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RESUMO

Hidrogéis e filmes de fibroina de seda foram preparados e caracterizados
com o objetivo de avaliar sua potencial aplicagdo no campo de biomateriais.
Hidrogéis foram obtidos durante a etapa de didlise da solugéo de fibroina de seda
e suas propriedades fisicas, quimicas, citotoxicidade e potencial de calcificagao in
vitro foram determinados. Esses materiais apresentaram estrutura tridimensional
porosa com resisténcia mecanica a compressao relativamente alta e grande
potencial de calcificar in vitro, sendo possiveis candidatos a aplicacdo na area de
regeneracao ossea. Filmes de fibroina de seda com quitosana foram preparados
utilizando-se a técnica “Layer-by-Layer”. Com esta técnica, foi possivel depositar
filmes anisotrépicos, com fibras alinhadas na superficie de substratos de silicio.
Como os biopolimeros em estudo sao conhecidamente biocompativeis, o
alinhamento de fibras na superficie do substrato poderia ser explorado como um
meio de guiar a adesdo e proliferagdo celular ou ainda agregar resisténcia
mecanica a outros filmes poliméricos. Filmes de fibroina de seda foram também
empregados para recobrir pericardio bovino utilizado na fabricagcdo de valvulas
cardiacas. Amostras recobertas com fibroina de seda foram avaliadas quanto a
sua propensdo a calcificagao in vitro e os filmes foram testados quanto a sua
citotoxicidade e potencial de adesdo e crescimento de células endoteliais. Os
resultados indicaram que filmes de fibroina de seda ndo apresentam
citotoxicidade, sdo compativeis com células endoteliais e ndo induzem a
calcificacdo do pericardio bovino recoberto durante os testes in vitro. Assim, o
recobrimento com fibroina de seda pode ser uma alternativa de tratamento do
pericardio bovino para funcionalizacdo da sua superficie. Dos resultados
apresentados, concluiu-se que tanto hidrogéis como filmes derivados de fibroina
de seda podem ser aplicados no campo de biomateriais, sejam como matrizes
para reconstituicdo 6ssea, ou filmes para recobrimento e funcionalizacdo da

superficie de materiais.

Palavras-chave: Fibroina de seda, Biomaterial, Filme, Hidrogel
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ABSTRACT

Silk fibroin hydrogels and films were prepared and characterized in order to
investigate their potential application in the biomaterials field. The hydrogels were
obtained during the dialysis step and their physical and chemical characteristics,
cell toxicity and compatibility and potential to calcify in vitro were investigated.
Those materials presented a porous tridimensional structure, mechanical strength
and ability to deposit calcium phosphate crystals during in vitro calcification tests;
therefore, silk fibroin hydrogels can probably be used in the bone regeneration
field. Silk fibroin films were obtained by using the Layer-by-Layer technique. Bi-
directional alignment of silk fibroin fibers was designed by adjusting the substrate
position during the dipping process. A potential application to films with alignment
of fibers is to guide cell adhesion and proliferation, since the biopolymers used to
build the films are known as biocompatible materials. Silk fibroin films were also
used to coat bovine pericardium used to fabricate cardiac valves. The coated
samples were characterized by in vitro calcification tests and biocompatibility of silk
fibroin films was evaluated by citotoxicity tests and their ability to adhere and grow
of endothelial cells. The results showed that silk fibroin films are biocompatible and
do not induce calcification during in vitro calcification tests, being suitable to coat
and functionalize bovine pericardium surface. From the presented results, it can be
concluded that silk fibroin hydrogels and films are suitable materials to be explored
in the biomaterials field, for bone regeneration or biomaterials surface coating.

Key-words: Silk Fibroin, Biomaterial, Hydrogel, Film
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

CAPITULO 1
INTRODUCAO

A seda produzida pelo bicho-da-seda & constituida por duas proteinas:
fibroina e sericina. Possui a vantagem de ser um recurso natural renovavel
disponivel no Brasil e possuir um custo relativamente baixo (aproximadamente
R$10,00/kg de casulos). Em 2007 a produgdo brasileira de seda foi de
aproximadamente 1300 toneladas e empregou aproximadamente 8000 familias
(dados fornecidos pela Fiacdo Bratac). Neste trabalho, fibras e casulos de seda
provenientes de sobras do processo de fiagcdo foram utilizados com o intuito de
reaproveitar um material que seria inadequado para utilizagdo na confeccédo de
tecidos. Ambos sao adequados para preparagao da solugao de fibroina ou dos

materiais derivados da mesma.

No campo de biomateriais, a fibroina de seda vem sendo largamente
estudada por apresentar compatibilidade com diversos tipos de células, alta
resisténcia mecanica e microbial e pela possibilidade de ser processada sob
diversas formas como pos, filmes ou hidrogéis (LI et al., 2002; ALTMAN et al.,
2003; UNGER et al, 2004; FINI et al., 2005; TAMADA, 2005). Apesar de
apresentar tais propriedades e alto potencial de aplicacdo na area médica ou
mesmo cosmética, a fibroina de seda ainda € pouco explorada no Brasil para
estes fins. Desta forma, buscou-se estudar e explorar tanto métodos de
preparagcao de materiais derivados de fibroina de seda quanto algumas de suas
possiveis aplicagdes como biomaterial.

No processamento de materiais derivados de fibroina de seda, uma etapa
muito importante e relativamente complexa esta quase sempre presente: a dialise
da solucdo de fibroina de seda. Esta etapa € necessaria a remogao de sais
presentes em grande parte dos solventes utilizados na preparagao da solugéo
desta proteina (CHEN et al., 2001). Uma alternativa ao processo de dialise foi
proposta por Nogueira (2005) para preparagdao de membranas porosas de fibroina

1



CAPITULO 1 - INTRODUGAO

de seda através de um método de separacao de fases; entretanto, a preparacéo
de filmes ou hidrogéis ainda requer a inclusdo desta etapa intermediaria quando

solventes contendo sais sao utilizados.

A maior complexidade do processo de dialise estda no fato de que a
solugao de fibroina de seda dialisada é meta-estavel e esta sujeita a gelificagao
pela acdo de fatores externos como temperatura ou agitagdo mecanica. A
concentracao de fibroina, a concentracdo de sais ou o tempo de armazenamento
da solugdo também influenciardo na gelificacdo da proteina (KIM et al., 2004,
KAPLAN et al., 2005; WANG et al., 2005). O entendimento deste processo natural
de gelificagdo, assim como dos parédmetros nele envolvidos €& de extrema
importancia para aqueles que objetivam preparar materiais a base de fibroina de

seda, sejam eles filmes, pds ou hidrogéis.

A idéia de se investigar o processo de dialise e a formagao de hidrogéis a
partir deste surgiu durante os experimentos para preparagdo de membranas
densas de fibroina de seda apresentados na dissertacdo de mestrado de Nogueira
(2005). A dialise da solugéao de fibroina de seda era realizada com o intuito de
remover 0s sais e obter uma solucéo de fibroina de seda adequada para formacgao
de membranas. Entretanto, Nogueira observou que durante os experimentos, a
solugdo de fibroina de seda gelificava dentro da membrana de didlise ou mesmo
logo apds ser vertida em placas Petri. Esta gelificagao era irreversivel e, portanto,
indesejada, ja que o objetivo do trabalho era obter membranas de fibroina de
seda. Se o gel era formado quando a solugdo era vertida em placas Petri, a
secagem do mesmo levava a formagdo de um filme com alta fragilidade ao
manuseio, que também nao era adequado para as aplicacbes propostas no

trabalho.

Desta forma, o processo de dialise em solugao de fibroina de seda usando
o solvente ternario a base de cloreto de calcio, etanol e agua (CaCl,-CH3CH,0OH-
H,0) foi investigado de forma a obter informag¢des sobre o ponto de gelificagao da

fibroina de seda como fungdo da temperatura de diadlise e da concentracéo
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residual de calcio na solugao protéica. Este estudo esta descrito no Capitulo 3 do
presente trabalho.

Da solugdo dialisada, pode-se produzir filmes, hidrogéis ou mesmo
estruturas tridimensionais compostas por fibroina de seda. Antes do ponto de
gelificagdo, a solugdo pode ser vertida em placas para formacdo de filmes ou
membranas, pode ser usada para recobrir materiais ou ainda ser congelada em
moldes para produgédo de matrizes porosas (LI et al., 2002; ALTMAN et al., 2003;
MEGEED et al., 2004; UNGER et al., 2004, FINI et al., 2005; JIANG et al., 2007).

Na literatura, ha alguns relatos sobre a preparagdo e caracterizagdo de
hidrogéis de fibroina de seda; entretanto, cada autor utiliza métodos de
preparagao distintos, geralmente com a adicdo de agentes que aceleram a
gelificagdo da solugao (FINI et al., 2005; TAMADA, 2005; FANG et al., 2006). Para
o presente trabalho, hidrogéis formados naturalmente durante o processo de
dialise, através da formacdo de pontes de hidrogénio entre as moléculas da
proteina para obtengcdo de uma conformacgdo estrutural mais estavel, foram
estudados. Esses materiais foram caracterizados quimica e fisicamente e seu
potencial de aplicagdo como biomaterial foi avaliado por testes de citotoxicidade e
ensaios de calcificacao in vitro. Os resultados mostraram que os hidrogéis,
produzidos naturalmente pelo processo de dialise de uma solucao de fibroina de
seda, apresentam um grande potencial de aplicagdo como material para
regeneragao ou reconstituicdo 6ssea por serem capazes de promover a deposi¢cao
de cristais de fosfato de célcio durante testes de calcificagao in vitro (NOGUEIRA
et al., 2008).

Dando continuidade ao estudo de producdo de materiais derivados de
fibroina de seda, investigou-se a possibilidade de preparar filmes desta proteina
através de uma técnica conhecida como Layer-by-Layer (LbL). Esta técnica
consiste basicamente na deposicdo sucessiva de polimeros, particulas ou outras
substancias sobre a superficie de um substrato pela acdo de interagdes
eletrostaticas, interagbes hidrofébicas ou pontes de hidrogénio (DECHER,;

SCHLENOFF, 2003; SCHONHOFF, 2003). Esta pesquisa foi parte de uma
3
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colaboragdo com o Professor Michael Rubner do Centro de Engenharia e Ciéncia
de Materiais (CMSE) do Massachusetts Institute of Technology (MIT) como parte

do doutorado-sanduiche financiado pela agéncia brasileira CAPES.

Para formacao dos filmes LbL, outro polimero natural e conhecidamente
como biocompativel foi escolhido para os testes: a quitosana. A escolha da
quitosana como componente dos filmes multicamadas baseou-se ndo s6 em suas
propriedades de biocompatibilidade e antibacteriana, mas também em sua
caracteristica polieletrolitica que poderia conferir maior aderéncia ao substrato e
maior interagdo com as moléculas de fibroina (CAl et al., 2007; PAYNE;
RAGHAVAN, 2007).

Durante a deposicao dos filmes nos substratos, observou-se a deposicao
de fibras de fibroina de seda alinhadas numa direcdo. Esse fenbmeno foi
investigado e chegou-se a obtencdo de filmes com fibras orientadas em até duas
direcbes. A possibilidade de se depositar e orientar fiboras em dire¢cdes pré-
definidas € de grande interesse na engenharia de tecidos, onde o alinhamento das
fibras poderia controlar e melhorar as propriedades mecanicas dos filmes, além de
servir como guia para adesao e proliferacdo celular (MA et al., 2005; BADAMI et
al., 2006; LIANG, HSIAO; CHU, 2007). Desta forma, a metodologia para obtengao
da orientacdo das fibras na superficie dos filmes de fibroina de seda e quitosana
foi estudada e esta mostrada no Capitulo 4. Os filmes LbL foram caracterizados

quanto a sua morfologia, orientagcéo e estrutura molecular.

O Capitulo 5 descreve outro estudo da aplicacdo de filmes de fibroina de
seda no campo de biomateriais. Neste capitulo, foi investigada a possibilidade de
recobrir amostras de pericardio bovino utilizado na confeccdo de valvulas
cardiacas, com solucao dialisada de fibroina de seda. Este estudo foi parte de um
projeto tematico (FAPESP-04/095668) onde se visava estudar a influéncia de
diferentes tratamentos no pericardio bovino para evitar ou desacelerar o tempo de
calcificacdo de valvulas cardiacas. Neste caso, o recobrimento do material foi feito
por unica imersdo em uma solugao dialisada de fibroina de seda. Amostras de

pericardio bovino recobertas com este filme foram caracterizadas quanto ao seu
4
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potencial de calcificagao in vitro. Os resultados foram comparados com os obtidos
para pericardio bovino recoberto com quitosana (outro biopolimero investigado
durante o projeto tematico) e para pericardio bovino sem recobrimento. Apesar da
afinidade natural da fibroina de seda com o calcio, amostras de pericardio bovino
recobertos com esta proteina n&o apresentaram sinais de calcificagcao apods testes
de calcificagao in vitro durante 7 dias. Além disso, filmes de fibroina de seda
foram caracterizados como nao citotoxicos e compativeis com células endoteliais
através de testes in vitro de citotoxicidade e crescimento celular. O recobrimento
do pericardio bovino com filme de fibroina de seda pode entdo ser interessante
para formar uma camada compativel com células endoteliais, que poderiam aderir
a valvula, agindo como uma protegao extra contra calcificagdo ou aumentando sua
resisténcia fisica ou vida util (BENGTSSON et al., 1993; FEUGIER et al., 2004;
NINA et al., 2004).

Os estudos realizados neste trabalho estdo resumidos no fluxograma
apresentado na Figura 1. De forma geral, pode-se afirmar que tanto hidrogéis
como filmes de fibroina de seda sdo materiais interessantes para o estudo e
desenvolvimento de biomateriais com potencial de aplicagdo tanto na area de
regeneragdo 0Ossea como no recobrimento de materiais com intuito de
funcionalizar sua  superficie, podendo agregar propriedades como

biocompatibilidade ou resisténcia mecanica.
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CAPITULO 2
OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo investigar a obtengdo e potenciais
aplicagcbes de hidrogéis e filmes de fibroina de seda como biomateriais. Dentro

deste escopo, trés principais topicos foram abordados:

1) estudo do processo de didlise de fibroina de seda para obtencédo de
hidrogéis avaliando a influéncia da temperatura de didlise e da concentragéo
residual de calcio no tempo de gelificacdo e caracterizagdo dos hidrogéis
formados a uma determinada temperatura quanto as suas propriedades quimica e

fisica, morfologia, biocompatibilidade e potencial de calcificagéo in vitro;

2) obtencgao e caracterizagdo quimica e morfolégica de filmes de fibroina
de seda e quitosana com orientagao bi-direcional de fibras em sua superficie

utilizando-se a técnica de deposicao Layer-by-Layer,

3) estudar o potencial de aplicagdo de filmes de fibroina de seda no
recobrimento de biomateriais voltados a confec¢cao de valvulas cardiacas através
de testes de calcificagao in vitro em pericardio bovino recoberto com esta proteina
e de testes in vitro de citotoxicidade e de crescimento de células endoteliais nos

filmes de fibroina de seda.
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fibroina de Seda

A seda produzida pelo bicho-da-seda Bombyx-mori € composta por dois
tipos de proteinas: (1) sericina, envolvendo as fibras e (2) fibroina, o flamento da
seda composto de regides altamente organizadas com cristais folha-f e
semicristalinas, responsaveis pela elasticidade da seda (ALTMAN et al., 2003).
Proteinas naturais da seda do bicho-da-seda tém sido muito usadas no campo
médico como material de sutura ha séculos (UNGER et al., 2004). Recentemente,
varios pesquisadores tém investigado a fibroina como um recurso promissor para
biotecnologia e material biomédico devido a sua compatibilidade com diversos
tipos de células, alta permeabilidade para o oxigénio e vapor d’agua,
biodegradabilidade e minima reac&do inflamatéria. Outras propriedades
importantes, como alta resisténcia mecanica e microbiana, possibilitam sua
utilizacdo como substratos para cultura celular, imobilizagdo enzimatica, lentes de
contato com alta permeabilidade ao oxigénio, agentes de liberagdo de drogas e
protecao de feridas (SANTIN et al., 1999; UM et al., 2001, LI et al., 2002; LI et al.,
2003; MEINEL et al., 2005; BADAMI et al., 2006; LIANG et al., 2007).

Segundo Altman et al. (2003), suturas de seda contendo sericina induziam
hipersensibilidade em pacientes causando alergia, o que ndo era verificado
quando a sericina era previamente removida das fibras. Alguns pesquisadores
(MIM et al., 2004; UNGER et al., 2004; NOGUEIRA 2005) realizaram testes de
crescimento celular in vitro em membranas ou fibras de fibroina de seda utilizando
fibroblastos, queratinécitos ou osteoblastos e verificaram que todas as células
aderiram e espalharam nos espacos entre as fibras ou na superficie das
membranas. Desta forma, o histérico de compatibilidade celular atribuido a

9



CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

fibroina induz ao desenvolvimento de novas pesquisas focadas na aplicacéo

destas matrizes no campo de biomateriais.

A fibroina da seda é uma proteina composta quimicamente por glicina,
alanina, serina e, em menor quantidade, tirosina e outros aminoacidos residuais.
Glicina e alanina somam aproximadamente 75% mol da proteina. A regido
cristalina contém varias repeticdes desses aminoacidos em sequéncia, formando o
arranjo conhecido como folha-f. A regido amorfa contém a maioria dos residuos
de aminoacidos com uma cadeia lateral volumosa e polar. As propriedades de
tensdo das fibras da seda dependem principalmente da estrutura cristalina,
enquanto outras propriedades como retencdo de umidade e resisténcia quimica,
dependem do estado da regido amorfa (MORI e TSUKADA, 2000). As estruturas
folha-p da fibroina e dos principais aminoacidos que a compde estdo mostradas

na Figura 2.

Uma molécula de fibroina de seda consiste de duas cadeias conectadas
por uma ligacéo dissulfidica (TANAKA et al., 1999). A cadeia com maior massa
molecular (~350 kDa) € composta por dominios repetitivos de Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-
Ser. Ao lado do grande numero de residuos hidrofobicos, esta cadeia apresenta
residuos de hidroxila (serina e tirosina) que promovem sua afinidade com a agua.
Esta cadeia ainda fornece uma caracteristica polieletrolitica a fibroina devido a
presenca de residuos de aminoacidos carregados, os acidos glutamico e
aspartico, distribuidos no final das cadeias. A cadeia mais leve (~25 kDa) nao
apresenta regides repetitivas, mas contém grande quantidade de acido aspartico e
acido glutamico (HOSSAIN et al., 2003)

10



CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

yg?gf‘eggfi’g;"‘

,\I)L

NH
. - . 2
Alamna (Ala) Glicina (Gly) Serna (Ser)

Figura 2- Estrutura folha-p da fibroina de seda e dos principais aminoacidos que

compdem sua cadeia. (Figura adaptada de Nelson e Cox, 2000)

A fibroina, como todas as proteinas fibrosas, é insoluvel em agua devido a
alta concentracdo de aminoacidos residuais hidrofdbicos no seu interior e em sua
superficie (NELSON; COX, 2000). A grande quantidade de pontes de hidrogénio,
alta cristalinidade (60-70%) e alto grau de molhabilidade (~60°) tornam sua
dissolugdo dificil em diversos solventes aquosos ou organicos. Entretanto,
solugdes concentradas de &acidos (fosférico, férmico, sulfurico e cloridrico),
solventes orgénicos (hexafluorisopropanol, hexafluoroacetona) ou sais (contendo
ou ndo solventes organicos) podem ser utilizadas para solubilizar a fibroina de
seda (SASHIMA et al., 2006).

A dissolucao da fibroina de seda em solventes organicos compostos de
um unico componente, como hexafluoracetona, requer a pré-ativagao da fibroina
de seda para que a dissolugdo ocorra. Esta pré-ativacao € normalmente feita pela
dissolugdo da proteina em solvente contendo altas concentragdes salinas, seguida

11
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de didlise e recuperagao do polimero na forma de filme pela secagem da solugao
(OHGO et al., 2003; SASHIMA et al., 2006). Uma alternativa a dialise para
recuperacao do polimero pode ser verificada no trabalho de Nogueira (2005) que
descreve a recuperagcao de fibroina de seda através de um processo de

separacgao de fases em solugdes salinas diluidas desta proteina.

Em solugdes concentradas de acidos, as moléculas de fibroina de seda
sdo solvatadas por fortes interagcdes ibnicas através da protonagdo dos grupos
amino e amida da proteina. Ja em solugdes salinas, a dissolucdo se da pela
interacdo dos ions do solvente com os grupos funcionais das moléculas de
fibroina quebrando as pontes de hidrogénio intra e inter molecular (SASHIMA et
al., 2006). A capacidade de solvatagado depende do pH, da forga ibnica do solvente
e da temperatura. Distante do ponto isoelétrico, a solubilidade aumenta com o
aumento da concentragcdo de sal, que eleva a condutividade do meio e a forca
ibnica. O efeito solubilizante do sal denomina-se salting in. Sais com ions
bivalentes sdo muito mais eficientes na solubilizagdo por salificagédo (salting in) do
que sais de ions monovalentes (LEHNINGER, 1976, FARFAN, 1990). O efeito
salting in é observado na dissolugao da fibroina de seda em solventes contendo

altas concentragdes de sais como cloreto de calcio ou brometo de litio.

Chen e coloboradores (2001) compararam os efeitos de quatro solventes
diferentes na reologia de solugdes de fibroina de seda. Os solventes utilizados
foram CaCl,-CH3CH,0H-H,0; Ca(NOs3),-Metanol-H,O; LiBr-Metanol (com e sem
agua); e LiBr-H20. Os resultados reolégicos mostraram que os solventes ternarios
Ca(NO3),-Metanol-H,O e LiBr-Metanol-H,O tém a solvatagdo mais forte nas
cadeias de fibroina da seda. Em contraste, LiBr-H,O apresentou a solvatacao

mais fraca com efeitos nas moléculas de fibroina similares aos da agua pura.

Como alternativas aos solventes ternarios comumente usados para
dissolver a fibroina de seda, liquidos ibnicos, solu¢cdes de 6xidos de amina ciclica,
entre outros tém sido investigados por alguns pesquisadores (FREDDI et al., 1999,
HA et al., 2003; PHILLIPS et al., 2004). O solvente ternario CaCl,-CH3CH,OH-H,O

foi selecionado para preparagcdo de hidrogéis e filmes para recobrimento de
12
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pericardio bovino, por apresentar uma boa capacidade de solvatacdo e nao
envolver materiais excessivamente toxicos a saude, como € o caso do metanol. O
solvente ternario contendo CaCl, e etanol ja vem sendo utilizado em nosso
laboratério desde 2004 e tem fornecido resultados satisfatorios quanto a
capacidade de solvatagcdo da fibroina de seda e quanto a compatibilidade dos
materiais derivados da mesma (NOGUEIRA, 2005). Para fabricacdo de filmes
finos por Layer-by-Layer, o solvente ternario BrLi-CH3CH,OH-H,O também foi

utilizado e sua influéncia na deposicao dos filmes nos substratos foi estudada.

No ramo de cosméticos, os aminoacidos da seda s&o muito utilizados
devido a suas propriedades hidratantes. A fibroina pode se fixar sobre a queratina
da pele proporcionando propriedades protetoras, suavizantes e reparadoras.
Alguns fornecedores de cosméticos garantem que as proteinas da seda, quando
em contato com a pele, recuperam a hidratagdo e a textura suavizando rugas.
Além da caracteristica hidratante, a seda possui propriedades como efeito
antibacteriano e de protegao da pele contra radiacao ultravioleta e eletricidade
estatica. Alguns autores estimaram que 5% de p6 de fibroina irradiado com raios
gama é suficiente para inibir o crescimento de algumas bactérias (FNCA, 2002).
Vale ressaltar, entretanto, que aminoacidos da seda, geralmente usados em
produtos de cuidados da pele e dos cabelos, sdo obtidos pela decomposi¢cao da
proteina da seda em acidos, alcalis ou enzimas, entdo estes ndo mantém as
propriedades originais da seda (FINE CO Ltda, 2008).

3.2 Quitosana

A quitosana foi utilizada neste trabalho em conjunto com a fibroina de
seda para preparagao de filmes pela tecnologia Layer-by-Layer (LbL) e para o
estudo de recobrimento de pericardio bovino utilizado na fabricagdo de valvulas
cardiacas.

Quitosana é um polissacarideo derivado da desacetilagdo da quitina

(componente estrutural do exoesqueleto de crustaceos, como caranguejo ou
13
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camarao). A massa molecular da quitosana pode variar entre 300 kDa ou mais de
1000 kDa com grau de desacetilagdo variando entre 30 a 95% (VANDE VORD et
al., 2002). A quitosana possui como grupos funcionais ativos um grupamento
amino e dois grupamentos hidroxila. Sua estrutura quimica pode ser visualizada

na Figura 3.

§ N2 H NHY

Figura 3 — Estrutura quimica da quitosana.

A quitosana é um material biodegradavel, hidrofilico e compativel com
diversos tipos de células, sendo largamente utilizada no campo biomédico,
particularmente como biomaterial para recobrimento de feridas e pele artificial
devido a sua capacidade de acelerar e promover cicatrizagdo homogénea na
superficie da pele (KWEON et al., 2001).

A baixo pH, a quitosana é um polieletrélito carregado positivamente
devido & protonagdo de suas aminas primarias. A medida que o pH aumenta, as
aminas primarias sao desprotonadas levando a sua precipitagdo ou agregacgao
(PAYNE; RAGHAVAN, 2007).

Na construcéo de filmes LbL de fibroina de seda e quitosana, a interagao
entres esses biopolimeros pode ocorrer por pontes de hidrogénio formadas entre
suas moléculas, assim como por interagdes eletrostaticas (SIONKOWKA et al.,
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2006; CAl et al., 2007). A grande vantagem em se unir esses dois materiais é a
possibilidade de combinar suas propriedades tais como resisténcia mecanica,

biocompatibilidade e interag&o celular.

Alguns pesquisadores tém investigado a producao de blendas de fibroina
de seda e quitosana e até mesmo a producgao de filmes multicamadas envolvendo
os dois biopolimeros (GOBIN et al., 2005; CAl et al., 2007). Dentre as diversas
propriedades obtidas da mistura destes materiais, destacam-se o aumento da
compatibilidade celular de superficie de titanio recoberta pelo fiime LbL e o
aumento da resisténcia mecanica nas blendas, proporcional a fragdo de fibroina

incorporada.

Desta forma, a escolha da quitosana como componente dos filmes LbL e
como material de recobrimento de pericardio bovino ao lado da fibroina de seda se
justifica e os detalhes desta combinagdo esta descrito nos capitulos

subsequentes.

3.3 Biomateriais

Biomaterial é definido como qualquer substancia, diferente de uma droga,
ou combinagcao de substancias, de origem sintética ou natural, a qual pode ser
usada por qualquer periodo de tempo, como parte ou todo de um sistema
destinado a tratar, interagir ou substituir qualquer tecido, 6rgao ou fungéo do corpo
(WILLIAMS, 1987). Alguns exemplos incluem: placas para fixacdo de fraturas
Osseas, tenddes ou ligamentos artificiais, préteses de vasos sanguineos ou de

valvulas cardiacas, coracao artificial, lentes intra-oculares, entre outros.

O desenvolvimento de um novo biomaterial envolve conhecimentos
multidisciplinares como engenharia e ciéncia dos materiais, biotecnologia e
ciéncias médicas. Por ser um material que entra em contato com fluidos
corpéreos, um biomaterial precisa apresentar funcionalidade para a aplicagao a
que € destinado e deve ser biocompativel (baixa resposta inflamatéria ou
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imunoldgica quando em contato com fluidos corpéreos) e esterilizavel (RATNER et
al., 1996).

A caracterizacdo de um novo biomaterial deve ser feita de acordo com sua
aplicacdo. Normalmente os testes de resisténcia mecanica e compatibilidade
celular sdo utilizados para selecionar potenciais biomateriais. Materiais destinados
a recuperacao 0ssea também sio testados quanto ao seu potencial de induzir ou
acelerar a calcificagdo ou ainda de guiar ou aderir células 6sseas (KONG et al.,
2004; MEINEL et al., 2005; MEINEL et al., 2006). Materiais destinados a protegao
ou tratamento de ferimentos ou queimaduras ou para confecgao de pele artificial
devem apresentar compatibilidade com as células da pele, adequada resisténcia
mecanica e ainda, dependendo da aplicagdo, capacidade de liberar farmacos de
forma controlada (MIM et al., 2004; SERVOLI et al., 2005; WANG et al., 2006).

3.4 Biomineralizagao

A calcificagdo dos materiais pode ser prejudicial ou patogénica caso estes
sejam utilizados como préteses cardiacas ou lentes de contato, entretanto, ha
casos onde a calcificagdo € o fendbmeno desejado, principalmente em se tratando
dos processos de biomineralizagdo. O estudo da biomineralizagdo permite o
conhecimento dos processos naturais de formagdo dos o0ssos para o
desenvolvimento de implantes osteogénicos ou proteses de corregcédo ortopédica
(PATHAK et al., 1996).

Os ossos sao compostos por colageno e hidroxiapatita (HA). Assim, o
processo de mineralizagdo dos 0ssos ocorre inicialmente pela deposicao de
fosfatos de calcio nos vazios entre as fibras de colageno e em um segundo
momento, ha a formacado de cristais constituidos por placas nanométricas de
fosfato de calcio (ELLIOTT, 1994; FORSEN; KORDEL, 1997). A biomineralizacéo
aparece entdo, como um processo de deposigcao in situ de fosfatos de calcio,

apresentando como principal vantagem o fato de que os precipitados inorganicos
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formam-se com total controle da matriz sobre a forma, o tamanho e a orientacéo
dos depositos, ndo sendo necessario lidar diretamente com a agregacdo das
particulas nanométricas, dispensando o uso de tensoativos para manté-las em
suspensao (ZHANG; GONSALVES, 1995; CALVERT; RIEKE, 1996).

O potencial de um novo material calcificar apds implantacdo pode ser
testado por testes de calcificagao in vitro ou in vivo. A calcificagao in vivo pode
prever mais precisamente a deposi¢cao natural de fosfatos de calcio em materiais
implantados; entretanto, € uma técnica cara, demorada e necessita de uma
aprovacao de um conselho de ética para ser realizada. Com base nessas
desvantagens, alguns pesquisadores optam por realizar os experimentos de

calcificagéo in vitro, como um método de pré-selegdo dos potenciais materiais.

Os experimentos in vitro sao geralmente realizados usando solugdes
concentradas em ions fésforo e calcio. Aimoli e Beppu (2006) propuseram um
meétodo rapido para avaliar o potencial de calcificacdo de materiais poliméricos. O
método consistia em mergulhar os materiais em uma solugao de cloreto de calcio
e em sequéncia, numa solucado de fosfato de sddio. Os autores concluiram que a
precipitacdo dos compostos de calcio era influenciada pela superficie dos
materiais analisados, portanto a metodologia poderia ser util para comparar o
biomimetismo em diferentes materiais. Entretanto, esta técnica ndo replicaria o

mecanismo da calcificagao in vivo.

Kokubo et al., (1990) mostraram que estruturas semelhantes aos ossos
(apatitas) poderiam ser formadas utilizando uma solugdo com concentragao ibnica
préxima a encontrada no plasma sanguineo humano. Esta solu¢gdo, chamada de
fluido corporeo simulado (Simulated Body Fluid — SBF), tem sido empregada por
diversos pesquisadores como meio calcificante (BEPPU; SANTANA, 2003;
AIMOLI et al., 2006a; SPANOS et al., 2006; AIMOLI et al., 2007) e foi proposta ao
Comité Técnico ISO/TC150 da Organizagéo Internacional de Padronizagdo como
uma técnica in vitro de medida da capacidade de formacdo de apatitas em
materiais implantados (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). A solugao SBF ¢ altamente
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saturada, portanto, a adicdo de sais e acido (para o ajuste do pH) deve seguir um
procedimento detalhado para evitar precipitacdo dos componentes.

Nanocompésitos de HA e colageno tém sido desenvolvidos para realizagao
de processos biomiméticos. Este tipo de nanocompdsito pode ser obtido pela
precipitacdo de nanocristais de HA em colageno, mimetizando a nanoestrutura
dos ossos reais devido a habilidade do colageno induzir mineralizag&o. Entretanto,
a utilizacdo do colageno tem algumas desvantagens, como alto custo, dificuldade
de controlar contaminacdes e encontrar materiais com padrdes definidos a partir
das fontes comerciais, tornando dificil o controle do processo. Desta forma, faz-se
necessario estudar e caracterizar novos materiais para substituicdo do colageno

no processo de biomineralizagao (KONG et al., 2004).

3.5 Calcificagdo em Bioproéteses de Valvulas Cardiacas

Em se tratando de processos de calcificacdo indesejada, pode-se citar a
calcificacdo de valvulas cardiacas, que € uma das principais causas de falhas ou
deterioragdo estrutural desses materiais. A estrutura do implante, o metabolismo
do paciente ou fatores mecéanicos influenciam significativamente na calcificagdo de
valvulas implantadas (SHOEN; LEVY, 2005).

Normalmente opta-se pela utilizagdo de materiais biolégicos como o
pericardio bovino ou de porcina na construgcao de valvulas cardiacas, pois valvulas
construidas destes materiais apresentam menor propensdo a formacdo de
trombos e tém boas propriedades hemodinamicas (PINTO et al, 1993).
Entretanto, o pericardio bovino natural ndo é adequado para fabricagdo de
valvulas devido a sua propenséo a biodegradacgéo. Os grupos carboxil, hydroxil e
amino das fibras de colageno contribuem ainda, para rejeicdo deste material
devido as suas propriedades antigénicas.

Para utilizagdo na confeccdo de valvulas cardiacas, o pericardio é
submetido a reticulagcdo quimica, para manter sua integridade estrutural e
18
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mecanica e mascarar os grupos ativos na superficie, neutralizando assim, suas
propriedades antigénicas. O tratamento mais utilizado comercialmente & a
reticulagcdo do pericardio bovino com glutaraldeido (GA). Este tratamento possui
como vantagens seu relativo baixo custo, alta estabilidade, resisténcia a trombose
e sua capacidade para reduzir a imunogenecidade. Entretanto, a durabilidade das
valvulas fixadas com GA é baixa, principalmente devido a sua tendéncia a
calcificagdo (ARAVIND et al., 1998).

Para evitar a calcificagdo patolégica em valvulas implantadas,
pesquisadores tém estudado alternativas pra substituir ou complementar a
reticulagdo com glutaraldeido em valvulas de pericardio bovino, como por
exemplo: liofilizagcdo (MAIZATO et al., 2003), recobrimento com polimeros
biocompativeis (DAHM et al., 2004), decelularizagao (PASQUINO et al., 1994;
OSWAL et al., 2007) ou reticulacdo com epoxidos (AIMOLI et al., 2007; NOISHIKI
et al., 1994). O potencial desses novos materiais para calcificar quando
implantados, foi estudado pelos autores por experimentos de calcificacdo in vitro
ou in vivo. Percebe-se, portanto, a importéncia do conhecimento do mecanismo de
calcificagdo, seja para evitar ou favorecer o processo de calcificagdo em
dispositivos projetados para implantes.

3.6 Géis e Hidrogéis

Em solugdes com moléculas longas, cadeias poliméricas podem reticular
quimica ou fisicamente, ou se entrelacar formando uma estrutura tridimensional.
Se todo solvente se torna mecanicamente imobilizado dentro desta estrutura, o
sistema como um todo adquire uma aparéncia sélida e € denominado como um
gel (DUNCAN, 1992). A reticulagdo quimica ou fisica mantém a estrutura
tridimensional dos géis e da origem aos denominados géis quimicos ou geéis
fisicos, respectivamente. Nos géis quimicos, as cadeias poliméricas estao

conectadas por ligagdes covalentes promovendo maior estabilidade em sua forma.
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Por outro lado, as cadeias poliméricas dos géis fisicos sdo conectadas por
ligagbes nao covalentes, como interagdo de van der Waals, interagdes idnicas,
pontes de hidrogénio ou intera¢des hidrofobicas (OTTENBRITE et al., 1996).

De forma geral, os géis apresentam propriedades mecanicas
caracteristicas de sistemas sdlidos e gas-liquido. O comportamento de um gel,
quando submetido a compressdo € o de um sistema gas-liquido, entretanto,
quando uma tensao cisalhante é aplicada, este apresenta um comportamento de
sistema sodlido. Estas afirmacdes estdo baseadas no calculo dos méddulos de
deformagédo para compressédo e tensdo de cisalhamento, respectivamente (DE
ROSSI, 1991). Sob condi¢gbes normais, géis sdo capazes de armazenar o trabalho

empregado na sua deformagao e recuperar sua forma original.

Géis podem ser aplicados como espessantes nas industrias de alimentos,
na industria farmacéutica como veiculos para medicamentos, como membranas e
peneiras moleculares em eletroforese e cromatografia ou ainda como precursores
de vidros e ceramicas estruturais através de um processo conhecido como sol-gel
(LIMA, 1995).

Hidrogéis sdo uma classe de géis caracterizados por uma estrutura
polimérica tridimensional com caracteristica hidrofilica na qual uma grande
quantidade de agua, em geral maior que 20% do peso total, esta presente. Os
hidrogéis podem dilatar ou encolher dependendo da presenca ou auséncia de
agua. A extensdao da dilatagdo é determinada pela natureza (principalmente
hidrofilicidade) da cadeia polimérica e da intensidade da reticulagéo
(OTTENBRITE et al., 1996).

Os hidrogéis podem ser aplicados no campo biomédico como material
para lentes de contato por apresentar relativa estabilidade mecanica, indice de
refragdo favoravel e alta permeabilidade ao oxigénio e vapor d’agua. Outras
aplicagdes incluem materiais para tenddes artificiais, adesivos para tratamento de
ferimentos, pele artificial, materiais para reconstrugdo maxilo-facial ou para
substituicdo de cordas vocais (RATNER et al., 1996). Azevedo et al. (2002)
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relatam ainda que hidrogéis sdo muito eficientes como condicionadores de solo ou
como produtos com capacidade de reter e disponibilizar agua para os cultivos
agricolas, além de aumentar a capacidade de armazenamento de agua do solo

onde eles sao adicionados.

No desenvolvimento de musculos artificiais, hidrogéis “inteligentes”
(capazes de transformar estimulos eletroquimicos em trabalho mecénico—
contragdo) podem funcionar como o tecido muscular humano. Materiais
inteligentes que podem simular as contragdes e secregées dos 6rgaos humanos
em resposta as variagbes das condigdes do meio ambiente, como temperatura,
pH, ou campo elétrico poderao encontrar uma utilizagcdo em implantes médicos,

préteses musculares ou de determinados 6rgdaos (OTTENBRITE et al., 1996).

Muitos hidrogéis sao utilizados para imobilizagdo de enzimas ou células e
recentemente, para encapsulagao de farmacos e ativos para cosméticos. Segundo
informagdes da Associagéo Brasileira de Cosmetologia (ABC-Cosmetologia, 1995)
os formuladores de produtos cosméticos estdo sempre a procura de matérias-
primas que Ihes permitam gelificar sistemas aquosos com o propdsito de utiliza-los
como sistemas basicos nos quais fases graxas, fatores que afetam o toque ou
ativos possam ser incorporados para obter um produto cosmético aceitavel. Os
agentes especificos, responsaveis pela acado desejada na formulagdo de
cosméticos, podem reagir com outros componentes da formulagdo ou causar
irritacdo a pele. Desta forma, a encapsulagdo € uma estratégia para solubilizar os
ativos, aumentando sua estabilidade, separando-os dos componentes da
formulacao e protegendo-os da oxidagao e outras reagdes. Além disso, com este
procedimento, os agentes ativos podem ser liberados de forma controlada
realgando sua presencga na formulagdo e melhorando o desempenho do produto
cosmético (OLIVEIRA, 2004).

Diante da variedade de aplicagdes expostas, pode-se ter uma idéia mais
clara da importancia do estudo e caracterizagdo de géis ou hidrogéis no intuito de

contribuir com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico desses materiais.
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3.7 Dialise

A dialise € um processo de separagao por difusdo de moléculas através
dos poros de uma membrana semipermeavel. Essa transferéncia de moléculas,
solventes ou ions, ocorre por diferenga de concentragcdo entre as solugdes em
contato com a membrana e é definida como osmose. A membrana semipermeavel
deve possuir poros com tamanhos adequados para ndo permitir a passagem do

soluto de interesse.

A tendéncia de igualar os potenciais quimicos, ou concentragdes, em cada
lado da membrana resulta na difusdo das moléculas através da mesma. A
contrapressdo necessaria para balancear a osmose €& denominada pressao
osmotica. Segundo Duncan (1992), a pressdo osmotica (IT) de uma solugao pode

ser descrita em termos gerais pela equacéao de Virial (Equagéao 1).
1 2
IT=cRT M+B2C+B3C +... (1)

Onde c¢ é a concentragdo da solugdo (massa de soluto por volume de
solugdo), M é a fracdo molar de soluto, T € a temperatura e B, e B3 sao
constantes. De acordo com o autor, os desvios da idealidade sao relativamente
pequenos para macromoléculas compactas como proteinas, mas podem ser

maiores para polimeros lineares.

A partir dos conceitos introduzidos, observa-se que o processo de dialise
dependera da pressao osmatica, das propriedades da membrana e da solucéo de
dialise (concentracdo da solugdo). Além disso, pode haver mais de um tipo de
solvente presente na solugdo, o que ocasionaria efeitos de interagao entre as
moléculas de soluto e de cada solvente, dificultando assim, o controle adequado

do processo. Neste caso, um estudo experimental rigoroso deve ser realizado a
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fim de conhecer as etapas e mecanismos do processo para obtencdo do produto
final dentro dos padrdes desejados.

3.8 Metaestabilidade

Um determinado sistema estara em equilibrio estavel se, apés uma
perturbacao, retorna ao seu estado original de equilibrio. Entretanto, na maioria
dos sistemas reais isto ndo ocorre. Se uma pequena perturbacdo € capaz de
provocar alteragdes permanentes em um dado sistema, este é dito em equilibrio
instavel. Outro estado de equilibrio muito comum em situagbes reais é o
metaestavel. Neste caso, a volta ao estado de equilibrio original dependera da
intensidade das perturbagcdes, onde apenas valores pequenos desta
possibilitariam a volta ao estado original. Grandes perturbagbes podem levar o
sistema metaestavel a patamares de menor energia, tornando o processo
irreversivel (TESTER; MODELL, 1996; SEDGWICK, 2003).

Termodinamicamente, definem-se barreiras que delimitam o estado de
equilibrio estavel, estas barreiras podem ser o potencial quimico para uma
determinada reagdo ou mesmo barreiras fisicas, como paredes adiabaticas,
rigidas ou impermeaveis. Para analises praticas, os sistemas metaestaveis séo
tratados como estaveis se as barreiras a transicdo sdo maiores em relacdo a
minimas perturbagbes. Do contrario, sdo tratados como instaveis (TESTER;
MODELL, 1996).

Misturas liquidas supersaturadas sao exemplos de sistemas metaestaveis,
pois uma perturbagcao pode levar a formacao de outra fase composta pelo soluto
em excesso. A regidao que separa a metaestabilidade da instabilidade € definida
como espinodal. O comportamento de n&o equilibrio € comum em sistemas
coloidais, onde estados de ndo equilibrio como a separagcdo da fase metaestavel
gas-liquido pode preceder ou inibir um novo estado de equilibrio sdlido-liquido,
conhecido como gel coloidal (SEDGWICK, 2003).
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Estes conceitos podem ser aplicados na formagao de hidrogéis de fibroina
de seda pelo processo de dialise. Durante a didlise de solucdo da fibroina de
seda, os ions calcio e o etanol, que inicialmente promoviam a solvatagcdo das
fibras sao retirados e a solugdo torna-se metaestavel, ja que a agua nao é um
bom solvente para fibroina, portanto uma perturbagdo podera levar a separagao
de fases, formando o hidrogel.

3.9 Hidrogéis de Fibroina de Seda

Solugdes de fibroina de seda apods didlise sdao metaestaveis, pois
dependendo de condicbes como temperatura, vazdo ou tempo de
armazenamento, podem sofrer processo de gelificagdo (WANG et al., 2005). A
gelificagdo da solucdo dialisada de fibroina de seda € um processo natural que se
da pela combinagédo de interagbes hidrofébicas e pontes de hidrogénio inter e
intramolecular levando a uma reticulagéo fisica pela formagéo da estrutura folha-§
(MATSUMOTO et al., 2006).

Para aplicacdes onde a fibroina deve ser utilizada na forma de solucéo, a
mesma deve ser armazenada a baixa temperatura, normalmente por volta de 10
°C (WANG et al., 2005). O aumento da temperatura da solugdo acelera a
gelificagcdo devido a alteragdo na hidratagdo hidrofébica de suas moléculas
(MATSUMOTO et al.,, 2006). O fendbmeno da hidratacdo hidrofébica se da em
superficies apolares, onde a estrutura da agua é modificada e posteriormente
reordenada em volta da superficie do soluto (YAMINSKY; VOGLER, 2001; T@RRES,
2004; MIKHEEV et al., 2007). O aumento da temperatura fornece uma contribuigéao
positiva a energia livre de hidratacdo (AGnidratacao € pPOSitivo) que leva a uma
desidratacéo local com a possibilidade de formacgao de pontes de hidrogénio entre
as moléculas de fibroina de seda. Este fenbmeno sera reversivel apenas nos
primeiros estagios da gelificacdo, quando estruturas folha-B ainda nao foram
formadas (MATSUMOTO et al., 2006).
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O hidrogel de fibroina pode ter diversas aplicagdes, entre elas liberacado
controlada de drogas (FANG et al., 2006), ou matéria-prima para industria de
cosméticos. Os hidrogéis podem ainda ser desidratados para obtencao de pé de
fiboroina de seda (EVERHART, 2002) para serem utilizados em diversos

tratamentos cosmeéticos ou mesmo regeneragao de tecidos.

Para obtencao de hidrogéis de fibroina de seda, alguns autores (KIM et
al., 2004; KAPLAN et al., 2005) prepararam solugdes de seda com concentragdes
de até 30% em massa que posteriormente eram dialisadas em agua destilada e
numa solugao de polietileno glicol (PEG). A primeira dialise era para remog&o dos
sais e a segunda, promovia a remogao da agua, por osmose, para a solugao de
PEG. A transicao sol-gel para formacédo de hidrogéis era feita aumentando a
concentracdo de fibroina, aumentando a temperatura, diminuindo o pH,
adicionando um polimero (preferencialmente 6xido de polietileno), ou aumentando

a concentragéo de sais (KCl, NaCl, ou CaCl,).

Megeed et al. (2004) produziram e estudaram hidrogéis de fibroina de
seda combinados com elastina para aplicagdo em terapias genéticas in situ no
tratamento de cancer. Para tal, uma solucdo de fibroina de seda e elastina, a
temperatura ambiente, era injetada no local afetado e a transi¢cédo sol-gel ocorria in
situ, a temperatura corporal. A vantagem deste procedimento € o fato de ser
minimamente invasivo e possibilitar a liberacdo de DNA ou particulas virais
diretamente no local afetado pela doenca.

Hidrogéis de fibroina de seda e quitosana foram produzidos por Chen et
al. (1997b). Este material era preparado através da reticulagdo da quitosana com
glutaraldeido e interpenetragcdo da fibroina de seda para formar pontes de
hidrogénio, principalmente entre os grupos aminos da quitosana e da fibroina.
Segundo estes autores, esta blenda mostrou sensibilidade ao pH e a
concentracao ibnica. As variagcdes de pH ou concentragcdo de ions provocavam o
intumescimento ou contragdo dos géis de forma reversivel. Esta reversibilidade
sugere que o hidrogel pode ser utilizado como musculo artificial, convertendo

diretamente energia quimica em energia mecanica.
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A biocompatibilidade de hidrogéis de fibroina de seda foi estudada por Fini
et al. (2005). Estes pesquisadores estudaram o comportamento in vitro e in vivo de
hidrogéis injetaveis de fibroina de seda através de cultura celular de osteoblastos
e implantacdo em defeitos provocados em fémures de ratos, respectivamente. O
hidrogel era formado diluindo-se a fibroina em uma solugdo de BrLi e
posteriormente dialisando-a por trés dias em agua destilada. A solugdo dialisada
era filtrada e seu pH era ajustado abaixo do ponto isoelétrico (~3,8) para
posteriormente ser exposta a temperatura de 50 °C por uma noite. O hidrogel de
fibroina de seda era esterilizado por raios A antes da cultura celular e do implante
0sseo. Dos resultados obtidos, os autores concluiram que o hidrogel de fibroina de
seda possui potencial de utilizagdo como material de reposigao 60ssea em cirurgias
ortopédicas reconstrutivas, sendo um material injetavel viavel e capaz de melhorar
a cicatrizacao e maturagao do osso.

O estudo da calcificagdo em hidrogéis de fibroina de seda pode ser um
indicativo para potenciais aplicagdes na area meédica. Dentre os diversos materiais
utilizados para o estudo da biomineralizagdo, a fibroina de seda vem se
destacando por possibilitar a deposicdo de hidroxiapatita ou apatita durante testes
de calcificagéo in vitro em solugdes que simulam o fluido corpéreo (ESTROFF et
al., 2004; KONG et al., 2004; WANG et al., 2004; LI et al., 2005, NOGUEIRA et al.,
2008). Desta forma, vem-se demonstrando na literatura que materiais derivados
de fibroina de seda podem ser utilizados no campo de biomateriais como matrizes
de calcificagao ou regeneragéo 6ssea. A contribuicao deste trabalho no estudo da
biomineralizacéo é a avaliagdo do potencial de calcificagcao in vitro de hidrogéis de

fibroina de seda, seja em sua forma in natura ou liofilizada.

3.10 Layer-by-Layer

A técnica layer-by-layer (LbL) é muito utilizada para obtengdo de
estruturas multicamadas por ser um método simples e de baixo custo operacional.

Com esta técnica é possivel controlar, de forma relativamente simples, algumas
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caracteristicas como topografia e funcionalidade de filmes. Esta técnica pode ser
utilizada para recobrimento de diversos tipos de materiais com praticamente
qualquer formato (DECHER; SCHLENOFF, 2003). Assim, a superficie de um
determinado material pode adquirir propriedades especificas como: resisténcia a
corrosao, hidrofobicidade (ZHAI et al., 2006) ou hidrofilicidade (WU et al., 2007),
resisténcia a proliferagcao bacteriana (LEE et al., 2005), biocompatibilidade (CAl et
al., 2007), etc.

A forca motriz para a produgdao dos filmes multicamadas pode ser
interacdo eletrostatica, ponte de hidrogénio, interacdo hidrofébica ou ligagéo
covalente. A técnica tradicional consiste em se mergulhar alternadamente um
substrato em uma solugao composta de uma substancia carregada positivamente
ou negativamente. Normalmente, uma etapa de lavagem, utilizando-se apenas o
solvente, € empregada apds se retirar o substrato de cada uma das solugdes
ionicamente carregadas. Esse passo é utilizado para remogdo do material ndo
adsorvido ou fracamente adsorvido na superficie do substrato e pode influenciar
nas propriedades das multicamadas. Assim, o filme multicamadas é construido a
partir das sucessivas deposicoes dos compostos presentes nas solugdes
catibnicas ou anibnicas. Cada ciclo de mergulho produz uma camada com
espessura de nanémetros, o que permite trabalhar com camadas organizadas de
polimeros, proteinas, virus, nanoparticulas ou mesmo compostos inorganicos
(DECHER; SCHLENOFF, 2003; SCHONHOFF, 2003).

A deposicao da primeira camada se da pela adsor¢do das cadeias do
polieletrdlito numa superficie com carga oposta. A segunda camada seria formada
pela adsor¢cdo do polieletrélito da segunda camada na primeira ja depositada,
sendo os polieletrdlitos dessas camadas carregados com cargas opostas. Outros
fendbmenos, como a difusdo dos polieletrolitos entre as camadas, podem ocorrer e
contribuir nas propriedades dos filmes formados. As propriedades das
multicamadas serdo ainda controladas por varios parametros, como temperatura,

forga ibnica, pH ou carga eletrostatica dos dois polimeros. Esses parametros irdo
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interferir na organizagdo molecular, na composi¢do, nas propriedades e na
quimica da superficie do filme (DECHER; SCHLENOFF, 2003).

3.11 Filmes LbL de Fibroina de Seda e Quitosana

A técnica LbL pode ser utilizada para obtencdo de filmes de fibroina de
seda com boas propriedades mecanicas e compatibilidade com diversos tipos de
células. O estudo da fibroina como material de recobrimento foi investigado por
Wang et al. (2005b). Estes pesquisadores produziram filmes nanométricos de
fibroina de seda por processos de deposicdo sucessiva e observaram que 0s
mesmos eram estaveis em condi¢gdes fisioldgicas e permitiam a adesdo e
proliferacdo de células o6sseas. Dos resultados obtidos, estes pesquisadores
sugeriram que a técnica poderia ser explorada para aumentar a funcionalidade da
superficie de biomateriais para aplica¢gdes em dispositivos médicos ou matrizes na
engenharia de tecidos. Cai et al. (2007) modificaram a superficie de titanio
recobrindo-a com um filme multicamadas de fibroina de seda e quitosana. Os
autores concluiram, através de testes de crescimento celular de osteoblastos, que
o recobrimento de fibroina de seda e quitosana aumentou significativamente a

compatibilidade celular dos substratos de titanio.

Jiang et al. (2007) avaliaram a resisténcia mecanica de filmes finos de
fibroina de seda fabricados por uma técnica semelhante ao LbL. O mddulo de
elasticidade dos filmes foi calculado entre 6-8 GPa e o os autores sugerem que
tais filmes tém potencial para aplicagdo em micro escala de biodispositivos,
implantes ou recobrimento para pele artificial. O alto valor do médulo de
elasticidade dos filmes de fibroina sugere também sua aplicagdo em meio a outros

compostos para reforgar suas propriedades mecanicas.

O presente trabalho descreve o processo de obtencdo de filmes de
fibroina de seda e quitosana através da técnica LbL objetivando obter filmes finos

com potencial de aplicacdo no recobrimento de biomateriais, visto que ambos os
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biopolimeros empregados sdo biocompativeis isoladamente ou juntos formando
blendas ou filmes multicamadas (CAl et al., 2007; CHEN et al., 1997a). Vale
ressaltar que filmes de fibroina de seda e quitosana obtidos por LbL ndo foram
ainda explorados na literatura. O trabalho que mais se aproxima desta proposta é
o de Cai et al. (2007), entretanto a preparagdo da solugdo de fibroina de seda
adotada por estes autores foi diferente resultando em filmes com caracteristicas

diferentes.
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CAPITULO 4
HIDROGEIS DE FIBROINA DE SEDA

Este capitulo descreve a obtengdo de hidrogéis através do processo de
dialise da solucado de fibroina de seda, explorando a influéncia de parametros
como temperatura de didlise e concentragdo residual de calcio no tempo de
formacao dos hidrogéis. A curva cinética de liberagcdo de calcio durante a didlise e
os parametros experimentais que definram o tempo de gelificagcdo estdo

discutidos neste capitulo.

O entendimento do processo de gelificacdo da solug&o de fibroina de seda
€ importante ndo sO6 para obtengcdo de hidrogéis desta proteina, mas para
preparacao de filmes ou membranas, ja que nestes casos a gelificagdo, que é um
processo cinético e natural, deve ser evitado. Observagdes experimentais
mostram ainda, que dependendo do estado da solucdo aquosa de fibroina de
seda, a mesma pode formar um hidrogel antes da formacéo de filmes densos, o
que produziria um material extremamente fragil e inadequado para diversas

aplicacdes, principalmente no campo de biomateriais.

Hidrogéis de fibroina de seda obtidos por dialise a temperatura controlada
foram caracterizados para averiguar potenciais aplicagbes tanto na engenharia de
materiais como no campo biomédico. O resultado de maior destaque para esses
materiais foi seu grande potencial de depositar fosfatos de calcio durante testes de
calcificagado in vitro, resultantes tanto da morfologia desses materiais quanto da

grande afinidade da fibroina de seda com o calcio.
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Materiais

A seda utilizada nos experimentos foi fornecida pela Fiacdo Bratac com
sede em S&o Paulo, Brasil. Para testes de gelificagdo foram utilizados casulos de
seda, entretanto alguns testes preliminares foram realizados com fios provenientes
de sobras da fiagao e alguns resultados serdo comentados no item de discussao

deste capitulo.

Todos os reagentes utilizados eram de pureza analitica e nao foram

purificados antes das analises.

4.1.2 Remocgao de Sericina

Para remover a sericina, cada 50 g de seda foram pesados e lavados em
600 mL de solugdo aquosa de Na,CO3 a concentragao de 1 g/L durante 20 min,
em banho termostatizado, a temperatura de 85 °C (LI et al., 2002). Este
procedimento foi repetido trés vezes e, ao final, os fios foram enxaguados com
agua destilada em abundancia. Os fios foram secos a temperatura de

aproximadamente 40 °C por 24 h.

4.1.3 Preparagao de Solucgao de Fibroina de Seda

Os fios secos e livres de sericina foram pesados e cortados em pedacos
de aproximadamente 1 cm com o intuito de facilitar sua dissolugéo. A cada 10 g de
seda, foram adicionados 100 mL de solugéao ternaria CaCl,-CH3;CH,OH-H,0 (1:2:8
molar) e a suspensdo obtida mantida a 85 °C em banho termostatizado até

dissolugdo completa (LI et al., 2002). A Figura 4 exibe o esquema de preparagao
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da solucao de fibroina de seda desde o processo de purificacdo para remogéao de
sericina dos fios até o processo de obten¢ao da solugao.

—— 0 ,1( —
k ‘ ) | A % :
S} ( \ l:“)| :
[Se™ - ' AR
Casulos Sl
Na,CO, -
A Banho termostatizado Enxagiie e

Secagem

" i ’ B
Wi R -

Flos de seda CaCl,-Etanol-H,0
sem sericina

Banho termostatizado Solucio de fibroina
8seC

Figura 4 — Esquema do processo de preparagao da solugéo de fibroina de seda.

4.1.4 Preparacao dos Hidrogéis

Hidrogéis de fibroina de seda foram preparados por processo de didlise a

diferentes temperaturas, com o acompanhamento da concentracdo residual de
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calcio com o decorrer do tempo de dialise. Para tal, cada 5 mL de solugdo de
fibroina foram colocados em uma membrana de dialise (membrana de celulose
Viscofan 22 EU — 20 USA) e a mesma foi imersa em um béquer contendo 75 mL
de agua ultra pura Milli-Q®. O béquer contendo a membrana de didlise era
colocado em um banho termostatizado a temperatura pré-definida. A agua de
dialise era trocada a cada 24 h e o processo finalizado quando toda a solucéo
dentro da membrana de diadlise estava gelificada. Foram avaliadas quatro
temperaturas de dialise: 10, 15, 20 e 25 °C. Para cada temperatura avaliada, 5

réplicas foram realizadas.

4.1.5 Estudo do Processo de Dialise

A avaliacdo do processo de dialise a diferentes temperaturas foi feita
acompanhando-se a variacdo da concentracdo de calcio residual na solucédo de
fibroina de seda até a formagao do hidrogel. Este ponto de gelificacdo (formacéao
do hidrogel) é definido como o ponto onde toda a solugdo de fibroina de seda
dentro da membrana de dialise forma um monolito com estrutura tridimensional

como a mostrada no item 4.2.1 a seguir.

A cada troca da agua de dialise, a agua retirada do béquer era analisada
quanto a sua concentracdo de calcio, utilizando um espectrofotbmetro de
absor¢cao atdbmica PERKIN ELMER A ANALYST 100 (EUA). Sabendo-se a
concentracao inicial de calcio na solucdo de fibroina, por balangco de massa,
obtinha-se o valor do calcio residual nesta solugdo apds a didlise. A massa de
calcio residual ao final do processo de dialise era calculada como a diferenga entre
a massa inicial de calcio na solugao de fibroina e 0 somatdrio das massas de

célcio transferidas para a agua de dialise.

A média dos valores de concentracdo de calcio foi calculada
considerando-se as 5 réplicas para cada temperatura e um software estatistico

(MiniTab®) foi utilizado para avaliar a variabilidade dos dados experimentais e

34



CAPITULO 4 — HIDROGEIS DE FIBROINA DE SEDA

valida-los estatisticamente através de testes de hipoteses. A Figura 5 exibe o

esquema experimental adotado para produgédo dos hidrogéis e determinagdo da

concentracao residual de calcio nas amostras.

fibroina

Troca de aguaa cada 24 h
ate gelificagdo completa

ji | (V1§
— —>| D —s e

M csicio na solugao inicial — M csicio removida por dialise = M czicio residual na sol. de fibroina

Agua Mill-Q

Determinagéao da concentragéo de calcio
na agua de didlise removida a cada 24h

Balango de Massa:

Figura 5 — Esquema experimental para produgéo de hidrogéis de fibroina de seda

e determinacdo da concentracao residual de calcio nos mesmos.

4.1.6 Caracterizagao dos Hidrogéis

Caracterizacbes quimicas e fisicas e testes de citotoxicidade foram

realizados em hidrogéis de fibroina de seda preparados a 20 °C. Depois de

formados, os hidrogéis foram congelados em nitrogénio liquido e liofilizados por

24h a -54°C e -760 mmHg

no equipamento da marca Liobras L101 e entdo

submetidos as analises de raios-X, térmicas (DSC e TGA) e morfolégicas (MEV).

Ensaios mecanicos de compressdo foram realizados em amostras recém

preparadas, ou seja, ainda umidas.
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a) Difracao de Raios-X

A analise da difracdo de raios-X incididos sobre uma amostra permite
determinar sua estrutura cristalina através da medida dos angulos de difragao
emergentes da mesma. Com esta técnica observou-se a estrutura cristalina do
hidrogel de fibroina de seda liofilizado. O equipamento utilizado para analise foi
X’PERT PW3050 PHILIPS (Holanda) e os parametros utilizados foram: angulo (2
0) entre 10 e 60°; passo de 0,02°; tempo/passo de 0,3 s; e velocidade de 0,06°/s.

b) Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica foi empregada para medir a variagao da
massa em amostras de hidrogel liofilizado em funcédo da temperatura. Com esta
medida é possivel observar o comportamento e a estabilidade térmica dos
hidrogéis, assim como os picos relativos a degradagao da fibroina. Os testes
foram realizados para uma faixa de temperatura de 20 a 500 °C, a taxa de 10
°C/min e vazao de N, de 50mL/min no equipamento TGA-50 da marca Shimadzu

(Japao).

c) Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Esta técnica permite medir o fluxo de calor associado com as transicoes
quimicas ocorridas nos materiais em fungdo da temperatura. Com esta medida,
pode-se obter informacdes qualitativas sobre mudancgas fisicas e quimicas que
envolvem o0s processos endotérmicos, exotérmicos ou mudancas na capacidade
calorifica dos hidrogéis de fibroina de seda liofilizados. Os testes foram realizados
no equipamento DSC-50 da marca Shimadzu (Japdo) para uma faixa de
temperatura de 20 a 500 °C, a taxa de 10 °C/min e vazdo de N, de 50mL/min.
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d) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Esta € uma técnica para exame superficial de soélidos, onde um estreito
feixe de elétrons varre a superficie da amostra, ponto a ponto em sequéncia de
tempos determinados. Os sinais obtidos sdo captados por detectores que podem
produzir imagens tridimensionais com grandes aumentos. Para avaliacdo da
morfologia das amostras, utilizou-se o microscopio de varredura JSM-5800LV-
JEOL (Japao). As amostras foram aderidas em porta-amostras com a utilizagéo de
uma fita dupla-face condutora, de forma a expor tanto a superficie dos hidrogéis
quanto partes fraturadas do mesmo. Antes da analise, as amostras foram
liofilizadas e metalizadas com ouro para garantir a condutividade elétrica de sua
superficie de observagcdo. Amostras deste hidrogel foram posteriormente

submetidas a testes de calcificagao in vitro que estdo descritos adiante.

e) Ensaios de Propriedades Mecénicas

O conhecimento das propriedades mecanicas dos materiais em geral é de
extrema importancia quando a aplicagdo destes requer grandes esforgos ou
mesmo maleabilidade. Em certos casos, necessita-se de materiais com alta
resisténcia a tragdo ou compressao, mas que possuam elasticidade adequada
para um determinado uso. Conhecendo as propriedades mecanicas dos materiais
pode-se buscar aplicagcdes especificas ou mesmo formas de adequa-los aos

padrdes exigidos.

Para amostras de hidrogéis de fibroina de seda foram realizados ensaios
de compressao na direcido axial. Depois de formados pelo processo de didlise, os
hidrogéis foram cortados com altura de 10 mm. O didmetro das amostras era de
20 mm, que correspondia ao didmetro da membrana de didlise. Os ensaios foram

realizados com 5 réplicas. Para os testes mecanicos, utilizou-se o equipamento da
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marca MTS, modelo TestStar Il (EUA), com célula de carga de 100N e velocidade

de 1 mm/min.

f) Testes de Citotoxicidade

A importancia do estudo da biocompatibilidade das amostras de hidrogéis
esta relacionada a sua aplicagdo. Estes materiais tém um grande potencial de
aplicagao na area biomédica ou mesmo de cosmeéticos. Em qualquer uma destas
areas € de extrema importancia prever possiveis reagdes indesejadas quando o
material entra em contato com fluidos corpéreos ou mesmo com a pele. Testes de
citotoxicidade in vitro podem fornecer informacgdes preliminares sobre a toxidade
destes materiais, atuando assim, como um método de pré-selecéo para identificar

sua biocompatibilidade celular ou tecidual.

Testes de citotoxicidade em amostras de hidrogel de fibroina de seda
foram realizados por colaboradores do Centro de Biotecnologia do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP). Os testes foram realizados
seguindo a norma ISO 10993-5: Biological evaluation of medical devices — Part 5:
Tests for cytotoxicity: in vitro methods. O método empregado foi da avaliagdo da
viabilidade celular por corante vital, MTS/PMS, como recomendado no kit
“CellTiter96® AQueous Non — Radioactive Cell Proliferation Assay — Promega
Corporation”. O meio de cultura utilizado foi RPMI 1640 (Gibco 23400-021).

As amostras foram esterilizadas com radiacdo gama (25kGy) e entdo os
extratos foram preparados na concentracéo de 0,2 g/mL. Apds 48 h a 37 °C, o
extrato de meio de cultura foi filtrado em filtro para seringa estéril, com poro 0,45
Mm com membrana de acetato de celulose (Corning), e preparadas diluicoes
seriadas de 100% a 6,25% do extrato em meio RPMI estéril. Como controle
positivo utilizou-se uma solugdo fenol a 0,4% e o controle negativo foi um extrato

de polietileno de alta densidade (PEAD) a 0,2 g/mL. As amostras foram avaliadas
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quanto ao indice de citotoxicidade 50% (ICsp), que corresponde a concentragéo do
extrato que mata 50% da populacéo de células viaveis.

4.1.7 Testes de Calcificagao In Vitro

Para os testes de calcificacdo, foram utilizadas amostras de hidrogéis de
fibroina de seda in natura (Umidos e recém preparados) e amostras de hidrogéis
liofilizados. Amostras com aproximadamente 10 mm de altura e 20 mm de
diametro foram colocadas em potes de poliestireno com 40 mL de uma solugao de
fluido corpéreo simulado (SBF) a temperatura de 36,5 °C, mantida em um banho
termostatizado sob agitacao leve por 7 dias (BEPPU; SANTANA, 2003). A solugao
de SBF foi trocada em intervalos de 48 h e o pH foi medido para observar
possiveis contaminag¢des. No sétimo dia, as amostras foram retiradas da solugao
de SBF e enxaguadas em agua deionizada para remogéo do excesso de sais da
superficie. Posteriormente, foram liofilizadas para analises de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios-X (EDS), técnica
acoplada ao equipamento de MEV que permite detectar elementos presentes na
amostra pela fluorescéncia de raios-X.

O fluido corpoéreo simulado foi preparado para que apresentasse uma
composi¢cdo muito préxima a dos ions presentes no plasma sanglineo humano
(KOKUBO et al., 1990; REGIi; CALBERT, 2004), como mostra a Tabela 1. O SBF
foi preparado em solucdo tampao de Tris/HCI adicionando-se NaCl, KCI, CaCly,
MgCl,, NaHCO3;, K;HPO4 e NapSO4 conforme as composigdes da Tabela 2. A
solucdo de SBF é supersaturada, portanto devem-se observar os procedimentos
experimentais para que nao haja precipitagdo dos sais durante sua preparacgao.
Os experimentos de calcificagcdo foram realizados com: 1) SBF convencional
(1xSBF) e 2) solugdo contendo 50% a mais da concentragdo idnica do SBF

convencional (1,5xSBF) para acelerar o processo de calcificagao.
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Tabela 1: Concentragbes dos ions na solugéo calcificante (1xSBF) e no plasma

sanguineo em mM

pH Na K Ca Mg Cl HCO3; | HPO4 | SOq4
Plasma | 7,4 [142,0| 5,0 2,5 1,5 | 103,0 27,0 1,0 0,5
SBF 74 11425| 5,0 2,5 1,5 | 178,0 4,5 1,0 0,5

Tabela 2: Composi¢cao do 1xSBF usado na realizacao de testes de calcificacao in

vitro.
Concentragao Volume
Solugoes
das Solucdes (M)|das Solugoes (mL)
NaCl 2,74 25,00
KCI 0,06 25,00
CaCl; 0,05 25,00
MgCl. 0,03 25,00
NaHCO; 0,09 25,00
K;HPO, 0,02 25,00
Na,SO, 0,01 25,00
Tris (CH,OH)3CNH; 0,40 62,50
HCI 0,36 60,00
Volume final de SBF 500,00
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Os hidrogéis foram analisados no microscopio eletrénico de varredura
antes e apods os testes de calcificacdo. Para analise das amostras submetidas a
testes de calcificagao, optou-se cobri-las com carbono apesar deste fornecer uma
cobertura menos homogénea e condutora que o ouro. Esta troca foi baseada no
fato de que a cobertura de ouro poderia interferir na analise de EDS confundindo
0s picos de ouro com os de fosforo.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Estudo do Processo de Dialise

A Figura 6 exibe a imagem de hidrogéis de fibroina de seda obtidos
durante a dialise de uma solugdo desta proteina. Observa-se que os hidrogéis
apresentam forma cilindrica atribuida ao formato da membrana de dialise.
Diferentes formas deste hidrogel podem ser obtidas pela indugao da gelificacdo de
uma solugao dialisada de fibroina de seda em moldes adequados (KIM et al.,
2004; MEGEED et al., 2004; KAPLAN et al., 2005;) ou ainda cortando-se o0s

hidrogéis obtidos na forma apresentada no formato desejado.

A curva cinética de liberacdo de calcio durante a dialise da solugao
fibroina estd mostrada na Figura 7. A dialise era realizada até que a solugao de
fibroina estivesse completamente gelificada, sendo a concentragdo de calcio
determinada diariamente a cada troca da agua de dialise. A Tabela 3 exibe os
valores calculados para a média e o desvio padrdo da concentragao de calcio
residual no hidrogel, correlacionando o tempo de gelificagdo e a temperatura de
dialise.

A analise estatistica dos dados revelou que as médias da concentracio de
calcio residual sdo iguais entre as amostras dialisadas a 10 ou 15 °C e entre as

amostras dialisadas a 20 ou 25 °C. Portanto, amostras dialisadas a 10 ou 15 °C
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nao diferem quanto a concentragao final de calcio no hidrogel, mas diferem quanto
ao tempo de gelificagdo. O mesmo se da para amostras dialisadas a temperatura
de 20 ou 25 °C, onde as médias dos valores de concentragao de calcio residual

sdo iguais, mas as amostras diferem significativamente no tempo de gelificagao.

Figura 6 — Hidrogel obtido ao final da etapa de dialise a 20 °C de uma solugéo de

fibroina de seda
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Figura 7 — Cinética de liberagao de calcio durante a dialise de solugéo de fibroina
de seda a diferentes temperaturas até gelificagcdo completa da solugao de fibroina

de seda.

Tabela 3 — Influéncia da temperatura de dialise na concentragao residual de calcio

no hidrogel e no tempo de gelificagdo da solugao de fibroina de seda.

Concentragao de Calcio Residual
Temperatura Tempo
(mg/mL)
(°C) (dias)
Média Desvio Padrao
10 5,70 1,6 22
15 6,39 1,4 7
20 11,75 21 4
25 11,18 21 3
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Estes dados revelam que ao ser atingida uma concentragdo critica de
calcio na solugdo de fibroina, a cinética da gelificacdo sera controlada pela
temperatura. Solugdes nao dialisadas, ou seja, supersaturadas em sais podem ser
armazenadas por meses sem que a gelificagdo ocorra devido a forga ibnica do
solvente que promove a solvatagédo das fibras da fibroina de seda. Entretanto, a
dialise remove por difusdo, os sais contidos na solucéo, diminuindo a forga iGnica
para solvatagcdo e assim, permitindo maior interagdo entre as moléculas de

fibroina de seda para formagao do hidrogel.

Observa-se que quanto maior a temperatura de dialise menor o tempo de
gelificagcdo da solugdo de fibroina. Esse fendmeno ja foi observado por outros
pesquisadores (KIM et al., 2004; KAPLAN et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2006)
que descrevem a gelificagdo como um processo cinético influenciado por diversos

parametros, como temperatura, pH ou concentracio de sais.

Com a remocao dos sais durante a dialise, obtém-se uma solugdo aquosa
de fibroina de seda. Sendo a fibroina uma proteina com caracteristica
predominantemente hidrofdébica, a tendéncia natural de suas moléculas é de se
aglomerarem quando em solugao aquosa. O aumento da temperatura acelera este
processo natural de agregacdo das moléculas e gelificacdo da solugéo porque
aumenta as interagdes hidrofobicas entre suas cadeias (WANG et al., 2005;
MATSUMOTO et al., 2006).

O aumento da temperatura de dialise aumentou a concentragéo residual
de calcio no hidrogel, ou seja, o aumento da temperatura diminuiu a difusdo dos
ions calcio pela membrana semipermeavel. Uma hipotese para esse fato seria que
durante a dialise da solugao de fibroina de seda ha uma competi¢ao entre a agua
de dialise e as moléculas de fibroina pelos ions presentes no solvente. Assim, a
baixas temperaturas, a interacdo entre as moléculas de fibroina e os ions do
solvente é menor, o que favorece o transporte dos ions por osmose e vice-versa.
Ou ainda, a variacao da temperatura pode causar modificacdes na estrutura da

membrana de dialise alterando a permeabilidade dos ions através da mesma.
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Interagdes entre os ions do solvente e as moléculas de fibroina podem
ainda favorecer a gelificacdo. A concentracdo inicial de calcio na solugdo de
fibroina € de aproximadamente 156 mg/mL. Nesta concentragao, a forga ibnica do
solvente é suficiente para manter a solugdo estavel e impedir a gelificacédo da
fibroina mesmo a temperaturas ou tempos de armazenamento mais elevados.
Apo6s o primeiro dia de dialise, esta concentragao cai bruscamente para 16 ou 21
mg/mL, para temperaturas de didlise de 20 ou 25 °C, e 10 ou 15 °C,
respectivamente. Juntamente com essa queda brusca da concentragao de calcio,
a solugcao torna-se metaestavel, ou seja, esta sujeita a mudanga de estado ou
separagcdao de fases sob a interferéncia de fatores externos, tais como
temperatura, perturbagcbes mecanicas, entre outros (CHEN et al., 2001;
MATSUMOTO et al., 2006).

4.2.2 Difragao de Raios-X

O difratograma obtido pela difragdo de raios-X de uma amostra de hidrogel
liofilizado de fibroina de seda esta mostrado na Figura 8. Observa-se a formagéao
de um pico em 26 igual a 21 graus, indicando que a conformag&o secundaria do
hidrogel é folha-p (LI et al., 2002; WANG et al., 2005). Este resultado condiz com
os relatados na literatura, onde se afirma que hidrogéis de fibroina de seda
apresentam predominantemente conformagdo secundaria folha-B, mas com
alguma quantidade de conformacéao a-hélice ou helicoidal aleatéria (LI et al., 2002;
WANG et al., 2005; FANG et al.,, 2006). Neste espectro, entretanto, ndo foi
possivel visualizar claramente as regides correspondentes as estruturas a-hélice

ou helicoidal, que possuem picos localizados em 12, 19 ou 28 graus.

A configuracao folha-B é formada durante o processo de gelificagdo pela
desidratacdo das cadeias moleculares da fibroina de seda e formacao de pontes
de hidrogénio inter e intra moleculares. Em solug&o, as moléculas de fibroina de

seda encontram-se predominantemente organizadas na forma de estruturas a-
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hélice, mas esta estrutura tende a converte-se a folha-f por esta ultima ser
energeticamente favoravel e consequentemente, mais estavel. A propor¢cdo de
folhas-B na estrutura molecular do hidrogel de fibroina de seda sera proporcional
ao grau de gelificagdo, que por sua vez sera uma fungdo do tempo, da
temperatura, da concentracdo e do pH da solugdo de fibroina de seda. A
proporgao de folhas-f3 na estrutura molecular de fibroina de seda determinara sua
estabilidade, sua solubilidade em agua e sua degradabilidade in vivo e in vitro (LI
et al., 2002; KIM et al., 2004; WANG et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2006).
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Figura 8 - Difratograma obtido por difragcao de raios-X em amostra de hidrogel de

fibroina de seda liofilizado.
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4.2.3 Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As propriedades térmicas dos hidrogéis foram investigadas por analises de
termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial. As Figuras 9 e 10 exibem
os termogramas de TGA e DSC, respectivamente, para hidrogéis de fibroina de
seda liofilizados. Na analise de TGA observam-se dois picos de perda massa. O
primeiro pico com valor de TGA’ (derivada primeira de TGA) préximo a 50 °C pode
ser relativo a presenga de alcool residual no hidrogel e o segundo pico de TGA’
proximo a 300 °C é relativo a quebra das ligagbes peptidicas e das cadeias
laterais dos aminoacidos residuais (UM et al., 2001). A degradagao das moléculas
de fibroina de seda inicia-se por volta de 270 °C, de acordo com os resultados

apresentados, o que indica uma alta resisténcia térmica deste material.
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Figura 9 - Analise termogravimétrica (TGA) de hidrogel de fibroina de seda
liofilizado, onde TGA'’ representa a derivada primeira da curva de TGA.
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Figura 10 - Termograma de hidrogel de fibroina de seda liofilizado obtido por
calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A analise da curva de DSC mostra um pico em aproximadamente 100 °C
relativo a perda de agua durante o aquecimento e um segundo pico em
aproximadamente 290 °C relativo & decomposigéo térmica da proteina. Este pico
de degradagao em 290 °C é caracteristico para materiais derivados de fibroina de
seda com configuracao secundaria folha-p (FREDDI et al., 1999).

A decomposicao térmica da fibroina de seda é influenciada principalmente
pelo grau de orientagdo molecular da proteina (TSUKADA, 1996). Fibras bem
orientadas normalmente apresentam pico de decomposic¢ao localizados acima de
300 °C, enquanto que materiais de fibroina de seda com configuragdo folha-f nao
orientada apresentam picos de decomposicdo entre 290 e 295 °C. Em contraste,
materiais amorfos de fibroina de seda apresentariam picos de decomposicao
abaixo de 290 °C (FREDDI, 1999). Desta forma, o resultado obtido por DSC
condiz com o apresentado para difracdo de raios-X, onde se determinou a
estrutura secundaria do hidrogel de fibroina de seda como folha-. Em ambas as
andlises, nao foi possivel verificar a presenga de configuragdo a-hélice ou

helicoidal, entretanto ndo se pode afirmar através destas analises que tais
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configuragbes ndo estejam presentes, mas devem estar em menor proporgao
quando comparadas a estrutura folha-B. Vale ressaltar ainda, que os hidrogéis
analisados foram anteriormente liofilizados, o que pode ter ocasionado formacéao
de mais estruturas folha-f no hidrogel através da desidratacdo das cadeias

moleculares da fibroina de seda.

4.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias das amostras de hidrogel estdo exibidas na Figura 11. A
superficie das amostras (formada em contato com a membrana de dialise) é
irregular com a presencga de pequenos poros com até 5 um de largura. A fratura
(secéo transversal) das amostras de hidrogel, por outro lado, apresenta poros
mais largos, com tamanhos diversos que podem chegar a mais de 20 um de
largura. O intuito deste trabalho era preparar e caracterizar os hidrogéis formados
naturalmente durante o processo de dialise, portanto nenhum tratamento ou

técnica para controlar a porosidade das amostras foram aplicados.

O tamanho e o formato dos poros observados por MEV podem nao
corresponder exatamente ao que seria observado nos hidrogéis umidos, uma vez
que o processo de liofilizagdo pode induzir a formagdo de poros ou mesmo
modificar a estrutura dos ja existentes. Entretanto, dentre os métodos conhecidos
e atualmente empregados, o congelamento com nitrogénio liquido e posterior
liofilizacdo foram tidos como os mais adequados para preparagao das amostras a
serem caracterizadas por MEV.

O tamanho dos poros apresentado apés liofilizagdo dos hidrogéis de
fibroina de seda obtidos naturalmente pelo processo de dialise seria inadequado
para utilizacdo destes materiais como matrizes para crescimento celular, onde o
recomendado é se utilizar matrizes com poros interconectados com tamanhos
maiores ou iguais a 100 um (FREYMAN et al., 2001; NAZAROV et al., 2004).
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Entretanto, a porosidade destas amostras pode ser controlada alterando
parametros de congelamento ou liofilizagdo ou ainda pela adigdo de sais seguindo
procedimentos descritos na literatura (NAZARQV et al., 2004; TAMADA, 2005).

Figura 11 - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura para (a)

superficie e (b) fratura de hidrogel de fibroina de seda.

4.2.5 Testes de Calcificagao In Vitro

A Figura 12 mostra as micrografias obtidas para hidrogéis de fibroina de
seda apo6s ensaios de calcificagdo in vitro em solugdes 1xSBF e 1,5xSBF. Os
espectros de EDS correspondentes a essas amostras podem ser observados na
Figura 13. Hidrogéis de fibroina de seda apresentaram depésitos de fosfato de
céalcio em regides isoladas de sua superficie apds 7 dias em solugdo 1xSBF.
Entretanto, as amostras apresentaram intensa calcificacdo quando os
experimentos foram realizados com solugdo 1,5xSBF. A composicdo dos
depdsitos formados na superficie das amostras foi confirmada pelos espectros de
EDS. A caracteristica de a fibroina de seda induzir ou favorecer a deposicéo de

fosfato de calcio pode estar relacionada a afinidade natural entre moléculas de

50



CAPITULO 4 - HIDROGEIS DE FIBROINA DE SEDA

fibroina de seda com o calcio (ZHOU et al., 2004) ou ainda a rugosidade das
amostras (HSU et al., 2007).

Figura 12 — Micrografias de amostras de hidrogel de fibroina de seda apos

experimento de calcifcagao in vitro: (a) amostra liofilizada 1xSBF, (b) amostra
liofilizada 1,5xSBF, (c) amostra in natura 1xSBF and (d) amostra in natura
1,5xSBF.

O crescimento do cristal na biomineralizagdo € convencionalmente
dividido em dois estagios: nucleagao e crescimento. A superficie do material pode
ter um papel importante na deposicdo de fosfatos de calcio: adsorgao fisica de
ions e particulas pequenas, orientagao da rede cristalina, deposi¢cao preferencial
ou nucleagao heterogénea. A deposigao orientada dos cristais de fosfatos de
calcio na superficie pode estar relacionada a nucleagao heterogénea ou a forgas
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de adsorgao fisica de particulas coloidais, que podem ser suficientes para causar

a estabilizagcao da fase mineral e a orientagao dos cristais (BEPPU et al., 2005).

Além da influéncia da superficie, a termodinamica da nucleagao pode ser
favorecida pela utilizagdo de uma solugdo supersaturada, ou seja, com maior
concentragao ionica. Esta hipdtese foi confirmada para hidrogéis de fibroina de
seda submetidos a experimentos de calcificagao utilizando a solugcao 1,5xSBF.
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Figura 13- Perfis de EDS para hidrogel de fibroina de seda apds experimento de
calcificag&o in vitro: (a) amostra liofilizada 1xSBF, (b) amostra liofilizada 1,5xSBF,

(c) amostra in natura 1xSBF and (d) in natura 1,5xSBF.
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O tamanho critico do nucleo € um parametro importante para o
crescimento do cristal. Particulas menores que este tamanho tenderdo a re-
dissolver enquanto que particulas maiores tenderdo a crescer. Portanto, o
crescimento do cristal requer menor saturagdo do meio do que a formagao do
nucleo (AIMOLI; BEPPU, 2006). A utilizagdo de uma solugédo calcificante mais
concentrada (1,5xSBF) seria, desta forma, util no inicio do processo de

calcificagao, ou seja, durante a nucleagao dos cristais de fosfato de calcio.

Os depdsitos de fosfato de célcio visualizados nas amostras de hidrogel
possuem um formato esférico, que pode ser visualizado num tamanho maior na
Figura 14, onde é possivel notar a presenca de nanocristais de fosfato de calcio
aglomerados formando as esferas. O formato dos cristais geralmente depende de
sua composicdo quimica, idade e grau de maturacdo. Entretanto, a
microarquitetura e o estado de agregagado da matriz organica onde os cristais séo
formados também podem moldar sua forma (BONUCCI, 2007). Esse formato
esférico dos depdsitos de fosfatos de calcio € comumente observado em amostras
bioldgicas submetidas a experimentos de calcificagéo in vitro ou in vivo (AIMOLI et
al., 2007; NOGUEIRA et al., 2009, WESKA et al., 2009).

Uma observacdo importante, realizada durante os experimentos de
calcificagdo, foi a degradacdo de parte das amostras de hidrogéis in natura
testados. Diferentemente das amostras liofilizadas, os hidrogéis ndo previamente
liofilizados sofreram alteracdo em sua estrutura fisica no decorrer dos
experimentos. Ao final dos sete dias em contato com a solugdo calcificante, a
estrutura das amostras estava quase toda comprometida e os pedacos que
restaram apresentaram muita fragilidade ao manuseio. Grande parte dessas
amostras, ao serem liofilizadas apds o experimento de calcificacdo néo
mantiveram a estrutura e se desfizeram em pds. As micrografias apresentadas na
Figura 12 (c) e (d), foram obtidas por pedagos menos danificados das amostras de
hidrogéis apos a calcificagdo. Entretanto, os pos das amostras de hidrogel in
natura apos a calcificagdo, também foram observados por MEV e avaliados por

EDS confirmando a presenca de fosfato de calcio nos mesmos. E provavel que
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esteja ocorrendo uma degradacgao hidrolitica das amostras de hidrogéis, ja que
nao foram observados sinais de contaminagdo por microorganismos na solugéo

calcificante ou nas amostras no decorrer dos experimentos.

O fato de hidrogéis in natura degradarem rapidamente quando em contato
com a solugdo calcificante é um fator interessante que podera ser investigado
futuramente. Normalmente, deseja-se que os biomateriais degradem a medida
que o novo tecido vai se formando. Assim, o controle da biodegradabilidade é de
extrema importancia, ja que o material ndo deve degradar antes da recuperagao
da regido do implante, mas deve ser substituido gradativamente a medida que
esta recuperacao é feita (FREYMAN et al.,, 2001). Desta forma, os hidrogéis in
natura, poderiam ser utilizados quando uma degradacgédo rapida € necessaria,
enquanto que hidrogéis liofilizados poderiam ser aplicados em situagdes onde a
recuperacdo do tecido é mais lenta e exija um material que mantenha sua
estrutura e propriedades mecanicas estaveis por um tempo maior. Essas
hipéteses sdo baseadas nos experimentos in vitro por sete dias, entretanto, um
material implantado sofrera a acao de varios outros fatores, como interacbes
celulares ou enzimaticas que provavelmente gerarao resultados diferenciados in
vivo. A importancia dos resultados aqui apresentados estda na avaliagdo do
potencial de aplicagdo dos hidrogéis de fibroina de seda como matrizes de
recuperagao ou regeneragao 6ssea, mas como qualquer novo material, deve ser

minuciosamente estudado e assim, aperfeicoado para as aplicagdes especificas.
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Figura 14 — Micrografia uma amostra de hidrogel de fibroina de seda apos

experimento de calcificagéo in vitro com aumento de 10000x.

4.2.6 Ensaios de Propriedades Mecanicas

As propriedades mecénicas dos hidrogéis foram avaliadas por testes de
compressao axial. Os hidrogéis umidos foram deformados até 50% de sua altura,
pois 0s mesmos sao materiais ducteis, nao apresentando fratura mesmo apds a
compressao total da sua altura. A Figura 15 apresenta a curva caracteristica
tensdo X deformagdo apresentada pelas amostras de hidrogéis de fibroina de
seda submetidas aos ensaios de compressao axial.

A deformacgéo provocada nos hidrogéis apds os testes era permanente,
visto que o trabalho mecanico efetuado sobre as amostras forgcava a saida de
agua de sua estrutura e moldava uma nova forma compactada. A resisténcia
média a compressao de 50% da altura das amostras analisadas foi de 50,13 kPa
com desvio padréao de 17,90 kPa. A média do mddulo de compressao foi calculada
em 76,4 kPa com desvio padrao de 10 kPa. O mddulo de compressao foi
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calculado como a razdo entre a tensdo de compressao e a deformacéao

correspondente na regido linear da curva tensao X deformagao de cada amostra.

Os valores calculados tanto para resisténcia a compressao como para o
modulo de compressao apresentaram grande variabilidade provavelmente devido
a perda de agua dos hidrogéis durante a realizacdo dos ensaios. Estes valores,
entretanto, podem servir de referéncia para futuros trabalhos voltados a
preparagao e caracterizacdo de amostras de hidrogéis de fibroina de seda em sua

forma natural (Umida).

Tamada (2005) preparou e caracterizou estruturas tridimensionais de
fibroina de seda muito semelhantes as obtidas neste trabalho, entretanto o método
de preparagcao empregado consistia em congelar e descongelar uma mistura de
solugdo de fibroina dialisada com solventes organicos. Tamada determinou
modulos de compressédo da ordem de 10 kPa para amostras com 2% em massa
de fibroina de seda e da ordem de 50 kPa para concentragcédo de fibroina de 6%.
Esses valores variavam de acordo com a concentracdo do solvente adicionado

para induzir a gelificagéo da proteina.

Observa-se que os hidrogéis produzidos diretamente da dialise de fibroina
de seda apresentam maior resisténcia mecanica a compressdo quando
comparados com os produzidos por Tamada. Este fato pode estar associado a
maior porosidade ou ao efeito do congelamento e descongelamento das amostras

analisadas pelo autor.
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Figura 15 — Perfil tipico da curva de tensédo X deformagao para amostras de

hidrogéis de fibroina de seda umidos submetidos a testes de compresséo.

4.2.7 Citotoxicidade

Hidrogéis de fibroina de seda sdo ndo citotoxicos de acordo com a
avaliagao do grafico exposto na Figura 16. A viabilidade celular das amostras de
hidrogel de fibroina de seda manteve-se entre 90-100%, comparavel ao controle
negativo, para todas as concentracdes de extrato analisadas. A toxicidade celular
de hidrogéis de fibroina de seda preparados por diversos métodos tem sido
relatada na literatura através de testes de citotoxicidade e crescimento celular in
vitro e in vivo (FINI et al., 2005; MEINEL et al., 2005; TAMADA 2005; ACHARYA et
al., 2008).

Este estudo de citotoxicidade foi realizado em amostras de hidrogéis
formados durante a etapa de dialise da solucdo de fibroina de seda a 20 °C, sem

adicao de reticulantes. A biocompatibilidade destes materiais agregada as suas
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demais caracteristicas, como estrutura tridimensional porosa, potencial de
calcificar in vitro e resisténcia térmica e mecanica relativamente alta, tornam a sua

aplicacao promissora no campo de biomateriais.
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Figura 16 - Viabilidade celular de hidrogéis de fibroina de seda submetidos a

testes de citotoxicidade in vitro.
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4.3 DISCUSSAO GERAL

O entendimento do processo de gelificacdo da solugéo de fibroina de seda
€ de grande importancia para aqueles que pretendem desenvolver materiais
derivados desta proteina. Os solventes mais utilizados para dissolver a fibroina de
seda contém, em geral, grande quantidade de sais (SASHINA et al., 2006; CHEN
et al., 2001). Esses sais mantém a estabilidade da solugdo impedindo a
precipitacdo da proteina. Entretanto, para obtencdo de filmes, membranas ou
hidrogéis de fibroina de seda, ao menos parte desses sais precisa ser removida. O
método mais utilizado para remocgao desses sais € a dialise da solugéo de fibroina
utilizando uma membrana semipermeavel que permite a difusdo dos ions por
osmose. Dependendo das condicdes de dialise, do tipo e da concentracdo da
fibroina, do solvente e do pH da solugéo, a gelificacdo da solugdo sera mais ou
menos favorecida (ZHOU et al., 2006; KAPLAN et al., 2005; WANG et al., 2005;
KIM et al., 2004). Assim, caso nao seja de interesse a gelificacdo da solugéo de

fibroina, esses parametros devem ser cuidadosamente controlados.

O tempo e a temperatura de dialise sdo parametros muito importantes que
definirdo as propriedades dos materiais derivados de fibroina de seda, sejam eles
filmes, membranas ou hidrogéis. Solugdes dialisadas de fibroina de seda podem
ser vertidas em placas de Petri para formacdo de membranas. A formagao dessa
membrana pode seguir dois caminhos distintos: 1) o solvente (agua) € evaporado
e ha a formagéo de um filme na superficie da placa, ou 2) a solugao de fibroina
esta instavel e ao ser vertida na placa de Petri a mesma gelifica. O gel formado na
placa perde agua com o tempo e pode se tornar um filme de fibroina. Entretanto,
observagbes experimentais demonstraram que filmes derivados da secagem do
gel de fibroina de seda sdo extremamente frageis e n&o resistem sequer ao
manuseio, enquanto que os filmes obtidos pela secagem da solugéo de fibroina de
seda sdo rigidos, mas menos frageis. Assim, deve-se tomar o cuidado de

interromper o processo de dialise antes que a solucdo de fibroina torne-se
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instavel. Esse ponto € relativamente dificil de ser visualizado, mas a experiéncia

mostra que ele € muito préximo ao da formacgéo do hidrogel durante a dialise.

A partir dos resultados experimentais descritos neste trabalho, observou-
se que a partir do quarto dia de diadlise a concentracido de calcio residual no
hidrogel permaneceu constante para dialise a temperatura de 10 ou 15 °C. Caso a
didlise tenha como objetivo final a obtencdo de filmes, a mesma pode ser
interrompida no terceiro ou no quarto dia sem que haja assim, a gelificacdo da
solucdo durante a formacéao do filme. Para a concentragao de fibroina analisada, a
dialise a 20 ou 25 °C devera ser interrompida antes do quarto dia, para evitar a

formacgao do gel.

O procedimento de preparacao da solucdo de fibroina e seu tempo de
armazenamento (idade da solug&o) influenciardo no tempo de gelificagdo durante
a dialise. Observou-se que o tempo para gelificagdo aumentou quando a
dissolucdo de fibroina no solvente ternario demorou mais que duas horas ou
quando a solucéo de fibroina era estocada por mais de um més. Assim, em todos
em todos os testes realizados neste trabalho, tomou-se a precaucao de dissolver a
fibroina por tempo controlado (1,5 h) ndo superior a 2 h e utilizar sempre solugdes
recém-preparadas para garantir a reprodutibilidade dos resultados. O aumento do
tempo para gelificagdo da fibroina nos casos mencionados pode estar relacionado
ao fato de que com o passar do tempo em contato com o solvente ternario as
pontes de hidrogénio das moléculas de fibroina continuam a ser quebradas
levando a uma maior degradagao da estrutura protéica e assim, um tempo maior

para que esta estrutura se reorganize na auséncia do sal.

A utilizacdo dos casulos de seda ao invés das fibras pré-processadas
(sobras do processo de fiagdo) foi também determinada para se evitar variagdes
nos resultados durante a construgao da curva cinética de liberacdo de calcio e
formacao do hidrogel. Em diversos experimentos observou-se que alterando a
procedéncia dos fios de seda, o tempo de gelificagao alterava significativamente.
Varios testes foram realizados com amostras de seda da Fiagcdo Bratac e

observou-se que para as diferentes amostras os tempos de gelificacdo eram
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diferentes. Algumas amostras gelificaram em poucos minutos de didlise e outras
demoraram dias a mesma temperatura de dialise. Assim, apdés um longo periodo
de testes, selecionou-se o tipo de seda BRO8B (lote definido pela Fiagdo Bratac)
como sendo o0 mais promissor para a preparacado de materiais derivados de
fibroina de seda. Entretanto, como o objetivo deste trabalho foi estudar e controlar
alguns parédmetros do processo de dialise optou-se utilizar os casulos de seda que
ainda ndo passaram por nenhuma etapa do processo de fiacdo e

consequentemente apresentariam menor variagao nos resultados.

Os hidrogéis produzidos durante o processo de dialise tém a forma
cilindrica moldada pela propria membrana de dialise. Essas amostras poderiam
ser cortadas em formas mais adequadas a alguma aplicacdo especifica, ou
mesmo secadas e moidas para obtengdo de pds. Entretanto, sabe-se que esses
hidrogéis podem ser formados diretamente em um molde, se a solu¢éo de fibroina
é vertida no seu estado instavel ou se um agente capaz de acelerar ou induzir a
formacgao do gel é misturado a solugéo dialisada (KIM et al., 2004; NAZAROV, JIN;
KAPLAN, 2004; TAMADA 2005). Hidrogéis moldaveis ou solugdes que gelificam in
situ podem ser de grande interesse na area médica, seja na reconstituicdo dssea
ou no tratamento de feridas ou queimaduras da pele (RATNER, 1996; ESTROFF
et al., 2004; KONG et al., 2004; MEGEED et al., 2004; OLIVEIRA 2004; WANG,
NEMOTO; SENNA, 2004; FINI et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2008).

A auséncia de citotoxicidade e a deposicdo de fosfatos de calcio nos
hidrogéis durante testes de calcificagdo in vitro sdo resultados bastante
promissores, indicando a possibilidade de sua utilizacdo como biomateriais na
regeneracao ou reconstituicdo 6ssea (ESTROFF et al., 2004; KONG et al., 2004;
WANG et al.,, 2004; LI et al., 2005, NOGUEIRA et al., 2008). Assim, a
possibilidade de moldar um hidrogel incorporado com fatores de crescimento ou
indutores da calcificagado teria um grande potencial para correcdo de defeitos

0sseos causados por fraturas ou doengas como a osteoporose.
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4.4 CONCLUSAO PARCIAL

O aumento da temperatura de dialise diminui o tempo de gelificacédo da
solugdo de fibroina, mas aumenta a concentragao residual de calcio nos hidrogéis

formados.

Hidrogéis de fibroina de seda apresentam grande potencial de aplicagéo
como biomaterial por n&o apresentar toxicidade atestada por testes de
citotoxicidade in vitro e propensdo a calcificar in vitro através da deposigdo de

fosfatos de calcio precursores de hidroxiapatita.
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CAPITULO 4
FILMES LbL DE FIBROINA DE SEDA E QUITOSANA

Este capitulo descreve a obtencado de filmes de fibroina de seda e
quitosana por deposigdo em substratos utilizando a técnica Layer-by-Layer (LbL).
Esta técnica permite produzir filmes com funcionalidade e propriedades
especificas, ndo sé através dos compostos ou substancias utilizadas nas solugdes
de imersdao, mas também pelo ajuste de parédmetros operacionais, como

temperatura, numero de bicamadas, pH, tempo de deposi¢do ou enxague, etc.

Através da técnica empregada, obteve-se a deposicdo de fibras de
fibroina de seda na superficie dos filmes que puderam ser orientadas em duas
diregcbes alternando a posicdo dos substratos na imersdo em solugdes
poliméricas. Esse resultado é inédito na literatura e vislumbra um grande potencial
de aplicagdo na ciéncia de biomateriais, ja que os polimeros que constituem os
filmes aqui apresentados sdo compativeis com diversos tipos de células e
poderiam ser utilizados para adesdo ou proliferacdo celular ou ainda para
aumentar a biocompatibilidade da superficie de materiais utilizados em cirurgias

ou implantes.

Este trabalho foi todo desenvolvido Centro de Engenharia e Ciéncia dos
Materiais (CMSE) no Massachusetts Institute of Technology (MIT) sob superviséo
do Prof. Dr. Michael Rubner e fez parte de um programa de doutorado sanduiche
financiado pela Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) no periodo de Julho/07 a Janeiro/08.
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4.1 MATERIAIS E METODOS

Os equipamentos de deposigao para produgédo dos filmes (dippers) eram
automaticos e controlados por um computador central, o que facilitava a operacao
principalmente quando filmes com varias bicamadas eram requeridos. Os
equipamentos eram ainda acoplados com sistema de secagem com ar quente ou

a temperatura ambiente.

4.1.1 Preparacgao de Solugoes de Quitosana e Fibroina de Seda

Quitosana de baixa massa molecular (Sigma Aldrich) foi dissolvida em
solugao 0,25 M de acido acético e acetato de sodio para a concentracéo de 1 g/L.
A solugéo foi filtrada e seu pH foi ajustado para 6,0 ou 4,0 com adi¢gdo de solugao
de NaOH 1M.

Fios de seda do tipo BRO8B da Fiagdo Bratac (Sao Paulo/Brasil) foram
tratados em solugcdo de NaCO; 1 g/L durante 20 min. a 80 °C para remogao de
sericina. Esse processo foi repetido 3 vezes e posteriormente os fios foram
enxaguados com agua em abundancia e secados em estufa a 40 °C. Apss secos,
os fios foram cortados em pequenas fragdes e dissolvidos em solvente ternario de
BrLi-CH3;CH,0OH-H,0 (45:44:11, massa) a temperatura de 90 °C para concentragao
de 20 g/L (CHEN et al., 2001). A solucao de fibroina de seda era entdo dialisada
por 3 dias a aproximadamente 10 °C e sua concentragao era ajustada para 0,1 g/L
por diluigdo em agua ultra pura. Alguns testes com fibroina de seda dissolvida em
solvente ternario CaCly-CH;CH,OH-H,O (1:2:8, molar) foram realizados para
observar a influéncia do solvente na preparacao dos filmes. A solucao de fibroina
de seda obtida a partir do solvente ternario CaCl,-CH;CH,OH-H,O foi preparada
nas mesmas condi¢cdes e concentracdes que a obtida pelo solvente ternario BrLi-
CH;CH,0OH-H0.
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A concentragcdo de quitosana foi a concentragdo padrdo ja adotada no
laboratério para preparacédo de filmes finos e a concentragao de fibroina de seda
foi determinada de forma a produzir filmes com qualidade adequada as aplicagdes

propostas.

4.1.2 Deposicao de Filmes de Quitosana e Fibroina de Seda

Para deposi¢cao de filmes de quitosana (Chi) e fibroina de seda (SF),
substratos de silicio (Si) foram utilizados. O processo de deposi¢cao consistiu em
mergulhar os substratos nas solugdes de quitosana e fibroina alternadamente.
Entre as deposigdes dos biopolimeros, dois passos de lavagem em agua ultra
pura Milli-Q® e um passo opcional de secagem eram empregados. O tempo de
exposi¢ao dos substratos nas solug¢des de quitosana e fibroina de seda era de 10
min cada, enquanto que os passos de lavagem eram de 2 e 1 min,
respectivamente (DECHER; SCHLENOFF, 2003; WANG et al., 2005b). Nas
solucbes de biopolimeros os substratos permaneciam inertes durante todo o
tempo, enquanto que durante a lavagem em agua os mesmos eram levemente
agitados com movimentos verticais. O passo opcional de secagem era empregado
a temperatura ambiente por 5 min apds a ultima lavagem de cada biopolimero
(WANG et al., 2005b). Cada bicamada de filme era composta de uma camada de
quitosana e uma camada de fibroina. O processo de deposicdo sempre se iniciava
com quitosana na primeira camada e finalizava com fibroina de seda na ultima
camada.

Durante o processo de deposi¢ao dos filmes, observou-se em alguns casos
a presenca e aparente alinhamento de fibras na direcdo da deposicdo. Para
estudar a possibilidade de obtencdo de uma rede de fibras, tentou-se alinha-las
em duas direcdes perpendiculares. Para tal, um primeiro processo de deposicao
era realizado como descrito previamente e entdo o substrato era girado 90° e um
segundo processo de deposigao era iniciado. A Figura 17 mostra a representagao

do processo de deposicao utilizado para preparagao dos filmes.
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Secagem

a | Secagem jonal
\\pcimal 1

b Fibras alinhadas
em uma diregao

?9{1"

—:.'

Fibras alinhadas
em duas diregoes

Figura 17 — Esquema do processo (a) de deposigao de filmes de fibroina de seda
e quitosana e (b) de obtencao fibras alinhadas em duas dire¢des na superficie dos

substratos.
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A nomenclatura adotada para as amostras era (Chia/SF)px, onde a é o pH
da solucdo de quitosana, b € a numero de bicamadas no primeiro processo de
deposi¢cdo e ¢ € 0 numero de bicamadas no segundo processo de deposigao,

quando aplicado.

4.1.3 Caracterizagao dos Filmes de Quitosana e Fibroina de Seda

Os filmes foram caracterizados quanto sua morfologia por microscopia
Optica e microscopia de for¢ca atébmica (AFM- tapping mode). A orientagao de fibras
observada em algumas amostras foi avaliada aplicando-se média azimutal na
Transformada Rapida de Fourier (FFT) das imagens obtidas por microscopia
dptica. Para tal, o software Image J® foi utilizado. A espessura dos filmes para

diferentes numeros de bicamadas foi obtida por elipsometria.

a) Microscopia de Forga Atémica (AFM)

A microscopia de forga atdbmica permite realizar medidas diretas de altura
e rugosidade das amostras e possui a vantagem de dispensar a utilizagdo de
vacuo ou de recobrimento das mesmas. O equipamento possui um cantilever com
uma ponta da ordem de micrdmetros em sua parte inferior utilizada para percorrer
a amostra. A técnica consiste na medida de forgas atrativas ou repulsivas entre a
amostra e a ponta do cantilever. Dependendo da natureza das forgcas envolvidas
tém-se diferentes tipos de AFM, como AFM de modo de contato, modo de nao
contato ou contato intermitente. Para a caracterizagcdo dos filmes, utilizou-se o
modo de contato intermitente (tapping mode) com o objetivo de verificar a

rugosidade das amostras assim como a orientagdo do biopolimero na superficie.

O equipamento utilizado para obten¢do das micrografias de forga atémica
foi um NanoScope [lIIA (Digital Instruments Dimension 3000) localizado no
CMSE/MIT.
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b) Elipsometria

Elipsometria é uma técnica Optica nao destrutiva utilizada para
caracterizacao de filmes finos em uma superficie. A técnica baseia-se na deteccao
da mudancga de estado de polarizacdo da luz causada pela reflexao na superficie
de uma amostra e fornece valores de espessura e indice de refragdo com alta
precisdao. Um elipsébmetro de angulo variado (M-2000D, J. A. Woollan, USA)
localizado no Institute for Soldier Nanotechnologies (ISN) do MIT foi utilizado para

analises.

c) Infravermelho (FTIR)

Para caracterizagdo dos filmes de fibroina de seda e quitosana por
infravermelho, utilizou-se como substrato um cristal de seleneto de zinco (ZnSe). A
analise foi realizada para amostras (Chi6/SF),, ou seja, flmes de quitosana (pH 6)
e fibroina de seda com 20 bicamadas aplicando-se secagem intermediaria entre
as deposicdes dos biopolimeros. Utilizou-se um espectrémetro de infravermelho
por transformada de Fourrier (FTIR) da marca Nicolet Magna 860 (USA) no
CMSE/MIT.

d) Transformada Rapida de Fourier e Média Azimutal

Para avaliar a orientagao das fibras na superficie dos filmes depositados
em substratos de Si, aplicou-se a uma ferramenta de processamento de imagens
conhecida como Transformada Rapida de Fourier (FFT). Com esta técnica é
possivel decompor a imagem em seus senos e cossenos e, além disso, verificar a
frequéncia de um padrdo na imagem original. Assim, cada ponto na imagem da
FFT representa uma frequéncia particular contida no dominio espacial da imagem

original. A média azimutal da imagem da FFT foi calculada. Esta ferramenta
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fornece um grafico da posi¢céo angular de cada ponto da FFT pela sua intensidade
através do calculo da integral de uma area circular concéntrica a imagem da FFT.
As imagens da FFT e o calculo da média azimutal foram obtidos utilizando-se o
software Image J°. As imagens originais foram obtidas por um microscépio Optico

(Zeiss, Axioplan 2 imaging) no modo de reflex&o.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Filmes de Fibroina de Seda e Quitosana

Testes preliminares foram realizados para avaliagcdo da melhor metodologia
para obtencdo dos filmes. Avaliou-se filmes formados a partir de solugdo de
quitosana a pH 6,0 ou 4,0 e solugao de fibroina como preparada (pH neutro) ou a
pH 4,0. O efeito da etapa de secagem entre as deposi¢gdes dos biopolimeros
também foi investigado. Todos os filmes avaliados nestes testes continham 20
bicamadas e a solugdo ternaria utilizada para dissolver a fibroina foi BrLi-
CH3CH,0OH-H0.

Avaliando a espessura de filmes de quitosana e fibroina de seda obtidos a
partir de quitosana a diferentes pHs (6,0 ou 4,0), observou-se que o passo de
secagem, realizado entre a deposigao dos biopolimeros, possui grande influéncia
na deposig¢ao dos filmes. Os valores de espessura, obtidos por elipsometria, estdo
mostrados na Figura 18. A alteragédo do pH da quitosana de 6,0 para 4,0 n&o levou
a grandes diferengas na espessura dos filmes submetidos ao passo de secagem,
entretanto, filmes obtidos com quitosana a pH 6,0 apresentaram superficie mais

homogénea.

No caso de filmes obtidos com quitosana a pH 4,0, a superficie era

bastante irregular, apresentando pequenos aglomerados de fibroina. Esse
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fendbmeno pode estar atribuido ao fato de que a baixos pHs, a fibroina tende a
gelificar mais rapido (KIM et al., 2004). Esta € uma das razdes de nao se utilizar
solugdo de fibroina de seda a baixo pH. Testes realizados com fibroina de seda a
pH 4,0 n&do se mostraram promissores porque a solugado era instavel e gelificava
durante o processo de deposi¢ao levando a formagao de aglomerados de fibroina
em toda superficie do substrato.
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Figura 18 - Espessura de filmes de fibroina de seda e quitosana determinada por
elipsometria para filmes com 20 bicamadas utilizando-se solugéo de quitosana a
pH 6 ((Chi6/SF)0) ou a pH 4 ((Chi4/SF)y),aplicando-se ou ndo a etapa

intermediaria de secagem entre as deposi¢cdes dos biopolimeros.
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Com base nos resultados previamente descritos, optou-se por adotar o
procedimento de deposicdo com etapa de secagem e solugdo de quitosana a pH
6,0. A curva de crescimento do filme (Chi6/SF), obtido por elipsometria, esta
mostrada na Figura 19 onde é possivel observar um perfil linear para os numeros
de bicamadas analisados. Vale ressaltar, entretanto, que normalmente nas
primeiras bicamadas o crescimento do filme pode nao ser linear, ja que a
superficie do substrato pode ainda ndao estar completamente recoberta ou as
primeiras camadas serem tao finas que permitam grande interpenetragdo das
cadeias poliméricas entre as bicamadas (DECHER; SCHLENOFF, 2003). Com o
aumento do numero das bicamadas, e consequentemente da espessura do filme,
esses efeitos tendem a diminuir e o filme comeca a crescer mais

homogeneamente.
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Figura 19 - Curva de crescimento para filmes de fibroina de seda e quitosana
(Chi6/SF) utilizando fibroina de seda dissolvida em solvente ternario BrLi-
CH3CH,0H-H,0.
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4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho

A configuragdo secundaria da fibroina de seda foi verificada por
espectroscopia de infravermelho para amostras de (Chi6/SF);,. O espectro de
infravermelho, mostrado na Figura 20, apresenta um pico referente a aminas
alifaticas que pode ser associado a quitosana presente no filme e dois picos
referentes a configuragao a-hélice ou helicoidal aleatéria (silk 1) e folha-B (silk 1)
da fibroina de seda. Geralmente, filmes de fibroina de seda apresentam
configuragdo secundaria o-hélice ou helicoidal aleatéria e precisam ser
estabilizados através da transicdo para configuragcado folha-p (TAKETANI et al.,
2005). Neste caso, entretanto, obteve-se filmes estaveis com a presenca de
configuragdo a-hélice e folha-p sem a necessidade de tratamentos adicionais.
Este fendbmeno foi observado por Wang et al. (2005b) e atribuido ao processo de
secagem em Ny, que desidratava a fibroina levando a formagao de folhas-f. Chen
et al. (1997a) descreveram a formagao de pontes de hidrogénio e folhas-f em
blendas de fibroina de seda e quitosana. No caso do presente trabalho pode-se
atribuir a configuragdo folha-p a formagéo de pontes de hidrogénio entre duas
moléculas de fibroina, pela desidratagédo do filme durante o processo de secagem,
ou entre uma molécula de fibroina e uma de quitosana apos a deposicdo de cada
bicamada. A presenca de folhas-f no filme depositado conferiu estabilidade ao
material, impedindo sua dissolugdo em agua e ainda eliminou uma etapa do

processo de obtengao de filmes.
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Figura 20— Espectro de infravermelho para filme de fibroina de seda e quitosana
(pH 6) com 20 bicamadas aplicando processo de secagem entre a deposi¢ao de

cada biopolimero.

4.2.3 Orientagao de Fibras na Superficie dos filmes

Analisando-se a superficie dos filmes, observou-se a presencga de fibras
aparentemente orientadas na diregdo que o substrato era mergulhado. Imagens
obtidas por microscopia Optica estdo mostradas na Figura 21. A deposi¢cdo de
fibras foi observada desde filmes com 10 bicamadas até 40 bicamadas. O
aumento do numero de bicamadas levou ao aumento da densidade de fibras na
superficie dos filmes. Este fendbmeno pode ser notado na Figura 21 onde no filme
com 10 bicamadas é possivel notar que as fibras parecem n&o cobrir toda
superficie do filme, mas a medida que se aumenta o numero de bicamadas, a

superficie parece ser completamente recoberta pelas fibras.
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A orientacao destas fibras foi confirmada pela obtencdo da média azimutal
da Transformada Rapida de Fourier das imagens obtidas por microscopia oOptica.
A analise da FFT e da média azimutal confirmou a presenca de orientagcdo nas
imagens observadas. A partir desta observacédo, tentou-se obter orientagao
bidirecional alternando-se a orientacdo do substrato. Os resultados estdo
mostrados nas Figuras 22 e 23. Apds o primeiro processo de deposicdo com 20
bicamadas em uma direcdo, girou-se a amostra 90° e iniciou-se o segundo
processo de deposicdo. Neste caso, pode-se observar a presenca de orientacao
na segunda direcdo apenas apdés 20 bicamadas no segundo processo de

deposicao.

No primeiro processo de deposicao, o filme de fibroina de seda e quitosana
depositava no substrato de silicio e era possivel observar a orientacdo de fibras a
partir de 10 bicamadas. Entretanto, para o segundo processo de deposigao,
apenas apos 20 bicamadas foi possivel comprovar a orientagao das fibras no
sentido da segunda deposigdo. Este fato pode estar atrelado a limitagbes do
equipamento de microscopia optica que talvez ndo tenha fornecido uma imagem
com resolucdo apropriada para analise. Possivelmente, apés 10 bicamadas no
segundo processo de deposi¢cdo, algumas fibras de fibroina de seda ja estejam
depositadas e orientadas, mas a maior densidade de fibras no primeiro processo
de deposicdo era dominante. Esse fato foi também observado para amostras com
30 bicamadas no primeiro processo de deposicdo, onde apenas se verificou

orientagdo no segundo processo de deposi¢cao apds 30 bicamadas.
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Figura 21 — Imagens de microscopia Optica para filmes de fibroina de seda e
quitosana, preparados a partir de solugao de quitosana a pH 6, com (a) 10, (b) 20,
(c) 30 ou (d) 40 bicamadas, evidenciando o alinhamento de fibras na superficie

dos mesmos.
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(b) (Chi6/SF)20x10

() (Chi6/SF)z0x20

Figura 22 — Bi-direcionamento de fibras observado por Transformada Rapida de
Fourier, para filmes de fibroina de seda e quitosana (pH 6), com 20 bicamadas no
primeiro processo de deposicéo e (a) 0, (b) 10 ou (c) 20 bicamadas no segundo

processo de deposicao, onde e é a espessura do filme calculada por elipsometria.
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Figura 23 — Média azimutal da Transformada Rapida de Fourier de imagens
obtidas por microscopia 6ptica para filmes de fibroina de seda e quitosana (pH 6),
com 20 bicamadas no primeiro processo de deposicéo e (a) 0, (b) 10 ou (c) 20

bicamadas no segundo processo de deposigao.

A deposicdo e orientacdo de fibras observadas neste trabalho estdo
intimamente ligadas ao escoamento da solugdo durante o processo de deposigéo.
Apos a dialise, a solugdo de fibroina de seda torna-se metaestavel e tende a
gelificar ou aglomerar com o passar do tempo ou sob qualquer perturbagao
externa como aumento de temperatura ou agitagdo mecanica (CHEN et al., 2001,
KIM et al., 2004; KAPLAN et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2006). Para o
solvente utilizado (BrLi-CH3CH>OH-H,0), nota-se que a fibroina parece nao ser
completamente dissolvida, apresentando uma suspenséo de fibrilas. Essas fibrilas,
apo6s didlise tendem a aglomerar em pequenas fibras e depositam no substrato
quando este € imerso na solugdo. Durante o movimento vertical para remogao do
substrato, essas fibras tendem a orientar-se no sentido do escoamento da

solugdo. Os dois passos de enxague removem o excesso de solugao da superficie
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deixando apenas o material aderido @ mesma e o processo de secagem ajuda a
estabilizar o filme impedindo sua dissolugdo nas proximas etapas (DECHER,;
SCHLENOFF, 2003; WANG et al., 2005b).

4.2.4 Microscopia de Forga Atomica

A morfologia dos filmes observada por microscopia de forga atémica esta
mostrada nas Figuras 24, 25 e 26. Na Figura 24 é possivel comparar as
caracteristicas da superficie de filmes de fibroina de seda e quitosana com 10 e 30
bicamadas. Em ambos os casos, as imagens de AFM mostram uma superficie
granular e irregular para se¢dées de TumX1um e 5umX5um. A Figura 25 exibe o
perfil tridimensional para uma amostra de filme de (Chi6/SF)o onde é possivel

verificar mais claramente a formagao granular na superficie do filme.

Imagens de AFM para se¢des de 15umX15um séo exibidas na Figura 26
para filmes de fibroina de seda e quitosana submetidos a um ou dois processos de
deposigao a fim de se verificar o alinhamento e orientagao das fibras na superficie
dos substratos. As amostras analisadas foram: filmes de fibroina de seda e
quitosana (pH 6) com 20 bicamadas no primeiro processo de deposi¢ao e (a) 0
bicamadas no segundo processo de deposi¢cao (Chi6/SF)aoxo; (b) 10 bicamdas no
segundo processo de deposi¢cao (Chi6/SF)xx10; € (¢) 20 bicamadas no segundo
processo de deposicdo (Chi6/SF)x0. A presenca de fibras depositadas e
orientadas em uma diregado pode ser notada na Figura 26(a) para (Chi6/SF)zoxo,
onde os granulos seguem orientados em linhas em uma unica diregdo. A largura
de uma dessas linhas foi medida em aproximadamente 190 nm o que corresponde
aproximadamente a largura de uma fibrila de fibroina (PUTTHARANAT et al,,
2000). Além da formacéao bi-direcional de fibrilas na superficie dos filmes pode-se
observar também a presenga de granulos com tamanhos consideraveis. Tais

formagdes sao possivelmente constituidas de aglomerados de biopolimeros.
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Dessas observagdes pode-se inferir que as fibrilas de fibroina de seda,
presentes na solugao, depositam na superficie do filme e vao se aglomerando e
orientando no sentido em que o substrato € mergulhado pela agdo do
escoamento. Quando o segundo processo de deposi¢ao, no sentido perpendicular
ao primeiro foi aplicado com 10 bicamadas, & possivel observar por AFM o bi-
direcionamento das fibras na superficie dos filmes, como mostra a Figura 26(b).
Essa informacéo € de grande importancia visto que por microscopia optica ndo se
pdde notar o segundo alinhamento das fibras. Para 20 bicamadas no segundo
processo de deposic¢ao, Figura 26(c), as caracteristicas da primeira camada estéao
quase que completamente sobrepostas pela segunda camada, sendo visiveis

poucas fibras orientadas na primeira dire¢cao de deposigao.

2500nm

{Chi6,0/SF},, (Chi6,0/SF});,
{Z=40 nm) (Z=50nm)

Figura 24 — Imagem de AFM no modo de altura para filmes de fibroina de seda e
quitosana (pH 6) constituidos de 10 ((Chi6/SF)40) ou 30 ((Chi6/SF)s0) bicamadas,

sendo z a escala maxima de altura.
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40 nm

20 nm

0nm

0,2

Figura 25 — Imagem de AFM tridimensional no modo de altura para uma amostra

de filme com 10 bicamadas de fibroina de seda e quitosana a pH 6, (Chi6/SF)4o.

80



CAPITULO 4 - FILMES LbL DE FIBROINA DE SEDA E QUITOSANA

15x15 pm

(Chi6/SF) 5y (Chi6/SF) 59x10 (Chi6/SF) 5px20
Z =50 nm Z=150 nm Z2=203 nm

Figura 26 — Imagem de AFM no modo de altura para filmes de fibroina de seda e
quitosana (pH6), com 20 bicamadas no primeiro processo de deposi¢ao e (a) 0,
(b) 10 ou (c) 20 bicamadas no segundo processo de deposigao, onde z representa

a escala maxima de altura.

4.2.5 Efeito do Solvente na Deposigao dos Filmes

Solucdo de fibroina de seda dissolvida no solvente ternario CaCl,-
CH3CH,0OH-H,0 foi utilizada apdés dialise para deposicao de filmes de fibroina de
seda e quitosana, com o intuito de avaliar o efeito do solvente nesse processo. A
curva de crescimento para filmes de fibroina de seda e quitosana a pH 6 com
etapa secagem, (Chi6/SF), esta mostrada na Figura 27. Observa-se crescimento
linear nas faixas analisadas. Fibroina de seda dissolvida no solvente ternario
CaCl,-CH3CH;0OH-H,0 promoveu maior deposigao dos biopolimeros no substrato,
levando a filmes mais espessos e com morfologia irregular. A presenga de alguns
aglomerados de fibroina nesses filmes mostra que o processo utilizando o
solvente em questdo pode ndo ser adequado, ou os parametros do processo

devem ser ajustados para obtengdo de um recobrimento mais regular.
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Figura 27 - Curva de crescimento para filmes de fibroina de seda e quitosana, a
pH6, (Chi6/SF), utilizando fibroina de seda dissolvida em solvente ternario CaCl,-
CH3CH,0H-H,0.

A morfologia das amostras obtidas por diferentes solventes pode ainda ser
comparada pelas imagens de AFM exibidas na Figura 28. Observa-se distribui¢ao
mais homogénea dos grénulos na imagem de filmes com fibroina de seda
dissolvida no solvente ternario BrLi-CH3CH,OH-H,O. No secundo caso, fibroina de
seda dissolvida no solvente ternario CaCl,-CH3CH,OH-H,O, nota-se que os
granulos estdo mais agregados e ha grande diferenga das alturas dos mesmos, o

que indica que a superficie esta irregularmente recoberta.

Deposicao ou orientagcdo de fibras ndo foram observadas nesses filmes.
Este fato pode estar relacionado ao poder de solvatacdo dos solventes analisados
e ainda indicar que o processo de deposi¢cao e orientacdo das fibras esta
realmente relacionado a deposicdo de fibras presentes na solug¢édo e nido a
formacédo de fibras na superficie do filme, pois ndo se observou fibrilas nas

solucdes provenientes do solvente ternario CaCl,-CH3;CH,OH-H,0.
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Figura 28 — Imagem de AFM no modo de altura para filmes com 10 bicamadas de
fibroina de seda e quitosana (pH 6), utilizando solugao de fibroina de seda
dissolvida em solvente ternario (a) BrLi-CH3CH,OH-H,0 ou (b) CaCl,-CH3CH,OH-
H.0.
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4.3 DISCUSSAO GERAL

Normalmente, nano ou micro fibras de fibroina de seda s&o obtidas por um
processo relativamente complexo, conhecido com eletro-fiacdo (JIN et al. 2002;
AYUTSEDE, 2005; AYUTSEDE et al., 2005). A deposic¢ao e alinhamento de fibras
em filmes multicamadas de fibroina de seda e quitosana pelo método de LbL
ainda nao foi reportada na literatura e € um resultado interessante que confere a
possibilidade de utilizacdo destes filmes em um amplo campo de aplicacdes. Cai
et al. (2007) estudaram filmes de fibroina de seda e quitosana para recobrir titanio
e observaram um aumento na biocompatibilidade do material para cultura de
osteoblastos. O processo de deposicdo adotado por estes pesquisadores era
diferente do utilizado neste trabalho e nenhuma referéncia a orientacado de fibras

foi mencionada.

Muitos tecidos encontrados na natureza apresentam excelentes
propriedades mecanicas e funcionalidade devido as diferentes fases presentes em
sua estrutura resultando em formagdes anisotropicas. Alguns exemplos desses
materiais seriam 0s 0ssos ou o bambu, onde os componentes isoladamente
apresentam baixa resisténcia mecénica, mas juntos, produzem compdsitos
extremamente resistentes (HOLANDA et al., 1999; MURAD, 2007). Assim, a
possibilidade de reproduzir, em laboratério, a orientagédo e organizagdo natural

desses materiais € um desafio a ser superado.

Alguns testes de resisténcia mecanica foram realizados em amostras de
filmes multicamadas de fibroina de seda e quitosana utilizando-se uma técnica
conhecida como buckling. Os resultados preliminares indicaram que os filmes
possuem otima resisténcia mecanica, com modulo de elasticidade da ordem de 6
GPa. A técnica ainda esta sendo aperfeicoada pelo grupo de pesquisa do Prof.
Michael Rubner, ja que houve grande variagao nas réplicas analisadas, chegando
a valores maiores que 10 GPa. Essa grande variagao pode estar relacionada tanto
ao método quanto as caracteristicas dos filmes. Para realizacdo dos testes

mecanicos por buckling sao utilizados substratos de poli(dimetil)siloxano (PDMS).
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Este substrato € um polimero elastico onde o filme & depositado. O sistema PDMS
e filme multicamadas é comprimido numa dire¢cdo e quando a forgca € liberada, ha
a formacdo de um padrdo sinuoso na superficie do filme. As propriedades
mecanicas do filme depositado sobre o substrato dependera da amplitude e do
comprimento de onda do padrao formado na superficie do filme (STAFFORD et
al., 2004). Assim, dependendo da diregdo que a compressdo € realizada nos
filmes de fibroina de seda e quitosana, o moédulo de elasticidade podera variar de
acordo com a direcdo das fibras depositadas, como é de se esperar em materiais

anisotropicos.

A possibilidade de criar um material com uma rede de fibras alternando a
direcao da deposicdo na amostra pode permitir a obtengcdo de um material com
excelentes propriedades mecanicas associadas a ja conhecida biocompatibilidade
dos polimeros em estudo (CHEN et al., 1997a; CAl et al., 2007). Além de poder
melhorar as propriedades dos filmes, a deposicédo e orientacdo das fibras podem
ser exploradas no campo biomédico como matrizes para crescimento celular onde
a interacao entre as células e fibras poderia ser explorada para guiar a adesao e
proliferagdo celular no substrato (MA et al., 2005; BADAMI et al., 2006; LIANG et
al., 2007).

4.4 CONCLUSAO PARCIAL

Filmes multicamadas de quitosana e fibroina de seda podem ser obtidos
pela deposi¢cado dos biopolimeros através da técnica Layer-by-Layer. Esta técnica
permite ainda a deposicido e orientagao de fibras de fibroina de seda que podem
ser controladas pela diregdo do substrato durante o mergulho nas solugdes

poliméricas.
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CAPITULO 5
RECOBRIMENTO DE BIOMATERIAIS

Com o intuito de aprimorar os conhecimentos e tecnologia de aplicagao de
novos biomateriais na area cardiovascular, este trabalho apresenta a proposta de
avaliar o potencial de utilizacdo de fibroina de seda no recobrimento de
biomateriais, mais especificamente, no recobrimento de pericardio bovino

destinado a confecgao de valvulas cardiacas.

O presente trabalho é parte de um projeto tematico FAPESP (04/09566-8),
coordenado pelo Prof. Dr. Ronaldo Nogueira de Moraes Pitombo, que visava o
desenvolvimento de novas tecnologias ou novos materiais para modificar o
pericardio bovino, comumente usado para confeccdo de valvulas cardiacas, a fim
de diminuir sua propensao a calcificacdo quando implantados. Assim, o potencial
de calcificagao de pericardio bovino recoberto com fibroina de seda foi investigado
por testes de calcificacdo in vitro em solugdo de fluido corporeo simulado. Os
resultados foram comparados com os obtidos para testes de calcificagcao in vitro
em pericardio bovino recoberto com quitosana ou pericardio bovino sem
recobrimento de biopolimeros. Para complementar o estudo, a compatibilidade
dos filmes de fibroina de seda e de quitosana foi avaliada por testes citotoxicidade

e de crescimento de células endoteliais in vitro.

O projeto tematico envolveu pesquisadores da Universidade Estadual de
Campinas (Faculdade de Engenharia Quimica), da Universidade de S&o Paulo
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Instituto do Coragéo) e do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). Cada grupo desempenhou uma parte
do projeto, sendo os testes de calcificagao in vitro coordenados pela professora
Marisa Beppu e executados em nosso laboratério (Laboratério de Engenharia e
Quimica de Produtos — LEQUIP/FEQ/UNICAMP). Os testes de citotoxicidade e de
crescimento de células endoteliais foram realizados pelos colaboradores do IPEN

(IPEN/CNEN-SP).
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5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Preparagao das Amostras de Pericardio Bovino

Substratos de pericardio bovino foram extraidos de um patch comercial
(SN: 201731 - Braile Biomédica, Brasil), com 0,33 mm de espessura, pré-tratado
com solugdo de glutaraldeido 0,5% e armazenado em tubo de vidro estéril
contendo solugado de formaldeido 4%. O patch foi lavado exaustivamente com
solugdo de NaCl 0,9% em massa (soro fisioldgico), para a completa retirada dos
residuos de formaldeido provenientes do recipiente de armazenamento, foi entdo
cortado em pedacgos de aproximadamente 4 cm?e posteriormente congelados em
nitrogénio liquido e liofilizados por 24 h a -50 °C e -760 mmHg em um

equipamento da marca Liobras L101.

5.1.2 Solugodes de Biopolimeros

Fios de seda, fornecidos pela Fiacdo Bratac — Brasil (BR08B) foram
lavados por trés vezes em solugdo de Na,CO3 0,5% (m/v) a temperatura de 85 °C
e entdo em agua destilada em abundancia para remogé&o da sericina. Os fios
purificados e secos foram cortados em pedacos de aproximadamente 1 cm e
entdo dissolvidos em solugao ternaria CaCl,-CH3CH,OH-H,O (1:2:8 molar) para
concentragao de 10% (m/v) a temperatura de 85 °C (LI et al., 2002). Esta solugao
foi dialisada em membrana de celulose (Viscofan, 22 EU — 20 USA) em agua ultra
pura por 3 dias a aproximadamente 10 °C para remog¢ao dos sais e posteriormente

diluida para a concentracéo de 1% (m/v).

Quitosana (Sigma Aldrich) foi dissolvida em uma solucao de acido acético

3% (v/v) para concentragao de 1% (m/v).
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5.1.3 Filme de Biopolimeros

Vinte mililitros (20mL) de solucao de fibroina de seda ou quitosana foram
derramados sobre uma placa de Petri de poliestireno com 9 cm de didmetro e os
filmes de biopolimeros formaram-se por evaporacdo do solvente a 30 °C. Filmes
de fibroina de seda foram tratados com etanol 70% e filmes de quitosana foram
tratados em solucdo NaOH 1M por 1 h para promover a estabilidade dos filmes em

agua, impedindo sua dissolugao.

5.1.4 Recobrimento de Pericardio Bovino

O pericardio bovino liofilizado foi imerso numa solucéo de fibroina de seda
ou de quitosana por 20 min. As amostras foram secas a temperatura ambiente e
posteriormente tratadas para insolubiliza-las em agua. Amostras de pericardio
bovino recoberto com fibroina de seda ou quitosana foram tratadas com solucéo
de etanol 70% ou NaOH 1M, respectivamente, durante 1 h e entdo submetidas

aos testes de calcificacao in vitro.

5.1.5 Ensaios de Calcificagao In Vitro

Os testes de calcificagao in vitro foram realizados com uma solucéo
modificada do fluido corporeo simulado (1,5xSBF). Esta solugdo contém 50% a
mais da concentragdo ibnica da solugdao SBF original e foi utilizada com o
proposito de acelerar o processo de calcificagdao. A preparacédo da solugao SBF,
assim como a descrigao dos ions presentes na mesma esta descrita no Capitulo 3

no item 3.2.7.

Amostras de pericardio bovino com ou sem recobrimento de biopolimeros

foram colocadas em potes de poliestireno com 50 mL de uma solugdo de fluido
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corpoéreo simulado (1,5xSBF) a temperatura de 36,5 °C, mantida em um banho
termostatizado sob agitacdo leve por 7 dias. A solugdo 1,5xSBF foi trocada em
intervalos de 48 h e o pH foi medido para observar possiveis contaminagdes. No
sétimo dia, as amostras foram retiradas da solugéo calcificante e enxaguadas em
agua deionizada para remogéo do excesso de sais da superficie. Posteriormente,
foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas a -50 °C e -760 mmHg no
equipamento da marca Liobras L101 para analises de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e energia dispersiva de raios-X (EDS). Os testes foram

realizados em duplicata.

5.1.6 Teste de Citotoxicidade em Filmes de Fibroina de Seda e de Quitosana

A citotoxicidade in vitro de filmes de fibroina de seda e de quitosana foi
avaliada. O teste foi realizado seguindo a norma ISO 10993-5: Biological
evaluation of medical devices — Part5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods. O
meio de cultura utilizado foi RPMI 1640 (Gibco) e o método empregado foi da
avaliagao da viabilidade celular por corante vital, MTS/PMS, como recomendado
no kit “CellTiter96® AQueous Non — Radioactive Cell Proliferation Assay — Promega

Corporation”.

As amostras foram esterilizadas com radiagdo gama (25 kGy) e
recortadas para preparacao do extrato na concentragao de 1 cm?/mL de meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco 23400-021). Apds 72 h a 37 °C, o extrato de meio de
cultura foi filtrado em filtro para seringa estéril, com poro 0,45 ym com membrana
de acetato de celulose (Corning), e preparadas diluicbes seriadas de 100% a
6,25% do extrato em meio RPMI estéril. Como controle positivo utilizou-se uma
solugéo fenol a 0,4% e o controle negativo foi um extrato de polietileno de alta
densidade (PEAD). As amostras foram avaliadas quanto ao indice de
citotoxicidade 50% (ICsp), que corresponde a concentragdo do extrato que mata

50% da populacao de células viaveis.
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5.1.7 Adesao de Células Endoteliais em Filmes de Fibroina de Seda e de

Quitosana

As células endoteliais utilizadas para avaliacdo da biofuncionalidade dos
materiais sdo de linhagem estabelecida e foram adquiridas de repositério
internacional. As células CRL1730 da ATCC sao células endoteliais provenientes
do cordao umbilical humano (HUVEC).

As células foram cultivadas segundo protocolo da ATCC: meio de cultura
Ham’s F12K com 2 mM de L-glutamina, ajustado com bicarbonato de sédio para
concentragdo de 1,5g/L; e suplementado com 0,1 mg/mL de heparina e 0,05
mg/mL ECGS (endothelial cell growth supplement — suplemento de crescimento
celular endotelial), 10% de soro fetal bovino. Temperatura de incubagéo de 37°C
com 5% de COa.

O ECGS foi preparado no laboratério por meio de maceragao do cérebro de
camundongos BL 10/PL com 10 semanas de vida, ndo utilizados em experimentos
e que seriam descartados por excesso de individuos. Foi realizada uma mistura
com o mesmo numero de camundongos macho e fémea. Os cérebros foram
macerados na proporgao de 3 mL/unidade total (cérebro e cerebelo). Este ECGS
mostrou-se eficiente para o cultivo, pois as células cultivadas sem o ECGS tem um
crescimento lento. As células cultivadas com o ECGS apresentavam morfologia
idéntica as células cultivadas pela ATCC, comparado com uma foto no site
(www.atcc.org). As células cultivadas sem ECGS apresentavam morfologia
disforme.

Quando as células ocupavam aproximadamente 80% da area de cultivo no
frasco de cultura, foram descoladas pela acdo enzimatica de solugdo de tripsina
0,05% /EDTA 0,02% e amplificadas na propor¢ao de 1:5.

Cultivo das células endoteliais sobre os filmes de biopolimeros
Os filmes de fibroina de seda e de quitosana foram esterilizados por

radiagdo gama a 25kGy, acomodados em uma placa de cultura e sobre eles, foi
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colocado um anel de aco inoxidavel de 16 mm de didmetro interno para
delimitacdo da area de cultivo. As membranas foram deixadas com meio de
cultura Ham’s F12 na incubadora a 37° C por uma noite, para ambientacao.

As células endoteliais na 92 passagem, quando atingiram a confluéncia,
foram retiradas do frasco de cultura por acdo da solucédo tripsina/EDTA e
semeadas 12000 células na area interna de cada anel acomodado sobre as
membranas. Apds 24 horas os anéis foram retirados e a primeira troca do meio de
cultura foi realizada. Os filmes com as células foram mantidos na incubadora por
14 dias com troca de meio de cultura a cada 3 dias. O crescimento das células nas

membranas foi acompanhado no microscopio éptico invertido.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Testes de Calcificagao In Vitro

Amostras de pericardio bovino com ou sem recobrimento de biopolimeros
foram investigadas quanto ao seu potencial de calcificagao in vitro. Micrografias
das amostras de pericardio bovino n&o recoberto com biopolimeros estao
mostradas na Figura 29. Uma das réplicas apresentou depodsitos de fosfato de
célcio na sua superficie, como pode ser observado na Figura 29 (a). Os depdsitos
apresentaram-se em formato esférico, espalhados em alguns pontos da amostra.
Na segunda réplica, Figura 29 (c), ndo foram observados depdsitos de fosfatos de
calcio ou sinais de calcificacdo. Os espectros de EDS confirmaram as

observagoes feitas pela analise das micrografias para ambas as amostras.

Amostras de pericardio bovino recobertas com quitosana ou fibroina de
seda nao apresentaram depodsitos de fosfatos de calcio apdés os testes de
calcificagado in vitro. As micrografias e os espectros de EDS de uma réplica de
cada uma das amostras estdo representados na Figura 30. A deposicdo da

quitosana na superficie do pericardio bovino pode ser notada na Figura 30 (a).
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Observa-se que a superficie ndo esta recoberta regularmente, mas parece que a
quitosana aglomera-se em algumas regides preenchendo os espagos vazios entre
as fibras de colageno. O mesmo nao foi observado no recobrimento com fibroina
de seda. No aumento maior da Figura 30 (c) ndo se percebe aglomerados do
biopolimero na superficie do pericardio. Uma hipotese para este fato seria que a
fibroina recobre as fibras do pericardio bovino com uma camada regular e fina de

filme.

As solucgdes de quitosana e fibroina de seda, a mesma concentracao,
possuem viscosidades diferentes. A solucdo de quitosana era mais viscosa e
talvez por essa razdo mais dificil de espalhar homogeneamente na superficie do
material, enquanto que a baixa viscosidade da solugcdo de fibroina pode ter
permitido maior difusdo para dentro do tecido e uma deposicao mais homogénea
nas fibras. Poder-se-ia esperar a presenca de um filme fino de fibroina de seda
entre as fibras de colageno, ja que este biopolimero estaria recobrindo todo o
material. Entretanto, o pericardio apés o recobrimento foi submetido ao tratamento
com etanol e posteriormente a liofilizagcdo, um processo a alto vacuo, que pode ter
colaborado com o rompimento de uma possivel camada de filme nos espagos
entre as fibras. A hipotese de ndo haver deposicao de filme de fibroina de seda na
superficie do pericardio existe, mas & pouco provavel devido a alta capacidade
filmogénica da fibroina e seu potencial de interagdo com o colageno,

principalmente através de pontes de hidrogénio (LV et al., 2007).
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Figura 29 — Micrografias de (a, ¢) amostras de pericardio bovino nao recoberto
com biopolimeros apds testes de calcificagao in vitro e (b,d) respectivos espectros
de EDS.

A calcificagdo no pericardio bovino pode envolver diversos parametros,
como a quantidade de células residuais no tecido, a extensdo do tratamento com
glutaraldeido ou mesmo fatores fisicos, como a irregularidade da superficie
(PASQUINO et al., 1994; ARAVIND et al., 1998; DAHM et al., 2004; SHOEN;
LEVY, 2005; OSWAL et al., 2007). Assim, ndo é de se surpreender que apenas
uma das amostras nao recobertas com biopolimero apresentasse depodsitos de
fosfato de calcio. Por ser um material bioldgico, o controle de todos os parametros
que possam influenciar sua calcificagdo € complexo e muitas vezes inviavel.
Entretanto, o estudo da calcificacao in vitro é util para testar novos materiais ou
modificagdo de materiais ja existentes, como foi o caso dos testes com o

pericardio recoberto com os biopolimeros.
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Figura 30 — Micrografia de amostra de pericardio bovino recoberto com (a)
quitosana e (c) com fibroina de seda apés testes de calcificagao in vitro e (b, d)

respectivos espectros de EDS.

Aimoli et al.(2007) mostraram que amostras de pericardio nao liofilizadas
e submetidas aos ensaios de calcificagao in vitro apresentaram depdsitos de
fosfato de calcio, enquanto que as amostras apds liofilizagao e recobrimento com
quitosana ou fibroina de seda, avaliadas neste trabalho, ndo apresentaram sinais

de calcificagdo sob as mesmas condi¢des de teste.

O fato de ndo se observar calcificagdo em nenhuma das réplicas de
pericardio bovino recoberto com quitosana ou fibroina de seda indica um potencial
de utilizacdo desses materiais no recobrimento do pericardio para construcdo de
valvulas cardiacas. O recobrimento do pericardio bovino com filmes desses
biopolimeros poderia ainda ter como vantagem, a possibilidade de incorporagéao
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de farmacos, como por exemplo, anticoagulantes ou inibidores de calcificagao,
que seriam liberados gradativamente apds o implante, aumentando assim, a vida

util da valvula e sua compatibilidade com o sangue.

Sabe-se que a fibroina de seda possui grande afinidade com calcio. Esta
caracteristica pode tornar os materiais derivados desta proteina propensos a
calcificar in vitro ou in vivo (ESTROFF et al., 2004; KONG et al., 2004; WANG et
al., 2004; LI et al., 2005, NOGUEIRA et al., 2008, WESKA et al., 2009.) o que seria
indesejavel no caso de valvulas cardiacas. Entretanto, muitos pesquisadores tém
mostrado que ndo sO6 a quimica da superficie de um material pode ser
determinante num processo de calcificagdo, mas também a morfologia da mesma
(ZHOU et al., 2004; AIMOLI; BEPPU, 2006; HSU et al., 2007). Assim, materiais
com morfologia irregular apresentariam maior tendéncia a calcificagdo quando

comparados com materiais com superficie relativamente mais homogénea.

Mesmo apds o recobrimento com fibroina de seda, o pericardio bovino
apresenta grande irregularidade em sua superficie, que poderia agir como ponto
de ancoragem de ions. Estas observagbes indicam que o recobrimento do
pericardio com fibroina de seda modifica a quimica de sua superficie impedindo a
calcificagdo apos sete dias de ensaios em SBF apesar da afinidade quimica da
fibroina de seda com ions calcio. A interagao entre moléculas de fibroina de seda
e o colageno podem levar a reticulagdo de suas cadeias inibindo a interagéo das
moléculas na superficie do material com o calcio ou ainda modificando a

hidrofilicidade do material alterando assim, sua molhabilidade no meio calcificante.

Isso explicaria o fato de hidrogéis de fibroina de seda, descritos no
Capitulo 4, apresentarem grande potencial de calcificagao e os filmes de fibroina
de seda depositados sobre o pericardio bovino nao calcificarem apds sete dias de
ensaio em SBF. A influéncia da morfologia de materiais derivados de fibroina de
seda no potencial de calcificacdo in vitro dos mesmos vem sendo estudada em
projetos paralelos no laboratério da professora Marisa Beppu e os testes
preliminares tém confirmado o grande potencial de estruturas porosas de fibroina

de seda calcificar durante experimentos de calcificacido in vitro em contraste com
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filmes desta proteina com morfologia regular (AIMOLI et al., 2006; WESKA et al.,
2009).

5.2.2 Avaliagao da Citotoxicidade e do Crescimento de Células Endoteliais
em Filmes de Fibroina de Seda e de Quitosana

Além do potencial de calcificagcédo in vitro de pericardio bovino recoberto
com quitosana ou fibroina de seda, € importante avaliar a compatibilidade do filme
desses biopolimeros formado sobre a sua superficie. Assim, a citotoxicidade de
filmes de quitosana e de fibroina de seda foi avaliada e o resultado obtido esta
representado graficamente na Figura 31. As amostras de filmes de quitosana e de
fibroina de seda ndo apresentaram citotoxicidade para nenhuma das

concentracdes de extrato avaliadas.

O crescimento de células endoteliais sobre filmes de fibroina de seda e de
quitosana foi avaliado por experimentos in vitro e os resultados estdo mostrados
na Figura 32. As células endoteliais aderiram e proliferaram na superficie dos
filmes de fibroina de seda na mesma relacdo do controle positivo dos testes.
Entretanto, o mesmo nao foi observado para filmes de quitosana, onde nao se
verificou a adesao ou proliferagdo dessas células. Desta forma, pode-se inferir que
os filmes de fibroina de seda possuem maior afinidade com células endoteliais
quando comparados com os de quitosana (RODAS et al., 2008). Este resultado
ressalta o grande potencial de utilizagdo de filmes de fibroina de seda para o

recobrimento de biomateriais.
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Figura 31 — Viabilidade celular de filmes de fibroina de seda e de quitosana

determinada por testes de citotoxicidade in vitro.

A compatibilidade da fibroina de seda e da quitosana com diversos tipos
de células ja foi relatada na literatura (MIM et al., 2004; FREIER et al., 2005;

WANG et al., 2006). Essa caracteristica € de grande interesse na area de

biomateriais, inclusive no campo cardiovascular. A afinidade da fibroina de seda

com células endoteliais, por exemplo, pode favorecer o processo de endotelizagao

da valvula de pericardio bovino in vitro ou quando implantada. Essa camada de

células endoteliais na superficie da valvula poderia ajudar a manter sua

integridade e até mesmo melhorar suas propriedades mecanicas ou ainda evitar o
processo de calcificagdo (BENGTSSON et al., 1993; FEUGIER et al., 2004; NINA

et al., 2004).
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Figura 32 - Imagens obtidas em microscopio Optico invertido para o crescimento
de células endoteliais cultivadas sobre placa de cultura (controle) e sobre filmes de

quitosana e de fibroina de seda.
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5.3 DISCUSSAO GERAL

A calcificagado patolégica ainda € um dos grandes problemas associados as
bioproteses valvulares. Muitos pesquisadores tém investigado diferentes
alternativas para evitar ou mesmo diminuir o tempo de calcificagdo das valvulas
implantadas. O grande desafio, entretanto, & controlar a variabilidade de
parametros que podem interferir no processo de calcificagdo das proteses, como a
idade ou o metabolismo do paciente que recebe o implante ou caracteristicas
quimicas e fisicas do material que constitui a valvula (SCHOEN; LEVY, 2005).
Assim, entender o mecanismo de calcificagdo natural dos processos biologicos e a
interacao entre materiais protéticos com células ou fluidos corpéreos torna-se
extremamente importante para o desenvolvimento de novas tecnologias capazes

de aumentar a vida util e a qualidade de proteses valvulares.

O estudo do potencial de calcificacdo in vitro de materiais desenvolvidos
para proteses valvulares € um método utilizado para pré-selecionar potenciais
candidatos a substituicdo dos modelos ja existentes. O método nao classifica um
material como adequado a confecg¢ao de valvulas, mas elimina materiais com alta
propensao a calcificagao (AIMOLI et al., 2006a; KOKUBO e TAKADAMA, 2006;
SPANOS et al., 2006; AIMOLI et al., 2007). Os testes de calcificagao in vitro com
fluido corpéreo simulado (SBF), simulam a interacdo do material com os ions
presentes no plasma humano, mas n&o simulam as interagdes -celulares,
enzimaticas ou qualquer outro processo biolégico que possa ocorrer num
organismo apos o implante. Se um material calcificar nos ensaios de calcificagao
in vitro, no caso de valvulas cardiacas ou qualquer material onde a calcificagao &

um fendbmeno indesejado, 0 mesmo sera inadequado para a utilizagao proposta.

Materiais que nao apresentam potencial de calcificagcdo nos primeiros
testes in vitro, podem ser entdo submetidos a outros testes mais complexos como
ensaios dinamicos de calcificacao in vitro usando SBF ou outros componentes do
plasma sanguineo, ou ainda, testes de calcificacdo in vivo (LEE et al., 2000;

PETTENAZZO et al., 2001). Os ensaios in vivo seriam uma das ultimas etapas na
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selecdo de um material, sendo util ndo s6 na avaliagdo da calcificacdo, mas
também da biocompatibilidade ou da biodegradabilidade do material no local do

implante sob condi¢des similares a que seriam encontradas no corpo humano.

Em se tratando das caracteristicas do material, a superficie do implante tera
uma grande contribuicdo no processo de calcificagdo, seja por sua composigcéao
quimica (THOMA; PHILLIPS, 1995) ou mesmo por aspectos fisicos como a
rugosidade (HSU et al., 2007). Muitas vezes, a quimica da superficie
desempenhara um papel importante no processo de calcificagao pela interagdo ou
complexacédo dos grupos quimicos da superficie com os ions calcio ou fésforo
levando a nucleacdo de cristais de fosfato de calcio, que dependendo das
condicdes do meio, crescem e se espalham pela superficie do material. Materiais
que nao apresentam grupos reativos na superficie podem promover a calcificagao
pela ancoragem dos ions nas suas irregularidades ou poros e assim, iniciar o
processo de deposi¢cdo para formagao da fase mineral (AIMOLI et al., 2006a;
SPANOS et al., 2006; AIMOLI et al., 2007).

No caso do pericardio bovino, podem estar envolvidos tanto fatores
quimicos quanto fisicos na deposi¢cao dos fosfatos de calcio. O tratamento com
glutaraldeido, necessario para estabilizar a estrutura do pericardio e diminuir sua
imunogenecidade, induz a calcificagdo do tecido por meios quimicos, enquanto
que a grande irregularidade da superficie do pericardio pode promover a
ancoragem de calcio ou mesmo de células, que com o passar do tempo atuam
como sitios de nucleagao para a formagao dos depdsitos minerais (ARAVIND et
al., 1998; PASQUINO et al., 1994; OSWAL et al., 2007).

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem a viabilidade de se
tratar a superficie do pericardio bovino através da liofilizacdo e o recobrimento
com biopolimeros. A liofilizagcdo remove por sublimacao todo o liquido contido no
interior e na superficie do material sem alterar sua estrutura fisica. Assim, o
material seco apresenta uma maior area superficial e menor resisténcia a difusdo

para tratamentos posteriores, como o recobrimento com biopolimeros descrito
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nesse trabalho ou tratamentos quimicos para evitar a calcificacédo (AIMOLI et al.,
2007, WESKA et al., 2008).

No que diz respeito ao recobrimento do pericardio bovino com fibroina de
seda, observa-se um grande potencial de aplicagcao desta técnica para retardar a
calcificacdo nas valvulas feitas com pericardio bovino. Pelos testes de calcificacédo
in vitro, observou-se que as amostras de pericardio bovino ndo apresentaram

deposigao de cristais de fosfatos de calcio apds sete dias de ensaio.

Sabe-se, que a fibroina tem uma tendéncia a mineralizagdo devido a sua
afinidade natural com o célcio (ESTROFF et al., 2004; KONG et al., 2004; WANG
et al., 2004; LI et al., 2005, NOGUEIRA et al., 2008). Assim, poder-se-ia pensar
que a longo prazo o pericardio recoberto com esta proteina poderia sofrer um
processo de mineralizagao acarretando na deterioragdo da valvula. Além disso, a
fibroina € um material biodegradavel, e apoés algum tempo implantada poderia
iniciar um processo de degradagao e exporia novamente a superficie do pericardio
aos fluidos calcificantes do organismo. Entretanto, a partir dos testes de
crescimento celular, uma nova frente de investigacao se abre para a aplicagcéo da
fibroina de seda no recobrimento de pericardio bovino para fabricacdo de valvulas
cardiacas. A afinidade da fibroina com células endoteliais poderia favorecer o
processo de endotelizacdo da valvula de pericardio bovino, o que ajudaria a
manter sua integridade, melhorando suas propriedades mecanicas ou mesmo
evitando o processo de calcificagcdo (BENGTSSON et al., 1993; FEUGIER et al.,
2004; NINA et al., 2004). Entao, se for possivel fazer com que as células crescem
e se espalhem sobre a superficie do pericardio recoberto com fibroina antes que
esta proteina se degrade ou sofra qualquer processo de calcificagéo, ter-se-ia uma
valvula com a superficie endotelizada e provavelmente mais resistente a

calcificagéo e a fadiga.
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5.4 CONCLUSAO PARCIAL

A liofilizacdo de pericardio bovino e posterior recobrimento com fibroina de
seda pode ser uma alternativa aos métodos atuais para diminuir a calcificacéo
nesses materiais quando implantados, pois amostras recobertas com fibroina ndo
apresentaram sinais de deposicao de fosfato de calcio apds testes de calcificacédo
in vitro e filmes desta proteina suportam a adesido e proliferacdo de células
endoteliais que poderiam atuar como uma protecdo a valvula aumentando sua

resisténcia mecanica e diminuindo sua propensao a calcificagao.
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CAPITULO 6
DISCUSSAO FINAL

Foram apresentadas neste trabalho trés frentes de estudo da aplicagao de
materiais derivados de fibroina de seda no campo de biomateriais. A preparacao e
a caracterizagdo de hidrogéis de fibroina de seda, fiimes LbL e filmes
monocamada para recobrimento de superficies foram estudas e estdo descritas

nos capitulos precedentes.

A fibroina de seda se mostrou como matéria-prima promissora para
producao de biomateriais tanto na forma de hidrogéis como na forma de filmes. O
potencial de calcificacado in vitro desta proteina é influenciado pela sua forma de
processamento, mais especificamente pelas caracteristicas da superficie dos
materiais derivados da mesma. Assumindo-se que a quimica da superficie de
filmes e hidrogéis de fibroina de seda seja similar, o potencial de calcificacdo
destes materiais seria determinado pela estrutura fisica de sua superficie
(THOMA; PHILLIPS, 1995; HSU et al., 2007; WESKA et al., 2009). Hidrogéis de
fibroina de seda apresentaram grande potencial de calcificagao in vitro enquanto
que pericardio bovino recoberto com filme desta proteina n&o apresentou sinais de
calcificacdo apos sete dias em contato com a solugao calcificante.

O hidrogel de fibroina de seda e o filme desta proteina que recobre o
pericardio bovino sdo derivados de solucdo dialisada de fibroina de seda
dissolvida em solvente ternario contendo CaCl,, etanol e agua e a configuragao
molecular da proteina nestas duas formas € a principio semelhante. Partindo
deste pressuposto e avaliando os diferentes resultados para os experimentos de
calcificacado in vitro, assume-se que a deposicdo de fosfatos de calcio é entéo
determinada pela estrutura fisica da superficie destes materiais. A presenca de
poros e irregularidades na superficie dos hidrogéis de fibroina de seda pode servir
como pontos de ancoragem e difusdo de ions que iniciariam o processo de
mineralizagao (AIMOLI et al., 2006a; SPANOS et al., 2006; AIMOLI et al., 2007).
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No caso de filmes de fibroina de seda a calcificagdo sera controlada pela quimica
da superficie, ja que ndo haveria poros ou irregularidades que pudessem atuar
como pontos de ancoragem de ions (AIMOLI et al., 2006).

Vale ressaltar, que o pericardio bovino apresenta uma estrutura altamente
irregular e porosa que se mantém mesmo apds o recobrimento com biopolimeros.
Entretanto tais amostras nao calcificaram durante os experimentos de calcificacéo,
indicando que a cobertura com uma fina camada de filme possa atuar como
protecdo a ancoragem de ions, visto que esta camada poderia diminuir a
rugosidade da superficie destes materiais. Outra hipétese seria a interagdo das
moléculas de fibroina de seda e colageno que modificaria a quimica da superficie
destes materiais inibindo grupos que poderiam interagir com ions da solugao

calcificante.

A compatibilidade celular da fibroina de seda foi atestada para esta proteina
na forma de hidrogel e na forma de filme por testes de citotoxicidade in vitro. O
que indica que a fibroina de seda pode ser citocompativel independente da forma
em que € processada. Além disso, filmes de fibroina de seda apresentaram
grande afinidade com células endoteliais, pois promoveram a adesdo e a
proliferacdo destas células durante experimentos in vitro. Esta caracteristica
evidencia a possibilidade de aplicagdao de filmes de fibroina de seda como
substratos para crescimento celular, onde uma matriz biodegradavel é desejada.
Assim, para o caso de recobrimento de biomateriais como a valvula cardiaca de
pericardio bovino, estes filmes poderiam induzir a endotelizagdo do material
protegendo a valvula contra calcificagdo e melhorando suas propriedades
mecanicas, 0 que poderia levar ao aumento da sua vida util (BENGTSSON et al.,
1993; FEUGIER et al., 2004; NINA et al., 2004).

Na forma de filmes LbL ou multicamadas, a fibroina de seda pode ser
aplicada sozinha (WANG et al, 2005b) ou em combinagdo com outros
biopolimeros (CAIl et al., 2007) com o intuito de funcionalizar a superficie de
materiais. No estudo desenvolvido neste trabalho, filmes LbL de fibroina de seda e

quitosana foram preparados e caracterizados. A tecnologia utilizada para
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preparacao destes filmes permitiu controlar o alinhamento e a orientagao de fibras
de fibroina de seda em duas dire¢cées na superficie dos filmes. Dado que os
biopolimeros utilizados na construgao dos filmes LbL s&o compativeis com
diversos tipos de células e ndo toxicos, o alinhamento das fibras em sua superficie
poderia agir como um guia para a deposic¢ao e proliferagao celular. Além disso, os
filmes compostos de fibroina de seda e quitosana poderiam agregar propriedades
destes dois biopolimeros em um sé material, como por exemplo, a alta afinidade
da fibroina de seda com diversos tipos de células e sua alta resisténcia mecanica
combinadas com as propriedades antibacterianas e hemostaticas da quitosana
(KWEON et al., 2001; FEUGIER et al., 2004; GOBIN et al., 2005; MEINEL et al.,
2005; BADAMI et al., 2006; BURKATOVSKAYA et al., 2006; CAl et al., 2007,
LIANG et al., 2007).

Observa-se, pelos resultados apresentados, que a fibroina de seda exibe
seu potencial em aplicagdes variadas dentro do campo de biomateriais,
dependendo da forma e das condi¢cdes experimentais que a mesma € processada.
Assim, o objetivo deste trabalho foi alcangado, evidenciando a importancia do
estudo de materiais derivados desta proteina para aplicagbes na area de
regeneragao 0ssea, funcionalizagado de superficie de materiais e como substratos

de crescimento celular.

107



CAPITULO 7 - CONCLUSAO FINAL

CAPITULO 7
CONCLUSAO FINAL

A fibroina de seda € uma matéria-prima promissora para produgao de
biomateriais tanto na forma de hidrogéis como na forma de filmes para
recobrimento de biomateriais ou funcionalizagdo de superficies.

Hidrogéis de fibroina de seda podem ser obtidos diretamente do processo
de dialise de uma solucao de fibroina de seda. Com este método é possivel obter
uma estrutura tridimensional porosa capaz de depositar cristais de fosfatos de
calcio precursores de hidroxiapapatita em testes de calcificacdo in vitro, o que
torna estes materiais potenciais candidatos como matrizes para regeneracao
Ossea.

Solugdes dialisadas de fibroina de seda podem ser empregadas para
recobrir superficie de materiais. Utilizando-se um método de deposicdes
sucessivas de filmes de fibroina de seda e quitosana é possivel produzir filmes
com alinhamento bi-direcional de fibras que podem ser estudadas para orientar a
adesédo e proliferacdo celular ou ainda ser adicionados na fabricacdo de outros
filmes poliméricos com o intuito de aumentar sua resisténcia mecéanica ou
biocompatibilidade.

Solucéo dialisada de fibroina de seda pode ser empregada para recobrir
pericardio bovino utilizado na fabricagdo de valvulas cardiacas. Amostras
recobertas com esta proteina ndo apresentaram sinais de calcificagdo em testes
de calcificacao in vitro. A afinidade da fibroina com células endoteliais poderia ser
explorada com o intuito de induzir a endotelizacdo da valvula de pericardio bovino
com o objetivo de aumentar sua resisténcia mecanica ou a calcificagao,

aumentando assim, a sua vida util.

109



CAPITULO 8 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

CAPITULO 8
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho descreveu o potencial de aplicagao de fibroina de seda
como biomaterial englobando trés possiveis formas de processamento: hidrogel,
flme LbL ou multicamadas e filme monocamada para funcionalizacdo de
superficies. Sugestdes para a continuidade deste estudo nas trés diferentes

vertentes sao descritos a seguir:

» Hidrogéis de fibroina de seda

e Investigar as propriedades dos hidrogéis preparados a diferentes
temperaturas, ja que as caracterizagbes quimicas e fisicas aqui
apresentadas tratam de amostras produzidas a 20 °C;

e Investigar a degradacdo dos hidrogéis observada durante os testes de
calcificacao in vitro verificando se a mesma esta correlacionada a estrutura
molecular da proteina, ou seja, a formacao de folhas-f;

o Estudar e caracterizar hidrogéis de fibroina de seda produzidos em moldes
para preenchimento dsseo.

e Investigar a gelificagdo da solugéo de fibroina de seda in situ por aumento
da temperatura local ou outros métodos como radiacdo da solugcdo ou
adicado de agentes capazes de acelerar a gelificagao.

e Estudar os parametros termodindmicos e cinéticos envolvidos no processo
de gelificagao da solucao de fibroina de seda para determinar o mecanismo

de gelificagao da solugéo desta proteina.

» Filmes LbL de fibroina de seda e quitosana

e Investigar as propriedades mecanicas de filmes de fibroina de seda e
quitosana por buckling, nanoidentagao ou outra técnica adequada para tal,

e Avaliar a adeséo e crescimento celular em filmes de fibroina de seda e

quitosana com fibras orientadas em sua superficie para verificar o potencial
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desses filmes de guiar a adeséo e proliferacdo das células na diregdo das
fibras;

Avaliar as propriedades de filmes LbL de fibroina de seda com outros
polimeros naturais ou sintéticos.

Investigar o efeito dos solventes na dissolugdo da fibroina de seda e a
formacéo de fibrilas nas solugcdes desta proteina.

Filmes de fibroina de seda para recobrimento de biomateriais

Avaliar a adesao e o crescimento de células endoteliais no pericardio
bovino recoberto com fibroina de seda, assim como a biodegradabilidade
dos filmes;

Avaliar o potencial de calcificacdo de pericardio bovino recoberto com
fibroina de seda através de experimentos dinamicos de calcificacéo in vitro;
Estudar a possibilidade de incorporacdo de farmacos, como
anticoagulantes ou medicamentos para inibir calcificacdo, nos filmes de

fibroina de seda recobrindo o pericardio bovino.
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