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O objetivo do trabalho foi avaliar a resposta de células osteoblasticas MC3T3 aderidas
sobre arcaboucos de poli(3-hidroxibutirato) — PHB - funcionalizados com fibronectina
(Fn) imobilizada por adsor¢éo fisica (PHB-FN) ou por ligacdo covalente (PHB-EDC-
FN). Os arcaboucos apresentaram porosidade de 85%, determinada por
microtomografia. Por meio da estimativa de carga superficial, foi possivel comprovar a
imobilizacdo da Fn e observar diferencas na forma de imobilizacdo desta proteina em
funcdo do método utilizado. Os arcaboucos foram considerados ndo-citotoxicos. A
dosagem da atividade da fosfatase alcalina indicou que as células cultivadas nos trés
grupos de arcaboucos estavam ativas e diferenciando-se em osteoblastos por volta do
14° dia. Foi verificado que a imobilizacdo com Fn via ligacdo covalente propiciou maior
espraiamento das células nas primeiras 48h de cultura em comparacdo com 0s demais
grupos. Por outro lado, apo6s 21 dias de cultivo, as células depositadas sobre todos os
grupos apresentavam atividade e morfologia semelhante, com deposicdo de
componentes de matriz extracelular. Os resultados sugerem que a imobilizacdo de Fn
sobre arcaboucos de PHB e o método utilizado para a sua imobilizagdo ndo afetam a

atividade celular tardia e sua morfologia neste periodo.
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The aim of this study was to evaluate the response of MC3T3 osteoblastic cells adhered
on poly(3-hydroxybutyrate) - PHB - scaffolds functionalized with fibronectin (Fn),
which was immobilized by physical adsorption (PHB-FN) or by covalent bond (PHB-
EDC-FN). The scaffolds showed 85% of porosity, as determined by microtomography.
By the surface charge estimative, it was possible to confirm the immobilization of Fn
and observe differences in immobilization of the protein depending on the method used.
The scaffolds were considered non-cytotoxic. Determination of alkaline phosphatase
activity indicated that cells cultured on the three groups of scaffolds were active and
differentiating into osteoblasts at around the 14th day. It was found that immobilization
via covalent bond with Fn provided greater spreading of the cells within the first 48 h of
culture when compared with the other groups. On the contrary, after 21 days of culture,
the cells cultured on all groups had similar activity and morphology, with deposition of
extracellular matrix components. The results suggest that immobilization of Fn on PHB
scaffolds and the method used for its immobilization did not affect the late cellular

activity and their morphology in this period.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducéo

Ao longo dos anos, a medicina regenerativa langa mao de diversos recursos para o
tratamento de tecidos e 6rgaos danificados. O transplante é uma das técnicas mais empregadas
na cura de lesGes ou doencas que levam a perda das funcGes teciduais normais. Porém, os
diferentes tipos de transplantes apresentam determinadas limitagdes, como a escassez de
doadores e de material doado, o risco de contaminacdo do organismo receptor por patégenos
oriundos do organismo doador, além do risco de rejeicdo do material transplantado. Devido a
esses fatores, é crescente a busca por alternativas que possam ser utilizadas, com eficacia, no

tratamento de injdrias (BADYLAK et. al., 2010).

Os materiais utilizados para regeneracdo tecidual podem ser classificados como
temporarios ou permanentes, de origem natural ou sintética, quanto as classes podem ser
poliméricos, metalicos, ceramicos ou materiais compositos. Ligas metélicas sdo amplamente
empregadas na regeneracdo de lesdes Osseas, porém apresentam desvantagens, tais como a
baixissima taxa de degradacdo em ambiente biolGgico, ter o potencial carcinogénico no
organismo e a possibilidade de corrosdo do material, com a liberagdo de particulas que podem
estimular uma resposta imune aguda no paciente. Além disso, em alguns casos, os implantes
metélicos necessitam de remogéo, expondo o0 paciente aos riscos de uma nova cirurgia. Essas
desvantagens associadas ao uso de ligas metélicas no organismo fazem com que os materiais
poliméricos e compdsitos ganhem cada vez mais espaco como alternativas para utilizacdo na

medicina regenerativa (BARBANTI et. al., 2005).



A engenharia tecidual é uma area interdisciplinar que abrange conhecimentos das
ciéncias da saude (biologia, medicina, entre outras) e da engenharia. Seu principal foco é a
busca por substitutos biol6gicos que possam reparar tecidos danificados e/ou desempenhar

funcdes de tecidos saudaveis (NEREM E SAMBANIS, 1995).

Para gque um biomaterial seja um candidato em potencial para ser usado na regeneracao
de um sitio do corpo, devera possuir algumas caracteristicas basicas, tais como
biocompatibilidade, capacidade de biodegradacdo e bioreabsorcdo e propriedades mecénicas
compativeis aquelas apresentadas pelo tecido a ser regenerado. Além disso, deve ser facilmente
fabricado e produzido. Muitos dos materiais poliméricos apresentam essas caracteristicas e, por

isso, se tornaram alvo de estudos da engenharia tecidual (LIU et. al., 2009).

Os biomateriais podem ser moldados em arcabougos porosos. A interconexdo desses
poros é fundamental para os processos de adesdo, espraiamento e crescimento celular no
material (MURPHY et. al., 2010). As propriedades mecénicas do arcabougo terdo papel
importante na diferenciacéo celular, uma vez que é preciso fornecer a célula uma superficie que
apresente rigidez para suportar seu peso e certa tenacidade para que o material ndo frature e
perca suas caracteristicas estruturais tdo facilmente. Essa Ultima caracteristica ird variar de

acordo com o tipo de tecido a ser produzido.

Dentre os polimeros, os polihidroxialcanoatos se destacam como possiveis alternativas
para uso na regeneracdo tecidual, pois possuem algumas das propriedades desejadas para um
biomaterial. S&o poliésteres produzidos por diferentes tipos microbianos. Os
polihidroxialcanoatos podem ser capazes de regenerar diversos tecidos, como 0sso, cartilagem,

pele, tenddo entre outros.

O poli (3-hidroxibutirato), também chamado PHB, é um polimero pertencente ao grupo
dos polihidroxialcanoatos (SUDESH et. al., 2000). Apesar de ser biodegradavel,
bioreabsorvivel e biocompativel com diversos tipos celulares ndo possui grupamentos

sinalizadores de ades&o celular em sua superficie, ou seja, ndo € bioativo.



Os arcabougos de PHB podem ser produzidos de diferentes maneiras e podem ser
modificados, fazendo com que esse material possa atender as necessidades especificas dos
diferentes tratamentos para a qual ele serd empregado (PUPPI et al., 2010). Um desses
processos de modificacdo acontece pela imobilizacdo de proteinas na superficie do material, a
fim de aperfeigoar os processos biol6gicos (GARCIA et. al., 1999). Uma molécula que pode ser
imobilizada no arcabouco é a fibronectina (Fn), proteina adesiva que se encontra na forma
solivel no plasma e insollvel na matriz extracelular e que participa de diversos processos
fisiologicos, como a cicatrizacdo, adesdo celular, migracdo, espraiamento, diferenciacdo e
proliferacdo (VALLIERES et al., 2007). Essa proteina possui sitios de ligacdo para integrinas,
que sdo proteinas inseridas na membrana citoplasmatica das células funcionando como

receptores que promovem a adesdo célula-matriz e célula-célula.

A adesdo das células ao material é o processo chave, que ird desencadear cascatas
sinalizadoras que induzirdo a proliferacdo das células e, assim, a colonizacdo do arcabouco.
Portanto promover a adesdo de forma que haja a interacdo da célula com a superficie do
material, e ndo apenas o contato entre eles, é um passo fundamental para a criacdo de um

tecido, in vitro (BAUJARD-LAMOTTE et .al., 2008).

Apo6s a colonizagdo do arcabougo pelas células, é necessario avaliar a morfologia
celular, que deve condizer com os padrdes encontrados em tecido 6sseo saudavel e também
avaliar o comportamento metabolico destas células, acompanhando a producdo de marcadores
de atividade osteoblastica, tais como fosfatase alcalina, fosfato de calcio e algumas citocinas
produzidas por essa linhagem. A dosagem de RANKL e OPG expressos pelas células
osteoblasticas permite avaliar a atividade celular, se o metabolismo estd funcionando
corretamente e, além disso, estimar se processos fundamentais na remodelacéo do tecido 6sseo

serdo feitos de maneira adequada.



1.2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade de células da linhagem
osteoblastica MC3T3 cultivadas sobre arcaboucgos porosos de PHB funcionalizados com

fibronectina (Fn), visando a aplicacdo deste material na area de engenharia ssea.

Obijetivos especificos:

e Producdo dos arcaboucos pela técnica de lixiviagdo de particulado,
utilizando sacarose como agente porogénico;

e Avaliacdo das caracteristicas morfolégicas, quimicas e mecénicas de
arcaboucos de PHB;

e Funcionalizacdo dos arcaboucos com a proteina Fn via ligacdo covalente
ou adsorcéo fisica;

e Estudo do comportamento de células MC3T3 cultivadas nos arcaboucgos
porosos de PHB modificados com fibronectina;

e Avaliacdo da resposta celular ao tipo de método de imobilizacdo de Fn

utilizado.



CAPITULO 2

Revisao Bibliografica

2.1. Engenharia Tecidual

Com o avanco da medicina e demais ciéncias, pesquisadores vém buscando
alternativas eficientes no tratamento de oOrgdos e tecidos danificados. Atualmente,
transplante é uma das técnicas mais utilizadas na medicina regenerativa e se dividem

em:

1. Transplante autdélogo - O tecido a ser transplantado é retirado do proprio
receptor;

2. Transplante alégeno - O tecido transplantado é obtido a partir de um doador da
mesma espécie do receptor;

3. Transplante heterdlogo - O tecido a ser transplantado é obtido a partir de uma
espécie diferente da espécie do receptor.

Os transplantes autologos e aldogenos vém desempenhando um bom papel na
regeneracdo de tecidos e 6rgdos danificados, porém, a escassez de doadores da mesma
espécie em oposicdo ao grande numero de pacientes que necessitam de transplante, a
possibilidade de rejeicdo imune e o risco de lesdo e infeccdo no local em que o tecido
transplantado é retirado (no caso de transplante autélogo) séo algumas das desvantagens
desse procedimento. Outra alternativa no tratamento de 6rgdos e tecido lesionados é a

reconstrucdo cirdrgica. Porém, muitas vezes, esse procedimento deixa algum tipo de



sequela nos pacientes, tais como incontinéncia urinéria, deformacdo na superficie
reconstruida, entre outras. Devido a essas desvantagens nas técnicas usualmente
empregadas, inimeros esforgos vém sendo concentrados na busca de novas formas de

restauracdo e manutencao de tecidos e érgdos (ALSBERG et al., 2001).

A engenharia tecidual é uma &rea interdisciplinar que agrega conhecimentos de
engenharia e de ciéncias biologicas e médicas a fim de desenvolver substitutos
biol6gicos que restaurem, mantenham ou fornecam ao receptor fungdes de tecidos
saudaveis (LANGER e VACANTI, 1993; LIU e MA, 2004). Em 1988 foi realizado o
primeiro encontro de medicina regenerativa cujo assunto era exclusivamente a

engenharia tecidual. Nele surgiu a seguinte definicéo:

A engenharia tecidual consiste na aplicacéo dos principios e métodos de engenharia e
das ciéncias da vida para a compreensdo fundamental da estrutura/funcéo de tecidos
normais em relacdo a tecidos doentes, em mamiferos, e o desenvolvimento de
substitutos biologicos para restaurar, manter ou melhorar suas fungées (NEREM E

SAMBANIS, 1995).

Um tecido vivo integro consiste em um conjunto de células organizadas com
estrutura tridimensional caracteristica. Por isso, entender o comportamento celular do
tecido alvo e suas necessidades mecanicas e fisiologicas é um passo fundamental para a
producdo de um substituto biolégico que possa desempenhar bem suas fungdes
especificas (ESPOSITO et al., 2010). Diferentes tipos celulares podem ser usados na
regeneracdo tecidual: células tronco embrionarias, células tronco de adultos, linhagens

de células progenitoras especificas de determinados tecidos e células tronco
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pluripotentes com diferenciagdo induzida (BADYLAK & NEREM, 2010). O

crescimento destas é feito em matrizes naturais ou sintéticas (arcabougos — scaffolds).

A engenharia tecidual abrange quatro areas principais. A primeira consiste no
uso de matrizes acelulares (arcaboucos artificiais ou partes de tecido vivo submetidas ao
processo de de-celularizacdo) que estimulam as habilidades do corpo do receptor a
orientar e direcionar o crescimento do novo tecido. A segunda area engloba o uso de
matrizes com células inseridas. Quando implantada no receptor, a matriz ¢ degradada
lentamente e vai sendo substituida pela matriz extracelular que vai sendo depositada
pelas células. A terceira baseia-se no uso de moléculas de sinalizagdo de crescimento
e/ou diferenciacéo, que contribuem para a regeneracéo tecidual. E, por altimo, o uso de
injecbes contendo apenas células ou células carreadas em hidrogéis, que sdo inseridas
diretamente no tecido danificado e recebem sinais indutores de proliferacao,

promovendo a regeneracdo (ATALA, 2007).

A producdo de cada tecido ou Orgdo ira requerer técnicas de cultivo celular
especificas, além de diferentes tipos de arcaboucos que atendam as necessidades do
tecido, a fim de obter melhora dos resultados. A escolha do material para a confeccao de
um arcabouco, bem como a escolha de seu formato e dimensdes, quantidade de poros,
dentre outros, deve ser feita levando em consideracdo que eles deverdo proporcionar o
crescimento celular adequado e possibilitar que as células permanecam viaveis depois

de certo tempo de cultivo (ATALA, 2007; MISRA et al., 2010).



2.2. Biomateriais

Diversos materiais vém sendo utilizados como opg¢des no tratamento de tecidos
danificados. Esses materiais compreendem metais, ceramicos, polimeros ou compa@sitos.
Em revisdo publicada por (WILLIAMS, 1999), a seguinte definicdo para biomateriais é

utilizada:

...qualquer material, natural ou artificial, que compreende o todo ou uma parte
de uma estrutura viva ou um dispositivo biomédico que executa, acrescenta ou substitui

uma fungéo natural.

Ligas metalicas vém sendo utilizadas com frequéncia em cirurgias regenerativas.
No entanto, metais e alguns materiais ceramicos, sofrem pouca ou nenhuma degradacgéo
em ambiente bioldgico, sendo necessaria, em alguns processos regenerativos, a
realizacdo de procedimentos cirurgicos para sua retirada. Na maior parte dos casos, 0S
metais sdo deixados no local da lesdo permanentemente (LANGER & VACANTI,

1993).

A permanéncia prolongada dos implantes metalicos em um organismo apresenta
uma série de riscos, tais como: a corrosao do implante, a possibilidade do material gerar
uma resposta imune aguda, o potencial carcinogénico e, em alguns casos, o implante
metélico causa alteracdes na fisiologia dssea (FERREIRA et al., 2008). Por isso,
polimeros e compdsitos surgem como as principais alternativas para a produgdo de

arcaboucos na engenharia tecidual (LIU e MA, 2004; BADYLAK e NEREM, 2010).



Para que um material seja considerado uma alternativa de uso na engenharia
tecidual, o mesmo dever4d ter algumas caracteristicas basicas, tais como
biocompatibilidade, capacidade de ser degradado em ambiente biolégico, ser facilmente
produzido, além de possuir boas propriedades mecénicas para o suporte celular (YANG

et. al., 2001).

2.2.1. Biomateriais poliméricos:

Dentre os materiais utilizados para a regeneracdo tecidual, os polimeros se
destacam gracas a algumas de suas caracteristicas, tais como a composi¢ao quimica, que
Ilhes confere boa flexibilidade e a possibilidade de ser moldado de acordo com
necessidades especificas. Outro fator muito atrativo dessa classe de biomateriais € fato
de sua composicao molecular permitir, na maioria dos casos, que sejam degradados em
ambiente bioldgico (LIU & MA, 2004). Duas classes de polimeros sdo empregadas
como biomateriais: os polimeros de origem natural e os polimeros de origem sintética.
Um exemplo de polimero natural é o colageno, proteina mais abundante no corpo de
mamiferos, que pode ser purificado através de tratamentos enzimaticos e extraido com
sal/acido. Ja os polimeros sintéticos, onde se incluem os a-hidroxi-acidos, sdo
degradados por hidrolise ndo enzimatica e o tempo para essa degradacdo depende de
suas propriedades fisicas e quimicas. Os polimeros naturais possuem, como principal
vantagem, a capacidade de reconhecimento biolégico. Porém, ndo sdo produzidos em
larga escala e suas caracteristicas fisicas, quimicas e estruturais variam muito dentro do
mesmo grupo. Em contrapartida, os polimeros sintéticos podem ser produzidos em larga
escala, sem que acontecam grandes alteragdes em sua estrutura e propriedades

(ATALA, 2007).



Poliésteres de origem natural sdo amplamente utilizados na confeccdo de
arcaboucos. Sdo polimeros que degradam, principalmente, por hidrélise, devido a
quebra das ligacGes ésteres, formando grupos terminais carboxila e hidroxila
(FERREIRA et al., 2008). Os produtos desta degradacdo sdo metabdlitos ndo toxicos
que, geralmente, sdo eliminados do organismo na forma de didxido de carbono e agua.
Essa taxa de degradacdo pode ser controlada de acordo com suas propriedades fisicas
(temperatura de transicdo vitrea, grau de cristalinidade, peso molecular, entre outros).
Sdo termoplasticos e, por isso, facilmente moldaveis de acordo com a arquitetura

desejada (DUTTA & DUTTA, 2009).

2.2.2. Polihidroxialcanoatos

Pertencentes ao grupo dos poliésteres, os polihidroxialcanoatos sdo cadeias
alifaticas produzidas por determinados grupos de microrganismos, tais como
Escherichia coli recombinante, Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes eutrophus,
Alcaligenes latus, entre outros (Figura 2.1). O tamanho das cadeias desses polimeros
tende a variar muito e o radical é alterado de acordo com o tipo que é produzido. Essa
mudanca no radical afeta diversas caracteristicas do material, tais como hidrofobicidade,
temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm) e o grau de
cristalinidade (Xc). O ponto de fusdo dos polihidroxialcanoatos varia entre 40° a 180°C,
0 grau de cristalinidade gira em torno de 50% e possuem alto peso molecular. Os
polihidroxialcanoatos, geralmente, sdo biodegradaveis e biocompativeis. (CHEN &

WU, 2005).
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Figura 2.1. Estrutura quimica dos

polihidroxialcanoatos

Com a finalidade de encontrar biomateriais que sejam boas alternativas a
regeneracdo tecidual, alguns tipos de polihidroxialcanoatos vém sendo estudados, tais
como o poli (3-hidroxibutirato) (PHB), poli (4-hidroxibutirato), poli (3-hidroxivalerato)
(PHBV) e copolimeros como PHB/PHBV. Apenas o0 PHB e o PHBV sdo produzidos
em larga escala, processo que acontece atraves da extracdo do material, que se encontra
armazenado em vacuolos citoplasmaticos na celula microbiana. Apds a extracdo, sdo

purificados através de tratamento enzimatico (NAIK et. al., 2008).

2.2.3. Poli (3-hidroxibutirato)

O PHB é um polihidroxialcanoato, amplamente produzido por bactérias, tais
como Alcaligenes eutrophus, Azotobacter vinelandii, Escherichia coli, Pseudomonas
putida e outras (CHOI & LEE, 1997). Os microrganismos podem acumular granulos de
PHB em seu citoplasma quando estdo em situacdo de escassez de nutrientes: essa
macromolécula funcionard como reserva energética para a célula (MADISON &
HUISMAN, 1999).
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O monbmero de sua cadeia é o (R)-3-hidroxibutirato (LENZ &
MARCHESSAULT, 2005) (Figura 2.2). E compativel com diversos grupos de células e,
por isso, possui grande aplicabilidade para a regeneracdo de diversos tecidos. E
biodegradavel, biocompativel e bioreabsorvivel, porém ndo apresenta grupamentos
quimicos superficiais que induzam a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, ou
seja, ndo se trata de um material bioativo (GRIFFITH, 2000). A degradacdo desse
polimero acontece de forma lenta, sendo controlada pelo crescimento das células do
tecido. O PHB ndo € tdxico para as células, uma vez que sua decomposicao leva a um
produto normalmente encontrado no sangue, o &cido D-3-hidroxibutirico (MISRA et

al., 2010).

Figura 2.2. Estrutura quimica do Poli (3-hidroxibutirato)

Por ser um polimero produzido por microrganismos, suas propriedades tendem a

sofrer pequenas variagcdes de acordo com o0 modo na qual ocorreu sua sintese, com o
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tipo de microrganismo envolvido no processo e 0 ambiente ao qual esse microrganismo

foi exposto.

A temperatura de fusdo do PHB gira em torno dos 175°C e sua temperatura de
transigdo vitrea gira em torno dos 5°C (LEE, 1996). Sua cristalinidade varia entre 55% e
80%. O PHB apresenta diversas propriedades, tais como: resisténcia a umidade, pureza
Optica e piezoeletricidade. Essa ultima propriedade auxilia no processo de osteogénese.
O PHB é um material termicamente instavel, se decompondo na temperatura de 200°C,

que € muito proxima a sua temperatura de fusdo (PHILIP et. al., 2007).

As propriedades mecanicas do PHB (Young de 3,5 GPa e resisténcia a tracdo de
40MPa) sdo semelhantes as propriedades do polipropileno, um plastico utilizado na
confeccdo de brinquedos, tubos, seringas, entre outros. Entretanto, o PHB possui
alongamento de ruptura de apenas 5%, muito abaixo dos 400% do polipropileno, o que

caracteriza esse material como um pléastico duro e quebradico (LEE, 1996).

O PHB apresenta certa permeabilidade ao oxigénio e resisténcia aos raios
ultravioleta, porém sofre degradacdo quando exposto a ambientes acidos ou basicos. E
um material solivel em cloroformio e outros hidrocarbonetos halogenados. A
degradacdo mais acelerada desse material acontece em ambientes como esgoto, solos
Umidos, rumen, dgua do mar e in vivo. A degradacdo in vitro se da de forma lenta e
controlada (ARKIN & HAZER, 2002). Em trabalho publicado em 2002, Freier et. al
fizeram um levantamento do tempo de degradacdo do PHB in vivo, que variaram de
acordo com a forma com a qual o material foi moldado (filme ou arcabouco), a forma
de preparo da solucdo polimérica e, também, com o sitio na qual o biomaterial foi

implantado. Por exemplo, amostras de filmes de PHB implantadas via intraperitoneal,
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em ratos, mostraram uma répida degradagdo inicial, com desaceleracdo da taxa de

degradacéo apos quatro semanas (FREIER et al., 2002).

Estas caracteristicas de degradacdo frente ao ambiente fizeram com que o PHB
seja objeto de estudos relativos a regeneracao de diversos tecidos, tais como cartilagem,
tecido nervoso e tecido ésseo. Além das aplicagdes na engenharia tecidual, esse
polimero pode ser utilizado como substituto sustentavel aos plasticos ndo degradaveis.
Esse biomaterial também vem sendo estudado como alternativa para a producdo de

biocombustiveis.

2.2.4. Arcaboucos tridimensionais

Células podem ser cultivadas, in vitro, utilizando suportes em duas dimensdes
(2D), onde ha formacdo de monocamadas, ou utilizando suportes em trés dimensdes
(3D), conhecidos como arcaboucos, onde multiplas camadas sdo formadas. O
crescimento em matriz 2D ndo simula, corretamente, as condi¢cdes encontradas pelas
células in vivo. Principalmente porque, ao formar um tecido in vivo, as células crescem
e se dispdem em 3D, cercadas por matriz extracelular, células de outros tecidos e
excretas celulares. A arquitetura especifica do tecido, suas propriedades quimicas e
mecanicas e a comunicacdo célula-célula sdo perdidas sob as condi¢6es simplificadas da
matriz 2D (TIBBITT E ANSETH, 2009). O meio de cultura fornece inimeros fatores
que irdo auxiliar o crescimento celular, porém, a auséncia de uma matriz extracelular
natural, onde existem proteinas covalentemente ligadas que desempenham papel
fundamental na morfologia celular, faz com que o crescimento e diferenciagdo dessas

células sejam diferentes daquele encontrado in vivo (DUTTA E DUTTA, 2009).
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Ao contrario do cultivo em matriz 2D, o cultivo em arcabougos possibilita
recriar a arquitetura e fungdes de diferentes tecidos. Além disso, essa estrutura tecidual
consegue se manter estavel, sob certas condigdes. Ao longo do tempo, pesquisas vém
mostrando que 0 uso desse tipo de matriz torna o estudo de tecidos, in vitro, mais

préximos das condic¢Oes encontradas in vivo (PAMPALONI et. al., 2007).

A fabricacdo dos arcaboucos dependera das caracteristicas de massa e superficie
do material desejado, além da finalidade para qual o arcabouco sera utilizado. As
técnicas usualmente empregadas para fabricacdo de arcabougos poliméricos envolvem
calor e/ou presséo ou 0 uso de solventes organicos, visando moldar o material de acordo
com a forma de interesse. Atualmente, emprega-se, ainda, técnicas de prototipagem
rapida para desenvolver diferentes tipos e formatos de arcaboucgos. Escolher a técnica
apropriada de fabricacdo do arcabouco é fundamental para que este possua
caracteristicas que satisfacam as necessidades das células dos diferentes tecidos, que

serdo cultivadas sobre eles (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

A composicdo quimica do material utilizado serd importante na simulacdo do
ambiente e na regulacdo do fenotipo (DUTTA E DUTTA, 2009). O arcabouco ideal ndo
deve ser imunogénico, possuir certa tenacidade (visando a estabilizacdo das células que
se depositam estiradas sobre ele, o que varia de acordo com o tecido), deve ser poroso
de forma a permitir o crescimento e arranjo das células em 3D e estes deverdo ser

interconectados (KHALED E VAFAI, 2003).

A porosidade do arcabouco, bem como o tamanho desses poros, € de
fundamental importancia na sobrevivéncia e proliferagdo celular. A interconexdo dos

poros permitira o crescimento celular, a migracdo de células além do fluxo de nutrientes
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e oxigénio (MURPHY et. al., 2010). O arcabouco também deve ser de facil producéo e

manuseio e ser adaptéavel a diferentes ambientes do corpo (HOLLISTER, 2005).

Com o aperfeicoamento das técnicas de cultivo de células em matriz 3D, 0s
estudos sobre o comportamento e morfologia celular, estrutura e funcéo de tecidos, bem
como o estudo da liberagcdo de drogas em um tecido alvo serdo cada vez mais eficientes.
Ao recriar um ambiente similar a um tecido vivo, in vitro, havera a reducdo no uso de

modelos animais para esses estudos (CHEN et. al., 2001).

2.3. Funcionalizacéo da superficie

As propriedades fisicas e quimicas de uma superficies tém influéncia direta na
resposta celular. O tratamento de superficie realizado em um material para a engenharia
de tecido 0sseo tem como objetivos a reducdo do tempo de carregamento apos a
cirurgia, acelerar o crescimento e a maturacdo dos osteoblastos, garantir o sucesso dos
materiais enxertados em regifes altamente danificadas (que apresentam menor
quantidade de tecido), obter maior area possivel de osseointegracdo, promover contato
osso-material sem a interposicdo de camadas proteicas amorfas, atrair células
osteoprogenitoras e proteinas de ligacdo especificas para células osteogénicas (Fn)

(BRANDAO et.al., 2010).

Para a formacdo de um tecido, in vitro, utilizando um arcabouco como suporte
para as celulas, é importante promover alteracdes superficiais com agentes que
conduzam a orientacdo das células e organizem o processo de adesdo celular,

permitindo, assim, a migracdo, diferenciagdo e posterior estabelecimento do tecido.
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Uma das técnicas empregadas na modificacdo de biomateriais € a imobilizacdo de
proteinas na superficie de arcaboucos, a fim de mediar a interacdo célula-biomaterial

(MA, 2008).
Sdo, usualmente, empregados trés tipos de modificacdes de superficies:

e Modificacdo bioldgica - consiste na a incorporacdo de biomoléculas, geralmente
macromoléculas, na superficie do material, visando promover o reconhecimento
da superficie pelas células, proporcionando maior adesdo, proliferagdo, migracéo
e diferenciacdo. As macromoléculas mais utilizadas sdo das classes das
proteinas, lipidios, carboidratos, acidos nucleicos e compositos moleculares
(lipoproteinas, glicoproteinas);

e Meétodos fisico-quimicos - consiste na imobilizacdo de grupamentos quimicos a
superficie do material;

e Meétodos de recobrimento - consiste na deposicdo de recobrimentos ou filmes

finos sobre a superficie dos materiais (OREFICE et al., 2006).

Diversos trabalhos apontam proteinas de matriz extracelular atuando como sitios
de ancoramento das integrinas celulares (heterodimeros transmembrana que interagem
com os filamentos do citoesqueleto na porcdo intramembranar), que sdo fundamentais
nos processos de adesdo e espraiamento celular (YANG et al., 2003; MA et al., 2007).

Proteinas sdo macromoléculas formadas por aminoacidos covalentemente
ligados. No total, existem 20 aminoé&cidos diferentes que estdo agrupados em polares e
apolares. As diferentes combinacdes destes aminoacidos e as diferentes estruturas
assumidas por eles levam a formagdo das proteinas existentes. A estrutura primaria das
proteinas consiste na cadeia formada pelos aminoacidos. A estrutura secundaria das

proteinas diz respeito aos arranjos estaveis entre os residuos de aminoacidos, dando
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origem a padrdes estruturais recorrentes. A estrutura terciaria se da a partir das
interacdes do tipo ligacOes de hidrogénio entre as cadeias, levando a formacdo de
dobras, curvas e espirais, formas conhecidas como conformacdo proteica. Quando a
proteina possui duas ou mais subunidades peptidicas, o arranjo espacial que ela assume

é conhecido como estrutura quaternaria (NELSON & COX, 2011).

Essas macromoléculas estdo presentes tanto nas células como na matriz
extracelular e sdo responsaveis por diversos processos de sinalizacdo. A matriz
extracelular ¢ uma espécie de arcabouco natural da célula, formada por diversas
moléculas de matriz, incluindo as glicoproteinas, fibronectina, coladgeno, laminina,
proteoglicanas e outras moléculas como os fatores de crescimento (ALBERTS et al.,

2010a).

Diferentes tipos proteicos podem ser utilizados a fim de funcionalizar uma
superficie. Ao escolher utilizar as proteinas oriundas da matriz extracelular, o processo
de adesdo das células a superficie do material sera favorecido. Ja a utilizacdo dos fatores
de crescimento favorecem os processos de proliferacdo e diferenciacdo celular (MA et.

al., 2007).

2.3.1. Fibronectina

A Fibronectina (Fn) é uma glicoproteina dimérica, cuja massa molar varia de
440.000 a 500.000 Da. E uma das principais proteinas de matriz extracelular, onde se
apresenta em sua forma insolGvel. Também esta presente no plasma, onde se encontra
em sua forma solavel, fluidos extracelulares e tecido conectivo e esta ligada a superficie

das células (GIAMBLANCO et al., 2011). Essa proteina apresenta papel importante na
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adesd@o, migracdo e diferenciacdo celular. A Fn apresenta, em sua estrutura, sequéncias
de aminoécidos que funcionam como sitios de ligacdo para receptores presentes na
superficie celular, as integrinas. Essa sequéncia de aminoacidos é conhecida por RGD
(R= Arginina, G= Glicina e D= Acido aspartico) (Magnusson & Mosher, 1998) (Figura
2.3). Uma vez que células precursoras de osteoblastos humanos secretam fibronectina e
também interagem com estas proteinas, a imobilizacdo destas na superficie de
arcaboucos contribui significativamente para a regeneracdo de tecido 0sseo

(MENDONCA et al., 2009).

Mendonga et. al. (2009) estudaram a adsorcdo de Fn em arcaboucgos de PHB e
observaram que a conformacédo dessa proteina sobre a superficie do material possui
grande relevancia para a bioatividade. A estrutura terciaria da Fn esta sujeita a
variacOes de acordo com o ambiente a qual ela é exposta. Quando a fibronectina se
encontra estendida na superficie de um dado material ela expde seus sitios de
reconhecimento para integrinas. Essa exposi¢do dos sitios de reconhecimento € de suma
importancia nos processos de ancoragem e adesdo celular (RUOSLAHT, 1988). Em
estudo realizado em 1999, Garcia et. al. estudaram a adsor¢do da FN em diferentes
superficies, demonstrando que a conformacéo da proteina aderida a substratos pode ser
modificada para regular sua interacdo com os receptores presentes na superficie celular,

as Integrinas.
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Figura 2.3. Estrutura da fibronectina plasmatica e seus respectivos dominios de ligacdo
(http://lwww.farmacologiaoculare.com/2009/01/19/i-peptidi-rgd-per-la-modulazione-del-
deflusso-di-umore-acqueo/)

Mendonca et. al. (2009) estudaram a adsorcdo de Fn em arcaboucos de PHB e
observaram que a conformacdo dessa proteina sobre a superficie do material possui
grande relevancia para a bioatividade. A estrutura terciaria da Fn esta sujeita a
variacGes de acordo com o ambiente a qual ela é exposta. Quando a fibronectina se
encontra estendida na superficie de um dado material ela expde seus sitios de
reconhecimento para integrinas. Essa exposicao dos sitios de reconhecimento é de suma
importancia nos processos de ancoragem e adesdo celular (RUOSLAHT, 1988). Em
estudo realizado em 1999, Garcia et. al. estudaram a adsor¢do da FN em diferentes

superficies, demonstrando que a conformacéo da proteina aderida a substratos pode ser
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modificada para regular sua interagdo com os receptores presentes na superficie celular,

as integrinas.

A conformacdo da Fn aderida a superficie de um biomaterial dependera, principalmente,
da composicdo quimica da superficie. Por exemplo, um material que apresente grande
concentragdo de grupamentos hidroxila (OH) em seus terminais de cadeia, terd um carater mais
hidrofilico em relacdo aqueles que apresentam menos hidroxilas em seus terminais. A interacdo
da proteina com um substrato que possui mais afinidade com a agua sera um fator determinante

para sua conformagéo quando aderida (RICO et. al., 2009)

O tipo de ligacdo entre a proteina e o substrato determina a conformacéo assumida pela
Fn. Zhang et al. (2007) observaram que a fibronectina ligada covalentemente a uma
superficie era forcada a desenovelar sobre ela, o que levava a exposicdo de aminoacidos
negativos e a formacdo de uma nova camada para a adsor¢cdo de outras moléculas de proteina.
Ou seja, a ligacdo covalente induz a formacdo de multicamadas de proteinas. J& a adsorcao

fisica da Fn a superficie se limita a formacdo de uma Unica camada proteica sobre o material.

2.4. Adeséao e Proliferacéo Celular

Para que as células possam se desenvolver e se organizar, formando um tecido, é
necessario que acontecam interacdes dos receptores presentes na superficie destas
células com diversas moléculas presentes na matriz extracelular. Essa interacdo entre as
células e a matriz consiste no processo de adesdo, que vai muito além do simples
contato célula-matriz e engloba a ligacdo especifica receptor-ligante, que ird disparar

uma cascata de sinalizacdo, levando a alteracbes morfofuncionais da célula (SILVA e
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MENEZES, 2004; BERRIER e YAMADA, 2007). As células se aderem as proteinas de

matriz (fibronectina, por exemplo) atraves das integrinas.

Integrinas, como dito anteriormente, sdo heterodimeros transmembrana. Se
ligam ao citoesqueleto celular via talina e vinculina, configurando o processo chave
para o inicio da formacdo de um novo tecido. As integrinas, quando aderidas a um
substrato, podem se agregar formando uma placa na porcdo interna da membrana
citoplasmatica, na qual uma grande quantidade de filamentos do citoesqueleto estdo
ancorados. Esse processo é chamado de adesdo focal. A partir dessa adesdo, a integrina
expOe, em sua porcao intracelular, sitios de ligacdo especificos para sua interacdo com
os filamentos de actina presentes no citoesqueleto. Esses filamentos sofrem rearranjos
que permitem a célula mudar sua conformacdo em resposta ao ambiente externo

(ALBERTS et al., 2010h).

Apos a adesdo celular, comecam os processos de migracdo, diferenciacdo e

proliferacao.

E desejavel que os biomateriais utilizados como suporte celular apresentem
similaridade fisico-quimica com a matriz extracelular, a fim de auxiliar na diferenciacao
das células ou, até mesmo, para que ocorra uma maior interacdo do material com o
organismo (SANTOS JR E WADA, 2007). Uma vez que o material possua
caracteristicas similares aquelas apresentadas pela matriz extracelular, ao realizar uma
cultura a célula passa a colonizar o arcabouc¢o, que deve se manter integro por tempo
suficiente para que ocorra a organizacdo dessas células e deposicdo de matriz

extracelular secretada por elas formando, entdo, um tecido integro.
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2.5. Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é uma variacdo de tecido conjuntivo, que tem por funcdo a
sustentacdo interna de vertebrados e regulagdo dos niveis de calcio (Ca™) no sangue.
Suas células secretam proteinas e polissacarideos, que se reinem de forma organizada,
formando a matriz extracelular (ALBERTS et al., 2010b). Essa matriz € mineralizada,
reforcada por sais de célcio e composta, em sua maioria, por colageno tipo 1. Os outros
constituintes da matriz extracelular Gssea sdo proteoglicanas e proteinas ndo
colagenosas. Duas formas de tecido 6sseo sdo encontradas o tecido 0sseo compacto
(confere as propriedades mecéanicas e protege o tecido como um todo) e o tecido 6sseo
esponjoso (fungbes metabdlicas) (Figura 2.4). Quatro tipos celulares diferentes

constituem esse tecido (MARKS JR E HERMEY, 2002):

1. Osteoblastos — Presentes na superficie 6ssea s@o responsaveis pela sintese da
matriz extracelular. Quando em intensa atividade sintética, apresentam formato
cuboide;

2. Osteoclastos — Também presentes na superficie ¢ssea, sdo responsaveis pela
reabsorcéo do tecido, atuando na renovacao 0ssea;

3. Células mesenquimais — S&o células tronco precursoras dos osteoblastos;

4. Osteocitos — Osteoblastos maduros inseridos na matriz ssea mineralizada, séo

responsaveis pela manutencdo da matriz extracelular.

O tecido dsseo é dindmico e estd sempre passando por processos de
remodelacdo, em resposta aos esforcos mecéanicos e mudancas hormonais sofridos pelo
organismo. Essa remodelagdo Ossea exige um equilibrio entre a reabsorcdo feita pelos

osteoclastos e a sintese de matriz desempenhada pelos osteoblastos. Os ostedcitos
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possuem um papel fundamental na remodelacdo Gssea, gerando sinais enviados a
osteoblastos e osteoclastos presentes na superficie do 0sso por meio de um sistema de
canaliculos. Os osteoclastos reabsorvem matriz, criando poros no tecido conhecidos
como Lacunas de Howship. Em seguida, os osteoclastos sofrem apoptose e, entdo, séo
enviados sinais de acoplamento aos osteoblastos para que sejam recrutados até a
cavidade de reabsorcdo. Os osteoblastos comecam a sintetizar matriz extracelular, que,

por fim, se mineraliza (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).
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Figura 2.4. Estrutura béasica do tecido 6sseo

(http://materiasvestibulando.blogspot.com.br/2010_03_01_archive.html)
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O processo de remodelagdo Ossea é regulado por diversos horménios e citocinas,
tais como hormonios da paratireoide, vitamina D3, interleucina-1, fatores de
crescimento (TGF-B), membros da superfamilia dos fatores de necrose tumoral (TNF-
a), entre outros. Estudos recentes demonstram que os membros da superfamilia do fator
de necrose tumoral e seus receptores RANK, RANKL e Osteoprotegerina (OPG)
desempenham um papel chave na ativacdo de osteoclastos. Enquanto RANKL é
produzidos por osteoblastos e células tronco presentes na medula 6ssea, o0 receptor
RANK é produzido por células pré osteoclasticas e outras células dessa linhagem. A
interacdo RANK/RANKL estimula a formagéo e diferenciacdo de osteoclastos. O fator
OPG é produzido por osteoblastos e compete com o fator RANKL pela ligagdo no
receptor RANK. A interacdo RANK/OPG inibe a diferenciacdo e proliferacdo dos
osteoclastos e, consequentemente, impede a reabsorcdo éssea (VEGA et. al., 2007;

XIONG E O'BRIEN, 2012) (Figura 2.5).

A relacao entre RANKL/OPG representa um papel determinante da remodelacéo
Ossea. O aumento de RANKL em relacdo a OPG é evidente em diversos casos de
enfermidades do osso. Quando osteoblastos expressam grande quantidade de RANKL,
ocorre perda 0ssea, destruicdo de articulacbes e outras doencas associadas a diminuicédo
da densidade mineral do tecido. A expressdo exacerbada de RANKL também esta

associada a casos de metastase em pacientes com cancer 6sseo (YUAN et al., 2008).
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Figura 2.5. Esquema da ativagdo do processo de reabsor¢do 6ssea mediado pela ligacdo de

RANK/RANKL/OPG

A angiogénese também tem papel fundamental na osteogénese, sendo executada
pelas células osteoprogenitoras presentes no canal medular dos ossos. Qualquer
alteracdo na formacdo dos vasos sanguineos pode levar ao aparecimentos de patologias

Osseas, tais como osteonecrose, osteomielite ou osteoporose (RUPANI et. al., 2012).

Na maioria das lesGes Osseas, a cura acontece sem a necessidade de

procedimentos mais elaborados. Porém, em grandes lesdes ocasionadas por traumas,
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tumores, infeccOes, disturbios bioquimicos ou desenvolvimento anormal do esqueleto
existe a necessidade de intervencfes cirdrgicas visando a regeneracdo tecidual, fusdo
espinhal e 0 aumento da consolidagdo da fratura. Para o tratamento dessas lesdes sdo
utilizados enxerto 6sseo aut6logo, enxerto dsseo alégeno, enxerto 6sseo heterélogo e,
também, matriz 6ssea desmineralizada, bem como metais, ceramicos e polimeros, 0s

chamados biomateriais (MEIJER et al., 2007).

Atualmente, os procedimentos mais utilizados na regeneragdo desse tecido séo
0S enxertos com 0sso autélogo, na qual pequenas pecgas 6sseas sdo retiradas do proprio
paciente em locais de facil acesso. A preferéncia por essa técnica se da pela menor
possibilidade de rejeicdo imune, uma vez que ele esta recebendo seu préprio tecido
(KENESER et al., 2006). Além disso, 0 material enxertado fornece a regido lesionada
células formadoras de osso e recruta células mesenquimais, que sdo induzidas a
diferenciacdo em células osteogénicas gracas a producdo de fatores de crescimento
osteoindutores (CHEN et al., 2003). Embora apresente muitas vantagens, 0 emprego do
enxerto autélogo ainda traz riscos ao paciente, tais como hipersensibilidade, dor
excessiva no local em que o enxerto foi coletado e infeccdo, além da restricdo na
quantidade de tecido que pode ser retirado (MEIJER et al., 2007). Devido a essa
restricdo, ao risco de sequelas, a possibilidade de reabsor¢do do osso transplantado,
juntamente com o fato dos outros tipos de enxerto ndo serem tdo seguros ao receptor,
cada vez mais esforcos vém sendo concentrados na busca de novas terapias para a

regeneracdo do tecido 6sseo (BURGA et. al., 2000).

A combinacdo de biomateriais com técnicas de terapia celular vem sendo cada
vez mais estudada. O uso de células adultas, tais como células tronco mesenquimais
derivadas da medula Ossea e osteoblastos primarios, associadas a matrizes

desenvolvidas a partir de biomateriais demonstrou grande potencial regenerativo em
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modelos animais (Stevens, 2008). Ao utilizar um biomaterial na engenharia de tecido

0sseo, € importante que ele permita rapido acesso e migracdo das células

osteoprogenitoras para o tecido lesionado, recrutando bioativadores, assim como no

enxerto autdlogo (SHIN et. al., 2003; GUNATILLAKE E ADHIKARI, 2003).

O substituto 6sseo ideal deve ser o mais proximo possivel do material utilizado

em enxertos autdlogos. O transplante de osteoblastos aut6logos cultivados em

arcaboucos porosos € uma das terapias empregadas (ISHAUG et al., 1997). Para que

um arcaboucgo seja utilizado na regeneracdo de tecido 0sseo, ele deve possuir as

seguintes caracteristicas:

a)
b)

d)

9)

Biocompatibilidade;

Boa condutividade para adesdo e proliferacdo das células Osseas e
deposicéo de sua matriz;

Capacidade de incorporar fatores de inducdo para conduzir e
favorecer o crescimento do tecido;

Favorecer a vascularizacdo do tecido, para que ocorra a oxigenacao
do mesmo;

Possuir caracteristicas mecanicas que possibilitem suportar carga no
local de implante;

Deve ter taxa de degradacdo controlada, previsivel e reprodutivel, e
os produtos da degradacao ndo devem ser toxicos para as células;
Deve ser de facilmente processado e possuir custo- beneficio que lhe
permita ser moldado em arcaboucos tridimensionais que preencham o

local lesionado (SCHELLER et. al., 2009).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho estdo listados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Materiais utilizados

Materiais Fabricante
Poli (3-hidroxibuturato) — lote 150 PHB Industrial S/A
Cloroférmio P.A. Vetec Quimica Fina Ltda.
Tri-etil Citrato Sigma Aldrich
Sacarose — grau alimenticio Cia Uniao

Micropérolas de Hidroxido de Sédio (NaOH) P.A. Vetec Quimica Fina Ltda.

1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) P.A. Sigma Aldrich
N-hidroxisuccinimida (NHS) — grau de pureza 98% Sigma Aldrich
Fibronectina de Plasma Humano — grau de pureza > 98% Sigma Aldrich
Tampédo MES — grau de pureza 99% Sigma Aldrich

Meio de cultivo Dulbecco MEM (D-MEM) Cultilab
Soro Fetal Bovino Sigma Aldrich
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3.2. Producéao dos arcaboucos

3.2.1. Solucéo de PHB

A solucdo de PHB foi preparada em bal6es volumétricos acoplados a um sistema
de refluxo. O polimero, com tamanho de gréo entre 250 e 500um foi solubilizado em
cloroférmio, a fim de obter uma solugdo final com concentracdo de 15% (p/v). O

procedimento foi anteriormente desenvolvido por Mendonga (2008).

O preparo da solugdo consistiu em duas etapas. A primeira, conhecida como
inchamento, consistiu na agitacdo magnética e constante do PHB em cloroférmio, por
duas horas, a temperatura ambiente. Ja a segunda etapa, solubilizacdo, consiste no
aquecimento a 65°C do sistema, ainda sob agitacdo magnética constante, por um
periodo de duas horas. Apos esse periodo, foi adicionado a solucéo o plastificante tri-
etil citrato, na concentracdo 10% (v/v) e a solucdo foi agitada com um bastdo de vidro,

por cerca de 5 minutos.

3.2.3. Faixa granulométrica do agente porogénico

Neste trabalho, foi utilizada a sacarose como agente formador de poros. Para tal,
os graos foram peneirados utilizando um sistema de peneiras com abertura de 250pum,
ou seja, foram selecionados os graos com tamanho igual ou menor do que 250um. Essa
granulometria foi escolhida uma vez que estudos anteriores demonstram que o estimulo
a osteogénese acontece em materiais com porosidade entre 150um - 200um (CHOI et.

al., 2010).
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A sacarose, na propor¢cdo de 75% (p/p), foi adicionada & solugdo de PHB e,
entdo, a mistura foi homogeneizada com bastéo de vidro até a completa incorporacéo da
sacarose a solucdo. Essa mistura foi vertida em moldes de vidro, os quais foram

mantidos em ambiente refrigerado (20°C) até a completa evaporacdo do solvente.

3.2.4. Producéo de poros pelo processo de lixiviagio de sacarose

ApoOs a evaporacdo do solvente, os arcaboucos passaram pelo processo de
lixiviacdo, que consiste na remoc¢éo do particulado do interior das amostras por meio da
solubilizacdo do agente porogénico em agua destilada. As amostras foram imersas em
beckers contendo agua destilada. Esse conjunto foi mantido sob agitacdo magnética
constante com a agua sendo trocada a cada 12 horas, para evitar a saturacdo com

Sacarose.

A lixiviacdo foi conduzida em duas etapas. Na primeira, placas de PHB foram
lixiviadas por 48 horas. As placas foram mantidas a temperatura ambiente até que
estivessem secas. Posteriormente, foram cortadas em formato cilindrico (cerca de 9,5
mm de diametro) com auxilio de um molde metélico e foram lixiviadas por mais 48

horas.
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3.2.5. Hidrolise com solucédo de NaOH

A hidrélise das superficies dos arcaboucos poliméricos foi realizada seguindo a
metodologia descrita por THIRE et al., (2007). Esse processo visou a incorporacio de
grupamentos oxigenados (grupos carboxilicos e hidroxilas) na superficie dos

arcaboucos por meio da quebra de ligacdes ésteres das cadeias do polimero.

Os arcaboucos de PHB foram incubados em solucdo de NaOH 1 M. O conjunto
foi aquecido a 65°C por 45 minutos. Apds o0 aquecimento, os arcabougos foram imersos
em agua destilada a temperatura ambiente, sob agitagcdo constante. Essa agua foi trocada

até que o pH da agua residual estivesse proximo a 7,0.

3.3. Caracterizacao fisico-quimica dos arcabougos

3.3.1. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi conduzida a fim de avaliar a saida do agente
porogénico do interior das amostras que passaram pelo processo de lixiviacédo.

O estudo de degradacdo térmica foi realizado em analisador termogravimétrico
Perkin-Elmer (modelo Pyris 1 TGA), disponivel no Laboratério do Departamento de
Engenharia Quimica (EQ/UFRJ). Aproximadamente 4 mg de cada amostra foram
aquecidos a velocidade de 10 °C/min., sob atmosfera de nitrogénio, na temperatura

ambiente até 400 °C. Foram obtidas curvas de TGA e de sua derivada, DTG.
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3.3.2. Caracterizacao morfologica dos arcaboucos por Microtomografia

A microtomografia computadorizada é uma técnica ndo destrutiva que visa
reconstruir e modelar a parte interna de amostras, na escala micrométrica. Por meio
desta técnica é possivel determinar a geometria tridimensional e propriedades da

material a ser analisado.

Essa técnica se baseia na interacdo da radiacdo com a matéria. Cada material
absorve diferentes quantidades de radiagdes, que acabam por ter sua intensidade
diminuida. Os principais tipos de interacdo da radiacdo com a matéria sdo efeito
fotoelétrico, efeito Compton e producdo de pares. Quanto mais espesso for o material
analisado, menor sera a energia de radiacéo liberada no meio ap0s atravessar a amostra.
Quanto maior for a energia dos fotons de radiacdo incidentes, maior sera a capacidade
de penetracdo na amostra, aumentando, também, a possibilidade de ocorrerem
interacdes devido a maior distancia percorrida pela radiagio (HANCOCK E

MULLARNEY, 2005).

As imagens de microtomografia sdo obtidas a partir de projecdes de raios X
sobre as amostras, coletados por um detector que fica posicionado em oposicao a fonte
de raios X. Ao obter-se 0 conjunto de projecbes do sistema, as imagens Ssdo
reconstruidas através de equacGes matematicas para obtencdo de fatias transversais da
amostra. Apos ser reconstruida, cada fatia transversal da amostra é exibida em forma de
matriz digital N x M pixels, onde N representa o nimero de pixels presentes na vertical
e M os da horizontal. As fatias sdo calculadas a certa distancia uma das outras, que no
caso desse microtomdgrafo é exatamente igual ao tamanho do pixel. Pixel é a
representacdo bésica de um elemento bidimensional de uma imagem digital. Para cada
valor do pixel designa-se um valor de cinza que é proporcional aos coeficientes de
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absorcédo do detector. Ou seja, a regido mais densa aparece mais escura e a menos densa,
mais clara. Como a maioria dos monitores apresenta 256 niveis de cinza com um byte, a
escala ¢ montada com O para o preto e 255 para o branco e os valores que sdo

intermediarios a estes equivalem aos niveis de cinza propriamente dito.

Neste trabalho, as analises de microtomografia dos arcaboucos de PHB antes e
depois da hidrolise foram obtidas a partir do sistema radiografico de raio-X Microfocus
Feinfocus, modelo FXS 160.50, do Laboratério de Instrumentacdo Nuclear

(PEQ/COPPE/UFRYJ).

3.3.3. Analise morfologica dos arcabougos por microscopia eletronica de

varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a obtencdo de
informacBes quimicas e estruturais, na faixa micromeétrica ou submicrométrica, de
diversas amostras. Nela, um feixe fino de elétrons incide sobre a superficie do material,
produzindo uma série de sinais que sdo captados por detectores e sdo ampliados e
processados em um sistema analisador especifico. A imagem de MEV ¢ formada ponto

a ponto.

Os sinais, produzidos pela emissdo do feixe de elétrons, podem ser secundarios,
retroespalhados, absorvidos, difratados, entre outros. Quando produzidos por elétrons
secundarios, os sinais mostram o relevo da superficie da amostra, gracas ao contraste
entre picos (brilhantes) e vales (escuros). Ja os sinais retroespalhados mostram a
heterogeneidade da composicdo quimica da amostra de acordo com a diferenga do

namero atdmico dos elementos presentes. Os elementos de maior nimero atdmico serdo
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mais brilhantes. Devido a esses contrastes somados a profundidade do foco alcangado
pelo MEV, as imagens aparentam estar em planos tridimensionais (GOLDSTEIN et al.,

2003).

O equipamento utilizado nesse trabalho para obtencdo das imagens foi o
Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL JSM, modelo 6460 LV, pertencente ao
Laboratério de Microscopia Eletronica (PEMM/COPPE/UFRJ). Todas as amostras
foram, previamente, recobertas com ouro e observadas a 15 kV. Foram feitas imagens

da superficie e da se¢éo transversal do material.

3.3.4. Determinacéo da porosidade aparente dos arcaboucos

Para medir a densidade dos arcaboucos, foi realizada a imerséo destes em etanol,
seguindo o principio de Arquimedes, assumindo que todo corpo embebido em um fluido
sofre, por parte do fluido, uma forca vertical para cima, com intensidade igual ao peso
do fluido deslocado pelo corpo. Quando um corpo se encontra imerso em um liquido em
repouso, duas forcas estdo atuando sobre ele: a forca peso e a forca de impulséo

(CARVALHO, 1997).

Para determinar a medida de densidade, foi utilizada balanca hidrostatica do
Laboratorio de Polimeros (PEMM/COPPE/UFRJ), para a obtencdo da massa real e da
massa aparente dos suportes porosos de PHB. Estes valores foram aplicados a Equacéo

1, adotando a densidade do etanol como 0,79g/cm?®.

WsecoXPetanol
(Wseco_Wmolhado)

Densidade = (Equacgéo 1)
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Onde Weeco € a massa referente ao arcabouco seco, Woinado € @ massa referente
ao arcabouco imerso em etanol € peanot € @ densidade do etanol a temperatura de

execugao do experimento.

A partir das dimensdes das amostras, foi possivel medir o volume real dos

arcaboucos porosos (Vre) através da Equacéo 2:

nd?

Viear = Dy (Equagéo 2)

A porosidade de um arcabouco é dada pela relagdo entre seu volume real e o
volume de vazios (Karageorgiou & Kaplan, 2005). Para medir o volume dos poros

(Vporos), Utilizou-se a equagao 3:

WSBCO X
Vporos - Vreal X densidade (Equa(;ao 3)
A porosidade aparente foi determinada de acordo com a equacéo 4:
. Vporos x
Porosidade = (T) x 100 (Equacéo 4)

3.4. Avaliacdo das propriedades mecanicas dos arcaboucos pos-

hidrolise

Avaliar as propriedades mecanicas do arcabou¢os poroso é de suma importancia
para sua utilizacdo na engenharia tecidual . E necessario verificar se o material tera
propriedades mecéanicas semelhantes aquelas apresentadas pelo tecido 6sseo. Nesse
trabalho, arcabougos PHB (com didmetro médio de 9,5 mm e altura media de 4,2 mm)

foram submetidos a ensaio de compressdo. Cada corpo de prova foi devidamente
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posicionado em uma maquina universal de ensaios Instron 5567, no Laboratorio de
Polimeros (PEMM/COPPE/UFRJ) com uma célula de carga de 10KN e velocidade do
travessdo igual 1,3mm/min. Os dados de deformacdo da amostra em funcdo da carga

aplicada foram coletados e tratados para a obtencdo do médulo de compresséo.

3.5. Ativacgao da superficie

A proteina FN, ao ser incorporada a superficie dos arcaboucos de PHB, ira
proporcionar a interagdo célula-biomaterial. Estudo realizado por Meiga (2011)
demonstrou que a hidrolise da superficie do material leva a um aumento na rugosidade
da superficie, acarretando o efeito de superhidrofilicidade e a imobilizacdo mais

expressiva de FN.

3.5.1. Incorporacdo do agente de acoplamento

O agente de acoplamento objetiva criar sitios na superficie do arcabouco que
permitam a imobilizacdo covalente da fibronectina. Para tal, foi feita a solubilizacédo da
1-(3-dimetillaminopropil)-3-etilcarbodimida (EDC) junto ao N-hidroxisuccinimida
(NHS) em tampdo MES pH 4,75. A 1-(3-dimetillaminopropil)-3-etilcarbodimida é uma
carbodiimida soluvel em meio aquoso, amplamente utilizada para mediar modificacdes
em grupamentos carboxilicos, apresentando sua maior reatividade em pH 4,75
(LUNDBLAD, 2004). A incorporacdo do agente de acoplamento foi feita pela

incubacgéo dos arcabougos porosos modificados com solucdo de NaOH em tampdo MES
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0,1 M, ajustada com NaOH 1 M, afim de obter o pH ideal para a reagdo, contendo a
carbodiimida EDC e o NHS solubilizados. A reagdo é mantida por 4h a temperatura

ambiente, seguida de lavagem com &gua destilada corrente (MEIGA, 2010).

3.5.2. Imobilizacao de Fibronectina

A solugdo estoque de FN humana foi diluida até a concentracdo final de 10
pg/ml, em pH 4,5. O valor do pH foi estabelecido devido a estudos anteriores (SILVA e
MENEZES, 2004) que mostraram que a proteina, nesse pH, expde os sitios de ligagédo
com integrinas, induzindo maior interagdo entre celulas Osseas (nesse caso,

osteoblastos) e a fibronectina.

Os arcaboucos (ativados ou ndo com o agente de acoplamento) foram incubados
na solucdo de fibronectina, por 4 horas. Apds esse periodo, os arcaboucos foram
lavados em agua destilada corrente para que as proteinas que ndo estivessem fortemente
ligadas a superficie fossem removidas. Dessa forma, foram obtidos os arcaboucos
utilizados para esse trabalho: PHB-FN (arcabouco com Fn adsorvida fisicamente) e
PHB-EDC-FN (arcabouco com Fn ligada covalentemente), alem do controle PHB p6s

hidroélise.

3.6. Caracterizacao dos arcaboucos de PHB modificados

3.6.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
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A espectroscopia no infravermelho permite estudar a interagdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria, através das frequéncias vibracionais da energia de
atomos ou moléculas. E baseada no fato de cada ligagdo quimica possuir uma
frequéncia de vibracdo especifica, que corresponde a niveis de energia na molécula.
Gracas a isso, essa técnica mapeia as diferentes ligagdes quimicas existentes em uma
molécula, ajudando a identificar um composto ou investigar a composi¢cdo de uma
amostra. Essas freqiéncias de vibracdo sdo dependentes da forma da energia potencial
da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e, eventualmente, do

acoplamento vibronico.

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
variante da espectroscopia convencional, na qual é feita uma analise mais rapida dos
espectros de infravermelho, utilizando um interferdmetro. Nessa técnica, um raio de luz
infravermelho passa por uma amostra sélida, produzindo um sinal que €, entdo, medido
pelo interferémetro. Cada sinal recebido é filtrado, para que seja produzido um valor
analitico. O resultado final é obtido na forma de grafico comprimento de onda X

transmitancia em %.

O FTIR, bem como a espectroscopia de infravermelho convencional, nos
permite avaliar 0os grupamentos quimicos de uma amostra, em suas camadas mais
superficiais. O qudo profunda sera a analise dependera do indice de refracdo do cristal,

da amostra e do angulo de radiacdo incidente.

As andlises de FTIR foram feitas nos arcabougos com fibronectina adsorvida e
ligada covalentemente a superficie a fim de avaliar alteracBes decorrentes da
modificacdo com proteina e, também, estimar a conformagdo assumida pela proteina

através dos grupamentos expostos. As amostras foram analisadas em espectrémetro
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Perkin-Elmer, modelo 1720X - Laboratério Multiusuério de Caracterizacdo de Materiais
(LMCM) do PEMM/COPPE/UFRJ). A andlise foram conduzidas sob as seguintes

condicdes operacionais:

e resolucdo do equipamento: 4 cm™;
e numero de varreduras: 20;

e faixa de nimero de onda: 4000 — 400 cm™.

3.6.2 Estimativa de cargas sobre os arcaboucos por cristal violeta

As cargas dos arcaboucos foram medidas, de forma indireta, pela adsor¢édo do
corante cristal violeta. Foi utilizada solugdo 0,5% de cristal violeta em tampéo PBS pH
7,2 para a coloracdo dos arcaboucos. Utilizou-se quantidade de solucdo suficiente para
cobrir completamente os arcaboucos. Apds 5 minutos de imersdo, 0 excesso de corante
foi retirado, sobrando apenas os arcabougos corados. A diluicdo do corante adsorvido
nos arcaboucos foi realizada por banho de imersdo em metanol e a absorbancia da
solucdo final lida a 595nm em Leitor de Microplacas Synergy 2 BioTek, pertencente a

Unidade de Pesquisa Clinica do Hospital Antdnio Pedro/UFF.

3.7. Analise estatistica

As analises estatisticas foram obtidas pelo software Minitab 16. Foi utilizado o

teste ANOVA e foram considerados significativos os valores de p < 0,05
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3.8. Estudo da interacéo arcabouco-osteoblastos

Para entender o comportamento de células 6sseas aderidas na matriz polimérica,
in vitro, foi feita cultura estatica da linhagem de osteoblastos murino MC3T3, nos
arcabougos. Foram avaliadas a adesdo e proliferacdo celular no material, o

comportamento fisiolégico dessas células.

3.8.1. Cultura de células 6sseas

A cultura de células nos arcaboucos porosos de PHB foi realizada com
osteoblastos de camundongo - linhagem MC3T3. Antes da incubacao das células, o ar
do interior das amostras foi retirado a vacuo, com o auxilio de uma seringa estéril e,
entdo, estas foram imersas em meio de cultura por 24h, visando a estabilizacdo do
material. A densidade celular depositada sobre as amostras foi de 1,5 x 10° células. As
analises foram conduzidas com tempo minimo de cultivo celular de 2 dias e tempo
méaximo de 21 dias, em quadruplicata. Durante o cultivo, as amostras foram mantidas
em estufa de CO, a 37°C. Ao longo da cultura, foi realizada a troca do meio de cultivo a
cada 2 dias, evitando que 0s nutrientes necessarios para a sobrevivéncia celular se

esgotassem.

41



3.8.2. Analise de citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade dos arcabougos foi feita utilizando o teste
Vermelho Neutro. Esse ensaio € baseado na capacidade das células viaveis
incorporarem e agirem com o vermelho neutro, que penetra a membrana celular e se
acumula nos lisossomos. Ou seja, 0 teste avalia a sobrevivéncia/viabilidade das células
em cultura.

Para a producdo dos extratos, os 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 recolhidos e incubados em cultura de MC3T3, previamente estabelecida em placa
de 96 pocos, por mais 24 horas, em estufa a 37 °C (5% COy).

O teste foi conduzido seguindo o protocolo indicado pelo fabricante do conjunto
In Cytotox — XTT — NR — CVDE, da empresa XENOMETRIX. Ap0s o periodo de
incubacdo, as células foram fixadas, o corante presente no seu citoplasma foi liberado
por acdo da solucao de solubilizacdo para o sobrenadante e a absorbancia foi lida a 540

nm, no Leitor de Microplacas Synergy 2 BioTek.

3.8.3. Dosagem de proteinas totais, fosfatase alcalina e ions calcio

Visando estimar, qualitativamente, a quantidade de células ativas sobre o
material, foi feita a dosagem de proteinas no sobrenadante pelo método colorimétrico de
Bradford, que baseia-se na interagdo entre o corante “Coomassie brilliant blue” BG-250
e macromoléculas de proteinas que contém aminodacidos de cadeias laterais basicas ou

aromaticas (ZAIA et. al., 1998).

A fosfatase alcalina € uma enzima localizada na superficie celular, onde se

encontra na forma de um tetrdmero. Quando liberada no ambiente circundante, sofre
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acdo de enzimas conhecidas como fosfolipases C e D e passa a se apresentar na forma
de dimeros. A isoforma 6ssea da fosfatase alcalina é uma glicoproteina tetramérica que
se encontra na superficie dos osteoblastos (VIEIRA, 1999). A funcdo da fosfatase
alcalina ainda ndo foi completamente desvendada, porém, o seu papel como marcador
de atividade osteogénica vem sendo cada vez mais reforcado (WHYTE, 1994; GOLUB
e BOESZE-BATTAGLIA, 2007). Ao medir a quantidade de fosfatase alcalina presente
no sobrenadante de culturas de osteoblastos, é possivel avaliar o metabolismo das

células Gsseas e, principalmente, verificar se elas estao ativas.

Outro marcador de atividade osteoblastica € o fosfato de calcio, que tem
participacdo direta na mineralizacdo da matriz dssea. Os osteoblastos concentram

grande quantidade dessa molécula quando em atividade.

Para as dosagens, foram utilizados os sobrenadantes recolhidos de cultura

celular, nos tempos 2 dias, 7 dias, 14 dias e 21 dias.

Para a dosagem de proteinas, foi utilizado utilizando o reagente “Coomassie Plus
(Bradford) Protein Assay”, Thermo Scientific. Como padrdo de proteinas, foi utilizado
BSA (bovine serum albulmin), também da Thermo Scientific, na concentra¢do 1 mg/ml.
Como branco, foi utilizado meio de cultura D-MEM. Para a leitura, 10 pL de cada
amostra, incluindo os controles, foram adicionados em poc¢os de placa de 96 pocos.
Foram adicionados 200 pL do reagente de Bradford nos pogos contendo os controles e
os sobrenadantes da cultura celular. A placa foi agitada por 30 segundos e, em seguida,
foi deixada incubando por cerca de 10 minutos. Apds esse periodo, a leitura foi feita em
leitor de microplacas Synergy 2 Bio Tek, na Unidade de Pesquisa Clinica (HUAP/UFF)

utilizando o comprimento de onda 595 nm, conforme instrugfes do fabricante. A
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dosagem de proteinas totais permitiu a normalizacdo da dosagem da atividade da

enzima fosfatase alcalina.

Para a dosagem da fosfatase alcalina, foi utilizado o conjunto Fosfatase Alcalina
Liquiform (Labtest). Para dosar o ion calcio foi utilizado o conjunto Célcio Liquiform
(Labtest). Os sobrenadantes foram adicionados em placas de 96 pocos e, em seguida,
foram seguidos os passos indicados pelo fabricante dos conjuntos de testes. A leitura foi
realizada em leitor de microplacas Synergy 2 BioTek, na Unidade de Pesquisa Clinica

(HUAP/UFF), no comprimento de onda 405 nm.

3.8.4. Morfologia Celular e Micro-analise elementar da superficie dos

arcaboucos

Para avaliar a morfologia das células aderidas ao material ao final da cultura de
21 dias, foi realizada microscopia eletrénica de varredura. Apos cultura, as amostras
foram fixadas com solucdo Karnovsky — 4% paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido em
tampao Cacodilato 0,1M — pos-fixadas com tetroxido de 6smio e passaram por processo
de desidratacdo com imersao em alcool, com diferentes concentrac@es (15%, 30%, 50%,
70%, 90% e 100%). Apds esse processo, foi feito o ponto critico das amostras
(Laboratorio de Cultura de Células/ Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas) seguido da
metalizacdo com ouro, realizada no laboratério de Microscopia Eletronica
(PEMM/COPPE/UFRJ). As amostras para a microanalise ndo passaram pela poés-

fixacdo e nem pelo processo de metalizagdo com ouro.
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O equipamento utilizado para obtencdo das imagens foi o Microscopio
Eletrnico de Varredura JEOL JSM, modelo 6460 LV, no Laboratorio de Microscopia
Eletrénica (PEMM/COPPE/UFRJ). Todas as amostras foram, previamente, recobertas
com ouro e observadas a 15 kV. Foram feitas imagens da superficie do material, bem

como imagens da secdo transversal.

As imagens obtidas foram fotografadas e, entdo, seguiu-se a avaliacdo da
morfologia celular em cada grupo de amostras. Observou-se a adesdo, espraiamento,
presenca de prolongamento membranar/citoplasmatico e possivel deposicdo de matriz
extracelular. Ainda no microscopio JEOL, modelo JSM 6460 LV, com sistema de
energia dispersiva em espectroscopia de raios-X (EDS) acoplado, foi conduzida a

analise elementar da superficie dos arcaboucos apos 21 dias de cultura.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Producéo e caracterizacgao fisico-quimica dos arcabougos

Os arcabougos porosos de PHB foram produzidos pela técnica de lixiviacdo de
particulado, utilizando sacarose como agente porogénico. A concentragdo da solucéo
utilizada foi previamente estabelecida em 15% (p/v). A Figura 4.1 mostra a imagem de

um arcabouco de PHB confeccionado neste trabalho.

Figura 4.1. Arcaboucgo de PHB produzido pela técnica de lixiviagdo de
particulado.
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Os arcabougos produzidos apresentaram um diametro medio de 9,5+ 0,15 mme

altura média de 4,2 + 0,3 mm.

Ao utilizar a sacarose como agente porogénico, foi possivel produzir arcaboucos
mais altos em relacdo aos arcaboucos produzidos com cloreto de sodio (NaCl),
desenvolvidos por Meiga (2010). Essa diferenca na altura € fundamental para que o
arcabouco venha a ser utilizado em cultura dindmica, uma vez que 0s biorreatores
necessitam que o material testado tenha um tamanho que permita sua fixacdo em

suportes.

4.1.1. Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada com a finalidade de avaliar a saida da
sacarose do interior dos arcaboucos. Foram analisados arcabougos de PHB antes do

processo de lixiviagdo e arcaboucos lixiviados por 96 h (Figura 4.2).

A curva de degradacédo do arcabouco antes do processo de lixiviacdo apresentou
trés picos e residuo superior a 10%. O primeiro pico ocorre por volta de 180 °C e pode
ser relacionado a presenca agua de cristalizacdo. Os outros dois picos ocorrem a

242,16°C e a 302,5°C (Figura 4.2a).

A degradacdo térmica do PHB ocorre em uma Unica etapa e estd associada a
formacdo de um composto intermediario, contendo um anel de seis atomos de carbono.
A literatura cita a temperatura de degradacdo do PHB entre 282°C e 303°C (Dong, Yu,
& Cheung, 2001). Sendo assim, o terceiro pico apresentado na curva de DTG (Figura

4.2a), pode ser relacionado ao PHB.
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J& a curva referente a amostra lixiviada apresentou apenas um pico de
degradacéo, ocorrendo em torno de 266°C com residuo de 0,39%, comprovando a saida
da sacarose e a eficiéncia do processo de lixiviagdo (Figura 4.2b). Observa-se uma
reducdo significativa na temperatura de degradacdo do polimero no arcabougo lixiviado
em relacdo ao arcabouco anterior a lixiviacdo. Uma vez que a sacarose foi retirada na
lixiviacdo, criou-se uma estrutura repleta de espacos vazios, 0 que pode ter contribuido
para a entrada de calor na amostra e, consequentemente, foi necessario menos energia

para a decomposicéo do PHB.
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Figura 4.2. Anélise termogravimétrica de (a) arcabougo antes do processo de lixiviagao e de

(b) arcabougo lixiviado.
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4.1.2. Anélise morfoldgica dos arcabougos

As analises de microtomografia foram conduzidas a fim de avaliar a morfologia,
obter a porosidade, bem como a distribuicdo média dos poros nas amostras nao

hidrolisada e hidrolisada.

Na Figura 4.3, podem ser observadas a estrutura da matriz polimérica e da fragdo

porosa de arcaboucos de PHB antes da hidrolise.

Matriz Polimérica

Espaco Poroso

Figura 4.3. Imagens de microtomografia de arcaboucos de PHB antes da hidrolise
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J& na Figura 4.4, podem ser observadas a estrutura da matriz polimérica e a

estrutura da fracdo porosa de arcaboucos de PHB ap6s hidrélise.

Matriz Polimérica

A

Espaco Poroso

Figura 4.4. Imagens de microtomografia de arcaboucos de PHB hidrolisados
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Ao verificar a distribuicdo do tamanho dos poros do arcabouco de PHB antes da

hidrélise, foi possivel observar que estes se encontram em uma faixa de até 110 um,

com maior incidéncia de poros até 60 um (Figura 4.5).
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#Poros

Tamanho do poro {(mm)

Figura 4.5. Grafico da distribui¢do de poros em arcabou¢o de PHB néo hidrolisados

Ja no arcabouco de PHB hidrolisado (Figura 4.6), a incidéncia de poros na faixa
até 10 um foi superior aquela apresentada pelo arcabougo antes da hidrolise. Nesse
material, também foi possivel verificar que a distribuicdo de poros ocorre em uma faixa

de até 110 um, com a presenca de alguns macroporos maiores que 500 pm.
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Figura 4.6. Gréafico da distribuicdo de poros em arcabouco de PHB ndo hidrolisados

Ao realizar uma comparacéo entre a distribuicdo média de poros nos arcaboucos
antes e apos hidrdlise, foi possivel observar que o Ultimo apresenta maior contagem de
poros em ambas as faixas de tamanho. Além disso, a representacdo tridimensional de
ambos 0s grupos permite observar que a superficie hidrolisada possui mais reentrancias

do que a superficie do arcaboucgo nao hidrolisado.

A arquitetura dos arcaboucos desempenha um papel importante na formacéo do
tecido ésseo. Os microporos (poros <20 um) tendem a aumentar o crescimento 0sseo
nos arcaboucos, uma vez que ha aumento na area superficial e, consequentemente, ha
maior area para adsorcdo de proteinas. Além disso, ha aumento na solubilidade idnica
no microambiente e mais pontos de fixacdo para os osteoblastos (WOODARD et.al.,

2007)

Os estudos de Karageorgiou e Kaplan (2005) contém um conjunto de

informacGes sobre o efeito da porosidade e do tamanho dos poros em arcabougos para

52



cultura in vitro e in vivo. Os macroporos (poros >100 um) favorecem diretamente a
osteogénese em organismos Vvivos, uma vez que facilitam a vascularizagdo do tecido e,

consequentemente, permite maior aporte de nutrientes e oxigenagdo para as células.

Neste trabalho, a hidrélise dos arcaboucos teve por objetivo incorporar
grupamentos carboxilicos a cadeia do PHB pela quebra de ligacbes éster. A
incorporacdo desses grupamentos visa criar pontos ativos na cadeia do polimero, que
sdo passiveis de imobilizacdo com Fn. A hidrolise ndo apenas altera a carga superficial
por incorporacdo de grupamentos oxigenados, como também altera a topografia do

material, pela quebra de cadeias.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi possivel avaliar a
morfologia da superficie dos arcaboucgos de PHB (hidrolisados) produzidos em moldes
de vidro (Figura 4.9). Para obter superficies de fratura, os arcaboucos foram imersos em

nitrogénio liquido e, em seguida, foram fraturados com a ajuda de laminas de bisturi.

Foram analisadas quatro superficies. S&o elas: superficie de fratura vertical,
superficie de secagem em contato com o ar, superficie de secagem em contato com o

vidro e superficie lateral .

A superficie de secagem em contato com o molde de vidro mostrou-se
completamente porosa (Figura 4.7a), fato que pode ser atribuido a grande presenca de
grdos de sacarose nessa regido. A superficie em contato com o ar também apresentou
boa quantidade de poros, devido a boa dispersdo do agente porogénico na solucao,
porém, visualmente menor do que aquela apresentada pela outra superficie (Figura
4.7b). Essa diferenca na porosidade pode ter ocorrido devido a decantacdo das particulas

de sacarose, durante a evaporagao do solvente.
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A andlise das micrografias de ambas as superficies permitiu observar a presenca
de poros menores no interior de poros maiores (Figura 4.7c e d), fato que pode ser

indicativo de interconexao entre 0s poros.

A interconexdo € uma caracteristica fundamental para o sucesso do
estabelecimento de cultura celular sobre o material, uma vez que essa interconexao
permite o crescimento e migracdo celular por toda a superficie do material, além de
possibilitar o fluxo de nutrientes e a troca de gases entre o meio e as células (MURPHY

et. al. 2010).
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Figura 4.7. Micrografias de MEV mostrando a alta porosidade da superficie de arcaboucos de PHB em

contato com moldes de vidro (a), em relacéo a superficie em contato com o ar (b).

54



Arcaboucos anteriormente produzidos por Meiga (2010), nas quais era utilizado
0 cloreto de sodio (NaCl) como agente porogénico, apresentavam, sobre a regido
porosa, formacdo de capa densa em decorréncia da grande decantacdo do NaCL no
fundo dos moldes de vidro. Ao analisar as imagens da superficie formada em contato
com o ar, ndo houve formacdo de capa densa de PHB, possivelmente pela boa dispersao
do agente porogénico na solucdo e baixa taxa de decantagdo da sacarose no momento da
secagem da solucdo. A auséncia dessa capa, possivelmente, permitird uma maior
penetracdo de células no interior da amostra no momento da cultura. Além disso, o
aumento na porosidade superficial podera facilitar a entrada de nutrientes e oxigénio nas
regides mais profundas do arcabouco, aumentando, assim, a area onde células podem

sobreviver e se estabelecer.

Por meio das micrografias da secdo transversal (Figura 4.8a) e da lateral externa
dos arcaboucos (Figura 4.8b) foi possivel avaliar que a saida do agente porogénico
levou a formacdo de uma rede irregular de poros. Também foi possivel visualizar que
esses poros estdo dispostos de maneira homogénea por toda secdo transversal, fato

atribuido a boa dispersao do agente porogénico na solucdo polimérica.

—_—
50 SE8nm

Figura 4.8. Micrografias da se¢do transversal (a) e da se¢do lateral (b) dos arcaboucos.
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Os poros sdo de suma importancia na osteogénese, uma vez que através deles ha
um fluxo de células que d&o inicio a formagdo do tecido e também dos nutrientes

necessarios a sobrevivéncia destas (BOSE et. al.2012).

4.1.2.1. Determinacdo da porosidade dos arcaboucos

A densidade dos arcaboucos foi determinada utilizando a equacdo 1. As medidas

utilizadas na determinacéo e o valor final da densidade estdo listados na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Variaveis para a determinacdo da densidade dos arcabougos de PHB

Medida Valores
Massa do arcabouco seco (g) 0,065 + 0,014
Massa aparente do arcabou¢o molhado (g) -0,00723 + 0,007
Densidade do &lcool (g.cm™) 0,789
Densidade (g.cm™®) 0,079 + 0,0006

A porosidade é definida como a gquantidade de espacgos vazios presente em um
material. As medidas utilizadas na determinacdo e o valor final da porosidade aparente

estdo listados na tabela 4.2.
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Tabela 4. 2. Variaveis para a determina¢ao da densidade dos arcabougos de PHB

Medida Valores
Massa do arcabouco seco (g) 0,065 + 0,014
Volume de poros - Vporos (cm®) 3,40+£0,21
Volume real - V (cm?) 3,53+0,23
Porosidade (%) 96,57 + 0,33

Hayati et. al.(2011) produziram arcabougos porosos a partir do composito
PHB/nano-hidroxiapatita, pela técnica de lixiviacdo de particulado, utilizando NaCl
como agente formador de poros, e obtiveram porosidade em torno de 77%. Em outro
trabalho, publicado por Hajiali et al.(2010), foram produzidos arcaboucos utilizando
concentracdes 70 e 80% de NaCl na solucdo, cuja porosidade girou em torno de 59 e
70%, respectivamente. Ja os autores Misra et al.(2010) produziram arcaboucos de um
composito a base de PHB, utilizando, como molde, cubos de sacarose, que foram,
posteriormente, lixiviados, gerando uma espécie de espuma porosa, cuja porosidade
ficou entre 82 e 87%.

O valor de porosidade encontrado para os arcaboucos produzidos nesse trabalho
reforca que a técnica utilizada esta de acordo com os padrdes encontrados na literatura
e, além disso, confirma que a sacarose foi extremamente eficiente na producdo da
estrutura porosa.

Em um arcabouco com 4,2 mm de altura e 8,5 mm de diametro (pagina 44,
Figura 4.1), a porosidade indicada na microtomografia foi de 84,8%. Esse resultado
confirma o alto grau de porosidade encontrado a partir das medidas utilizando a técnica

de Arquimedes (Tabela 4.1). A diferenca entre os resultados obtidos pelas duas anélises
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pode ser atribuido ao fato da sensibilidade da microtomografia estar acima de 7um, ou
seja, 0s poros menores presentes na amostra ndo foram contabilizados, enquanto que, na
determinacdo da porosidade pelo principio de Arquimedes, todos o0s poros sdo

considerados.

Essa alta porosidade apresentada pelos arcaboucos pode ser atribuida a grande
quantidade de sacarose presente na solucdo polimérica (75% em relacdo a massa de
polimero adicionada). Embora altos valores de porosidade ajudem na osteogénese, esta
deve ser limitada de acordo com a especificacdo do produto a ser obtido, uma vez que 0
alto grau de porosidade com os poros maiores tendem a reduzir a resisténcia mecanica

do arcabouco, que € uma caracteristica importante para a regeneracdo do tecido.

4.1.3. Avaliacdo das propriedades mecénicas dos arcaboucos pos-
hidrdlise

Os arcaboucos utilizados no ensaio de compressdo foram previamente

hidrolisados com solucdo de NaOH 0,1M.

A Figura 4.9 apresenta a curva tipica da tensdo x deformacdo de um arcabouco

de PHB processado nas condi¢des descritas no item 3.2.
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Figura 4.9. Curva tensdo compressiva x deformacéo de um arcabouco PHB

Tabela 4.3. Propriedade mecénica de compressao de arcaboucos PHB

Deformacdo até a 28
Regido (%)

Tensdo Compressiva
(MPa)

Modulo de Compresséo
(MPa)

80

1,45+ 0,34

0,018 + 0,0045

Na curva tensdo compressiva x deformacdo foi possivel observar a presenca de
trés regides que sdo, comumente, encontradas em ensaios de estruturas porosas. A
primeira regido é conhecida como elasticidade linear (Figura 4.9 a), sendo controlada
pela estrutura da “parede” dos poros e cuja inclinagdo da curva fornece o mddulo de
compressdo. No caso dos arcabougos analisados nesse trabalho, essa regido ocorre para
valores baixos de tensdo. A segunda regido é caracterizada pelo platb e esta associada

ao colapso dos poros (Figura 4.9 b). Quando a maior parte dos poros estdo colapsados,

59



tem inicio a terceira regido, conhecida como densificacdo (Figura 4.9 c). Essa Gltima
regido é caracterizada pela elevacdo acentuada na tensdo (SULTANA E WANG, 2008).

O modulo compressivo encontrado para os arcabougos de PHB hidrolisados foi
determinado em torno de 0,018 MPa (Tabela 4.3). A rigidez de um 0sso cortical situa-se
na regido entre 7 - 30 GPa, enquanto que o de um 0sso esponjoso fica entre 0,5 - 0,005
GPa (HUTMACHER et al., 2007). Uma vez que os arcabougos PHB apresentaram
mddulo muito inferior aquele atribuido ao tecido dsseo, as células aderidas ao material,
possivelmente, comecardo a pesar sobre ele, levando a um colapso da estrutura antes
mesmo do estabelecimento do tecido. Devido a essa caracteristica mecéanica, este
material seria mais adequado para uso como matriz de células de tecidos moles, tais

como cartilagem, epitélio, entre outros.

4.2. Caracterizacao dos arcaboucos de PHB modificados

4.2.1. Composicdo quimica

A analise dos arcaboucos por FTIR teve por objetivo verificar alteracGes
decorrentes da funcionalizacdo com Fn, na tentativa de confirmar a eficiéncia dos
métodos de imobilizacdo utilizados. Foram analisados os espectros de FTIR dos
arcaboucos antes da imobilizacdo (PHB), imobilizados com Fn por adsor¢do fisica

(PHB-FN) e por ligacdo covalente (PHB-EDC-FN).

O espectro do PHB apresentou bandas intensas de 1275 a 1720 cm™,
caracteristicas do estiramento das ligagdes C=0 do grupo carbonila; de 1453 a 1380 cm’

! referentes & deformacdo assimétrica da ligagdo C-H dos grupos etileno e metileno,
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CH; e CHg, respectivamente; na faixa de 978 a 1300 cm™, relacionadas ao estiramento

da ligacdo C-O do grupo éster (Figura 4.10) (BARBOSA, 2008).

Absorbancia

H PHB

Grupos Alquilas

] RSO, S, So—
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Figura 4.10. Espectro de FTIR do PHB hidrolisado.

A Figura 4.11 apresenta os espectros de FTIR dos arcaboucos imobilizados com

Fn.
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Figura 4.11. Representacdo dos espectros de arcabougos de PHB modificados com Fn

Segundo Baujard-Lamotte et al. (2008) a regido de 1500 cm-1 a 1800 cm-1
abriga bandas caracteristicas da Fn, tais como: amida Il correspondente as ligaces NH
de peptideos (de 1500 a 1550cm™), COO- relativas ao grupos carboxilicos dos
peptideos Asp e Glu (de 1550 a 1500cm-1). O espectro da proteina Fn também é
caracterizado por uma banda centrada a 1641 cm™, que esta relacionado & estrutura
secundaria folha B (BARBUCCI et al., 2005). Logo, seria esperado encontrar alteraces

do espectro dos arcaboucgos modificados com proteinas nessas regides.
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No entanto, ndo houve qualquer alteracdo no padrdo das bandas nos espectros
referentes aos arcaboucos modificados em relacdo ao PHB. (Figura 4.12). Esse fato
pode ser atribuido a sensibilidade do aparelho, que ndo foi capaz de detectar pequenas
alteracbes na composicdo em funcdo da baixa concentragdo da solucdo proteica

utilizada na funcionalizagio das amostras (10pg/ml).

B PHB
m PHE - EN
B PHE - EDC - FN

Absorbdncia

1800 1600 1400

Comprimento de onda (l::m'1}

Figura 4.12. Detalnamento dos espectros de FTIR dos arcaboucos de PHB, PHB-EDC-FN e PHB-FN.
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4.2.2. Estimativa de carga superficial dos arcabougos por cristal violeta

A estimativa de cargas negativas dos arcaboucos foi feita pelo método
Rappaport (1960), que utiliza o corante cristal violeta, um sal de aménio quaternério,
carregado positivamente, conhecido por se ligar a proteinas e superficies de carga

negativa.

Uma vez que o cristal violeta também é um forte corante para o PHB, foram
avaliadas a absorbancias das solugdes de eluicdo do corante em metanol (dado
quantitativo) e o quanto de corante restou fixado em cada arcabouco (dado qualitativo

complementar). Os resultados sdo mostrados na Figura 4.13.
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PHB - 31.7% + 2,17 PHB-FN - 32,2% + 1,42

PHB-EDC-FN - 42% + 0,384

Figura 4.13. Arcaboucos corados por cristal violeta, apo6s elui¢do por metanol e

seus respectivos valores de absorbancia ( porcentagem de absorcéo de luz).

O cristal violeta cora os arcaboucos em tons de azul e, uma vez que as cargas
negativas da superficie estdo em alta concentragdo, a eluicdo com o metanol nédo
consegue retirar todo o corante, deixando-o em diferentes tonalidades de azul. A
imagem referente ao arcabouco PHB ficou levemente corada de azul, indicando uma

superficie levemente negativa. As cargas negativas da superficie podem ser atribuidas
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aos grupamentos hidroxilico e carboxilico formados em decorréncia da hidrdlise
(THIRE et. al., 2006). Ja o arcabouco PHB-FN apresentou regides com um azul mais
intenso. Estas regides possivelmente estdo relacionadas a aglomerados de Fn formados
na superficie do PHB. Pode-se também sugerir que estes aglomerados tenham sido
formados préximos aos poros, cujas paredes podem ter funcionado como sitios de
ancoramento fisico. Porém, ndo houve diferenca significativa entre a porcentagem de
absorcdo de luz entre os dois grupos (p>0,05), indicando a similaridade entre a carga
superficial. Em relacdo a imagem do arcabouco PHB-EDC-FN, pode ser observado que
h& presenca de um azul mais intenso que os demais, fato que é comprovado pela
porcentagem de absorcao de luz mais elevada do que as encontradas para os outros dois
grupos. Ou seja, houve um aumento da carga negativa na superficie desse grupo de
amostras, que pode ser atribuido, possivelmente, a presenca de moléculas de Fn
imobilizadas covalentemente. Este resultado esta de acordo com o esperado, visto que a
utilizacdo do agente de acoplamento permitiu a criacdo de mais sitios ativos para a
ligacdo da proteina. Observa-se também que a coloracdo é homogénea por toda a
superficie, sendo o indicativo da formacdo de uma camada (ou filme) de moléculas de

Fn imobilizadas.

O software Image Pro Plus 6 foi utilizado nas imagens da Figura 4.13, com a
finalidade de obter a intensidade da cor azul presente nos arcaboucos corados com o

cristal violeta (Figura 4.14)
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Figura 4.14. Intensidade da cor azul dos arcabougos de PHB (a), PHB-FN (b) e PHB-

EDC-FN (c).

De acordo com os graficos, foi possivel observar que os arcabougos PHB e
PHB-FN apresentaram intensidade da cor azul similares. Porém, o segundo arcabouco
apresentou um azul mais intenso do que o primeiro. Essa diferenca, possivelmente, se
deu, pela Fn adsorvida fisicamente ao material, que visualmente forma pequenos pontos
mais escuros em relacéo ao arcaboucgo sem modificacdo. Ja no arcabouco PHB-EDC-FN
a cor azul estava muito mais intensa do que nos outros arcaboucos, diferenca que
corrobora a maior porcentagem da absorcdo de luz encontrada para esse grupo de

amostras e a maior imobilizacdo de proteinas no método via ligacdo covalente.

A partir das andlises realizadas, é possivel confirmar a formagédo de superficies
mais negativas apds a imobilizacdo covalente da fibronectina sobre arcabougos

hidrolisados.
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4.3. Cultura de células 0sseas

4.3.1. Citotoxicidade

A andlise da citotoxicidade foi conduzida utilizando extratos feitos a partir dos
arcaboucos PHB, PHB-FN e PHB-EDC-FN. Nesse teste, foram utilizados como
controle positivo/téxico fragmentos de latex (altamente tdxico para as células, matando
todas aquelas que entram em contato com 0 extrato) e como controle negativo/nédo-
toxico pérolas de poliestireno (ndo alteram a morfologia e o crescimento celular). Foram
utilizados, ainda, o controle celular (célula em contato com meio e 10% de soro fetal
bovino) e o controle branco (apenas o reagente do teste), sendo esse ultimo necessario
para desconto do valor de “background” do reagente do restante dos valores
encontrados no teste.

A incorporacdo do corante vermelho neutro é usualmente empregada em anélise
de citotoxicidade, uma vez que apenas células viaveis sdo capazes de acumular o
corante em seus lisossomos. Esse teste avalia a sobrevivéncia/viabilidade de uma celula
em cultura.

Ao final de 24h de exposicdo aos extratos, as células foram mortas e fixadas para
a eluicdo do corante e leitura da intensidade da coloracdo das solucBes, em
espectrofotometro. A Figura 4.15 exibe os dados referentes as amostras e aos controles

do experimento.
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Figura 4.15. Grafico da analise de citotoxicidade por incorporagdo do corante vermelho neutro pelos
lisossomos das células MC3T3. Estéo representados os valores encontrados para cada amostra e 0s

controles, e as suas respectivas barras de erro (*p < 0,05).

Com base nos valores de porcentagem referentes as amostras e assumindo o
controle celular como células 100% viaveis, nenhum dos arcaboucos analisados se
mostrou toxico para as células. Isso pode ser afirmado considerando-se que um material
é considerado citotoxico quando as células expostas a ele tém porcentagem inferior a
75% em relagdo ao controle celular. N&o houve diferenca significativa entre os grupos e
os controles celular e negativo.

Esse resultado é o primeiro indicio de que todos os grupos podem ser usados
para cultivo celular por ndo causarem danos as células. E importante avaliar se 0s

arcaboucos permitem a adesdo celular, o espraiamento e a proliferacdo destas. Além
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disso, o arcabouco deve ser capaz de sustentar células e componentes secretados até que

a matriz esteja consolidada e o conjunto célula + matriz esteja estruturado.

4.3.2. Dosagem de proteina totais, fosfatase alcalina e ions calcio

A dosagem de proteinas presentes no sobrenadante foi feita utilizando o método
colorimétrico de Bradford e teve por objetivo analisar, qualitativamente, a atividade das
células em cultura.

Com 2 dias de cultura, os sobrenadantes referentes aos arcaboucos, bem como os
sobrenadantes do controle celular ndo mostraram niveis elevados de proteina. Panorama
que foi se alterando ao longo dos dias de cultura. Com 7 dias houve um aumento
expressivo na quantidade de proteinas secretadas em todos os grupos. O pico da
secrecdo de proteinas aconteceu no décimo quarto dia de cultura e no vigésimo primeiro
houve uma queda na producéo de proteinas pelas células (Figura 4.16).

Em nenhum dos tempos experimentais foi possivel observar diferenca
significativa entre os grupos de arcaboucos, comportamento que ndo era esperado,
considerando-se os diferentes tratamentos realizados na superficie dos diferentes grupos
de amostras.

A proteina FN atua nos primeiros momentos da adesdo, mediando a interagédo
célula-material. Consequentemente, com 2 dias de cultura, o primeiro tempo utilizado
para analises, ja ndo foi possivel avaliar o efeito da proteina sobre os osteoblastos, uma
vez que as células comecam a secretar os fatores necessarios para gque estas venham a se

estabelecer naquela matriz.
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Figura 4.16. Dosagem de proteinas totais, produzidas pelas células MC3T3, ao longo de 21 dias de
cultura. Constam os valores encontrados para cada tempo/amostra e
tempo/controle, e as suas respectivas barras de erro.

A dosagem da fosfatase alcalina foi feita em sobrenadantes de cultura de
MC3T3, que foi previamente estabelecida sobre os trés tipos diferentes de arcabouco
utilizados nesse trabalho. Os sobrenadantes foram recolhidos nos tempos de 2 dias, 7,
14 e 21 dias (Figura 4.17). Trabalhos relacionados a engenharia de tecido &sseo
reportam esses tempos como 6timos para analisar a atividade osteoblastica (MIKAMI

et. al., 2010).

Dosar a atividade da fosfatase presente no sobrenadante permite avaliar um
produto excretado pelas células, ao contrario da dosagem da atividade enzimatica em

lisados celulares, que permite avaliar a atividade da enzima intracelular.
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Figura 4.17. Atividade da enzima fosfatase alcalina, produzida pelas células MC3T3, ao longo de 21 dias
de cultura. Constam os valores encontrados para cada tempo/amostra e tempo/controle, e as suas

respectivas barras de erro (* p < 0,05).

Ap0s 2 dias, as celulas em contato com o material produziram uma quantidade
inferior de fosfatase alcalina quando comparadas as células do controle celular. Esse
fato pode ser explicado pelo tipo de cultura realizado, ou seja, células cultivadas em
matriz 2D (controle) se comportam de maneira diferente em relacdo aquelas cultivadas
em matriz 3D. Outro fator importante é que ao colocar a suspensdo celular em contato
com o material, algumas células podem atingir regifes muito profundas do arcabougo,
que ndo possuem boa transferéncia de nutrientes e oxigénio. A morte dessas células leva

a uma reducdo na contagem total, que acaba afetando a dosagem da enzima.
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A anélise dos sobrenadantes referentes ao sétimo dia de cultivo mostrou que
houve um aumento significativo na expressdo de fosfatase alcalina. N&o houve
diferenca significativa entre os arcabougos. Nesse tempo experimental, foi possivel
observar a maxima atividade da fosfatase alcalina no controle celular. A atividade da

enzima, nesse tempo, também foi mais baixa do que aquela encontrada no controle.

No décimo quarto dia de cultura, ocorreu um aumento na atividade da fosfatase
alcalina nos sobrenadantes referentes a cultura celular estabelecida nos arcaboucos.
Neste tempo experimental, aconteceu o pico da atividade da fosfatase. O mesmo néo
ocorreu nos sobrenadantes do controle celular, que apresentaram pequena reducdo na

atividade dessa enzima.

No vigesimo primeiro dia de cultivo, todos os grupos de amostra, incluindo
controle, apresentaram queda significativa na atividade da fosfatase alcalina. Porém, a
atividade enzimatica nos sobrenadantes referentes as amostras foi superior do que
aquela encontrada para o controle celular. Uma das hipoOteses para esse fato é que
quando cultivadas em suportes tridimensionais, as células encontram melhores
condicBes de se estabelecerem a longo prazo, 0 que ndo acontece em matrizes

bidimensionais.

A normalizacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina foi feita utilizando os

valores obtidos na dosagem de proteinas totais por Bradford (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Atividade da enzima fosfatase alcalina, produzida pelas células MC3T3, ao longo
de 21 dias de cultura, normalizada pelo padrdo de proteinas totais produzidas pelas células, nos

respectivos tempos (* p < 0,05).

Jing et. al. (2007) dosaram a atividade da enzima em lisados de células MC3T3
que foram previamente cultivadas sobre arcaboucos do copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) e observam que a atividade da enzima tende a
aumentar com 28 dias de cultivo. O tempo em que ocorre esse aumento na expressao
tende a variar de acordo com o estagio de diferenciacdo em que a célula se encontra.
Ainda de acordo com 0s autores, a atividade enzimatica significativa indica que as

células estdo se diferenciando em osteoblastos.

No caso dos arcaboucos PHB, PHB-FN e PHB-EDC-FN, o aumento na
atividade enzimatica ocorre por volta do décimo quarto dia, tempo em que,
possivelmente, as células estdo se diferenciando em osteoblastos e iniciando 0s

processos de ossificacéo.
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Meiga et al. (2011) discutiu a importancia da fibronectina nos primeiros
momentos da adesdo celular (24h) sobre arcabougos de PHB produzidos pela técnica da
evaporacéo de solvente e lixiviacdo de NaCl e funcionalizados. Neste trabalho, a ligagéo
da fibronectina ao material acontecia em uma capa densa e pouco porosa formada na
superficie de cada arcabouco. Nesse caso, observou-se diferenca significativa na adeséo
e espraiamento celular nos arcaboucos de PHB em funcdo da técnica de imobilizacdo
utilizada. Melhores resultados foram obtidos para PHB-EDC-FN. Os autores atribuiram
esta diferenca de comportamento a maior estabilidade da ligacdo covalente e
possivelmente a exposicdo dos grupamentos RGD da Fn promovidos por este tipo de

ligagéo.

No presente trabalho, ao contrario do que foi observado por Meiga et al (2011),
ndo houve diferenca significativa na atividade enzimatica e na expressdo de proteinas
totais pelas células cultivadas nos diferentes grupos de arcaboucgos. Uma hipotese que
poderia explicar este comportamento é que a presenca de poros no material
(principalmente, na superficie, aumentando a sua rugosidade) pode ter sido mais

significativa para a adesao e proliferacdo celular do que a ativacdo da superficie.

Né&o foi possivel fazer a quantificacdo de ions célcio nos sobrenadante da cultura
celular, uma vez que os niveis detectados no teste foram inconclusivos. Esse fato pode
ser atribuido & presenca de célcio no meio de cultura utilizado nas células. E possivel
que a deposicdo do calcio no material, deixando o meio de cultura com menos ions
livres, tenha sido compensada pela producdo de calcio pelas células. Logo, ndo foi

possivel afirmar que o célcio dosado foi, de fato, produzido pelas células.
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4.3.4. Morfologia celular

Na Figura 4.19, sdo apresentadas micrografias da superficie lateral de um
arcabouco PHB, apds 48 horas de cultura (Figura 4.19 (a) e 4.19 (b), respectivamente).
A partir das imagens, foi possivel verificar que as células depositadas sobre esse
material, no segundo dia de cultura, estdo em processo de espraiamento, ou seja,
algumas ja estdo estendidas sobre a superficie do material e outras ja estdo comecando a

se estender em direcdo as paredes dos poros.

Figura 4.19. Micrografias de MEV feitas em Arcabou¢o PHB, com 2 dias de cultura

Na Figura 4.20, sdo apresentadas imagens da superficie lateral de arcabouco
PHB-FN, com 48 horas de cultura. Também foram encontradas algumas células
aderidas a superficie, mas que ainda ndo estdo completamente estendidas sobre ela e

outras ja espraiadas no material.
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Figura 4.20. Micrografias de MEV feitas em Arcabou¢o PHB-FN, com 2 dias de cultura

Na Figura 4.21, sdo mostradas micrografias da superficie lateral de arcabougo
PHB-EDC-FN, com 48 horas de cultura. Nessa superficie foram encontradas células
aderidas e uma grande quantidade de células espraiadas sobre a amostra. Podemos
observar, também, que ha conexao entre as células e que estas ja estdo comecando a

recobrir a superficie do material.

Figura 4.21. Micrografias de MEV feitas em Arcabouco PHB-EDC-FN, com 2 dias de cultura. (b)
Detalhamento da &rea analisada em (a).
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As células aderidas sobre a superficie dos arcaboucos PHB e PHB-FN
apresentam morfologia semelhante. J& estdo aderidas ao arcabougo, porém ainda nao
estdo completamente estendidas, apresentando um formato semelhante aquele
apresentado por elas pouco depois da adesdo em suporte 2D (placa controle). Uma vez
que o PHB ndo é um material bioativo, as células conseguem aderir ao material, mas
precisam comecar a secretar as substancias necessarias para que se estabelecam naquele
ambiente. Logo, no arcabouco sem funcionalizacdo, o estiramento das células tende a

demorar mais para acontecer.

O mesmo fato acontece no material PHB-FN, embora ele tenha sido
funcionalizado com fibronectina, proteina fundamental no processo de adesdo e
espraiamento das células, como etapa pré cultura, os arcabougos sdo embebidos em
meio de cultura por 24 horas, antes de receberem as células. Levando em consideracao
gue nesse material a proteina esta adsorvida a superficie, um tipo de ligacéo fraca, pode
ter havido a liberacdo da proteina para o meio de cultura, acabando com a capa proteica

que havia sido formada sobre a superficie da amostra.

A morfologia das células encontradas no arcabouco PHB-EDC-FN foi diferente
de ambos o0s grupos anteriores. Pode-se supor que a proteina, por estar ligada
covalentemente a superficie do material, ndo se desligou do arcabouco durante o
processo de pré-cultura (imersdo do material em meio de cultura sem soro e sem
células). Portanto, ao serem depositadas sobre o arcabouco, as células encontraram um
eficiente mediador de adesdo e, consequentemente, interagiram mais rapidamente com o

ambiente, se espraiando.
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Apesar das células estarem mais espraiadas no arcabouco PHB-EDC-FN, as
imagens tornaram evidente que o0s trés grupos de arcaboucos foram efetivos em

promover a adesdo celular.

Com 21 dias de cultura, ambos os grupos foram analisados quanto a morfologia
das células aderidas em sua superficie. Na Figura 4.22, pode ser observada a superficie
lateral do arcabougo PHB. As imagens evidenciam células espraiadas recobrindo a
superficie da amostra, prolongamentos de membrana e conexao entre as células. Ha,

também, possivel emissdo de fibrilas de colageno.

Fibrilas de Colageno

Prologamentos
de Membrana

S8 rm COPPE e B3 1881m COFFE

Figura 4.22. Micrografias de MEV feitas em Arcabouco PHB, com 21 dias de cultura.

As células aderidas ao arcabouco PHB-FN apresentaram morfologia semelhante
aquelas aderidas ao arcabougo anterior, como mostra a Figura 4.223. Foi possivel
observar a presenca de muitas células aderidas a superficie do material e que, além dos
prolongamentos de membrana, as células estdo secretando fibrilas que se emaranham

como teias ao longo da superficie.
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COFFE ¥1, HAF = ki COFFE

Figura 4.23. Micrografias de MEV feitas em Arcabou¢o PHB-FN, com 21 dias de cultura.

As imagens referentes ao arcabouco PHB-EDC-FN também evidenciam células
espraiadas recobrindo a superficie do material. A morfologia das células é semelhante
aquela observada para os outros dois materiais com 0 mesmo tempo de cultivo (Figura

4.24).

l8sum COFFE

Figura 4.24. Micrografias de MEV feitas em Arcabou¢o PHB-FN, com 21 dias de cultura

Com 21 dias de cultura, ndo foram verificadas diferencas significativas na

morfologia das células aderidas as diferentes amostras. Uma razdo para explicar este

81



comportamento poderia ser o fato de que, conforme as células véo aderindo a superficie
e reconhecendo aquele ambiente, vdo comegando a secretar fatores que tornardo
possivel o reconhecimento daquele local como favoravel ao seu estabelecimento. Ou
seja, apos um determinado tempo de cultura, as células podem comegar a produzir os
fatores necessarios a sua sobrevivéncia, ndo necessitando mais da proteina fibronectina

imobilizada, sendo esta importante apenas nos primeiros momentos da adesao.

Outra observacao feita nesse tempo de cultivo, foi o fato das células ja estarem
secretando componentes de matriz extracelular. Esta é uma observagdo bastante
encorajadora, uma vez que a secrecdo de elementos da matriz € uma premissa de que
naquele material pode haver ossificacdo. Chou et al. (2005) apresentam imagens de
micrografias de MEV de arcaboucos de PLGA, com células MC3T3 cultivadas também
por 21 dias, onde ha intensa deposicdo de elementos de matriz sobre a superficie do
material. Os autores afirmam que o material foi capaz de promover adesao,

espraiamento e proliferacdo de células.

De acordo com Depan et al. (2011), os prolongamentos de membrana contém
filamentos de actina que vao permitir que as células penetrem na superficie e se
movimentem ao longo do substrato. Quando osteoblastos estdo confinados em regibes
de poros, tendem a langar essas projecdes, de forma que alcancem as paredes da regido
(Figura 4.24). Osteoblastos, in vivo, apresentam morfologia cuboide ao invés de
achatada (Figura 4.22), portanto, o fato de estarem sobre uma matriz tridimensional e
assumirem conformacdo cuboide sobre esta, tende a facilitar a formacdo do tecido

0sseo0.

Os resultados de EDS foram inconclusivos quanto a presenca de calcio nas

amostras. Foram analisadas duas superficies de cada grupo de arcabouco: fratura
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vertical e superficie de cultura. O célcio estava presente em algumas das superficies,
mas ndo em outras. Porém, o meio de cultura utilizado para a cultura celular ja é
enriquecido com o célcio, logo, residuos de célcio deveriam estar presentes em todas as

superficies do arcabouco.

E valido ressaltar que, ao contrario do que foi previsto no item 4.2, tendo em
vista 0 baixo médulo de compressao dos arcaboucos de PHB, ap6s 21 dias de cultura,
ndo foram observada modificacdes significativas na morfologia dos arcaboucos (Figura
4.25). Ou seja, apesar do peso das células e dos produtos celulares, o colapso da

estrutura porosa ndo aconteceu.

COFFE

Figura 4.24. Micrografia de MEV da lateral externa de um arcabouco de PHB ap6s 21 dias de cultura
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Capitulo 5

CONCLUSOES

5.1. Conclusbes

o

Foi possivel produzir arcabougos porosos de PHB pela técnica de lixiviacdo de
particulado utilizando sacarose como agente porogénico, empregando um
periodo de 96 horas para lixiviagdo, sob agitacdo magnética constante;

A porosidade dos arcaboucos produzidos, bem como sua distribuicdo de poros,
estdo dentro das faixas apontadas como boas para o estabelecimento de tecido
0sseo;

Apesar do baixo mddulo de compressao apresentado pelo arcabouco, apos 21 de
cultura ndo foi observada fragilizacdo da estrutura porosa;

Né&o foi possivel detectar a presenca de Fn na superficie dos arcabougos
modificados. Porém, através da estimativa de carga superficial, foi possivel
observar diferenca entre 0 PHB e o PHB-EDC-FN, que pode ser atribuida A
imobilizacdo da Fn na superficie;

Todos os grupos de arcaboucos foram considerados ndo citotoxicos;

A dosagem de proteinas totais pelo método colorimétrico de Bradford indicou
que as células estavam mais ativas entre 0 7° e o0 14° dia;

A dosagem da atividade da enzima fosfatase alcalina mostrou maior atividade
por volta do 14° dia, sugerindo que as células da linhagem, possivelmente,

estavam se diferenciando em osteoblastos.
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o Com 2 dias de cultura, apenas as células cultivadas sobre o arcabouco PHB-
EDC-FN estavam espraiadas sobre a superficie, indicando que a estabilidade da
ligagdo covalente foi fundamental nos primeiros momentos da cultura;

o A morfologia das células cultivadas por 21 dias nos diferentes grupos foi
semelhante, indicando que a Fn € essencial apenas nos primeiros momentos da
cultura;

o Os resultados sugerem que a imobilizacdo de Fn sobre arcabougos de PHB e 0
metodo utilizado para a sua imobilizacdo ndo afetam a atividade celular tardia e

sua morfologia neste periodo.

5.2. Sugestdes para trabalhos futuros

o Novos trabalhos devem ser conduzidos, com a finalidade de melhorar as
propriedades mecanicas dos arcaboucos confeccionados neste trabalho, visando
sua aplicacdo na engenharia de tecido 0sseo.

o Determinar o mddulo de compressdo dos arcabougos pos-cultura, visando
determinar se a estrutura do material suportard a deposicdo de elementos da
matriz extracelular e a sua calcificacéo;

o Avaliar a degradacdo in vitro dos arcabougos produzidos neste trabalho a fim de
acompanhar possiveis mudancas estruturais ao longo do periodo de cultura;

o Realizar a analise qualitativa da densidade celular em cada grupo de amostras,
através do método colorimétrico XTT, visando estabelecer relagdo entre a
quantidade de células e atividade osteoblastica;

o Analisar a organizacéo do citoesqueleto das células aderidas ao material atraves

de microscopia confocal de varredura;
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o Avaliar o comportamento de macr6fagos quando cultivados em contato com 0s
diferentes grupos de arcabougos, utilizando o teste de deteccdo de multiplas
citocinas Luminex;

o Avaliar a expressdo de RANKL e OPG das células MC3T3 cultivadas sobre os
diferentes grupos de amostras, utilizando o teste de deteccdo de multiplas

citocinas Luminex;
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