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RESUMO

Neste estudo, a fibroina de seda foi explorada no preparo de materiais micro e nanoestruturados,
em estruturas bi- e tridimensionais, visando o uso em biomateriais. Para isto, foi estudada a
incorporacdo de microfibras de fibroina em hidrogéis de coldgeno, formando uma estrutura 3D, e
a formacdo de filmes ultrafinos contendo fibroina pelo método layer-by-layer. No primeiro caso,
a fibroina de seda foi explorada como um material promissor para reforcar mecanicamente os
hidrogéis de coldgeno devido as suas 6timas propriedades mecanicas e também por apresentar
citocompatibilidade adequada com diversos tipos de células. Os resultados mostraram uma boa
aderéncia entre as microfibras de fibroina e as fibrilas de coldgeno, além de melhorias na
resisténcia mecanica dos hidrogéis. Os hidrogéis contendo fibroina foram capazes nao somente de
manter o desempenho biolégico do coldgeno, mas de melhorar a proliferacao celular. Os
resultados obtidos sugerem que hidrogéis de coldgeno podem ser microestruturados com fibroina
de seda e representam um material promissor para uso em engenharia tecidual vascular. J4 para o
caso dos filmes ultrafinos (2D), foi estudada a formag¢do dos mesmos através do método
conhecido como layer-by-layer, pela técnica de imersdo de substrato em solucdo polimérica.
Como pares catidonicos foram estudados a quitosana e o hidrocloreto de poli(alilamina), sendo
possivel controlar a formagao de fibrilas nanométricas de fibroina de seda através da variagao do
par polimérico. Fibrilas alinhadas de fibroina foram observadas no filme layer-by-layer com
quitosana, porém no filme com hidrocloreto de poli(alilamina) ndo foram observadas fibrilas. A
densidade de cargas do par polimérico € a principal caracteristica que governa a formacgdo de
fibrilas na escala nanométrica. A etapa de secagem entre cada camada também € fundamental
para a formacdo e estabilizacdo dos filmes, que apresentaram coexisténcia de conformacgdo
molecular seda I e seda II. A viabilidade celular permaneceu entre 90 e 100% em todos os filmes
estudados. Porém, o padrio de topografia imposto pelas fibrilas de fibroina ndo orientou o
crescimento e a adesdo celular. Filmes finos multicamadas nanoestruturados com fibroina de seda

possuem aplicagdo potencial na area biomédica, como recobrimentos e superficies funcionais.
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ABSTRACT

In this study, silk fibroin was explored in the preparation of micro and nanostructured materials,
in bi- and tridimensional structures, aiming the use in the biomaterials field. For that, the
incorporation of fibroin microfibers in collagen hydrogels forming a 3D structure was studied.
We also studied the formation of ultrathin films containing fibroin by the layer-by-layer method.
In the first case, the silk fibroin was explored as a promising material to mechanically reinforce
collagen hydrogels due to its good mechanical properties and also for having cytocompatibility
adequate with several cell types. The results showed a good adherence between fibroin
microfibers and collagen fibrils, as well as improvements in the mechanical resistance of the
hydrogels. The hydrogels containing fibroin were capable to maintain the biological behavior of
collagen and also to improve cell proliferation. The results suggest that collagen hydrogels can be
microstructured with silk fibroin and represent a promising material for use in vascular tissue
engineering. In the case of the ultrathin films (2D), the formation of these films was studied by
the layer-by-layer method, using the technique of substrate dipping in a polymeric solution.
Chitosan and poly (allylamine hydrochloride) were used as cationic pair species, being possible
to control the formation of nanometric fibrils of fibroin by varying the polymeric pair. Fibroin
aligned fibrils were observed in the layer-by-layer film with chitosan, while no fibrils were
observed in the film with poly (allylamine hydrochloride). The charge density of the polymeric
pair is the main characteristic that governs the fibrils formation at the nanometric scale. The
drying step between each layer is also essential for formation and stabilization of the films that
show the co-existence of molecular conformation of silk I and silk II. Cell viability between 90
and 100% was attained for all the studied films; however the topographic pattern imposed by the
fibroin fibrils did not orient cell adhesion and growth. Multilayer thin films nanostructured with
silk fibroin have potential for application in the biomedical field, as coatings and functional

surfaces.
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1 INTRODUCAO

A fibroina de seda € uma proteina fibrosa que apresenta excelentes propriedades
mecanicas e térmicas e vem sendo bastante explorada para utilizacdo na drea de biomateriais.
Uma das grandes vantagens da fibroina de seda € sua versatilidade, podendo ser explorada em sua
forma natural, como uma fibra altamente cristalina e resistente, ou através da manipulacdo da
solu¢do de fibroina, formando-se diferentes materiais, como filmes, hidrogéis, esferas, entre
outros (Altman et al., 2003).

Nesta tese, buscou-se explorar métodos de preparo de materiais micro e nanoestruturados
com fibroina de seda combinada a outros polimeros, tanto em sua forma natural (microfibras)
como em solu¢do, sendo possivel formar nanofibrilas de fibroina de seda. O estudo de materiais
estruturados com a fibroina foi realizado tanto bidimensional como tridimensionalmente, a fim de
comprovar sua versatilidade em conjunto com diferentes polimeros e em diferentes formatos,
visando aplica¢des na drea biomédica.

Em um primeiro momento, a fibroina de seda foi estudada na forma de microfibras, com
menor processamento no laboratério, de maneira a atuar como refor¢o mecanico em hidrogéis de
coldgeno, visando conjugar a resisténcia mecanica da fibroina com a excelente compatibilidade
do coldgeno, formando um possivel substituto vascular.

Posteriormente, a fibroina foi explorada na formac¢do de filmes nanométricos,
bidimensionais, com multiplas camadas, com quitosana e com hidrocloreto de poli(alilamina).
Nesta etapa foi analisado todo o processo de preparo da solu¢do de fibroina, sendo necessdrio
elevado conhecimento a respeito da manipulagdo e processamento da solug¢do, permitindo ao final
do estudo obter um controle rigoroso da estrutura supramolecular da fibroina, através da
formacdo de agregados coloidais e nanofibrilas, imobilizadas nos filmes nanométricos.

Esta tese esta organizada da seguinte maneira: No Capitulo 3 € apresentada a revisao
bibliografica. No Capitulo 4 descreve-se o estudo da utilizacdo da fibroina em materiais
tridimensionais, como em hidrogéis de coldgeno. Ja no Capitulo 5 relata-se o estudo da fibroina
em materiais bidimensionais, como € o caso dos filmes ultrafinos preparados pelo método layer-

by-layer. No Capitulo 6 € feita a discussdo final e no Capitulo 7 sdo apresentadas as conclusoes.



2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi obter materiais micro e nanoestruturados com fibroina de
seda para contato com células animais, visando ressaltar a versatilidade da fibroina no
desenvolvimento de diversos tipos de materiais, de maneira a melhorar as propriedades
mecanicas e bioldgicas dos materiais nos quais a fibroina € adicionada, com potencial aplicac¢io

médica.

Objetivos especificos:

- Preparar hidrogéis de coldgeno contendo microfibras de fibroina de seda para aplicacdo
em tecidos vasculares;

- Caracterizar mecanica e biologicamente hidrogéis de coldgeno contendo fibroina de
seda;

- Desenvolver filmes layer-by-layer de fibroina de seda com quitosana e fibroina de seda
com hidrocloreto de poli(alilamina), com controle sobre a deposi¢cdo de fibrilas nanométricas de
fibroina;

- Avaliar as propriedades mecanicas e biolégicas dos filmes ultrafinos contendo fibroina
de seda;

- Investigar a aplicacdo da fibroina de seda na drea médica e verificar o comportamento
celular quando em contato com materiais bidimensionais (2D, layer-by-layer) e tridimensionais

(3D, hidrogéis) contendo fibroina.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais e engenharia tecidual

O aumento da expectativa de vida torna necessario o desenvolvimento de materiais para
uso médico, chamados biomateriais, de maneira a melhorar a qualidade de vida da populagdo. O
termo ‘biomaterial’ é bastante controverso e foi inicialmente definido em 1987 (Williams, 1987).
Desde entdo algumas revisdes foram propostas e a definicdo mais atual publicada por Williams
(2009) ¢é: ‘Um biomaterial ¢ uma substincia que foi projetada de forma que, sozinha ou como
parte de um sistema complexo, € usada para direcionar, pelo controle das interagcdes com os
componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terap€utico ou de
diagnostico, na medicina humana ou veterinaria’.

Um biomaterial deve ser biocompativel (desempenhar resposta adequada a sua aplicagdo),
ser bioestdvel, esterilizavel, ndao ser toxico, inflamatério ou carcinogénico e ter propriedades
mecanicas adequadas a sua funcdo (Ratner et al., 2004). Para o desenvolvimento de um
biomaterial devem ser aplicados conhecimentos multidisciplinares como engenharia e ciéncia dos
materiais, biotecnologia, ci€ncias médicas, entre outros.

Os biomateriais podem ser classificados como naturais (fibras protéicas, polissacarideos
etc.) ou sintéticos (metais, ceramicas, polimeros etc.); como bioabsorviveis ou temporarios
(alguns tipos de suturas, enxertos etc.) e bioestdveis ou permanentes (vdlvulas cardiacas, préteses
de articulagdes, proteses 0sseas metdlicas etc.) (Ratner et al., 2004).

Os biomateriais tém um papel importante na engenharia tecidual (também chamada
engenharia de tecidos), que é a ciéncia que estuda ou desenvolve processos para sintetizar ou
regenerar tecidos e 6rgios. Na engenharia tecidual, as células s@o cultivadas in vitro e inoculadas
em uma matriz sintética (scaffold), que € implantada no paciente. O objetivo da engenharia
tecidual é o de promover o desenvolvimento de um tecido sadio, sendo que, 2 medida que o
scaffold se degrada, o novo tecido vai sendo formado (Cheung et al., 2007).

Um scaffold €, portanto, uma matriz tridimensional que serve como suporte para a
proliferacdo celular e desenvolvimento de um novo tecido bioldgico. O scaffold deve ser capaz de
atender as exigéncias mecanicas do tecido que serd regenerado, dar suporte a adesdo e

proliferacdo celular, possuir taxa de degradacdo compativel com a taxa de formacdo do tecido

bioldgico, sendo os produtos de sua degradagdo ndo téxicos e ndo deve produzir reacdes toxicas



ou inflamatodrias (Liu, Xia e Czernuszka, 2007). A porosidade também € um fator que deve ser
controlado. Valores tipicos de porosidade em scaffolds sao da ordem de 90% e os poros devem
ser interconectados para permitir a migracao celular e difusdo de nutrientes (Freyman, Yannas e
Gibson, 2001). O tamanho ideal de poros € diretamente influenciado pelo tamanho das células
(que ird variar em funcdo do fenétipo da célula) e, portanto, ird depender do tipo de célula
utilizado e da aplicacdo desejada. Valores tipicos de tamanhos de poros para scaffolds para
regeneracao Ossea sdo da ordem de 100 um (Freyman, Yannas e Gibson, 2001), enquanto para
scaffolds para engenharia tecidual vascular os poros devem ser menores do que 40 um (Narayan e
Venkatraman, 2008; Mathews et al., 2012). Também se deve considerar a rigidez do material
utilizado no scaffold. Para o caso de polimeros, por exemplo, a estrutura do scaffold é mais
maledvel e as células sdo capazes de permear pelo scaffold mesmo com poros menores. Quando
inoculado com células, o scaffold passa a ser chamado de construct ou dispositivo.

Os polimeros naturais sao muito interessantes para aplicacdo como scaffolds em
engenharia tecidual, tendo o seu estudo iniciado nas ultimas décadas e crescido continuamente. A
grande maioria dos polimeros naturais nao sdo téxicos, sdo biodegradados em residuos nao
toxicos, que podem ser assimilados pelo organismo ou excretados normalmente, sio
biocompativeis com uma ampla variedade de células e tecidos, podem ser produzidos em diversas
morfologias, formatos e tamanhos, conforme a necessidade da aplicacdo, possuem propriedades
mecanicas adequadas para aplicacdes biomédicas tanto em tecidos duros como em tecidos moles
e, em geral, sdo esterilizdveis. Além disso, a presenca de grupos funcionais em suas moléculas
permite modificacdes quimicas e bioquimicas, principalmente na superficie, que possibilita sua
funcionalizacio e expandem seu campo de aplicacdo (Abramson et al., 2004).

Grande parte dos polimeros naturais oferece como principal vantagem o fato de serem
similares as macromoléculas que o ambiente biolégico estd preparado para reconhecer e
metabolizar. Esta similaridade possibilita projetar biomateriais que funcionam biologicamente a
nivel molecular e ndo somente a nivel macroscopico (Abramson et al., 2004). Alguns polimeros
naturais também s3o capazes de formar hidrogéis, possuem estruturas organizadas, além de
atuarem como ligantes para as células receptoras.

Dentre os polimeros naturais que vém sendo muito estudados para aplicacio como

scaffolds, podemos citar algumas proteinas, como o colageno (Boccafoschi et al., 2005) e a



fibroina de seda (Zhou et al., 2010), e também alguns polissacarideos, como o 4cido hialurdnico

(Ren et al., 2009), a quitosana (Ko, Sfeir e Kumta, 2010) e o alginato (Bhattarai et al., 2006).

3.2 Fibroina de seda

A seda € uma das fibras naturais mais abundantes na natureza e pode ser obtida a baixo
custo (Mori e Tsukada, 2000). As sedas sdo biopolimeros protéicos, produzidos na forma de
fibras por alguns artropodes, como o bicho-da-seda, a aranha, o escorpido e a pulga. A seda mais
estudada € a produzida pelo bicho-da-seda domesticado (Bombyx mori).

A fibroina de seda € uma proteina presente no casulo do bicho-da-seda. O casulo do
bicho-da-seda, por sua vez, € composto pelas fibras de fibroina e pela sericina, uma espécie de
cola responsdvel por unir as fibras de fibroina, formando a estrutura do casulo. A molécula de
fibroina é composta por duas cadeias de polipeptideos unidas por ligacao dissulfidica. A cadeia
leve apresenta massa molecular de aproximadamente 25 kDa e ndo apresenta regides repetitivas.
J4 a cadeia com maior massa molecular (aproximadamente 390 kDa) é composta por uma
sequéncia de aminodcidos (em média 16 tipos de aminodcidos), sendo os principais a glicina
(45,9%), a alanina (30,3%) e a serina (12,1%) (Figura 1) (Sashina et al., 2006; Gong et al., 2009).

A fibroina apresenta dois tipos principais de estrutura secundaria, chamados seda I e seda
II. A estrutura seda I apresenta conformagao estrutural do tipo enovelamento aleatério e o-hélice,
¢ soliivel em dgua, metaestdvel e presente em solugdes aquosas de fibroina. J4 a estrutura seda II
¢ caracterizada por apresentar conformacao folha-f3, € a forma hidrofébica e termodinamicamente
estavel da fibroina, estabilizada por ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals, presente na
fibra de fibroina (Hakimi et al., 2007; Vepari e Kaplan, 2007). As estruturas seda I e seda II
coexistem em materiais derivados de fibroina, sendo que a predominancia de cada estrutura ird
determinar as propriedades dos materiais. Por exemplo, materiais com predominancia de estrutura
seda II sdo insoldveis em 4gua, sdo cristalinos e apresentam maior resisténcia térmica e mecanica
e menor taxa de degradacdao do que materiais com predominéncia de estrutura seda I. Devido ao
fato de a estrutura seda I ser metaestavel, ela pode ser convertida a seda II por tratamentos fisicos
e quimicos, tais como o uso de temperatura (Putthanarat et al., 2002) e umidade elevadas (Hino,

Tanimoto e Shimabayashi, 2003; Kawahara, Furukawa e Yamamoto, 2006), uso de solventes



organicos (metanol e etanol) (Chen et al., 2001a; Nogueira et al. 2010a), cisalhamento (Jin e

Kaplan, 2003; Nogueira et al., 2009), entre outros.

Glicina:R=H
Alanina: R = CH;
Serina: R = CH,OH
Figura 1: Estrutura quimica da fibroina de seda e representacdo esquemadtica da conformagao

folha-p. Adaptado de Silkwood silk™ (2011).

A fibroina € secretada na secdo posterior da glandula do bicho-da-seda e estocada até
atingir uma concentragdo de 30% (m/v) na se¢do intermedidria da glandula, onde a sericina
também € secretada. A fibroina e a sericina passam entdo para a secao anterior da glandula sem se
misturar e sdo fiadas em ar para formar o casulo (Terry et al., 2004). Também se sabe que uma
combinacdo de forcas de cisalhamento, desidratacio, variacdo de pH e fons potdssio e cobre estdao
envolvidos na sintese da fibra de seda, porém os mecanismos que transformam a seda solivel em

agua em fibras insoluveis ainda ndo sdo completamente compreendidos (Hakimi et al., 2007).
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A fibroina € separada da sericina por um processo chamado de desgomagem, no qual os
casulos do bicho-da-seda sdo imersos em solucdes alcalinas ou em dgua fervente, que dissolve a
sericina e mantém as fibras de fibroina estdveis. Durante o processo de desgomagem, cerca de
25% da massa dos casulos é removida devido a remocao da sericina, sendo também observadas
mudancas nas propriedades mecénicas do material (Altman et al., 2003).

As fibras de fibroina sido biodegradaveis, termicamente estdveis (com degradacdo térmica
iniciando em temperaturas acima de 150 °C), altamente cristalinas, com estrutura folha-f§ bem
alinhada, flexiveis e resistentes a tracdo, além de serem insoliveis em dgua e na maioria dos
solventes organicos.

As fibras de fibroina podem ser dissolvidas em solucdes concentradas de 4cidos e em
solucdes aquosas e organicas de sais (Sashina et al., 2006). A dissolucdo limitada das fibras de
fibroina se deve a presenca de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares, a sua elevada
cristalinidade e as suas propriedades fisico-quimicas (Chen et al., 2001b). Atualmente, as
solu¢des mais utilizadas para dissolver as fibras de fibroina s@o: 1) brometo de litio e 2) uma
mistura feita com cloreto de cdlcio, etanol e d4gua. Estas solu¢des contém elevada concentracdo de
sais e alta forca i0nica, quebrando as ligacdes de hidrogénio intermoleculares que estabilizam a
estrutura folha-3 das fibras de fibroina.

A solucdo salina de fibroina é supersaturada e pode ser estocada por varios meses sem que
ocorra gelificacdo ou mudanga conformacional da fibroina devido a elevada forca i6nica que
promove a solvatacdo das fibras de fibroina. Porém, para produzir materiais com fibroina é
necessdrio remover os sais da solu¢do por didlise, a fim de se obter uma solu¢do aquosa de
fibroina. Durante a didlise, os fons do sal sdo removidos da solu¢cdo de fibroina para a dgua de
dialise por difusdo e a forca i0nica da solu¢do diminui. A solucdo de fibroina passa entdo para a
regido metaestdvel devido a auséncia de fons disponiveis para promover a solvatacio da fibroina,
podendo sofrer uma transi¢do sol-gel, formando estruturas folha-B auto-organizadas, resultando
em uma rede de fibroina reticulada fisicamente. Qualquer perturbacdo na solugdo aquosa de
fibroina, obtida apds didlise (regido metaestavel), poderd resultar em separagdo de fase
instantanea, com formacao de um hidrogel de fibroina.

A fibroina € um polimero natural bastante versatil e pode ser processada de maneira a
formar diferentes materiais, tais como filmes (Du et al, 2009; Nogueira et al., 2010a), pos

(Rajkhowa et al., 2009), microesferas (Wang et al., 2007; Srisuwan, Srihanam e Baimark, 2009),
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nanofibras (Jeong et al., 2009; Cai et al., 2010), hidrogéis (Kim et al., 2004; Nogueira et al.,
2011), entre outros. Também pode ser utilizada em sua forma natural, ou seja, na forma de fibras
com didmetro micrométrico, conhecidas por sua elevada resisténcia mecanica.

Em comparacdo com outros polimeros naturais, a fibroina possui propriedades muito
interessantes para aplicacdes na drea médica, como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
minima reacdo inflamatoria, permeabilidade ao oxigénio e ao vapor d’agua, possibilidade de
esterilizacdo, elevada resisténcia mecanica, térmica e microbiana (Um et al., 2001; Altman et al.,
2003; Macintosh et al., 2008). Alguns casos de hipersensibilidade a seda ja foram relatados e
atribuidos a sericina. Sabe-se que se a sericina for removida € possivel obter materiais adequados
para utilizacdo como biomaterial (Altman et al., 2003).

O uso de fibroina de seda como biomaterial foi recentemente aprovado pela agéncia
regulatéria americana FDA (Food and Drug Administration), sendo scaffolds feitos a partir de
fibroina para regeneracdo de tecidos moles (tecido conectivo, tenddes e ligamentos)
comercializados pela empresa Serica Technologies Inc.

A fibroina € susceptivel a degradacdo bioldgica quando exposta a enzimas proteoliticas,
como colagenases e proteases (Monti et al., 2005). Apresenta taxa de degradacdo lenta in vitro e
in vivo, o que é uma excelente caracteristica para aplicacdo em engenharia tecidual, pois o
biomaterial deve ser capaz de manter sua integridade mecanica durante a formacdo do novo
tecido (Horan et al., 2005; Wang et al., 2008a; Zhou et al., 2010). A taxa de degradacdo de
materiais derivados da fibroina estd diretamente relacionada ao modo de processamento e
conteido de conformacio estdvel do tipo folha-f. Materiais com maior conteiido de conformagao
do tipo folha-f apresentam degradacdo mais lenta (Rockwood et al., 2011).

A esterilizag@o térmica (autoclave) também € uma etapa fundamental no desenvolvimento
de dispositivos médicos e normalmente representa uma limitacdo do uso de polimeros naturais na
area médica, pois os mesmos geralmente apresentam baixa resisténcia térmica. Entretanto,
estudos realizados por Weska (2009) revelaram que membranas de fibroina de seda podem ser
esterilizadas em condi¢des de temperatura, umidade e pressdo elevadas, sem causar degradagdo
ou modificacdes estruturais significativas nas mesmas.

A fibroina tem sido utilizada em aplicacdes biomédicas como sutura desde o final do
século 19, provando ser um biomaterial eficiente para esse tipo de utilizagdo (Macintosh et al.,

2008). A fibroina de seda possui aplicagdes em diversas dreas do campo biomédico, como pele
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artificial e sistemas de liberacdo controlada (Ki, Park e Jin, 2009), substrato para imobilizacdao
enzimadtica, lentes de contato com alta permeabilidade ao oxigénio e biossensores para a detec¢ao
de doencas (Mori e Tsukada, 2000), cultura de células de tecidos dsseo, cartilaginoso e de

ligamentos (Vepari e Kaplan, 2007; Macintosh et al., 2008), entre outros.

3.2.1 Fibrilas de fibroina de seda

O bicho-da-seda é capaz de produzir fibras que exibem elevada resisténcia mecanica e
elasticidade. Apesar dos recentes avangos na manipulacdo e processamento da fibroina de seda,
os materiais produzidos com a solu¢do de fibroina preparada em laboratério ainda nao
apresentam as mesmas propriedades que tornam a fibroina natural tdo atraente. Os mecanismos
envolvidos no processamento das proteinas da seda na forma de fibras ainda ndo sdo
completamente entendidos, resultando em falhas ao se tentar reconstituir as notaveis propriedades
das fibras de seda nativas in vitro, a partir de solu¢des de fibroina preparadas em laboratério. Para
entender melhor a estrutura molecular e supramolecular da fibroina e o processamento
hierarquico da auto-organizacdo da fibroina em fibras durante o seu preparo pelo bicho-da-seda,
alguns autores vem propondo estratégias de confeccdo das fibras, porém o entendimento do
processo como um todo permanece um desafio (Gong et al., 2009; Greving et al., 2012; Lu et al.,
2012).

A melhor hipétese até o momento indica que as moléculas de fibroina formam agregados
coloidais em solu¢do aquosa, pois agem como polimeros hidrofilicos-hidrofébicos-hidrofilicos,
formando entdo estruturas esféricas em dgua, com grandes blocos hidrofilicos em sua superficie,
em contato com a dgua, e grandes blocos hidrofébicos e pequenos blocos hidrofilicos no interior
dos agregados. Estes agregados coloidais podem se unir formando nanofibrilas em func¢do de
parametros como a concentracao da solucdo de fibroina e a carga eletrostatica (Lu et al., 2012). A
Figura 2 mostra uma representacdo esquematica do mecanismo de auto-organiza¢do da fibroina,

conforme proposto por Lu et al. (2012).
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Figura 2: Modelo de auto-organizacdo da fibroina formando agregados coloidais que se
organizam formando fibrilas. Adaptado de Lu et al. (2012).

Por outro lado, outros autores propdem que as nanofibrilas de fibroina sao formadas por
cisalhamento (Greving et al., 2012). Neste estudo, os autores utilizaram solucdo de fibroina
extraida diretamente das glandulas do bicho-da-seda e observaram a formac@o de nanofibrilas,
com didmetro da ordem de 20-25 nm, durante o processo de spin coating. Os autores atribuiram a
formacdo das nanofibrilas ao cisalhamento imposto pelo método, ja que ndo foram observadas
nanofibrilas de fibroina quando a mesma solugdo foi incubada no substrato, sem cisalhamento.
Além disso, outro grupo de pesquisa verificou que o estimulo nanomecénico causado pela ponta
do microscopio de forca atdmica no modo de contato induziu a nucleagdo e crescimento de
nanofibras de fibroina modificada com elastina (Johnson et al., 2012). Por fim, alguns autores
propdem que a formacado de nanofibrilas de fibroina € induzida pela formacgao de estrutura folha-f3
a partir do estiramento dos blocos hidrofébicos presentes no interior dos agregados coloidais
(Chen et al., 2008; Gong et al., 2009). Todas estas diferentes abordagens t€m como ponto comum
o fato de que a molécula de fibroina forma agregados coloidais quando presente em solucdo

aquosa neutra diluida.

3.3 Colageno

O coldgeno é uma das proteinas mais abundante da natureza, encontrado nos tecidos
biolégicos de mamiferos, com a funcdo de fornecer integridade mecanica aos mesmos (Gobeaux

et al., 2008). O coldgeno representa aproximadamente 25% das proteinas presentes no corpo
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humano, sendo o principal componente dos tecidos conectivo, dsseo, cartilaginoso, de ligamentos
e tendOes. Apresenta Otima resisténcia mecénica e elasticidade, sendo o responsdvel pela
elasticidade da pele. O coldgeno possui conformacdo do tipo tripla hélice, constituida pela
repeticdo da trinca basica de aminoécidos (Glicina-X-Y),, onde X geralmente é uma prolina e Y

uma hidroxiprolina (Figura 3a).

Molécula de

Fibrila —— // colageno

N Y
\g\'{?\\
Fibra de colageno ,}@ :
/ kS
J\ Cadeia - .\[‘j);\\
N;’F—_—f’éf, polipeptidica \‘,E\\}
= W

Figura 3: Estrutura quimica do coldgeno, constituido pelos aminoédcidos glicina, prolina e
hidroxiprolina (a) e representagdo esquematica da constituicao da fibra de coldgeno (b). Adaptado

de Berg (2011) e Harris e Gonsalves (2011).

Existem mais de 20 tipos diferentes de coldgeno, presentes em diferentes tecidos
bioldgicos. O coldgeno do tipo I € a principal proteina presente no tecido vascular e vem sendo
muito estudado para aplicagdes em engenharia tecidual vascular como potencial candidato no
desenvolvimento de substitutos vasculares (vasos sanguineos) (Couet, Rajan e Mantovani, 2007;
Pang e Greisler, 2010).

As moléculas de coldgeno do tipo I sdo capazes de se auto-organizar in vitro de maneira
hierdrquica, por um processo chamado fibrilogénese, formando microfibrilas, fibrilas, fibras e
rede de fibras, conforme mostrado na Figura 3b (Lai, Li e Li, 2008; O'leary et al., 2011). A
estabilidade mecanica e quimica da rede de fibras de coldgeno se deve as ligagdes de hidrogénio
intra e intermoleculares das cadeias polipeptidicas (Kreger et al., 2010).

O colédgeno € utilizado principalmente na forma de géis. Sabe-se que fatores como o pH, a
temperatura e a forca idnica influenciam diretamente a transi¢io sol-gel do coldgeno, bem como
as propriedades do gel resultante (Roeder et al., 2002; Gobeaux et al., 2008; Achilli e Mantovani,
2010).
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O coldgeno promove a adesdo e crescimento celular e, por estar presente nos tecidos
biolégicos e ser componente da matriz extracelular, ndo apresenta resposta citotoxica
(Boccafoschi et al., 2005; Chajra et al., 2008). Além disso, o coldgeno é aprovado pelo FDA para
diversos tipos de aplicacdes médicas. Entretanto, a grande limitacdo do uso do coldgeno se deve a
sua fonte de extracdo e seguranca de aplicacdo. Por ser extraido de fonte animal, o coldgeno pode
transmitir patégenos e induzir reacdes imunes, mesmo apds purificagdo (Cheung et al., 2007).

O coldgeno é biodegradado pela acdo de enzimas, sendo que a taxa de degradacdo pode
ser controlada em funcdo do grau de reticulacdo. Menor grau de reticulac@o resulta em maior taxa
de degradacdo, enquanto que maior reticulacdo resulta em degradacdo mais lenta. Além disso, um
maior grau de reticulacdo resulta em géis com maior resisténcia mecanica devido ao aumento da

densidade da rede de coldgeno e compactagado das fibrilas (Roeder et al., 2002).

3.4 Quitosana

A quitosana € um produto da desacetilagdo da quitina, extraida da carapacga de crusticeos,
como o camarao, o caranguejo e o siri, e também de insetos e parede celular de alguns fungos. A
quitina é um dos polimeros naturais mais abundantes na natureza, depois da celulose.

A quitosana € um polissacarideo de cadeia linear (Figura 4), cuja massa molecular pode
variar de 50 a 1.000 kDa, dependendo do seu processo de obtencdo. E um polissacarideo
biodegraddvel, biocompativel, hidrofilico e atéxico. Sua estrutura quimica € constituida pelos
copolimeros B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose,

com grupos amino e grupos hidroxila primério e secundario (Payne e Raghavan, 2007).

CH2OH CH20H
@!\ \@mx
NHCOCH3

Figura 4: Estrutura quimica da quitosana. Fonte: Suh e Matthew (2000).
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A quitosana € solivel em 4cidos organicos, como o dcido acético, ascorbico, férmico,
latico, maleico e succinico (Romanazzi et al., 2009), normalmente em pH abaixo de 6, devido a
protonacdo dos grupamentos amino disponiveis em sua cadeia. Ela também ¢é solivel em alguns
dcidos inorganicos como o perclérico, o nitrico e o fosférico (Kim e al., 2008). Em baixos
valores de pH, a quitosana é um polieletrdlito carregado positivamente devido a protonacdo de
suas aminas primarias. A medida que o pH aumenta, as aminas primdrias sio desprotonadas,
levando a sua precipitacdo ou agregacdo (Payne e Raghavan, 2007).

A quitosana tem propriedades biol6gicas tnicas, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, ndo toxicidade. Ela € inerte fisiologicamente, pode atuar como agente
hemostatico, antibacteriano, fungicida e antitumoral (Kim et al., 2008). Também vem sendo
utilizada no desenvolvimento de formulacdes terapéuticas, no tratamento de dguas, producdo de
cosméticos, aditivos alimenticios € membranas semipermedveis (Kurita, 2006; Vieira et al., 2007;

Cardenas et al., 2008).
3.5 Hidrocloreto de poli(alilamina)

O hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH) é um polimero sintético catidnico fraco, cuja
estrutura quimica estd representada na Figura 5. O PAH € solivel em 4gua e se apresenta

positivamente carregado em solug@o aquosa (pH neutro) (Arai et al., 2002).

il
NH; Cl~

Figura 5: Estrutura quimica do hidrocloreto de poli(alilamina).

Choi e Rubner (2005) determinaram que o PAH quando em soluc¢do aquosa apresenta pKa
(pH no qual 50% dos grupos funcionais do polimero estdo ionizados) entre 8,0 € 9,0. Em pH
cido (em torno de 3 a 4) os grupos amina do PAH encontram-se protonados na forma NH;".
Com o aumento do pH, o PAH vai sendo desprotonado, apresentando maior quantidade de grupos

NHo.
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O PAH ¢é muito utilizado no estudo de filmes ultrafinos obtidos por layer-by-layer
justamente por ser um polieletrélito fraco, permitindo a realizacdo de estudos que visam regular
as propriedades das camadas depositadas nos filmes layer-by-layer através de variagdes no pH e,
consequentemente, na quantidade de cargas disponiveis para formar interagdes eletrostaticas com
o polianion (Choi e Rubner, 2005; Boudou et al., 2009; Lichter e Rubner, 2009). Maiores
informacdes a respeito da formacdo destes filmes layer-by-layer e dos parametros que
influenciam diretamente sua construcao serdo discutidos a seguir, na se¢ao 3.7.

O PAH nao € toxico e pode ser utilizado em diversas aplicacdes biomédicas, como na
encapsulacdo de medicamentos para liberacao controlada (Antipov et al., 2001) e na confeccao de

recobrimentos antimicrobianos (Lichter e Rubner, 2009).

3.6 Hidrogéis

Hidrogéis sdo redes tridimensionais formadas por macromoléculas capazes de absorver
grandes quantidades de 4gua sem perder sua integridade estrutural. Os hidrogéis sdo amplamente
utilizados em pesquisa biomédica devido a sua biocompatibilidade, capacidade de mimetizar
tecidos biolégicos e matriz extracelular (ECM), responder a estimulos externos, conter elevado
teor de dgua e possuir boas propriedades de difusdo de oxigé€nio, nutrientes e produtos residuais
(Ratner et al., 2004). Hidrogéis podem ser usados para a imobilizacdo de enzimas ou células e
medicamentos podem ser incorporados nos hidrogéis, agindo como dispositivos de liberagdao
controlada (Wang et al., 2008b; Guziewicz et al., 2011). Hidrogéis também sdo estudados para
usos como lentes de contato, tenddes e peles artificiais, entre outros (Ratner et al., 2004). Na
engenharia tecidual os hidrogéis podem ser usados como scaffolds que dao suporte ao
crescimento celular e degradam em taxa semelhante a taxa de formagdao do novo tecido. Além
disso, as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos hidrogéis podem ser moduladas para
atender requisitos mecanicos e funcionais do tecido hospedeiro (Xiao et al., 2011).

A gelificacdo ocorre devido a reticulacdo das cadeias poliméricas, formando redes
tridimensionais, por acdo de agentes reticulantes (hidrogéis quimicamente reticulados) ou por
estimulos fisicos, tais como pH, temperatura, concentracdo de polimero, entre outros (hidrogéis
fisicamente reticulados). Hidrogéis fisicamente reticulados representam o tipo mais promissor de

hidrogéis para aplicacdes biomédicas, pois moléculas ativas, como proteinas ou até mesmo
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células, podem ser aprisionadas no hidrogel, sem qualquer efeito t6xico sobre as mesmas. Por
outro lado, para formacdo de hidrogéis quimicos, normalmente sdo utilizados métodos como
radiacdo UV, raios X ou raios y para reticular o hidrogel, e os residuos téxicos resultantes destes
métodos podem afetar a aplicacdo desses hidrogéis na drea de biomateriais (Hu et al., 2010). Ao
utilizar reticulacdo quimica, dispositivos s6 podem ser preparados a partir do cultivo de células no
topo do hidrogel, enquanto que em hidrogéis fisicamente reticulados, as células podem ser
misturadas durante o preparo do hidrogel, ficando espalhadas e aprisionadas em toda a estrutura

tridimensional.

3.6.1 Hidrogéis e scaffolds de colageno e fibroina de seda

Existem poucos artigos na literatura que estudam o preparo de hidrogéis contendo fibroina
de seda e coldgeno para uso como scaffolds em engenharia tecidual. Basicamente sdo cinco
artigos publicados pelo mesmo grupo de pesquisa da Tsinghua University, da China. Os estudos
baseiam-se na adicdo de pequenas quantidades de gel de coldgeno comercial (conteido maximo
de 20% em massa) em solu¢do aquosa de fibroina de seda, a temperatura de 50-60 °C. Desta
maneira ocorre a dissolugdo do gel de coldgeno na solucio de fibroina, formando uma solucgdo
hibrida de fibroina/coldgeno. Os scaffolds sdao entdo obtidos por congelamento e liofilizagao,
além de imers@o em metanol, para induzir a transicao seda I para seda II da fibroina, formando
uma estrutura mais cristalina e estdvel em 4gua.

Os estudos iniciaram-se com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas de
scaffolds de fibroina através da adi¢do de colageno (Lv et al., 2005; Hu et al., 2008). A adicao de
gel de coldgeno aumenta a viscosidade da solugdo de fibroina e impede a formagdo prematura de
estrutura lamelar de fibroina quando congelada e liofilizada para a obtencdo do scaffold. Os
autores atribuem este fato as interagdes entre a fibroina e o coldgeno, obtendo-se assim um
scaffold com estrutura mais regular, com poros interconectados, maior resisténcia a compressao e
melhor biocompatibilidade, quando comparado com o scaffold de fibroina pura.

Em um estudo subsequente verificou-se que a maior interagdo entre as moléculas de
fibroina e coldgeno ocorre em pH = 7. Além disso, neste valor de pH, o scaffold obtido apresenta
uma estrutura reticulada uniforme, o que reflete em maior resisténcia mecéanica (Lu et al., 2008).

O uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) como uma alternativa ao metanol
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na transicdo seda I para seda II da fibroina também foi proposto para os scaffolds
fibroina/colageno (Lv et al., 2008). Os resultados mostram melhorias nas propriedades mecanicas
e térmicas dos scaffolds quando comparados com os tratados em metanol. Por fim, a
compatibilidade destes scaffolds com fibroblastos e células musculares lisas foi investigada (Lu et
al., 2009). Verificou-se que a presenca de coldgeno no scaffold aumenta a adesdo e proliferacio

celular, representando um material promissor para diversas aplicacdes em biomateriais.

3.7 Filmes ultrafinos obtidos pela técnica layer-by-layer

A técnica layer-by-layer (LbL) foi desenvolvida por Decher (1997) e consiste na
deposicdo alternada de poli-ions de cargas opostas em substratos sélidos. Esta técnica vem sendo
estudada nos dltimos anos na producio de estruturas moleculares de multicomponentes e filmes
ultrafinos com nano-arquiteturas especificas, de maneira simples, versatil e de baixo custo.

O processo bdsico € representado na Figura 6 e envolve a imersdao de um substrato,
carregado eletricamente, em uma solucdo diluida de um polieletrélito de carga oposta. A
interacdo eletrostética entre o substrato e o polieletrélito promoverd a adsor¢ao em excesso do
polimero, invertendo a carga da superficie do substrato. O substrato, agora com carga positiva, é
lavado para a retirada do excesso de polieletrélito e mergulhado em outra solu¢do de
polieletrélito, com carga oposta a da primeira solu¢do. Assim, a carga inicial do substrato é
reestabelecida, e tem-se a formacdo de um filme com duas camadas de polieletrélitos sobre o
substrato, ou seja, tem-se a formac¢do de uma bicamada. A repeticdo desta sequéncia de adsorcoes
de polieletrdlitos leva a formacdo de um filme com muiltiplas camadas.

A maior parte dos filmes LbL tem sido produzida utilizando principalmente a atragcdo
eletrostatica como forca motriz para a adsor¢do e subsequente montagem das multicamadas.
Porém, a deposicdo por LbL também pode ser baseada em outras interagdes, como ligacdes de
hidrogénio (Stockton e Rubner, 1997; Clark e Hammond, 2000), ligagdes covalentes (Zhang et
al., 2003) e interagdes hidrofébicas (Kotov, 1999).

Uma das maiores vantagens da técnica LbL é que, por ser feita a partir de solugdes,
permite a incorporacdo de uma grande variedade de materiais nas camadas individuais, bem
como um controle rigoroso sobre a composicao, propriedades e funcionalidade das multicamadas

(Decher, 1997). A fabricacdo dos filmes estd baseada em propriedades de superficie, sendo a
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estrutura do filme definida em funcdo da sequéncia de deposi¢do e dos polimeros empregados.
Ainda, as propriedades de cada camada dependem de uma série de parametros, tais como:
concentragdo, forca ionica e pH das solucdes poliméricas, temperatura, tempo de deposicdo,
tempo de lavagem, tipo de agitacdo, entre outros (Decher e Schlenoff, 2002). Dentre estes
parametros podem-se citar o pH e a forca idnica como os principais fatores que irdo determinar a

espessura, rugosidade e funcionalidade dos filmes LbL.

.
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Figura 6: Representacdo esquemdtica da deposi¢do de uma bicamada através da técnica de layer-
by-layer.

Com relagdo ao pH das solugdes poliméricas, deve-se considerar que o grau de ionizagdo
dos polieletrodlitos ird variar de acordo com o pH do meio, dependendo da constante de ioniza¢ao
(pK) dos mesmos. Quando os polimeros estdo altamente carregados, a forte repulsdo entre os
segmentos de sua cadeia fard com que sua conformacdo seja linear e esticada, acarretando na

formacdo de filmes mais finos. Por outro lado, quando estes polimeros estdo pouco carregados, a
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baixa repulsdo eletrostatica resultard em uma conformacdo mais enovelada e irregular, resultando
em filmes mais espessos (Elzbieciak, Kolasinska e Warszynski, 2008).

A forca i6nica do meio também ird exercer importante fun¢do nas caracteristicas finais
dos filmes LbL. A presenca de sal na solucdo polimérica, ou seja, o aumento da forca idnica
causa o enovelamento da cadeia polimérica. Isto ocorre porque a presenca dos fons do sal causa
uma espécie de ‘blindagem’ das cargas do polimero, diminuindo a repulsido eletrostdtica e
permitindo o enovelamento do polimero. Com isso, o aumento da forca idnica causa um aumento
da espessura e rugosidade do filme, podendo também aumentar a quantidade de material
adsorvido na superficie (Iruthayaraj et al., 2005).

A maior parte das pesquisas sobre filmes LbL tem sido realizada com a utilizacdo de
polimeros sintéticos, tornando o uso de polimeros naturais para a formacdo de filmes
multicamadas ainda mais interessante. Filmes finos multicamadas tém sido explorados para uso
em diferentes tecnologias, tais como recobrimentos antiembagantes (Cebeci et al., 2006),
antibacterianos (Lee, Cohen e Rubner, 2005), super hidrofilicos (Miyauchi e Tokudome, 2006),
super hidrofébicos (Ogawa et al., 2007), na liberacao de farmacos (Xavier, de Moraes e Ferreira,
2013), terapias celulares (Swiston et al., 2008), adesao de células (Schneider et al., 2007), entre

outros.

3.7.1 Filmes produzidos pela técnica layer-by-layer contendo fibroina

Atualmente, o estudo de polimeros naturais para o preparo de filmes multicamadas esta
em fase inicial e poucos sdo os relatos existentes na literatura sobre o assunto. Esta drea, portanto,
apresenta grandes perspectivas na produ¢do de novos materiais e aplicacOes. Existe um grande
interesse no estudo de estruturas de polimeros naturais, tais como a fibroina, a quitosana, o
alginato de sddio, o 4cido hialurdnico, a celulose, entre outros.

A solucdo de fibroina pode ser usada em processos de montagem em multicamadas
nanométricas com um par catidonico, formando filmes ultrafinos com uma estrutura complexa de
ligacdes intermoleculares, sendo as interacdes eletrostéticas, ligacdes de hidrogénio e interagcdes
hidrofébicas, as principais for¢as atuantes na deposi¢ao dos filmes.

A maioria dos estudos em filmes multicamadas produzidos por LbL com fibroina de seda

€ baseada em filmes somente com fibroina, sem um par catidnico. Wang et al. (2005) relataram a
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deposicdo de fibroina por LbL pela primeira vez. Foi verificado um aumento na espessura do
filme devido ao aumento da concentracao de sais na solu¢@o de fibroina e pela diminui¢do do pH.
Além disso, foi observada a necessidade de uma etapa de secagem apds a deposicdo de cada
camada de filme, responsdvel por estabilizar as ligacdes intra e intermoleculares da fibroina e
permitir a deposi¢do da préxima camada. O spin coating € um método que também pode ser
utilizado para o preparo de filmes ultrafinos multicamadas com fibroina, apresentando excelentes
propriedades mecanicas, como mddulo eldstico de 6,5 GPa e tensdo de ruptura de 100 MPa (Jiang
et al., 2007).

O método LbL também pode ser usado no preparo de microcdpsulas de fibroina com
espessura e permeabilidade controladas para uso em sistemas de liberacdo controlada
(Shchepelina et al., 2011). Ainda, microreservatdrios de fibroina em diversos formatos podem ser
preparados com o uso de polimeros sintéticos no LLbL, como o 4cido poli(metacrilico), poli(N-
vinilcaprolactama) e acido tanico, principalmente devido a acdo de interagdes por ligacdes de
hidrogénio e forcas hidrofébicas (Kozlovskaya et al., 2012).

Especificamente falando sobre filmes LbL de fibroina e quitosana, podemos citar apenas
dois artigos publicados na literatura. Cai et al. (2007) utilizaram filmes multicamadas
nanométricos de fibroina e quitosana para recobrir a superficie de filmes de titdnio, de maneira a
aumentar sua biocompatibilidade visando uma osteointegracdo mais eficiente. Testes in vitro
utilizando osteoblastos sobre estas superficies mostraram que o recobrimento LbL de fibroina e
quitosana aumentou a proliferacdo e viabilidade celular.

Posteriormente, uma pesquisa realizada por nosso grupo em colaboracio com o
Massachusetts Institute of Technology (MIT) possibilitou um estudo mais detalhado a respeito de
filmes multicamadas de fibroina e quitosana (Nogueira et al., 2010b). Foi possivel obter filmes
multicamadas de espessura nanométrica, contendo fibrilas de fibroina alinhadas em determinadas
diregdes. Os resultados demonstram que a solugdo utilizada para dissolver a fibroina, a presenca
de quitosana em pH 6, além da secagem entre as etapas de deposicao dos filmes sdo fundamentais
para a auto-organizacdo da fibroina na forma de fibrilas. Além disso, foi possivel obter um
alinhamento das fibrilas de fibroina na direcdo de imersdo do substrato nas solucdes de
biopolimeros. Para obter os filmes com fibrilas de fibroina alinhadas bidirecionalmente, o
substrato era girado em 90°. Estes filmes anisotropicos podem combinar resisténcia mecanica e

biocompatibilidade. Enquanto diversos estudos focam na obtencdo de superficies com padroes
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especificos para adesdo celular através de técnicas como a fotolitografia, os filmes multicamadas
de fibroina e quitosana possuem naturalmente fibrilas alinhadas e auto-organizadas, obtendo-se

padrdes naturais que tém o potencial de orientar a adesdo e proliferacdo celular.

3.8 Historico de colaboracao entre os grupos de pesquisa

O Laboratério de Engenharia e Quimica de Produtos (LEQUIP), da Faculdade de
Engenharia Quimica da Unicamp, coordenado pela Profa. Marisa Beppu tem como principal
linha de pesquisa o estudo de polimeros naturais para o preparo de materiais avangados, micro ou
nanoestruturados, que possam ser utilizados em contato com células, para a fabricacao de
biomateriais e aplicacdes na drea de biotecnologia. Especificamente para o caso da fibroina, o
Lequip foi pioneiro no estudo desta proteina fibrosa no Brasil, com estudos iniciados em 2004.

Desde entdo, condi¢des de manipulacdo e processamento da fibroina tém sido estudadas
para o preparo de diversos materiais, tais como membranas densas (Nogueira et al., 2010a) e
porosas (Nogueira et al., 2009). A partir deste estudo, foi desenvolvida e patenteada uma nova
técnica de producdo de membrana porosa de fibroina (Beppu, Polakiewicz e Nogueira, 2006),
através de um processo rapido e simples de producdo. Posteriormente, as membranas densas e
porosas de fibroina foram estudadas por Weska (2009) quanto a possibilidade de esterilizacio e
calcificacao in vitro. Este estudo demonstrou que a fibroina de seda, contrariamente a maioria dos
polimeros naturais, € capaz de resistir termicamente aos processos de esterilizacdo normalmente
empregados, além de estimular o depdsito de fosfatos de calcio, o que € interessante para
aplicagdo em regeneragdo Ossea. Posteriormente, Nogueira (2009) estudou a metaestabilidade da
solu¢do dialisada de fibroina (Nogueira et al., 2011), além da obtencdo de membranas pela
técnica LbL utilizando solugdes de fibroina e quitosana (Nogueira et al., 2010b), e do potencial
da fibroina como agente anticalcificante, no recobrimento de pericardio bovino utilizado para a
confeccdo de valvulas cardiacas (Nogueira et al., 2010c). A fibroina também foi estudada quando
combinada com alginato de sédio, tanto na forma de fibras quanto em solucdo (Moraes, 2010),
apresentando excelentes resultados de melhoria de propriedade mecanica, além da obtencdo de
membranas com separagdo de fase em estruturas globulares, que podem apresentar excelente

potencial na incorporacio de farmacos ou compostos ativos.
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A drea de biomateriais e engenharia tecidual € interdisciplinar. Desta maneira, a
colaboracdo com grupos de pesquisa de diferentes dreas como medicina, engenharia de materiais,
biologia, entre outras, é fundamental para o sucesso da pesquisa. Para o desenvolvimento desta
tese foram feitas colaboragdes com dois grupos de pesquisa, da Universite Laval (Quebec,
Canadd), onde foram realizados os estudos de incorporacgdo de fibroina em hidrogéis de coldgeno,
em 3D, e do Massachusetts Institute of Technology (Cambridge, USA), onde foram realizados
estudos de filmes ultrafinos, em 2D, com auto-organizacdo da fibroina na forma de fibrilas. A
seguir serd feito um breve resumo da colaboracdo ja existente com os dois grupos e projetos
realizados em colaboragdo que possibilitaram o desenvolvimento desta tese.

O Laboratoire de Biomatériaux et Bioingénierie (LBB) da Université Laval estd
localizado no Centre de Recherche de I’Hopital Saint-Frangois d’Assise, é coordenado pelo Prof.
Diego Mantovani e tem como foco de suas pesquisas o desenvolvimento de materiais para a
engenharia tecidual vascular. As pesquisas estdo focadas no uso de coldgeno como matriz para o
desenvolvimento de uma artéria artificial. Diversas teses ja foram desenvolvidas neste sentido,
visando sempre a obten¢do de um scaffold de coligeno em forma cilindrica em que células
possam ser inoculadas ou misturadas e que possa ser montado em um biorreator no qual as
células irdo proliferar e formar uma artéria tridimensional similar a humana. O método de
extragdo do coldgeno do tenddo da cauda de ratos foi desenvolvido no préprio LBB (Habermehl
et al., 2005; Rajan et al., 2006) e é capaz de manter a excelente citocompatibilidade do coldgeno
(Boccafoschi et al., 2005), apresentando 6timas propriedades quando inoculado com células
musculares lisas (Amadori et al., 2007). Também foi desenvolvido um biorreator que permite a
cultura celular em scaffolds tridimensionais, sendo possivel reproduzir o ambiente fisiologico
(Bilodeau et al., 2005; Bilodeau e Mantovani, 2006; Couet e Mantovani, 2008b; Couet e
Mantovani, 2010).

Além disso, foi desenvolvido um dispositivo de coldgeno em geometria cilindrica através
da gelificacdo da solugdo de colageno contendo células em moldes especificos, cultivados durante
sete dias. Porém, a resisténcia mecanica deste material, mesmo apds o cultivo celular, continuou
sendo insatisfatoria para ser manipulado e montado no biorreator (Boccafoschi et al., 2007). O
uso de radiacdo UV como método para aumentar a reticulagdo dos hidrogéis de colageno e,
consequentemente, melhorar sua resisténcia mecanica também foi estudado (Achilli et al., 2008;

Rajan et al., 2008; Achilli, Lagueux e Mantovani, 2010). A influéncia de pardmetros como o pH,
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a temperatura e a forca iOnica na gelificacdo do coldgeno foi analisada como uma alternativa a
radiacdo UV para a obtencdo de hidrogéis de coldgeno com melhores propriedades mecanicas
(Achilli e Mantovani, 2010). Diversos protocolos de preparo do hidrogel de coldgeno foram
desenvolvidos e hidrogéis de coldgeno mais resistentes foram obtidos a pH 10, 4 °C e 174 mM de
forca i0nica, porém estas condicdes de gelificacdo ndo sdo ideais para o cultivo de células,
inviabilizando o preparo de dispositivos com células misturadas ao hidrogel de coldgeno.
Também foi desenvolvido um modelo computacional baseado na teoria de compdsitos com o
objetivo de predizer as propriedades mecanicas de scaffolds cilindricos de coldgeno e fibroina de
seda (Couet et al., 2007; Couet e Mantovani, 2008a). A propriedade mecanica avaliada foi a de
complacéncia (compliance), propriedade apresentada pelos vasos sanguineos, que devem suportar
o bombeamento de sangue na dire¢do radial. Em outras palavras, o teste de complacéncia mede a
variacdo do didmetro, ou seja, a deformacdo, de um cilindro de coldgeno em fungdo da pressao
presente no interior do cilindro, até o seu rompimento. Porém, este estudo foi bastante inicial e
ndo foram desenvolvidos experimentalmente scaffolds de coldgeno e fibroina, nem mesmo
avaliada sua compatibilidade e propriedades mecanicas ou bioldgicas.

Portanto, nesta tese, buscou-se combinar o conhecimento do grupo da UNICAMP no
preparo e modificacao de polimeros naturais (principalmente fibroina de seda) em suas diversas
formas, com o conhecimento do grupo da ULaval em substitutos vasculares obtidos a partir do
coldgeno e testes bioldgicos, obtendo-se assim um hidrogel de coldgeno microestruturado com
fibroina de seda, que possa ser utilizado em engenharia tecidual vascular. A partir deste estudo
pode-se confirmar o potencial de aplicacdo da fibroina de seda como reforco mecanico em
materiais tridimensionais, bem como sua compatibilidade celular.

J4a o grupo do Massachussets Institute of Technology (MIT), liderado pelo Prof. Michael
Rubner é um dos pioneiros do estudo da técnica layer-by-layer no mundo, tendo os estudos
iniciados no final da década de 90. A técnica LbL permite o preparo de filmes nanométricos
avancgados, com estruturas organizadas em camadas, que podem ser moduladas de acordo com a
necessidade. A Profa. Marisa Beppu iniciou colaboracdo com o Prof. Michael Rubner no ano de
2006 quando introduziu o conceito do uso de biopolimeros nos sistemas LbL. Desde entdo foram
realizados dois doutorados sanduiches de alunos da Profa. Marisa Beppu no MIT, sempre visando

0 uso de polimeros naturais na fabricagcdo de filmes finos multicamadas. Nogueira et al. (2010b)
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produziram filmes LbL de fibroina e quitosana com alinhamento de fibrilas e Vasconcelos et al.
(2010) estudaram filmes LbL de quitosana e dcido hialurdnico, capazes de aderir linfocitos B.
Nogueira et al. (2010b) realizaram um trabalho no qual foram produzidos filmes
multicamadas de fibroina e quitosana com alinhamento de fibrilas de fibroina. Porém, o estudo do
comportamento celular quando em contato com estes filmes ndo foi realizado, bem como as
condicdes necessdrias e o processo de formacdo das fibrilas ndo foi elucidado. Nesta tese, foi
possivel aperfeigoar as condi¢des necessdrias para a formagao das fibrilas alinhadas de fibroina, e

obter o controle da deposicdo das fibrilas em um filme ultrafino, bidimensional.
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4 HIDROGEIS DE COLAGENO REFORCADOS COM FIBROINA DE SEDA

Neste capitulo descreve-se a obten¢do de hidrogéis de coldgeno reforcados com
microfibras de fibroina de seda, visando aplica¢cdo na drea de engenharia tecidual vascular.

O coldgeno € responsdvel por promover integridade estrutural e dar suporte mecanico aos
tecidos e o6rgdos. Durante a extracdo e dissolu¢do do coldgeno, sua organizacdo hierdrquica
altamente estdvel € perdida devido a quebra das ligacdes de hidrogénio intermoleculares. Desta
maneira, materiais obtidos a partir de solucdes de coldgeno apresentam propriedades mecanicas
inferiores as observadas em suas fontes naturais, mas as propriedades biolégicas do coldgeno sao
preservadas (Boccafoschi et al., 2005; Achilli, Lagueux e Mantovani, 2010).

Estudos que visam melhorar as propriedades mecanicas de hidrogéis de coldgeno sugerem
o uso de agentes de reticulacdo (Sundararaghavan et al., 2008), de radiacdo UV (Achilli, Lagueux
e Mantovani, 2010), e também da adi¢cdo de outros materiais no coldgeno, como a fibrina
(Cummings et al., 2004) e o sulfato de condroitina (Stuart e Panitch, 2008). Estes métodos,
apesar de melhorarem a resisténcia mecanica do hidrogel, podem ser toxicos as células e reduzir a
biocompatibilidade do colageno.

Neste contexto, a adi¢do de outra macromolécula de origem natural, que possua boa
compatibilidade celular e adequada resisténcia mecanica, como € o caso da fibroina, surge como
uma alternativa aos métodos ja propostos na literatura para melhorar as propriedades mecanicas
dos hidrogéis de coldgeno, sem alterar seu desempenho biolégico. A obteng¢dao de hidrogéis de
coldgeno microestruturados com fibroina de seda ainda ndo foi estudada na literatura, sendo que
neste capitulo objetiva-se conjugar as excelentes propriedades biologicas do coldgeno com a
elevada resisténcia mecanica da fibroina, de maneira a obter um material que possa ser utilizado
como scaffold em engenharia tecidual vascular.

Na primeira parte do trabalho foi estudado o método de incorporacdo das microfibras de
fibroina, preparo dos hidrogéis de coldgeno e verificacdo da resisténcia mecanica destes
hidrogéis. J4 na segunda parte foi avaliada a interacdo dos hidrogéis refor¢ados com fibroina com
células musculares lisas, muito utilizadas em estudos de engenharia tecidual vascular, pois estas
células sdo constituintes da tinica média, presente nas artérias.

Esta etapa do projeto foi realizada em colaboragdo com o grupo coordenado pelo Prof.
Diego Mantovani (Universite Laval, Quebec, Canadd), durante realizacdo de doutorado-

sanduiche, no periodo de fevereiro a julho de 2011.
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4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Matérias-primas

Foram utilizados casulos do bicho-da-seda da espécie Bombyx mori, fornecidos pela
Fiacdo de seda Bratac (Bastos, SP), industria brasileira e terceira maior produtora mundial de
seda.

Colageno do Tipo I foi extraido de tenddes de cauda de ratos, seguindo o protocolo
descrito por Rajan er al. (2006), desenvolvido no Laboratério de Biomateriais e de

Bioengenharia, da Université Laval (Quebec, QC, Canada).

4.1.2 Preparo das microfibras de fibroina de seda

Inicialmente foi necessario fazer a remoc¢ao da sericina dos casulos do bicho-da-seda.
Cada 50 g de casulos foram lavados em 600 mL de solu¢ao aquosa de Na,CO; 1 g/L, durante 30
min, em banho termostatizado, a temperatura de 85 °C. Este procedimento foi repetido trés vezes
e, ao final, as fibras de fibroina obtidas foram lavadas com 4gua destilada em abundancia. As
fibras foram secas a temperatura ambiente por 24 a 48 h (Li et al., 2002). As fibras secas e livres
de sericina foram moidas em moinho de facas com rotor tipo ciclone (TE-651/2, Tecnal) até
fracdo passante na peneira mesh n° 10 (particula com 2 mm de didmetro), obtendo-se assim as

microfibras de fibroina.

4.1.3 Preparo da solucao de colageno

Para o preparo da solu¢do de coldgeno a partir do tenddo de cauda de ratos foi utilizado o
protocolo estabelecido por Rajan et al. (2006). Inicialmente foi feito o isolamento das fibras de
colageno a partir de tenddes de cauda de ratos. As fibras de coldgeno foram parcialmente
dissolvidas em solu¢do de 4cido acético 0,02 mol/L por 48 h e misturadas em um triturador de
pas, congeladas e liofilizadas, resultando em uma esponja de coldgeno que foi estocada congelada
até o preparo da solucao de colageno.

Para obtencdo da solucdo de coldgeno 4 g/L, a esponja de coldgeno foi misturada com

acido acético 0,02 mol/L. A solu¢do foi entdo centrifugada para a remogdo de impurezas e
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desgaseificada. Ao final foi utilizada uma técnica de esterilizagdo na qual 500 mL de solu¢do de
coldgeno foram inseridos em membranas de didlise (Spectra/Por 1, MWCO: 6.000-8.000) que
foram imersas em 4 L de dcido acético 0,02 mol/L por 1 hora. Em seguida, as membranas foram
imersas em solu¢do de cloroférmio 1% em &4gua (solu¢do na qual ocorre realmente a
esterilizacdo) por 1 hora. Logo apds, as membranas foram inseridas em solugdo estéril de dcido
acético 0,02 mol/L durante 8 dias, a 4 °C, sendo que a solucao de dcido acético foi trocada a cada
dois dias. Ao final do processo de didlise foi obtida solucdo de coldgeno 4 g/L estéril, mantida

refrigerada a 8 °C.

4.1.4 Preparo dos hidrogéis de colageno com microfibras de fibroina

Para o preparo dos hidrogéis de coldgeno foi utilizado protocolo ja estabelecido no
Laboratério de Biomateriais e de Bioengenharia (Université Laval), no qual 1,5% (vol) de
solu¢do de NaOH 1 mol/L, 3% (vol) de solu¢dao de NaCl 4 mol/L, 2% (vol) de solucao de HEPES
1 mol/L, 43,5% (vol) de 4gua ultrapura e 50% (vol) de solucdo de coldgeno 4 g/ foram
misturados em banho de gelo, utilizado para desacelerar a gelificacio do coldgeno. A
concentra¢do final de coldgeno nas amostras foi de 2 g/L (0,2%). O pH final da solugdo
gelificadora foi 7 e a gelificacdo ocorreu em bancada, a temperatura ambiente (aproximadamente
25 °C), em cerca de 15 minutos.

Durante os 15 minutos precedentes a gelificacdo, as microfibras de fibroina foram
adicionadas a solu¢do gelificadora e homogeneizadas com o uso de bastio de poliestireno. Foram
estudadas 3 quantidades de fibroina: 25, 50 e 75% em massa de microfibras de fibroina, em
relacdo a massa seca de coldgeno presente nos hidrogéis. A Tabela 1 apresenta a nomenclatura

que serd utilizada para cada um dos diferentes hidrogéis.

Tabela 1: Nomenclatura dos diferentes hidrogéis analisados neste estudo.

Definicao
COL Hidrogel de colageno puro (sem microfibras)
COL/SF25 Hidrogel de coldgeno contendo 25% (massa) de microfibras de fibroina
COL/SF50 Hidrogel de coldgeno contendo 50% (massa) de microfibras de fibroina
COL/SF75 Hidrogel de coldgeno contendo 75% (massa) de microfibras de fibroina
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Ap6s a adicdo das microfibras de fibroina na solucdo gelificadora de coldgeno, a mistura
foi vertida em placas de Petri de poliestireno e mantida em condicdes ambiente até a gelificacao.
Ap6s a formacdo do hidrogel, foram adicionados 2 mL de solu¢do de tampao fosfato 1x (PBS)
sobre 0 mesmo, que foi mantido durante toda a noite em estufa incubadora a 37 °C e 5% de CO,,
a fim de simular as condi¢des de cultura celular. Com excecdo dos testes bioldgicos, que serdao
descritos a seguir, todos os testes de caracteriza¢do dos hidrogéis foram realizados apds o preparo
dos hidrogéis nas condi¢Oes descritas acima, de maneira a obter o mesmo histdrico de preparo e

condi¢des térmicas.

4.1.5 Caracterizacoes

Todos os testes de preparo, caracterizagdo morfoldgica e bioldgica dos hidrogéis de
coldgeno e fibroina foram realizados no Laboratério de Biomateriais e de Bioengenharia da
Université Laval (Quebec, Canadd). A determina¢do do didmetro e comprimento das microfibras
de fibroina foi realizada no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC) da
Faculdade de Engenharia Quimica/UNICAMP. Ja o teste de compressdo confinada foi realizado
no Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em Biorecursos (LEPPBio)
(FEQ/UNICAMP) e o teste reoldgico no Laboratério de Coldides e Superficies (IQ/UNICAMP).
Todos os testes bioldgicos foram realizados sob o auxilio e supervisdo da bi6loga Estelle Marie-

Pierre Paternotte.

4.1.5.1 Caracterizagdo morfoldgica

O didmetro e comprimento das microfibras de fibroina foram determinados a partir de
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV), sendo as microfibras medidas com o
auxilio do software UTHSCSA Image Tool. Foram utilizadas 5 diferentes imagens de MEV e
foram medidas no minimo 10 fibras diferentes de cada imagem.

A distribui¢@o tridimensional das microfibras de fibroina nos hidrogéis de coldgeno foi
verificada através de imagens de microscopia de fluorescéncia (Axiophot Zeiss, Alemanha) na
regido de luz visivel.

A morfologia dos hidrogéis foi verificada por microscopia eletronica de varredura, uma

técnica que consiste na varredura da superficie da amostra através de um feixe de elétrons e
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permite verificar a superficie das amostras. Foi utilizado microscépio Jeol JISM-35CF (Japao),
sendo as amostras fixadas pelo método de Karnovsky a fim de manter a estrutura tridimensional
dos hidrogéis, sem perder informacdes referentes aos poros, formacdo de rede de fibrilas de
coldgeno, etc. Para isto, os hidrogéis foram lavados com tampdo cacodilato 1 mol/L (Sigma-
Aldrich) e fixados com solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich) em tampao
cacodilato 0,1 mol/L) a 4 °C por 2 horas. Apds fixacdo, as amostras foram novamente lavadas
com tampao cacodilato 0,1 mol/L e foi adicionada solugdo pds-fixadora de tetraéxido de ésmio
0,5% (Sigma-Aldrich) em tampao cacodilato 0,1 mol/L, por 30 minutos. As amostras foram
lavadas novamente com tampao cacodilato 0,1 mol/L e desidratadas com trés concentracdes
diferentes de etanol (70, 95, 100%). Finalmente, as amostras foram secas utilizando um secador
de ponto critico (Polaron CPD 7501, Reino Unido), recobertas com ouro-palddio (Polaron

SC500, Reino Unido) e observadas no MEV.

4.1.5.2 Caracterizacdo mecdnica

4.1.5.2.1 Resisténcia a tracdo

A resisténcia a tragdo dos hidrogéis foi verificada através de teste de tracdo realizado de
acordo com as normas da ISO 7198 (1998) “Cardiovascular implants — Tubular vascular
prostheses”. Foi utilizada uma maquina universal de ensaios Instron 5848 Microtester (Instron
Corporation, USA), acoplada a uma célula de carga de 10 N. O teste de resisténcia a tragdo dos
hidrogéis foi realizado com as amostras no formato de anel, conforme Figura 7, j4 que a
fragilidade inerente dos hidrogéis e a dificuldade de acoplamento as garras impedem o uso de
teste convencional de tracdo. Este teste adaptado, chamado de teste do anel, vem sendo bastante
aplicado em amostras de hidrogéis de coldgeno (Seliktar et al., 2000; Pryse et al., 2003). As
amostras em formato de anel foram preparadas em moldes especificos (Figura 7a). Apds serem
colocadas nos suportes para o teste, as amostras acabam se alongando devido a elasticidade do
colageno, apresentando o formato observado na Figura 7b e 7c. Foi utilizada uma distancia entre
os suportes de 22 mm (comprimento da amostra) € 4 mm x 4,5 mm de area transversal. Foi
empregada uma pré-carga de 20 mN e o teste foi realizado a uma taxa de deformacdo de 5 %/s
(ou 1,1 mm/s), equivalente a deformacdo sofrida nos vasos sanguineos devido ao fluxo
sanguineo. Foram colocadas duas marcas pretas nas amostras, conforme Figura 7b, e a

deformacao sofrida entre estas marcas foi seguida por camera de video acoplada ao equipamento.
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O moédulo de tensdo foi definido como a regressdo linear entre 2 e 10 % de deformacdo. Foram

feitas 5 repeti¢des de cada tipo de amostra.

Amostra

Figura 7: Vista superior do molde utilizado para preparo das amostras (a), vista lateral (b) e

frontal (c) do aparato para realizac@o do teste de tragao em anéis.

4.1.5.2.2 Resisténcia a compressao

A resisténcia a compressao dos hidrogéis foi realizada de maneira confinada nas amostras
em formato cilindrico, com 22,2 mm de didmetro e 5 mm de altura. O teste foi realizado a
temperatura ambiente, em um analisador de textura TA.XT2 (Stable Microsystems SMD), com
célula de carga de 10 N. O pistdo utilizado para comprimir as amostras possuia 12,7 mm de
didmetro. Foi utilizada taxa de compressido de 0,2 mm/s. O médulo de compressdo foi definido
como a regressao linear entre 0 e 25% de compressao.

Foi utilizado teste de Tukey-Kramer com o auxilio do Software StatView 5.0 para analisar
os resultados do teste de tracdo e compressdo dos hidrogéis. As diferencas entre as amostras

foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de p < 0,05.

4.1.5.2.3 Teste reoldgico

O teste reoldgico foi realizado para determinar os mddulos eldstico e viscoso dos
hidrogéis, de maneira a verificar as propriedades da microestrutura do material. As amostras
foram preparadas de maneira especial para o teste reoldgico. Foi feito um molde que permitia a
transferéncia das amostras para o redmetro sem causar danos as mesmas. As amostras foram
preparadas com aproximadamente 1 mm de espessura € 20 mm de didmetro 2 horas antes da
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realizacdo do teste e foram incubadas a 37°C com PBS 1x. Devido ao molde diferenciado nao foi
possivel incubar as amostras durante toda a noite a 37°C, pois eram observadas evaporacdo do
PBS e desidratacao da amostra.

O teste reoldgico foi realizado em redmetro do tipo HAAKE RheoStressl (Thermo
Electron Corporation). Foram utilizadas placas paralelas de titdnio de 20 mm de didmetro, com
distancia de 1 mm, temperatura controlada a 37°C, e uso de um dispositivo “jaqueta” para evitar a
evaporacao do solvente e desidratacdo das amostras durante a realizacdo do teste. Inicialmente foi
feito um teste de varredura de tensdao nas amostras, a fim de determinar a tensio a ser utilizada
nos testes de variacdo de frequéncia e garantir a operacdo na regido viscoeldstica linear. A partir
deste teste determinou-se uma tensdo de 7 Pa, e foi feito teste de reologia com variagdo de
frequéncia de 0,01 a 10 Hz, sendo os moédulos de armazenamento (G’) e de perda (G’’)

registrados como fun¢do da frequéncia aplicada. O teste de reologia foi realizado em duplicata.

4.1.5.3 Caracterizagdo biologica

4.1.5.3.1 Preparo das células

Foram utilizadas células musculares lisas previamente extraidas da aorta de porcos
(PSMCs). As células foram descongeladas em banho-maria a 37 °C, suspensas em tampao fosfato
estéril (PBS 1x, Fisher Bioreagent) e centrifugadas por 5 minutos a 300 g. O sobrenadante foi
eliminado, as células ressuspendidas em 10 mL de meio de cultura DMEM 1x (Meio de cultura
de Eagle modificado por Dulbecco) contendo 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), 10% de soro
de porco (Invitrogen) e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco) e colocadas em frascos de
cultura. As células foram mantidas em meio de cultura, em incubadora a 37 °C e 5% de CO,,
sendo o meio de cultura trocado a cada 2 dias. A confluéncia era atingida em 5-6 dias, sendo as
células usadas na 4* passagem.

Para utilizacdo das células nos hidrogéis de coldgeno, o meio de cultura foi removido dos
frascos de cultura e as células foram lavadas trés vezes com PBS 1x. As células foram descoladas
do fundo da placa com o uso de tripsina-EDTA 1x (Tripsina-EDTA 0,5% 10X, Gibco) diluida em
PBS 1x, por 3 minutos a 37 °C. A acdo da tripsina foi interrompida pela adi¢do de meio de cultura
nos frascos. As células foram contadas utilizando camaras de contagem de células Cellometer®

Cell Counting Chambers (Nexcelom Bioscience SD 100).
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Para o preparo dos dispositivos (hidrogéis contendo células, constructs em inglés) foi
utilizado o mesmo protocolo de preparo dos hidrogéis de coldgeno descrito na secdo 4.1.4, porém
as células foram adicionadas antes da adicdo das microfibras de fibroina e formagdo do gel. Para
isso, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 350 g e ressuspendidas na solugdo
gelificadora, em uma concentracio de 10° células/mL de solucdo gelificadora. As células foram
homogeneizadas na soluc¢do gelificadora e entdo as microfibras de fibroina foram dispersas na
solu¢do gelificadora contendo as células. Um mililitro da mistura foi vertido em placas de Petri
de 35 mm de didmetro interno e a gelificacdo ocorreu em condicdes ambiente (25°C), em camara
de fluxo laminar.

Ap6s a gelificagdo, 2 mL de meio de cultura DMEM/High Glucose (HighClone) contendo
20% de soro fetal bovino (HighClone) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) foram
adicionados sobre os dispositivos. As amostras foram mantidas em estufa incubadora a 37 °C e
5% de CO, por sete dias e o meio de cultura foi trocado no primeiro, terceiro e quinto dia.
Também foram preparados dispositivos de coldgeno puro (sem microfibras de fibroina) para
serem utilizados como controle no estudo e para possibilitar a avaliacdo da influéncia da adicao

das microfibras de fibroina no comportamento celular.

4.1.5.3.2 Proliferagdo celular
A proliferacdo celular nos diferentes dispositivos ao longo do periodo de cultura foi
avaliada através do uso de microscOpio de contraste de fases (Leica) imediatamente apds o

preparo dos dispositivos e a cada troca de meio de cultura (dias 1, 3, 5e 7).

4.1.5.3.3 Contragdo mediada pelas células

As células, devido a adesdo e proliferacdo, induzem a contracdo dos dispositivos,
expulsando a dgua do hidrogel e aumentando a densidade do coldgeno. Esta caracteristica €
comum em dispositivos feitos a partir de hidrogéis de coldgeno e foi avaliada pela perda de massa
dos dispositivos durante o periodo de cultura. Para isso, os dispositivos foram pesados
imediatamente apds o preparo (my) € a cada troca do meio de cultura (m;) em balanca analitica. A

perda de massa dos dispositivos foi calculada de acordo com a Equacdo 1.
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As células também foram contadas no udltimo dia de cultura, a fim de verificar a
proliferacdo celular. Para isto, os dispositivos de coldgeno foram digeridos com colagenase tipo I
(Gibco) (0,5 mg/mL em DMEM) por 3 horas a 37 °C. As células foram entdo lavadas com PBS e
centrifugadas a 350 g por 5 minutos. Todo o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de PBS. A suspensado foi entdo agitada em um agitador de tubos do tipo
vortex por aproximadamente 10 segundos, que permitia a separacdo entre as microfibras de
fibroina e as células. Finalmente, as microfibras foram descartadas e as células foram contadas
com o uso de Cellometer® Cell Counting Chambers (Nexcelom Bioscience SD 100). Este teste
foi realizado em duplicata.

Também foi realizado teste de intumescimento dos dispositivos em meio de cultura, pois a
absor¢do de meio de cultura pelos dispositivos poderia influenciar a medida de massa do teste de
contragdo. Porém, neste caso, ndo foram adicionadas as células nos dispositivos, sendo assim
realizado um teste de intumescimento em meio de cultura nos hidrogéis. Os hidrogéis foram
pesados imediatamente apds o preparo e foi adicionado meio de cultura no topo dos hidrogéis. A
variacdo de massa dos hidrogéis foi avaliada apés 1, 5 e 10 minutos da adi¢cdo do meio de cultura.
Os hidrogéis foram entdo mantidos a 37 °C e 5% de CO; durante sete dias (mesmo periodo de

cultura dos dispositivos) e pesados nos dias 1, 3, 5¢e 7.

4.1.5.3.4 Morfologia celular

A morfologia celular foi verificada através de microscopia eletronica de varredura no
sétimo dia de cultura. Para a observacdo das amostras, foi realizado o mesmo procedimento para
fixag@o das amostras descrito no item 4.1.5.1 (Caracterizacao morfolégica), com o uso de solugdo
de Karnovsky e desidratacao pelo método do ponto critico.

A morfologia e o espalhamento celular nas trés dimensdes do hidrogel de coldgeno foram
verificados por microscopia confocal (LSM 35, Zeiss). Para a marcacgdo, as células foram fixadas
com solu¢do de formaldeido 3,7% por 10 minutos e a membrana plasmatica foi permeabilizada
com uso de saponina 1% durante 10 minutos. O citoesqueleto, actina F, foi marcado com

faloidina 1 mg/mL, durante 1 hora, a 37 °C e 5% de CO,. Posteriormente foram feitas lavagens

32



com PBS 1x e o nudcleo das células foi marcado com DAPI 1 mg/mL durante 5 minutos. Ao final
as amostras foram lavadas com PBS e mantidas em formaldeido até observagdo ao microscopio

confocal.

4.1.5.3.5 Viabilidade celular

A viabilidade celular no sétimo dia de cultura foi avaliada pelo uso de teste Live/Dead
(Live/Dead® Viability/Cytotoxicity kit, Invitrogen). Este teste consiste na incubac¢do dos
dispositivos por 15 minutos em solucdo de PBS 1x contendo 2 umol/L de calceina e 4 pmol/L de
brometo de etidio. Os dispositivos foram entdo lavados com PBS e um agente antifade (Slow
Fade® Antifade kit, Invitrogen) foi adicionado sobre as amostras, a fim de evitar a perda de
fluorescéncia durante a microscopia. Para a visualizacdo das células foi utilizado microscépio
confocal LSM 5 (Zeiss), sendo as células vivas marcadas em verde e as células mortas em

vermelho.
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4.2 Resultados e Discussao
4.2.1 Morfologia

Utilizando imagens de microscopia eletronica de varredura foi possivel medir o didmetro
e o comprimento das microfibras de fibroina. As microfibras de fibroina possuiam didmetro
uniforme de 15,05 + 1,64 um (média + desvio padrao, n=50). Entretanto, uma grande variacao foi
observada no comprimento das microfibras, com valores variando entre 480 um e 1295 pm. As
microfibras de fibroina foram preparadas por moagem, o que impossibilita um controle rigoroso
do comprimento das fibras. Por outro lado, observa-se que o didmetro das microfibras de fibroina
ndo foi afetado pelo uso do moinho e que diferentes casulos do bicho-da-seda apresentam
diametro bastante regular.

A Figura 8 apresenta o aspecto macroscOpico dos hidrogéis de coldgeno com e sem
microfibras de fibroina. Foi possivel obter uma dispersdo relativamente uniforme das microfibras
de fibroina no hidrogel de coldgeno, com as microfibras orientadas aleatoriamente. Com o
aumento da quantidade de fibroina observa-se que o material fica mais opaco, com coloracdo

branca, devido a presenca das microfibras de fibroina.

Figura 8: Fotografias dos hidrogéis COL (a), COL/SF25 (b), COL/SF50 (c) e COL/SF75(d).
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Também foi possivel observar visualmente que as microfibras de fibroina estavam
presentes em diferentes planos no hidrogel de coldgeno, indicando que uma boa dispersao das
fibras foi alcancada ndo somente em duas dimensdes, mas sim em trés dimensdes. Este era um
desafio inicial do uso de microfibras em hidrogéis, pois caso a gelificacdo ndo ocorresse de
maneira ideal, as microfibras iriam se depositar no fundo do molde. A Figura 9a mostra as fibras
de fibroina em diferentes planos do hidrogel. Utilizando o microscopio optico, era possivel focar
em diferentes planos do hidrogel (em z), indicando a presenca das fibras bem distribuidas

tridimensionalmente.

Figura 9: Imagem de microscopia Optica (aumento de 2,5x) do hidrogel COL/SF50 (a) e imagem

de MEV mostrando uma microfibra de fibroina totalmente recoberta por fibrilas de coldgeno (b).

Alguns parametros necessitam ser cuidadosamente monitorados de maneira a obter uma
dispersdo ideal das fibras em trés dimensdes: a quantidade de fibras, a maneira de dispersdo das
fibras e o tempo de gelificacdo. Foi observada baixa uniformidade de dispersao das fibras para o
hidrogel COL/SF75. Neste hidrogel, a elevada quantidade de microfibras de fibroina impediu a
realizacdo de uma boa dispersio e alguns aglomerados de microfibras foram observados no
hidrogel, o que indica que possivelmente 75% de microfibras de fibroina ja ultrapassaram a
quantidade ideal de microfibras que resultam em respostas satisfatorias. Neste estudo, alguns
métodos de dispersdao das microfibras de fibroina foram testados, como a utilizacdo de agitador
mecanico e agitador magnético, que resultaram na formagdo de emaranhados de microfibras. A

melhor maneira de dispersar as microfibras de fibroina foi utilizando um bastido de poliestireno
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manualmente, até que as microfibras ficassem totalmente imersas na solucdo. O tempo de
gelificacdo também deve ser ideal, de maneira a evitar a deposi¢do das microfibras no fundo da
placa, que normalmente ocorre em tempos de gelificacdo muito elevados. Por outro lado, se a
gelificacdo ocorre muito rapidamente, bolhas de ar podem ficar aprisionadas no interior do
hidrogel, resultando em erros de medida das propriedades mecanicas.

Neste estudo, a gelificacdo do coldgeno ocorreu em aproximadamente 15 minutos, a pH 7
e a temperatura ambiente (25°C). Estas condi¢des sdo ideais ndo somente para manter a dispersao
das microfibras de fibroina em trés dimensdes no hidrogel de coldgeno, como também sao
condicdes ideais para a cultura celular. As células ndo sdo capazes de suportar condi¢cdes severas
como pH alcalino, temperaturas elevadas ou longos periodos sem meio de cultura. Portanto, as
condicdes escolhidas neste estudo para a formagdo do hidrogel de coldgeno sdo ideais para a
dispersdo das microfibras de fibroina e também para a adi¢ao de células no interior do hidrogel.

A Figura 9b mostra a microscopia eletronica de varredura do hidrogel de coldgeno ap6s
secagem pelo método do ponto critico, chamado de xerogel (hidrogel seco de maneira a manter
sua estrutura, sem encolhimento). O xerogel de coldgeno € formado por uma rede de fibrilas de
coldgeno, resultando em uma estrutura altamente porosa, com poros interconectados (Figura 9b).
Sabe-se que o pH, a forca i0nica e a temperatura sao parametros que influenciam diretamente a
gelificacdo do coldgeno, bem como o tamanho das fibrilas e estado de agregacdo (Achilli e
Mantovani, 2010). Porém, estes parametros ndo foram avaliados neste trabalho e os hidrogéis
desenvolvidos neste estudo foram feitos sempre nas mesmas condi¢des de preparo, pH,
temperatura e forca i0nica. Pelas imagens de MEV € possivel observar as fibrilas de colageno
cobrindo as microfibras de fibroina, indicando uma aderéncia interfacial adequada entre as
microfibras de fibroina e as fibrilas de coldgeno. A boa dispersao das microfibras de fibroina no
hidrogel de coldgeno, bem como a aderéncia interfacial entre as fibrilas de coldgeno e as
microfibras de fibroina irdo resultar em maior estabilidade do hidrogel e propriedades mecanicas

otimizadas.
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4.2.2 Propriedades mecanicas

4.2.2.1 Resisténcia a tra¢do

A Figura 10 mostra uma curva tipica de tensdo x deformagdo em ensaio de tracdo dos
hidrogéis preparados neste estudo. As linhas pontilhadas verticais na figura indicam a regido na
qual foi calculado o médulo de tensdo, de 2 a 10% de deformacgdo. Abaixo de 2% de deformacado
€ observada uma resposta tensdo-deformacdo ndo linear, tipica de materiais feitos de coldgeno
(Abou Neel et al., 2006; Achilli e Mantovani, 2010). De 2% até 10-20% de deformagio, observa-
se uma regido linear, onde a deformacdo estd diretamente relacionada a tensdo aplicada. Devido
aos hidrogéis COL/SF75 apresentarem comportamento diferente dos demais hidrogéis em valores
de deformacdo superiores a 10%, optou-se por fazer a regressdo linear de todos os diferentes
hidrogéis de 2 a 10% de deformacdo, de maneira a avaliar todos os hidrogéis na mesma faixa de

deformagao.
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Figura 10: Curva tipica de tensdo-deformagdo em teste de tracdo em anel dos hidrogéis de
colageno puro e microestruturados com fibroina. As linhas pontilhadas verticais indicam a regido

da regressao linear.
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Os resultados de tensdo na ruptura, deformacdo e mdédulo de tensdao sdo mostrados na

Tabela 2.

Tabela 2: Resultados do teste de tragao em hidrogéis de coldgeno puro e microestruturados com

fibroina.
Amostras  Tensdo na ruptura Deformacdo Maodulo de tensao
(kPa) (%) (kPa)

COL 3,03 £0,77* 19,64 + 2,58%* 14,14 £2,07*
COL/SF25 3,32+ 1,01* 21,05 £2,44% 13,59 £ 1,95%
COL/SF50 3,93 £0,81%* 21,98 £2,50* 15,13 £1,15*
COL/SF75 2,40 £0,29 19,60 £5,38*% 14,07 £ 2,08*

* na mesma coluna indica que ndo ha diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre as

médias pelo teste de Tukey-Kramer.

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa na tensdo na ruptura, na
deformacdo e no modulo de tensdo entre os hidrogéis estudados. O hidrogel COL/SF75
apresentou diminui¢do da tensdo na ruptura, provavelmente devido a elevada quantidade de
fibroina, o que dificultou a dispersio das microfibras e resultou em regides com pouca
uniformidade. Em testes de tragdo, os defeitos do material sdo enfatizados, pois a ruptura sempre
ocorrerd na regido mais fraca, onde trincas ou defeitos estdo presentes, justificando a diminui¢@o

da resisténcia a tracdo do hidrogel COL/SF75.

4.2.2.2 Resisténcia a compressao

Foi necessdrio realizar teste de compressdo de maneira confinada, pois o hidrogel COL,
ao ser retirado do molde, sofria escoamento, o que implicava em diminui¢do da espessura.
Portanto, ndo foi possivel realizar teste de compressao ndo confinada, ja que as condicdes de cada
tipo de amostra seriam diferentes, o que acarretaria em resultados erroneos.

De maneira a evitar a influéncia do fundo da placa nos resultados, o médulo de

compressdo foi calculado como a regressdo linear entre 0 e 25% de compressdo. Valores de
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compressdo acima de 25% foram considerados como influéncia do fundo do molde e foram

desconsiderados.

0,20

0,15

0,10 - I

0,05

Modulo de compressio (kPa)

0,00

T
COL COL/SF25 COL/SF50 COL/SF75

Figura 11: Resultado do teste de compressdo confinada dos hidrogéis de coldgeno puro e
microestruturados com fibroina.

* indica que ndo h4 diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)

A Figura 11 apresenta os valores de modulo de compressdao dos hidrogéis de colageno
puro e microestruturados com fibrofna. E possivel observar que a resisténcia dos hidrogéis a
compressao aumentou significativamente com a incorporacdo de microfibras de fibroina no
hidrogel de coldgeno. O aumento do médulo de compressdo € menos evidente a0 aumentarmos a
quantidade de fibroina no hidrogel, enquanto um aumento mais significativo € observado entre o
hidrogel COL e os hidrogéis contendo fibroina (COL/SF25, COL/SF50 e COL/SF75). Este
resultado esta de acordo com as caracteristicas observadas visualmente e durante o manuseio dos
hidrogéis. Ao manusear os hidrogéis, era visivel a melhoria promovida pela adicdo das
microfibras de fibroina na integridade estrutural e na resisténcia mecanica dos hidrogéis de

coldgeno. Os hidrogéis contendo fibroina eram mais consistentes e capazes de manter seu
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formato apds serem removidos do molde. Esta melhoria de propriedades aumentava com o
aumento da quantidade de fibroina, entretanto, a maior diferenca era observada entre o hidrogel
COL e os hidrogéis com microfibras de fibroina. O hidrogel de coldgeno ¢ mole, deforma
facilmente e exsuda muita dgua apds retirada do molde, fato ndo observado nos hidrogéis
contendo fibroina. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa no moédulo de

compressao entre os hidrogéis contendo fibroina (COL/SF25, COL/SF50 e COL/SF75).

4.2.2.3 Teste reologico

Os modulos de armazenamento (G’) e de perda (G’’), obtidos pelo teste reolégico com
placas paralelas estdo mostrados na Figura 12 (a) e (b), respectivamente. A incorporacdo de
microfibras de fibroina nos hidrogéis de colageno aumentou os modulos G’ (médulo eléstico) e
G’ (mo6dulo viscoso), sendo este aumento mais pronunciado com o aumento da quantidade de
microfibras no hidrogel. A presenga das microfibras nao influenciou o comportamento reoldgico
do coldgeno, uma vez que os hidrogéis continuaram a apresentar o mesmo perfil, porém em
maiores valores de G’ e G”’.

O modulo de armazenamento (G’) aumentou gradualmente com o aumento da frequéncia
para todas as amostras, enquanto o modulo de perda (G’’) diminuiu até uma frequéncia de

aproximadamente 0,2 Hz e entdo comecou a aumentar.
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Figura 12: Curvas de médulo de armazenamento G’ (a) e modulo de perda G”’ (b) em funcdo da

frequéncia.

Para os hidrogéis COL e COL/SF25, em uma frequéncia de aproximadamente 3 Hz
observa-se um aumento brusco dos médulos, acompanhado por grandes barras de erros. Apds o
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teste, verificou-se que estas amostras estavam danificadas e provavelmente este € o motivo pelo
qual os resultados nestas amostras em altas frequéncias ndo estdo de acordo com o esperado.
Provavelmente, por estas amostras serem mais frageis, em altas frequéncias saimos da regidao de
viscoelasticidade linear, a amostra € entdo cisalhada, resultando em valores erroneos dos médulos
G’ e G”’. Nos hidrogéis com maior quantidade de microfibras de fibroina (COL/SF50 e
COL/SF75) este fato ndo € observado, e a inspecdo visual das amostras apds o teste nao revelou
danos nas amostras. Além disso, o aumento da quantidade de fibroina no hidrogel de coldgeno
aumenta os modulos de armazenamento e de perda, resultando em um material mais resistente e
ao mesmo tempo mais eldstico. Os hidrogéis de coldgeno puro (COL) exibiram maior
variabilidade de resultado (maiores barras de erros) em todas as frequéncias analisadas, o que
confirma a heterogeneidade inerente do coldgeno. Adicionando microfibras de fibroina, a
heterogeneidade do coldgeno é menos pronunciada e um material mais reprodutivel € obtido.

Em todas as amostras o médulo de armazenamento apresentou valores maiores que o
médulo de perda nas frequéncias analisadas, indicando um comportamento de soélido
viscoeldstico, tipico de hidrogéis de coldgeno (Wu et al., 2005; Stuart e Panitch, 2008). Apesar de
ndo terem sido observadas mudancga significativa referente a incorporacdo das microfibras de
fibroina nos testes de tragdo e compressdo foi possivel verificar pelo teste reoldgico (ponto de
vista microscopico), que a introdu¢do da fibroina aumenta significativamente a elasticidade e

resisténcia do hidrogel de coldgeno, atuando na microestrutura do material.

4.2.3 Propriedades biologicas

Para os testes bioldgicos, células musculares lisas (constituintes da tinica média) foram
adicionadas durante o preparo dos hidrogéis de coldgeno (com e sem microfibras de fibroina) e os
dispositivos foram incubados por sete dias. O dispositivo COL (colageno puro) foi considerado
como controle no estudo e a influéncia da adi¢do de microfibras de fibroina foi avaliada. A
morfologia celular nos dispositivos foi avaliada a cada 2 dias durante todo o periodo de cultura,

conforme mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Imagens de microscopia 6ptica dos dispositivos COL (a), COL/SE25 (b), COL/SF50
(c) e COL/SF75 (d), nodia 0 (1), dia 1 (2), dia 3 (3) e dia 5 (4) de cultura.

As células foram capazes de se espalhar e proliferar em todos os dispositivos durante o
periodo de cultura. A morfologia celular arredondada observada no dia 0 (momento em que o
dispositivo foi preparado) muda para uma morfologia mais alongada apds o primeiro dia de
cultura, indicando que a adesdo e espalhamento celular foram atingidos no primeiro dia. A
proliferacdo celular foi regular e homogénea em toda a amostra, € o comportamento celular nos
dispositivos contendo fibroina foi similar ao do controle (COL).

Infelizmente ndo foi possivel obter imagens satisfatdrias de microscopia 6ptica dos
dispositivos no sétimo dia de cultura devido a contracdo dos hidrogéis, induzida pela acdo das
células, conforme mostrado na Figura 14. As células induziram a contracdo do colidgeno e
aparentemente as fibrilas de coldgeno estavam mais concentradas nas bordas da amostra. A

regido lisa no meio da placa era muito fina, impossibilitando a captura de imagens. Verificou-se
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que o aumento da quantidade de microfibras de fibroina aumentou a estabilidade estrutural dos
dispositivos e diminuiu a contragdo do hidrogel. E visivel que o didmetro do controle (COL) é
significativamente reduzido apds os sete dias de cultura, enquanto que esta reducdo de diametro é
menos pronunciada aumentando-se a quantidade de microfibras de fibroina no dispositivo. Foi
observada uma reduc¢do de 80%, 66%, 51% e 23% do didmetro dos dispositivos COL,
COL/SE25, COL/SF50 e COL/SF75, respectivamente, com relacdo ao diametro inicial da

amostra.

Figura 14: Fotografias dos dispositivos COL (a), COL/SF25 (b), COL/SF50 (c) e COL/SF75 (d)

no sétimo dia de cultura.

Analisando os dados de contragcdo induzida pelas células em conjunto com os dados
reolégicos apresentados anteriormente na Figura 12, pode-se supor que a contracdo induzida
pelas células € diminuida devido ao aumento do médulo eldstico dos hidrogéis de coldgeno na
presenca das microfibras de fibroina.

A contragdo induzida pelas células pode ser relacionada com a remodelagem do tecido e
ocorre exclusivamente quando os hidrogéis de coldgeno sdo usados como scaffolds em

engenharia tecidual. A contracido induzida pelas células expulsa a dgua presente no hidrogel de
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coldgeno, aumenta a densidade do coldgeno e, consequentemente, aumenta a resisténcia mecanica
do dispositivo (Feng et al., 2003). Entretanto, a possibilidade de preparar dispositivos com
melhor estabilidade estrutural pode ser uma ferramenta poderosa no controle da contragcdo
mediada pelas células.

A Figura 15 mostra os resultados de perda de massa dos dispositivos devido a contracdo
induzida pelas células. A adi¢do de microfibras de fibroina diminui significativamente a perda de
massa dos dispositivos, sendo esta diminui¢cdo relacionada a quantidade de microfibras presente
no material. A contragdo parece ter atingido um platd no quinto dia de cultura para o controle
(COL) e para o dispositivo COL/SF25, enquanto para os demais dispositivos, a contracdo parece
ndo ter atingido o equilibrio apds os sete dias de cultura. E provdvel que a incubagdo dos
dispositivos COL/SF50 e COL/SF75 por um periodo mais elevado resultaria em estabilizacdo da
contracdo e consequente perda de massa. Ainda assim, acredita-se que a perda de massa final dos
dispositivos contendo fibroina seria menor do que a do dispositivo de coldgeno puro (COL). Isto
confirma a obten¢do de um material com melhor estabilidade estrutural e que provavelmente

apresenta uma maior drea para a proliferacao celular.
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Figura 15: Perda de massa dos dispositivos devido a contracdo mediada por células.
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Para explorar mais detalhadamente a contragdo dos hidrogéis, foi feita uma contagem das
células no ultimo dia de cultura, a fim de verificar se a diminui¢do da contracdo estaria realmente
ligada a maior resisténcia mecanica fornecida pela fibroina ou se a proliferacio celular era menor
nos dispositivos com fibroina, resultando em menor contracdo induzida pelas células. A Figura 16
mostra os resultados da contagem celular, sendo o percentual de proliferacdo calculado como

funcdo da concentracdo inicial de células nos dispositivos (10° células/mL).
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Figura 16: Percentual de proliferacio celular nos dispositivos no sétimo dia de cultura celular.

Os resultados foram surpreendentes e mostram que a presenca de microfibras de fibroina,
até determinada quantidade, age de maneira a aumentar a proliferacdo celular. Este aumento estd
possivelmente relacionado ao aumento da estabilidade estrutural do hidrogel e consequente
aumento da area superficial disponivel para a proliferacdo celular. Na realidade, um aumento de
aproximadamente 45 e 86% na proliferacao celular foi obtido para os dispositivos COL/SF25 e
COL/SF50, quando comparados com o controle (COL). Porém, em conteudos elevados de
microfibras (COL/SF75) a proliferacdo celular € apenas compardvel a do controle, ndo maior.
Duas hipéteses sdo sugeridas para este fato: 1) o contetido elevado de microfibras de fibroina atua

como uma barreira mecanica para a difusdo de metabdlitos e proliferacdo celular, atingindo seu
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valor maximo entre 50 e 75% de fibroina, ou 2) algumas células podem ter ficado aprisionadas
nos emaranhados das microfibras de fibroina devido a separagdo pouco efetiva, resultando em
uma contagem erronea do nimero de células no dispositivo. E importante ressaltar que o método
utilizado para a contagem das células utiliza pequenas aliquotas da amostra de suspensdo de
células, que podem estar bem dispersas ou podem estar formando grandes aglomerados. Portanto,
caso as células ndo estejam bem dispersas, o0 método de contagem de células pode acarretar em
um grande erro da medida. De qualquer maneira, este teste foi realizado apenas para verificar a
tendéncia da proliferacdo celular nos dispositivos, e os valores podem ser diferentes para outras
condicdes de cultura ou outros tipos de células.

Também foi feito um teste de intumescimento em meio de cultura dos hidrogéis sem
células, a fim de verificar se o intumescimento poderia causar uma variacdo significativa na
massa dos hidrogéis, influenciando as medidas de perda de massa. O intumescimento ocorreu
principalmente no primeiro minuto, sendo o equilibrio estabelecido ap6s 10 minutos de contato
dos hidrogéis com o meio de cultura. O intumescimento do hidrogel COL (controle) foi de
6,65%, enquanto os hidrogéis COL/SF25, COL/SF50 e COL/SF75 apresentaram intumescimento
de 4,52, 4,27 e 4,55%, respectivamente. O intumescimento dos hidrogéis contendo fibroina foi
menor que o controle (COL), pois as microfibras de fibroina sao menos hidrofilicas que o
coldgeno e possuem baixa absorcdo de dgua. Os valores de intumescimento ndo sdo elevados (4,2
a 6,6%) e nao representam um fator significativo que possa influenciar a validade das medidas de
perda de massa.

Analisando em conjunto os dados de perda de massa nos dispositivos (Figura 15) com os
dados de proliferacdo celular (Figura 16), pode-se supor que a menor perda de massa do
dispositivo COL/SF75 pode estar associada a presenca de quantidade elevada de fibroina e
também a menor proliferacdo celular neste dispositivo. Os demais dispositivos parecem seguir
uma tendéncia associando reducdo de didmetro (Figura 14) com perda de massa e proliferacdao
celular. Com relacdo ao intumescimento, nao € observada uma diferenca significativa nos valores
de intumescimento dos diferentes dispositivos, portanto considerou-se que o intumescimento nao
exerce influéncia significativa nos dados de perda de massa e proliferacdo celular.

Em resumo, a incorporagdo de microfibras de fibroina nos dispositivos resultou em um
material com melhor estabilidade estrutural, com menor contracio induzida pelas células e com

melhores caracteristicas para a proliferacdo celular.
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As imagens dos dispositivos obtidas por MEV no sétimo dia de cultura sao mostradas na
Figura 17, onde € possivel observar que as células formaram uma camada continua e homogénea

nos dispositivos.
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Figura 17: Imagens de MEV no sétimo dia de cultura dos dispositivos COL (a), COL/SF25 (b),
COL/SF50 (c) e COL/SF75 (d); microfibra de fibroina completamente envolta por células (e).

Setas vermelhas indicam microfibras de fibroina.

As microfibras de fibroina estdo indicadas pelas setas vermelhas na Figura 17 e foram
envolvidas pelas células, sugerindo que estes dispositivos representam um ambiente adequado
para a adesdo e proliferacdo celular. No dispositivo COL/SF25 verifica-se que as microfibras de
fibroina estdo completamente envoltas pelas células. J4 nos demais dispositivos (COL/SF50 e
COL/SF75) algumas microfibras estdo envoltas pelas células e outras nio, possivelmente devido
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ao aumento da drea superficial nestes dispositivos induzido pela contracdo reduzida dos mesmos.
Acredita-se que aumentando o tempo de cultura é possivel obter um recobrimento total dos
dispositivos pelas células, similar ao observado para o controle (COL) e para o dispositivo
COL/SF25.

O espalhamento das células nas trés dimensdes dos dispositivos foi verificado através de
reconstitui¢do tridimensional de imagens obtidas por microscopia confocal, na qual foi feita a
marcacdo do nicleo (azul) e do citoesqueleto (vermelho) das células, conforme visualizado na
Figura 18. As microfibras de fibroina foram capazes de incorporar os marcadores, apresentando
coloragdo rosa conforme mostrado na figura. As células foram capazes de espalhar regularmente
também em z, dentro do dispositivo e ndo apenas em sua superficie e estdo bem instaladas e com

formato alongado, tipico de células musculares lisas.

Microfibra de
Citoesqueleto fibroina
(vermelho)
Nicleo
(azul)

Figura 18: Reconstitui¢do tridimensional do espalhamento das células nos dispositivos.

Finalmente, a citotoxicidade dos dispositivos foi avaliada por teste de viabilidade celular
Live/Dead, sendo as c€lulas vivas marcadas em verde pela calceina e as células mortas marcadas
em vermelho pelo brometo de etidio (Figura 19). As microfibras de fibroina foram capazes de
incorporar os dois marcadores, resultando em microfibras de coloracdo azul. Entretanto, as
imagens foram feitas em locais onde nao havia a presenca das microfibras de fibroina, pois como

a colora¢@o das microfibras era muito intensa acabava mascarando a marcacao das células.
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Figura 19: Teste de viabilidade celular para os dispositivos COL (a), COL/SF25 (b), COL/SF50
(c) e COL/SF75 (d) no sétimo dia de cultura.

Os dispositivos contendo microfibras de fibroina (Figura 19b, c e d) apresentaram células
vivas em quantidade compardavel com a do controle (COL, Figura 19a). Apenas uma ou duas
células mortas sdo observadas em todos os dispositivos, o que indica que o material desenvolvido
neste estudo representa um ambiente adequado para a adesdo, espalhamento e proliferacdao

celular, sem apresentar efeitos toxicos as células.
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4.3 Conclusao Parcial

A combinagdo do hidrogel de coldgeno com as microfibras de fibroina possibilitou o
desenvolvimento de um material uniforme, com boa dispersao tridimensional, maior resisténcia
mecanica e melhores propriedades bioldgicas. O hidrogel COL/SF50 mostrou ser o mais
adequado dentre os hidrogéis estudados, por apresentar maior resisténcia mecanica € maior
proliferagdo celular.

Foi possivel obter hidrogéis de coldgeno microestruturados com fibroina de seda, sem
efeitos adversos as células. Foi observado um aumento na proliferacdo celular na presenca de
microfibras de fibroina quando comparada com o hidrogel de coligeno puro, que ¢
conhecidamente uma 6tima matriz para cultura de células e reconstitui¢do de tecidos bioldgicos.
O material desenvolvido parece ser bastante promissor no desenvolvimento de substitutos

vasculares.
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5 FILMES NANOMETRICOS COM FIBROINA DE SEDA

Neste capitulo descreve-se a obtengdo de filmes com espessura nanométrica pelo método
LbL (layer-by-layer) com controle sobre a deposicao de fibrilas de fibroina, visando aplicacdo na
area de biomateriais.

A molécula de fibroina de seda € capaz de se auto-organizar na forma de fibrilas
nanométricas. Porém, os fatores que influenciam esta auto-organizacdo nao sdo completamente
compreendidos na literatura. Alguns autores afirmam que este processo ocorre devido a fatores
como a concentragdo da solucdo e carga (Lu et al., 2012). Enquanto outros autores acreditam que
as nanofibrilas sdo formadas durante a transi¢ao para a estrutura folha-p (Chen et al., 2008; Gong
et al., 2009).

Esta complexa estrutura da fibroina é ainda mais interessante quando confinada na escala
nanométrica € em combina¢cdo com outros polimeros. A solu¢do de fibroina pode ser utilizada no
preparo de filmes ultrafinos pelo método LbL. O primeiro e tnico relato existente na literatura
sobre a formacao de fibrilas de fibroina em filmes LbL foi realizado por nosso grupo de pesquisa
(Nogueira et al., 2010b) na deposi¢ao de filmes de quitosana com fibroina. Foi possivel obter
fibrilas alinhadas na direcdo de imersao do substrato nas solu¢des poliméricas, além de se obter
um alinhamento anisotrépico quando o substrato era girado em 90°. Entretanto, o mecanismo de
formacgdo das fibrilas de fibroina nos filmes LbL nao foi elucidado e foi sugerido que a solucdo
utilizada para dissolver a fibroina, o substrato utilizado, a etapa de secagem entre cada camada e a
utilizagcdo de quitosana em pH 6 foram os principais fatores que influenciaram a auto-organizacao
da fibroina na forma de fibrilas.

Desta maneira, surgiram uma série de questdes acerca destes sistemas, tais como: Por que
as fibrilas de fibroina sdo formadas? Qual a influéncia do substrato na deposicao das fibrilas?
Qual a influéncia dos polimeros participantes do LbL na deposicao das fibrilas? Qual a influéncia
do tipo de solucdo utilizada para dissolver a fibroina na deposi¢do das fibrilas? Qual a
contribuicao das fibrilas em termos de propriedades mecanicas? Estes filmes podem ser usados
como padrdes para a orientacdo da adesdo e crescimento celular? Para tentar responder estas
questdes esta etapa da tese foi desenvolvida.

Buscou-se entender melhor a formacdo de filmes LbL com fibroina, sendo possivel

controlar a deposi¢do de fibrilas de fibroina dependendo do par catidnico utilizado com a fibroina
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na deposicdo dos filmes. Para isso foram escolhidos dois polimeros como pares catidnicos para a
fibroina: a quitosana, cuja capacidade de deposicdo de fibrilas de fibroina em filmes LbL ja havia
sido comprovada, e o hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH), que € um polieletrélito fraco, com
alta densidade de carga positiva e baixa capacidade de formacgao de ligacdes de hidrogénio.

Na primeira parte do trabalho foi estudada a influéncia da solucdo utilizada para dissolver
a fibroina, do tipo de substrato e do par polimérico na formacdo de fibrilas de fibroina nos filmes
LbL. Em seguida foram verificadas as propriedades quimicas, mecanicas e bioldgicas dos filmes,
além de ser analisada a capacidade do padrdo de alinhamento das fibrilas em guiar a adesdo e
proliferacdo celular, visando aplicagcdes na reconstitui¢ao de tecido muscular.

Esta etapa do projeto foi realizada em colaboracdo com o grupo coordenado pelo Prof.
Michael Rubner (Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA), durante realizacao de

doutorado-sanduiche, no periodo de agosto de 2012 a janeiro de 2013.
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5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Preparo das solucoes de fibroina, quitosana e PAH

Foram utilizados casulos do bicho-da-seda Bombyx mori, fornecidos pela fiacao de seda
Bratac (Bastos/Brasil). Os casulos foram lavados em solu¢do aquosa de Na,CO; 1 g/L, durante 30
min, em banho termostatizado, a temperatura de 85 °C, para a remoc¢do da sericina. Este
procedimento foi repetido trés vezes e, ao final, as fibras de fibroina foram lavadas com dgua
destilada em abundancia. As fibras foram secas a temperatura ambiente por 24 a 48 h. As fibras
secas e livres de sericina foram moidas em moinho de facas com rotor tipo ciclone (TE-651/2,
Tecnal) até fracdo passante na peneira mesh n° 10 (particula com 2 mm de didmetro) para facilitar
sua dissolucdo. Dois tipos diferentes de solucdo foram utilizados para dissolver a fibroina, em
uma concentracdo de 20 g/L: (1) LiBr:CH3;CH,OH:H,0 (45:44:11, em massa), a 90°C e (2)
CaCl,:CH3CH,OH:H,0 (1:2:8 molar) a 85 °C. A solucdo salina de fibroina foi dialisada em dgua
ultrapura por 3 dias, a 10 °C, para a remog¢ao dos sais da solucdo, utilizando um Slide-a-Lyzer
dialysis cassette (MWCO 3500, Pierce). A concentracdo final da solu¢do aquosa de fibroina era
de aproximadamente 8 g/L. e foi diluida com dgua ultrapura até 0,15 g/L. A concentragao da
solu¢do aquosa (apds didlise) foi determinada vertendo a solucdo em placa de Petri e pesando a
massa seca remanescente apos a completa evaporacdo da solucdo (condigdes ambiente por
aproximadamente 48 h, até atingir o equilibrio).

Foi utilizada quitosana (CHI) de baixa massa molecular (50.000 g/mol, Sigma Aldrich,
USA), extraida de carapacgas de caranguejo, com um grau de desacetilacio minimo de 85%. A
quitosana foi dissolvida em solucdo de acido acético 0,25 mol/L, para concentracdo final de
1 g/L. Apds o preparo, o pH da solugdo foi ajustado para 6 com NaOH 5 mol/L e a solugdo foi
filtrada utilizando membrana com poros de 0,45 um para remover impurezas.

O hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH) (56.000 g/mol, Sigma Aldrich) foi dissolvido em
agua ultrapura até concentracdo final de 1 g/L. O pH da solucdo foi ajustado para 6 com NaOH
1 mol/L e a solucdo foi filtrada utilizando membrana com poros de 0,45 um, na tentativa de se

assemelhar ao mdximo as condi¢des de preparo da solu¢do de quitosana.
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5.1.2 Preparo dos substratos

Foram utilizados como substratos laminas de silicio e de vidro. As laminas de silicio
foram limpas por plasma de oxigénio. J4 as 1aminas de vidro foram submetidas a um processo de
limpeza consistindo em sonica¢do por 15 minutos com detergente 2% (Micro 90), seguido por
sonicagdo com NaOH 1 mol/L por 15 minutos e sonicacdo com 4gua ultrapura por 10 minutos.
Os métodos utilizados para limpeza das laminas de vidro e de silicio também proporcionam um
aumento da densidade de cargas negativas na superficie destes substratos, permitindo assim a
deposicao da primeira camada de policétion.

Os dois tipos de substratos foram utilizados devido a exigéncia de cada andlise realizada.
Por exemplo, para o teste de intumescimento dos filmes € necessario utilizar o silicio como
substrato, uma vez que o teste € realizado através de elipsometria. Por outro lado, para os testes
com células, é necessdrio utilizar as 1aminas de vidro como substrato, uma vez que elas permitem
a visualizacdo das células através de microscépio invertido. As laminas de silicio s@o constituidas
por aproximadamente 99% de silicio em sua forma cristalina enquanto as laminas de vidro sdo
constituidas por 70-74% de SiO,.

Apés a limpeza, os substratos foram funcionalizados com pré-camada de PDAC/SPS
[Poli(cloreto de dialildimetil amdnio)/Poli(4-estireno sulfonato de sédio)] a fim de disponibilizar
uma grande quantidade de carga negativa na superficie do substrato para viabilizar a deposicdo da
primeira camada de quitosana ou PAH no substrato. As solucdes de PDAC e SPS foram
preparadas em concentragdo de 0,01 mol/L em 100 mmol/L de NaCl. Tanto as solu¢des de
polimero quanto a dgua de lavagem tiveram pH ajustado para 4. Para a constru¢do da pré-camada,
os substratos foram imersos nas solu¢des poliméricas por 10 minutos, em seguida, duas etapas de
lavagem por 2 e 1 minuto apds cada deposicao de polimero foram realizadas. Para a pré-camada
utilizada neste estudo foram construidas 15 bicamadas de PDAC/SPS.

Também foram utilizadas 1dminas de quartzo para a andlise de dicroismo circular e cristal
de ZnSe para as medidas de FTIR em transmissdo. Porém, para estes dois casos ndo foi utilizada
pré-camada no substrato pois poderia gerar resultados erroneos devido a presenga dos polimeros

da pré-camada.

55



5.1.3 Preparo dos filmes pelo método layer-by-layer

Para o preparo dos filmes multicamadas foi utilizado o método de imersdo do substrato
em solucdo polimérica, no modo estatico. Foi utilizado o equipamento Micron DS 50, da Zeiss.
Os substratos foram mergulhados nas solu¢des de quitosana (CHI) ou PAH por 10 minutos
seguido por trés etapas de lavagem em dgua ultrapura por 2, 1 e 1 minutos sob agitacdo vertical.
Os substratos foram entdo secos por 5 minutos em condi¢io ambiente, sem aumento de
temperatura ou utilizacdo de fluxo de ar. Apds a secagem os substratos foram imersos na solugcdo
de fibroina (SF) por 10 minutos, entdo, as mesmas etapas de lavagem e secagem descritas para a
quitosana e PAH foram realizadas. Apds a secagem da fibroina tem-se a formacdo de uma
bicamada. Neste trabalho, utilizaremos a nomenclatura (CHI/SF)n ou (PAH/SF)n, onde n é o
nimero de bicamadas depositadas. Serd utilizada a notagdo (CHI/SFiis,) para indicar que foi
utilizada a solug@o (1) na dissoluc@o da fibroina e (CHI/SFc,c2) quando utilizada a solugdo (2).
As diferentes solucdes foram utilizadas somente para os filmes multicamadas preparados com
quitosana. Para os filmes com PAH foi sempre utilizada a solugdo (1) para dissolu¢do da fibroina.
Estas solucdes foram escolhidas por serem as mais utilizadas na literatura para a dissolucdo da
fibroina e também para verificar se o tipo de solugdo iria influenciar a deposi¢cao das fibrilas de

fibroina, conforme sugerido por Nogueira et al. (2010).

5.1.4 Caracterizacoes

Todos os testes de preparo e caracterizacdo dos filmes multicamadas ultrafinos com
fibrilas de fibroina foram realizados no laboratério coordenado pelo Prof. Michael Rubner, no
Departamento de Engenharia e Ciéncia dos Materiais do Massachussets Institute of Technology
(MIT). Apenas o teste de nanoindentacio em AFM foi realizado no Laboratério de Nano e
Biossistemas, do Instituto de Fisica da UNICAMP. Todos os testes biologicos foram realizados

sob o auxilio e supervisdo de Thomas Crouzier.
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5.1.4.1 Espessura e formacdo dos filmes

A espessura dos filmes secos depositados em laminas de silicio foi medida por
elipsometria (Gaertner Scientic 3), em comprimento de onda de 633 nm e dngulo de incidéncia de
70°. A elipsometria € uma técnica ndo destrutiva capaz de detectar a mudanga do estado de
polarizacdo da luz incidente causada pela reflexdo na superficie da amostra.

Ja a espessura dos filmes secos depositados em laminas de vidro foi determinada por
perfilometria, utilizando um Tencor P-16 Surface Profilometer. O perfilometro possui uma ponta
de diamante que faz uma varredura sobre a amostra. Para determinar a espessura dos filmes, é
feito um rasgo nos filmes com auxilio de lamina. A ponta de diamante, ao fazer a varredura no
filme, acaba formando um degrau ao passar pelo rasgo e este degrau corresponde a espessura do
filme. Foi utilizada uma forca da ponta de diamante sobre as amostras de 2 mg, com velocidade
de varredura de 50 pm/s.

Foi verificado através de testes preliminares que as técnicas de elipsometria e
perfilometria forneciam os mesmos resultados de espessura quando utilizadas no mesmo filme.
Desta maneira se definiu que ambas as técnicas poderiam ser aplicadas para a determinagao da
espessura dos filmes. Também foi verificado que filmes depositados sob as mesmas condicoes,
tanto em substrato de vidro quanto de silicio, apresentavam valores muito similares de espessura.

O intumescimento dos filmes foi determinado correlacionando a espessura no estado seco
e umido dos filmes (Equacao 2). Para isso, os filmes foram colocados em uma célula de quartzo e
a espessura da amostra seca foi medida. Em seguida foi adicionado dgua ultrapura na célula de
quartzo e a espessura dos filmes imidos foi medida apds 5 minutos de imersdao em agua, tempo
necessdrio para atingir o equilibrio. Foi utilizado um elipsOmetro espectroscopico J.A. Woollam
XLS-100, de 400 a 1000 nm, com angulo de incidéncia de 70°. Para célculo das espessuras foi

utilizado o software WV ASE32.

(ef - e,’) (2)

onde: GI € o grau de intumescimento; e; é a espessura final do filme umido (nm); €; € a espessura

inicial do filme seco (nm).
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A construcio dos filmes também foi monitorada com uma microbalanga de cristal de
quartzo com monitoramento da dissipacdo (QCM-D, Q-Sense AB, Suécia). Foi utilizado o
sistema com camara aberta (Figura 20), a 25°C e cristal de quartzo recoberto com SiO,, de
maneira a se assemelhar ao sistema real de formacdo dos filmes em laminas de silicio e vidro. O
QCM-D ¢ uma técnica que mede a variacdo na frequéncia de ressonancia do cristal de quartzo,
Af, e na energia de dissipacdo, AD, quando o material é adsorvido no cristal. Um campo elétrico
alternado € aplicado nos eletrodos de ouro presentes na parte superior e inferior que recobrem a
superficie do cristal de quartzo. Com isso, o cristal é excitado na sua frequéncia fundamental (~5
MHz), se deslocando com amplitude lateral da ordem de um a dois nanometros, e as medicdes
sdo realizadas no terceiro, quinto, sétimo, nono e décimo primeiro overtones simultaneamente. As
mudangas na frequéncia e dissipacdo sao medidas na deposicdo de cada camada de polimero e
estas mudangas podem ser relacionadas com a espessura do filme imido sendo depositado através
do uso de modelos viscoeldsticos. Uma diminui¢do na frequéncia € associada com um aumento
na massa adsorvida no cristal (deposicio de polimero). Para construcdo dos filmes na
microbalanca de quartzo foi utilizado o mesmo procedimento utilizado para constru¢ao dos
filmes nos substratos de vidro ou silicio. Para isso foram adicionados 2 mL de quitosana ou PAH
no cristal. Apés 10 minutos (tempo para adsor¢ao na superficie) o polimero foi removido e foram
adicionados 2 mL de 4gua ultrapura para lavagem, mantida na camara por 2 minutos. Mais duas
lavagens foram feitas com 4gua ultrapura, por 1 minuto cada. Entdo a dgua foi removida e a
camara foi aberta, deixando-se o material secar por 5 minutos em condi¢cdo ambiente. As mesmas
etapas foram repetidas com a solu¢do de fibroina, possibilitando a formacdo de uma bicamada.
Para a andlise de QCM-D foram construidas 5 bicamadas.

Para determinar a massa depositada e espessura das camadas do filme no estado imido foi
realizada a modelagem dos dados utilizando o programa QTools e considerando o modelo
viscoeldstico de Voigt, normalmente utilizado em filmes altamente hidrataveis e ndo rigidos. Para
a modelagem foram utilizados os seguintes parametros: densidade do fluido de 0 a 30000 kg/m3,
viscosidade do fluido de 0 a 1x10"* kg/m.s, densidade da camada de 0 a 30000 kg/m3, viscosidade
da camada entre 0 e 100 kg/m.s, cisalhamento da camada entre 0 e 1x10'* kg/m.s? e espessura da

camada entre O e 1 m.
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Figura 20: Fotografia do equipamento de QCM-D. Vista interna da cdmara com sensor montado
(a); Camara aberta do QCM-D contendo 4dgua de lavagem (b); Parte externa do sensor, que fica
em contato com as solucdes poliméricas (c); Parte interna do sensor (d) e Parte externa do sensor

apds os experimentos de deposi¢do (CHI/SF)s (e).

Medidas de angulo de contato foram realizadas em Video Contact Angle System VCA
2000 (AST Inc.), a fim de verificar a molhabilidade da superficie dos filmes. Isto € possivel pois
quando um liquido € colocado sobre uma superficie sélida podera ocorrer o seu espalhamento na
superficie ou ele ird formar uma gota esférica. O angulo formado entre o liquido e a superficie
mostra o grau de interag@o entre os dois materiais, indicando a molhabilidade da superficie. Para
o caso de biomateriais, o angulo de contato fornece uma previsao da afinidade das células pela
superficie, uma vez que as células preferem ancorar em superficies hidrofilicas, ou seja, com
menor angulo de contato. Para realizacdo do teste, uma gota de dgua ultrapura foi colocada em
contato com os filmes ultrafinos e o angulo de contato formado entre a gota e a superficie do
filme foi medido com o software VCAOptima.

Alguns testes também foram realizados para verificar a estabilidade dos filmes LbL. com
fibroina de seda. Para isso, o filme (CHI/SFy;g;)30 depositado em laminas de vidro e silicio foi
imerso em etanol 70% durante 20 minutos. Foi feita a medida da espessura do filme seco antes e
apds a imersdo em etanol, para verificar se ocorria encolhimento ou intumescimento do filme
nestas condigdes. Para os filmes depositados em laminas de silicio a espessura do filme seco foi

verificada por elipsometria, enquanto para os filmes depositados em vidro a espessura do filme
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seco foi analisada por perfilometria. A espessura dos filmes secos também foi analisada apds 7
dias de imersdo em dgua, a fim de se determinar a estabilidade dos filmes. Qualquer variacdo na

espessura seria indicio de filmes instaveis e soldveis em dgua.

5.1.4.2 Caracterizag¢do morfologica

As fibrilas de fibroina foram visualizadas utilizando microscépio fluorescente Axioplan 2
(Zeiss) na regido da luz visivel. Para os filmes depositados em vidro, foi feita a incorporagdo de
solu¢do de rodamina 1 mg/mL em uma diluicdo de 1:200, por 2 h. Sabe-se que a rodamina é
incorporada na fibroina, permitindo entdo a visualizag@o das fibrilas no substrato de vidro, através
da utilizacdo do microscépio fluorescente com filtro apropriado para a rodamina.

A microscopia de for¢ca atdbmica (AFM) foi realizada para verificar a topografia dos filmes
e a presenca das nanofibrilas de fibroina. A técnica consiste na varredura da amostra por uma
sonda, resultando em imagens tridimensionais de alta resolu¢do. Foi utilizado um Veeco/Digital
Instruments Nanoscope IV Dimension 3100 no modo contato intermitente (tapping mode), com a

superficie dos filmes exposta ao ar.

5.1.4.3 Caracterizagdo quimica

Através da espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é
possivel verificar a composi¢do quimica das amostras. As moléculas sdo identificadas pela
comparacdo dos valores de energia de radiacdo infravermelha absorvida, uma vez que cada
molécula possui um espectro de vibracdo caracteristico. Além disso, para o caso da fibroina, a
localizacdo das bandas de amida permite identificar a conformacdo da estrutura secunddria da
mesma. Foi utilizado o espectrofotometro Nicolet 6700 FTIR (Thermo Scientific), sendo
analisados os filmes com 20 bicamadas depositados em cristal de ZnSe. Os espectros foram
medidos em transmitancia, pelo actimulo de 68 scans, resolucdo de 4 cm™', em comprimento de
onda de 400-4000 cm.

A técnica de dicroismo circular (CD) € utilizada para determinar a estrutura secundéria de
proteinas. As medidas de CD foram realizadas em um espectrometro Aviv Circular Dichroism
Spectrometer Modelo 202 em atmosfera de N,. Os espectros foram realizados de 250 a 195 nm,
com largura de banda de 1 nm, passo de 0,5 nm e acimulo de 3 scans. Foram depositadas 20

bicamadas dos filmes ultrafinos em laminas de quartzo para a andlise de CD. A solugdo de
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fibroina 0,15 g/L também foi analisada em cubeta de quartzo de 0,1 cm de espessura. A

elipticidade residual média foi calculada pela Equacao 3 (Li et al., 2001):

8 ®
obs 1OZC

0=0
onde: O ¢ a elipticidade residual média (grau.cmZ/dmol), ®obs € a elipticidade observada (graus),
78 é a massa molecular residual média da fibroina, 1 € o comprimento do caminho 6ptico (cm) e ¢

€ a concentracao da proteina (g/mL).

5.1.4.4 Caracterizagdo mecdanica

A caracterizacdo mecanica dos filmes multicamadas foi realizada através de medidas de
nanoindentagdo em microscépio de forgca atdomica (Agilent 5500). Curvas de forca-deslocamento
foram obtidas com ponteiras de cristal de silicio, modelo NSG03/Au, da marca NT-MDT. A
constante de mola da ponteira foi determinada experimentalmente, apresentando valor de
0,27 N/m. A indentacdo foi realizada em uma estrutura com isolamento acustico, a temperatura
ambiente, com a superficie dos filmes exposta ao ar. Apds obtencdo da imagem da superficie do
filme, a ponteira foi colocada sobre cada fibrila de fibroina observada e entdo as medidas de
nanoindentagdo foram obtidas. Foi utilizada uma velocidade de 7,7 um/s e foram medidos 15
pontos em 3 regides distintas de cada amostra. As medidas de indentacdo foram realizadas em 3
amostras diferentes, depositadas em laminas de silicio, com o objetivo de verificar a influéncia da
presenca de fibrilas alinhadas unidirecionalmente e bidirecionalmente nas propriedades
mecanicas dos filmes. Foram analisados os seguintes filmes: 1) (PAH/SF),o; 2) (CHI/SF)y € 3)
(CHI/SF)10x10, no qual 10 bicamadas foram depositadas e entdo o substrato foi girado em 90° e
mais 10 bicamadas foram depositadas, obtendo-se fibrilas alinhadas em duas direcOes. Este
procedimento para obtencdo de filmes com fibrilas cruzadas foi proposto por Nogueira et al.

(2010b).
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5.1.4.5 Caracterizagdo biologica

Para a caracterizacdo bioldgica foram utilizados dois tipos de células em contato com os
filmes LbL. A viabilidade celular foi analisada com fibroblastos do tipo NIH-3T3 enquanto a
capacidade dos filmes de guiar o crescimento celular foi verificada com mioblastos C2C12.
Inicialmente, os mioblastos C2C12 e os fibroblastos NIH-3T3 foram mantidos em sub-
confluéncia em frascos de cultura em meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (Invitrogen) e 1% de antibidticos (25 U/mL
penicilina e 25 pg/mL estreptomicina, Invitrogen). As células foram descoladas do fundo do
frasco de cultura com tripsina-EDTA (Invitrogen).

A viabilidade celular quando em contato com os filmes multicamadas foi analisada no
primeiro, terceiro e sétimo dia de cultura. Para isso, os filmes foram depositados em laminas de
vidro, contendo fibroina ou seu par catidnico no topo. As laminas de vidro foram cortadas em
pedagos de aproximadamente 25 mm x 10 mm, colocadas em placa de cultura de células de 6
pocos e células de fibroblastos NIH-3T3 em uma densidade de 10.000 células/cm? de filme foram
adicionadas no topo dos filmes. As células foram incubadas com DMEM contendo 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidticos, em incubadora com 5% CQO,, a 37°C. Para determinar a
viabilidade celular, teste do tipo Live/Dead (Invitrogen) foi usado. Para isso os filmes foram
retirados da cultura de células apds um, trés ou sete dias, e foram incubados com 200 uL de
DMEM livre de soro contendo 1 umol/L de calceina AM e 4 umol/L de homodimero de etidio 1,
por 45 minutos. A coloragdo foi entdo visualizada em microscépio de fluorescéncia invertido
(Observer Z1, Zeiss), com uma lente objetiva de 10x, sendo que a colorag¢do verde indica células
vivas e a coloragdo vermelha indica células mortas. Os cdlculos de viabilidade celular foram
realizados através da contagem das células vivas e mortas presentes em 3 diferentes regides da
mesma amostra. Cada amostra foi analisada em triplicata.

A habilidade do padrdo imposto pelas fibrilas de fibroina presentes nos filmes em guiar a
adesao e proliferacdo celular foi analisada utilizando-se células de mioblastos do tipo C2C12.
Para isso, as células foram incubadas na superficie dos filmes com meio de cultura DMEM
contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, em uma concentragdo de 13.000
células/cm? em placas de 6 pogos. Os filmes contendo as células foram mantidos em incubadora
com 5% CO,, a 37°C e as células foram analisadas apos 2, 4 e 7 dias de incubacdo. A adesdo e

proliferacdo celular foram observadas a partir de imagens feitas em microscopio de fluorescéncia
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invertido (Observer ZI1, Zeiss). Alternativamente, fibronectina em uma concentracdo de
20 pg/mL diluida em PBS foi adicionada na superficie dos filmes e incubada por 15 minutos,
com o objetivo de aumentar a adesdo celular. Quando atingida confluéncia, foi adicionado o meio
de diferenciacdo, que consistia em DMEM contendo 2% de soro de cavalo e 1% de antibidticos.
A utilizacdo do meio de diferenciacdo faz com que as células dos mioblastos formem miotubos

alongados, contendo multiplos nicleos, precursores do tecido muscular.
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5.2 Resultados e Discussao

Uma série de testes preliminares foi realizada a fim de determinar as melhores condigdes
de deposi¢do dos filmes, de maneira a se obter filmes uniformes e com fibrilas alinhadas.

Inicialmente foi realizado um estudo para verificar qual a melhor condicao de pH para a
deposicao dos filmes com PAH. A compatibilidade entre a SF e a CHI em pH 6 e a SF e o PAH
em diversos pHs foi verificada. Este teste € feito através da mistura das solu¢des poliméricas.
Quando ocorre interacdo forte entre os polimeros, eles irdo agregar e a mistura das solucdes
apresentard turbidez, indicando que os polimeros nestas condi¢des serdo bons pares poliméricos
para a deposicdo no LbL. No teste de compatibilidade, nenhum dos pares apresentou turbidez
(Figura 21), possivelmente devido a baixa concentrag¢do utilizada ou a fraca interacdo entre os

polimeros estudados.

t

CHIe/SF PAH:/SF PAH/SF PAHy/SF

Figura 21: Teste de compatibilidade entre a fibroina e CHI pH 6 e fibroinae PAH pH 3, pH 6 ¢
pHO.

Apesar da baixa compatibilidade, foram construidos filmes com 20 bicamadas de PAH/SF
em cada condi¢do de pH. No pH 3, praticamente nao foi observada a deposicao de filme, sendo a
espessura do filme seco de 26 nm. A fibroina gelifica em pH 4cido, porém ndo foi observada a
gelificacdo, nem a presenca de aglomerados na solucido de fibroina apds a deposicio com PAH
em pH 3. Em pH 3, o PAH tem praticamente 80% de seus grupamentos amonio carregados (dado
obtido por Espectroscopia de Foto-Elétrons de Raios-X) (Polak et al., 2014), o que deveria
favorecer a deposi¢do por interagdes eletrostaticas. Em pH 6 e 9 foi observada a formagdo de um
filme mais espesso, de 122 e 187 nm, respectivamente. A espessura do filme em pH 6 foi muito

semelhante a espessura do filme depositado com CHI pH 6, em torno de 120 nm. Em pH 6, o
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PAH tem ~ 60% de seus grupos amdnio protonados, enquanto em pH 9 este nlimero cai para 55%
(dado obtido por Espectroscopia de Foto-Elétrons de Raios-X) (Polak et al., 2014). O fato do
filme ndo ser formado em pH 3, onde o PAH estd mais protonado e somente ser formado em pH
6 e 9, com menor protonagdo, e a auséncia de turbidez no teste de compatibilidade indicam que as
interacOes eletrostdticas ndo sdo as Unicas interacdes presentes na deposicao de filmes com
fibroina e provavelmente interagdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio t€ém papel importante
na deposicdo, conforme observado por outros autores na literatura (Shchepelina et al., 2011;
Kozlovskaya et al., 2012). Devido aos fatores acima relatados e ao fato da quitosana ser utilizada
em pH 6, para fins de comparacdo, optou-se por utilizar o PAH também em pH 6 para os demais
testes.

A fim de verificar a influéncia da etapa de secagem na formacgdo dos filmes, dois testes
diferentes foram realizados no sistema CHI/SF z;. No primeiro foi realizado um processo de LbL
completamente imido. Para isso foram utilizadas as mesmas solu¢des e mesmas condi¢des de
deposicao descritas na secao 5.1.3, porém sem a etapa de 5 minutos de secagem. No segundo, foi
realizado um processo com secagem extra, com 10 minutos de secagem ap0s a deposicao de cada
polimero e com fluxo de ar a 25°C. Como resultado (Figura 22), ndao foi formado filme no
processo imido e também nio foram observadas fibrilas. J4 no processo com secagem extra foi
observada a formacgdo de filme e a presenca de fibrilas. Com isso, podemos concluir que a etapa
de secagem € crucial para a estabilizacao da fibroina e formacdo do filme. Possivelmente a etapa
de secagem é a responsdvel pela formacdo de uma estrutura estdvel folha-f, ndo sendo
necessdrios pds-tratamentos nos filmes com solventes organicos, como o etanol por exemplo.

Com relacdo a influéncia do fluxo de ar na etapa de secagem na uniformidade dos filmes,
foi observado que a utilizacdo de fluxo de ar causa a formac¢@o de um filme menos uniforme, com
a presenca de diversos aglomerados de fibrilas no filme. Isto ocorre devido ao gradiente de
concentragdo e instabilidade do sistema que € imposto pelo fluxo de ar. Por isso, optou-se por
utilizar 5 minutos de secagem, porém a temperatura ambiente e sem fluxo de ar, o que permitiu o
preparo de filmes mais uniformes e similares em cada batelada. Vale ressaltar que esta etapa atua

como uma concentracdo gradual das solu¢des, ndo secando completamente o filme.
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Figura 22: Fotografias (a) e micrografias (b) dos filmes depositados em lamina de silicio nas

condicdes de secagem extra (1) e processo umido (sem secagem) (2).

Para saber se a fibroina estava estdvel nos filmes multicamadas foi feito um teste
imergindo o filme (CHI/SFyg;)30 depositado em laminas de vidro e silicio em etanol. Sabe-se que
a fibroina de seda pode ser estabilizada (transicdo da conformagdo de enovelamento aleatorio
para folha-B) através da imersdo em etanol 70% por 20 min (Nogueira et al., 2010a). Caso a
fibroina ja esteja presente em sua forma mais estdvel, a imersdo em etanol nao causard nenhuma
alteracdo significativa em sua conformacdo ou mesmo na espessura do filme seco. Observando a
Tabela 3, podemos verificar que o tratamento em etanol ndo causou alteracio significativa da
espessura dos filmes secos depositados em substrato de vidro ou de silicio. Isto indica que a
fibrofna j4 estd em sua forma estdvel ao ser imobilizada nas camadas nanométricas do filme, nio

sendo necessdrio fazer nenhum pds-tratamento para estabilizar o filme. Além disso, todos os
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filmes LbL preparados nesta tese se mostraram altamente estdveis em dgua, com variagdo de

espessura, quando secos, de menos de 1% apds imersdo em dgua ultrapura por sete dias.

Tabela 3: Espessura dos filmes secos (CHI/SF jg;)30 depositados por 10 minutos em substrato de
vidro ou silicio, antes e apds tratamento por 20 minutos em etanol 70%.

Espessura (nm)

Vidro Silicio

Antes EtOH 166,9 +21,2 168,3 +18,9
Ap6s EtOH  163,3 £40,2 165,6 +34,7

Também foram feitos testes modificando o tratamento do substrato, o pH das solucdes e o
tipo de frasco utilizado. Ap6s todos estes testes, verificou-se que os filmes eram formados de
maneira mais uniforme e com menor variabilidade em cada batelada quando utilizadas as
seguintes condicoes: a) substrato com pré-camada de (PDAC/SPS);s; b) frasco de poliestireno,
sendo utilizados apenas 2 laminas por batelada, com a face polida do substrato de silicio voltada
para fora, de maneira a evitar a turbuléncia formada no interior do frasco ao imergir e retirar as
laminas; c) secagem parcial durante 5 minutos, a temperatura ambiente, sem fluxo de ar; d)
fibroina diluida para 0,15 g/L, sem ajuste de pH (pH ~7,5); e) CHI 1 g/L, pH 6, ajustada com
solucdo 5 mol/L de NaOH; f) PAH 1 g/L, pH 6, ajustado com solu¢do 1 mol/L. de NaOH.

5.2.1 Espessura e formacao dos filmes

A Figura 23 apresenta a curva de crescimento dos filmes estudados. Dois tipos de
solugcdes diferentes para dissolver a fibroina foram testadas para a formacgdo dos filmes com a
quitosana, enquanto com o PAH apenas a solucdo que utilizava brometo de litio foi analisada.
Estas solucdes foram estudadas por serem as solucdes mais utilizadas na dissolucdo da fibroina e
por Nogueira et al. (2010b) ter sugerido que a formacgdo de fibrilas de fibroina em filmes LbL
com quitosana estaria ligada a uma dissolucdo insuficiente das fibras de fibroina na solugdo
contendo LiBr, fazendo com que as fibrilas de fibroina estivessem presentes na solucio e fossem

apenas transferidas ao substrato durante a formacao dos filmes.
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Todos os filmes estudados (PAH/SFiig,, CHI/SFs; ¢ CHI/SFcycp) tiveram um
crescimento linear entre 10 e 40 bicamadas. Os filmes depositados com PAH apresentaram maior
espessura do que os filmes depositados com quitosana. Ainda, quando a fibroina foi dissolvida na
solu¢do contendo CaCl, os filmes se apresentaram ~18% mais espessos do que os filmes com

fibroina dissolvida na solu¢do contendo LiBr.
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Figura 23: Curvas de crescimento dos filmes layer-by-layer com fibroina.

A Figura 24 mostra a fotografia dos filmes depositados em substratos de silicio. Verifica-
se um padrdo de coloragdo em funcdo da espessura dos filmes secos. Filmes com ~100 nm tém
coloracdo azul forte (10BC), filmes com ~140 nm tem coloracdo azul clara, filmes com ~180 cm
tem coloragdo amarelo prateada, filmes com ~210 nm tem coloragdo amarelo dourada e filmes
com ~300 nm tem coloragdo azul forte com leve tom dourado. Este fendmeno € normalmente
observado em filmes depositados em substratos de silicio e chamado de interference color. Este
fendmeno ocorre devido a luz incidente ser refletida nos limites superior e inferior do filme,
formando uma nova onda. Esta onda depende da espessura e do indice de refracdo do filme,

gerando assim o padrdo de coloracdo observado.
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(CHI/SF)

(PAH/SF)

Figura 24: Fotografias dos filmes CHI/SFy iz, € PAH/SFy s, com 10 (a), 20 (b), 30 (c) e 40 (d)

bicamadas.

A fim de poder correlacionar a espessura dos filmes secos (medida por elipsometria) com
a espessura dos filmes imidos (medida por QCM-D, mostrada a seguir) foram feitas andlises de
intumescimento dos filmes com 20 bicamadas. Os filmes (CHI/SFc,ci2)20 apresentaram maior
grau de intumescimento (Figura 25), de 96 + 1%, enquanto os filmes (PAH/SFyrig;)20 €
(CHI/SFvLipr)20 tiveram intumescimento de 74 + 4 % e 78 + 3 %, respectivamente. O elevado
intumescimento apresentado pelos filmes estd relacionado com a alta permeabilidade dos
polimeros utilizados na construcdo dos filmes. Verifica-se que a fibroina é o principal
determinante do intumescimento dos filmes, j4 que ndo foram observadas diferencas
significativas quando utilizada quitosana ou PAH nos filmes com fibroina dissolvida na solugdo
contendo brometo de litio. Por outro lado, a solugdo utilizada para dissolver a fibroina apresenta
papel central na determinacdo do intumescimento. Verificou-se um maior intumescimento

quando utilizada a solug¢do contendo cloreto de célcio para dissolver a fibroina
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Figura 25: Intumescimento dos filmes estudados com 20 bicamadas.

As diferengas observadas na curva de crescimento e na capacidade de intumescimento dos
diferentes filmes estudados indicam que a solug¢do utilizada para dissolver a fibroina influencia
fortemente sua capacidade de deposi¢ao em filmes finos. Um filme mais espesso e com maior
intumescimento € obtido quando a fibroina é dissolvida com a solu¢do contendo CaCl,,
provavelmente devido A sua maior valéncia (Ca**) e remocdo ineficiente do CaCl, durante a
dialise. Mesmo utilizando o processo de didlise para remover os sais da solu¢do, um estudo
prévio realizado em nosso laboratdrio mostrou que pequenas quantidades de CaCl, permanecem
na solugdo de fibroina apds a didlise (Nogueira et al., 2011). Esta quantidade de sal remanescente
pode atuar aumentando a for¢a i6nica da solucdo de fibroina dialisada e os ions do sal podem
acabar ‘blindando’ as cargas da fibroina, que ird assumir uma conformacdo mais enovelada e
irregular, aumentando a espessura da camada depositada e permitindo uma maior permeacdo da
agua (fluido utilizado na anélise de intumescimento).

A fim de se verificar a deposicao in situ dos filmes contendo fibroina, foi realizada analise
de QCM-D, na qual variagdes na frequéncia e dissipacdo do cristal de quartzo sdo associadas com
ganho de massa, que por sua vez € correlacionado com a espessura do filme umido. A Figura 26

mostra uma curva tipica de QCM-D obtida para os filmes CHI/SFy ;.
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Figura 26: Curva tipica obtida na andlise de QCM-D para o filme CHI/SFyp;.

Devido as etapas de secagem ap6s cada camada, necessdrias para permitir a formacgao dos
filmes com fibroina, foi necesséario realizar uma série de modificagdes na modelagem, pois o
software utilizado s6 considera a presenca de fluidos no sistema e nao € capaz de reconhecer o
aumento da frequéncia induzido pela secagem como evaporacdo de dgua. Para isso, foi necessario
diminuir os valores de frequéncia e dissipacdo obtidos utilizando apenas dgua sobre o cristal de
todos os valores obtidos na andlise, em cada overtone especifico. Apds isso foi feita a ocultagao
de todas as etapas de secagem realizadas na andlise. A Figura 27 mostra as curvas de frequéncia e

dissipagdo obtidas apds modificagdo dos dados.
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Figura 27: Curva tipica obtida na analise de QCMD apés ser subtraida frequéncia e dissipagdo da

agua e serem mascaradas as etapas de secagem.
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A partir dos dados de frequéncia e dissipacdo mostrados na Figura 27 foi possivel utilizar
o modelo viscoeldstico de Voigt para a modelagem dos dados e obtencdo dos valores de
espessura de cada camada no estado imido. A Figura 28 mostra os valores de espessura de cada
camada do filme Umido, obtidos apds as etapas de lavagem dos diferentes filmes estudados. A
andlise de QCM-D também mostrou uma maior espessura para o filme preparado com SFcacp2 do
que quando comparado aos filmes com SFy g, Esta maior espessura do filme imido (CHI/SFcacp2)
pode ser relacionada com o maior enovelamento das moléculas de fibroina quando utilizada esta

solu¢do, conforme discutido anteriormente, e a maior capacidade de intumescimento deste filme

(Figura 25).
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Figura 28: Espessura do filme umido versus nimero de camadas depositadas obtidas por QCM-D
para os diferentes filmes. As linhas conectando os pontos foram adicionadas a figura para maior
clareza dos resultados. Numeros impares indicam a deposi¢do do par catidnico (quitosana ou

PAH) e nimeros pares indicam a deposi¢do de fibroina.

E observado no QCM-D uma diminuicdo na espessura dos filmes umidos apds cada

adicdo de PAH ou quitosana, indicados pelos numeros impares de camada depositada. Esta
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diminui¢cdo devido a adi¢do do par catidnico pode estar associada a dois fendmenos distintos: 1)
mudanca de conformacdo da fibroina atribuida as etapas de secagem e 2) interpenetracdo entre as
camadas poliméricas com consequente dessorcao da fibroina.

Com relacdo a mudanga de conformacgdo da fibroina, deve-se considerar que as espessuras
calculadas na andlise de QCM-D se referem ao filme timido, apds as etapas de lavagem, porém
antes da etapa de secagem realizada. Em solugdo, a fibroina apresenta conformacio do tipo
enovelamento aleatério, bastante enovelada, enquanto que apds a secagem a fibroina é
estabilizada, apresentando conformacdo folha-f (resultados mostrados no decorrer do capitulo, na
secdo 5.2.3), bastante organizada e compacta. Esta mudanca conformacional também pode
resultar em mudanga na espessura do material depositado, ou seja, na forma imida (analisada
pelo QCM-D) a fibroina apresenta uma espessura maior do que na forma seca, quando sua
estrutura serd mais compacta.

A diminuicdo da espessura apds a adicdao de quitosana também foi observada em filmes
LbL de quitosana com dcido hialurénico (Richert et al., 2004) e quitosana com mucina (Svensson
et al., 2006) e foi atribuida ao fendmeno de interpenetracdo entre as diferentes camadas do filme
e dessor¢do dos polimeros. Quando a fibroina € depositada no substrato ela é adsorvida na
superficie e também acaba difundindo entre as camadas vizinhas do filme, porém sem formar
interagdes fortes. Com isso, quando as solugdes de quitosana ou PAH sao adicionadas elas
formam uma camada na superficie do filme, porém também interagem e removem a fibroina que
estd fracamente adsorvida nas camadas internas do filme, ocorrendo a dessor¢ao da fibroina das
camadas vizinhas, o que justifica a diminui¢do na espessura do filme umido quando estes
polimeros sdo adicionados no filme.

Para analisar melhor a interpenetracdo entre as camadas nos filmes LbL com fibroina,
foram feitas medidas de 4ngulo de contato nos filmes com 20 bicamadas (SF no topo) ou 20,5
bicamadas (quitosana ou PAH no topo).

Todos os filmes apresentaram angulo de contato entre 71-81° (Tabela 4), que esta de
acordo com os valores encontrados na literatura para membranas de fibroina com conformacgdo
folha-B (Jin et al., 2004). Nao foi observada diferenca significativa entre as diferentes amostras, o
que indica que a molhabilidade destes filmes € similar e nio muda em fun¢do do par catidnico ou
do polimero depositado no topo. Esta similaridade no dngulo de contato com diferentes polimeros

no topo € outra evidéncia da alta interpenetracdo entre as camadas de biopolimeros, que também
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foi verificada pelo QCM-D. Ainda, os filmes apresentaram angulo de contato similar quando
depositados em silicio ou vidro, indicando que o substrato ndo tem influéncia significativa na

construgdo do filme.

Tabela 4: Medidas de angulo de contato dos filmes layer-by-layer com fibroina depositados em

laminas de silicio e de vidro.

Silicio Vidro
Substrato 26,6 +0,1 29,1 +1,1
(CHI/SFuipr)20 77,6 £2,1 71,4+59
(CHI/SFLipr)20s 76,2+4,6 73,2+34
(PAH/SFLip)20 76,8+ 1,5 77,7+1,8
(PAH/SFyigr)20s 80,7+6,2 81,9 +1,8

5.2.2 Caracterizacio morfolégica

5.2.2.1 Influéncia da solugdo utilizada para dissolver a fibroina

Apesar das diferengas observadas com relagdo a espessura e intumescimento dos filmes
preparados com a fibroina dissolvida em diferentes solu¢des, ndo foram observadas diferencas
quanto a capacidade da fibroifna formar fibrilas nos filmes LbL com quitosana (Figura 29), o que
exclui a hipétese de que as fibrilas de fibroina sao dependentes do tipo de solucdo utilizada em
sua dissolucgdo.

Devido ao fato da deposicao de fibrilas de fibroina nos filmes LbL com quitosana ndo ser
influenciada pelo tipo de solucio utilizada para dissolver a fibroina, optou-se por dar sequéncia
ao estudo somente com a fibroina dissolvida em LiBr:CH3;CH,OH:H,O, por ser a mesma solu¢@o
utilizada nos estudos de Nogueira et al. (2009). Por isso, todos os proximos resultados se referem

ao uso de fibroina dissolvida na solu¢@o contendo LiBr, com posterior didlise.
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Figura 29: Imagens de microscopia 6ptica dos filmes (CHI/SFc,c12) com 10 (a), 20 (b), 30 (c) e 40

(d) bicamadas.

5.2.2.2 Influéncia do substrato e do par polimérico

A Figura 30 apresenta as imagens obtidas por microscopia Optica dos filmes
(CHI/SFip:)20 depositados em diferentes substratos. E possivel observar a presenca de fibrilas
nos filmes com quitosana, independente do substrato utilizado. Foi possivel observar a presenca
de fibrilas no substrato de silicio, no qual se tem um bom contraste no microscépio éptico, que
permite sua facil visualiza¢do. Porém, quando utilizado substrato de vidro, ndo hd contraste
suficiente no microscépio para permitir a visualizacdo das fibrilas. Por isso, foi necessario
incubar o filme depositado em vidro em uma solu¢do de rodamina, para corar as fibrilas, sendo
possivel a sua visualizagdo também no substrato de vidro, conforme observado na Figura 30-1c.

Para melhor explorar a influéncia do substrato na deposicao das fibrilas, foi utilizado um
substrato hidrofobico (4ngulo de contato = 89°+ 3°) de ZnSe para depositar os filmes.
Confirmando os resultados obtidos em silicio e vidro, fibrilas de fibroina foram observadas nos
filmes com quitosana depositados em ZnSe. O angulo de contato para o filme (CHI/SFyig;)20
depositado em ZnSe foi de 74,7° + 1,3°, dentro da faixa de valores obtidos para os filmes

depositados em substratos hidrofilicos, como o vidro e silicio, mostrados anteriormente na Tabela
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4. Com isso pode-se concluir que o tipo de substrato nido exerce influéncia significativa na
deposicdo de fibrilas nos filmes (CHI/SFyig;).

Por outro lado, ndo foi observada a deposicdo de fibrilas nos filmes com PAH, conforme
observado na Figura 30-2. Isto indica que a deposicdo de fibrilas € altamente influenciada pelo
par catidnico depositado no substrato e pouco influenciada pela hidrofilicidade/hidrofobicidade
do substrato. E importante notar que os filmes (PAH/SFy;p;) eram mais espessos que os filmes
(CHI/SFiig:), 0 que significa que a fibroina é depositada na forma de filme fino continuo e nao de

fibrilas no sistema LbL com o PAH.

Figura 30: Imagens de microscopia 6ptica dos filmes (CHI/SFyg;)20 (1) € (PAH/SFLig:)20 (2),

depositados em substrato de silicio (a), ZnSe (hidrofébico) (b) e vidro (c).

Para confirmar a presenca de fibrilas de fibroina no filme com quitosana, imagens de
microscopia de forga atomica foram obtidas para o filme (CHI/SFyrig;)20 (Figura 31). Pode-se
observar a presenca de um aglomerado de fibrilas, sendo que o filme apresentou rugosidade de
5,17 nm quando analisado em uma varredura de 2 um x 2 um, enquanto o filme (PAH/SFyig;)20
apresentou uma superficie mais uniforme e menos rugosa (rugosidade = 1,96 nm), sem fibrilas.

Através da imagem de AFM pode-se observar que as fibrilas estdo presentes nas diversas
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camadas do filme, em seu interior, resultando em uma elevacao sutil na superficie. Além disso, a

fibroina € depositada tanto na forma de fibrilas como na forma de filme continuo.

Figura 31: Microscopia de forga atomica da superficie dos filmes no modo contato intermitente

(CHI/SFLiBr)20 (a,b) e (PAH/SFLig;)20 (€).

Para analisar a influéncia da quitosana na formacdo de fibrilas, foi construido um filme
somente de fibroina, com 20 bicamadas. Foi possivel observar a deposi¢do de algumas fibrilas
neste filme, conforme mostrado na Figura 32, porém a espessura do filme seco foi de somente 29
+ 6 nm. Com isso, podemos concluir que a quitosana ndo € a principal responsavel pela formagao
das fibrilas, porém a presenga de um par catidnico no sistema LbL com fibroina € essencial para o
crescimento do filme.

A fibroina possui diversos aminodcidos em sua cadeia e possui um terminal amino e um
terminal carboxila, podendo interagir tanto com polimeros catidnicos como anidnicos. O ponto
isoelétrico da fibroina é de aproximadamente 4,2, portanto em solu¢des aquosas neutras, como €

o caso da solucdo utilizada no desenvolvimento deste trabalho, a fibroina estd negativamente
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carregada (Lu et al., 2012), o que favorece sua interacdo com polimeros catidnicos. Este fato foi
confirmado através da construcio de filmes LbL com SPS [Poli(4-estireno sulfonato de s6dio)],
nos quais o SPS atua como par anidnico, negativamente carregado, e um filme com somente 25
nm e sem deposi¢do de fibrilas foi formado. Apesar das interagdes eletrostdticas atuarem na
formacdo de filmes de fibroina, estas ndo sdo as unicas forcas atuantes, sendo também muito

relevantes as interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio.

Figura 32: Filmes (SF/SF),o depositados em silicio: imagem de microscopia dptica (a) e imagem

de microscopia de for¢a atdbmica no modo contato intermitente (b).

Imagens de microscopia de for¢ca atdmica do filme (SF/SF)y confirmam a presenga de
fibrilas no filme. A melhor resolu¢do obtida na imagem de AFM destas fibrilas deve-se ao fato de
na Figura 32 as fibrilas estarem presentes como uma monocamada, completamente disponiveis na
superficie, enquanto na Figura 31 as fibrilas estdo presentes nas camadas internas do filme, o que
dificulta seu mapeamento ji que a microscopia de forca atdmica € uma técnica que avalia apenas
a superficie. Estas fibrilas sdo similares as obtidas por spin-coating de solucdo de fibroina
extraida das glandulas do bicho-da-seda em substrato de mica (Figura 33), relatadas por Greving
et al. (2012). Porém, estes autores afirmaram que as fibrilas de fibroina s6 eram formadas devido
ao cisalhamento imposto pelo spin-coating, uma vez que eles ndo observaram fibrilas quando a

fibroina foi incubada em mica sem cisalhamento.
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Figura 33: Imagem de AFM mostrando fibrilas de fibroina de seda obtidas por spin-coating por

Greving et al. (2012).

Por outro lado, Lu et al. (2012) sugerem que as fibrilas de fibroina (chamadas
nanofilamentos) sdo formadas em solucdo, pela combina¢do de fatores como concentracdo da
solug¢do, carga das moléculas, mobilidade molecular e interagdes hidrofébicas/hidrofilicas. A
auto-organizacdo da fibroina em nanoestruturas foi atribuida ndo somente a um processo
termodinamico, com estrutura estavel seda II, mas também a um processo cinético, influenciado
pelo conjunto de parametros citado acima. Conforme explicado na parte introdutéria deste
capitulo, estes autores consideram que as moléculas de fibroina quando em solucdo aquosa
formam agregados coloidais por agirem como polimeros hidrofilicos-hidrofébicos-hidrofilicos,
formando entdo estruturas esféricas em agua, conforme mostrado anteriormente na Figura 2 (Lu
et al., 2012). A formacao dos agregados coloidais ocorre devido as interacdes hidrofobicas entre
os blocos hidrofobicos da cadeia e a repulsdo eletrostdtica dos grandes blocos hidrofilicos
(negativamente carregados), localizados nas extremidades da cadeia da fibroina (Chen et al.,
2008). Estes agregados coloidais podem se unir formando nanofibrilas em fungdo de parametros
como a concentracdo da solugdo de fibroina e a carga eletrostética (Lu et al., 2012), que podem
ser explicados baseando-se na teoria DLVO.

A teoria DLVO propde que as energias de interagdo que influenciam a agregacdo de duas
particulas da mesma natureza sdo as forcas de van der Waals e as forgas entre as duplas camadas
elétricas das particulas. As forcas de van der Waals, para duas particulas de mesma natureza,
serdo sempre atrativas. J4 as forgas entre as duplas camadas elétricas, para particulas com cargas

superficiais idénticas, serdo repulsivas (Israelachvili, 1992). Ambas as forcas dependem da
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distancia interparticulas e a forca total resultante ird determinar se as particulas irdo agregar ou
nio (Figura 34). A medida que as particulas se aproximam umas das outras, as forcas atrativas de

curto alcance de van der Waals induzem a agregacao do sistema.

1
1
1
| Repulsio da dupla
| camada elétrica

]
\
]
1
Y
\

A
.5 \
b N\
g \
-~ 5 T~ 10 e LA s
2 0 : ~—_ X Distancia (nm)
= s
g 7
= Total _~
-’
’

4
s
A
,’ Forga atrativa de
Fl van der Waals

Figura 34: Energia total de interacdo entre duas particulas, conforme teoria DLVO. Adaptado de

Israelachvili (1992).

A teoria de DLVO ¢ baseada nas forcas de atragdo e repulsdo de duas particulas e ndo
considera a concentracdo do sistema. Porém, podemos considerar que, em solucdes mais
concentradas, a probabilidade de aproximacdo entre as particulas serd maior e, portanto, o
aumento na concentragdo ird acelerar a agregacao do sistema. Para o caso dos agregados coloidais
de fibroina, Lu et al. (2012) propdem que, em solu¢des aquosas concentradas de fibroina (pH
neutro), a fim de reduzir as forcas repulsivas, visto que os agregados coloidais t€m carga liquida
negativa em suas superficies (pK = 4,2), a formacao de fibrilas a partir dos agregados coloidais é
a organizacdo preferivel, uma vez que um agregado sofrerd a forca repulsiva de apenas mais um

ou dois agregados durante a formacdo da fibrila, j4 no caso de formacdo de um glébulo, o
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agregado sofrerd uma grande repulsdo. Este modelo explicaria a tendéncia da fibroina em formar
nanofibrilas compostas por agregados coloidais e ndo grandes aglomerados de agregados.
Fazendo um paralelo entre o modelo de formagdo de fibrilas proposto por Lu et al. (2012)
com os sistemas LbL estudados nesta tese, pode-se formular algumas hipéteses a respeito da
formacgdo de fibrilas de fibroina nos filmes ultrafinos. Considerando que foi utilizada a mesma
solu¢do de fibroina tanto para os filmes com quitosana como para os filmes com PAH e que as
fibrilas somente foram observadas no sistema com quitosana, pode-se concluir que a carga
eletrostdtica apresentada por estes polimeros ird exercer grande influéncia na presenca ou nio das
fibrilas. Sabe-se que o PAH estd protonado nas condi¢des deste estudo, e que ele possui maior
densidade de cargas positivas do que a quitosana. Isto indica que a presenca de PAH com grande
densidade de cargas positivas estabiliza os agregados coloidais de fibroina, mantendo-os bem
dispersos, formando um filme continuo. Por outro lado, a CHI possui menor densidade de cargas
que o PAH e em pH 6 estd com poucos grupos protonados, que nao sao suficientes para
estabilizar os agregados coloidais. Durante a etapa de secagem da fibroina esta vai sendo
concentrada, a probabilidade de aproximacgao dos agregados coloidais atingindo a distancia critica
de agregacdo (na qual as forcas atrativas de van der Waals terdo maior influéncia do que a
repulsdo entre as cargas) aumenta e os agregados coloidais entdo se organizam na forma de
fibrilas (energeticamente favordvel), conforme proposto por Lu ef al. (2012). A influéncia da
concentragdo na transicdo morfoldgica de também € observada em dipeptideos (Yan, Zhu e Li,
2010). Em solugdes diluidas, as moléculas de dipeptideos sdo capazes de se auto-organizar na
forma de esferas de aproximadamente 400 nm em didmetro, enquanto em solu¢des concentradas
estas esferas se alinham, formando estruturas tubulares, através de interacdes intermoleculares.
Contrariamente ao proposto por Lu et al. (2012) que propdem a formacao de fibrilas de
fibroina a partir do alinhamento de agregados coloidais, alguns autores afirmam que as fibrilas de
fibroina sdo formadas quando ocorre uma transicdo da estrutura amorfa da fibroina para uma
estrutura organizada folha-f (Chen et al., 2008; Gong et al., 2009; Hwang et al., 2009). Neste
caso, o estiramento dos blocos hidrofébicos presentes no interior nos agregados coloidais de
fibroina induzido pela formacdo da estrutura folha-B seria o responsavel pela formacdo das
nanofibrilas e consequente transi¢do morfolégica de agregados coloidais para nanofibrilas (Chen

et al., 2008).
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Com relacdo a influéncia do par polimérico na formacdo de fibrilas, podemos citar o
estudo de Lee er al. (2013) em fibrilas de caseina em filmes LbL de caseina com 4cido
poli(acrilico) (PAA) e caseina com 4cido poli(4-estireno sulfonico) (PSS). Os autores verificaram
a formacgdo de fibrilas de caseina apds indugdo por tratamento térmico nos filmes caseina/PAA.
Porém, ndo foram verificadas fibrilas mesmo com a indugdo pelo tratamento térmico nos filmes
caseina/PSS. Os autores atribuiram este resultado ao fato de a caseina estar fortemente ligada ao
PSS nos filmes LbL, impedindo a formacdo das fibrilas. Foi concluido que a caseina sé forma
fibrilas em filmes LbL quando as ligacdes de hidrogénio entre as folhas-B da caseina sdo mais
fortes que as ligacOes intermoleculares entre a caseina e o PAA ou PSS, indicando que o processo
de fibrilag@o nos filmes LbL é competitivo.

O mesmo foi observado nesta tese, onde foi possivel verificar que nos filmes nos quais a
fibroina era capaz de formar mais interacdes eletrostiticas (PAH) nao foram verificadas fibrilas.
Porém, nos filmes com menor capacidade de formacdo de interagdes eletrostaticas (CHI), as
fibrilas foram observadas, possivelmente pelo fato das interacdes fibroina-fibroina serem mais
fortes que as interacdes eletrostdticas entre a fibroina e a quitosana, favorecendo a formagdo das
fibrilas.

Os resultados obtidos nesta tese fornecem uma maior compreensao a respeito da formagao
de fibrilas de fibroina em filmes LbL. Pode-se concluir até o momento que a for¢a de interagao
com o par polimérico ird definir a formacdo ou ndo das fibrilas, sendo as mesmas formadas
quando a interacdo com o par polimérico € fraca. Com relacao a estrutura das fibrilas nao se pode
afirmar se as mesmas sdao formadas pelo alinhamento de agregados coloidais ou pelo estiramento

das moléculas de fibroina durante a formagao de estrutura folha-f.

5.2.3 Caracterizacio quimica

A conformacdo da fibroina pode ser verificada através de espectroscopia de infravermelho
(FTIR) onde dependendo do comprimento de onda em que se encontram os picos referentes as
bandas de amida I, II e III da fibroina pode-se determinar sua conformac¢do. Bandas de amida I, II
e III localizadas em 1660, 1540 e 1230 cm'l, respectivamente, sdo associadas com a estrutura do
tipo seda I (enovelamento aleatdrio ou hélice-a), enquanto a estrutura seda II (folha-f§) apresenta

bandas de amida I, II e III em 1630, 1515 e 1260 cm’, respectivamente (Rusa et al., 2005). As
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bandas de amida I, II e IIl sdo atribuidas ao estiramento C=0, a deformacdo N-H e ao
dobramento O-C-N, respectivamente (Rusa et al., 2005; Weska, 2009).

A Figura 35 apresenta os espectros de FTIR obtidos para os filmes (CHI/SF)yy e
(PAH/SF),y depositados em cristais de ZnSe e analisados em modo de transmissdo. A Tabela 5

apresenta os valores de nimero de onda das bandas apresentadas, bem como sua atribuigao.
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Figura 35: Espectro de FTIR dos filmes (PAH/SF),y e (CHI/SF),o depositados em substrato de
ZnSe.

Foram obtidos exatamente os mesmos espectros de FTIR para os filmes depositados com
quitosana ou PAH. Desta forma, ndo foram identificadas alteragdes quanto a conformacio da
fibroina ou presenca de grupos funcionais com a variacdo do par polimérico. A fibroina de seda
apresentou banda de amida I e II em 1620 e 1530 Cm'l, respectivamente, referentes a
conformacao seda II. J4 a banda de amida III apresentou conformagado seda I, com comprimento
de onda em 1230 cm (Um et al., 2001; Qiang et al., 2004). Com isso, pode-se dizer que ha a
coexisténcia das conformacdes seda I e seda Il da fibroina, com predominéncia de conformacgao

estavel do tipo folha-f. Além disso, a fibroina estd imobilizada nas camadas nanométricas dos
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filmes, ndo sofrendo alteracdes quando exposta a fatores externos, como foi verificado na Tabela
3, quando os filmes foram imersos em &4gua e etanol 70% e ndo foi verificada alteracdo
significativa na espessura destes filmes, confirmando a presenga de uma conformacgao estdavel do

tipo folha-p.

Tabela 5: Principais bandas observadas na andlise de FTIR nos filmes (PAH/SF), ¢ (CHI/SF),

depositados em cristal de ZnSe.

Numero de onda (cm'l) Atribuicao
(PAH/SF)yp (CHI/SF)20
3290 3290 Ligacdo de H intermolecular
1620 1620 Amida I
1530 1530 Amida II
1450 1450 Ligacao O-H
1230 1230 Amida III
1070 1070 Estiramento O-H

Andlises de dicroismo circular foram realizadas na solucdo de fibroina dialisada e também
nos filmes depositados com quitosana ou PAH (Figura 36) de maneira a complementar os
resultados de conformagao molecular da fibroina obtidos por FTIR. A solucdo de fibroina apds a
dialise apresentou espectro tipico de conformacio enovelamento aleatdrio (Li et al., 2001). Ja os
filmes (CHI/SF)yy e (PAH/SF),y apresentaram espectros tipicos de conformacgdo folha-f, com
banda de elipticidade negativa em 213 nm. Este resultado estd de acordo com os resultados de
FTIR e com a hipétese de que a etapa de secagem e o confinamento das moléculas de fibroina em

filmes ultrafinos (escala nanométrica) resultam em uma estrutura estavel.
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Figura 36: Espectro de dicroismo circular dos filmes (PAH/SF),y e (CHI/SF),o depositados em
laminas de quartzo (a) e da solug@o de fibroina 0,15 g/L (b).
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5.2.4 Caracterizacao mecanica

A resisténcia mecanica dos filmes ultrafinos multicamadas foi verificada por
nanoindentacdo em AFM. As curvas de carga-descarga obtidas pela nanoindentacio podem
fornecer uma ideia inicial das caracteristicas do filme e da irreversibilidade do processo. Pelo
perfil apresentado na Figura 37 verifica-se que todos os filmes apresentaram comportamento
tipico de materiais elasto-pldsticos (Mencik, 2012). Isto ocorre em sistemas nos quais, apds
retirada a carga, o material ndo retorna a sua forma original devido as deformacgdes plasticas
sofridas durante o processo de carga. Porém, devido a relaxacdo das moléculas, ocorre

recuperacdo parcial do material, pela acdo das tensdes eldsticas.
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Figura 37: Curvas tipicas de for¢a-distancia obtidas por nanoindentacdo em AFM dos filmes

estudados.
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Verificou-se que os filmes (PAH/SF),y e (CHI/SF),y apresentaram comportamento muito
semelhante, ndo sendo observadas diferencas significativas em todas as curvas analisadas. Ja para
o filme contendo fibrilas cruzadas (CHI/SF);ox10 foi observada maior resisténcia a penetracdao da
ponteira quando comparado com os demais filmes. Pode-se verificar que, para penetrar uma
mesma distancia do filme, é necessdrio aplicar maior forca no filme com fibrilas cruzadas
(CHI/SF)ox10 do que nos filmes (PAH/SF), e (CHI/SF),.

Estes resultados indicam que a presenca de fibrilas alinhadas unidirecionalmente nos
filmes LbL ndo € capaz de fornecer uma maior resisténcia mecénica a estes filmes. No entanto,
quando estas fibrilas estdo alinhadas bidirecionalmente, de forma cruzada (90°) nos filmes,

observa-se maior resisténcia dos mesmos.

5.2.5 Caracterizacao bioldgica

A compatibilidade dos filmes com fibroblastos do tipo NIH-3T3 foi investigada (Figura
38). A viabilidade celular quando em contato com os filmes permaneceu em torno de 90-100%
durante os 7 dias de incubagdo. A compatibilidade dos filmes nao foi influenciada pelo polimero
presente no topo (dltima camada), uma vez que resultados similares foram obtidos quando
utilizado CHI, PAH ou SF como dltima camada, entrando em contato direto com as células. Este
resultado estd provavelmente relacionado a elevada interpenetragdo entre as camadas, observada
por QCM-D, formando um material final com propriedades similares, sem ser influenciado pelo
polimero presente na ultima camada. Este primeiro teste de biocompatibilidade dos filmes
multicamadas com fibroina indica que os filmes sdo promissores para uso em biomateriais, nao

sendo toxicos as células.
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Figura 38: Teste de viabilidade celular para os filmes (CHI/SF) e (PAH/SF).

A fim de verificar se o padrdo de fibrilas de fibroina presente nos filmes LbL seria capaz
de guiar a adesdo e crescimento celular, foram feitos testes utilizando células de mioblastos do
tipo C2C12. A Figura 39 mostra as imagens de microscopia de fluorescéncia apds 2, 4 e 7 dias de
incubacao das células sobre os filmes.

Verificou-se que as células apresentaram uma baixa adesdo aos filmes e nao foram
capazes de se alinhar conforme o padrdo de fibrilas imposto pelos filmes. As células atingiram
confluéncia ap6s sete dias de cultura nos filmes (CHI/SF),, (CHI/SF)205 € (PAH/SF)205. Nestes
filmes foi dado prosseguimento ao teste, porém as células acabaram descolando dos filmes.
Ainda, observou-se que o controle (vidro) atingiu confluéncia antes do sétimo dia de cultura,
porém quando observado no sétimo dia de cultura as células ja haviam descolado. Isto indica que
as células atingiram confluéncia mais rapidamente no controle e que os filmes LbL acabaram
diminuindo a velocidade da proliferacdo celular. Ainda, depois de atingida confluéncia as células

descolaram dos filmes, indicando baixa adesao celular.
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Figura 39: Imagens de microscopia de fluorescéncia da adesdo e proliferacao de células de mioblastos C2C12 incubadas no controle de

vidro (a) e nos filmes layer-by-layer (CHI/SF)y05 (b), (CHI/SF)0 (¢), (PAH/SF)205 (d) € (PAH/SF)y (€), no segundo (1), quarto (2) e

sétimo (3) dia de cultura.
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A fim de aumentar a adesdo celular optou-se por adicionar algumas gotas de fibronectina
na superficie dos filmes, antes da incubacdo com os mioblastos. A Figura 41 mostra os resultados
obtidos. E possivel observar que a adesdo celular foi aumentada significativamente ao adicionar
fibronectina na superficie dos filmes. As células aderiram e proliferaram bem, atingindo
confluéncia apds 4 dias de incubacdo, quando entdo foi adicionado o meio de diferenciacdo
utilizado para mioblastos. Apesar de atingirem confluéncia no quarto dia de incubag¢do, nio foi
verificado um padrdo de alinhamento celular que pudesse estar seguindo o alinhamento das
fibrilas de fibroina. No sétimo dia de incubagdo (3 dias no meio de diferenciacdo) verificou-se
que as células descolaram dos filmes, formando uma espécie de tecido no meio de cultura e nao
na superficie do filme. Se a adesdo € pouco favorecida, as intera¢des célula-célula acabam se
tornando mais fortes do que as interacdes célula-superficie, fazendo com que ocorra a formacao
de um ‘tecido’ de células que inicia no filme e vai descolando, atingindo o meio de cultura. A
Figura 40 mostra uma imagem de microscopia de fluorescéncia tipica do inicio do descolamento

das células, observado nos testes.

Figura 40: Imagem de microscopia de fluorescéncia do inicio do descolamento das células dos
filmes.
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Figura 41: Imagens de microscopia de fluorescéncia da adesdo e proliferacdo de células de mioblastos C2C12 incubadas no controle de

vidro (a) e nos filmes layer-by-layer contendo fibronectina (CHI/SF),¢ 5 (b), (CHI/SF)y (c), (PAH/SF),05 (d) e (PAH/SF)y (e), no

segundo (1), quarto (2) e sétimo (3) dia de cultura.
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Conforme mostrado na Figura 41, ndo foi possivel guiar a adesdo e crescimento celular
através do padrao de alinhamento imposto pelas fibrilas de fibroina. Em um estudo realizado por
Cooper et al. (2010) com fibras de quitosana/policaprolactona obtidas por eletrofiacdo, verificou-
se que os mioblastos C2C12 eram capazes de se alinhar conforme o alinhamento das fibras
eletrofiadas, se diferenciando e formando miotubos alinhados. As fibrilas de fibroina obtidas em
nosso estudo apresentam didmetro semelhante (~200 nm) as fibras de quitosana/policaprolactona
estudadas por Cooper et al. (2010). Porém, acredita-se que o fato das fibras eletrofiadas estarem
presentes em uma estrutura 3D e mais disponiveis para o contato com as células possibilita o
alinhamento e formacdo dos miotubos. Em nosso estudo, as fibrilas de fibroina estdo presentes
nas diversas camadas dos filmes, apresentando uma topografia final do filme com alguns pontos
mais elevados, conforme visualizado por microscopia de for¢a atdmica anteriormente. Desta
maneira, as fibrilas ndo estdo totalmente disponiveis para o contato com as células, mas sim
imersas no filme. Com isto, uma pequena variagdo da topografia do filme é obtida e
possivelmente as células ndo sdo sensiveis o suficiente para sentir esta pequena variagdo. Apesar
de nao ter sido possivel guiar a adesao e crescimento celular, os filmes obtidos nao sao téxicos as
células, podendo ser explorados em outras aplicacdes biomédicas, como no recobrimento de

préteses e dispositivos médicos, por exemplo.
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5.3 Conclusao Parcial

A deposicao de fibrilas de fibroina pdde ser controlada ajustando-se o par polimérico
utilizado no layer-by-layer com a fibroina. Foi observado que a formacdo das fibrilas ndo
depende da solucgdo utilizada para dissolver a fibroina nem da hidrofilicidade/hidrofobicidade do
substrato. Verificou-se que a etapa de secagem é fundamental para a formacdo de uma estrutura
estavel folha-P da fibroina de seda e formac¢ao do filme. A formacgdo de filmes LbL com fibroina
ocorre devido a vdrios tipos de interacdes, entre elas interacdes hidrofébicas, interacdes
eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio. A densidade de cargas do par polimérico ird controlar a
formacdo das fibrilas. Quando utilizado polimero com elevada densidade de cargas positivas,
como o PAH, os agregados coloidais de fibroina ficardo estdveis, formando um filme continuo.
Por outro lado, quando utilizado um polimero com menor quantidade de cargas positivas, como é
o caso da quitosana, a formagdo de fibrilas de fibroina sera favorecida.

Apesar de muito interessante para uso como padrdes para orientagdo celular, os filmes
com fibrilas de fibroina ndo foram capazes de guiar o crescimento celular. Isto ocorre
possivelmente devido ao fato das fibrilas estarem presentes nas diversas camadas do filme e nao
apenas em sua superficie. Com isso se tem uma diferenca muito sutil na topografia final dos
filmes, que as células nao sdo capazes de reconhecer. De qualquer maneira, os filmes LbL de
fibroina com quitosana ¢ PAH ndo sdo téxicos as células e podem ser utilizados como
recobrimentos de proéteses e dispositivos médicos, dispositivos de liberagdo controlada ou

biossensores de moléculas especificas.
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6 DISCUSSAO FINAL

Foram apresentadas nesta tese duas diferentes formas de aplicagcdo da fibroina de seda, em
materiais bi- e tridimensionais, tanto na forma de microfibras processadas pelo bicho-da-seda,
como na forma de fibrilas obtidas em laboratério a partir da solu¢do de fibroina. Esta
versatilidade da fibroina de seda e possibilidade de aplicacio em diversas areas € muito
interessante, pois permite o desenvolvimento de materiais avangados a partir da fibroina, que
pode ser combinada com outros materiais, tais como polimeros (naturais ou sintéticos),
ceramicas, entre outros.

Em nosso laboratério, a fibroina ja foi utilizada no preparo de membranas densas e
porosas (Nogueira, 2005), e o estudo da calcificacdo e esterilizacdo destas membranas foi
realizado (Weska, 2009). A solucdo de fibroina também foi manipulada para o preparo de
hidrogéis (Nogueira et al., 2011) e blendas com alginato de s6dio (Moraes, 2010) e quitosana
(Moraes et al., 2010). Ainda, as fibras de fibroina foram utilizadas no preparo de compdsitos com
alginato de sédio, nos quais a fibroina atuou como refor¢o mecanico (Moraes e Beppu, 2013).
Baseado nos estudos anteriores, buscou-se neste trabalho verificar a atuacao da fibroina na forma
de fibras micrométricas e nanométricas e avaliar principalmente seu desempenho mecanico e
biolégico quando combinada com diferentes materiais.

Em um primeiro momento, um scaffold em 3D foi desenvolvido, combinando hidrogel de
coldgeno com microfibras de fibroina, para aplicacdo em engenharia tecidual vascular. O objetivo
principal da engenharia tecidual vascular € o desenvolvimento de um substituto vascular com
propriedades mecanicas e bioldgicas semelhantes as apresentadas pelos vasos sanguineos. Para
atingir este objetivo, o scaffold deve fornecer suporte mecanico adequado para as células e
defini¢do da organizacdo 3D do novo tecido. O coldgeno vem sendo muito utilizado em
substitutos vasculares, principalmente por ser uma das principais proteinas presentes na matriz
extracelular (Weinberg e Bell, 1986). Porém, sua baixa resisténcia mecanica e estabilidade
dimensional limitam seu uso. Por estes motivos, foi proposto neste estudo, a combinagdo do
colageno com outro excelente candidato para aplicagdes médicas, a fibroina de seda.

Um scaffold tridimensional foi desenvolvido nesta tese, combinando hidrogel de coldgeno
com microfibras de fibroina. Os scaffolds foram produzidos a partir da dispersdo das microfibras

de fibroina em uma solu¢do de coldgeno contendo sais e 4gua, imediatamente antes da
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gelificacdo. A dispersdo das microfibras, morfologia e propriedades mecénicas (tensdo,
compressdo e reologia) foram analisadas em termos de melhorias devido a incorporacdo das
microfibras quando comparadas com o hidrogel de coldgeno puro. Para avaliar o desempenho
biolégico do scaffold 3D, células musculares lisas foram incorporadas na solu¢do de coldgeno,
antes da gelificacdo. A incorporagdo das células no hidrogel s6 foi possivel devido as condigcdes
de processamento utilizadas no método proposto, que sdo ideais para a manutengdo da viabilidade
celular e proliferacdo no dispositivo.

Utilizando este método de preparo do scaffold foi possivel desenvolver um material
compdsito, no qual microfibras de fibroina estavam uniformemente dispersas, com orienta¢do
aleatoria, por todo o hidrogel de coldgeno 3D. A uniformidade na dispersdo 3D s6 foi possivel
devido as condicdes de gelificacdo utilizadas. Sabe-se que variagcdes na concentracdo, pH,
temperatura e for¢a idnica afetam a cinética de gelificacdo do coldgeno e também as propriedades
do hidrogel resultante (Rosenblatt, Devereux e Wallace, 1994; Gobeaux et al., 2008; Achilli,
Lagueux e Mantovani, 2010). Nesta tese, optou-se por preparar os hidrogéis de coldgeno em pH
neutro e temperatura ambiente (~25°C), condi¢des que permitiram uma dispersdo uniforme das
microfibras de fibroina em 3D devido a répida gelificagdo (~15 min) e também possibilitaram a
incorporacdo de células durante o preparo do hidrogel. Em casos de gelificacdo muito lenta, as
microfibras de fibroina seriam depositadas no fundo da placa de Petri, resultando em baixa
dispersdo tridimensional. A gelificac@o lenta (acima de 30 minutos) também seria prejudicial as
células, inviabilizando sua incorporagdo no hidrogel. Por outro lado, uma gelificacdo muito
rapida resulta em hidrogéis com menor resisténcia mecanica do que hidrogéis preparados com
gelificacdo lenta. Isto acontece porque em uma cinética de gelificacdo lenta as fibrilas de
colageno tém mais tempo para se auto-organizar, resultando em redes estruturais mais espessas €
estaveis (Gobeaux et al., 2008).

Durante os primeiros estdgios de condicionamento em biorreator de fluxo pulsitil, o
dispositivo precisa resistir a uma tensdo € modulo de circunferéncia de 10 kPa e 100 kPa,
respectivamente (Achilli e Mantovani, 2010). No presente estudo focou-se no preparo de
hidrogéis de coldgeno em condicdes fisioldgicas, nos quais células pudessem ser misturadas
durante o preparo dos hidrogéis e ndo apenas semeadas em sua superficie. A incorporagdo das
células no hidrogel promove uma remodelagem celular mais rdpida e eficiente. Foram preparados

dispositivos de coldgeno de forma cilindrica tridimensional que foram capazes de dar suporte a
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proliferacdo celular durante os sete dias de cultura. A Figura 42 apresenta as fotografias dos
dispositivos logo apds seu preparo e apds 1 dia de cultura em molde de formato cilindrico, onde
pode se verificar a contracdo do hidrogel de coldgeno (diminui¢do do didmetro). Infelizmente nao
foi possivel realizar testes mais detalhados dos dispositivos em formato cilindrico tridimensional,
porém acredita-se que os mesmos apresentariam bons resultados de proliferacdo celular e

resisténcia mecanica para serem montados em biorreator.

Figura 42: Fotografia do tubo de coldgeno contendo células logo apds preparo (a) e apos 1 dia de

cultura em formato cilindrico (b).

Em um material compdsito, a compatibilidade entre a matriz (coldgeno) e o reforco
(microfibras de fibroina) € o fator crucial que ird determinar o sucesso ou fracasso das melhorias
de propriedade mecanica desejadas. Materiais compdsitos sdo projetados de maneira a transferir a
tensdo mecanica diretamente da matriz para as fibras quando tensionados, caracterizando o efeito
de reforco das fibras. Portanto, a transferéncia de tensdo mecanica € consequéncia de uma boa
aderéncia fibra/matriz (Cheung et al., 2008). As imagens de MEV (Figura 9) mostraram que as
fibrilas de coldgeno sdo capazes de recobrir as microfibras de fibroina, indicando uma boa
aderéncia interfacial. Esta compatibilidade € altamente desejada e resulta em melhorias nas
propriedades mecanicas e estabilidade dimensional. Também € importante ressaltar que nio foi
realizado nenhum tipo de tratamento na superficie das microfibras, normalmente utilizados para

aumentar a hidrofilicidade das fibras e, consequentemente, melhorar a aderéncia fibra/matriz e
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adesdo celular na superficie, resultando em materiais com melhores propriedades mecanicas e de
biocompatibilidade. A literatura relata tratamentos de superficie feitos em fibras de fibroina como
tratamento por plasma com CHy4 (Jeong et al., 2009) ou dissolugdo parcial da fibroina em brometo
de litio (Yuan et al., 2010), sendo que neste ultimo caso foi relatado uma melhoria na tensao e
deformacdo na ruptura de 60 para 151 MPa e de 2,1 para 27,1%, respectivamente.

A literatura também mostra que a combinagcdo de fibroina com coldgeno resulta em
materiais com maior médulo de compressao (Lv et al., 2005; Hu et al., 2008; Lu et al., 2008), e
que hidrogéis de coldgeno tem comportamento viscoeldstico (Wu et al., 2005; Stuart e Panitch,
2008), conforme observado nesta tese. Além disso, os valores de médulo de armazenamento e
perda obtidos nesta tese sdo maiores ou da mesma magnitude que os melhores valores reportados
por Wu et al. (2005) e Sundararaghavan et al. (2008) para hidrogéis de coldgeno. Apesar de nao
terem sido observadas melhorias significativas devido a incorporaciao das microfibras de fibroina
nos testes de tragao e compressao, no nivel macroscopico, esta melhoria foi observada através dos
testes reoldgicos. Na reologia foi utilizada uma tensao de apenas 7 Pa, bastante inferior a tensao
aplicada nos testes de tracdo e compressao, e foi possivel verificar que o refor¢co devido a
incorporacdo das microfibras acontece no nivel microscdpico, na microestrutura do hidrogel de
coldgeno. A partir dos testes reoldgicos foi possivel demonstrar que a incorporacdo de
microfibras de fibroina em hidrogéis de coldgeno aumenta os médulos de armazenamento e perda
do colageno.

O objetivo principal do preparo de hidrogéis de coldgeno microestruturados com fibroina
foi utilizar apenas macromoléculas biolégicas, em condi¢Oes fisioldgicas, nos quais células
pudessem ser incorporadas no hidrogel, permitindo o desenvolvimento de um possivel substituto
vascular.

Os vasos sanguineos sdo constituidos de trés tinicas, chamadas adventicia, média e
intima. A tunica média € a responsdvel pela resisténcia mecéinica e propriedades de
vasoconstri¢do/vasodilatacdo dos vasos sanguineos. Os principais componentes da tinica média
sdo as c€lulas musculares lisas e a matriz extracelular, composta principalmente por coligeno do
tipo I (Bou-Gharios et al., 2004). Devido a estas caracteristicas da tinica média foi escolhido
desenvolver um substituto vascular baseado em colageno reforcado e células musculares lisas.

Em nosso estudo, células musculares lisas da aorta de porcos foram diretamente

incorporadas na solucdo de coldgeno. Os resultados demonstraram que a combinagdo do coldgeno
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com as microfibras de fibroina é benéfica para a proliferacdo e crescimento celular. Além disso, a
regulacdo da estabilidade dimensional e a reducdo da contracdo mediada pelas células foram
alcancadas com a incorporacdao das microfibras de fibroina. Estes resultados provam que as
microfibras de fibroina sdo capazes nao somente de manter o desempenho biol6gico do coldgeno,
mas também de melhord-lo. O aumento da estabilidade estrutural dos dispositivos torna este
material ainda mais interessante, sendo esta propriedade necessaria, por exemplo, em implantes
de silicone. Em alguns casos, os implantes de silicone podem apresentar contratura capsular,
fazendo com que o implante seja contraido, causando desconforto e dor ao paciente, além de
assimetria entre os implantes. A utilizacdo, por exemplo, de hidrogel de coligeno com
microfibras de fibroina no recobrimento destes implantes poderia auxiliar no controle da
contratura muscular, uma vez que uma maior estabilidade estrutural e menor contra¢ao induzida
pelas células seriam alcancadas, conforme foi verificado nesta tese. Isto indica que os hidrogéis
de coldgeno refor¢cados com fibroina possuem potencial aplicacdo tanto em engenharia tecidual
vascular, quanto em recobrimentos de implantes, apresentando propriedades desejadas para
ambos o0s casos.

O melhor desempenho biolégico pode ser atribuido a atividades especificas da fibroina e a
influéncia da topografia dos dispositivos no comportamento das células musculares lisas. Na
literatura alguns estudos jia demonstraram a biocompatibilidade de matrizes de fibroina com
diversos tipos de células (Zhang, Baughman e Kaplan, 2008; Nogueira et al., 2010c) e que a
geometria da matriz pode ser um fator determinante do comportamento celular (Min et al., 2004;
Pelaez-Vargas et al., 2010). A interacdo célula-scaffold inicia pela deposicdo e adsorcdo de
proteinas da matriz extracelular na superficie do scaffold. Os caminhos de sinalizagdo celular sdo
entdo ativados, afetando a adesdo, proliferacdo e fendtipo celular. Esta interacdo € diferente
dependendo do tipo de célula utilizada e possui limites 6timos que sdo determinados pela
topografia da superficie. Uma topografia mais complexa resulta em maior grau de envolvimento
do citoesqueleto e em maior tempo para adesdo e proliferagdo celular (Andrews e Hunt, 2008).

A maior parte da literatura existente em scaffolds de colageno/fibroina € baseada na
adicdo de pequenas quantidades de coldgeno em solu¢des de fibroina. Considerando que o
coldgeno tem mais sinais de reconhecimento celular que a fibroina, o aumento da
biocompatibilidade nestes estudos deve-se provavelmente a presenca do coldgeno (Lu et al.,

2009). Por outro lado, nesta tese, o colageno € o principal componente e, quando combinado com
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as microfibras de fibroina, foi possivel melhorar a adesdo, espalhamento e proliferacio celular.
Esta melhoria estd possivelmente associada também ao aumento da drea superficial dos
dispositivos devido a diminui¢do da contracdo induzida pelas células.

No segundo momento, um filme bidimensional, nanométrico, com multiplas camadas, foi
desenvolvido através da utilizacdo do método conhecido como layer-by-layer, no qual fibrilas
nanométricas de fibroina puderam ser obtidas a partir da manipulagcdo da solugdo de fibroina e
regulacdo das propriedades da superficie na qual o filme estava sendo depositado. Nesta etapa do
estudo, elevado conhecimento a respeito da estrutura molecular e manipulacdo da solugdo de
fibroina foi requerido, além da aplicacdo de técnicas utilizadas em nanotecnologia. Trata-se de
um sistema bastante complexo, que combina uma solu¢io proteica na regido metaestavel, capaz
de se agregar na forma de fibrilas, com o confinamento em camadas nanométricas, resultante do
método LbL. Este estudo teve inicio no trabalho desenvolvido por Nogueira et al. (2010b), no
qual diversos questionamentos acerca da formacao de fibrilas nanométricas de fibroina em filmes
LbL com quitosana foram levantados.

Foram desenvolvidos filmes ultrafinos com maltiplas camadas, sendo analisada
inicialmente a espessura dos filmes, tanto no estado seco quanto umido, bem como o
intumescimento, o angulo de contato (usado para determinar a capacidade de interpenetracdo
entre as camadas) e a capacidade de formagao de fibrilas de fibroina nestes filmes. Nesta etapa foi
verificada a influéncia do tipo de solucdo utilizada para dissolver a fibroina, do tipo de substrato
utilizado (hidrofilico ou hidrofébico) e do par polimérico [(quitosana ou hidrocloreto de
poli(alilamina)] na formacgdo dos filmes e na formacdo de fibrilas. A formacdo de fibrilas de
fibroina nos filmes LbL foi estudada em detalhes, sendo levantadas algumas hipéteses a respeito
da auto-organizacdo da fibroina nestas estruturas. Foi analisada a caracterizacdo quimica dos
filmes, sendo possivel determinar a conformacdo da fibroina, e foi analisado o comportamento
mecanico dos filmes com fibrilas alinhadas uni- e bidirecionalmente. Por fim a viabilidade celular
quando em contato com os filmes e a capacidade das fibrilas alinhadas em guiar a adesdo e o
crescimento celular também foram avaliadas.

Foi possivel preparar filmes LbL de fibroina com quitosana e fibroina com hidrocloreto de
poli(alilamina), com crescimento linear do filme e presenca de interpenetracdo entre as camadas
individuais. Filmes LbL com fibroina apresentam tipicamente crescimento linear, conforme

observado por Wang et al. (2005), Nogueira et al. (2010b) e Moraes et al. (2013). Filmes LbL
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podem apresentar dois tipos de crescimento: linear e exponencial. No crescimento linear os
polieletrdlitos sdo depositados por interagdes eletrostdticas e o crescimento ocorre devido a
supercompensacdo das cargas. Neste tipo de filme cada camada de polieletrdlito é capaz de
penetrar apenas nas camadas vizinhas. J4 no crescimento exponencial, o mecanismo de
crescimento do filme estd baseado na difusdo de polieletrélitos para dentro e para fora do filme,
em toda sua estrutura (Richert et al., 2004). A andlise de QCM-D realizada indicou uma
diminui¢do da espessura dos filmes apds cada adigdo de PAH ou de CHI. Este € um indicativo de
mudanca conformacional da fibroina, que assume uma estrutura mais compacta apds a etapa de
secagem ou de uma possivel interpenetracdo entre as camadas com dessorcdo da fibroina
fracamente adsorvida, fendmeno ja observado em filmes LbL de quitosana com outros materiais
(Richert et al., 2004; Svensson et al., 2006).

A interpenetracdo entre as camadas foi verificada por andlise de dngulo de contato, onde
ndo foi observada variacdo do angulo de contato em funcdo do polimero depositado no topo da
superficie. Cai et al. (2007) estudaram filmes LbL de fibroina com quitosana depositados em
laminas de titdnio e verificaram que os filmes com quitosana no topo apresentavam angulo de
contato de 65°, enquanto filmes com fibroina no topo apresentavam angulo de contato em torno
de 36°, representando interfaces bem definidas. Este resultado difere substancialmente do
resultado de angulo de contato obtido nesta tese e estd possivelmente relacionado a metodologia
de preparo dos filmes. Cai et al. (2007) ndo utilizaram as etapas de secagem apds a deposicdo de
cada camada polimérica. Porém, imergiam o substrato em solu¢do de 4cido acético 0,2% apds a
deposicdo de cada camada de quitosana, além de utilizar uma etapa de imersdao em EDC 0,1%
apos a deposicdo de cada bicamada para fixar a estrutura chitosana/fibroina. Possivelmente este
protocolo de preparo dos filmes possibilitou a formag¢do de camadas bem definidas, sem
interpenetracdo. Além disso, os valores de angulo de contato para os filmes com fibroina no topo
obtidos por Cai et al. (2007) sdo menores do que os valores obtidos nesta tese (aproximadamente
77°) e do que os obtidos por Jin et al. (2004) em filmes densos de fibroina de seda com estrutura
folha-B (81°), possivelmente devido a metodologia de preparo e conformacao destes filmes.

O uso de diferentes solugdes para dissolver a fibroina ndo exerceu influéncia na formagao
das fibrilas. Este resultado difere do sugerido por Nogueira et al. (2010b), no qual é proposto que
uma dissolucdo insuficiente das fibras de fibroina estaria causando a presenca de nanofibrilas em

solu¢do, sendo estas fibrilas transferidas ao substrato como filmes de Langmuir-Blodgett.
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Entretanto, apds uma série exaustiva de experimentos, foi possivel confirmar nesta tese que o uso
de diferentes solucdes para dissolver a fibroina ndo interfere em sua capacidade de formar fibrilas
em filmes LbL com quitosana. Além disso, a literatura relata a formacao de fibrilas de fibroina
quando dissolvida em solu¢do 9,3 M de LiBr (Chen et al., 2008; Lu et al., 2012) e quando
utilizada fibroina extraida diretamente da glandula do bicho-da-seda (Greving et al., 2012), vindo
a confirmar a hipétese de que a formacdo de fibrilas de fibroina nao depende do tipo de solugdo
utilizada. A divergéncia com relacdo aos resultados obtidos por Nogueira et al. (2010b) pode
estar associada a matéria-prima utilizada. Nogueira et al. (2010b) utilizou em seus estudos fibras
de fibroina de seda fornecidas diretamente pela indudstria, que podem conter quantidade elevada
de Oleos, surfactantes, entre outros. Por outro lado, nesta tese foram usados casulos do bicho-da-
seda, matéria-prima mais pura e sem a presenca de nenhum tipo de aditivo.

Diversos peptideos sintéticos sdo capazes de se auto-organizar formando estruturas
nanométricas, tais como nanofibras, tubos e estruturas em formato de anel. E sabido que proteinas
naturais como a amiloide sdo capazes de formar estruturas de nanofibrilas, sob certas condicdes
fisioldgicas. Em geral, as nanofibrilas sdo observadas durante a transicao da estrutura amorfa para
a estrutura folha-B (Gong et al., 2009; Hwang et al., 2009). As nanofibrilas auto-organizadas sao
normalmente formadas no bulk da proteina. Porém, em alguns casos, a formacdo de fibrilas é
observada em superficies. Neste caso, a morfologia final do material estd relacionada com as
propriedades fisico-quimicas da superficie do substrato, tais como hidrofobicidade e carga
(Hwang et al., 2009).

Estudos sobre fibrilas de fibroina modificada com elastina indicam que a densidade de
cargas e hidrofilicidade do substrato afetam diretamente a formacdo de fibrilas e que as interacdes
hidrofébicas ndo sdo suficientes para governar a auto-organizacdo em fibrilas, sendo as interacoes
eletrostaticas fundamentais nesta formacdo (Hwang er al., 2009). Nesta tese foram utilizados
substratos de vidro e de silicio, ambos hidrofilicos e carregados negativamente, e substrato de
ZnSe, hidrofobico. Para todos os substratos utilizados foi observada a presenga de fibrilas de
fibroina quando preparados filmes LbL com quitosana, mesmo sem a deposi¢cdo da pré-camada
de PDAC/SPS. Por outro lado, a presenca de fibrilas ndo foi observada em nenhum dos substratos
quando preparados os filmes com fibroina e PAH. Estes resultados indicam que o substrato

exerce pouca influéncia na deposicdo de fibrilas de fibroina em filmes LbL. Porém, a superficie
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na qual a fibroina esta sendo depositada (polimero presente no topo do filme) ird determinar
fortemente a formacao das fibrilas.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que, na escala nanométrica, a densidade
de cargas da superficie € o principal fator que governa a formacdo das fibrilas de fibroina em
filmes LbL. Considerando que a deposicdo da fibroina em filmes LbL ocorre por interacdes
hidrofébicas, interacdes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio, pode-se supor que o uso de PAH,
um polimero com maior densidade de cargas positivas ird estabilizar os agregados coloidais de
fibroina carregados negativamente, que poderdo, entdo, ser depositados de forma bem dispersa,
formando um filme continuo. Por outro lado, quando utilizado um polimero com baixa densidade
de carga positiva no LbL, como € o caso da quitosana, as cargas presentes na superficie nao serao
capazes de estabilizar os agregados coloidais da fibroina. Neste caso, as intera¢des fibroina-
fibroina sdo mais fortes do que as interacdes fibroina-quitosana e entdo ocorrerda a formacao das
fibrilas.

Acredita-se que as fibrilas de fibroina sdo formadas pela combinagao de diversos fatores,
principalmente pela concentragdo da solucdo, pela carga das moléculas e pela interagao com a
superficie, resultado que estd de acordo com os relatos da literatura (Lu et al., 2011; Lu et al.,
2012; Lee et al., 2013). Desta maneira, se aceita que a formac¢do de fibrilas de fibroina em
solu¢do € menos intensa do que a formagdo na superficie. Esta hipdtese também explica a
formacdo intensa de fibrilas nos filmes SF/SF (Figura 32), nos quais ndo hd uma superficie capaz
de estabilizar os agregados coloidais (uma vez que esta superficie é composta por camadas
apenas de fibroina) e as fibrilas de fibroina sdo formadas. Além disso, foram realizados testes de
espalhamento de luz na solucdo de fibroina e o tamanho das particulas (fibrilas) ndo variou
significativamente em 4 dias de andlise, indicando que as fibrilas ndo estdo sendo formadas ou
aumentadas de tamanho na soluc¢do durante a constru¢@o dos filmes.

O entendimento do processo de formacdo de fibrilas de fibroina ainda ndo ¢é
completamente compreendido na literatura e a andlise da formagdo de fibrilas em filme LbL, bem
como as hipdteses formuladas nesta tese sao inéditos. Os resultados obtidos fornecem uma maior
compreensdo a respeito da formacao de fibrilas de fibroina em filmes LbL. Pode-se concluir que
a forca de interagdo com o par polimérico ird definir a formacdo ou ndo das fibrilas, sendo as
mesmas formadas quando a interagdo com o par polimérico € fraca. Com relag@o a estrutura das

fibrilas ndo se pode afirmar se as mesmas sdo formadas pelo alinhamento de agregados coloidais
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(Lu et al., 2012) ou pelo estiramento das moléculas de fibroina durante a formagdo de estrutura
folha-B (Chen et al., 2008).

Os resultados de caracterizacdo quimica dos filmes LbL indicaram a presenca de uma
estrutura estdvel de fibroina. A transicdo de seda I para seda II normalmente € realizada através
de imersdo de filmes de fibroina em solventes organicos, como etanol e metanol (Nogueira et al.,
2010a), pela exposi¢do dos filmes a temperaturas elevadas (Kawahara, Furukawa e Yamamoto,
2006) ou umidade (Jin et al., 2005) ou por cisalhamento (Jin e Kaplan, 2003). Porém, uma
estrutura estdvel também foi observada em outras pesquisas com filmes ultrafinos LbL com
fibroina (Wang et al., 2005), e foi atribuida principalmente ao processo de secagem entre as
camadas, que estabiliza as moléculas de fibroina e permite a deposi¢do da préxima camada. Esta
estabilizacdo durante a etapa de secagem também foi verificada nesta tese, onde ndo foi possivel
formar um filme de fibroina quando utilizado um processo completamente imido, sem a etapa de
secagem entre as camadas.

A possibilidade de formar um padriao alinhado para guiar o crescimento celular é muito
interessante, principalmente visando aplicagdes que requerem estruturas com orientagdo definida.
Um scaffold nanofibroso, com orientacdo unidirecional é um excelente candidato para
reconstru¢do de tecido muscular lesado, por exemplo. Em tecidos como musculos, o alinhamento
celular € crucial para a formag¢do de miotubos organizados e reconstruciao do tecido anisotrépico
com comportamento mecanico similar ao do tecido lesado (Cooper et al., 2010).

Para o estudo da capacidade dos filmes nanoestruturados com fibroina em guiar a adesdo e
crescimento celular foram utilizados mioblastos, que sdo as células precursoras das fibras
musculares. Os resultados obtidos mostraram que as fibrilas ndo sdo capazes de induzir um
padrdo para o crescimento celular. Acredita-se que a baixa disponibilidade das fibrilas na
superficie e elevacdo sutil da topografia final dos filmes devido a presenga das fibrilas nas
camadas internas ndo € suficiente para que as células reconhecam esta superficie como um padrao
para adesdo e crescimento.

De qualquer maneira, os filmes ndo sdo toxicos as células e s@o candidatos potenciais
para aplicacdes em biomateriais, tais como biossensores de moléculas especificas, engenharia do
sistema imune, sistemas de diagndstico e tratamento de doencas, bem como no recobrimento de
dispositivos médicos para aumentar a biocompatibilidade, na liberagdo controlada de

medicamentos, entre outros, podendo ser explorados para estes usos em trabalhos futuros.
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Além disso, foi observado um aumento na forca necessdria para penetrar os filmes
contendo fibrilas cruzadas (CHI/SF)ox10 quando comparado com os demais filmes. A
possibilidade de preparar filmes LbL mais resistentes € interessante em aplicagdes nas quais estes
filmes ndo estardo ligados ao substrato (free-standing films). Por exemplo, a funcionalizacdo de
células de linfécitos com filmes LbL com liberac@o controlada de farmacos (Swiston et al., 2008)
exige que estes filmes tenham uma boa resisténcia mecénica, uma vez que eles sofrerdo as
tensdes impostas pelo fluxo sanguineo e pela propria mobilidade da célula.

Através dos resultados obtidos, verificou-se que a fibroina pode ser processada em
diversos formatos, como fibras micrométricas ou nanométricas, combinada com diferentes
materiais, atuando como reforco mecanico ou como superficie biocompativel, podendo ser

aplicada em diversas dreas do campo biomédico.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel preparar materiais micro e nanoestruturados com fibroina de seda combinada
a outros polimeros, tanto em estruturas tridimensionais na forma de hidrogéis, quanto em
estruturas bidimensionais na forma de filmes ultrafinos. Hidrogéis de coldgeno foram reforcados
com fibroina de seda, apresentando maior integridade estrutural e também melhor desempenho
biolégico, sendo possivel diminuir a contracdo induzida pelas células e aumentar a proliferacdao
celular quando microfibras de fibroina foram adicionadas aos hidrogéis de coldgeno. Para o caso
dos filmes ultrafinos, foi possivel controlar a formagdo de fibrilas nanométricas de fibroina
através do uso de pares catidonicos com diferentes densidades de cargas utilizados na formacgao de
filmes multicamadas layer-by-layer pelo método de imersdao. Os filmes multicamadas com
fibrilas de fibroina ndo foram capazes de guiar a adesao e crescimento celular. Apesar disso, estes
filmes ndo sdo toxicos as células, podendo ser utilizados em outras dreas do campo biomédico.
Através da realizacdo deste estudo foi possivel verificar a versatilidade da fibroina de seda,
podendo ser utilizada tanto em sua forma original, em microfibras, quanto através da
manipulacdo da solu¢do de fibroina de seda, que se mostrou capaz de se auto-organizar formando

nanofibrilas.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Verificar a incorporacdo de fibras de fibroina continuas e alinhadas nos hidrogéis de
colageno, podendo formar estruturas de rede que iriam exercer reforco mecanico anisotrépico;

- Estudar tratamentos de superficie nas microfibras de fibroina, de maneira a aumentar a
aderéncia interfacial e, consequentemente, melhorar as propriedades mecanicas do material no
qual as fibras serdo incorporadas.

- Analisar a cinética de gelificacdo do coldgeno contendo microfibras de fibroina por
reologia.

- Realizar testes mecanicos e de reologia apds a incorporaciao das células no hidrogel de
coldgeno contendo fibroina.

- Estudar a formacao de fibrilas de fibroina em layer-by-layer com outros polimeros, com
densidade de carga e hidrofilicidade variadas.

- Verificar a formacdo de agregados coloidais e fibrilas de fibroina através de estudos de
espalhamento de luz estdtico e dindmico, bem como através de medidas de potencial zeta e
incorporagdo de marcadores, a fim de se determinar o mecanismo de formacao de fibrilas.

- Estudar a possibilidade de aplicar um processo de reticulacio dos filmes apds a
deposicdo de cada camada no lugar da etapa de secagem, de maneira a preparar um filme com
menor intumescimento e provavelmente melhor adesao celular.

- Estudar o comportamento da fibroina de seda quando dissolvida em cloreto de litio, uma
alternativa nao toxica ao brometo de litio, utilizado nesta tese.

- Explorar o uso de filmes layer-by-layer com fibroina em biorreatores e biossensores.
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