcentagem de osteoOcitos mortos aumenta com a idade
do individuo, em média 1% ao nascer e 75% quando o individuo atinge oitenta anos
(SANTOS et al., 2007).

Os osteoclastos tém como principal funcdo promover a desmineralizacéo
e a degradacdo da matriz 6ssea, mas participam do processo de reabsor¢cao 0ssea
(RIBEIRO, 2003).

As células de revestimento da superficie 6ssea sdo responsaveis pela
producdo de moléculas ativadoras da remodelacdo Ossea. Tais células sob
determinados estimulos, podem diferenciar-se em osteoblastos e consequentemente
produzir matriz 6ssea, influenciando no metabolismo de célcio e fosfato e na troca
de substancias (ANDIA et al., 2006).

Pesquisas visam esclarecer os diversos fatores que interferem na
proliferacdo, migracéo, diferenciacdo, atividade e sobrevivéncia das células 6sseas,
com a finalidade de desenvolver protocolos de tratamentos efetivos que permitam
estagnar as doencas que promovem a perda 0ssea como também para o reparo
0sseo (FUENTES et al., 2009).

|.2. Biomaterial

Durante os séculos XVIII a XX a funcionalidade das préteses eram muito
limitadas, devido a utilizacdo de dispositivos inadequados como fios e pinos de ferro
e outros metais e pelo desconhecimento da assepsia e antibiéticos que provocavam
infeccbes e a morte da maior parte dos candidatos a amputacdo. Os danos
provocados aos pacientes foram considerados catastroficos, devido ao
desconhecimento de materiais considerados hoje adequados para utilizagéo
cirirgica (FUENTES et al., 2009).

Com o surgimento da cirurgia asséptica houve avan¢os como a criagcao
de diferentes ligas metalicas como placas e parafusos, utilizacdo de polimetilacrilato
para substituicAo de articulagbes e coérnea, substituicho de vasos sanguineos,
comercializacdo de préteses vasculares cardiacas e substituicdo total do coracao.

Apds as guerras mundiais, muitas pessoas que sofreram lesbes ésseas graves,
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necessitaram de uma prétese ou de materiais que restabelecessem a funcédo das
areas danificadas, nesta época houve o desenvolvimento dos materiais para fins
meédicos. Assim em 1947 foi recomendado oficialmente a utilizacdo de acos
inoxidaveis em proéteses (RIBEIRO, 2008).

Visto a necessidade de desenvolver proteses adequadas houve a unido
da engenharia com areas da ciéncia e saude denominando uma nova area chamada
engenharia tecidual. Uma area interdisciplinar com objetivo de produzir biomateriais
para fins médicos, que sejam compativeis, duraveis e funcionais quando em
interacdo com sistemas bioldgicos, reunindo conceitos da engenharia e ciéncia da
vida e permitindo restaurar, manter ou melhorar as funcdes de determinado 6rgdo ou
tecido (FUENTES et al., 2009).

Os biomateriais passaram por trés geracoes:

e Primeira (~ 1950): baseado no conceito de materiais bioinertes, com

minima interacdo e reacao;

e Segunda (~1980): baseado no conceito de bioatividade, reabsorcao,

reacao controlada com o meio fisioldgico;

e Terceira (~2000): baseado no conceito de biointerativos, com
regeneracao tecidual funcional, reabsorcdo, estimulos especificos,
proliferacéo, diferenciacédo e organizacdo (RIBEIRO, 2003).

Atualmente s&o considerados biomateriais qualquer substancia ou
combinacdo de substancias que ndo sejam drogas ou farmacos, utilizados para
confeccionar dispositivos ou proteses que visam substituir, reparar, regenerar ou
repor tecidos e o6rgdos danificados (por doencas cronicas, acidentes ou pelo
envelhecimento natural) de uma forma segura, confiavel e economicamente viavel
(FUENTES et al., 2009). Deve ser implantado e incorporado podendo servir ou nao
como matriz, veiculo, suporte ou estimulador para o crescimento de novo tecido,
onde houve perda de matéria viva ou de sua funcdo (CAO et al., 2009).

Para que um biomaterial desempenhe a funcéo desejada, ou seja, ser
biofuncional, ele deve apresentar propriedades especificas, pelo tempo necessario,
gue pode ser longo em caso de implante permanente, ou curto em caso de implante

temporario. Um biomaterial € considerado biocompativel quando apresenta um
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desempenho satisfatorio em contato com o organismo vivo, manifestando a resposta
apropriada do tecido hospedeiro em uma dada aplicacao. Além de apresentar como
principais propriedades ser biofuncional e biocompativel, um biomaterial deve: ser
atoxico, ndo carcinogénico, ter resisténcia mecanica, ser reprodutivel, apresentar
densidade e peso adequado para sua fungdo, apresentar permeabilidade,
estabilidade, elasticidade e flexibilidade (FUENTES et al., 2009, ZHANG et al.,
2009).

A natureza quimica de um biomaterial pode ser natural ou sintética, os
sintéticos envolvem materiais metélicos, cerdmica, polimeros e os compositos; 0s
naturais destacam-se o colageno, a quitosana e a fibroina da seda. Os biomateriais
empregados podem ser classificados como permanentes (substituir um tecido
lesado por tempo indeterminado) produzidos de modo a reter as suas caracteristicas
mecanicas e fisico-quimicas por longos periodos. Por outro lado existem situacdes
onde se necessita que um suporte preencha apenas temporariamente a regiao
lesada, até que a recomposicdo tecidual se concretize, ou ainda que direcione o
processo regenerativo. Nesse caso, uma alternativa sdo os biomateriais temporarios
(AMADEI et al., 2006).

I.2.1. Classificacdo dos biomateriais

Os materiais bioinertes (Alumina (AI203), Zircénia (ZrO2), Dioxido de
Titania (TiO2) e outros) mantém as propriedades fisicas e mecanicas durante a vida
atil do implante clinico; sdo pouco suscetiveis a uma reagdo biologica devido a sua
estabilidade quimica ndo causando rejeicdo do tecido hospedeiro. Sado usados tanto
em fixagBes de revestimento, como de sustentacdo mecanica, como por exemplo
nos implantes da cabeca de fémur e de quadril (RIBEIRO, 2008).

Os materiais biotoleraveis, representados principalmente por metais e
polimeros, apresentam respostas inflamatérias na interacdo com o tecido vivo,
formando um envoltério de protecéo ao redor do material implantado. S&o utilizados
em funcdo das propriedades mecéanicas de sustentacgao.

Os materiais bioativos permitem uma resposta biolégica especifica com
tecido vivo sem produzir reagcdes toxicas ou nocivas. Esses materiais sao divididos
em dois grupos, os reabsorviveis e os de superficie ativa. Os reabsorviveis (fosfato-
tricalcico (TCP), Ca3(PO,)., e sulfato de calcio, (CaSO,4)n.H,O) possibilitam
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preenchimento das cavidades Osseas, servindo de suporte e condutor ésseo pois
séo absorvidos e transformados naturalmente em novo tecido 6sseo. Os materiais
de superficie ativa (hidroxiapatita (HAp), Caio(PO4)s(OH),, fluorapatita,
F10(PO4)3(OH) e o biovidro), em geral, ndo sdo absorvidos, mas desenvolvem
ligagbes quimicas com o tecido vivo que auxiliam no processo de unido e fixagéo da
prétese. ISso ocorre por promoverem o crescimento de cristais de carbonato apatita
na superficie, analogos ao mineral 6sseo associando-se com proteinas ésseas
especificas, essencial para a reconstrucao do tecido (RIBEIRO, 2003).

Uma area promissora da engenharia tecidual € a utilizacdo de
biomateriais que visam a proliferacdo de células 6sseas e formacao de hidroxiapatita
para regeneracdo da matriz 6ssea, devido a grande necessidade clinica por
substituicdo 6ssea que ocorre com maior frequéncia na populacéo idosa (KIM et al.,
2008).

Com esse desenvolvimento novos procedimentos passaram a ser
utilizados na restauracdo 6ssea. Muitos polimeros sédo considerados suporte para o
crescimento celular, permitindo a penetracdo de vasos sanguineos e em alguns
casos, até mesmo exercem atividade morfogenética (SUSAN et al., 2000, POLAK,
2010, CAO et al., 2009).

Materiais biorreabsorviveis sdo muitas vezes enriquecidos com
hidroxiapatita, fatores de crescimento, proteinas morfogenéticas 0sseas além de
outros elementos dsseos que os tornam muito eficientes no estimulo a neoformacéao
O0ssea em regides lesadas (AMADEI et al., 2006).

Atualmente, busca-se a producéo de polimeros com caracteristicas fisico-
quimicas e mecanicas, disposicdo de cargas elétricas, elasticidade, resisténcia e
substratos mais hidrofilicos para suportar uma melhor interacdo com as células e
promover a adesdo desses biomateriais. Um polimero que representa tais

propriedades é a fibroina da seda produzida pelo bicho da seda (POLAK, 2010).

|.3. Fibroina

A Fibroina da Seda (FS) produzida pelo bicho-da-seda (Bombyx mori)
(Figura 2) € muito utilizada pela industria téxtil e como sutura clinica ha séculos
(WENK et al.,, 2010, ROLIM, 2010). A FS é um polimero que tornou-se alvo de

pesquisa para aplicagbes biomédicas e biotecnoldgicas, principalmente por
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apresentar as seguintes propriedades (KUNDU et al., 2010, HARDY et al., 2008, XU
et al., 2009, KONG et al., 2005):

e propriedades mecanicamente adequadas como: elasticidade,
flexibilidade e resisténcia a tenséo;

e biocompatibilidade e biodegradabilidade;

e versatilidade em processos;

e permeabilidade e facil absorc¢éao;

e imobilizacdo de enzimas;

e substrato para crescimento celular;

¢ baixa trombogenecidade e minima resposta inflamatoria;
e estabilidade térmica;

e oxigenacado adequada,;

e propriedade hemostética.

Figura 2: Fotografia digital do casulo do bicho da seda
(http://ifmtsaudeebemestar.blogspot.com.br).
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A FS (Figura 3) é composta principalmente por dois tipos de proteinas a
fibroina (70 a 80 % proteina hidrofébica) e sericina (30 a 20% proteina hidrofilica de
revestimento) (KONG et al., 2005).

Sericina

Figura 3: Microscopia da fibora da fibroina da seda

(http://cienciahoje.uol.com.br).

Estruturalmente a FS é composta por uma cadeia de massa molar de 325
kD e outra de 25 kD que séo ligadas por pontes de sulfeto e unidas por uma camada
de sericina (Figura 4). A fibroina da seda contém sequéncia tripeptidica de glicina
(43%) e alanina (30%) que sdo interconectadas com aminoacidos como serina ou
tirosina (proporcdo 3:2:1) e dispostas de maneira altamente organizadas (MONDAL
et al., 2007).

No estado sélido, a proteina é encontrada em dois tipos cristalinos (seda |
e seda Il). A seda | apresenta mudangas estruturais que estdo associadas a a-hélice
ou B-folha. A seda Il é estabelecida como forma de folha B-antiparalela e é cerca de
55% da conformacéo total que confere as principais propriedades mecéanicas, como
a flexibilidade e a elasticidade (KUNDU et al., 2010, VEPARI et al., 2007, MEINEL et
al., 2006). Também pode apresentar acido aspartico (Asp) em sua composi¢cao que
promove a adesao celular, especialmente com osteoblastos, fibroblastos e células-
tronco (ROLIM, 2010).
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Figura 4: Representacdo esquematica da cadeia da fibroina da seda.

A FS pode ser processada como filmes, membranas, esponjas, po, géis,
com aplicacdes em 0ssos e cartilagens, enxertos vasculares, reparacao de nervos e
cérnea, como sistema de liberacdo de drogas, suturas, ligamentos, peles, tenddes e
substrato para cultura de células (WENK et al., 2010, XU et al., 2009, KONG et al.,
2005).

A sericina induz a mineralizacdo devido a formacdo de apatita, mas
apresenta dificuldade em ser biocompativel o que pode causar hipersensibilidade e
reacoes inflamatdrias. Ha dificuldades em obter respostas biolégicas da fibroina da
seda talvez devido a poucas informacbes sobre caracterizacdes e processos de
remocdo da sericina, responsavel por problemas de biocompatibilidade e
hipersensibilidade (ALTMAN et al., 2003).

A fibroina da seda é considerada um polimero importante no processo de
biomineralizacdo e para a engenharia de tecido 6sseo por induzir a formacéao de
apatita nas superficies de solucdes de proteina que se assemelham ao fluido
corporal e por apresentar propriedades significativas de biocompatibilidade
(KIRSCHBAUER, 2009, ZHANG et al., 2009).

Tais fatos levantam o interesse e a necessidade de desenvolver

pesquisas nessa area do conhecimento (ROLIM, 2010).
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I.4. Hidroxiapatita (HA)

A férmula da hidroxiapatita (HA) é descrita como Ca;o(PO4)s(OH), com
razdo Ca/P de 1,67, sendo o fosfato de céalcio mais estavel e o menos soluvel de
todos  (BATISTA, 2008), sendo sua  estrutura  mostrada na
(Figura 5).

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura da hidroxiapatita

(http://www.hiroshima-u.ac.jp).

A hidroxiapatita biol6gica ou hidroxiapatita carbonatada (HCA), apresenta
grupos CO3; em sua estrutura, esta composicao é similar aquela da apatita presente
no mineral 6sseo. A bioatividade da HA esta associada aos fendmenos que ocorrem
na interface do material e a habilidade de um material ligar-se quimicamente ao
0sso, através da formacdo de uma camada de fosfato de calcio, promovendo uma
osteogénese verdadeira (RIBEIRO, 2008).

A sintese de HA pode ocorrer por via imida em reacfes acido-base e
reagOes entre sais de fosfato e calcio. Neste método normalmente o produto final €
obtido como um po e cristalinidade similar aos tecidos naturais, ou seja, baixa
cristalinidade. Por via seca, o produto é normalmente um p6 de alta cristalinidade,
em funcao das altas temperaturas (950 a 1300°C) envolvidas na sua producéo e por
método hidrotérmico (NAPOLITANO, 2012).

Atualmente varios métodos sao utilizados na obtencdo de HA tambéem
como as suas aplicacbes na area biomédica, ambiental e eletrbnica. Para a
regeneracdo Ossea (a4rea da engenharia biomédica), as pesquisas tém como
objetivo encontrar um biomaterial com caracteristicas similares ao tecido 0sseo para
gue possa haver uma possivel migracéo celular, proliferacdo e deposicdo de matriz

e por fim a regeneracdo 6ssea (BATISTA, 2008).
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A HA é um material ceramico bioativo, reabsorvivel que tém sido
pesquisada na obtencdo de novos materiais para enxerto 6sseo, se liga ao 0sso,
sem interposicdo de qualquer outro tipo de tecido. Isso € explicado pelo fato desse
material ser composto dos mesmos ions que formam a fase mineral do osso natural,
sendo, portanto capaz de participar do equilibrio célcio/fosfato no organismo
(KAWACHI et al., 2000).

Sua composi¢do quimica é semelhante ao constituinte da fase mineral
dos dentes e 0ssos, demonstrando alto grau de biocompatibilidade e eficiéncia como
suporte para regeneracao dos tecidos. O reparo de defeitos 6sseos com 0 uso de
material artificial compativel com o o0sso natural contribui com a reducdo de
complicacBes no que diz respeito a infeccdo e rejeicdo. A hidroxiapatita possui alta
capacidade de adsorver e absorver moléculas, sendo, portanto um excelente
suporte para acdo prolongada de farmacos anticancerigenos no tratamento de
tumores 6sseos (KAWACHI et al., 2000, BATISTA, 2008).

Dependendo de sua aplicacdo a HA pode ser produzida com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas e em forma de esferas, blocos, p6 e granulos que
permitem promover implantes biolégicos diferenciados. Sendo densa na forma de
blocos e granulos ela é recomendada para implantes de ouvido médio e de raizes do
dente evitando grande perda 6ssea. A HA também é utilizada na area médica e
odontologica, como material de recobrimento de implantes metalicos ou no
preenchimento de cavidades 6sseas permitindo a reestruturacdo Ossea local
(BATISTA, 2008)

Contudo, para a substituicdo de grandes defeitos 6sseos a HA é
considerada fragil, pois apresenta baixa resisténcia mecanica e uma lenta
biodegradacéo. Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém mostrado que
a hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida gradualmente ap0s quatro ou cinco anos
de implante (KAWACHI et al., 2000).

Wang et al.,, (2010), relatou excelentes resultados com a unido da
hidroxiapatita com fibroina, devido a uma interacdo que ocorre entre as estruturas
desses biomateriais, 0 que favorece ainda mais o processo de mineralizagao similar
ao tecido 0sseo. Para Wang et al., (2010) a fibroina da seda é considerada um
biomaterial com propriedades mais apropriadas para aplicacdo clinica quando

comparada ao colageno.



27

Weiwei, et al.,, (2009), verificou que além de ser um excelente
osteoindutor a fibroina mostrou ndo apresentar alteragbes nas suas propriedades,
principalmente relacionado a forca e elasticidade sendo considerada eficaz para
aplicacoes clinicas especialmente em tecidos 0sseos.

Tais resultados mostram que a fibroina da seda € um biopolimero de
grande interesse e importancia no estudo do processo de biomineralizagcdo e
também em processos de regeneracdo Ossea. Neste trabalho realizaremos a
obtencdo de microparticulas de fibroina da seda calcificadas por imerséo alternada
para verificar-se a possivel formacéo de fosfato de célcio com relagdo Ca/P similar a
hidroxiapatita e também a possibilidade de esterilizacdo dessas microparticulas em
autoclave a seco, ja que a maioria das proteinas desnaturam em temperaturas

superiores a 100°C.
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II. OBJETIVOS

Desenvolver materiais que restabelecam e regenerem tecidos 0sseos €

de grande preocupacdo na area da engenharia tecidual. A fibroina da seda (FS)

destaca-se neste contexto por apresentar caracteristicas gue se assemelham a esta

necessidade. Assim, os objetivos deste trabalho séo:

Preparacdo e obtencdo das microparticulas de fibroina por

borrifamento:
o em N liquido;
o em solugéo de fosfato de sodio.
Calcificacdo das microparticulas por imerséo alternada.
o Formacéo de fosfato de calcio nas microparticulas.

Caracterizacdo das microparticulas calcificadas por analise
termogravimetrica (TGA), microscopia eletronica de varredura (MEV),
espectroscopia no infravermelho (FTIR), microscopia por energia

dispersiva (EDS) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Verificacdo da possibilidade de esterilizacdo em autoclave a seco.
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lll. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

I11.1. Materiais e Métodos

Os casulos vazios do bicho-da-seda (Bombyx Mori L.) foram fornecidos
pelo sericultor Hélio Hatsugai, Bastos, SP. Os reagentes e solventes utilizados neste
trabalho foram de grau PA.

Todas as caracterizacdes das amostras foram feitas no Instituto de

Quimica de Séao Carlos da Universidade de Sao Paulo.
[1l.2. Obtencao da Fibroina Soluvel
[11.2.1. Extracdo da Sericina

Para utilizacao da fibroina nas aplicac6es biomédicas e biotecnolégicas, €
necessario que ocorra a dissossiacdo de suas fibras ap6s a remocédo da sericina
(VEPARI, 2007).

Inicialmente retiraram-se sujidades dos casulos, colocou-se 3,0 g de
casulos em 1L de &gua destilada com 2,12 g de carbonato de calcio a uma
temperatura de 80-100°C, durante 30 min. Apos esse tempo, os fios foram lavados
em 1,0 L de agua destilada a 25°C a cada 0,5 h por trés vezes. ApOs a terceira
lavagem, as fibras foram prensadas manualmente para retirar 0 excesso de agua e
entdo colocadas em uma placa de Petri para secagem na estufa a 50°C durante 24 h
(Figura 6).

Depois de seca, as fibras foram picotadas no moinho de facas da Solab
gentilmente cedido pela Embrapa Instrumentacdo, Sao Carlos, SP, com peneira de
20 mesh e guardadas em sacos plasticos.

[11.2.2. Solubilizac&o das fibras de fibroina

Dissolveu-se 3,0 g da fibroina picotada em 30,0 mL de uma solugéo
ternaria de CaCl,:EtOH:H,O na proporcdo molar de 1:2:8 a 60°C sob agitacéo
constante. O material dissolvido foi colocado num tubo de dialise de celulose e
dialisado contra agua destilada, com troca a cada 12h aproximadamente, durante 72
h sob agitacdo magnética constante. A solucao foi centrifugada primeiramente a 500
rom durante 15 min e posteriormente em 1000 rpm por mais 15 min para total

extracdo de impurezas.
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Figura 6: Fotografias digitais do processo da extracdo da sericina. (A)
casulos selecionados, (B) casulos picotados, (C e D) extracdo da sericina, (E) fios de
seda, (F) separagdo manual das fibras de fibroina e (G) fibras de fibroina para a
picotagem.

[11.2.3. Determinag&o da concentracgdo de fibroina

Uma massa conhecida de solucao de fibroina foi colocada em moldes de
teflon® e seca sob fluxo de ar até peso constante (aproximadamente 48h), para a
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determinacdo da concentracdo. Essa medida foi feita em triplicata. A solugdo da
fibroina da seda foi diluida por adicdo de &gua destilada sob agitacdo moderada,

obtendo-se solucdes com concentracao final de 5,0% ou 2,5% (massa/massa).

[11.3. Preparo das microparticulas de fibroina da seda
[11.3.1. Micropatriculas da fibroina da seda

Colocou-se a solucdo de fibroina de concentracdo de 5,0% e 2,5%
(massa/massa) em um borrifador de vidro acoplado com ar comprimido. Aos poucos
o ar pressurizado proporcionou a formacao das microparticulas por borrifamento em
nitrogénio liquido, aleatoriamente para ndo haver sobreposicédo, conforme a patente
desenvolvida por Montanha, et al. 2011. Apdés a evaporacdo do excesso de
nitrogénio liquido, as microparticulas congeladas foram liofilizadas em um
equipamento da EDWARDS modelo FREEZE DRYER Modulyo.

Apos a liofilizacdo, metade das microparticulas de concentracdo de 5 e
2,5% (massa/massa) foram reticuladas com glutaraldeido (GA, 0,05%, v/v) em
acetona por 30 min e em seguida lavadas trés vezes com agua destilada.
Congeladas novamente em nitrogénio liquido e liofilizadas até peso constante. As
microparticulas secas passaram por peneiras granulométricas separando-se

microparticulas entre 6 e 13 mesh, que foram armazenadas.

[11.3.2. Microparticulas da fibroina da seda calcificadas por borrifamento

em solucéo de fosfato tamponado

A solucéo ternéaria de fibroina foi borrifada diretamente em solucédo de
Na,HPO,4 0,12 mol L™ em tamp&o Tris (tris(hidroximetil)aminometano), pH 9,0 e ndo
em nitrogénio liqguido, com proporcdo de Ca/P de 1,67, independente da
concentracdo da fibroina. Apds agitacdo por 4h, as microparticulas foram
centrifugadas a 1.000rpm por 10min a 25°C e em seguida lavadas com agua
destilada; este processo foi repetido 3vezes.

Apd6s a Uultima lavagem, as microparticulas foram congeladas em

nitrogénio liquido e liofilizadas até peso constante.
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A Figura 7 mostra o processo de formacdo das microparticulas de

fibroina.
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Figura 7: Processo da formagcdo das microparticulas da fibroina
(adaptado de

[1l.4. Calcificac&o das microparticulas de fibroina da seda.
[11.4.1. Por imerséo alternada

Para a realizacdo desta etapa, as microparticulas secas foram
umedecidas com agua destilada e o ar contido no interior foi removido através de
vacuo. Para o processo de calcificacdo foram preparadas duas solugdes:

e -Solucdo 1: CaCl, a 0,2 mol L™ em tampé&o Tris, pH 7,41

e - Solucdo2: Na,HPO, 7H,0 0,12 mol L™ em tampéo Tris, pH 9,01

Para iniciar o processo de calcificacdo foram colocados 10 mL da solucao

1 nas microparticulas de fibroina equilibradas a 37°C.
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Com as amostras j& equilibradas, foram removidos os 10 mL da solucdo 1
e as microparticulas foram lavadas com &gua destilada por trés vezes. ApoOs a
lavagem, foram colocados 10 mL da solucdo 2 nas microparticulas lavadas
anteriormente e estas foram mantidas com a solucéo 2 por trinta minutos em 37°C.
Depois desse periodo, a solucdo 2 foi removida e as microparticulas foram lavadas
trés vezes com agua destilada. Novamente, foram colocados 10 mL da solucdo 1
nas microparticulas por trinta minutos a 37°C.

O processo de calcificacdo por imersédo alternada foi repetido por cinco e

dez ciclos das solugdes (Figura 8).
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Figura 8: Esquema do processo de calcificagdo por imersédo alternada

das microparticulas de fibroina.

A Figura 9 mostra um esquema geral do procedimento experimental de
obtencado das microparticulas de fibroina calcificadas.

[ Solugdo de Fibroina (2,5 e 5,0%) ]

Borrifamentoem
N,
microparticulas
de Fibroina
5,0%

N3o Reticuladas
~_

10 ciclos
Mineralizadas com

Mineralizadas com Mineralizadas com
5 ciclos 10 ciclos

Borrifamentoem
Na,HPO,

microparticulas
de Fibroina

[ Reticuladas ] N3o Reticuladas [ Reticuladas ]

(Glutaraodeido 0,05%) (Glutaraodeido 0,05%)
5,0% \ 2,5% .

-
7
e

Figura 9: Esquema geral do procedimento experimental de obtencdo das

microparticulas de fibroina mineralizadas.



A Tabela 1 descreve todas as amostras obtidas neste trabalho.
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Tabela 1: Descricdo das amostras obtidas no procedimento experimental

Codigo da Descricdo da amostra
Amostra
microparticula de fibroina a 2,5% borrifada em nitrogénio
MF2,5RC5I oo . - : : ~
liquido, reticulada e calcificada com cinco imersdes
microparticula de fibroina a 5,0% borrifada em nitrogénio
MF5BDN; o
liquido.
microparticula de fibroina a 5,0% borrifada em nitrogénio
MF5RC5I o _ N . ,
liquido, reticulada e calcificada com cinco imersdes
microparticula de fibroina a 5,0% borrifada em nitrogénio
MF5RC10I o _ o . N
liquido, reticulada e calcificada com 10 imersdes
microparticula de fibroina a 5,0% borrifada em nitrogénio
MF5C10I o . _
liquido, calcificada com 10 imersfes
microparticula de fibroina a 5,0% borrifada em solugéo de
MF5BDNa;HPO,4

NaxHPO,.

MF2,5BNaRC10l

microparticula de fibroina a 2,5% e borrifada em

Na,HPQ,, reticulada e calcificada com 10 imersdes

MF2,5BNaC10l

microparticula de fibroina a 2,5% e borrifada em
Na,HPO,, calcificada com 10 imersdes

MF5BNaRC10l

microparticula de fibroina a 5,0% e borrifada em

Na,HPQO,, reticulada e calcificada com 10 imersdes

MF5BNaC10l

microparticula de fibroina a 5,0% e borrifada em

Na,HPQ,, calcificada com 10 imersdes

[11.5. Caracteriza¢cdes das microparticulas de fibroina da seda

[11.5.1. Espectroscopia de Absorcéo no Infravermelho (FTIR)

A técnica de caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho foi

realizada no Departamento de Quimica da USP Sao Carlos. O espectro de absor¢éo

na regido do infravermelho foi obtido em um intervalo entre 400 a 4000 cm™,
utilizando espectrofotometro FTIR BOMEM MB-120.
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As microparticulas apresentaram formatos aleatérios, por isso foram
totalmente prensadas com brometo de potassio (KBr) para serem analisadas em

forma de pastilhas.

[11.5.2. Analise termogravimétrica (TGA)

Para a termogravimetria foram utilizados cerca de 10 mg de cada material
qgue foram colocados no porta amostra de alumina sob atmosfera de ar sintético,
com razéo do aquecimento de 10°C min™, entre 25 e 800°C em um equipamento da
TA Instruments modelo TGA-2050.

[11.5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O MEV foi feito para observar-se a morfologia da superficie e se houve a
formacéao de cristais de hidroxiapatita.

As amostras foram coladas com fita adesiva de carbono nos suportes de
aluminio 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.), sendo utilizado um feixe de elétrons de 20
keV, com um detector da Oxford Instruments Inc.

[11.5.4. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

Esta técnica permite a determinacdo da composi¢do qualitativa e semi-
quantitativa das amostras, a partir de emissao de raios X caracteristicos, podendo
neste caso determinar a relacdo Ca/P para as amostras calcificadas. As analises
foram feitas em um equipamento EDX Link Analytical (Isis System Series 200), com
detector de SiLi pentafet, janela ultrafina ATW Il (Atmosphere Thin Window), de
resolucdo de 133 eV a 5,9 keV, acoplado a um Microscépio Eletrénico LEO 440
(LEO Electronic Microscopy LTD), com um detector Oxford (Oxford Instruments Inc.).
Para serem analisadas as microparticulas foram recobertas com uma fina camada
de carbono e prensadas com oito toneladas. Para analise semi-quantitativa foi

utilizado o ISIS software 3.1.
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[11.5.5. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Foram utilizadas massas de cerca de 10 mg, em suportes herméticos de
aluminio. As curvas de DSC foram obtidas em um equipamento TA Instruments,
modelo DSC 2010 calibrado com padrdo de indio. A razdo de aquecimento foi de
10°C min?, na faixa de aquecimento de 25 a 120°C. Foi utilizado fluxo de gas 80 mL

min™ em atmosfera nitrogénio.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente os casulos do bicho da seda (Bombyx mori) foram
selecionados para o0 processo de extracdo da sericina. A quantidade de sericina
removida é por volta de 25 a 35% da massa do casulo (VEPARI, 2007). Este
processo foi executado com cautela para ndo afetar as propriedades do biomaterial
em que o objetivo foi resultar em fibras de fibroina para realizacdo da picotagem e
dialise (Figura 10) (PRITCHARD et al, 2013).

Figura 10: Fotografias Digitais (A) casulo do bicho da seda e (B) fibras de
fibroina picotadas para solucédo ternaria e (C) solucéo ternaria.
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Durante o processo de didlise foi controlado em temperatura ambiente
para ndo ocorrer possivel cristalizacdo e para manter a concentracdo final da
solucdo (NOGUEIRA, 2009, KAPLAN, 2003). Depois do processo de dialise a
coloracao obtida da solucéo ternaria foi marrom clara (Figura 10 ( C)).

O processo de obtencdo das microparticulas de fibroina foi feito a partir
da solucdo ternaria. A concentracdo escolhida para este trabalho foi de 5% e de
2,5%. Foram realizados dois métodos de borrifamento para a formacdo das
microparticulas. A solucao ternaria de fibroina foi dividida em duas partes com a
finalidade de obtermos uma solucdo concentrada e uma diluida. Tais solu¢gbes foram
borrifadas separadamente em N, e na solu¢cdo Na,HPO,.

As microparticulas de fibroina que foram obtidas por borrifamento em N,

estdo representadas pela fotografia digital da Figura 11.

Figura 11: Fotografia digital das microparticulas formadas pelo processo

de borrifamento em No».

As microparticulas obtidas por borrifamento em NaHPO, estédo

representadas na fotografia digital Figura 12.
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Figura 12: Fotografia digital das microparticulas formadas pelo

borrifamento da solucéo de fibroina diretamente em solucdo de Na;HPO4,.

Foi observado que as microparticulas obtidas apresentaram formas
diferentes. As que resultaram do borrifamento em N, apresentaram um formato mais
arredondado néo definido (Figura 11), talvez pelo congelamento imediato da solucao
borrifada. As microparticulas resultantes do borrifamento na solu¢cdo de Na,HPO,
apresentaram formato similar a um p6 (Figura 12).

As microparticulas resultantes do borrifamento em N, foram selecionadas
por peneira granulométricas (entre 6 e 13 mesh). Apdés esta etapa todas as
microparticulas resultantes dos dois métodos de borrifamento foram calcificadas por
imersdo alternada por solucdes de cloreto de célcio e fosfato de sbédio para serem

analisadas pelas caracterizacoes.

IV.1. Espectroscopia de Absorcé&o no Infravermelho (FTIR)

Os espectros de absorcédo no infravermelho mostraram regides de amida
[, 11 e Ill relacionadas com a conformacao das cadeias peptidicas da fibroina. A
banda de amida | tem frequéncia caracteristica na faixa de 1600 a 1700 cm™

relacionada com a deformacéo axial da ligacdo de C=0. A banda de amida Il est4 na
faixa entre 1500 a 1550 cm™ e é relacionada & deformac&o angular da ligacdo N-H e
ao estiramento C-N. Os espectros mostraram como resultado a formacéo de fosfato

de célcio nas bandas entre 1000 a 1100 cm™ e 550 a 500 cm™ (Batista, 2008). Os
espectros de FTIR estdo apresentados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13: Espectros no FT-IR das amostras obtidas por borrifamento em
N,: MF2.5RC5I (—), MF5RC5I (—), MF5RC10I (—) e MF5C10I (—).
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Figura 14: Espectros no FT-IR das amostras de microparticulas de
fibroina borrifada em Na,HPO,, MF2,5BNaRC10l (—), MF2,5BNaC10l (—),
MF5BNaRC10I (—) e MF5BNaC10I ().

Os resultados obtidos mostram que independente do método de
borrifamento utilizado como também do numero de lavagens nas solucbes de
calcificagdo ha a formacdo de fosfato de calcio, presentes nas bandas
caracteristicas de fons PO,”. Batista, 2008 mostrou que em matrizes mineralizadas
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houve a formacéo de fosfato de calcio nas mesmas bandas que foram encontradas
neste trabalho com microparticulas de fibroina mineralizadas.

IV.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O MEV foi realizado nas microparticulas resultantes dos dois métodos de
borrifamento para verificar a morfologia e a possivel formacgéo de fosfato de célcio.

Primeiramente foram analisadas as microparticulas de fibroina 2,5%
reticulada e calcificada com cinco imersées (MF2.5RC5I). Estas microparticulas
apresentaram formato nao uniforme com formacao de aglomerados de microcristais

de fosfato de célcio, como visto nas fotomicrografias mostradas na Figura 15.

10SC EHI-15.60 KU WD- 12 nm  Mag- 61 X Detector= SEL
188pn

[QSC CEWI-15.69 KU WD- 12 mm  Mag- 18.00 K X  Detector= SE1
H Photo No.=55  13-Feh-2012 1yun

— Photo No.=59 13-Feh-2012

Figura 15: Fotomicografias da amostra de MF2.5RC5I em aumento de
61x (A) e de 10.000x (B).

Através das fotomicrografias das microparticulas de fibroina a 5%
reticulada e calcificada com cinco imersées (MF5RC5I) foi observado formacéo de
microparticulas homogeneamente calcificadas em sua superficie, contudo, a nao

apresentam um padrao definido (Figura 16).



42

P 4 ¥ L
10SC EHI-15.68 KV WD 1z nn o Mag- - 61 X Datector- nn Mog- 10.8 K X DeLector= SE1
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Figura 16: Fotomicrografias da amostra de MF5RC5] com aumento de
61x (A) e de 10.000x (B).

As amostras obtidas através de borrifamento em solucédo de fosfato de
sédio mostraram em todos os casos a formacdo de microparticulas de formato néo

definidos e tamanhos variados como mostrados na Figura 17.

N ETTTIS 6o ko aee S H 200 X Dotoct i g E o 260 X D SE1
10SC Bﬂu-':d = nn ag= 2 stoctors S 10sc  EMI=1S = T Btoctors S

H Photo No.=25 24-Sep-2012 Photo 24-Sep-2012

X Detector= SE

93 kU WD- Omn  Mag- 200 X Detector- Sl
-2 24-Sep-2012

H Photo No.=2 24-Sep-2012
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]

EHT=15. EHT =15 o Hage 200
[0S0 “saun 1050 “soum Photo No.=16

Figura 17: Fotomicrografias das amostras de MF2.5BNaRC10l (A),
MF2.5BNaC10I (B), MF5BNaRC10I (C) e MF5BNaC10I (D) com aumento de 200 x.
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As mesmas amostras de microparticulas de fibroina borrifadas em
solugdo de Na;HPO, sdo mostradas na Figura 18 com aumento de 10.000x. Foi
possivel verificar através das fotomicrografias que as amostras MF2.5BNaRC10l e
MF2.5BNaC10l (Figura 18A e B), que foram obtidas a partir de solucdes diluida de
fibroina, apresentaram a calcificacdo homogénea, mas observa-se que as particulas
ndo sdo macicas, provavelmente devido a menor concentracdo de fibroina. As
amostras MF5BNaRC10l e MF5BNaC10l (Figura 18C e D) estdo calcificadas de
forma compacta e homogénea por toda a extenséo.

1080 EHT=15.88 KV WD= 9 mn Mag= 18.88 K X  Detector= SE1
1un

T0SC  EHISIS5.00 kU WD- 16 mn  Hag- 10.90 K X Detector- SE1
H Photo No.=38  24-Sep-2812 iun

H Photo No.=48  24-Sep-2012

hEd ] Wl
£ i 1 L ¥
10sC EHT=15.88 kU = 9nmn Mag= 18.88 K X  Detector= SE1

IUSE EHI-15.00 kU W- O mn  Hag- 1.0 K X Detector- SE1
ipn | Photo No.=12 24-Sep-2012 1un

H Photo No. 24-Sep-2012

Figura 18: Fotomicrografias das amostras MF2.5BNaRC10l (A),
MF2.5BNaC10l (B), MF5BNaRC10l (C) e MF5BNaC10l (D) com aumento de
10.000x.

A amostra MF2.5BNaRC10l e MF5BNaRC10I (Figura 18A e C) mostram
gue ocorre a deposicao de sais na superficie e aparentemente no interior de alguns
poros, como indicado pelas setas. Pode-se observar na morfologia, que os cristais

de fosfato de célcio estdo agrupados, mas sem forma definida.
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Wang et al, 2006, verificou em andlise morfologica a formacéo de cristais
de HA em fibroina semelhante aos encontrados nas microparticulas calcificadas,

sugerindo assim que o sal resultante da calcificacdo pode ser HA.

IV.3. Andlise Termogravimétrica (TGA)

Com o objetivo de quantificar o material inorganico presente nas amostras
e determinar a estabilidade térmica das microparticulas foram realizadas analises
termogravimétricas. As curvas TGA para todas as amostras mostraram trés etapas
principais: a perda de agua, a degradacdo e a carbonizacdo. Na primeira etapa, de
25 a 200°C verificou-se a quantidade de agua presente nas microparticulas. Na
segunda, de 200 a 435°C ocorre a degradacdo da proteina, de 435-700°C esta
relacionado & decomposicdo dos compostos e carbonizacdo (MARKOVIC et al.,
2004). A 750°C foi possivel determinar o conteido de material inorganico presente
nas microparticulas.

Primeiramente foram analisadas as amostras obtidas por borrifamento em
N2, MF2,5RC5I, MF5RC5I, MF5RC10l e MF5C10l. Para uma comparagao,
realizamos a andlise termogravimétrica com microparticulas de fibroina que néo
passaram pelo processo de reticulacéo e de calcificacdo por imersao alternada, ou
seja, que foram borrifadas diretamente no nitrogénio liquido (MF5BDN,) todas
representadas na (Figura 19).

Através das curvas TGA que em nenhum caso ocorre modificacdo da
estabilidade térmica da proteina, nem mesmo o conteldo de agua presente nas
microparticulas € alterada, tem-se entre 6 e 8% de agua para as microparticulas
calcificadas e 11,5% para as microparticulas comparativas. Acima de 750°C foi
analisado através dos residuos a quantidade de material inorganico presente nas
microparticulas, neste caso oriundo da quantidade de fosfato de calcio depositado
durante o processo de calcificacdo por imersdo alternada, visto que a essa
temperatura o material organico carbonizou, o que ndo € observado na curva das
microparticulas borrifadas diretamente no N».

Com relacdo a porcentagem dos residuos houve variacdo das amostras
das microparticulas calcificadas entre 9,6 a 29,9%, como mostrado na Tabela 2.
Estes resultados indicam que o aumento da concentracdo da fibroina de 2,5 para
5% (MF2.5RC5I para MF5RC5I) induz a um aumento no contetdo de fosfato de
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calcio, de 9,6 para 24,3%. O numero de imersdes alternadas do processo de
mineralizacdo (MF5RC5I1 e MF5RC10l) mostrou pouca alteragcdo quanto a formacgao
do fosfato de célcio, que foi de apenas 1,7%.

A variacdo do conteudo de fosfato de célcio formado nas amostras nao
reticulada e reticulada que foram borrifadas no N, (MF5C10l e MF5RC10I) foi de
7,3%, mostrando que a auséncia de reticulacdo favorece o processo de calcificacao.
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Figura 19: Curvas de TGA das amostras de MF2.5RC5I (—), MF5RCS5I
(—), MF5RC10I (—), MF5C10l (—) e MF5BDN; (—)

Foram analisadas também as microparticulas MF2.5BNaRC10l,
MF2.5BNaC10l, MF5BNaRC10l e MF5BNaC10l borrifadas em Na,HPO, que
passaram pelo processo de calcificagdo e para comparacdo a MF5BDNa;HPO,

sem calcificagao.

Diferentemente do que foi observado para as microparticulas
provenientes do borrifamento em N, as microparticulas borrifadas em solucao de
Na,HPO, (Figura 20) mostraram que a mineralizacdo com a solucdo de fibroina de
concentragéo de 2,5% (MF2.5BNaRC10l e MF2.5BNaC10l) tém um maior contetdo

de material inorganico presente e superior a 80% e com diferenca de apenas 2,2%
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guando se compara em relacéo a reticulagdo. Contudo, quando comparada com as
microparticulas de solucéo de fibroina com concentracdo de 5% tem-se valores ao
redor de 65% em ambos o0s casos, com ou sem reticulacdo (MF5BNaRC10l e
MF5BNaC10l).

Para as microparticulas borrrifadas diretamente em solugéo de fosfato de
calcio (MF5BDNa2HPO4) sem reticulacdo e calcificagdo observa-se a presenca de
residuos oriundos da propria solucdo em que as particulas foram borrifadas e nao
ocorre uma estabilizacdo na massa acima de 600°C, como observado para as
microparticulas calcificadas, mostrando que alguma modificagdo no material formado

ainda esta ocorrendo mesmo a 800°C.
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Figura 20: Curvas de TGA das amostras de MF2.5BNaRC10l (—),
MF2.5BNaC10l (—), MF5BNaRC10l (—), MF5BNaC10l () e MF5BDNa;HPO4 (—).
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Tabela 2: Porcentagem de residuos inorganicos presentes nas
microparticulas a 750°C

Microparticulas de % de Residuo
Fibroina (750°C)

MF2.5RC5I 9,6
MF5BDN, 0
MF5RC5I 24,3
MF5RC10I 22,6
MF5C10lI 29,9
MF5BDNa;HPO4 ~65
MF2.5BNaRC10l 83,4
MF2.5BNaC10l 85,6
MF5BNaRC10l 65,3
MF5BNaC10l 65,0

IV.4. Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X

Para verificar a relacao calcio e fésforo nas microparticulas apos processo
de calcificacdo por imersdo alternada, foi feita a espectroscopia por energia
dispersiva, como exemplificado na Figura 21 para as amostras MF5RC5I e
MF5BNaRC10I. Os principais elementos encontrados foram o carbono (0,2keV), o
oxigénio (0,5keV), o célcio (3,7keV e 4,0keV) e o fésforo (2,0keV).
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Figura 21: Espectro de disperséao de raios X das amostras de MF5RC5I
(A) e MF5BNaRC10I (B).

Os valores de Ca/P foram obtidos pela média dos teores presentes nas
microparticulas em trés areas distintas, e neste trabalho variaram de 1,49 a 2,19
como mostrado na Tabela 3, contudo estes valores sdo semi-quantitativos. De
acordo com a mesma Tabela as microparticulas de fibroina apresentaram relacdes
Ca/P para cinco imersdes no processo de calcificacdo muito maiores (~2) em
relacdo aos obtidos para dez imersdées que ficam dentro de uma faixa onde se
encontram varios fosfatos de céalcio (HABRAKEN, WOLKE, JANSEN, 2007).
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Tabela 3: Raz&o Ca/P dos sais depositados nas microparticulas

mineralizadas.

Microparticulas de Relagéo

Fibroina Ca/P(xsd)*
MF2.5CR5I 2,02+0,01
MF5CRS5I 2,19+0,04
MF5CR10I 1,52+0,01
MF5C10I 1,49+0,04
MF2.5BNaRC10l 1,72+0,04
MF2.5BNaC10l 1,76+0,03
MF5BNaRC10lI 1,71+0,02
MF5BNaC10l 1,70+0,02

*Média de trés determinacdes

IV.5. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas do DSC (Figura 22) fornecem entendimento de possiveis
eventos de térmicos em geral. O pico endotérmico aproximadamente em 100°C é
atribuido a saida de agua livre que ndo foi removida apos secagem das
microparticulas. Em aproximadamente 300°C tém-se a decomposicdo da
microparticula borrifada diretamente no nitrogénio liquido (MF5BDN2 (—)) o que nao
é visto nas microparticulas borrifadas diretamente na solugdo de fosfato de sodio
(MF5BDNa2HPO4 (—)) que ocorre um pico endotérmico em 187°C, possivelmente
referente a desidratacdo do fosfato disodio hidratado para anidro (Jager, Prinsloo,
2001).
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Figura 22: Curvas DSC das amostras de microparticulas néo reticuladas

e nao calcificadas: MF5BDN; (—) e MF5BDNa;HPO4 (—).

Com as analises das caracterizacdes apresentados neste trabalho foi
possivel verificar que as microparticulas de fibroina mineralizadas possuem uma
deposicao de fosfato de calcio.

O borrifamento da solucao de fibroina mostrou ser um método eficiente
para a formacdo de microparticulas a serem calcificadas independentemente se
forem borrifadas em N, ou em solucdo de Na,HPO, de forma que durante o
processo o material utilizado néo € desperdicado.

As microparticulas obtidas apresentaram tamanhos e formas diferentes
de acordo com cada método utilizado, mas independente da morfologia foi possivel
verificar a formacédo de fosfato de calcio na superficie de todas as amostras e no
interior de algumas.

Em relacdo a concentragcdo, as microparticulas de 2,5% néao
apresentaram forma definida em comparacdo com a de 5% que obtiveram formato
arredondado resultado ja visto em pesquisas anteriores de Montanha e Yoshioka
(2011). Alem do formato, a reticulacdo para as microparticulas borrifadas em solucéo
de Na,HPO, também favoreceu a deposicdo de calcio e fbésforo, pois as
microparticulas que foram reticuladas referiram um valor de mineralizagdo maior em

relacdo as que nao foram reticuladas.
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A andlise por DSC mostra que as microparticulas de fibroina borrifadas
em N, calcificadas ndo apresentaram transicao térmica até a temperatura de 120°C,
resultado considerado importante para um biomaterial por poder ser esterilizado em
autoclave a seco.

As borrifadas em fosfato de sodio apresentam a transicdo de saida de
agua nesse mesmo intervalo. Esses resultados sao diferentes daqueles observados
para o colageno, que também é muito utilizado em processo de mineralizacdo, mas
gue tem desnaturacdo e perda de agua nesse mesmo intervalo (BATISTA, 2008),
ndo sendo passivel de esterilizagdo por autoclave o que ressalta a importancia das
microparticulas de fibroina calcificadas devido a possibilidade de sua esterilizacdo
pelo método citado.

Assim, pode-se mostrar pelos resultados apresentados por TG, MEV e
EDX que a calcificacdo das microparticulas de fibroina ocorre pelas duas
metodologias empregadas. Pelo processo de borrifamento em N, tém-se uma
formacdo de fosfato de célcio que pode ser hidroxiapatita deficiente em calcio
(Ca/P<1,67) em 10 imersbes. No processo de borrifamento em de Na,HPO,4, mostra
inicialmente um fosfato disédio hidradato, e quando as microparticulas passam por
calcificacdo, também pode ter a formacdo da hidroxiapatita que é estavel a
temperatura até 800 °C (MARKOVIC et al., 2004), mas neste caso com excesso de
ions Ca (Ca/P>1,67).
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V. CONCLUSOES

Foram realizados dois procedimentos diferentes para obtencdo das
microparticulas de fibroina calcificadas, por borrifamento da solugcédo ternaria de
fibroina em N e por borrifamento em Na;HPO,.

As microparticulas borrifadas em N, apresentaram forma arredondada e
as borrifadas em Na,HPO,4 ndo apresentaram forma definida.

Os resultados das caracterizacbes mostraram que o teor de calcificacédo
obtido pelos dois métodos utilizados é diferente, sendo de aproximadamente 29%
para as microparticulas borrifadas em N, com a formacdo de fosfato de calcio que
pode ser hidroxiapatita deficiente em célcio (Ca/P<1,67).

As microparticulas borrifadas em Na,HPO, a calcificacdo foi de
aproximadamente 80% que também pode ter a formacdo da hidroxiapatita, mas
neste caso com excesso de ions Ca (Ca/P>1,67).

As microparticulas de fibroina calcificadas, ndo apresentaram transicao
térmica até a temperatura de 120°C, possibilitando a esterilizacdo em autoclave a
seco das microparticulas favorecendo as microparticulas calcificadas em

comparacdo com proteinas que desnaturam a mesma temperatura.
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VI. TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros e possivel comprovacdo dos
resultados obtidos, tem-se:
Difracdes de Raios X para comprovacao da estrutura do fosfato de célcio obtido
pela calcificacéo;
Testes de citotoxicidade e biocompatibilidade para verificar possiveis
propriedades nocivas das microparticulas em relacdo as células;.

Testes in vivo para avaliar possivel crescimento celular.
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