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Neste trabalho foram avaliadas as técnicas de Spot Synthesis e CelluSpot como
novas metodologias para a imobilizacdo de peptideos RGD na superficie de filmes de
PHBYV visando a producdo de um biomaterial bioativo. Os filmes de PHBV foram
produzidos pela técnica de evaporacdo por solvente a partir de uma solugdo de PHBV
em cloroférmio a 7% (p/p). A caracterizacdo dos filmes biofuncionalizados com
peptideos RGD foi realizada por FTIR, MEV, AFM, angulo de contato e Energia de
Superficie, além de terem sido submetidos a testes bioldgicos in vitro. Os resultados
mostraram que os processos de modificacdo, amindlise e reticulagdo, alteraram a
natureza quimica da superficie dos filmes tornando-as mais suscetiveis a imobilizacéo
peptidica. O método de Spot Synthesis ndo foi passivel de ser aplicado visando a
biofuncionalizagédo destes filmes. Os filmes biofuncionalizados com RGD por CelluSpot
ndo foram considerados citotoxicos e os testes de adesdo celular indicaram uma
atividade expressiva frente a células de osteoblastos. Este resultado indica um
favorecimento das etapas iniciais que envolvem regeneracgéo tecidual, justificando sua

aplicacdo na Engenharia Tecidual.
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In this work, a new methodology for immobilization of RGD peptides on the surface of
poly (hydroxybutyrato-co-valerate) - PHBV films was evaluated in order to produce a
biologically active biomaterial, Spot Synthesis or CelluSpot. The PHBV films were
produced by casting from a solution of PHBV a 7 % (w/w) in chloroform. The
characterization of the films biofunctionalized with RGD was performed by FTIR,
SEM, AFM, Contact Angle, Surface Energy and Biological Tests. The results showed
that modifications treatments by aminolysis and crosslinking altered chemically the
films surface, making them more susceptible to immobilization of peptides by
CelluSpot. The Spot Synthesis method was not capable of being applied to the
biofuncionalizagdo these films. The biofunctionalized films were considered non-
citotoxic. Cellular adhesion assay showed that the films immobilized with RGD
peptides have a significant activity against osteoblasts. This result suggests a favoring of

the early stages of tissue regeneration, justifying its application in Tissue Engineering.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

Recentemente tem sido dada muita atencdo a area de Engenharia Tecidual como
alternativa para contornar os problemas associados aos tratamentos tradicionais para
regeneracdo de tecidos danificados por doencas degenerativas, traumas por acidentes ou
mesmo a perda de 6rgdos e de fungGes. Embora os tratamentos tenham aumentado a
qualidade de vida de muitos pacientes, eles apresentam algumas importantes limitacdes
(BREULS et al., 2008; LANGER et al., 2004; ZHAO et al., 2003).

As terapias atuais envolvem algumas estratégias como o uso de auto-enxertos, que
pode ser limitado por escassez de tecido do doador. Além disso, esse tratamento requer
um segundo procedimento cirdrgico, aumentando o risco de complicacdes e custo do
tratamento. Em contra partida, os transplantes geram risco de rejeicdo pelo individuo
receptor, infecgdes, oferta limitada de 6rgdos (BREULS et al., 2008) e utilizagdo
permanente de medicacdo imunossupressora (YASUHIKO, 2001).

O objetivo da Engenharia Tecidual € superar as limitacdes dos tratamentos
convencionais baseados em transplantes de 6rgdos e implantacdo de biomaterial. Com
isso, permite produzir uma quantidade de Orgdos e tecidos “artificiais”
imunologicamente tolerantes fornecendo uma solucdo permanente para 6rgaos ou
tecidos danificados sem a necessidade de terapias adicionais. Em razdo disso, trata-se de
um tratamento com excelente custo-beneficio (CZERNUSKA e SACHLQOS, 2003).

O desenvolvimento de biomateriais atua como ponto chave na Engenharia
Tecidual, pois os suportes devem prover a estrutura e forma para o novo tecido, e séo
responsaveis pela organizagdo do conjunto celular semeado, proporcionando o0
desenvolvimento do tecido ou érgdo (STOCK e VACANTI, 2001). Uma das estratégias
envolve o uso de materiais porosos tridimensionais que servem, normalmente, como
suporte fisico e também agem direcionando o crescimento e migracdo de células das
vizinhancas do tecido ou das células presentes em sua estrutura de poros. O uso desses
materiais porosos visa mimetizar as condi¢Ges naturais da matriz extracelular em termos
de estrutura, composicao quimica e propriedades mecénicas (FILIPCZAK et al, 2005).

Para aplicacdes na area médica, uma das familias de polimeros biodegradaveis
com grande potencial é¢ a dos polihidroxialcanoatos (PHAS). Esta classe de polimeros
apresenta caracteristicas de biocompatibilidade e bioatividade, além de serem
facilmente moldados e passiveis de modificagcdo quimica em suas cadeias poliméricas.

O polihidroxibutirato (PHB) é o principal representante dessa familia de PHAs e,



juntamente com o seu co-polimero poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV), sdo uns
dos poucos representantes desta familia produzidos comercialmente, sendo, portanto, os
mais estudados. Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades
mecanicas semelhantes aos termoplasticos convencionais, 0 PHBV pode ser utilizado
como sistemas de liberacdo de drogas, suturas, suporte para crescimento de tecidos,
protese etc (LEMES, 2005).

A modificagdo da superficie de suportes porosos de biomateriais é desejavel para
atender as demandas de aplica¢do sem, no entanto, modificar as demais propriedades do
suporte tais como resisténcia mecanica ou propriedades térmicas. Essas modificacGes de
superficie incluem mudancas de grupos funcionais, da carga superficial, como também
molhabilidade (YANG et al., 2002).

Visando realcar o desempenho desses materiais para aplicagdo médica, algumas
propriedades de superficie podem ser seletivamente modificadas. Dentre os métodos de
modificacdo que permitem tais aplicacbes incluem-se os métodos bioldgicos. Estes
métodos consistem na imobilizacdo de biomoléculas como proteinas, polissacarideos,
proteoglicanas e seus derivados (ZHU et al., 2006). Sequéncias de peptideos RGD
(arginina — glicina — acido aspartico) podem também ser imobilizadas covalentemente a
partir de superficies amino funcionalizadas (ZHU et al., 2002).

A sequéncia de aminoacidos RGD, conforme mostra a Figura 1.1, constitui o sitio
de reconhecimento celular da maior parte das proteinas da matriz extracelular como
fibronectina, vitronectina, coladgeno etc. Sendo assim, peptideos contendo a sequéncia
RGD podem ser empregados para estimular a adesdo celular ja que funcionam como
sitio especifico de ligacdo com as proteinas transmembranares (ZHU et al., 2002).

glicina (Gly)
OH
/m NH > (J\NH g \o
o \/OH

arginina (Arg) | |

acido aspartico (Asp)

Figura 1.1. Sequéncia tripeptidica RGD



A imobilizagéo de peptideos em microarranjo, ou seja, em micro escala é uma das
mais promissoras tecnologias que permite miniaturizar projetos de investigacdo de
atividades enzimaticas, interacdo antigeno-anticorpo, interagdes receptor-ligante, dentre
outros. No entanto, a funcdo destas moléculas com acdo bioldgica depende de uma
estrutura secundaria especifica sob uma determinada orientacdo espacial. Assim, uma
imobilizacdo eficiente se refere a fungdo conservada por parte da sequéncia peptidica,
que requer uma estrutura especifica da superficie (LESAICHERRE et al., 2002).

Uma estrutura superficial especifica inclui a presenca de grupos ligantes unidos a
superficie do suporte através de uma cadeia flexivel, um espacador, para aumentar a
probabilidade de interagcdo. A selecdo destes grupos permite o acoplamento de certo
dominio de uma molécula resultando em uma orientacdo definida e apropriada.
(HOLLANDER et al., 2004).

Desta forma, neste trabalho foi realizada a imobilizacdo de peptideos RGD na
superficie de filmes de PHBV. O preparo destes filmes bioativos baseou-se na sintese
organica em fase sélida, que € um método bastante empregado em &reas como a
Quimica Organica e a Bioquimica e representa uma ferramenta inédita de modificacédo
de materiais para aplicacdo na area de Engenharia Tecidual. Esses peptideos
imobilizados estdo inseridos no sitio ativo de ligacdo celular de uma das principais
proteinas da matriz extracelular, a fibronectina (FN), sendo capazes de induzir a adesdo

celular de forma a conseguir uma interacdo potencializada entre célula e biomaterial.



CAPITULO Il - OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi imobilizar peptideos RGD (arginina - glicina -
acido aspartico) na superficie dos filmes de PHBV potencializando caracteristicas para
favorecimento de adesdo celular e, assim, produzir um biomaterial biologicamente
ativo. Desse modo, sera possivel ampliar as aplicacdes como biomaterial dos filmes de

PHBV na Engenharia Tecidual.

2.2. OBJETIVOS ESPECFIFICOS

Para que este objetivo geral fosse concluido com éxito, as metas listadas abaixo

foram alcancadas:

. Modificacdo dos filmes de PHBV, a fim de torna-los passiveis de serem
biofuncionalizados com peptideos RGD por sintese organica em fase sélida;

. Sintese e imobilizacdo dos peptideos contando RGD via método de Spot
Synthesis;

. Imobilizacdo dos peptideos na superficie dos filmes de PHBV por CelluSpot -
Método de sintese de peptideos em fase solida automatizado;

. Caracterizacdo do biomaterial pré e pds-modificacbes e da sequéncia peptidica
RGD;

. Avaliacéo in vitro de ades&o celular e citotoxicidade dos filmes de PHBV ativados

biologicamente.



CAPITULO Il — REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ENGENHARIA TECIDUAL

A Engenharia Tecidual ¢ uma area multidisciplinar que tem o objetivo de
desenvolver tecidos e 6rgdos, buscando restaurar, manter ou melhorar suas funcdes
(LANGER et al., 2004). Essa tecnologia estad fundamentada em trés técnicas principais:
(i) Uso de celulas isoladas ou substituintes celulares; (ii) Uso de materiais acelulares;
(iii) Uso de células ou tecidos combinados com materiais de suporte (arcaboucos)
associado a fatores de crescimento (BARBANTI et al., 2005). Esta ultima abordagem
esta fundamentada no cultivo de células in vitro e sua posterior ancoragem sobre o
arcabougo. Essas células irdo proliferar, migrar e se diferenciar em tecidos especificos
enguanto secretam componentes da matriz extracelular necessarios para a formacao do
novo tecido ou 6rgao (CZERNUSKA e SACHLOS, 2003; IKADA, 2006).

Barbanti et al. (2005) relacionam as principais etapas a serem seguidas para a
obtencdo de produtos na Engenharia Tecidual partindo da técnica que utiliza células
associadas a suportes, que sdo: (1) selecdo e processamento do suporte; (2) inoculagédo
da populacdo celular sobre o suporte; (3) crescimento do tecido prematuro e
crescimento do tecido maturado em sistema fisiologico; (4) reimplante cirargico e (5)

periodo de assimilagdo do produto, como esquematizado na Figura 3.1.

e e o

Figura 3.1. Tecnica da engenharia de tecidos (adaptado de BARBANTI et al, 2005),
apresentando as principais etapas da regeneracao tecidual. As células sdo retiradas do
paciente, expandidas in vitro, cultivadas sob um suporte polimérico e apds este

procedimento, o tecido gerado é implantado no paciente.



Em defeitos 0sseos, 0s substituintes tém funcdo de preencher o espaco permitindo
uma regeneracdo adequada da regido danificada. As células semeadas podem ser de
origem autéloga (células do proprio individuo), xendloga (células de outra espécie) ou
alégena (células de outro individuo da mesma espécie). O enxerto autdégeno é
considerado padrdo para o tratamento de defeitos Gsseos por apresentar excelente
atividade bioldgica sendo osseocondutor (formacdo Ossea na matriz do material) e
osteoindutor (indutores de formacdo 6Ossea), além de ndo induzir resposta imune. No
entanto, estes enxertos apresentam limitacdes em razéo da deformacédo no local doador,
dor, infeccdo e outros (BOER et al., 2003).

O ponto crucial para o sucesso da Engenharia Tecidual é conseguir o controle dos
eventos desencadeados apés a interacdo biomaterial - célula, como crescimento,
diferenciacdo e comportamento celular (YANG et al., 2003). Assim, a definicdo do
biomaterial adequado, bem como a técnica ideal para o sucesso da terapia regenerativa é
fundamental. Deve-se entender que o comportamento celular de um cultivo in vitro em
muitas situaces ndo € semelhante aquele apresentado pela mesma populacdo celular
qguando in vivo (ATALA, 2007).

3.1.1. Biomaterias.

O biomaterial utilizado em implantes deve apresentar dentre outras caracteristicas
a biocompatibilidade, ou seja, deve promover uma boa interacdo célula-material ndo
sendo rejeitado pelo organismo (CHEN et al., 2005). Na Engenharia Tecidual essa
relacdo intima entre células e suporte é de grande importancia para a aplicabilidade das
propriedades bioldgicas dos implantes. A diversidade de respostas celulares a diferentes
materiais evidencia a capacidade das células de discriminar quimicamente um suporte e
de se adaptar a ele, e de aderir ou ndo a sua superficie (ANSELME, 2000). Este evento é
importante, pois a adesdo das células ao suporte podera influenciar eventos celulares
posteriores a adesdo como a proliferacdo, viabilidade, diferenciacdo e migracéo celular.
E evidente que a escolha do arcabouco ¢ crucial para que as células se comportem de
maneira apropriada para produzir tecido e érgdos com formato, tamanho e funcdo
desejados (CZERNUSKA e SACHLOS, 2003; IKADA, 2006).

Segundo a Agéncia Nacional de Saude (ANVISA, 2005), uma das definigdes
correntes diz que biomateriais sao materiais sintéticos ou naturais, solidos, ou, liquidos,

utilizados em dispositivos médicos. Sdo enquadrados como biomateriais: préteses,
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lentes, enxertos, cateteres, tubos de circulacdo extracorpdrea e arcaboucos empregados
na engenharia de tecidos. No campo da Engenharia Tecidual, os biomateriais sdo
utilizados para melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou integralmente, tecidos e
Orgaos.

Os biomateriais podem ser fabricados a partir de diferentes tipos de materiais,
como por exemplo: metais, cerdmicas, polimeros sintéticos ou naturais e outros. Os
materiais metélicos destacam-se pelo uso na confec¢do de implantes, principalmente
devido a sua boa resisténcia mecanica, facilidade de fabricacdo e baixo custo. Podem
ser constituidos de ferro, cromo, cobalto, niquel, titdnio e outros. Estes materiais sdo
tolerados pelo corpo em quantidades limitadas, sendo alguns até essenciais para fungoes
celulares ou metabolicas (OREFICE et al., 2006). Entretanto, o potencial de corrosio e
0os produtos de corrosdo sdo os fatores limitantes na sua aplicabilidade como
biomaterial.

Os materiais ceramicos, compostos inorganicos ndo metalicos, sdo amplamente
utilizados em medicina na fabricacdo de lentes de Oculos, fibras Opticas para
endoscopia, vidros porosos carreadores de anticorpos e enzimas, e mais recentemente
como materiais de implantes e regeneracdo de tecidos. Ja os materiais poliméricos sdo
amplamente usados como biomateriais, sendo comumente chamados de biopolimeros.
Uma grande variedade deste tipo de material vem sendo usado em aplicacOes
biomédicas gracas as suas caracteristicas fisico-quimicas e sua versatilidade estrutural.
A possibilidade de modificacdo destes materiais amplia ainda mais suas aplicacdes
especificas (OREFICE et al., 2006).

Na Engenharia Tecidual, os biomateriais poliméricos sdo divididos em duas
classes distintas: os de origem natural e aqueles de origem sintética. Como exemplo de
material polimérico natural temos o colageno, a quitosana, o poli(3-hidroxibutirato) -
PHB e o seu copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) - PHBV. Os
materiais poliméricos sintéticos mais conhecidos sdo os a-hidroxi-acidos: o poli(acido
lactico) - PLA, policaprolactona - PCL, poli(acido glicolico-co-lactico) — PGLA
(ATALA, 2007).

Analisando alguns termos descritos na literatura e diretamente relacionados as
propriedades fisico-quimicas dos biomateriais, alguns destes termos séo definidos a
seguir para proporcionar um maior entendimento sobre a classe (OREFICE et al., 2006;
HUTMACHER, 2000):



(1) Biodegradavel — termo associado a materiais polimericos sélidos que se decompdem
devido a degradacdo macromolecular por a¢éo bioldgica com dispersdo local in vivo;
(2) Biorreabsorcdo — termo associado a materiais solidos poliméricos que apresentam
perda gradual de massa até a sua completa eliminacdo in vivo. Os subprodutos sédo
eliminados através das rotas naturais, pela simples infiltracdo ou apds serem
metabolizados. Este conceito reflete a eliminacédo total de residuos e, por consequéncia,
auséncia de efeitos nocivos;
(3) Bioerosiveis — conceito associado a materiais poliméricos que apresentam uma
degradacédo superficial e eliminacdo in vivo. Este termo reflete a total eliminacdo do
material estranho e degradacdo da superficie por geracdo de componentes de baixo peso
molecular;
(4) Bioabsorc¢do — conceito associado a materiais poliméricos que podem ser dissolvidos
em fluidos corpdreos sem qualquer clivagem das cadeias poliméricas ou diminuicdo de
seu peso molecular;
(5) Biocompatibilidade — refere-se ao comportamento das células quando em contato
com o material, especialmente pela adesdo celular a sua superficie. A
biocompatibilidade é influenciada por diversos fatores como diferentes aplicacbes
biomédicas, pacientes com origens diferentes, faixas etérias, sexo, estado de satde geral
do individuo e etc. A biocompatibilidade de polimeros estd relacionada também as
caracteristicas intrinsecas do material, por exemplo: cristalinidade, natureza quimica e
outros. Este conceito envolve normalmente quatro fenémenos: (i) adsorcdo de
biomoléculas junto a superficie dos materiais logo ap6s a implantagdo destes no corpo;
(if) resposta local do tecido a presenca do biomaterial, na forma de respostas
inflamatdrias e imunoldgicas; (iii) efeito do ambiente corporeo no material, observado
através da degradacdo do polimero; (iv) sintomas clinicos em razdo da presenca do
biomaterial como aparecimento de tumores, alergias, inflamacdes etc;
(6) Bioatividade — termo associado a capacidade dos biomateriais de se ligarem ou
aderirem aos tecidos vizinhos permitindo aos implantes exercer fungdes estruturais.
Assim, algumas caracteristicas dos biomateriais sdo importantes quando
empregados na area de Engenharia Tecidual, as quais incluem: (1) devem ser bioativos;
(2) devem ser biodegradaveis; (3) devem apresentar cineticas de biodegradacdo e
deterioracdo de propriedades mecanicas compativeis com a cinética de estabilizacdo dos

tecidos; (4) devem ser facilmente moldados; (5) devem apresentar elevada porosidade



com interconectividade; (6) devem possuir boas propriedades mecanicas em condicdes
fisiologicas; (7) devem ser biocompativeis (OREFICE et al., 2006).

Em aplicagbes onde se deseja suportes temporarios, o0s arcabougcos que
permanecem por longos periodos podem agir como impedimento fisico na regeneracao
do tecido. Assim, o material polimérico deve ser escolhido considerando uma taxa de
degradabilidade in vivo compativel com o tempo que aquele tecido especifico leva para
ser reconstituido. Por isso, obter uma resisténcia significativa que determine essa taxa é
algo bastante complexo. Essa taxa de degradacdo controlada envolve a presenca de
ligacGes intermoleculares e interatdbmicas suficientemente altas, mas deve ter a0 mesmo
tempo uma estrutura fisica e quimica que permita a decomposicdo (HUTMACHER,
2000).

3.1.2. Dindmica celular.

Todo biomaterial implantado deve permanecer, mesmo que por um periodo curto
de tempo, no organismo receptor visando alcancar o objetivo do tratamento
estabelecido. Ao implantar um biomaterial no organismo humano uma série de eventos
celulares sera desencadeada, inicia-se com a liberacdo de mediadores sollveis agindo
sobre a atividade das células (OREFICE et al., 2006). A adsorcdo destas moléculas é
regida pelo microambiente da interface, como por exemplo: pH da regido, composicao
ibnica — interacdes eletrostaticas, temperatura, composicdo das proteinas presentes no
meio e o tipo de material (VROMAN, 1987). Em seguida, o processo de quimotaxia
(locomocao orientada de células em funcdo de estimulo quimico) da inicio a etapa de
adesdo e, consequentemente, espraiamento celular. A adesdo e o espraiamento
compreendem uma interacdo prolongada entre células e o biomaterial na regido de
interface promovida por ligacGes entre moléculas de adesdo que compdem a matriz
extracelular (MEC) adsorvidas ao material e integrinas, moléculas presentes na
membrana celular (OREFICE, 2006; MEYER, 2002). As moléculas da matriz
extracelular (fibronectina, laminina, vitronectina, coladgeno e etc) sdo reconhecidas por
moléculas transmembranares (integrinas) ligadas ao citoesqueleto celular (GIL et al.,
2009). Estas ligam-se a pequenos sitios presentes nestas moléculas como, por exemplo,
a sequéncia RGD (Arginina - Glicina - Acido Aspartico) presentes nas moléculas de

fibronectina, vitronectina, laminina, coldgeno (DONG et al., 2010) ou a sequéncia



TIGSR (Tirosina — Leucina — Glicina — Serina - Arginina) presente na molécula de
laminina (SANTOS, 2007).

A qualidade das etapas de adsorcdo, adesdo e espraiamento influenciardo
diretamente na proliferacdo e diferenciacdo celular. Durante a interacdo osteoblastos-
implante, algumas proteinas envolvidas na adesdo destas células a superficie do
material, como proteinas da matriz extracelular, integrinas e outras, podem ter sua
expressdo alterada de acordo com as caracteristicas da superficie do implante
(ANSELME, 2000). Portanto, a osseointegracao (adesao estrutural e funcional entre o
0sso e a superficie de fixacdo) dos implantes é resultante direta da adesdo e
espraiamento de células osteogénicas na superficie dos implantes (BOWERS et al.,
1992; BOYAN et al., 1996).

A Figura 3.2 mostra os eventos moleculares e celulares relacionados ao
reconhecimento de um implante constituido por um biomaterial, destacando as etapas

de: adsorcao de proteinas, adesdo e espraiamento (interacdo) e proliferacdo celular.

Regiio de interface: Superficie do biomaterial

Adzorgio de Proteinas

—I_' Ades3o e Espraiamento celular

_'ﬂl‘ﬂ—.—

—I_' Proliferagdo e Diferenciacio celular

|

Figura 3.2. Eventos moleculares e celulares relacionados a interagdo célula e
superficie do biomaterial (adaptado de OREFICE et al., 2006)

Para que uma boa adesédo celular ocorra ndo é necessariamente obrigatorio que o
material implantado apresente caracteristicas semelhantes a MEC. No entanto, uma
semelhanga fisico-quimica é importante quando o objetivo é promover a diferenciacdo
celular. Assim, é essencial proporcionar caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas, tais
como: o balanco adequado entre hidrofobicidade e hidrofilicidade, disposi¢do de cargas

superficiais, dureza, elasticidade e resisténcia mais proximas ao tecido que sera
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implantado. Existe uma relacdo entre a hidrofilicidade e a adesao celular, de modo que,
dentro de certos pardmetros, substratos mais hidrofilicos tendem a suportar uma melhor
interacdo com células. Assim, a adesdo € de extrema importancia para a ciéncia dos
biomateriais. Somente depois de aderidas, as células iniciam seu processo de
espraiamento, divisdo e producdo de matriz extracelular nova. O espraiamento é um
processo complexo que envolve modificagbes na morfologia celular em conseqiiéncia
de alteracdes no citoesqueleto, criando assim uma melhor interagdo com o substrato
(SANTOS, 2007).

A adesdo celular é mediada por diferentes tipos de proteinas receptoras
transmembranares conectadas ao citoesqueleto celular (BAXTER et al., 2002). Esse
processo envolve a conversdo de estimulos por meio de uma cascata de sinalizagdo
altamente complexa. Essa comunicacdo ocorre pela acdo de moléculas
transmembranares chamadas integrinas presentes nestas células mediante dominios
extracelulares que se ligam ao substrato e dominios intracelulares que estdo conectados
ao citoesqueleto. O agrupamento destas moléculas forma sitios de adesédo local gerando
forcas a partir do complexo de fibras actina-miosina que compdem o citoesqueleto das
células. Sobre um suporte rigido as células levam a formacdo e maturacdo destes sitios
de adesdo e um citoesqueleto altamente organizado com fibras abundantes. Por
consequéncia, a organizacdo do citoesqueleto proporciona uma excelente fixacdo das
células sobre este tipo de suporte. Ao contrario, um substrato pouco rigido pode gerar
uma fixacao fragil das células sobre a superficie do suporte. Desse modo, as células se

ajustam de acordo com a rigidez do seu substrato (BREULS et al, 2008).

3.1.3. Poli(hidroxibutirato-co-3-valerato) — PHBV.

Dentre os polimeros pertencentes a familia dos polihidroxialcanoatos (PHAS)
destacam-se o polihidroxibutirato (PHB), o copolimero poli(hidroxibutirato-co-3-
valerato) (PHBV), o poli(4-hidroxibutirato) (P4HB) e outros. Os PHAS sdo poliésteres
formados por mondmeros de acidos 3-hidroxialcandicos sintetizados e armazenados
intracelularmente como reserva energetica, podendo chegar a 90% da massa celular seca
do organismo. Sua biossintese ocorre em condic¢des desfavoraveis de crescimento como,
a limitacdo de um nutriente essencial como nitrogénio, fésforo e/ou oxigénio, e na
presenca de excesso de fonte de carbono (MADISON e MADISON, 1999; REDDY et
al., 2003; CHEN et al., 2005).
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Os PHAs sdo polimeros lineares de modo que a polimerizacéo acontece através da
ligagdo entre o grupamento carboxila de um mondémero e o grupamento hidroxila de
outro mondmero, formando um poliéster. Geralmente os polimeros de PHAS possuem
de 10° a 10* mondmeros, sendo acumulados na forma de inclusdes com didmetro
variando entre 0,2 e 0,5 um. Estas inclusdes ndo causam nenhum efeito nocivo ao
microorganismo (LUENGO et al., 2003).

Atualmente, as pesquisas relacionadas a producdo dos PHAs direcionam para
obtencdo de organismos eficientes no acimulo de PHAs, producdo dos PHAS pelo uso
de matérias-primas de baixo custo e renovaveis na agricultura, aumento de
produtividade, pelo cultivo microbiano de alta densidade celular e busca de reatores
alternativos e, adequacdo das caracteristicas do produto pela modula¢do da massa molar
(DA SILVA et al., 2007).

A aplicabilidade destes ésteres na area biomédica se da em razdo de caracteristicas
como biodegradabilidade, biocompatibilidade, osteoespecificidade, atividade Otica e
termoplasticidade, tornando-os importantes biomateriais para o desenvolvimento de
novos arcaboucos para Engenharia Tecidual (KOSE et al., 2003). Estes compostos tém
sido usados no desenvolvimento de fios de sutura, dispositivos para guiar o reparo
tecidual, implantes cardiacos, prétese, pinos ortopédicos, tubulos de regeneracdo venosa
e membranas para regeneracao de pele e outros (CHEN et al., 2005). No entanto, uma
das principais aplicacdes dos PHAs e de suas blendas tem sido na fabricacao de filmes
biodegradaveis aplicaveis na agricultura funcionando como camada protetora para
fertilizantes, herbicidas e inseticidas (HOCKING e MARCHESSAUL, 1994) ou na area
de embalagens, podendo substituir plasticos derivados de petroleo por plasticos
biodegradaveis (SORRENTINO et al., 2007).

A estrutura das unidades monoméricas que compdem os PHAS varia em razdo da
espécie de bactéria produtora e da fonte de carbono utilizada pelo microorganismo.
Contudo, muitos destes precursores utilizados como fonte nutricional podem conter uma
variedade de grupamentos quimicos que conferem caracteristicas especificas aquele
biopolimero. Os PHAs podem apresentar propriedades diversificadas variando de
termoplasticos com propriedades fisicas semelhantes ao polipropileno como aos
elastdbmeros, tornando-os uma alternativa aos plasticos convencionais (KOLIBACHUK
et. al., 1999).

Um importante polimero pertencente a familia dos polihidroxialcanoatos que

merece destaque é o copolimero PHBV. Este poliéster semicristalino é constituido por
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unidades de hidroxibutirato (HB), em maior propor¢édo, e unidades de hidroxivalerato
(HV) em menor proporcdo. Ele apresenta propriedades em comum com o
homopolimero PHB, como elevada cristalinidade, boa estabilidade a radiacdo
ultravioleta, resisténcia a agua, elevada massa molar, baixa permeabilidade a gases,
biocompatibilidade etc (SUDESH et al., 2000; OJUMU et al., 2004). No entanto, a
insercdo de unidades de HV pode melhorar a flexibilidade e a resisténcia ao impacto do
material. Assim, as propriedades deste copolimero podem ser alteradas por mudancas na
sua composicdo basica por meio de variagdes no suprimento fornecido as bactérias. (DA
SILVA, 2007). O PHBV tem como caracteristica menor temperatura de fusao cristalina
(Tm), menor dureza, menor cristalinidade e menor ponto de fuséo que o PHB puro (DU
etal., 2001).

A Figura 3.3 mostra a formula geral dos poli-hidroxialcanoatos (a), exemplos de

mondmeros estruturais dos PHAs (b) e a formula geral PHBV (c).

(b}

0 0
O0—CH—(CH2)n—C | |
| |
Ho-" OH HO OH

R o

I-hidroxibutirato 3-hidraxivalerato

LA

poif 3-hidraxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

i)

Figura 3.3. Formula geral dos poli-hidroxialcanoatos (a), exemplos de monémeros
estruturais dos PHAS / 3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato (b) e a formula geral do
poli(hidroxibutirato-co-3-valerato) (PHBV) (c).

Os organismos produtores de PHAs podem ser divididos em dois grupos baseados
nas condi¢cbes de cultura requeridas para a sintese dos biopolimeros. Os
microorganismos que pertencem ao grupo Cupriavidus necator, Protomonas

extorquens, Pseudomonas oleovorans e Chromobacterium Violaceum, entre muitos
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outros utilizam a glicose como fonte de carbono e como co-substrato o acido propionico
ou &cido valérico (excesso de fonte de carbono) e, além disso, somado a limitacdo de
um nutriente essencial como nitrogénio, fésforo, magnésio, enxofre ou oxigénio.
Contudo, a elevada toxidade do propionato resulta em uma baixa incorporacdo do HV
ao copolimero (DU et al., 2001). JA& o grupo composto pelos microorganismos
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii e Escherichia coli recombiante acumulam os
polimeros durante o seu crescimento, ndo necessitando de limitacdo nutricional (LEE,
1996).

A producéo latino-americana dos poli(hidroxialcanoatos) ¢ realizada pela empresa
PHB Industrial S/A a partir de fontes renovaveis. Estes materiais sdo comercializados
sob 0 nome de Biocycle® (NASCIMENTO, 2001). Atualmente, a producdo ainda esta
em escala piloto, mas ja existe um projeto para ampliar a capacidade de producao da
empresa. O custo do processo de fermentacdo e da tecnologia aplicada a extracdo tem
auxiliado na competitividade da producdo de PHB, uma vez que a fonte de carbono é
obtida através da producéo de aglcar e &lcool. Os insumos energéticos (energia e vapor)
sdo obtidos pela queima do bagaco da cana-de-acucar. O sistema de extracdo utiliza um
solvente fabricado pelo préprio produtor do PHB, gerando um enorme ganho
competitivo.

A rota de sintese dos PHAs tem sido amplamente estudada, com particular
interesse na enzima poli-hidroxialcanoato sintase (PHA sintase), a qual catalisa um
passo chave desta rota sintética. A via de biossintese do PHB a partir de acetil-CoA
consiste em trés reagcdes enzimaticas envolvendo as enzimas B-cetotiolase, NADPH-
dependente acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase. Sendo que a PHA sintase possui
baixa especificidade podendo incorporar diversos precursores como, por exemplo, 3-
hidroxibutiril-CoA, 3-hidroxipropionil-CoA, 3-hidroxivaleril-CoA, além do 4-
hidroxibutiril-CoA. Quando o tipo de substrato gera o precursor 3-hidroxivaleril-CoA
tem-se a formagéo do PHBV (LI et al., 2007).

A sintese do PHBV tem a glicose como substrato carbbnico, a qual é
metabolizada até acetil-CoA. Na sequéncia, duas moléculas de acetil-CoA condensam-
se, por atividade da enzima B-cetotiolase produzindo acetoacetil-CoA. Este ultimo
subproduto € reduzido por atividade de uma redutase dependente de NADPH a 3-
hidroxibutiril-CoA, que é substrato da enzima de polimerizagdo, PHA sintase,
produzindo o PHB. Entretanto, na presencga dos co-substratos propionato ou valerato (ou

outro substrato de 3 ou 5 carbonos) sdo utilizados como co-intermediarios de sintese
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propionil-CoA ou valeril-CoA produzidos através da enzima acil-CoA sintase. O
propionil-CoA pode ser convertido em cetovaleril-CoA pela enzima B-cetotiolase, que o
condensa a uma unidade de acetil-CoA. O cetovaleril-CoA pode ser reduzido a 3-
hidroxivaleril-CoA e este utilizado pela PHA sintase para produzir o copolimero PHBV
(DOI et al., 1990).

Analisando o potencial de aplicacdo médica deste biopolimero, estudos feitos para
avaliar a adesdo celular ao substrato de PHBV relataram uma adesdo inicial lenta, o que
ndo significa necessariamente que o material ndo seja promissor na utilizacdo para
engenharia de tecidos. J& estudos feitos por Mann et al. (1999) mostraram que a
producdo precoce de componentes da matriz extracelular é favorecida por uma adeséo
lenta ao material, dessa forma permitindo o crescimento e proliferacéo celular.

Considerando possiveis alteracbes na conformacdo das proteinas quando
adsorvidas sobre superficies hidrofébicas ou muito hidrofilicas e visando a diminuicéo
deste tipo de influéncia sobre o processo de adsor¢do. O ideal € que as superficies
apresentem molhabilidade moderada, a fim de preservar a conformacdo da proteina,
mantendo a sua bioatividade e permitindo a adesdo celular (MA et al.,, 2007). A
molhabilidade de um material é determinada pela medida de angulo de contato entre
uma gota de agua e a superficie horizontal do material que se deseja caracterizar. Um
angulo de contato superior a 90° corresponde a uma superficie que ndo molha, ou seja,
hidrofobica; em contrapartida, quando o angulo for inferior de 90°, a superficie molha,
dita hidrofilica.

Apesar da reconhecida biocompatibilidade do copolimero PHBV (VOLOVA et
al, 2003), a interacdo células Vero/polimero ndo se mostrou imediata in vitro (SANTOS
JR et al, 2005). Os PHBs sdo biomateriais de carater pouco hidrofilico (HASIRCI et al,
2003), apresentando angulo de contato por volta de 80°, porém a maior parte das células
apresentam valor de angulo de contato para adesdo em torno de 40-60° (ARIMA E
IWATA, 2007), podendo registrar valores mais especificos dependendo do tipo celular
e do material trabalhado.

Estudos foram feitos por Santos Jr. et al. (2005) para avaliar o uso de blendas de
PLLA e PHBV como superficies para cultivo de células Vero. Foram utilizadas
membranas de PLLA, de PHBV e de PLLA/PHBV combinados em diferentes
proporgdes (100/0, 60/40, 50/50, 40/60, 0/100). O trabalho avaliou a morfologia das
células nestes diferentes substratos poliméricos ap6s 24 h de cultura por MEV. Adesédo

celular também foi analisada apds 2 h de inoculacdo. Para avaliacdo do crescimento
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celular, as células foram mantidas em cultura por 48, 120, 240 e 360 h. Os resultados
mostraram que a ades&o celular foi melhor em 60/40 e 50/50, quando foram utilizadas
misturas, embora as células terem se mostrado capazes de crescer e proliferar em todas
as misturas testadas. Ao usar PLLA / PHBV (50/50) as células apresentaram-se
ligeiramente achatados independente da morfologia da superficie. As misturas de PLLA
/ PHBV (40/60) apresentaram células achatadas em éareas lisas. PLLA / PHBV (0 / 100)
também apresentaram células espraiadas interligadas. Cortes histolégicos mostraram
que as células cresceram como uma monocamada confluente em diferentes substratos.

Outros estudos realizados in vitro com dispositivos biorreabsorviveis para avaliar
o crescimento e proliferacdo celular relatam que células de fibroblastos de camundongo
NIH/3T3 cultivadas sobre membranas de PHBV apresentaram uma boa adesao e taxa de
multiplicacdo sobre o material. Estas membranas apresentaram alteracdes de
hidrofilicidade apds sofrerem modifica¢bes fisico-quimicas aumentando a adesdo e a
taxa de multiplicacdo (SANTOS e WADA, 2007).

3.1.4. Biodegradacéo.

A caracteristica mais atraente dos PHAS é sua biodegradabilidade. Estes materiais
sdo capazes de sofrer degradacdo tanto in vitro, quanto in vivo pela acdo de fluidos
corporeos (KHANNA e SRIVASTAVA, 2005). O processo de degradacdo envolve,
inicialmente, a deterioracdo do polimero através da clivagem das cadeias poliméricas
até ser dirigido as vias metabolicas produzindo ao final diéxido de carbono (COy) e
agua - produtos de degradacao atoxicos (VANIN, 2003).

Para polimeros semicristalinos, a degradacdo ocorre em duas etapas: inicialmente
a agua penetra pela superficie do material (inchamento da malha polimérica) atacando
preferencialmente as cadeias poliméricas que constituem a fase amorfa. A hidrélise gera
fragmentacdo das longas cadeias em cadeias menores e, finalmente, em fragmentos
soluveis. Devido a isso, ocorre a redugdo da massa molar da fase amorfa sem perda de
propriedades fisicas. Posteriormente, ocorre a perda das propriedades fisicas e a dgua
comeca a fragmentar o material por inteiro. A segunda etapa tem inicio quando a massa
molar numérica media atinge um valor critico de 13.000 g/mol, sendo caracterizada pelo
ataque enzimatico aos fragmentos gerados e, em seguida, a metabolizacdo
(MIDDLETON, 2000; FREIER, 2006).
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A etapa de hidrolise de poliésteres microbianos (ex: PHBV) ocorre em 2 etapas.
Inicialmente, h4 uma quebra aleatdria das cadeias poliméricas, como dito anteriormente,
comecando pela regido amorfa e, em seguida, pela regido cristalina gerando uma
diminuicdo da massa molecular com relativa polidispersdo. Ha simultaneamente um
aumento da cristalinidade do polimero, fato que é atribuido a cristalizacdo dos pequenos
fragmentos gerados pela hidrélise da regido amorfa (FREIER, 2006).

A hidrdlise de grupamentos quimicos hidroliticamente instaveis que compdem 0s
biopolimeros biorreabsorviveis (PHAS) prevalece no processo de degradacdo. Ocorre,
na sequéncia, a perda da resisténcia mecanica do material em razdo do decréscimo da
massa molar com formagéo de oligdmeros e, consequentemente, mondmeros e outros.
Desse modo, as cadeias poliméricas tornam-se sollveis no fluido extracelular quando
atingem valores de massa molar em torno de 7.000 g/mol. A partir desse momento,
inicia-se o0 processo de fragmentacdo do material em razdo da baixa resisténcia
mecénica, associado a tensdo mecénica local (VANIN, 2003; WAKE et al., 1998). O
processo de degradacéo in vivo difere da degradacdo in vitro, principalmente porque in
vivo o implante esta submetido a pressdo mecanica (VANIN, 2003; ELST et al., 1996).

Alguns fatores possuem um papel importante na degradacdo do polimero tanto in
vivo quanto in vitro. Fatores relacionados ao individuo receptor como local de
implantacéo, o estresse mecénico transmitido e idade afetam diretamente a resposta ao
implante e configuram um importante fator no processo de degradacdo. Assim, 0
processo pode levar meses ou anos até ser concluido (SHISHATSKAYA et al., 2004).
No entanto, a velocidade de degradacdo do polimero depende de uma séria de fatores,
como a composi¢cdo quimica, o tamanho, a forma e a superficie do implante. Além
disso, propriedades especificas do material como massa molar inicial, distribuicdo de
massa molar, grau de cristalinidade, taticidade (VANIN, 2003 e ELST et al., 1996) e a
fase do material (amorfa ou cristalina) afetam diretamente na degradagéo. Fatores como
presenca de microorganismos no ambiente, temperatura, teor de umidade, pH, presenca
de aditivos e impurezas e do mecanismo de degradacdo também influenciam.
(SHISHATSKAYA et al., 2004 e KHANNA e SRIVASTAVA, 2005).

A degradagdo do copolimero PHBV com baixo conteddo de hidroxivalerato (até
20%) tem sido amplamente estudada, sendo possivel a comparacdo com o
homopolimero PHB em razédo da baixa influéncia dos grupamentos HV sobre a taxa de
hidrolise. Considerando a massa molecular, o PHBV apresenta um aumento da taxa de

degradacdo em razdo da diminuicdo da massa molecular inicial. Por outro lado, um
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elevado grau de cristalinidade atua na desaceleracdo do processo de degradacdo
(FREIER, 2006; YASIN, et al., 1993).

Os estudos de degradacdo in vitro envolvendo fibras de PHBV (14% de
hidroxivalerato) tém se mostrado relativamente lentos. De modo que, as amostras
apresentaram diminuicdo da massa molar ap6s um periodo de inducdo de
aproximadamente 80 dias, sendo alcangada uma queda de 64% de massa apds 6 meses.
As amostras foram colocadas em contato com tampao fosfato a pH 7,4 e temperatura de
37°C. (FREIER, 2006; DOI et al, 1990).

Estudos realizados em filmes de PHBV em tampé&o de pH 7 a 60°C mostram que
a degradacdo do material é favorecida por um processo de autocatalise. A continua
diminuicdo da massa molar foi acompanhada por um aumento da acidez em razdo da
formacéo dos acidos resultantes do processo de hidrélise. Esse efeito foi confirmado por
um aumento da taxa de degradacdo. Além disso, uma cisdo direcionada de cadeias
poliméricas com maior taxa de degradacdo foi observada no componente
hidroxivalerato (FREIER, 2006; RENSTADT et al, 1999).

A degradacéo in vivo do PHB foi bastante estudada em relacdo ao seu copolimero
PHBV. Foi observado que o PHBV com contetdos de hidroxivalerato (HV) menores
que 10 % apresentou uma menor taxa de degradacdo in vivo quando comparado ao
PHB. No entanto, as taxas de hidrélise tornam-se comparéveis quando o contetdo de
HV se aproxima de 20%. Isso pode ser explicado em funcdo da diminuicdo da
cristalinidade do polimero com o aumento da quantidade de HV. No entanto, a
cristalinidade do copolimero PHBV ¢ geralmente em torno da mesma ordem de
grandeza do PHB correspondendo a taxas de degradacédo in vivo semelhantes aos dois
tipos de polimeros (FREIER, 2006).

Estudo com filmes de PHBV foram feitos in vivo utilizando materias com trés
diferentes proporgdes de hidrovalerato (7, 14 e 22% HV), estes foram analisados para
citotoxicidade in vitro e degradacdo acelerada aquosa, na degradagdo in vivo e as
reacdes dos tecidos. Os materiais PHBV e seus extratos provocaram leves ou henhuma
resposta toxica, ndo conduzem a necrose tecidual in vivo ou formacdo de abscesso, mas
provocam reacOes inflamatorias agudas em ligeira diminuicdo com o tempo. A
degradacéo dos filmes de PHBV apresentou baixas taxas in vitro e in vivo, sendo que a
taxa de perda de peso acompanhou aumento do conteddo HV no copolimero, na faixa
de 0,15%-0,30%/dia (in vitro) para 0,25%/dia (in vivo). Mudancas de composicao e

propriedades fisico-quimicas do PHBV foram rapidamente detectadas durante a
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hidrolise acelerada, mas eram bem mais lentas in vivo. A integridade estrutural e
mecanica do PHBV tenderam a desaparecer in vitro e in vivo. Apos 90 semanas em
tecidos musculares de ovelhas adultas, ndo houve dissolucéo significativa do polimero
PHBV, 50-60% do peso inicial ainda restavam (CHAPUT et al., 1995).

3.2. MODIFICAGAO DE SUPERFICIE.

A modificacdo de superficies dos biomateriais aplicados a Engenharia Tecidual
possibilita uma combinacdo de propriedades desejadas, como biocompatibilidade,
bioatividade, resisténcia mecanica ou propriedades térmicas. Efetivamente estas
modificacbes de superficie sdo acompanhadas por mudancas de grupos funcionais, de
carga superficial e de molhabilidade (YANG et al.,, 2002). Esta combinacdo de
propriedades visa aperfeicoar o desempenho do sistema, minimizando as perdas
funcionais decorrentes da substituicdo do tecido ou 6rgdo lesado pelo biomaterial.
Assim, um modelo de superficie define o elemento chave no controle da interagdo do
material no ambiente corpéreo receptor (LIEB et al., 2005).

As propriedades de superficie de quaisquer dispositivos € extremamente
importante, uma vez que é a interface que vai interagir diretamente com o hospedeiro.
Sdo elas que influenciam os eventos celulares de interface iniciais. Estas vao determinar
os tipos de moléculas adsorvidas na superficie dos materiais (LORCAN, et al., 2006). A
exposicdo de qualquer material ao ambiente bioldgico resulta em rapida adsorcéo de
proteinas em sua superficie e sdo as propriedades de superficie do material que
governam a composicao, tipo, quantidade e conformacéo de proteinas adsorvidas, bem
como regulam fenébmenos secundarios de troca de proteinas e mediacdo celular de
proteinas. Além disso, a composicao e a conformacdo da camada de proteinas adsorvida
sdo consideradas fator determinante da natureza da interacdo celula material e,
conseqiientemente, do desempenho in vitro e in vivo do biomaterial (LORCAN, et al.,
2006).

Os métodos de modificacdo aplicados com o objetivo de realcar o desempenho
dos biomateriais sdo classificados em trés grupos principais: (i) métodos bioldgicos; (ii)
métodos fisico-quimicos e (iii) métodos de recobrimento (ZHU, et al, 2006).

E sabido que modificagdes quimicas na superficie do material polimérico estdo
relacionadas a geracdo ou incorporacdo de grupos funcionais que poderdo agir como

sitios de ancoragem para imobilizacdo de biomoléculas ou recobrimento da superficie
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com material diferente. Estas acdes, em geral, antecedem as modificacdes biologicas e
aperfeicoam as propriedades de superficie do biomaterial favorecendo interagdes
bioldgicas especificas e ndo especificas (MENDONCA et al., 2009). Estudos foram
realizados por Mendoncga et al. (2009) utilizando a proteina fibronectina (FN) na
biofuncionalizacdo de superficies de arcaboucos de PHB a fim de melhorar a adeséo de
osteoblastos humanos (HOB). Visando criar sitios para a modificagdo com FN, os
arcaboucos foram previamente tratados com etilenodiamina, ou seja, foram previamente
submetidos a modificacdo quimica. O tratamento modificou a morfologia e a
composicdo quimica dos arcaboucos, possibilitando um aumento no teor de FN
adsorvido a superficie dos arcaboucos de PHB.

A ativacdo de superficies poliméricas é normalmente requerida para a
imobilizacdo de biomoléculas na superficie destes materiais. Para a funcionalizacao de
superficies inertes sdo necessarias reacOes para ativar e/ ou inserir grupos funcionais
especificos. Esses grupos sdo considerados como agentes acopladores efetivos para a
imobilizacdo de biomoléculas como, por exemplo, grupos carboxi, amino e epoxi.
Estes grupos estdo normalmente unidos a superficie por uma cadeia flexivel, um grupo
espacador, para aumentar a possibilidade de reacdo. A selecdo de um grupo funcional
especifico possibilita um acoplamento definido em certo dominio da molécula,
oferecendo uma reagéo especifica e orientada (HOLLANDER, et al, 2004).

O método de modificacdo quimica de superficies é a técnica mais abrangente, em
razdo da sua infinidade de possibilidades, como silanizacdo, alquilacdo e outros. Esta
técnica consiste na imobilizacdo de um ou mais grupamentos quimicos na superficie do
material. Os grupos quimicos sdo projetados para permitir especificidade e orientacdo
conformacional de proteinas e outras macromoléculas que entram em contato com a
superficie do material. Diversos processos de modificacdo sdo utilizados, como
silanizag#o, alquilacdo e outros (OREFICE et al., 2006).

Exemplos de estudos baseados em tratamento quimico de superficies de
poliésteres para aumento de biocompatibilidade tém sido encontrados na literatura.
Yang et al. (2002) estudaram o efeito do tratamento de superficie sobre a
biocompatibilidade de filmes de PHB, PHBHHX e suas blendas utilizando como
controle filmes de PLA. Os filmes foram modificados com lipases e hidroxido de sodio
e apresentaram um aumento expressivo no nimero de células aderidas sobre a superficie

destes materiais tratados. Estes reagentes promovem a quebra por hidrdlise das ligagdes
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éster destes polimeros aumentando a hidrofilicidade e a capacidade das células aderirem
a superficie do polimero além de fornecer subsidios para a imobilizacdo de proteina.

Wang et al. (2008) realizaram estudos visando melhorar a biocompatibilidade
celular de filmes de PHBV a partir da imobilizacdo covalente de colageno. Este estudo
foi realizado pela modificacdo quimica da superficie do material através da conversao
de grupos amida enxertados nos filmes em grupos amina por rearranjo de Hofmann. Os
grupos aminas sdo convertidos em grupamentos hidroxilamina, estes se condensam a
grupos aminos do colageno, imobilizando-o sobre a superficie do material. Os filmes
modificados proporcionaram melhor aderéncia, espalhamento e proliferacdo frente a
células de condrdcitos. Este e outros trabalhos mostram que a modificacdo quimica
antecede normalmente a modificagao bioldgica.

Outro método de modificacdo de superficies de materiais envolve a deposicao de
recobrimentos ou filmes finos. A deposicao divide-se em dois modos: Deposicdo Fisica
de Vapor (PVD) e Deposi¢do Quimica de Vapor (CVD) em razdo do seu destaque na
indUstria e da sua importancia cientifica e tecnoldgica. No PVD ndo ocorre reagdo
quimica durante o processo de deposi¢do. J& durante o processo de CVD ocorrem
reacOes quimicas com o material a ser depositado na superficie. Ambas as técnicas

requerem investimentos elevados de ordem financeira (OREFICE et al., 2006).

3.2.1. Métodos Bioldgicos de Modificacdo.

Os métodos bioldgicos de modificacdo de superficies utilizam biomoléculas,
geralmente proteinas, peptideos, carboidratos, lipidios e &cidos nucléicos. As interacdes
na interface do biomaterial sdo governadas por estas moléculas e outros mediadores
atuando em processos celulares, metab6licos, imunoldgicos e inflamatérios. E
importante destacar que esse tipo de imobilizacdo pode ser temporéria ou permanente,
dependendo do tipo de forca envolvida nas interacfes entre macromoléculas e material
(OREFICE et al., 2006).

Existem basicamente trés métodos de imobilizagdo de biomoléculas nas
superficies dos materiais (OREFICE et al., 2006):

(i) Adsorgéo Fisica: as moléculas séo unidas a superficie do material através de forgas
intermoleculares fracas, como forcas de Van der Waals. Esse método € normalmente
utilizado em sistemas de liberagcdo controlada de drogas e em suportes solidos de

colunas de afinidade e purificagéo;
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(if) Ligacdo Covalente: as moléculas sd@o imobilizadas a superficie através de ligacao
covalente, podendo ser obtida por ligacdo direta da macromolécula ao suporte ou por
pré-tratamento fisico-quimico do suporte gerando grupamentos quimicos especificos.
Esta imobilizacdo promove um ancoramento permanente e estavel de moléculas;

(iii) Imobilizacdo por Aprisionamento: este método é caracterizado pela presenca de
barreiras fisicas dimensionais para as moléculas imobilizadas. Esta imobilizagdo pode
ser permanente ou temporaria, dependendo de cada sistema.

Os mais importantes avangos no campo dos biomateriais, ao longo dos altimos
anos, tém sido em bioatividade. Materiais bioativos podem ser desenvolvidos a partir do
recobrimento bioldgico via incorporacdo de biomoléculas, pela incorporagdo e liberagdo
controlada de fatores de crescimento, por meio do reconhecimento biolégico mediante
interacdes fisico-quimicas, entre outros (HUBBELL, 1999).

Esta abordagem visa a biomimetizacdo de interaces bioquimicas e envolve a
presenca de sistemas de reconhecimento biomiméticos em materiais semelhantes a
sistemas especificos enzima-substrato e/ou antigeno-anticorpo. Estes sitios geram uma
grande afinidade e seletividade e materiais com estas caracteristicas sdo designados
como materiais biomiméticos (TARLEY et al., 2005).

Varios estudos conduzem o uso do PHB como biomaterial para estudos in vitro e
in vivo. Entretanto, alguns estudos mostram que o PHB e o seu copolimero PHBV tém
induzido respostas inflamatérias agudas prolongadas. Esse fenbmeno pode ser causado
por superficies poliméricas que ndo sdo biocompativeis com o ambiente in vivo (YANG
etal., 2002).

Mendonca et al. (2009) realizaram estudos utilizando a fibronectina (FN)
adsorvida a superficie de arcaboucos de polihidroxibutirato (PHB) a fim de melhorar a
adesdo de osteoblastos humanos (HOB) ao biomaterial. Os arcabougcos foram
modificados previamente com etilenodiamina a fim de criar sitios para a imobilizacdo
de FN. O tratamento permitiu um aumento no teor de FN adsorvida a superficie,
entretanto, imagens de microscopia de forca atbmica mostraram que a proteina adotou
diferentes conformacbes em relacdo aos arcaboucos tratados e ndo tratados. Os
resultados indicaram que a menor adesdo de HOB nos arcabougos modificados por
aminodlise é consequéncia da conformacdo adotada pela FN em ndo expor o0s
grupamentos RGD de maneira satisfatoria. No entanto, os arcabougos ndo modificados
e recobertos com fibronectina apresentaram um aumento na adesédo de HOB. A partir

disso, concluiu-se que a conformacdo adotada pela proteina na superficie do biomaterial
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possui maior relevancia para a bioatividade do que a quantidade adsorvida da mesma
(MENDONCA et al., 2009).

Para uma biomimetizacdo eficiente é preciso ter conhecimento da estrutura
primaria dos oligopeptideos que compdem o dominio de ligacdo das proteinas ao
receptor, tal como fibronectina e seu sitio de reconhecimento RGD. Estas sequéncias
lineares ou ciclicas podem gerar especificidade similar com o receptor e afinidade de
ligagdo, tdo bem quanto sinalizacdo de resposta celular comparada com a proteina
inteira. Alguns estudos mostram uma vantagem importante em se trabalhar com
pequenos peptideos, ao inves da proteina inteira, ja que estes poderiam ser expostos de
maneira a ficarem mais acessiveis e ativos para ligacdo com receptores de superficie
celular. Por essa razdo, a incorporacdo de peptideos induziria uma maior adesao celular,
espraiamento, formacdo de contato focal, sendo necessario um namero maior de
proteinas para promover a mesma resposta. Além disso, uma resposta celular ineficiente
pode ocorrer devido a adsorcdo da proteina em uma orientacdo tal que o dominio de
ligac@o ao receptor ndo esteja estericamente disponivel. Tem sido demonstrado também
que a extensdo do espraiamento celular depende da quantidade global de ligantes
imobilizados (ex: peptideos) sobre a superficie do material e, também, da sua habilidade
em agrupar-se em microdominios de ligacdo. (HUBBELL, 1999).

Calisle et al. (2000) realizaram estudos com o objetivo de avaliar a influéncia de
sequéncias peptidicas imobilizadas em materiais sobre a adesdo celular. A imobilizacdo
foi feita sobre a superficie polimérica do PLA e do PCL utilizando espacadores néo
peptidicos como PEG. Os resultados indicaram que as sequéncias peptidicas RGD
promoveram um aumento significativo da adesdo celular sobre as superficies dos
materiais modificados em relacdo ao material ndo modificado. Entretanto, apesar da
densidade de peptideos RGD sobre o PCL ser superior em relacdo ao PLLA, houve uma
maior adesdo sobre a superficie do PLLA. Este resultado foi atribuido & ineficiéncia do
processo de imobilizagao sobre o PCL.

Estudos foram realizados por Tesema et al. (2004) para avaliar a viabilidade de
células Osseas sobre membranas de PHBV imobilizadas com colageno. O efeito da
superficie sobre a proliferacdo e morfologia das células 6sseas cultivadas em superficie
de PHBV modificada e n&o tratadas foram avaliadas por AFM e angulo de contato. A
proliferacdo celular em superficies PHBV com colageno quimica e fisicamente
imobilizado foi comparado com o PHBV néo tratado por meio do ensaio com MTT. A

atividade das células Gsseas sobre as superficies quimicamente e fisicamente
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imobilizadas com colageno foram determinadas em 246 e 107% para celulas
osteosarcoma (UMR-106) e 68 e 9% para células de osteoblastos (MC 3T3-El),
respectivamente. Estes resultados mostram que o0 colageno quimicamente
enxertado na superficie PHBV proporcionou uma favoravel matriz para a proliferacdo
celular.

Kim et al. (2010) realizaram estudos em cultura de células e reparacdo tecidual
utilizando nanofibras poliméricas biodegradaveis produzidas por eletrofiagdo. Sabe-se
que a hidrofobicidade e adesdo celular inicial pobre de polimeros sintéticos tém
limitado a sua utilizacdo na regeneracdo de tecidos. Neste trabalho a superficie da
nanofibra de poli(acido latico-co-caprolactona) (PLA-co-PCL) foi modificada com a
seqliéncia peptidica que compdem o dominio central de ligacdo a célula da proteina
fibronectina onde a sequéncia RGD esta inserida (FN10). As nanofibras foram
primeiramente tratadas com uma solucdo alcalina para gerar grupos carboxilicos na
superficie, proporcionando, assim, o acoplamento da FN10 com em conjunto com um
agente de carbodiimida. As nanofibras com peptideos acoplados mostraram melhorias
significativas na adesdo celular inicial e espalhamento comparado com o material ndo
tratado. Esta metodologia permitiu adequar o uso de nanofibras poliméricas com

biomoléculas alvo envolvidas em respostas teciduais especificas.

3.2.2.1. Peptideos RGD.

Os peptideos sdo formados por aminoacidos ligados entre si via ligacdo peptidica
entre o grupo amino de um amino&cido e o grupo carboxila de outro. Os aminoacidos
variam muito quimicamente, mas todos apresentam um grupamento acido — carboxila e
outro béasico - amino ambos ligados a um &tomo de carbono (carbono o). No carbono a
estdo ligadas as cadeias laterais dos aminoacidos, que diferem em estrutura, tamanho e
carga elétrica, portanto, Ihes conferem caracteristicas distintas influenciando em sua
solubilidade e reatividade quimica. Essas caracteristicas conferem propriedades proprias
a molécula peptidica a qual eles compdem (NELSON e COX, 2006). Os peptideos séo
extremamente diversificados em termos funcionais, atuando como horménios ou fatores
liberadores destes, enquanto outros sdo neuropeptideos, neurotransmissores, toxinas,
antibidticos naturais, adogantes ou substratos de proteases (MACHADO et al., 2004).

Um numero incontavel de peptideos biologicamente ativos foi sintetizado nos

ultimos anos, sendo a parcela majoritaria referente a peptideos obtidos pelo método de
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sintese quimica, seja em fase sdlida ou solucdo. Estes peptideos sintéticos permitem
mimetizar a acdo de proteinas e, alem disso, sdo facilmente sintetizados e manipulados,
possuem alta estabilidade e sdo baratos. Entretanto, estas biomoléculas requerem
condicdes especificas para fornecer alta afinidade e especificidade contra proteinas alvo.
Em razdo do pequeno peso molecular, os peptideos ndo sdo facilmente acessiveis
quando adsorvidos ndo especificamente sobre suportes solidos. Além disso, devido a
falta de uma estrutura tridimensional bem definida, uma orientacdo correta destes
peptideos é essencial para promover uma interacdo mais efetiva. Outra importante
questdo é a uniformidade da densidade de peptideos sintéticos, que é essencial para
permitir a correlacdo entre a atividade biologica dos peptideos e o seu arranjo espacial,
favorecendo interacdes desejaveis e indesejaveis (CRETICH et.al., 2006).

Os biomateriais para Engenharia Tecidual devem possuir uma habilidade
bioativa capaz de induzir interacdes celulares desejaveis, estimulando processos fisico-
quimicos inerentes a sistemas bioldgicos, integrando o biomaterial com o ambiente
fisiologico (OREFICE et al., 2006). Estas interagdes sdo bastante conhecidas e
envolvem processos de reconhecimento biolégico mediados por receptores de superficie
celular (integrinas) e seus ligantes correspondentes. As integrinas reconhecem as
proteinas de adesdo da matriz extracelular (MEC) embora estruturalmente diferentes,
requerem sequiéncias de reconhecimento aproximadamente semelhantes para se ligarem
(GAO et al., 2007; TANZER, 2006).

Os principais mediadores dos efeitos da MEC sobre as células sdo as proteinas
transmembranares do tipo integrinas. As integrinas sdo moléculas heterodiméricas
transmembranares compostas por duas subunidades de glicoproteinas denominadas a e
B, associadas ndo covalentemente que, quando ativadas, iniciam diversas sinalizagdes
intracelulares, resultando na regulacdo de propriedades celulares como adesdo,
migracgéo, proliferagdo, expressdo génica, morfologia, sobrevivéncia e diferenciagdo. A
combinacdo destas duas subunidades determina a especificidade de ligacdo das
integrinas. As seqiiéncias RGD podem ser reconhecidas por diferentes membros da
familia das integrinas como a3p1, a5p1, avpl, avp3 e avp5. Desse modo, diferentes
familias de integrinas sdo capazes de reconhecer diferentes proteinas da MEC
(HERSEL et al., 2003). Entretanto, cada integrina € capaz de reconhecer seu grupo
especifico de moléculas da MEC indicando que ligacOes fortes requerem mais do que
apenas a sequéncia RGD (ALBERTS, 2002).
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A fibronectina (FN) é uma glicoproteina multifuncional encontrada na MEC,
composta por duas subunidades unidas por pontes dissulfeto, proximas as extremidades
C-terminais. Apresenta dominios especificos para ligacdo com outras proteinas da MEC
e mais de doze tipos de sitios de ligacdo com integrinas (DARRIBERE et al., 2000;
ZAGRIS, 2001). No sitio de ligacdo a célula esta presente a sequéncia RGD, que possui
papel crucial no processo de adeséo celular, conforme mostra a Figura 3.4 (HERSEL et
al., 2003; MILNER, 2007). A molécula de FN possui ainda em seu dominio C-terminal,
duas regides de ligacdo a heparina responsaveis pela interacdo celular através da
formacdo de estruturas de adesdo estaveis, incluindo contatos focais (WOODS et al.,
2000).
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Figura 3.4. Proteina fibronectina e seu sitio de reconhecimento RGD (adaptado de
ALBERTS, 2002).

A sequéncia RGD foi descoberta por Pierschbacher e Ruoslahti em 1987 e é de
longe a mais eficiente das sequéncias peptidicas capazes de estimular a adeséo celular
sobre superficies sintéticas através de mediadores como as integrinas (HERSEL et al.,
2003). Esta sequéncia ¢ também conhecida como “sitio universal de reconhecimento
celular”. A seletividade das proteinas adesivas em relagdo as integrinas ¢ bastante
diversificada. Este fato pode ser explicado pela existéncia de multiplos sitios de ligagdo
e, também, pelas diferentes conformacdes que a seqiiéncia RGD pode apresentar em

razdo das diferentes conformacdes das estruturas protéicas onde esté inserida (SILVA et
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al., 2007). Mesmo sendo uma pequena sequéncia peptidica, experimentos utilizando
RGD sintético demonstram que este peptideo é capaz de afetar a ligacdo entre integrina
e fibronectina (TAKANO et al., 2002).

Deve-se destacar a constatacdo descrita por Hersel et al. (2003) a respeito do
efeito oposto que ligantes, como a sequéncia RGD, podem ter sobre as células. Os
peptideos podem atuar de forma antagbnica promovendo efetivamente a adesdo celular
e, por conseguinte, a sobrevivéncia da célula quando imobilizados. No entanto, quando
solubilizados, estes ligantes, a0 ocuparem os sitios de adesdo na membrana celular,
impedem que esta se conecte a uma superficie. Desta maneira, sem um contato fixo, as
células assumem um formato esférico e entram em apoptose. Por esta razao, justifica-se
a importancia de se incorporarem peptideos aos polimeros, de modo que as células os
encontrem imobilizados na trama da matriz polimérica por meio de liga¢cdes covalentes.

Com relacdo ao uso de proteinas para biomimetizacdo de materais, esta estratégia
apresenta algumas desvantagens do ponto de vista de aplicacbes médicas (HERSEL et
al., 2003). Esse fato esta diretamente relacionado as etapas de isolamento e purificacdo
das proteinas, podendo induzir a resposta imune indesejavel aumentando o risco de
infeccdo. Além disso, as proteinas estdo sujeitas a degradacédo proteolitica, que pode ser
acelerada por processos inflamatoérios. Outro ponto importante esta relacionado com a
conformacdo das proteinas, que devem estar orientadas de maneira adequada para
favorecer a adesdo celular. Dependendo do grupamento presente e acessivel na
superficie do material, a proteina poderd ou ndo apresentar afinidade. A textura da
superficie do biomaterial determinada pela carga, molhabilidade e topografia pode
influenciar na conformacdo da proteina. Por exemplo, ao serem adsorvidas sobre
superficies hidrofobicas ocorre uma maximizacdo das interacGes com 0s aminoacidos
hidrofobicos das proteinas expondo sitios ativos, que podem gerar um favorecimento da
adesdo celular ou, até mesmo, a sua desnaturagdo com consequentemente perda de
atividade (ELBERT, 1996). Estes problemas podem ser contornados pela imobilizagédo
de pequenos segmentos de reconhecimento celular assim como peptideos, os quais
exibem maior estabilidade frente as condi¢cBes de esterilizacdo e a degradacdo
enzimaética, caracterizacdo mais simples e de menor custo quanto comparado com as
proteinas adesivas. Devido ao tamanho menor, os peptideos podem ser empacotados
com maior densidade nas superficies dos biomateriais (HERSEL et al., 2003).

Dentre os varios biomateriais poliméricos mais citados na literatura quanto a

funcionalizacdo via imobilizacdo de peptideos RGD e outras sequéncias que 0s contém
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encontram-se os poli(a-hidréxi &cidos), representantes de uma classe de poliésteres
alifaticos sintéticos, os quais fazem parte 0 PGA, PLA, PLGA, PCL e seus copolimeros
(HERSEL et al., 2003; MARLETTA et al., 2005).

Quirk et al. (2001) e Yang et al. (2001) realizaram estudos para avaliar a adeséo
celular gerada atraves da imobilizacdo do sitio de reconhecimento celular da
fibronectina (sequéncia peptidica RGD) sobre a superficie do PLL fisicamente
adsorvido ao PLA (blenda PLA/PLL-RGD) e ao PLGA (PLGA/PLL-RGD). Estes
foram avaliados frente a imobilizacdo por adsorcdo da proteina fibronectina sobre a
superficie do PLA e PLGA. Em ambos os trabalhos foi demonstrado que a adsor¢édo
fisica de fibronectina sobre o PLA promoveu uma maior adesdo e espraiamento celular
em relacdo ao PLA ndo modificado, sendo proporcional a quantidade de fibronectina
imobilizada. Em relacéo ao peptideo RGD, os resultados ficaram abaixo do esperado em
razdo da conformacdo gerada por pequenas sequéncias peptidicas e do efeito inibitdrio
do PLL. Entretanto, ficou demonstrado que controlando a razdo PLL: RGD houve um
efeito positivo e significativo sobre a ligacdo e espraiamento celular. Foi observada uma
significativa adesdo e espraiamento em concentracdes abaixo de 2nmol/L e 30nmol/L
para 0 PLA-FN e PLA-PLL-RGD, respectivamente (YANG et al., 2001). Com relacdo
ao PLGA-FN e PLGA-PLL-RGD resultados similares foram obtidos quanto a adeséo e
espraiamento celular. Estes trabalhos ndo apresentaram resultados conclusivos em razédo
do conhecido efeito inibitério do PLL sobre a resposta celular.

Ochsenhirt et al. (2006) realizaram estudos sobre o efeito da estrutura secundéaria
RGD e da sequéncia sinérgica PHSRN sobre a adesdo celular, espraiamento e ligacdo
com integrinas especificas utilizando um espacador polietilenoglicol (PEG), que age
inibindo adesdo celular ndo especifica. Foram utilizados como suportes filmes de
Langmuir-Blodgett (método de deposicdo), compostos por longas cadeias carbdnicas
(C16 € Cyg), &cido glutdmico e espacadores (-CH,-),. Este estudo demonstrou que a
sequéncia RGD apresenta enorme influéncia sobre a adesdo e espraiamento de células
endoteliais de veia umbilical humana. Foi observado claramente que a adesdo e o
espraiamento sdo dependentes da concentracdo do peptideo RGD imobilizado sobre
membranas de mica. Esta influéncia foi comprovada considerando diferentes modos de
imobilizagéo do peptideo RGD, expondo-o de maneira linear e na forma de loops. Com
a imobilizagdo apenas da sequéncia sinérgica, ndo houve aumento consideravel sobre a

adesao e espraiamento celular.
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Estudos foram realizados por Karakecili et al. (2007) a partir de membranas de
quitosana modificadas com sequéncias de Arginina — Glicina - Acido aspartico - Serina
(RGDS) da proteina fibronectina utilizando o método de imobilizacdo via modificagdo
fotoquimica. Resultados obtidos por FTIR e raios-x mostraram que a imobilizacao foi
realizada com sucesso. A concentracdo do peptideo imobilizado foi determinada por
teste de ninidrina em torno de 10"mol /cm?. Estudos in vitro com células de fibroblastos
(L929) foram feitos em meio sem soro e meio com 10% de soro a fim de avaliar o
comportamento celular frente a biofuncionalizacdo do material. O comportamento de
adesdo, espraiamento e proliferacdo foi mais acentuado na presenca do peptideo RGD
em ambiente com soro. Os resultados apontaram uma interacdo especifica entre os
peptideos RGDS e as células de fibroblastos a partir de integrinas especificas.

Dong et al. (2010) realizaram estudos sobre a melhoria no crescimento de
fibroblastos sobre poliésteres hidrofébicos PHBYV, PHBHHx e PLA. Estes materiais
poliméricos foram recobertos com granulos de polihidroxialcanoatos ligados a proteina
PhaP unida ao RGD. A proteina PhaP, que é um proteina anfifilica presente na
superficie de granulos de PHAS in vivo, foi conjugada ao peptideo RGD. O conjugado
PhaP-RGD foi obtido por cultivo em Escherichia coli DH5a a partir da expressdo de
seus genes. Foi observado um aumento da hidrofilicidade nos filmes recobertos com
PhaP conjugada ao RGD em comparacao aos filmes sem modifica¢do. Estudos in vitro
mostraram uma melhor adesdo e mais rapida proliferacdo sobre os trés filmes recobertos
com PhaP conjugada ao RGD em comparagdo aos recobertos apenas com a proteina
PhaP e aos ndo modificados. Desse modo, os resultados indicam que o recobrimento por
PhaP-RGD promove um maior proliferacdo celular sobre poliésteres hidrofobicos para
uso em Engenharia Tecidual.

Estudos foram realizados por Wang et al. (2011) a partir de filmes PHBV
imobilizados com sequéncias peptidicas RGD através do espacador PEG a fim de
melhorar a biocompatibilidade do material. Os filmes foram ativados por
tratamento de plasma com amoénia para produzir grupamentos amino na superficie do
material seguida por reagdes sequenciais com PEG e com peptideos RGD. Os peptideos
RGD foram covalentemente enxertados em filmes de PHBV. O resultado do ensaio de
viabilidade celular indica que os filmes RGD-modificado PHBV exibem uma
biocompatibilidade celular melhorada em relagéo aos demais filmes modificados. Esta

melhora ndo foi expressiva em razdo da presenga do PEG que age dificultando a
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adsorcdo ndo especifica de proteinas e, por consequéncia, a adesdo celular.

3.3. SINTESE PEPTIDICA EM FASE SOLIDA (SPFS).

A sintese organica de peptideos em fase solida (SPFS) foi apresentada a sociedade
cientifica por Merrifield (1963) e revolucionou a maneira como era feita a sintese,
abandonando a tradicional rotina prépria da sintese em solucdo, e introduziu o uso de
polimeros insollveis como suporte para substratos. O método € atualmente um dos mais
utilizados para reproduzir e criar peptideos e proteinas em laboratorios de uma maneira
sintética. A SPFS permite a obtencdo de peptideos naturais pouco abundantes e que sdo
dificeis de serem sintetizados em sistemas bioldgicos (células, bactérias etc). Além
disso, propicia a incorporacdo de aminoacidos nao naturais e D-aminoacidos,
modificacdes da cadeia principal e de suas extremidades amino e carboxi-terminais
(AMBLARD et al., 2006).

A SPFS apresenta grandes vantagens na construcdo de cadeias peptidicas sobre
suportes solidos insoltveis, que incluem: o uso de uma série de solventes com
diferentes graus de polaridade, os quais exercem um efeito de compactacdo
/descompactacdo do polimero, favorecendo a expulsdo de impurezas do interior da
estrutura polimérica, lavagem em menor tempo e a capacidade de suportar condi¢des
mais agressivas do que as utilizadas na sintese em solucdo. Muitas destas operacbes
tornam possivel o emprego de excesso de reagente a fim de garantir rendimentos altos e
minimizar perdas fisicas do peptideo, uma vez que este se encontra preso ao suporte
solido durante o processo (CHAN, 2000). Mais recentemente, foi introduzida a
automacao da “rotina” de reagdo/lavagem pelo uso de robos e sintetizadores tornando o
processo mais econémico e com melhor desempenho (FRANK, 2002).

Neste tipo de sintese linear a preocupacao é alcancar rendimentos extremamente
altos em cada ciclo de acoplamento, ou seja, na adi¢do de cada aminoacido constituinte
da sequéncia peptidica. Considerando que o rendimento a cada ciclo for de 99%, um
peptideo de 26 residuos seria sintetizado com 77% de rendimento final (considerando
100% de rendimento em cada desprotecdo). Contudo, se a cada ciclo o rendimento for
de 95%, o mesmo peptideo seria sintetizado com 25% de rendimento final. Por isso, a
fim de alcancar altos rendimentos deve-se empregar um excesso de aminoécido em cada
etapa de sintese e, também, escolher métodos muito eficientes de ativacdo da carboxila

e de formacdo da ligacdo peptidica, assim como uma escolha apropriada de
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grupamentos protetores (MONTALBETTI, 2005; ISIDRO-LLOBET et al., 2009).
Atualmente, ha duas estratégias mais comumente empregadas para SPFS: a estratégia
Boc e a Fmoc. Na estratégia Boc o grupo protetor do grupamento amino é o t-
butiloxicarbonila (grupamento Boc) e sua remocéo é feita em meio acido, empregando-
se normalmente solucéo de &cido trifluoracético (TFA) em diclorometano (DCM) ou em
N,N-dimetilformamida (DMF). A outra metodologia envolve o uso de 9-fluorenil-
metiloxicarbonila (Fmoc) como protetor do grupo amino, o qual é removido facilmente
em meio basico (AMBLARD, 2006; MERRIFIELD, 1963).

Os polimeros utilizados na SPFS possuem ligacfes cruzadas formando uma rede
polimérica, o que lhes confere comportamentos especificos como uma estabilidade
quimica relativamente alta. Essa estrutura complexa é formada por feixes interligados
(ligagbes cruzadas ou do inglés, cross-linking) transversalmente através de um
mondmero bi-funcional. A utilizacdo destes suportes esta diretamente relacionada as
suas caracteristicas fisicas e quimicas. As caracteristicas fisicas como o grau de
resisténcia frente a agitacdo mecénica, temperatura, pressdo e comportamento quando
em contato com solventes estdo relacionadas a proporcdo de ligacGes cruzadas
existentes no polimero. Ja as caracteristicas quimicas como tipo de grupo funcional
aceitdvel pelo polimero, condi¢des de clivagem, grupo funcional formado apds
clivagem e outras sdo determinadas pelo ligante (EIFLER-LIMA, 2001). Caracteristicas
quimicas como as condigdes especificas de clivagem do peptideo sdo ditadas por
espacadores incorporados entre a resina € 0 primeiro aminoacido da sequéncia
peptidica. A presenca do espacador bifuncional confere maior flexibilidade quimica a
sintese, de tal forma que permita modificar a forca e a natureza da ligacdo entre o
primeiro aminoacido e a resina, tornando-a mais ou menos susceptivel a determinados
reagentes. Dessa forma, a resina tem que ser estavel a tratamentos repetitivos de
desacoplamentos/acoplamentos. Por outro lado, ao final da sintese peptidica, caso seja
requerido, a ligacdo devera ser passivel de clivagem sem danificar o produto de sintese
(LLOYD-WILLIAMS et al., 1997).

Os suportes soélidos utilizados na Sintese Peptidica em Fase Solida devem
preencher determinados requisitos essenciais para que a sintese possa ser realizada com
sucesso (FIELDS, 1997; LLOYD-WILLIAMS et.al., 1997). Entre essas caracteristicas
salientam-se:

i. Devem ser insolGveis nos solventes utilizados na sintese;
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ii. Devem possuir regides definidas, com alta reatividade quimica denominada
de “sitio ativo” ou mais comumente denominadas de “ligantes”;

iii.  Quimicamente inertes a todos os solventes e reagentes usados durante todo
0 processo de sintese;

iv.  Auséncia de interacdes com a cadeia peptidica;

v.  Facilidade de modificacdo quimica, de tal forma que o primeiro aminoacido
da sequéncia a ser sintetizada possa ligar-se eficientemente ao suporte
através de ligacao covalente;

vi.  Capacidade de “inchar”, adquirindo espacos reticulares adequados para

tornar acessiveis 0s pontos de reagdo a solventes e reagentes.

Outros suportes poliméricos podem ser utilizados na SPFS e correspondem a
membranas celulésicas amino funcionalizadas que fornecem um ligante especialmente
suscetivel ao ataque de grupos carboxilicos. Estas membranas de celulose estdo
disponiveis comercialmente para sintese peptidica automatizada ou semi-automatizada
(Spot Synthesis e CelluSpot). A primeira diferenca entre estes suportes aplicados a estas
duas metodologias é que, alguns deles, sdo conjugados ao espacador polietilenoglicol
amino funcionalizado e, outros sdo conjugados a aminoacidos protegidos em seu
grupamento amino. Assim, para os suportes ditos “protegidos” uma etapa de
desprotecdo é necessaria antes do procedimento de SPFS. O PEG confere ao suporte um
carater mais hidrofilico o que resulta em menores sinais inespecificos e de fundo
causados por interacBes hidrofobicas. Além disso, a segunda diferenca dos suportes
utilizados na sintese peptidica por Spot Synthesis e CelluSpot é a utilizacdo de
membranas de celulose estaveis em condicBes acidas e instaveis nas mesmas condicdes,

respectivamente.

3.3.1. Spot Synthesis

Em 1990, Ronald Frank, desenvolveu a metodologia de Sintese Peptidica em Fase
Solida (SPFS), também conhecida como Spot Synthesis (FRANK, 1992) a partir da
metodologia desenvolvida por Merrifield em 1963. Esta técnica envolve a sintese de
peptideos em membranas de celulose permitindo a triagem de uma grande quantidade

de peptideos sintéticos em suportes poliméricos de forma paralela e simultanea
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utilizando um equipamento automatizado ou semi-automatico denominado AutoSpot

como mostra a Figura 3.5.

Figura 3.5. Equipamento semi-automético, AutoSpot.

(http://www.intavis.com/en/Automated_Peptide_Synthesis/Autospot/index.php)

O principio basico da técnica envolve a geracdo de spots que se formam quando
uma gota é dispensada sobre o suporte polimérico plano. Estes spots correspondem a
pontos delimitados de reacdo peptidica a partir da distribuicdo automatizada de
reagentes especificos, obtendo multiplos spots perfeitamente organizados. O tamanho
dos spots é definido principalmente pelo volume do solvente dispensado, pela
capacidade de absorcdo do suporte e pela tensdo superficial de tanto da membrana
quanto do solvente (KATZ et al., 2011). Estes parametros também definem o nimero
de spots possiveis por area (GAUSEPOHL, 2002; FRANK, 2002; FRANK et al.,1996;
MERRIFIELD,1963). O diametro tipico do spot corresponde de 2-3 mm
aproximadamente (KATZ et al., 2011).

Ha varios estudos questionando a pureza da sintese peptidica via Spot Synthesis,
variando de 50-92%. A razdo, ainda ndo conclusiva, seria dependente da sequéncia
peptidica sintetizada, hidrofobicidade, comprimento e conformacdo do peptideo.
Portanto, o nivel de pureza ndo pode ser previsto. A regra aplicada nesta metodologia é
0 uso de peptideos relativamente curtos, com até 15 residuos de aminoacidos (KATZ et
al., 2011).

Esta metodologia atualmente apresenta uma gama de aplicacdes envolvendo
interacdes moleculares que vdo desde pequenos componentes organicos como DNA,
proteinas e peptideos (REINEKE et.al., 2001; MRKSICH, 2004; KATZ et al., 2011) e

principalmente a identificacdo de epitopos lineares e conformacionais. Além de detectar
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e caracterizar interacbes bioldgicas do tipo ligacdo enzima-substrato, interagdes
proteina-proteina, interacdes de receptor-ligante, e outros (KATZ et al., 2011).

Também conhecidos como determinantes antigénicos, 0s epitopos sdo por¢des do
antigeno que relinem aspectos fisicos e quimicos que favorecem o reconhecimento por
regides especificas dos anticorpos. Epitopos lineares sdo aqueles formados por residuos
dispostos sequencialmente de maneira linear num antigeno protéico. N&o séo afetados
por nenhum tratamento que altere a estrutura tridimensional da substéncia. J& os
epitopos conformacionais sdo aqueles formados pelas estruturas secundaria, terciaria ou
quaternaria de uma proteina. Eles perdem suas funcbes de epitopos quando se
desnaturam. Estes epitopos, tanto conformacionais quanto lineares sdo mostrados na
Figura 3.6 (STITES et al., 2000).

Epitopo conformacional Epitopos lineares do
do antigeno nativo antigeno desnaturado

=

Figura 3.6. Epitopos conformacionais e lineares (adaptado de STITES et al., 2000).

A técnica de Spot Synthesis é o método de sintese de peptideos realizado
sequencialmente e diretamente sobre um suporte sélido. Este método é mais adequado
para a investigacdo de maultiplas sequéncias peptidicas e por isso é atualmente o mais
aplicado para este fim (KATZ et al., 2011). Esta técnica apresenta diversas vantagens e
desvantagens. As vantagens sdo enumeras: é rapida, permite uma simplicidade na
purificacdo dos seus produtos, facil execucdo, flexivel em relacdo as condicGes
reacionais empregadas, alto rendimento, alta pureza, entre outros. Entretanto, as
desvantagens também existem devido ao numero limitado de residuos de aminoacidos
para que a sintese peptidica transcorra com o maximo de rendimento, exige um alto
investimento inicial em razdo da automatizacdo. Assim, sugere-se para uma maior
eficiéncia que até 15 residuos de aminoacido sejam utilizados no procedimento de
sintese (FRANK, 2002; KATZ et al., 2011).
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A sintese de peptideos automatizada ou semi-automatizada, Spot Synthesis, é
efetuada sobre uma fase sélida por meio de uma estratégia linear. O crescimento da
cadeia é iniciado com a fixacdo de um grupamento quimico do primeiro residuo de
aminoacido dito derivatizado, protegido em seu grupamento amino e em sua cadeia
lateral, na extremidade reativa do suporte polimérico (chamada de “ligante™, linker).
Este aminoéacido ligado expde sua por¢do amino terminal e, por passos repetitivos de
desprotecdo do grupo a-amino e acoplamento do aminodcido derivatizado seguinte -
protegido, tem-se a formacdo da ligacdo peptidica. A Figura 3.7 mostra um esquema
simplificado da metodologia de Spot Synthesis (LLOYD-WILLIANS et al., 1997;
KATZ et al., 2011).

Peptideos
| Espacador/ ligante

s o oo Spot Synthesis Oé —
O OO - Y -
O D O O O oo

’ Suporte polimérico

Figura 3.7. Sintese peptidica linear — Spot Synthesis - efetuada a partir da ligagdo do
primeiro aminoacido da sequéncia a extremidade reativa do suporte polimérico

(ligante). Os aminoacidos estdo representados por esferas coloridas.

O método de Spot Synthesis consiste em aplicar pequenas gotas de um aminoacido
ativado a partir de reagentes de acoplamento formando derivados de éster em um
arranjo pré-definido automaticamente sobre uma superficie celulésica planar. A técnica
emprega a estratégia Fmoc, ou seja, a sintese é realizada a partir do grupo de protecédo
Fmoc em seus aminoécidos amino protegidos. Outros grupos de protecdo também estdo
presentes nos residuos de aminodacidos trifuncionais e agem na protecdo das cadeias
laterais passiveis de sofrer reacOes indesejadas. Os grupos de protecdo garantem a
eficiéncia da sintese peptidica assegurando que a cada etapa somente um aminoacido é
adicionado a sequéncia peptidica crescente (GAUSEPOHL, 2002; FRANK, 2002;
FRANK et al., 1996; MERRIFIELD, 1963).

Resumidamente, a técnica baseia-se em: (i) ligacdo do primeiro aminoacido que

compde a sequéncia peptidica ao suporte polimérico; (ii) desprotecdo deste aminoacido
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protegido pelo grupo Fmoc para dar sequéncia a sintese peptidica; (iii) ativacdo do
segundo aminoacido definido pela sequéncia em seu grupamento carboxila gerando um
derivado de éster; (iv) reacdo de acoplamento entre a cadeia peptidica crescente e o
aminoacido seguinte. O grupo Fmoc € um grupamento de protecdo temporario que
protege 0 aminoacido em seu amino terminal evitando a sintese de sequéncia
indesejadas. J& os diferentes grupos de protecdo da cadeia lateral dos aminoacidos sao
permanentes, s6 sendo removido ao final da sintese completada do peptideo de
interesse. Assim, a sintese transcorre do ultimo C-terminal (grupo carboxila) para o
primeiro N-terminal (grupo amino) da sequéncia, reagindo o grupo amino livre do
ultimo amino&cido ja incorporado a cadeia com o grupo carboxila do aminoacido que
vai ser incorporado formando uma ligacao peptidica. A Figura 3.8 mostra em detalhes o
principio da técnica de Spot Synthesis. (GAUSEPOHL, 2002; FRANK, 2002; FRANK
etal., 1996; MERRIFIELD, 1963).

v
A O P
- P Aminoacido

Y Grupo de protecio
Ativacdo NH, I Grupo de prote¢io

- | Grupo ativado

T

A" O I Suporte polimérico

NHcH . Acoplamento n
| P | 1 | Ligagdo peptidica

+
-
A~
ks )
Desprotecio
-
A" O
NH, CH C NH
| IL I
Cadeia peptidica desprotegida Ligants Suports

Figura 3.8. Principio da Técnica de Spot Synthesis (adaptado de
http://www.biotech.uiuc.edu/centers/Proteomics/Proteinscience/spps.htm)
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As ligacdes amida ndo se formam por simples contato dos grupos carboxila e
amino a temperatura ambiente. Por outro lado, o uso de condi¢Bes drasticas para
promover a reagdo, como altas temperaturas ou pHs extremos, é em regra incompativel
com a integridade dos peptideos. No sentido de promover a reacdo entre o proximo
aminoacido da sequéncia a cadeia peptidica crescente, é necessario ativar previamente o
grupo carboxila livre, atraves de agentes de condensagdo. Estes agentes aumentam a
velocidade de reacdo e levam a supressdo ou minimizagdo de reacgdes laterais (LLOYD-
WILLIANS et al., 1997).

3.3.2. CelluSpot

A técnica de CelluSpot corresponde a um ferramenta bastante eficiente de
investigacdo baseada na sintese de peptideos em fase solida automatizada e semi-
automatizada. Esta metodologia corresponde a um micro-arranjo em razéo do uso de
uma menor area de apoio somado a um maior numero de spots/area em contrapartida, o
Spot Synthesis utiliza suportes maiores com um menor numero de spots/area. Esta
sintese peptidica € realizada usando a quimica de protecdo FMOC, a mesma aplicada ao
método de Spot Synthesis. Este micro-arranjo possibilita usar uma &rea menor de
suporte com um maior numero de spots, diferentemente do macro-arranjo (Spot
Synthesis) que suporta uma area maior e um menor nimero de spots. Portanto, esta
metodologia possibilita a miniaturizacdo do método de Spot utilizando na imobilizacao
do peptideo, previamente sintetizado, e ldminas de microscopia recobertas com finas
membranas ndo celulésicas. A grande vantagem desta metodologia estd na sua
capacidade de realizar rapidos experimentos de triagem em paralelo, que incluem:
identificacdo de epitopos imunodominates, identificacdo de dominios de ligacdo de
proteinas, interacfes de receptor-ligante, ensaios de enzima-substrato a partir de
pequenos volumes de material como soros, lisados celulares e outros (KATZ et al.,
2011).

Alguns aspectos importantes relacionados ao uso de micro-arranjos em relacéo a
macro-arranjos: a miniaturizacdo possibilita reduzir o volume de proteinas e anticorpos,
que sdo caros e as vezes dificeis de produzir, proporciona uma maior densidade de
sequéncia peptidicas imobilizadas variando de 20 spots/cm? para 200 spots/cm®. Uma
sintese tipica em macro-arranjo (Spot Synthesis) gera peptideos na faixa de 107

mol/spot (pmol/spot) ja em micro-arranjo espera-se em torno de 10°mol (nmol). Esta
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densidade de peptideos por spot é vantajosa para a identificagdo de interagdes com
relativa baixa afinidade de ligacdo (BLACKWELL, 2006; KATZ et al., 2011). As
principais caracteristicas que envolvem as metodologias de Spot Synthesis e CelluSpot

sdo mostradas na Tabela 3.1 abaixo.

Tabela 3.1. Importantes caracteristicas dos métodos de SPFS, Spot Synthesis e
CelluSpot.

SPOT SYNTHESIS

CELLUSPOT

Sintese de peptideos

Sintese sobre membrana celulésica
insoltvel

Imobilizacdo via ligagdo covalente
Picomol /spot

Mapeamento de epitopos lineares e
conformacionais; detectar interacdes
bioldgicas do tipo proteina-proteina;

Sintese e Imobilizacdo de peptideos

Sintese sobre membrana celulésica
soltvel e imobilizacéo sobre
membrana ndo-celuldsica

Imobilizagéo via interagéo
eletrostatica
Nanomol /spot

Identificacdo de epitopo
imunodominante; Identificacdo de
dominios de ligacdo de proteinas;

ensaios com enzimas e substratos
etc.

enzima - substratos etc.

O método de Spot Synthesis assemelha-se bastante ao método de CelluSpot em
razao da sintese peptidica ocorrer utilizando o mesmo sintetizador sobre uma membrana
de celulose, neste caso ndo soluvel, acrescida do espacador Polietilenoglicol (PEG)
(Amino-PEGsg — UC540). Nesse método, ocorre apenas a imobilizacdo covalente dos
peptideos sintetizados sobre o suporte polimérico seguido pela desprotecdo da cadeia
lateral dos aminoacidos, etapas comuns aos dois métodos.

A sintese peptidica via CelluSpot é realizada em membranas celulésicas solUveis
em meio acido, obtendo como produto final um conjugado de celulose-peptideos. Este
concentrado de celulose-peptideos é ressuspendido em solventes adequados e
distribuido sobre a superficie de membranas especificas para fins de imobilizacéo
através do equipamento de Slide Spotting Robot. Por fim, tem-se a evaporacdo do

solvente e, com isso, uma camada tridimensional de peptideos insolUveis € disposta na
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superficie da membrana. Esta membrana de CelluSpot (ndo-celulosica) esta fixada sobre
uma lamina de vidro de microscopio conferindo perfeita sustentacdo. Este conjugado
sintetizado e imobilizado via método de CelluSpot confere um arranjo tridimensional
com alta acessibilidade peptidica, conforme mostrado na Figura 3.9. A distancia entre
0s spots é de aproximadamente 1,2mm e um didmetro aproximado de 0,7 -1 mm
(KATZ etal., 2011).

Conjugados peptideo-celulose

Figura 3.9. Arranjo peptidico tridimensional gerado por Celluspot.

(Adaptado de www.intavispeptides.com)

Neste arranjo de imobilizacdo em laminas os campos sdo delimitados por um
corante vermelho. A Figura 3.10 mostra claramente essa disposicdo depois de
submetido a deteccdo. Este método, assim como o0 método de Spot Synthesis, é passivel
de diferentes modos de deteccdo como: autorradiografia, quimioluminescéncia,
substratos cromogénicos e fluorescentes. Sendo os dois tipos mais comuns de enzimas
conjugadas a anticorpos utilizadas para a deteccdo a fosfatase alcalina (AP) e a
peroxidase (HRP). Estas enzimas se aplicam também ao método de Spot Synthesis. O
método de deteccdo mais comum de avaliar a intensidade de sinal é por
guimioluminescéncia, pois é mais barato, rapido e altamente sensivel. A desvantagem
na deteccdo com anticorpos esta relacionada ao procedimento que envolve inUmeros
passos de lavagens, ligacOes inespecificas, reagdes cruzadas e outros (HURST et al.,
2009; KATZ etal., 2011).
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wwiwintavis.com
LOT: Si-003-034 - BOR-

ColluSpois™

...................................................

ﬂ Incubacdo com anticorpo primario
ﬂ Adicdo do anticorpo secundéario conjugado com enzima

ﬂ Deteccdo do sinal de quimioluminescéncia

---------------------------------------------------

Figura 3.10. Representacdo do suporte de CelluSpot aderido a um lamina de vidro ap6s
imobilizacdo e deteccdo do peptideo com uma distribuicdo em 2 campos/384 spots

(Adaptado de www.intavispeptides.com).

Estas membranas celulésicas utilizadas como suporte para sintese em macro-
escala sdo geralmente funcionalizadas com grupamentos amino, na forma de aminas ou
aminoacidos. O padrdo de modificacdo é realizado com o aminoécido glicina ou beta-
alanina. A ligacdo deste grupo a celulose ocorre através de uma ligacdo éster ou éter,
sendo a ligacdo éster bastante aplicada na geracdo de peptideos para fins de ensaio em
solucdo. Diferentemente da ligacdo éter, por ser uma ligacdo de maior estabilidade
quimica. A sintese de peptideos em fase s6lida em macro-arranjo, bem como em micro-
arranjo, proporciona um rendimento significativo de sintese em termos de qualidade e
quantidade peptidica. Além disso, a sintese quimica de peptideos também oferece a
introdugdo de aminoacidos ndo naturais e outros blocos de construcdo (KATZ et al.,
2011).
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CAPITULO IV - MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

Foi utilizado na producéo dos filmes de poli (hidroxibutirato-co-valerato) — PHBV
o poliéster de origem microbiana, PHBV, em p6 - lote 109 - Biocycle 2000 ™
fornecido pela PHB Industrial S/A, sendo que algumas de suas propriedades e
caracteristicas encontram-se na Tabela 4.1.
Tabela 4.1. Propriedades e caracteristicas do PHBV fornecido pela PHB Industrial S/A.

Estes dados foram fornecidos pelo fabricante.

PROPRIEDADES / CARACTERISTICAS VALORES
Massa molar ponderal média 394.980 g/ mol
Pureza 99,90%
Teor nominal de valerato 4%
Temperatura de fusdo cristalina T, 173,5°C
Grau de cristalinidade 53,8%
Cor Ambar-branco

O solvente cloroférmio utilizado na producéao dos filmes de PHBV foi comprado
da Vetec Quimica Fina Ltda, com grau de pureza P.A. Para modificacdo dos filmes de
PHBYV foram necessarios os reagentes Etilenodiamina - VETEC, com grau de pureza
P.A, Tripolifosfato de sodio — Sigma Aldrich (grau de pureza >98%) e o acido acético —
VETEC.

Para realizar a etapa de sintese do peptideo RGD via método de CelluSpot foram
utilizados os seguintes reagentes, com seus respectivos fabricantes: os residuos de
aminoacidos que compdem o peptideo RGD (Arginina — glicina — Acido Aspartico) -
Sigma Aldrich, os reagentes de ativacdo dos aminoécidos 1-Hidroxibenzotriazol
(HOBt) - Novabiochem e Diisopropilcarbodiimida (DIC) - Fluka (98,0%), solvente de
lavagem Dimetilformamida (DMF) - Quimex, membrana de Spot Synthesis soltvel -
Intavis Bioanalytical Instruments, solvente de solubilizagcdo dos aminoacidos N-metil-
pirrolidona (NMP) - Merck, Anidrido acético - Merck, 3-metil-piperidina - Acros
Organics (99,0%) e Etanol Absoluto - Quimex. Para a etapa de desprotecdo da cadeia
lateral das sequéncia peptidicas e solubilizagdo da membrana de CelluSpot foram
utilizados os seguintes reagentes: Acido trifluoracético (TFA) - Fluka,
Triisopropilsilano  (TIPS) - Fluka, Diclorometano (DCM) - Merk, Acido
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trifluormetanosulfonico (TFMSA) - Fluka, Tert-butil-metiléter - Sigma e
Dimetilsulfoxido (DMSO) - Fluka.

No ensaio com ninidrina para quantificagdo dos peptideos RGD sintetizados via
CelluSpot foram utilizados os seguintes reagentes: Fenol - Sigma (99%) , resina
Amberlite (IR-400: IR 120), Piridina - Sigma Aldrich (99,9%), Cianeto de potassio -
Merck e Ninidrina - Baker Analyzed. Além disso, foram utilizados para o preparo das
solugdes padrdo de peptideo RGD os peptideos previamente sintetizados via método de
sintese em fase solida, estratégia Fmoc utilizando um sintetizador automatico modelo
PSSM-8 (Shimadzu). Na sintese do peptideo padrdo foram utilizados os reagentes:
Fmoc-Arg (PMC) - Resina Wang, Fmoc-arginina-OH - Sigma Aldrich, Fmoc-glicina-
OH - Sigma Aldrich, Fmoc-4cido aspértico-OH — Sigma Aldrich, N-metil-morfoline -
Sigma, PyBOP - Novabiochem, Etanoditiol - Aldrich, Agua ultra purificada, Eter
dietilico - Merck e outros reagentes ja citados. O solucdo padrdo do peptideo foi
solubilizada na proporg¢do de 1:1 em DMSO : tampdo SSC (cloreto de sédio - Sigma
3M, Citrato de sodio hidratado - Sigma 0,3 M em pH 7,0).

No ensaio de Imunodeteccdo foram preparadas vérias solucdes, como: tampéo
Tris-salina (TBS) - pH 7,5 (Tris base 0,05 M - Sigma 99,9%, cloreto de sodio 0,15 M -
Sigma) , tampdo T-TBS (TBS + 0,05% de detergente Tween 20 - Sigma), tampédo CBS
em pH 7,0 ( cloreto de sédio 0,15 M - Sigma, cloreto de potassio 3 mM - Baker
analized, acido citrico monohidratado 0,05 M - Sigma) e a solucdo de bloqueio MBS
(tampdo T-TBS + 3% de caseina - leite desnatado da Molico). Além disso, foram
utilizados anticorpos anti-imunoglobulina humana conjugados a enzima fosfatase
alcalina - Pierce e o substrato quimioluminescente para fosfatase alcalina (CPD-Star ®
Substrate - 0.25 mM com Nitroblock - [ITM).

4.2. METODOS

A Figura 4.1 mostra toda a metodologia aplicada no desenvolvimento deste
trabalho. Inicialmente, foi empregado o método de Spot Synthesis para fins de
biofuncionalizacdo e, em uma segunda etapa, foi realizada a imobilizacao peptidica por
método de CelluSpot.
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» PARTE I: Imobilizacdo de Peptideos RGD via método de Spot Synthesis.

PREPAER,E ESE\'; ILMES Moldagem via evaporagéo de solvente
( Amindlise )
MODIFICACAO Reticulagéo
QUIMICA |
Incorporagéo do ligante
\. J
Mg%[fécé;gﬁo método de Spot Synthesis
I
u FTIR,
CARACTERIZAGAO ensaio de imunodeteccéo
» PARTE II: Imobilizacéo de Peptideos RGD via método de CelluSpot.
PREPASS gag\flLMES Moldagem via evaporagao de solvente
- 3
Aminglise
MODIFICACAO |
QUIMICA . .
Reticulagdo
L vy
MODIFICACAO .
BIOLOGIgA método d? CelluSpot
Filme - (FTIR, &ngulo de contato, Energia
CARACTERIZACAO de superficie, MEV, AFM, Citotoxicidade e

Adesao); RGD - (Imunodetecgao, ninidrina,
MALDI)

Figura 4.1. Quadro esquematico apresentando as diferentes técnicas utilizadas no
desenvolvimento deste trabalho.



4.2.1. Producéo dos Filmes de PHBV

Para o preparo da solugdo de PHBV 7% (p/v) foi utilizado um bal&o de vidro onde
ocorreu a solubilizagdo do poli(hidroxibutirato-co-valerato) em cloroférmio acoplado
um sistema de refluxo, segundo procedimento j& descrito pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Biopolimeros do PEMM/COPPE. Durante o preparo da solucdo ha
inicialmente o inchamento polimérico alcancado pela agitacdo magnética constante da
solugédo a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, ocorre a solubilizagdo em
razdo do aquecimento do sistema a 65°C, sob agitacdo constante por 2 horas. Ao final, a
solucéo resultante de PHBV em cloroformio foi submetida a filtracdo a vacuo.

Para a confeccdo dos filmes a solucdo do polimero foi adicionada a moldes de
vidro com 13,5 cm de diametro (placas de petri grandes). Os moldes contendo a solugéo
de PHBV perfeitamente homogénea foi deixado na capela por 2 dias para a completa
evaporacdo do solvente cloroférmio, sendo colocados sobre suportes de apoio
perfeitamente nivelados.

A determinacdo da concentracdo da solugédo de PHBYV foi realizada a partir da
anélise de peso seco. Neste procedimento foram utilizados trés recipientes metélicos
secos, previamente pesados. A cada um dos recipientes foram adicionados 1 mL da
solucdo de PHBV em cloroférmio filtrada de concentracdo desconhecida. Apés a
evaporacdo por 24 horas a temperatura ambiente, os recipientes foram deixados
evaporando na estufa a 105°C e as mudancas de peso do conjunto (recipiente + solucéo
de PHBV) foram registradas a cada 2 horas, até que ndo houvesse variagdes de peso.
Por fim, a concentracdo da solucdo foi determinada em g/mL, seguida pela conversao

para % (p/v) utilizando a Equacao 1.

Equacdo 1:
Ciapny= (Mp= Mg) x 100
—

Onde, C(% p/v) é a concentracado final da solucdo; Ms é a massa do conjunto (recipiente
+ solucdo de PHBV); My € a massa do recipiente vazio e V € o volume da solugédo de
PHBV.
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4.2.2. Derivatizacdo dos filmes de PHBV

Para criar grupos ativos na superficie dos filmes de PHBV que permitam a
imobilizacdo de peptideos contendo a sequéncia RGD, os materiais foram amino-
funcionalizados por aminolise segundo o procedimento ja utilizado pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Biopolimeros do PEMM/COPPE (MENDONCA et al.,
2009), sequido pela reticulacdo com tripolifosfato de sddio, técnica descrita por Oliveira
e Fatibello-Filho, 2009. Sabe-se que estas moléculas irdo influenciar as propriedades de

superficie do biomaterial, influenciando diretamente a adeséo celular (YANG, 2002).

42.2.1. Modificacdo por amindlise com Etilenodiamina

Os ésteres sofrem reacdo de adicdo-eliminacdo nucleofilica nos atomos de
carbono acilico quando sdo tratados com amdénia ou com aminas primarias ou
secundarias (SOLOMONS e FRYHLE, 2002). Visando a modificacdo dos filmes de
PHBV,por meio da geracdo de grupamentos amino e hidroxilas favoraveis a
imobilizacdo, foi realizada a amindlise. A Figura 4.2 mostra o esquema de modificacdo

por amindlise dos filmes de PHBV 7% (p/v).

HNH

COOR COOR COOR cCOOR

0:"‘\“\-‘\-.‘/ OH NH2 OH
EE =
COOR COOR COOR COOR - NH2 %:) NH2 COH:

s Nas Has Fas

5 I =g

Filmes de PHBV (poliéster) PHBVY aminolisado

Figura 4.2. Esquema de Amindlise com etilenodiamina em filme de PHBV.

Primeiramente, os filmes de PHBV foram imersos em solucdo aquosa de
etilenodiamina 0,1 N por 90 e 120 minutos a 50°C. Apds o tratamento, os filmes foram
lavados com agua destilada a temperatura ambiente e, em seguida, foram imersos em
agua destilada gelada, por 24 horas, para remover o excesso de etilenodiamina

(MENDONCA et al., 2009). Ao final, os filmes foram secos e acondicionados em
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dessecador. Os filmes modificados foram denominados de PHBV-A90 e PHBV-A120,

em funcdo do tempo de amindlise.

4.2.2.2. Modificacdo por reticulacdo com Tripolifosfato de sodio

Os filmes de PHBV aminolisados apresentam grupos aminos e grupamentos
hidroxilas livres que podem ser modificados com agentes reticulantes, como o
tripolifosfato de sodio. O TPP induz a uma reticulacdo iénica entre os ions tripolifosfato
(TFP) e os grupamentos aminos protonados do PHBV (OLIVEIRA e FATIBELLO-
FILHO, 2009). A Figura 4.3 mostra o esquema proposto para o filme de PHBV
aminolisado e reticulado com base no esquema descrito por Oliveira e Fatibello-Filho
(2009).

o) om
)
H A

S e [EEEE
EEES] 1 = [BEES

as N as Fas)

Tripolifosfato de sédio PHBV aminolisado e

PHBYV aminolisado reticulado

Figura 4.3. Esquema de reticulacdo com TPP em filme de PHBYV aminolisado.

Primeiramente, os filmes de PHBV foram imersos em solugdo aquosa de acido
acetico a 5% (v/v) contendo tripolifosfato de sddio a 2% (m/v) por 30, 60, 90 e 120
minutos sob agitacdo. Apos o tratamento, os filmes foram lavados com agua destilada a
temperatura ambiente para remover o excesso de tripolifosfato residual. Posteriormente,
os filmes foram secos e acondicionados em dessecador (OLIVEIRA e FATIBELLO-
FILHO, 2009). Os filmes reticulados foram denominados por PHBV-R30, PHBV-R60,
PHBV-R90 e PHBV-R120, em fung¢éo do tempo de reticulagéo.

46



4.2.2.3.  Imobilizacdo do ligante Beta-alanina

Esta metodologia de derivatizacdo de suportes foi realizada de acordo com a
técnica previamente descrita por Frank e Overwin (1996). A metodologia de
derivatizacdo é baseada na modificacdo quimica de grupos funcionais de polimeros ja
existentes comprovando que métodos alternativos de obtencdo de suportes amino-
funcionalizados podem ser associados ao método de Spot Synthesis.

A modificacdo dos filmes aminolisados e reticulados ocorreram nos grupamentos
hidroxila do suporte (terminais de cadeia e grupamentos hidroxilas introduzidos pela
reacdo de amindlise) que ird promover o acoplamento com o primeiro aminoacido que
compde a sequéncia peptidica por meio de uma ligacdo éster. Este aminoacido oferecera
seu grupamento amino como sitio de reacdo para a sintese peptidica. Assim, novos
sitios especificos estardo disponiveis para uma maior imobilizacdo de peptideos sobre a
superficie dos filmes de PHBV (FRANK e OVERWIN, 1996). A Figura 4.4 mostra o
esquema proposto para o filme de PHBV aminolisado e reticulado apos a adicdo do

ligante beta-alanina.

HN /‘,/3
Filme de PHBV Filme de PHBV com ligante
aminolisado e reticulado beta-alanina

Figura 4.4. Esquema de imobilizag&o do ligante beta-alanina.

Primeiramente, os filmes de PHBV aminolisados e reticulados foram mantidos em
um dessecador por 16 horas. Em seguida, os filmes foram imersos por 3 horas em uma
solugéo contendo 0,24 M de diisopropilcarboimida, 0,2 M de Fmoc-beta-alanina e 0,3M
de N-metil-imidazol em NMP seco. Apds o tratamento, os filmes foram submetidos a

lavagens com solvente DMF, solugédo de piperidina 20% em DMF e etanol absoluto.
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Posteriormente, os filmes foram secos e acondicionados em dessecador por 16 horas e
mantidos a 10°C.

4.2.3. Imobilizacdo dos filmes de PHBV com peptideos contendo RGD por Spot
Synthesis

Os filmes de PHBV foram recortados para sua utilizacdo como suporte para a
sintese mdltipla dos peptideos em substituicdo as membranas de celulose de alta
estabilidade da Intavis. A sintese peptidica transcorreu sobre o material mediante a
técnica Fmoc utilizando um sintetizador semi-automatico Auto Spot, modelo ASP222
(Intavis AG — Bioanalytical Instruments, Koeln, Alemanha) conforme descrito por
Frank (2002). O plano de distribuicdo dos aminoacidos foi definido utilizando o
software Multipeps. Os peptideos foram sintetizados sobre toda &rea do filme de PHBV
delimitada pelos 384 spots (pontos especificos de imobilizacdo). A reacdo de
acoplamento dos aminoacidos com a superficie foi realizada por duas vezes a cada ciclo
de sintese, sendo utilizados HOBt e DIC como agentes de acoplamento e de ativagao
dos aminoacidos. Este procedimento se repetiu até que todos os aminoécidos tenham
sido adicionados a sequéncia peptidica crescente.

Ao realizar uma imobilizacdo peptidica por Spot Synthesis devem-se considerar
algumas caracteristicas dos peptideos sintéticos, como a falta frequente de uma estrutura
tridimensional bem definida aos peptideos. Assim, é essencial promover uma orientacao
correta a fim de proporcionar uma interacdo deles com a molécula alvo (CRETICH et
al., 2006). Por essa razdo, a sintese do peptideo R-G-D (Arginina — Glicina — Acido
Aspartico) foi acrescida de um espacador peptidico formado por quatro residuos de
glicina (G) visando expor este sitio ativo de modo a favorecer o reconhecimento celular.
O residuo de glicina (G) foi escolhido por apresentar maior mobilidade espacial em
razdo da presenca de hidrogénios ligados ao carbono a, que corresponde a cadeia lateral
do aminoéacido. Assim, foi definida a sintese do peptideo GGGGRGD via Spot

Synthesis favorecido estericamente conforme mostrado na Figura 4.5.

RGD GGGG

Figura 4.5. Esquema geral da sequéncia peptidica sintetizada: suporte polimérico
(circulo) - espacador (4G) — peptideo (RGD).
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4.2.4. Imobilizacdo dos filmes PHBV com peptideos contendo RGD via
CelluSpot

Para fins de modificacdo bioldgica da superficie dos filmes de PHBV
aminolisados e reticulados foi definida uma metodologia inovadora que possibilita a
imobilizacdo de peptideos sob uma distribuicdo determinada — método de Celluspot.
Este método utiliza peptideos conjugados covalentemente a fibras de celulose espotados
sobre um material polimérico disposto sobre a superficie de uma Iamina de vidro. Os
peptideos foram previamente sintetizados no sintetizador semi-automatico AutoSpot,
modelo ASP222 conforme descrito por Frank (2002) sobre uma membrana de celulose
soltvel de modo sequencial adicionando um a um seus residuos de aminoacidos a partir
de uma sequéncia peptidica pré-definida (KATZ et al., 2011).

Para a sintese dos peptideos via CelluSpot foi definida uma sequéncia com 3
repeticdes do tripeptideo RGD espacados por um residuo de Glicina (G). Assim, a
sequéncia sintetizada corresponde a RGD-G-RGD-G-RGD-G segundo o codigo de 1
letra de nomeclatura para aminoécidos. Esta configuracdo de aminoécidos foi definida
com base na distribuicdo espacial dos peptideos sob o arranjo tridimensional gerado
pelas fibras de celulose covalentemente ligadas a eles.

Inicialmente, foi realizada a sintese da sequéncia peptidica RGD-G-RGD-G-
RGD-G sobre a membrana de celulose soltvel utilizada para CelluSpot. A sintese é
semi-automatizada e utilizou o equipamento de AutoSpot mostrado na Figura 4.6. A
membrana foi primeiramente desprotegida com uma solucdo de piperidina 20% em
dimetilformamida (DMF) por 10 minutos. A piperidina promove a clivagem do
grupamento Fmoc (protege a porcdo amino terminal dos aminoacidos) e,
consequentemente, desprotege a por¢cdo N-terminal do aminoacido ancora imobilizado
na membrana. Desta forma, o suporte estava pronto para o acoplamento com o primeiro
aminoacido que deve ter seu grupo carboxila ativado. Para promover a ativagdo foi
necessaria uma solucgdo de diisopropilcarbodiimida (DIC) 17% (v/v) em DMF e uma
solugéo de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) 1,1 M em DMF previamente adicionadas a
uma solucdo do aminoacido amino protegido em solvente N-metil-pirrolidona (NMP)
0,5 M. Esta reacdo conduz a formacdo de um éster que reage rapidamente com o grupo
amino livre da ancora propiciando o alongamento da cadeia peptidica. Segundo a
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programacdo computacional determinada, cada aminoacido protegido com sua porcao
carboxila ativada foi dispensado sobre o spot correspondente da membrana a cada ciclo.
Cada ciclo correspondeu a adi¢do de um aminoécido imobilizado ao suporte polimérico.
Apdbs o acoplamento, a membrana é retirada do equipamento (LLOYD WLLIAMS et
al., 1997; FRANK, 2002).

Figura 4.6. Sintetizador AutoSpot utilizado para a sintese do peptideo contendo a
sequéncia RGD.

Apds a etapa automatizada, inicia-se a etapa manual sobre a membrana de celulose
acrescida do primeiro aminoacido que compde a sequéncia peptidica. Os grupos amino
livres, ou que ndo reagiram, sao acetilados lavando-se o suporte com anidrido acético
10% (v/v) em DMF por 30 segundos e por 4 minutos, respectivamente. A acetilacao
previne também a clivagem prematura dos grupos Fmoc pelas impurezas presentes na
solucdo de DMF. O excesso de anidrido acético é retirado ap6s 3 lavagens da membrana
com DMF por 30 segundos e 2 minutos (2 vezes) nessa ordem. Em seguida, ocorre a
desprotecdo do primeiro aminoacido com a retirada do grupo protetor Fmoc utilizando
uma solucdo de piperidina 20% (v/v) em DMF, posteriormente, uma nova lavagem com
DMF por 30 segundos e 2 minutos (3 vezes) e, por fim, lavagem com etanol. Na
sequéncia, a membrana retorna ao sintetizador para acoplagem do préximo aminoéacido
ativado apoOs secagem da membrana a temperatura ambiente com ventilagdo. Essa
sequéncia de procedimentos se repete até que a sintese completa do peptideo contendo
RGD. Este peptideo corresponde a sequéncia RGD-G-RGD-G-RGD-D (FRANK, 2002;
LLOYD WLLIAMS et al., 1997).

Ao final da sintese iniciou-se a etapa de recorte da membrana para a
individualizacdo dos spots, com furador cilindrico acoplado a uma estrutura “tipo

sanduiche” para fixar a membrana. Sobre cada um dos spots foi realizada a desprote¢éo
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dos aminoacidos, inicialmente protegidos em suas cadeias laterais, que compdem o
peptideo RGD. Assim, os spots foram imersos durante 2 h em 150 pL de uma solugédo
de TFA 80,0%, TIPS 3,0%, agua 5% e diclorometano 12,0%. Em seguida, foi
adicionado 250 pL de uma solugdo de TFA 88,5%, TFMSA 4,0%, TIPS 3,0% e agua
5,0% e deixada reagindo por 12 horas. Ao final, foi feita a precipitacdo e purificacdo
dos peptideos com tert-butil-metil-éter gelado a 1500 rpm por 1 minuto (2 vezes). Apos
ser sintetizado, o peptideo contendo RGD foi ressuspendido em 300 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO) e foi entdo espotado sobre os filmes de PHBV modificados
utilizando o equipamento SlideSpotter mostrado na Figura 4.7 (CELLUSPOT PEPTIDE
ARRAYS — SYNTHESIS AND WORK-UP — A SHORT MANUAL - Intavis AG —
Bioanalytical Instruments, 2009).

Figura 4.7. Equipamento SlideSpotter usado na imobilizacdo do peptideo contendo a

sequéncia RGD.

Os filmes de PHBV-A90/R60 foram fixados sobre laminas de vidro utilizando
uma fita dupla face na regido de contorno da lamina para fornecer uma superficie sem
ondulacdes e firme. A Figura 4.8 mostra os filmes fixados sobre a superficie da lamina e

dispostos na parte superior do equipamento de SlideSpotter.

Figura 4.8. Filmes de PHBVA90/R60 fixados para imobilizacéo peptidica por
CelluSpot.

51



O Equipamento SlideSpotter permite realizar diferentes distribuices de
imobilizacdo sobre a superficie do suporte. Nesse estudo foram avaliados diferentes
perfis de distribuicdo de imobilizacéo peptidica. As distribuicdes corresponderam a 384
spots (pontos) equidistantes (16 spots por coluna e 24 spots por linha) em uma area de 6
cm? e 192 spots sobre esta mesma area, onde realizou-se a alternancia dos spots ao
longo de cada linha. Esta distribuicdo com 192 spots corresponde a uma superficie com
aproximadamente 70% de area biofuncionalizada por peptideos. Alem disso, foram
avaliadas também 3 concentracfes diferentes de peptideos imobilizados: 10 ng/spot,

100 ng/spot e 1 pg/spot.

4.2.5. Teste de Imunodeteccéo

A imunodeteccdo € uma técnica que possibilita reconhecimento antigénico
baseado na especificidade da interacdo antigeno-anticorpo. A grande vantagem desta
técnica € que, se tratando de uma reacdo enzimatica, torna possivel a deteccdo de
quantidades muito reduzidas de antigenos (peptideos). Uma vez o peptideo ligado a
superficie, 0 mesmo é reconhecido pelo anticorpo primario. Este complexo pode ser
reconhecido por outro anticorpo, este conjugado a uma enzima que possa produzir um
composto facilmente detectavel. Este ensaio foi realizado para deteccdo da sequéncia
RGD conjugada a peptideos imunogénicos (PI) de dengue conforme mostra a Figura 4.9
(FRANK e DUBEL, 2005; FRANK, 1992).

@ Anticorpo secundario conjugado a
/ \ enzima fosfatase alcalina

\ Anticorpo primario
Pl

e%

Filme de PHBV ou membrana de celulose

Figura 4.9. Representacgéo do ensaio de Imunodeteccao sobre os diferentes suportes

poliméricos.
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Visando a deteccdo dos peptideos RGD imobilizados sobre a superficie foi
utilizado um pool de soros de pacientes (sabidamente infectados por dengue), os quais
representam o anticorpo primario no esquema. O suporte polimérico foi previamente
lavado com etanol por 2 minutos, depois, lavado 3 vezes com tampdo TBS por 10
minutos e blogueada por 12 horas em solucdo de MBS a 4°C. Apos 2 lavagens com T-
TBS por 10 minutos, o suporte foi incubado por 2 horas com anticorpo primério (IgG
humana) diluido 1: 250 em solugdo T-TBS. Em seguida, foi lavado 3 vezes com solugéo
T-TBS por 10 minutos e incubado por 1 hora com anticorpos secundarios conjugados a
fosfatase alcalina (I9gG de coelho anti-IgG humano) diluido 1:5000 em solugdo T-TBS.
Ap0s 2 lavagens sucessivas com T-TBS por 10 minutos e 2 com CBS por 10 minutos, a
membrana foi incubada com substrato quimioluminescente para ser revelada (FRANK e
DUBEL, 2005; FRANK, 1992).

Com o intuito de avaliar a imobilizacdo utilizando peptideos sabidamente
imunogénicos, o suporte foi escaneado em um Fotodocumentador (MF ChemBis 3.2 —
DNR, Bio-imaging Systems, Israel) capaz de obter imagens digitais de reacOes de
quimioluminescéncia sucedidas sobre os spots, que compreende a area onde o peptideo
foi sintetizado. O software TotalLab TL 100 foi utilizado para a analise em percentual
da reatividade, sendo que o spot com reatividade mais intensa na membrana foi
assinalado como tendo 100% de intensidade, e todos os outros spots tiveram 0s seus

valores de intensidade expressos em porcentagem relativa.

4.2.6. Teste de Ninidrina

Também conhecido como teste de Kaiser, o0 teste de ninidrina € um método
simples e rdpido para a determinacdo dos grupos amino livres de amino&cidos,
peptideos e proteinas. No presente trabalho, ele foi empregado para fins de
quantificacdo dos peptideos RGD ressuspendidos em DMSO obtidos pelo método de
CelluSpot. O teste se baseia na reacdo das aminas primarias dos aminoacidos com a
ninidrina originando cromoforos de cor azulada conhecidos como puarpura de
Ruhemann. A ninidrina (hidrato de tricetohidrindeno) ocasiona a rea¢ao de desaminacao
oxidativa dos aminoéacidos, produzindo amoénia (NH3z) e a reducdo da ninidrina a
hidrindantina. Esta reage com a amonia liberada formando o complexo azul (purpura de
Ruhemann) (Figura 4.10), com absor¢do maxima no comprimento de onda de 570 nm.

Assim, sua concentracdo em solucdo pode ser determinada colorimetricamente neste
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comprimento de onda. J& a amina secundaria da prolina reage com a ninidrina formando
um cromoforo amarelo e a sua concentracdo pode ser determinada a 440 nm. Para a
faixa de utilizacdo do teste entre 0,005 — 1 pumol a precisdo dos resultados é de £3%. O
limite inferior de sensibilidade é abaixo de 0,001 pumol de amina. O teste pode ser
quantitativo se utilizada uma curva-padrdo construida a partir de aminoacidos de
concentragdes conhecidas (YOKOYAMA e HIRAMATSU, 2003; SARIN et al., 1981;
KAISER et al., 1970).

OH

H:N—LI_‘H—COOH +2 ‘ . — | N— ‘ +CO,?
R " +R—CHO
0 0 O
aminoacido ninidrina Cromoforo

purpura de Ruhemann

Figura 4.10. Reacdo de obtencdo do cromdéforo purpura de Ruhemann (adaptado de
STEWART et al., 1979).

4.2.6.1. Preparo de solugOes necessarias ao teste de Ninidrina

Para realizar o ensaio de ninidrina visando a quantificacdo dos peptideos
sintetizados por CelluSpot foi necessario sintetizar peptideos contendo a sequéncia
RGD (em massa) isentos de celulose para o preparo das solucées padréo.

O método de sintese em fase solida fundamenta-se na estratégia Fmoc utilizando
um sintetizador automatico modelo PSSM-8 da Shimadzu. Este procedimento foi
realizado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica de Proteinas e
Peptideos, da FIOCRUZ. Os peptideos RGD - padrdo foram sintetizados utilizando-se
15 mg de resina Fmoc-Arg(PMC)-Wang com 0.54 mmol/g de grau de substitui¢do. Essa
resina foi utilizada com a finalidade de se deixar todos o0s peptideos carregados
positivamente tornando-os soluveis. A cada ciclo da sintese, automaticamente foi
adicionado um residuo de Fmoc-aminoacido-OH, contendo HOBt e N-metil-morfoline
(NMM) como agentes ativadores dos aminoacidos e PyBOP como agente acoplador.
Para as lavagens da resina e desprotegdo foi utilizado DMF e piperidina,
respectivamente. Ao término da sintese, os frascos contendo os peptideos foram

liofilizados por 4 horas. Apos a secagem, foi realizada a clivagem entre o peptideo e a
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resina utilizando-se uma solucdo de TFA 94.0% (v/v), triisopropilsilano 1% (v/v),

etanoditiol 2,5% (v/v) e &gua ultra purificada 2,5% (v/v). Os peptideos contendo essa

solucéo foram incubados a 4°C por 8 h. Esta solucdo de clivagem contendo os peptideos

foi filtrada para retirada da resina e adicionado éter dietilico para a precipitacdo dos

peptideos, procedimento realizado em banho de gelo. Em seguida foi realizada uma

centrifugacdo a 2°C por 20 minutos a 630 g. Apos a centrifugacdo, o éter dietilico foi

descartado e os peptideos ressuspendidos em 1 mL de &gua ultra purificada e

liofilizados.

Posteriormente foram preparadas as seguintes solugdes:

Solugéo (a): Solucéo 1 - Foram misturados 4g de fenol com 1 mL de etanol absoluto, e
aquecido até a completa dissolucdo. A solucdo foi agitada com 0,4g de
Amberlite por 45 minutos. Solucdo 2 - Dissolver 6,5mg de cianeto de
potassio (KCN) em 10 mL de agua. Diluir 0,2 mL da solucdo de KCN

para 10mL com piridina. Agitar a solucdo com 0,4g de Amberlite. Filtrar
a solucdo. Misturar as solugdes 1 e 2.

Solucéo (b): Dissolver 0,25g de ninidrina em 5 mL de etanol absoluto.

Solucdo padrdo de RGD: Foram preparadas as solucdes padrdo do peptideo RGD em
DMSO nas concentragdes: 10ug/uL, 1pug/ul, 0,1pg/uL.

4.2.6.2. Metodologia do teste de Ninidrina

Foram adicionados em um tubo eppendorf 100 pL da solucdo de RGD em DMSO
e 100 pL da solucdo tampdo SSC. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solucéo
“a” e 25 pL da solugdo “b”. A solucéo resultante foi misturada e aquecida em banho-
maria a 100°C por 10 minutos na capela. Ap6s o tempo de reagdo, os tubos foram
colocados em banho de gelo por 30 segundos. Por fim, as amostras foram transferidas
para uma placa de 96 pocos e medidas as absorbancias a 570 nm no FlexStation 3 —
Molecular Devices conjugado ao software SoftMax Pro. As analises foram realizadas
em triplicata (SARIN et al., 1981; KAISER et al., 1970).

4.2.6.3. Construcdo da curva padrdo para quantificagdo da solucdo de peptideo
RGD

Para obter spots com concentragdes definidas do peptideo contendo a sequéncia

RGD foi necessario determinar a concentracdo do peptideo RGD na solugdo mée obtida
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por método de CelluSpot. Esta solucdo contém os conjugados celulose-peptideos
ressuspendidos no solvente DMSO (KAISER et al.,, 1970; SARIN et al., 1981,
YOKOYAMA e HIRAMATS, 2003).

As leituras de absorbancia foram realizadas a 570 nm, que corresponde ao Ayax do
cromoforo Ruhemann de coloracao azul-violacia (FRIEDMAN, 2004). A partir desses
dados foi construida uma curva padrdo de concentracdo em pg/pL X absorbancia,
conforme mostra a Figura 4.11.

Este dado é essencial para avaliar o efeito da concentracdo destes peptideos sobre
a adesdo e a proliferacdo celular. Foram consideradas para teste trés quantidades
diferentes de massa do peptideo RGD por spot: 1 pg/spot, 100 ng/spot e 10 ng/spot.
Essas concentragdes foram definidas com base em dados da literatura citados por Yang
et al., (2001) e Carlisle et al., (2000).

Curva Padrao
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Figura 4.11. Curva Padrdo de concentracdo do peptideo RGD x Absorbancia
(A =570 nm).

O coeficiente de correlagdo (R?) néo foi satisfatério, por estar ndo muito préximo
de 1, isto sugere que o ajuste da equagcdo ndo ficou muito bom. Assim, pode-se
considerar 0 ensaio apenas como uma estimativa da concentracdo dos peptideos
contendo RGD. Com base nesta curva, a concentragdo do peptideo foi estimada em 3,5
Hg/UL em DMSO. A partir dessa concentracdo estimada pdde-se imobilizar massas
diferentes do peptideo/spot (1 pg/spot, 100 ng/spot e 10 ng/spot). Para isso, foi
necessario fazer uma correlagdo do volume de peptideo RGD (em L) a ser dispensado
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sobre o filme de PHBV. Logo, para obter as massas/spot citadas acima foi necessario
dispensar sobre o filme os volumes de 0,3 pL; 0,03 pL e 0,003 pL, respectivamente.
Analisando dados da literatura citados por Katz et al. (2011) em termos de
rendimento da sintese peptidica em macro-arranjo e fazendo a conversdo de massa do
peptideo para ndmero de moles, foi constatado uma conformidade entre os valores
obtidos. Ele cita que a sintese em micro-arranjo (CelluSpot) oferece um rendimento na
faixa de nmol/spot (10° mol), dado que confere com os valores obtidos apés a

conversdo para namero de moles.

4.2.7. Espectrometria de massas MALDI-ToF-ToF

A espectroscopia de massa (EM) baseia-se na determinacédo precisa da relacdo m/z
(razdo massa/carga) de ions em fase gasosa. Esta técnica tornou-se aplicavel na anélise
de moléculas polares como proteinas e peptideos no inicio dos anos 80 com a
introducdo de técnicas suaves de ionizagdo. Com o avango desta técnica, foram
possiveis varias aplicacbes da EM na determinacdo precisa da massa molecular,
determinacdo da sequéncia de aminoacidos e outros (LARSEN e ROEPSTORFF,
2000).

Um espectrometro de massa possui trés constituintes basicos: (1) a fonte de
ionizacdo responsavel pela vaporizacdo da amostra; (2) o analisador que determina os
valores de m/z do analito e (3) o detector que detecta a presenca do analito. Uma
importante fonte de ionizacdo amplamente usada na analise de proteinas e peptideos é a
fonte por dessorgéo a laser auxiliada por matriz (MALDI). A fonte pode ser combinada
formando equipamentos de alto desempenho como o MALDI-TOF. Neste equipamento,
a ionizacdo e a dessorcdo da amostra ocorrem pela diluicdo desta em uma matriz
organica que contém um grupamento cromoforo que absorve luz na faixa do ultravioleta
e infravermelho. A medida que os solventes da matriz e da amostra evaporam ocorre a
cristalizacdo de ambos em uma placa de aco inoxidavel contendo microfissuras. Estes
cristais sdo alvejados por laser na faixa de absor¢do do cromoforo causando a
fotoionizacdo dos analitos pela transferéncia de carga dos ions da matriz e posterior
dessorcdo, entrando na fase gasosa. Os analitos em fase gasosa sdo conduzidos ao
analisador do tipo TOF, onde sdo acelerados por uma diferenca de potencial (ddp)
aplicada entre a fonte e o detector sob vacuo. Os ions com m/z diferentes apresentam

tempos de chegada diferentes proporcionais a raiz quadrada da relacdo m/z. Assim, 0s
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componentes sdo separados de acordo com sua m/z permitindo a determinacao da massa
da proteina ou do peptideo, submetido a analise, através da geracdo de espectros de
massa caracteristicos (MAEDA et al., 2003).

As andlises de espectrometria do tipo MALDI-imaging foram realizadas pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Biologia Estrutural, da Universidade Estadual
Paulista Jalio de Mesquita Filho — UNESP. O MALDI-Imaging é uma técnica acoplada
ao MALDI-ToF-ToF que utiliza um equipamento (CHIP-1000) para o preparo da
amostra antes da analise por MALDI-ToF-ToF. A membrana de celulose néo
solubilizada contendo os peptideos RGD foi fixada em placa MALDI adaptada para
“espotagem” com impressora quimica CHIP-1000 - Shimadzu Biotech. Foi depositado
sobre a membrana 0,5 uLL de matriz a-ciano-4-hidroxicinamico na concentracéo de 10
mg/mL em solucdo acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v). Esta andlise
permite analisar as moléculas (peptideos e proteinas) diretamente sobre o tecido um
histolégico ou entdo, diretamente sobre a membrana sem a necessidade de isolar a
molécula ou fazer uma complexa preparacdo de amostra. Sendo possivel determinar a
composicado de aminoacidos que compdem o peptideo RGD atraves da determinacdo da
massa total do peptideo. Os espectros de foram obtidos no modo reflectron positivo por
um MALDI ToF-ToF (modelo AXIMA Performance, Shimadzu), equipado com um
laser SmartBeam controlado pelo software Launchpad v2.8 (Shimadzu).

4.2.8. Caracterizacdo dos filmes de PHBV biofuncionalizados com RGD

4.2.8.1. Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier € um método
diferenciado de espectroscopia no Infravermelho. Essa técnica baseia-se na passagem da
radiacdo de infravermelho através de uma amostra, onde parte da radiacao é absorvida e
parte € transmitida. A FTIR emprega um dispositivo optico chamado de interferdmetro
que € capaz de medir todas as frequéncias de infravermelho simultaneamente
produzindo um unico sinal (interferograma). Assim, o sinal pode ser medido
rapidamente, geralmente na ordem de um segundo. O sinal interferograma medido ndo
pode ser interpretado diretamente, nesse caso aplica-se a técnica matematica chamada
de transformacdo de Fourier para decodificar o sinal em frequéncias individuais

permitindo uma analise espectral. O espectro de infravermelho representa uma
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impressdo digital de uma amostra com picos de absorcdo que correspondem as
frequéncias de vibragdes das ligacGes atbmicas que compdem o material. Como cada
material representa uma combinacdo Unica de atomos, ndo existe dois compostos
capazes de produzir um mesmo espectro de infravermelho. Portanto, a espectroscopia
de infravermelho permite uma analise qualitativa do material. Além disso, o tamanho
dos picos dos espectros possibilita uma andlise quantitativa do material (THERMO
NICOLET, 2001).

A FTIR é preferida frente a espectroscopia de infravermelho convencional por
varias razdes: € uma técnica ndo destrutiva; fornece um método de medicao preciso, que
ndo requer calibragdo externa; permite variar a velocidade de varredura (nimero de
varreduras por segundo); permite aumentar a sensibilidade; tem maior rendimento
Optico e possui uma mecanica bastante simples (THERMO NICOLET, 2001).

Para investigar todas as modificaces submetidas aos filmes de PHBV neste
estudo foi realizada analise por FTIR. Foi utilizado espectrdmetro com transformada de
Fourier na regido do infravermelho, Perkin-Elmer 1720X. As analises envolveram as
seguintes condicOes experimentais:

(a) Resolucéo do equipamento: 4 cm™
(b)NUmero de varreduras: 32
(c)Faixa de nimero de onda: 4000-650 cm™

A interpretacdo dos espectros foi baseada nas tabelas e nos itens relacionados aos
dados apresentados por Silverstein et al. (2006), onde estdo registradas as frequéncias

de absorc¢éo no infravermelho caracteristicas de varios grupamentos organicos.

4.2.8.2. Angulo de contato e energia de superficie

O angulo de contato (0) é determinado a partir de um equilibrio termodindmico de
um sistema de trés fases: sélido, liquido e vapor. Sendo dependente das interagcdes que
acontecem nas trés interfaces: sélido-liquido, liquido-vapor e s6lido-vapor. A energia de
superficie e 0 angulo de contato estdo relacionados de forma inversamente proporcional,
ou seja, quanto maior a energia de superficie do suporte, menor o angulo de contato.

As medidas de angulo de contato (6) foram realizadas no Laboratério de
Superficies Poliméricas e Asfélticas, utilizando o Gonidmetro (Ramé-Hart Advaced
acoplado ao software Drop Image Advanced). O equipamento é composto por um

sistema de analise de imagens, camera CCD acoplada a um computador que captura a
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imagem da gota depositada sobre o substrato. As medidas de angulo contato das
superficies dos filmes de PHBV modificados ou ndo foram feitas pelo método da gota
séssil. Para as medidas de angulo de contato foi utilizada agua deionizada como liquido
polar. Ja para analise da energia de superficie foi utilizado, aléem da agua, o etileno
glicol (HOCH,CH,OH) como liquido apolar. Para cada superficie foram depositadas em
média 5 gotas de 0,2 mL, sendo realizadas 10 medidas a cada 0,5 segundos em cada
gota. Com auxilio do software acoplado ao gonidmetro foram obtidos os valores de

energia de superficie relacionados aos dois liquidos citados.

4.2.8.3. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

O principio da microscopia eletrénica de varredura (MEV) consiste na emissdo de
um feixe de elétrons focalizado sobre a superficie de uma amostra. O feixe interage
com a regido de incidéncia da amostra até uma profundidade que pode variar
dependendo da natureza da amostra. Esta regido é conhecida por volume de interacdo, o
qual gera os sinais que séo detectados e utilizados para a formagédo da imagem e para
microanalise. A versatilidade desta técnica se da em razdo da captacdo e medicdo das
diversas radiacGes provenientes das interacfes elétron-amostra. Estas interacdes podem
revelar informacdes da natureza da amostra incluindo composicao, topografia, potencial
eletrostatico, campo magnético local e outras propriedades da amostra (SOARES e
SARON, 2010).

A formacéo da imagem consiste na localizacdo dos pontos de varredura no plano
X, Yy com o conjunto de intensidades de sinais correspondentes, originadas pelo detector
de elétrons retroespalhados ou pelo detector de elétrons secundarios. Estes sinais
apresentam maior interesse por serem mais sensiveis as variacdes na superficie da
amostra (GOLDSTEIN, et al., 2002). Os sinais gerados pelos elétrons secundarios
apontam o relevo da superficie por efeito de contraste, sendo os picos brilhantes e os
vales escuros (OREFICE et. al., 2006). Ja os sinais gerados pelos elétrons
retroespalhados configuram uma heterogeneidade da composi¢do da amostra em funcao
das diferencas de nimero atdmico dos elementos que compdem a amostra. Unindo essas
caracteristicas de contraste a grande profundidade de foco alcancada pela microscopia
eletrnica de varredura, obtém-se imagens com aparéncia tridimensional.

A anédlise da morfologia de superficie dos filmes de PHV foi realizada por

microscopia eletronica de Varredura (MEV) ap0s a fase de producdo e ao longo de toda
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a sua modificacdo. Por se tratar de uma espécie nao condutora os filmes de PHBV
foram recobertos por uma fina camada de ouro - material condutor. Neste trabalho foi
utilizado o microscopio JEOL JSM, modelo 6460 LV, pertencente ao Laboratorio de
Microscopia Eletrénica do PEMM/COPPE, operado com poténcia de laser de 15KV.
Foram obtidas imagens nos aumentos de 100x, 500x, 1000x, 3000x e 4000x o que
permitiu avaliar a reprodutibilidade morfologica da superficie dos filmes.

4.2.8.4. Microscopia de Forca Atémica - AFM

O principio de funcionamento do AFM € baseado na varredura da superficie da
amostra utilizando como sonda uma haste flexivel (cantiléver) de aproximadamente
100-200 um de comprimento, com uma ponta de prova (agulha) na sua extremidade
livre, podendo apresentar formato piramidal (50 nm) ou cdnico (10 nm). O cantiléver
sofre efeito de deflexd@o por forcas de repulsdo produzidas a partir da interagdo entre a
agulha e a superficie da amostra. Os valores da deflexdo sdo medidos por um sensor
optico e refletem a topografia da regido da amostra que esta sendo varrida. As
diferencas de deflexdo captadas sdo armazenadas e processadas por um computador,
que as transformam em imagens topograficas da superficie bi e tridimensionais
(HUMPHRIS, et al., 2005).

A técnica de AFM pode ser operada em trés modos diferentes: contato, ndo-
contato e contato intermitente, conforme mostrado na Figura 4.12. No modo contato, 0
cantiléver ¢ mantido a poucos angstrons (2\) da superficie da amostra e a forga
interatbmica entre a agulha e a amostra é repulsiva. Neste modo de operacdo, a ponta
faz um leve "contato fisico” com a amostra produzindo imagens com alta resolucédo. No
modo de ndo-contato, o cantiléver é mantido a alguns angstrons de distancia da
superficie da amostra e a forca interatbmica entre a ponta e a amostra € atrativa. Neste
caso a ponta oscila em alta freqiiéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nandmetros acima
da superficie, e a forca total entre a agulha e a amostra &€ muito baixa, geralmente em
torno de 10-12 nN. O modo contato intermitente € similar ao ndo-contato, exceto pelo
fato de que o cantiléver fica mais proximo da amostra, de forma que tenha um contato
intermitente e € utilizado para contornar as limitagcdes impostas pelo modo contato. A
comparacdo das imagens nos modos contato e intermitente mostra que as superficies

sdo menos modificadas no modo intermitente (HUMPHRIS, et al., 2005).
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Figura 4.12. Representacao dos modos de operacdo do AFM: a) modo contato; b) néo-
contato e ¢) modo intermitente (adaptado de FERREIRA, 2006).

Esta técnica apresenta algumas vantagens em relacdo as microscopias eletronicas
para estudo de polimeros como, por exemplo, 0 MEV, que sdo: (i) dispensa o uso de
vacuo ou de recobrimento da amostra, (ii) possibilita a realizacdo de medidas diretas de
altura (FILHO, 2003).

A imagem obtida por AFM é resultado de uma série de fatores: tipo de amostra a
ser analisado, tipo de haste e o tipo de varredura. O tipo de varredura é definido com
base nas caracteristicas da amostra, por exemplo, se a amostra é rigida ou ndo.
Normalmente para polimeros, as imagens s&o obtidas por varredura em modo de contato
intermitente j& que as interacBes entre a agulha e a amostra sdo menos agressivas,
diminuindo a possibilidade de danificar o material (FILHO, 2003).

Para avaliar a influéncia da topografia e da rugosidade sobre a interacdo mediada
pela sequéncia peptidica RGD, potencializando-a ou ndo, as amostras foram
caracterizadas por microscopia de forca atbmica (AFM). A Anélise foi conduzida em
modo de contato intermitente utilizando o microscopio Alpha 300AR Microscope _
WITec pertencente ao Laboratério de Caracterizacdo de Superficies. Foi necessaria a
utilizacdo de agulhas de nitreto de silicio montadas em uma haste com constante de
mola igual a 42 N/m e freqiiéncia de ressonancia de 285 kHz. As imagens resultantes
foram analisadas através do software analisador de imagens acoplado ao equipamento
de AFM. A determinacdo da rugosidade média quadratica (RMS) foi realizada com base
em imagens de topografia de 50 um x 50 um. Para realizar esta analise os filmes de
PHBYV foram fixados sobre laminas de vidro de microscopio utilizando fita dupla face.
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4.2.9. Testes biologicos

Os testes bioldgicos foram realizados na Unidade de Pesquisas Clinicas (UPC),
instalada no hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP-UFF). Os filmes foram
previamente esterilizados utilizando 6xido de etileno. Foram avaliados filmes de
PHBV-A90/R60 com celulose, sem peptideos e filmes de PHBV-A90/R60 imobilizados
com peptideos contendo a sequéncia RGD conjugados covalentemente a celulose nas
concentracdes 1 pg/spot, 100 ng/spot e 10 ng/spot em distribuicdes de 384 spots/ area
total de material. A esterilizacdo destes materiais foi realizada utilizando o gas 6xido de
etileno. O Mecanismo de agdo do gés é a alquilacdo das cadeias protéicas microbianas,
impedindo a multiplicacédo celular.

4.2.9.1. Analise de Citotoxicidade

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagdo (International Standard
Organization), 1ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos.
Varios metodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomateriais, foram padronizados
utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar o
material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos,
verificando-se as alteracGes celulares por diferentes mecanismos, entre 0s quais a
incorporagdo de corantes vitais ou a inibicdo da formacdo de colOnias celulares
(ROGERO et al., 2003).

O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, que
pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais como o vermelho neutro, sollvel
em 4gua e que passa atraves da membrana, concentrando-se nos lisossomos, fixando-se
por ligacOes eletrostaticas em sitios aniénicos na matriz lisossomal. Muitas substancias
danificam as membranas resultando no decréscimo de captura e ligacdo do vermelho
neutro. Portanto, é possivel distinguir entre células vivas e mortas, pela medida de
intensidade de cor obtida ao final da lise celular (ROGERO et al., 2003). Ja o teste com
cristal violeta pode avaliar a densidade celular por coloragcdo do DNA (DE-DEUS et.
al., 2009). A citotoxicidade também pode ser medida por ensaio com XTT. Este método
quantifica a atividade mitocondrial, medindo-se a formacdo de cristais de formazana

(cor laranja), produto formado pela reducédo do sal tetrazdlio hidrossoluvel XTT (cor
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amarela). A reducdo de XTT ocorre principalmente na mitocondria através da acdo da
succinato desidrogenase fornecendo, entdo, uma medida de atividade mitocondrial (DE-
DEUS et. al., 2009).

Neste trabalho foi realizada a andlise de citotoxicidade a partir de um teste
multiparamétrico de viabilidade celular por kit In Cytotox (Xenometrix), que permite
avaliar trés diferentes parametros: atividade mitocondrial (XTT), integridade
membranar (vermelho neutro - VN) e quantificagdo do material genético (crisal violeta -
CV) (DE-DEUS et. al., 2009). Para avaliacdo da viabilidade celular in vitro foram
utilizadas células de osteoblastos de camundongo imortalizados. Osteoblastos sdo
células responsaveis pela sintese, deposicdo e mineralizacdo da matriz extracelular
Ossea (OREFICE et al., 2006), ou seja, células formadoras de 0sso.

Para a producdo dos extratos a partir dos filmes de PHBV, os diferentes materiais
foram incubados em meio de cultura sem soro por 24 horas, em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO,. Os extratos foram entdo recolhidos e incubados em cultura de
MC3T3 - osteoblastos de camundongo imortalizados, em placa de 96 pogos por mais 24
horas, em estufa a 37°C (5% CO,). Apds esse periodo, 0 sobrenadante foi descartado e a
primeira analise realizada foi pelo método XTT, sendo medida a absorbancia em 480
nm. O segundo teste avaliou a sobrevivéncia/viabilidade celular pela capacidade das
células de incorporarem o corante vermelho neutro em seus lisossomos. No final deste
teste as células foram fixadas, o corante presente no seu citoplasma foi liberado por
acdo da solucdo de solubilizacdo para o sobrenadante e a absorbancia foi lida em 540
nm. O ensaio com cristal violeta avaliou a densidade celular por coloracdo do DNA,;
apos eliminacdo do excesso do corante, a absorbancia a 540 nm é proporcional a
quantidade de células presentes no poco da placa de 96 pocos. Todas as leituras de
absorbancia foram realizadas em Leitor de Microplacas Synergy 2 - BioTek. Foi
utilizado o latex como controle positivo por ser sabidamente citotoxico e o poliestireno
como controle negativo por ser um material ndo citotdéxico. Todas as analises foram

realizadas em triplicata a partir dos diferentes extratos.
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4.2.9.2. Ensaio de Adesdo Celular

O método de adeséo celular consiste na determinacéo da quantidade de células que
aderiram ao filme apds o periodo de incubacdo definido. Para quantificar a adesdo
celular as superficies dos filmes de PHBV — A90/R60 imobilizados com peptideos RGD
foram utilizadas células MC3T3 imortalizadas - osteoblastos de camundongo. Estas
celulas foram previamente incubadas em meio de cultura ALFAMEM enriquecido com
10% de Soro Fetal Bovino, contendo com antibidticos (penicilina e estreptomicina) e
mantidas em estufa com 5% de CO..

O ensaio de adesdo foi feito com 1,0 x 10* células por amostra (triplicata), a
densidade celular da suspenséo foi estimada por contagem em camara de Neubauer. O
procedimento foi feito com uma pequena gota de meio de cultura com células sobre o
material, sendo deixadas aderindo por 2 horas. Ao final do tempo de adesdo foi feita a
coloragdo do nucleo celular com o fluorocromo DAPI (4-6-diamidino-2- fenilindol)
diluido 1:5000 e a imagem foi obtida utilizando um microscopio de fluorescéncia
invertido no aumento de 10x. O DAPI corresponde a um marcador fluorescente de
nacleo celular que emite coloracdo azul. Posteriormente foi realizada a contagem,
utilizando o software Image Pro, dos nucleos celulares marcados com DAPI, a partir de
4 campos distintos adjacentes no campo de maior concentracdo celular, sendo
escolhidas 3 regifes de 4 campos adjacente, o que corresponde a um total de 12 campos

de maior concentracdo celular na superficie dos diferentes filmes.
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. PRODUCAO DOS FILMES DE PHBV

Os filmes de PHBV foram produzidos pela técnica de evaporacdo de solvente. A
Figura 5.1 mostra a fotografia de uma amostra deste filme, com (11,7 £ 0,2) cm de
diametro e (0,10 £ 0,01) mm de espessura (Figura 5.1 (a) e (b)). Os filmes

apresentaram-se transldcidos, conforme pode ser evidenciado pela Figura 5.1b.

(—-

Figura 5.1. Filme de PHBYV obtido pela técnica de evaporacdo de solvente: em uma

visdo lateral (1a) e uma visdo frontal (1b).

5.2. METODO DE SPOT SYNTHESIS

Inicialmente, foi realizada a adequacdo dos filmes do copolimero PHBV ao
método de Spot Synthesis. Estes filmes foram empregados como suporte alternativo ao
método, proporcionando uma metodologia inédita para fins de modificacdo bioldgica
aplicavel a area de biomateriais. O suporte padrdo da metodologia Amino-PEGsg —
UC540 é uma membrana de celulose acrescida do espacador polietilenoglicol (PEG).
Estudo realizado por Wang et al. (2011) mostrou que o uso do espacador PEG oferece
resisténcia a adsorcdo inespecifica de proteinas, o que justifica o uso deste tipo de
membrana em diversos ensaios bioldgicos como, por exemplo, mapeamento de epitopo.

Para tornar os filmes de PHBV suscetiveis a sintese peptidica foi necessario
introduzir sitios especificos na superficie do material. Por essa razdo, os filmes foram
modificados via amindlise por 90 e 120 minutos. Esta modificacdo quimica possibilita
introduzir grupos aminos e hidroxilas na superficie do material (KEEN et al., 2006).
Nesta reagdo, um dos grupamentos amino da diamina reage com o grupo éster do PHBV

para formar uma ligacdo covalente (-CONH- e/ou —CONH;-). Grupamentos
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hidroxilicos podem ser incorporados ao polimero em razdo da reacdo de hidrolise que
ocorre paralelamente (HOLLANDER et al., 2004).

A Figura 5.2 mostra os espectros de FTIR dos filmes de PHBV sem modificacdo e
modificados via amindlise por 90 e 120 minutos. Em ambas as modifica¢bes observam-
se uma banda em 2854 cm™ referente & deformacéo axial simétrica da ligacdo C-H de
grupos metileno (CH,) de hidrocarbonetos saturados (alcanos) (SILVERSTEIN et al.,
2006). Essa banda evidencia a modificacdo com etilenodiamina em razéo da sua

estrutura quimica - H,N(CH;).NH, - apresentar estes grupos caracteristicos.

— FILME DE PHBV 7%
—— FILME DE PHBV 7% + AMINOLISE 90 minutos
—— FILME DE PHBV 7% + AMINOLISE 120 minutos
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Figura 5.2. Imagem sobreposta de espectros de FTIR dos filmes de PHBV sem

modificacdo e aminolisados 90 e 120 minutos.

Entretanto, em relacdo as bandas de intensidade média, passiveis de serem
evidenciadas, de aminas primérias que estariam na faixa de 1650-1580 cm™ referente a
vibracdes de deformacéo angular da ligacdo N-H e entre 1250-1020 cm™ referente a
vibrac6es de deformacdo axial da ligacdo C-N em aminas primérias alifaticas ndo foram
observadas na andlise por FTIR. Considerando as bandas referentes a amidas
secundarias que estariam na faixa de 3350-3180 cm™ e em 1570-1515 cm™ referente as
vibracGes de deformacdo axial de ligacdo N-H e vibragdes de deformacgédo angular de
ligacdo N-H, respectivamente, ndo foram observadas (SILVERSTEIN et al., 2006).
Provavelmente, a auséncia dessas bandas se deve a sobreposicdo com outras bandas
caracteristicas do material PHBV somado a limitacdo do proprio método em detectar
estes grupos gerados pela reacdo de amindlise. As Figuras 5.2 e 5.3 mostram 0s
graficos de FTIR com zoom nas regides relacionadas com bandas de aminas primarias e

amidas secundarias, que ndo foram encontradas.
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Figura 5.3. Imagem sobreposta de espectros de FTIR dos filmes de PHBV aminolisados
90 e 120 minutos com zoom nas regides relacionadas com bandas de aminas primarias e

amidas secundarias.

Os filmes de PHBV foram caracterizados quanto a hidrofilicidade antes e ap6s a
modificacdo por amindlise de 90 e 120 minutos. A Tabela 5.1 demonstra que os filmes
de PHBV-A90 e PHBV-A120 apresentaram um aumento de hidrofilicidade, pela
diminuicdo do angulo de contato de 84,6° para 73,1°, respectivamente, em relacdo ao
angulo de contato determinado para o filme de PHBV sem modificacdo. Esses dados
confirmam que grupamentos polares foram incorporados na superficie do material
durante o processo de modificacdo com etilenodiamina. Sabe-se que a reacdo de
amindlise pode ser acompanhada por reacdo de hidrélise dos grupamentos éster, 0 que
proporcionaria essa diminui¢do do angulo de contato do material em razdo do aumento
do tempo de reacdo (THIRE et al., 2007).

Tabela 5.1. Efeito da modificagdo com etilenodiamina da superficie sobre o angulo de
contato entre a agua e os filmes PHBV-A90 e PHBV-A120. DP = desvio padréo.

MATERIAL ANGULO DE CONTATO = DP TEMPO DE AMINOLISE

) (min)
PHBV 88,5+3,1 -
PHBV-A90 84,6 +4,5 90
PHBV-A120 731+22 120
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Os filmes de PHBV modificados 120 minutos foram selecionados para a sintese
por apresentar a banda de absorcdo mais forte e menor angulo de contato. Por
consequéncia, pode-se supor que os filmes PHBV-A120 apresentaram maior nimero de
sitios ativos na superficie do material. E sabido que 0s grupamentos amino
correspondem aos sitios efetivos de promocdo da sintese peptidica (BLACKWELL,
2006).

No decorrer da sintese peptidica, no entanto, foi observado que os filmes PHBV-
A120 ndo apresentavam resisténcia fisica aos solventes utilizados. Foram observadas
trincas significativas do material j& na imobilizacdo do quarto aminoacido que

compunha a sequéncia peptidica. Estas alteracdes podem ser observadas na Figura 5.4.

Figura 5.4. Filmes de PHBV-A120 antes da sintese (esquerda) e apds a sintese (direita)
dispostos sobre 0 equipamento de Spot Synthesis.

Visando aumentar a resisténcia dos filmes de PHBV frente as condicGes de
sintese, foram realizadas modificacbes no polimero com um agente reticulador, o
tripolifosfato de sédio (TPP). Os filmes foram submetidos a uma etapa de reticulacéo
em diferentes intervalos de tempo: 30, 60, 90 e 120 minutos. Os filmes reticulados
foram denominados por PHBV-R30, PHBV-R60, PHBV-R90 e PHBV-R120, em
funcdo do tempo crescente de reticulacdo. Este agente induz uma reticulacdo através da
formacdo da ligacdo ibnica entre os ions tripolifosfato (TPF) e o0s grupos amino
protonados do PHBV aminolisado. A reticulacdo previne que o polimero seja dissolvido
em meio &cido (OLIVEIRA et al., 2009).

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia das modificagcGes submetidas ao material,
foi realizada a sintese via Spot Synthesis da sequéncia de interesse sobre os filmes
aminolisados e posteriormente reticulados (PHBV-A/R). Ao final da sintese, foi
observada perda significativa da integridade fisica de alguns filmes de PHBV
modificados (Figura 5.5). Os filmes de PHBV aminolisados por 90 minutos e
reticulados por 30, 60 e 120 minutos (PHBV-A90/R30, PHBV-A90/R60 e PHBV-

A90/R120, respectivamente) apresentaram varias trincas que culminaram na perda de

69



integridade. Ja o filme PHBV-A90/R90 ndo apresentou trincas visiveis ao final da

sintese.

PHBV 7% PHBV 7%

aminodlise 90’ amindlise 90’
reticulacao 30’ reticulacao 60’

PHBV 7% PHBV 7%

aminodlise 90’ amindlise 90’
reticulagdo 90’ reticulagao 120’

Figura 5.5. Filmes de PHBV aminolisados 90 min e reticulados em tempos diferentes
(30, 60, 90 e 120 min) apbs Spot Synthesis.

A Figura 5.6 ilustra a perda de integridade dos filmes de PHBV aminolisados por
120 minutos segundo suas modificagOes em diferentes tempos de reticulacdo. S&o eles,
PHBV-A120/R30, PHBV-A120/R60, PHBV-A120/R90 e PHBV-A120/R120.

PHBV 7% PHBV 7%
aminolise 120’ aminolise 120’
reticulacdo 30’ reticulacdo 60’

PHBV 7%
amindlise 120’ aminolise 120’
reticulagao 90’ reticulacao 120’

PHBV 7%

Figura 5.6. Filmes de PHBV aminolisados 120 minutos e reticulados em tempos
diferentes (30, 60, 90 e 120 minutos) ap6s Spot Synthesis.
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Em razdo da maior resisténcia dos filmes de PHBV-A90/R90, estes foram
definidos como os mais adequados para o método de Spot Synthesis. Apesar da
manutencdo da integridade fisica do material, a caracterizacdo por FTIR ndo apresentou
bandas caracteristicas referentes as vibraces de deformacdo axial da ligacdo P=0O e
ligacdo P-O do grupo fosfato em aproximadamente 1150 cm™ e 1040-910 cm™,

respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2006). A Figura 5.7 mostra as regides citadas
acima com zoom.

—— FILME DE PHBV 7% + AMINOLISE 90’
—— FILME DE PHBV 7% + AMINOLISE 90' + RETICULACAO 90'
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Figura 5.7. Imagem sobreposta dos espectros de FTIR dos filmes de PHBV-A90 e
PHBV-A90/R90.

Os filmes foram caracterizados quanto a hidrofilicidade antes e apds as
modificagdes. A Tabela 5.2 mostra a correlacdo entre os angulos de contato obtidos
utilizando os filmes de PHBV 7% modificados por amindlise e/ou reticulacdo. De uma
forma geral os resultados mostram um ganho de hidrofilicidade dos filmes em funcgéo
do tempo crescente de modificacdo. Este ganho era esperado na amindlise em func¢éo da
geracdo de grupamentos aminos e hidroxilas nos terminais de cadeia influenciando
diretamente nas propriedades de superficie do biomaterial. J& o tripolifosfato de sodio
induz a reticulacdo idnica entre os ions tripolifosfato e os grupos amino protonados do
PHBV. A reticulagio também confere -caracteristicas hidrofilicas ao material

modificado em razdo da introducao destes grupamentos polares.
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Tabela 5.2. Efeito da modificacéo da superficie sobre o angulo de contato dos filmes
PHBV-A/R. DP = desvio padréo.

MATERIAL ANGULO DE TEMPO DE
CONTATO +DP (°) AMINOLISE/RETICULACAO
(minutos)
PHBV-A90 84,64 + 4,45 90/-
PHBV-A120 73,09 £ 2,16 120/-
PHBV-A90/R30 60,83 + 2,06 90/30
PHBV-A90/R60 65,30 £ 1,23 90/60
PHBV-A90/R90 61,98 + 3,8 90/90
PHBV-A90/R120 58,10 £ 4,32 90/120
PHBV-A120/R30 64,57 £ 1,17 120/30
PHBV-A120/R60 56,73 £ 4,98 120/60
PHBV-A120/R90 54,46 +2,18 120/90
PHBV-A120/R120 67,03 + 1,20 120/120

Por consequéncia da reticulacdo do material, 0s grupamentos aminos de promocao
da sintese peptidica localizados na superficie do material foram perdidos. Logo, foi
realizada uma etapa de modificacdo por introducdo do ligante beta-alanina na superficie
do material conforme a metodologia descrita por Frank e Overwin (1996). A
modificacdo ocorre nos grupamentos hidroxilas incorporados pela aminolise e, também,
nos terminais de cadeia do polimero.

A Figura 5.8 mostra os espectros de FTIR dos filmes de PHBV-A90/R90 e destes
mais a incorporagdo do ligante beta-alanina (PHBV-A90/R90 + B-Ala). A modificagdo
é evidente em razdo da banda em 1674 cm™ que corresponde a deformacdo angular
simétrica da ligacdo N-H de aminas primarias, normalmente de intensidade de média a
forte (SILVERSTEIN et al., 2006). Os filmes de PHBV-A90/R90 + B-Ala foram

considerados ideais para a sintese em razao das suas caracteristicas quimicas.
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PHBV 7% + amindlise 90" +reticulagéo 90
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Figura 5.8. Imagem sobreposta de espectros de FTIR dos filmes de
PHBV-A90/R90 e PHBV-A90/R90 + -Alanina.

5.3. PADRONIZACAO DA TECNICA DE SPOT SYNTHESIS

Além de modificar quimicamente o suporte de PHBV para adequa-lo ao método,
foi necesséario realizar paralelamente alteracBes no procedimento de Spot Synthesis.
Vale ressaltar que este procedimento de padronizagdo se deu no decorrer da sintese de
peptideos imunogénicos conjugados a peptideos RGD sobre a membrana de celulose
utilizada como suporte padrdo na metodologia. Inicialmente, as modificagdes
submetidas ao método envolveram a reducdo no nimero de lavagens com solvente
dimetilformamida (DMF) em 2 vezes por 2 minutos a cada ciclo de sintese, ou seja, a
cada adicdo de um residuo de aminoécido. Esta modificagdo visa garantir a integridade
do material em razéo da natureza polar do solvente. Além disso, um mistura &cida de
acido acético e acido cloridrico em diferentes proporcées foi avaliada em substituicdo
ao acido trifluoracético (TFA) empregado na etapa de desprotecdo da cadeia lateral do
peptideo. Ao final da sintese, o solvente diclorometano (DCM) foi substituido pelo
solvente dimetilformamida (DMF) ja que os filmes de PHBV séo sabidamente soluveis
em solventes halogenados.

Discriminando cada uma das modificacOes estabelecidas anteriormente, tém-se: a
primeira modificacdo refere-se ao método de Spot Synthesis padronizado pelo
laboratdrio de Bioquimica de Proteinas e Peptideos (LABIP) da FIOCRUZ. A segunda
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modificacdo refere-se a alteracdo no nimero de lavagens do solvente DMF por ciclo de
sintese peptidica, de 4 vezes por ciclo para 2 vezes por ciclo. A terceira modificacéo
estd relacionada a substituicdo do solvente DCM por DMF apds concluida a sintese
peptidica somada a modificacdo anterior. As demais alteracdes estdo relacionadas a
mudanca do reagente &cido trifluoracético (TFA) pela mistura de acido acético (HOAC)
e acido cloridrico (HCI) somada as modifica¢fes anteriores. As modificacdes 4, 5, 6 e 7
envolvem o uso desta mistura de &cidos nas proporcbes 2:8, 4.6, 6:4 e 8:2
respectivamente. Esta mistura de &cidos corresponde a solucao de desprotecao da cadeia
lateral dos peptideos, sendo esta uma etapa critica deste procedimento em razdo dos
filme de PHBV ser suscetivel a hidrdlise acida. A membrana de celulose foi deixada
nesta solugdo com 95% de acido por 3 horas. As modificacOes estabelecidas no método
estdo relacionadas com o rendimento de sintese alcancado, sendo passiveis de serem
visualizados em razdo da revelacdo por quimioluminescéncia. Estes dados séo
mostrados na tabela 5.3.

Todas estas modificagdes aplicadas ao método de Spot Synthesis foram
relacionadas frente ao rendimento alcancado quando estabelecidas as condi¢des ideais
instituidas pelo fabricante. Desse modo, foi realizado um ensaio de imunodeteccao para
deteccdo dos peptideos imunogénicos conjugados a sequéncia RGD. Na sequéncia, a
membrana de celulose imobilizada com os peptideos introduzida no Fotodocumentador,
equipamento capaz de obter imagens digitais de reacGes de quimioluminescéncia
sucedidas sobre os spots, pontos onde ocorre efetivamente a imobilizacdo dos peptideos
sobre a membrana. A partir destas imagens é possivel observar como as diversas
modificacbes submetidas ao método de Spot Synthesis afetaram o rendimento final da
sintese peptidica. A tabela 5.3 mostra as imagens das membranas de celulose recortadas
apos o ensaio de deteccdo realizado em triplicata segundo cada modificacdo

estabelecida neste trabalho.
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Tabela 5.3. Imagens da membrana padrdo imobilizada com peptideos sintetizados em
triplicata frente as modificacdes estabelecidas ao método de Spot Synthesis.

Tipo de Modificagao Imagem das membranas apos revelacdo por

Quimioluminescéncia

1 Procedimento padréo
LR

2 Lavagem com DMF 2x

- e
3 Lavagem com DMF 2x + uso de

DMF

L

4 Lavagem com DMF 2x + uso de b
DMF + HOAC:HCI (2:8)
-ee

5 Lavagem com DMF 2x + uso de
DMF + HOAC:HCI (4:6)

6 Lavagem com DMF 2x + uso de
DMF + HOAC:HCI (6:4)

7 Lavagem com DMF 2x + uso de
DMF + HOAC:HCI (8:2)

O software TotalLab TL 100 foi utilizado para a analise em percentual da
reatividade, sendo que o spot com reatividade mais intensa na membrana foi assinalado
como tendo 100% de intensidade, e todos os outros spots tiveram os seus valores de
intensidade expressos em porcentagem relativa. Assim, foi possivel avaliar o
rendimento total da metodologia de Spot Synthesis frente as modificacGes submetidas ao
método como mostra a Figura 5.9.
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Figura 5.9. Avaliacdo das modificacOes estabelecidas ao método de Spot Synthesis

(Tabela 5.3) para adequacao dos filmes de PHBV modificados.

Considerando os procedimentos de padronizacdo estabelecidos em 1,2 e 3, 0s
filmes de PHBV néo sdo passiveis de adequacao sob estas condi¢Ges em razdo do acido
forte — Trifluoracético — ser utilizado na etapa de desprotecdo de cadeia lateral. Em
relagdo a condicdo 4, apesar da excelente eficiéncia alcangada no somatorio das
modificacdes, o filme de PHBV néo resistiu a alta concentracdo da mistura de acidos
em razdo da alta proporcdo do acido forte, &cido cloridrico. Em relacdo as modificactes
5 6 e 7, observou-se uma baixa eficiéncia de sintese considerando todas as
modificacbes aplicadas ao método de Spot Synthesis. Apesar disso, o filme de PHBV
manteve a sua integridade frente as modificacOes estabelecidasem 6 e 7.

Em funcdo destes resultados e apesar das modificacdes avaliadas, foi verificada a
impossibilidade de utilizacdo de filmes de PHBV como suporte para a técnica de Spot
Synthesis. Desta forma, foi definido que o peptideo RGD seria sintetizado
separadamente e posteriormente imobilizado sobre a superficie do material tratado.
Como alternativa foi empregada uma nova tecnologia de imobilizacdo de peptideos

conhecida como Celluspot.
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5.4. METODO DE CELLUSPOT

A técnica de Celluspot envolve duas etapas distintas: a primeira etapa compreende
a sintese do peptideo sobre uma membrana de celulose sollvel, segundo 0s mesmos
principios estabelecidos na metodologia de Spot Synthesis. A segunda etapa envolve a
recuperacdo deste peptideo, seguido por sua distribuicdo automatizada e,
consequentemente, sua imobilizacdo sobre a superficie do material. Basicamente, estas
duas metodologias diferem quanto a0 mecanismo de imobilizacdo do peptideo sobre o
suporte polimérico. Por Spot Synthesis, a sintese € realizada com adi¢do de um residuo
de aminoéacido por vez diretamente sobre o suporte de interesse através de ligacdo
covalente. Ja a técnica de Celluspot, a imobilizagdo é feita com o peptideo completo via
adsorcéo fisica por meio de interacdes como Van der Waals, dipolo-dipolo e ligacédo
hidrogénio (FALSEY et al., 2001). Além disso, esta técnica oferece condices de

imobilizacdo menos agressivas ao material (KATZ et al., 2011).

5.4.1. Selecdo do suporte de PHBV para imobilizacao

Foram realizadas analises por FTIR do suporte padrdo empregado no método de
Celluspot e do filme de PHBVA90/R60 a fim de avaliar a composicdo quimica de
ambos. A Figura 5.10 mostra os espectros de FTIR sobrepostos dos materiais analisados
e observa-se uma semelhanca no perfil de bandas de absor¢do. Esta semelhanca sugere
uma composic¢do quimica semelhante, principalmente ao avaliarmos as bandas proximas
a regido de 1.750 cm™. Considerando estas bandas no espectro, podemos associa-las a
deformacdo axial da ligacdo C=0 de ésteres (SILVERSTEIN et al., 2006). Sendo que, a
posicdo desta banda pode ser alterada por efeitos de conjugacdo. Por essa razdo, foi

constatado que ambos 0s materiais possuem a mesma natureza quimica.
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Figura 5.10. Imagem sobreposta de espectros de FTIR dos filmes de
PHBV-A90/R60 e do suporte de Celluspot.

Visando garantir a imobilizacdio do peptideo RGD ao filme de PHBV,
modificacdes foram submetidas ao material a fim de adequar suas propriedades de
superficie. A variacao do grau de hidrofilicidade dos filmes em funcéo das modificacdes
via aminolise e/ou reticulagdo foram avaliadas por meio de medidas de angulo de
contato. Estes dados foram avaliados frente as caracteristicas de superficie do suporte
padronizado a técnica de Celluspot.

Com base nos dados obtidos de angulo de contato para os filmes de PHBV
aminolisados/reticulados, foram selecionados aqueles com caracteristicas de superficie
semelhantes ao suporte padrdo de imobilizacdo da técnica de Celluspot. Avaliando os
filmes de PHBV-A90/R60 e PHBV-A120/R120 (vide tabela 5.2) houve um ganho de
hidrofilicidade de ambos os suportes em razdo da diminui¢cdo do angulo de contato.
Correlacionando estes dados frente aquele valor de angulo de contato obtido para o
suporte padrdo da metodologia de Celluspot (angulo de contato + desvio padrdo: 73,34°
+ 3,31) evidencia-se uma semelhanca quanto ao grau de hidrofilicidade das superficies.
Esta caracteristica hidrofilica € essencial para adequagdo destes suportes ao método de
Celluspot.

Depois de avaliado o grau de hidrofilicidade dos filmes de PHBV modificados e,
consequentemente, selecionados aqueles potencialmente suscetiveis a imobilizagédo
peptidica (PHBV-A90/R60 e PHBV-A120/R120), os filmes foram submetidos a
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imobilizacdo com peptideos RGD conjugados com peptideos imunogénicos para avaliar
sua suscetibilidade quanto a biofuncionalizacéo.

5.4.2. Avaliacdo da imobilizacdo por Imunodeteccéo dos filmes de PHBV

Aos filmes de PHBV-A90/R60 e PHBV-A120/R120 foram imobilizadas
sequéncias peptidicas RGD conjugadas a peptideos imunogénicos permitindo assim a
realizacdo do ensaio de imunodetec¢do. Desse modo, foi possivel avaliar a eficiéncia da
imobilizacéo de peptideos sobre os diferentes filmes.

A Figura 5.11 mostra que os filmes PHBV-A90/R60 e PHBV-A120/R120 néo
apresentaram diferenca significativa em percentual de imobilizacdo do peptideo. Porém,
sabe-se que os filmes de PHBV-A90/R60 apresentam maior resisténcia fisica frente ao
PHBV-A120/R120 em razdo do maior tempo de amindlise, conforme mostram as
Figuras 5.5 e 5.6, respectivamente. Além disso, Thiré et al. (2007) observaram por
imagens de AFM que filmes de PHB aminolisados por 120 minutos apresentaram
desgaste na superficie em funcdo do longo periodo de tratamento. Desta forma, o filme

de PHBV A90/R60 foi selecionado para fins de biofuncionalizacdo com peptideos
RGD.

Percentual de imobiliza¢ao

a0 T T

Sinal de Quimioluminescéncia (%)
2

1 2
FHBEV AS0/RE0 + Peptideo FHBV A1Z0/R120 + Peptideo

Figura 5.11. Percentual de imobilizagdo dos peptides imobilizados sobre os filmes de
PHBV-A90/R60 e PHBV-A120/R120 apos a detec¢do por quimioluminescéncia.
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5.4.3.Anélise por MALDI da composicdo de aminoacidos do peptideo que

contém a sequéncia RGD

Foi realizada Espectroscopia de Massas por MALDI-imaging dos peptideos
imobilizados sobre as membranas de celulose com o objetivo de confirmar a sequéncia
de aminoécidos através do peso molecular. Cada aminoacido que compde a sequéncia
foi inserido no site http://immweb.vet.uu.nl/P&P_fac/pepcalc.htm, conforme mostrado
na Figura 5.12, respeitando a nomeclatura baseada no codigo de 1 letra para

aminodcidos.

n
1
e

[ GO | RESIDUE LIST

Figura 5.12. Imagem do site http://immweb.vet.uu.nl/P&P_fac/pepcalc.htm.

Assim, o peso molecular do peptideo total foi calculado com base na sua
sequéncia de aminoacidos, para isso foi considerado que o grupo C-terminal dos
peptideos na forma acida. JA& em relacdo ao grupamento N-terminal, considera-se o
grupo amino livre. E importante lembrar que a analise por MALDI foi realizada em
amostras da membrana de celulose com peptideos imobilizados e desprotegidos em sua
cadeia lateral. Nao foram utilizados filmes de PHBV imobilizados com peptideos RGD
em razdo da presenca das fibras de celulose na superficie do material. Estas fibras
geradas pela solubilizacdo da membrana de celulose estdo ligadas covalentemente aos
peptideos e sdo responsaveis pela imobilizagdo destes aos filmes de PHBV por
interacdo de Van der Waals.

O peptideo foi detectado por Espectroscopia de Massas do tipo MALDI na forma
monoprotonada com 1245,83 m/z (relagdo massa/carga) com abundancia de

praticamente 100% conforme destacado na Figura 5.13. Esta massa corresponde ao peso
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do peptideo imobilizado (RGD-G-RGD-G-RGD-G) somado a um residuo do
aminoacido alanina (A). Este residuo funciona como sitio de imobilizacdo dos peptideos
sobre a membrana de celulose soluvel e corresponde a uma modificagdo do material
estabelecida pelo fabricante, sendo confirmada pela analise por MALDI-TOF-TOF. O
pequeno desvio no valor de massa experimental e calculada sdo inferiores a 1 u.m.a,
sendo que essas pequenas diferencas decimais séo referentes ao erro experimental e
resolugdo do equipamento, os quais se encontram dentro das condi¢es analiticas
permitidas. Um segundo pico de 1234,2 m/z também foi detectado pelo MALDI, e
corresponde possivelmente a massa do peptideo (RGD-G-RGD-G-RGD) com seu
grupamento amino protegido por acetilagdo. Os demais picos estdo relacionados a
sequéncias peptidicas incompletas e, também, a fragmentos de sequéncias peptidicas.

Data: 3_500 0001.3B1[c] 18 Jul 2011 17:55 Cal: 12 Mar 2009 12:09
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.8.4.20081127: Mode Reflectron, Power: 71, Blanked, P.Ext. @ 2300 (bin 93)
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Figura 5.13. Espectro MALDI-Imaging do peptideo (RGDGRGDGRGDG) imobilizado
sobre as membranas de celulose.

5.4.4. Imobilizacéo sob diferentes perfis de distribuicdo e concentracdo

Buscando avaliar a promocdo da interacdo celular pelos peptideos RGD
proporcionada pelas etapas de adesdo e espraiamento, foram estabelecidas diferentes
distribuicbes de imobilizagdo com os peptideos sobre a superficie do filme PHBV-
A90/R60. A visualizacdo destas diferentes distribuicdes dos peptideos RGD sobre os
filmes de PHBV foi possivel devido & utilizacdo de sequéncias peptidicas imunogénicas
conjugadas com peptideos RGD.

A Figura 5.14 mostra os filmes de PHBV-A90/R60 apos a imobilizacdo das

sequéncias peptidicas imunogénicas conjugadas ao RGD sob diferentes perfis de
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distribuicbes confirmados por imunodeteccdo. A distribuicdo total (a) dos peptideos
sobre a superficie do material gerou 384 pontos de imobilizacdo (spots) em uma area de
6 cm?. Ja a distribuicdo parcial (b) dos peptideos sobre a superficie do material gerou

192 pontos de imobilizacdo (spots) em uma mesma area.

‘.
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Figura 5.14. Filmes de PHBV-A90/R60 imobilizado com peptideo imunogénico

conjugado com RGD, a) imobilizacéo total; b) imobilizacéo parcial.

A partir destas diferentes distribuicbes de imobilizacdo (192 e 384 spots) dos
peptideos sobre os filmes de PHBV foram definidas para teste trés quantidades
diferentes de massa do peptideo RGD: 1 pg/spot, 100 ng/spot e 10 ng/spot. Quirk et al.
(2001) fazem referéncia a estudos sobre a concentracdo minima necessaria deste
motivador de adesao e espraiamento, sendo necessarias concentracdes da ordem de 1-10
fmol (10™* mol)/cm? de RGD para promover estagios iniciais de regeneracéo celular.
Neste trabalho, a quantidade de peptideos imobilizados supera esta limitagdo, visto que
este valor de niimero de moles corresponde & massa de aproximadamente 3,5 pg (10 *
g) de RGD/cm?.

5.5. CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DOS FILMES DE PHBV
IMOBILIZADO COM PEPTIDEOS CONTENDO RGD

5.5.1. Andlise da composicdo dos filmes de PHBV por FTIR

Foram realizadas analises por FTIR dos filmes de PHBV-A90/R60 imobilizados
com o peptideo contendo RGD visando avaliar a presenca de bandas de absor¢des
caracteristicas referentes a moléculas peptidicas. Dentre estas absor¢des destacam-se
bandas referentes a ligagcbes aminas e amidas. As Figuras 5.15 e 5.16 mostram 0s
espectros de FTIR com zoom sobrepostos dos materiais analisados e observa-se uma
banda bastante pronunciada em 1.541 cm™ Esta banda est4 presente em ambos 0s

espectros referentes a imobilizagdo de 1 pg/spot do peptideo RGD, seja na distribuicéo
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com 384 spots, quanto com 192 spots. A banda esta associada a deformacao angular de
NH; ou de NH de amidas e envolve o acoplamento da deformacgao com outras vibragdes
fundamentais (SILVERSTEIN et al., 2006). Logo, esta banda de amida confirma a
imobilizacdo do peptideo RGD sobre o filme de PHBV, visto que a ligacdo peptidica
entre os residuos de aminoacidos corresponde a ligacdo amida.

—— Filme de PHBV

—— Filme de PHBV- A90/R60

—— Filme de PHBV- A90/R60 + RGD 1pg / 384
—— Filme de PHBV- A90/R60 + RGD 1pg / 384
—— Filme de PHBV- A90/R60 + RGD 1pg / 384
— Filme de PHBV- A90/R60 + RGD 1pg / 384
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Figura 5.15. Imagem sobreposta com zoom dos espectros de FTIR dos filmes de PHBV
sem modificacdo, PHBV-A90/R60 e dos filmes PHBV-A90/R60 + 1 pg/spot do
peptideo RGD em 384 distribuices.

— Filme de PHBV

—— Filme de PHBV - A90/R60

—— Filme de PHBV - A90/R60 +RGD 1pg/192|
— Filme de PHBV - A90/R60 +RGD 1ug/192]
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Figura 5.16. Imagem sobreposta com zoom dos espectros de FTIR dos filmes de PHBV
sem modificacdo, PHBV-A90/R60 e dos filmes PHBV-A90/R60 + 1 pg/spot do
peptideo RGD em 192 distribuicdes.
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Nas demais analises realizadas nos filmes de PHBV imobilizados com 100ng/spot
e 10 ng/spot, ndo foram possiveis de visualizar a presenca destas bandas ou de qualquer
outra banda caracteristica provavelmente devido a limitacdo quanto a sensibilidade do

equipamento de FTIR.

5.5.2. Grau de hidrofilicidade dos filmes de PHBV modificados

Esta analise mostra a variacdo da molhabilidade dos filmes de PHBV-A90/R60
antes e ap6s a imobilizacdo dos peptideos RGD. A Tabela 5.4 apresenta os valores de
angulo de contato obtidos para os filmes de PHBV-A90/R60 e PHBV-A90/R60
biofuncionalizados com peptideos RGD nas duas distribui¢cdes (192 e 384 spots) e nas
trés concentracOes estabelecidas (1ug/spot, 100 ng/spot e 10 ng/spot) em relacdo aos
filmes PHBV-A90/R60.

Tabela 5.4. Angulo de contato dos filmes de PHBV-A90/R60 biofuncionalizados com

peptideos RGD e ndo funcionalizados.

MODIFICACAO MATERIAL ANGULO DE
CONTATO + DP (°)
1 PHBV-A90/R60 728+1,9
2 PHBV-A90/R60 + 10ng de RGD/192 66,0 + 2,8
3 PHBV-A90/R60 + 10ng de RGD/384 69,9+ 1,7
4 PHBV-A90/R60 + 100ng de RGD/192 39,1+9,1
5 PHBV-A90/R60 + 100ng de RGD/384 25,8+5,2
6 PHBV-A90/R60 + 1pg de RGD/192 31,8+4,0
7 PHBV-A90/R60 + 1pg de RGD/384 20,2 +1,9

Os valores de angulo de contato encontrados para os filmes de PHBV-A90/R60
imobilizados com o peptideo RGD mostraram uma relacdo de decréscimo em relacdo a
crescente concentracdo do peptideo e, também, em relacdo ao numero crescente de
spots sobre a superficie do material. Esta relacdo pode ser melhor visualidade na Figura
5.17.
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Grau de Hidrofilicidade dos Filmes de
PHBV
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Figura 5.17. Medida de hidrofilicidade dos filmes de PHBV antes e apds a
biofuncionalizacdo com RGD. As modificacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 correspondem aos
filmes de PHBV-A90/R60, PHBV-A90/R60 com 10ng de RGD/192, 10ng de RGD/384,
100ng de RGD/192, 100ng de RGD/384, 1ug de RGD/192 e 1ug de RGD/384,
respectivamente.

Assim, este aumento significativo da hidrofilicidade dos filmes de PHBV-A90/R60
biofuncionalizados com RGD estd atrelado a maior concentracdo dos peptideos
imobilizados na superficie do suporte e, também, ao maior nimero de spots ou pontos
de imobilizagdo dos peptideos dispostos sobre a superficie dos filmes.

Considerando que a molhabilidade pode ser descrita como uma avaliacdo da
afinidade do liquido com a superficie solida e é possivel relaciona-la com a energia de
superficie e o angulo de contato (6). Quando uma gota liquida é colocada sobre uma
superficie solida, esta ira se espalhar sobre a superficie ou permanecera em forma de
gota. O angulo 6, formado entre o liquido e o sélido, é conhecido como angulo de
contato. A Figura 5.18 mostra como 60 esta diretamente relacionado com as trés tensdes
superficiais das interfaces: solido-vapor (ysv), liquido-vapor (yLv) e sélido-liquido (ys.)
(SMITH, 1980).

ar (v)

'YLV

Yo Ta Séldo (9

Figura 5.18. Representacdo esquematizada do angulo de contato sobre uma superficie
plana (adaptado de SMITH, 1980).
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Superficies s6lidas com 6 < 90° possuem maior molhabilidade e
consequentemente maior energia de superficie. Solidos com 6 > 90° possuem menor
molhabilidade, menor energia de superficie (SMITH, 1980). Assim, a partir dos dados
citados acima se observa que as amostras modificadas com peptideos RGD (10ng de
RGD/192 e 10ng de RGD/384) e modificadas apenas por aminolise e reticulacdo
apresentaram consideravel molhabilidade. Entretanto, os filmes com 100ng/spot de
RGD e 1pg/spot de RGD em ambas as distribuicbes apresentaram molhabilidade
superior em relacao as demais.

As Figuras 5.19 e 5.20 mostram as imagens das gotas (0,2 mL cada) sobre os
filmes de PHBV-A90/R60 imobilizados com o peptideo RGD e ndo biofuncionalizados,
obtidas pelo gonidmetro, com seus respectivos valores de angulo de contato

(a) PHBV-A90/R60: 0 =72,8° + 1,9

(b) PHBV-AQ0/R60 + 10ng RGD/192  (c) PHBV-A90/R60 + 10ng RGD/384
0=66,0°+2,8

S ol

(d) PHBV-A90/R60 + 100ng RGD/192 (&) PHBV-A90/R60 + 100ng RGD/384
0=258°+5,2

angulo de contato sobre o filme ndo funcionalizado (a) e os filmes biofuncionalizados

(b), (c), (d) e (e).
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(c) PHBV-A90/R60 + 1pg RGD/192 (d) PHBV-A90/R60 + 1jig RGD/384
0=31.8°+4.0 0=20,2° +1,9

Figura 5.20. Imagens, e seus respectivos valores, das gotas obtidas durante a analise de

angulo de contato sobre os filmes biofuncionalizados (a) e (b).

A partir das imagens das gotas obtidas durante a analise de angulo de contato, foi
observado um aumento significativo da hidrofilicidade do filme de PHBV-A90/R60
frente as modificacGes impostas. Sendo que, esse ganho de hidrofilicidade foi mais
expressivo nas modifica¢bes envolvendo a distribui¢cbes com 384 spots em imobilizacdo
com 100 ng e 1ug de RGD/spot sobre a superficie do material. Esses dados confirmam
que os peptideos foram incorporados a superficie do material.

Com base nas imagens obtidas evidencia-se que ndo houve molhabilidade total da
superficie do filme, fendbmeno conhecido como superhidrofilicidade que esta
relacionado tanto ao aumento da concentracdo de grupamentos oxigenados (-COOH e -
OH) no material (ARIMA et al., 2007; WEI et. al., 2009), quanto ao aumento da
rugosidade da superficie. Dessa forma, conforme dados citados na literatura por Ma et
al. (2007), estes dados contribuem para a importancia da moderada hidrofilicidade, que
tem sido requerida no desenvolvimento e aplicacdo de novos materiais, devido a
capacidade de promoverem uma apropriada de adsorcdo de proteinas preservando a
conformacdo natural das mesmas e assim, desencadeando a resposta inicial da interagcdo
célula/biomaterial. Superficies que apresentam alta hidrofilicidade podem repelir as
moléculas de proteina e inibir o processo de adsorcdo. As superficies hidrofébicas
favorecem a adsorcéo de proteinas sob condi¢des aquosas, porém as mesmas podem
induzir fortemente a adsorcdo irreversivel e desnaturar a conformacdo nativa das

proteinas, prejudicando sua bioatividade (MA et al., 2007).
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5.5.3. Energia de superficie dos filmes de PHBV modificados

Visando o estudo das forcas atrativas na superficie dos filmes de PHBV-A90/R60
biofuncionalizados, foi avaliada a energia de superficie antes e ap6s a imobilizacdo com
peptideos RGD. A Figura 5.21 mostra a variacdo da energia de superficie e de suas
componentes polar e dispersiva em funcdo do tipo de imobilizagcdo imposta aos filmes
de PHBV.

Energia de Superficie e seus componentes
80,00

70,00 = —

60,00
50,00

® Componente
40,00

B comnanente
30,00 -

Eneraia de
20,00 -

Energia/area (mJ/im?2)

10,00 -

0,00 -

Modificactes

Figura 5.21. Energia de Superficie e seus componentes dos filmes de PHBV-A90/R60
biofuncionalizados e nao funcionalizado. As modificacbes 1, 2, 3, 4, 5 6 e 7
correspondem aos filmes de PHBV-A90/R60, PHBV-A90/R60 com 10ng de RGD/192,
10ng de RGD/384, 100ng de RGD/192, 100ng de RGD/384, 1ug de RGD/192 e 1ug de
RGD/384, respectivamente.

O estudo das forcas atrativas nas interfaces entre o liquido e o sélido sugere que a
energia livre total numa superficie seja a soma de contribui¢des de diferentes forcas
intermoleculares. Assim, a energia de superficie pode ser dada pela equagdo (y=yP +y
D). Onde P e D referem-se, respectivamente, a componente polar e dispersiva (nao
polar) da energia de superficie. A componente polar inclui todas as interagBes entre o
solido e o liquido, tais como dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ligacbes de
hidrogénio, etc, enquanto que a componente dispersiva é resultante de interagdes de
dipolo Momentaneo (HSIEH et al., 2004).

Com base nos dados mostrados na Figura 5.21, observa-se que a energia de
superficie é funcdo da componente polar. Sendo que essa relagdo entre a energia de
superficie total e o componente polar foi evidenciada para valores de concentragdes do
peptideo RGD a partir de 100 ng/spot. Este dado se justifica em razdo da expressiva

concentracdo de peptideos carregados na superficie dos filmes, o que reflete na sua
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componente polar e, por consequéncia, na energia de superficie total. Em relacdo as
mesmas concentra¢des de 100 ng/spot e 1 pg/spot para as diferentes distribuicdes (192 e
384 spots/area) foi observado um aumento consideravel na componente polar e, por
consequéncia, na energia de superficie.

E sempre importante ressaltar a importancia das propriedades de superficie dos
biomateriais, as quais atuam como papel fundamental no processo de adeséo das células
adjacentes. A ades&o celular e seu espraiamento no biomaterial séo, entre outros fatores,
dependente da molhabilidade da superficie do material. Medidas de molhabilidade do
material, expressas pelo angulo de contato na presenca de diferentes liquidos,
correspondem a um indice de citocompatibilidade. Estudos realizados com materiais
poliméricos como o politetrafluoretileno (PTFE), borracha de silicone (SR) e polietileno
de alta densidade (HDPE) por Hallab et al. (2001) mostram que a energia de superficie
representa um fator determinante, e pode ser mais Util do que rugosidade da superficie
para dirigir a adesdo e colonizacdo de células de fibroblastos sobre estes materiais para
aplicacdo no campo da Engenharia Tecidual.

Estudo realizado por Kubies et al. (2011) avaliaram o efeito das propriedades de
superficie de materiais para implante ésseo como rugosidade e energia de superficie
sobre a interagdo com células de osteoblastos humanos. A baixa proliferagéo celular foi
associada ao material polimérico testado (polietileno) em razdo da componente polar da
energia de superficie estar proxima a zero. Neste trabalho os autores concluem que a
adesdo celular esta diretamente relacionada a componente polar da energia de
superficie. Além disso, é destacado neste trabalho que a molhabilidade da superficie
corresponde a um fator significante sobre a atividade de osteoblastos em superficies

Muito pouco rugosas.

5.5.4. Ultraestrutura dos filmes de PHBV por MEV

Foram realizadas analises por MEV dos filmes de PHBV imobilizados com o
peptideo RGD com 10 ng/spot e 1pg/spot em ambas as distribuicBes, com 192 e 384
spots na superficie. Além disso, foram avaliados os filmes de PHBV sem modificacéo;
apenas aminolisado por 90 minutos; aminolisado por 90 minutos e reticulado por 60
minutos e imobilizado apenas com celulose.

A Figura 5.22 mostra as micrografias eletrénicas de varredura da superficie dos

filmes de PHBYV sem modificacdo, dos filmes modificados por amindlise (PHBV-A90),
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dos filmes modificados por amindlise e reticulagdo (PHBV-A90/R60) e dos filmes de
PHBV-A90/R60 com celulose. A Figura 5.23 mostra as imagens da superficie dos
filmes de PHBV-A90/R60 ap6s a imobilizacdo de diferentes concentragdes de peptideo

e em diferentes distribuicdes.

AL e
G S M

COPPE

(a)500x e (b) 3000x; filmes de PHBV-A90 (c) 500x e (d) 3000x; PHBV-A90/R60
(e)500x e (f) 3000x e PHBV-A90/R60 + celulose (g)500x e (h)4000x.
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Figura 5.23. Imagens de MEV da superficie dos filmes de PHBV-A90/R60 com 10ng
de RGD/spot em 192 distribuicdes/area (a) 500x e (b) 1000x; com 1ug de RGD/spot em
192 distribui¢es/area (c) 500x e (d) 1000x; com 10ng de RGD/spot em 384
distribuicbes/area (e) 500x e (f) 1000x e com 1ug de RGD/spot em 384
distribuicGes/area (g) 500x e (h) 1000x.

Analisando a Figura 5.22, as imagens (a) e (b) correspondem aos filmes de PHBV

sem modificacdo e apresentam pequenas alteracbes na malha polimérica do material,
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provavelmente originadas em razdo da solubilizacdo insuficiente durante o preparo da
solugédo de PHBYV, e pequenos poros, possivelmente formados pela evaporagdo do
solvente cloroférmio. Analisando as imagens (c) e (d) que correspondem ao filme de
PHBV-A90, é evidente que a reacdo de amindlise proporcionou uma maior
uniformidade na superficie do material. Além disso, pode ser observado que a
modificacdo proporcionou a formacgdo de poros na superficie, possivelmente devido a
reacdo de hidrolise que ocorre simultaneamente aminolise, causando a quebra das
cadeias poliméricas. Ja em relacdo ao filme de PHBV-A90/R60, evidenciados nas
imagens (e) e (f) da Figura 5.21, a malha polimérica apresentou um aspecto ainda
uniforme, emaranhado e sem a presenca de poros, o que configura que o processo de
reticulacdo foi realizado de maneira eficiente. Em todas estas imagens foi possivel
visualizar uma rede distorcida com grande quantidade de reentrancias. Essas
reentrancias observadas podem ser atribuidas as cadeias de PHBV.

As imagens (g) e (h) da Figura 5.22 correspondentes ao filme de PHBV-A90/R60
+ celulose apresentaram grandes aglomerados em toda superficie do material, é
provavel que esta alteracdo corresponda as fibras de celulose, oriundas do processo de
imobilizacdo dos peptideos contendo RGD, ja que a celulose esta ligada covalentemente
aos peptideos, neste material ndo ha peptideos imobilizados.

A Figura 5.23 mostra que os filmes de PHBV-A90/R60 com peptideo RGD em
ambas as distribuicdes (192 e 384 spots/area) apresentaram alterac6es significativas na
superficie do material em relacdo ao filme de PHBV-A90/R60, sendo que o filmes na
distribuicdo de 192 spots/area apresentou mais regides sem material depositado em
comparagdo a imagens obtidas na distribuicdo de 384 spots/area, estas imagens sdo
mostradas na Figura 5.24. Estas variacdes de regifes adesivas e ndo adesivas
configuram um importante aspecto a ser considerado no ensaio de adesao. Vale ressaltar
também, que as alteracbes observadas na superficie dos filmes de PHBV sem
modificacdo e aquelas apresentadas nos filmes correspondentes as imagens (g) e (h) da
Figura 5.22 séo bastante diferentes e correspondem a alteracdes de natureza distinta. As
alteracOes visualizadas na superficie dos materiais, imagens (a)-(h) na Figura 5.23,
mostram que a imobilizacdo utilizando como agente de interacdo — a celulose - foi

alcancada.
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Figura 5.24. Imagens de MEV da superficie dos filmes de PHBV-A90/R60 com 10ng
de RGD /spot em 192 distribui¢Ges/area 100x (a) e em 384 distribui¢bes/area 100x (b).

5.5.5. Avaliacdo da rugosidade dos filmes de PHBV modificados

A anélise de rugosidade média quadratica (RMS) das superficies dos filmes de
PHBV nas diferentes condicdes estabelecidas no presente trabalho foi realizada com
base em imagens de topografia de 50 um x 50 um obtidas por AFM. A Figura 5.25
mostra o grafico com os valores de rugosidade média obtidos para os filmes de PHBV

modificados com peptideos RGD, modificados por amindlise e reticulagdo e ndo-

modificados.
Rugosidade Média quadratica
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Figura 5.25. Rugosidade Média dos filmes de PHBV por AFM. As modificaces 1, 2, 3,
4,5, 6 e 7 correspondem aos filmes de PHBV-A90/R60, PHBV-A90/R60 com 10ng de
RGD/192, 10ng de RGD/384, 100ng de RGD/192, 100ng de RGD/384, 1ug de
RGD/192 e 1ug de RGD/384, respectivamente. A condicdo 8 corresponde ao filme de
PHBYV puro.
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A Microscopia de Forca atdbmica também possibilita a visualizacdo das superficies
dos materiais no formato 3D. A Figura 5.26 mostra imagens de microscopia de forca
atémica (AFM), em formato tridimensional, da superficie dos filmes de PHBV puro em
de 10um x 10um e os PHBV-A90R60 e apos a imobilizacdo dos peptideos RGD nas
diferentes condi¢fes impostas de 50um x 50um, vide Tabela 5.4, estabelecidas no

presente trabalho.

534.3 nm 469.1 nm

465.3 nm 589.5 nm
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Figura 5.26. Imagens de microscopia de forca atbmica (AFM), em formato

471.1 nm

tridimensional, da superficie dos filmes de PHBV puro de 10um x 10um (a); PHBV-
A90/R60 (b); PHBV-A90/R60 com10ng de RGD/192 (c); PHBV-A90/R60 com 10ng
de RGD/384 (d); PHBV-A90/R60 comlug de RGD/192 (e); PHBV-A90/R60 com 1ug
de RGD/384 (f) de 50um x 50um.

Analisando os dados do grafico da Figura 5.25 é possivel avaliar as diferencas nos
valores de RMS para os diferentes tratamentos. O filme de PHBV puro apresentou uma

ligeira elevacédo da rugosidade em relagéo ao filme de PHBV-A90/R60, este dado pode
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ser contatado analisando as imagens 3D (a) devido a maior presenca de vales na
superficie. Os filmes de PHBV-A90R60 (condicdo 1) apresentaram em relacdo aos
filmes de PHBV-A90/R60 + 100ng de RGD/384 (condi¢do 5) uma ligeira diminuicdo
no valor de RMS. Estes filmes biofuncionalizados apresentaram o menor valor de RMS
em relacdo aos demais modificados com peptideo RGD. Podemos considerar neste caso
um rearranjo molecular, em raz&o das reacfes de amindlise e reticulacdo submetidas ao
material assim, por consequéncia, “preenchendo” os possiveis vales contidos na
superficie do material. J& analisando as condi¢bes de modificacbes 3 e 4 (para 10
ng/spot) e, 5 e 6 (para 100 ng/spot) foi observado, em ambos 0s casos, uma diminuicao
no valor de rugosidade média nas distribuicGes de 384 spots/superficie em relagdo a
distribuicdo de 192 spots. Essa diminuicdo de rugosidade considerando a superficie de
384 spots/area é esperada ja que essa distribuicdo possibilita uma maior homogeneidade
na superficie, pois 0s pontos de imobilizacdo dos peptideos sobre o material estdo mais
proximos uns dos outros. Considerando as amostras 6 e 7, podemos atribuir essa alta
rugosidade promovida e o desvio padrdo mais acentuado em razdo da elevada
concentracdo de peptideos imobilizados por area total de filme, principalmente no filme
com 192 spots/area. Portanto, a partir destes dados de rugosidade, observamos que 0s
métodos de preparacdo de superficie podem afetar significativamente as propriedades da
superficie e subseqlientemente as respostas bioldgicas que ocorrem nessa superficie. Do
ponto de vista in vitro, a resposta de células e tecidos em superficies de implantes pode
ser afetada macroscopicamente pela topografia ou geometria da superficie, bem como
pela rugosidade da superficie.

A influéncia da rugosidade da superficie sobre a forca de adesdo é mostrada em
estudos realizados por Hallab et al. (2001). No estudo ha claramente um efeito da
rugosidade da superficie, independente do tipo de material, na forca de adesao celular.
Outro aspecto a ser considerado em relacdo ao efeito da microestrutura superficial sobre
a adesdo celular é o tipo de célula. Existem células com caracteristicas como afinidade
por rugosidade de superficie, cujas superficies rugosas sdo preferidas, como
osteoblastos, macrofagos, células epiteliais e leucdcitos e, células que sdo mais atraidas
por superficies lisas, como células gengivais (fibroblastos) (ELIAS et al., 2004).

De acordo com Elias e Lima (2005), levando-se em consideracdo que a interacao
das células com o implante € afetada pela topografia do material em nivel macroscopico
e a rugosidade em nivel microscopico, espera-se que o aumento da area superficial do

implante, aumente o nimero de sitios possiveis para as células se ligarem, facilite o
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crescimento dos tecidos e aumente a estabilidade mecénica. Porém, isto ndo é uma regra
geral. Para os autores, a rugosidade da superficie deve ser controlada porque as células
necessitam de pontos de ancoragem na superficie do implante para iniciar a proliferacdo
e garantir a biofixacdo. Se a superficie possui rugosidade muito menor que o tamanho
das células, podera ocorrer auséncia dos sitios de fixacdo. Por outro lado, se o implante
possuir grandes nimeros de picos ou vales, mas estes possuem superficies lisas, as
células, igualmente, ndo poderao se fixar.

Em estudo realizado por Kubies et al. (2011) foi possivel observar que ndo ha
uma relacdo direta entre rugosidade de superficie e a adesdo celular promovida por
células de osteoblastos e fibroblastos, contrariando a tendéncia de favorecimento da
rugosidade para células de osteoblastos citada por outros autores (ELIAS et al. 2004).
Inclusive, eles concluem que a rugosidade maiores em termos de dimens6es celulares
nédo correspondem a um favorecimento da resposta celular.

Com base nas imagens de topografia referente a Figura 5.26 dos filmes dispostos
em 3D [a — f], é claramente observado que as modificacGes alteraram de maneira
significativa a superficie do material. Analisando as imagens (a) e (b) fica claro que as
etapas de modificacdo por amindlise e reticulacdo alteraram a rugosidade da superficie
tornando menos rugosa em relagdo ao filme de PHBV puro. Em relagdo as demais
imagens de topografia observamos o efeito da concentracdo do peptideo sobre a
rugosidade da superficie dos filmes. As imagens (c) e (e) referentes aos filmes com10ng
de RGD/192 e com 1ug de RGD/192, respectivamente, apresentaram diferencas de
rugosidade significativas por toda a superficie do material. Esta diferenca esta
diretamente relacionada com a diferenca de concentracdo do peptideo imobilizado e
representa um dado muito interessante a ser avaliado frente a sua acessibilidade celular.
A topografia dos filmes imobilizados com 10ng de RGD/384 e com 1ug de RGD/384,
respectivamente, apresentou-se completamente distinta. E mostrada na imagem (f) uma
regido da superficie com maior elevacdo e outra com menor elevagdo resultado da
distribuicdo com 384 spots/area com elevada concentracdo de peptideo. Na imagem (d)
se observa uma distribuicdo homogénea de picos na superficie do material e na imagem
(c) se observa poucos picos na superficie do material, em ambos 0s casos a topografia
corresponde a superficies de baixa rugosidade. Analisando as imagens (e) e (f)
verificam-se irregularidades na distribuicdo de picos sobre a superficie do material o

que corresponde a alta rugosidade. Esse elevado desnivel observado na imagem (f)
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corresponde a elevada concentracéo de peptideos imobilizados na superficie do material

gerado possivelmente pela unido dos pontos de imobilizacdo (spots).

5.6. TESTES BIOLOGICOS IN VITRO

5.6.1. Andlise de Citotoxicidade

A exposicdo das células de osteoblastos aos extratos provenientes dos diferentes
filmes de PHBV modificados utilizados no teste ndo provocou morte celular. Os
materiais avaliados foram: filme de PHBV com celulose (sem RGD); filme de PHBV
com 10ng, 100ng e 1 pg de RGD em 384 spots distribuidos sobre a superficie do
material. Além disso, como controle ndo-toxico (negativo) foi utilizado o poliestireno
por ndo causar nenhuma perturbacdo ao crescimento celular. Como controle tdxico
(positivo) foi utilizado latex por se tratar de um material extremamente toxico para as
celulas. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de normalidade de D"Agostino e
Pearsons. Em seguida, foi aplicada uma Analise de Variancia (ANOVA) com pds-teste
de Tukey, comparando todos 0s grupos experimentais.

Inicialmente, foi realizada a anélise de Viabilidade Celular utilizando o ensaio de
XTT. Este teste possibilita avaliar a atividade respiratéria das células a partir da
conversdo mitocondrial do sal tetrazélio hidrossolivel (XTT) de coloracdo amarela a
formazana, um composto de coloracdo laranja. Enfim, este ensaio possibilita detectar

celulas vivas. Os resultados obtidos estdo expostos na Figura 5.27.
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Figura 5.27. - Grafico da analise de citotoxicidade baseado na atividade respiratéria por
XTT em células de osteoblastos. O asteristico (*) corresponde a diferenca significativa

em relacdo aos demais grupos determinado por analise estatistica.
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A partir dos dados obtidos neste ensaio utilizando XTT foi possivel observar que
a atividade respiratéria das células de osteoblastos ndo foi afetada de maneira negativa
pela exposicdo aos extratos obtidos a partir dos diferentes filmes de PHBV, pois
nenhum dos dados esta abaixo do valor encontrado para o controle negativo
(poliestireno). Foram encontradas diferencas consideradas significativas com um erro
alfa = 0,05, onde o asterisco indica diferenca significativa para com todos os outros
grupos experimentais (p<0,05, ANOVA). Isso mostra que nenhum dos filmes de PHBV
modificados apresentam efeito toxico sobre as células e que as condicOes estabelecidas
para teste confirmam que as células estavam perfeitamente viaveis, visto que ndo houve
atividade respiratoria das células submetidas ao extrato obtido a partir do latex (controle
positivo).

A segunda analise foi baseada na capacidade de incorporagdo do corante vermelho
neutro (VN) pelas células de osteoblastos presentes nos pocos da placa expostas aos
extratos obtidos a partir dos diferentes filmes de PHBV modificados e dos controles (0s
mesmos utilizados no ensaio com XTT). Este ensaio permitiu avaliar a
sobrevivéncia/viabilidade celular, uma vez que o corante é englobado e acumulado nos
lisossomos. Ao final da anélise, as células foram digeridas para a eluicdo do corante e
leitura da intensidade da coloragdo das solucgdes foi realizada no espectrofotémetro. A

Figura 5.28 mostra os resultados obtidos no ensaio com vermelho neutro.
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Figura 5.28. Grafico do ensaio de citotoxicidade baseado na incorporagdo do
corante vermelho neutro pelos lisossomos das células de osteoblastos. O asteristico (*)
corresponde a diferenca significativa em relacdo aos demais grupos determinado por

analise estatistica.
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Considerando os dados apresentados na Figura 5.28, é possivel dizer que os filmes
de PHBV maodificados ndo apresentaram carater toxico para as células de osteoblastos,
uma vez que os valores de integridade celular associados aos extratos obtidos a partir
dos diferentes filmes ficaram acima daqueles encontrados para o controle negativo,
citado apenas como controle. J& em relacdo ao controle positivo — latex, este apresentou
um percentual de integridade celular bem inferior em relacéo aos demais por se tratar de
um material sabidamente toxico para células. A diferenca de integridade celular entre o
controle positivo e os demais grupos foi considerada significativa com um erro alfa =
0,05, onde o asterisco indica essa diferenca significativa para com todos 0s outros
grupos experimentais (p<0,05, ANOVA).

O dltimo teste realizado para avaliar a viabilidade das células também foi
conduzido a partir dos extratos obtidos pela exposicdo dos diferentes filmes de PHBV
ao meio de cultura. Estes filmes foram avaliados frente a capacidade de inclusdo do
corante cristal violeta (CV) no material genético das células posteriormente mortas e
fixadas nos pocos da placa. A partir desta analise foi possivel avaliar a densidade celular

por poco. Os resultados estdo expostos na Figura 5.29.
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Figura 5.29. Grafico da andlise de citotoxicidade baseado na de inclusdo do
corante cristal violeta no material genético das células de osteoblastos. O asteristico (*)
corresponde a diferenca significativa em relacdo aos demais grupos determinado por

analise estatistica.

99



Com base nos dados fornecidos pela Figura 5.29, foi possivel observar que os
filmes de PHBV sem RGD, com RGD e o controle negativo, apresentaram valores de
densidade celular bastante significativos em relacdo ao controle positivo. Ja em relacéo
ao controle positivo — latex, este apresentou um percentual desprezivel de densidade
celular por se tratar de um material sabidamente toxico. Essa diferenca de densidade
celular entre o controle positivo e os demais grupos foi considerada significativa com
um erro alfa = 0,05, onde o asterisco indica essa diferenca significativa para com todos
0S outros grupos experimentais (p<0,05, ANOVA).

5.6.2. Ensaio de Adesao

A partir dos resultados preliminares obtidos no ensaio de Adesdo, foi possivel
constatar um pronunciado efeito de adesdo das células de osteoblastos sobre os filmes
de PHBV-A90R60 com 100ng de RGD/spot em relacdo aos filmes com 10 ng e 1ug de
RGD/spot na distribuicdo de 384 spots/area total. Os filmes de PHBV-A90R60
biofuncionalizado com 1ug de RGD/spot apresentou um efeito de adesdo ligeiramente
inferior em relacdo ao filme com 10 ng de RGD/spot. Ja em relacdo ao filme com
celulose, sem peptideos RGD, apresentou uma quantidade de células muito pouco
expressiva em relagdo aos demais filmes submetidos ao ensaio. Este dado sugere que 0s
aglomerados de celulose, ligados covalentemente aos peptideos RGD, ndo interferem na
adesdo celular in vitro de osteoblastos. E importante destacar que a quantidade de
celulose imobilizada neste filme (sem RGD) corresponde ao mesmo volume utilizado
da solucéo de celulose-peptideo ressuspendido em DMSO para a imobilizacdo de 100ng
de RGD/spot. Desse modo, a quantidade de celulose imobilizada no filme sem
peptideos RGD é equivalente a celulose presente no filme com 100ng de RGD/spot.

As contagens médias dos 12 campos aleatorios e ndo sobrepostos obtidos foram
analisadas pelo teste de normalidade de D Agostino e Pearsons. Em seguida, foi
aplicada uma Analise de Variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey, comparando
todos os grupos experimentais. Diferencas foram consideradas significativas com um
erro alfa = 0,05. A Figura 5.30 mostra o grafico que representa a média e erro padrdo da
contagem de ndcleos marcados com DAPI em 12 campos 2 horas ap0s semeadas as
células de osteoblastos MC3T3-E1 (10* células/poco) sobre as diferentes superficies, e

observadas em microscépio de fluorescéncia com objetiva de 10X.
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Figura 5.30. Teste de adesdo inicial de osteoblastos sobre as superficies de PHBV
modificadas com RGD. O gréafico representa a média e erro padrdo da contagem de
nacleos marcados com DAPI. O asterisco indica diferenca significativa para com todos

0s outros grupos experimentais (p<0,05, ANOVA).

Estudo realizado por Kubies et al. (2011) avaliaram o efeito das propriedades de
superficie de materiais para implante 6sseo como rugosidade e energia de superficie
sobre a interacdo com células de osteoblastos humanos. Neste trabalho os autores
concluem que a baixa proliferacdo de osteoblastos esta associada a baixa componente
polar da energia de superficie. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacao
direta entre rugosidade e superficie a partir dos materiais analisados. Porém, neste
trabalho é citado que uma elevada rugosidade, maior que as dimensdes celulares, ndo
oferece melhora na resposta celular. Estes dados colaboram com os resultados
alcancados para os filmes de PHBV imobilizados com 100 ng/spot de peptideo RGD
que apresentou uma elevada adesdo celular. Este material coincidentemente apresenta
caracteristicas como elevada componente polar da energia de superficie e baixa
rugosidade.

Perlin et al. (2008) explicam como a adeséo celular pode ser prejudicada pela alta
concentracdo de peptideos RGD imobilizados na superficie. Eles justificam este fato
pelo empacotamento gerado pelo excesso de peptideos imobilizados na superficie de um
dado material tornando-os inacessiveis aos receptores celulares que os reconhecem, as
integrinas. Além disso, outros autores também atribuem este prejuizo da adesédo celular

provocado pela desorcdo de peptideos da superficie do material em funcdo da alta
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concentracdo. Estes peptideos desorvidos acabam se ligando as integrinas das células
impedindo a sua adesdo ao material. Este efeito de desor¢do pode ser atribuido ao nosso
material com alta concentracdo de peptideos RGD em razdo da imobilizacdo mediada
pela celulose a superficie do material ndo ser de natureza covalente e sim por adsorcao,
via interacdes de Van der Waals.

A Figura 5.31 mostra as imagens dos nucleos das células de osteoblastos
marcados com DAPI visualizados no microscopio invertido no aumento de 10x. As
imagens correspondem aos filmes de PHBV-A90/R60 com celulose, sem RGD (a),
PHBV-A90/R60 com 10ng de RGD/spot (b), filmes com 100 ng de RGD/spot (c) e com
1ug de RGD/spot (d) na distribuicdo de 384 spots/ area total de filme.

Figura 5.31. Nucleos celulares marcados com DAPI visualizados no microscéopio
invertido no aumento de 10x. As imagens correspondem aos filmes de PHBV-A90/R60
com celulose, sem RGD (a), com 10ng de RGD/spot (b), com 100ng de RGD/spot (c) e
com 1ug de RGD/spot (d) na distribuicdo de 384 spots/ area total de filme.
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CAPITULO VI - CONCLUSOES

6.1. CONCLUSOES

» A Producdo dos filmes de PHBV pela técnica de evaporacdo de solvente foi
bastante eficiente, visto que possibilitou a formacdo de filmes finos com
pouquissima ondulacdo. Esta caracteristica foi essencial para adequacdo ao
método de CelluSpot.

= A técnica de Spot Synthesis ndo foi passivel de ser utilizada para sintese de
peptideos sobre filmes de PHBV;

= A modificacdo por amindlise e reticulagdo aumentou a molhabilidade dos filmes
de PHBV;

= Os filmes de PHBV-A90R60 foram definidos como os mais adequados para
imobilizagdo por CelluSpot devido a molhabilidade semelhante ao suporte
aplicado a técnica de CelluSpot, percentual de imobilizacdo e menor tempo de
tratamento;

» Foi possivel modificar as propriedades dos filmes de PHBV de forma a ser
utilizado como substrato para método de CelluSpot;

» A imobilizacdo dos filmes de PHBV-A90/R60 na concentracdo de 1 ug/spot de
peptideos RGD foi confirmada por FTIR, sendo aqueles imobilizados com 10 ng e
100 ng ndo foram passiveis de confirmagdo possivelmente em razdo da baixa
concentracdo do peptideo imobilizado correspondente a nanograma;

» As andlises de AFM mostraram diferenca na morfologia da superficie dos filmes
imobilizados com diferentes concentracdes do peptideo RGD (10 ng, 100 ng e 1
pg/spot) confirmada pela rugosidade (RMS);

» A andlise por MEV mostrou diferencas na morfologia dos filmes de PHBV puro,
PHBV-A90, PHBV-A90R60 e dos filmes biofuncionalizados com peptideos
RGD;

»= A andlise por FTIR das membranas utilizadas para fins de imobilizacdo no
método de CelluSpot mostraram ser constituidas por poliésteres;

= A analise utilizando o sistema de MALDI-Imaging permitiu determinar a massa
do peptideo sintetizado confirmando assim a sintese da sequéncia de interesse
(RGD-G-RGD-G-RGD-G) por método de CelluSpot;
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As analises por angulo de Contato e energia de Superficie mostraram mudancas
significativas nos filmes de PHBV-A90R60 com 10 ng/spot, 100 ng/spot,
1pg/spot de RGD (em 192 e 384 spots/area);

A analise da energia de Superficie mostrou que as variagdes da energia total dos
filmes s@o dependentes da componente polar em razdo da concentracdo crescente
de peptideos imobilizados 10 ng/spot, 100 ng/spot, 1 ug/spot de RGD nos dois
modos de distribuicao;

O teste multiparamétrico de viabilidade celular considerou os materiais néao
citotoxicos;

O ensaio de adesdo celular in vitro mostrou que os filmes imobilizados com
100ng de RGD/spot na distribuicdo de 384 spots/area apresentaram um aumento
significativo da adesao de osteoblastos em relacdo aos demais;

O método de celluspot pode ser utilizado com sucesso para a imobilizacdo de
sequéncias de peptideos na superficie de filmes de PHBV modificados, sendo uma
técnica em potencial para a producdo de biomateriais bioativos aplicaveis a

engenharia tecidual.
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CAPITULO VII - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

= Realizar ensaio de Citotocixidade e Adesdo para os demais filmes imobilizados

com peptideos RGD na distribuicdo com 192 spots/area;

Avaliar a sensibilidade de imobilizacdo de peptideos sobre os filmes de PHBV

para outras aplicacoes;

= Realizar ensaios bioldgicos in vitro com os filmes de PHBV biofuncionalizados
com peptideos RGD utilizando tempos mais longos para avaliar sua influéncia
sobre a proliferacéo celular;

= Utilizar o método de Celluspot para imobilizar na superficie de PHBV outras

sequéncias de peptideos também importantes para as respostas celulares;

= Avaliar a imobilizacdo de peptideos na superficie de arcaboucos tridimensionais.
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