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Resumo: Fibronectina sérica humana foi adicionada a superficie de arcabougos de polihidroxibutirato (PHB) a fim de otimi-
zar a adesdo de osteoblastos humanos (HOB). Visando a criar sitios para a imobilizacdo de fibronectina (FN), os arcabougos
foram previamente tratados por meio de reacao com etilenodiamina. O tratamento modificou a morfologia e a composicao
quimica dos arcaboucos, possibilitando um aumento no teor de FN adsorvido a superficie. Imagens de AFM mostraram que
as moléculas de FN assumiram conformacgdes distintas, de acordo com a superficie na qual foi imobilizada. A FN adicionada
aos arcaboucos nao modificados possivelmente assumiu uma conformacao estendida, expondo os grupamentos RGD. Com
isso, houve um aumento na adesdo de HOB a estes materiais. Por outro lado, a FN na superficie dos arcabougos previamente
tratados possivelmente apresentou-se na forma compacta, suprimindo a adesao de HOB.
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Adsorption of Fibronectin onto Polyhydroxybutyrate Scaffolds Applied to Bone
Engineering

Abstract: Human plasma fibronectin (FN) was adsorbed onto the surface of polyhydroxybutyrate (PHB) scaffolds with aim
of improving adhesion of human osteoblasts (HOB). PHB scaffolds were modified via reaction with ethylenediamine in
order to create sites for FN immobilization. Morphological and chemical composition changes were observed for treated
scaffolds which led to an increase in the concentration of FN adsorbed onto scaffold surfaces. AFM images showed that
FN molecules assumed distinct conformation according to the surface to which they were adsorbed. It is believed that the
FN molecules added to non-treated scaffolds assumed an unfolded conformational owing to the exposure of their RGD
domains, thus promoting an increased HOB adhesion. On the other hand, FN molecules which were added to the surface of
previously treated scaffolds are believed to have assumed a folded conformation, hiding some RGD domains and inhibiting
HOB adhesion.
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Introducao

Atualmente, tem sido dada muita atengdo a reconstrucao
de ossos humanos, uma vez que, o uso de enxertos 9sseos
em praticas clinicas tem apresentado alguns inconvenientes,
como exemplificado em. A engenharia de tecidos sseos
pode, potencialmente, prover solucdes para tais problemas
com a utilizacdo de arcabougos porosos tempordrios que
tem por funcdo sustentar e direcionar a formagdo do teci-
do 6sseo™. A selecdo do material adequado para a con-
feccdo desses arcabougos € um critério importante, pois
a natureza quimica do material tem influéncia sobre sua
biocompatibilidade®. Dentre os polimeros biodegraddveis
que vém sendo estudados para a produgdo de arcabougos,
destaca-se o polihidroxibutirato (PHB). Trata-se de um po-

liéster natural de origem bacteriana, biocompativel a vérios
tipos celulares tais como osteoblastos, células epiteliais e
condrécitos!>#67,

O sucesso do uso de arcabougos em engenharia éssea
depende da manutencdo de uma interface apropriada a for-
magcao de tecido 6sseo, visto que as propriedades de super-
ficie, dos biomateriais e das c€lulas influenciam os eventos
observados na interface célula-material resultando ou ndo
na biocompatibilidade™. A modifica¢do de superficie dos
biomateriais aparece como uma alternativa para regular os
eventos interfaciais sem alterar suas propriedades mecani-
cas. Neste contexto, estratégias biomiméticas vém sendo
empregadas. A principal delas consiste na imobilizacdo de
proteinas ou peptideos biologicamente ativos na superficie
de biomateriais. A adsorcdo de fibronectina (FN), uma das
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principais proteinas de matriz extracelular, e/ou de uma de
suas seqiiéncias de peptideos RGD (arginina — glicina — dcido
aspdrtico) a superficie dos biomateriais, por exemplo, pode
promover a adesdo celular mediada por integrinas™*8°. Os
osteoblastos humanos (HOB) e seus precursores produzem
fibronectina e interagem com esta proteina pela formagao de
adesdes focais®. Desta forma, as propriedades de superficie
de arcabougos podem ser melhoradas através da biomimeti-
zacdo utilizando FN. No entanto, um dos pontos criticos da
imobilizagdo de FN € a conservagio da sua bioatividade™.

A imobiliza¢do de proteinas na superficie de materiais
poliméricos requer, freqiientemente, a presenga de grupos
funcionais especificos, tais como carboxila, amino e ep6xi®.
Este processo € dependente da molhabilidade, da quimica de
superficie e da topografia do substrato!'%. Sendo assim, a pre-
paragdo da superficie de polimeros para a imobilizagdo de
proteinas, em geral, envolve a ativag@o e/ou a insercdo destes
grupos funcionais especificos''’. Exemplos de ativacdo da
superficie através de tratamentos quimicos sdo encontrados
na literatural®'?!. Thiré e colaboradores!® utilizaram um trata-
mento quimico via imida com base na amindlise por etileno-
diamina para introduzir grupamentos amino e hidroxilicos na
superficie de filmes de PHB. A amindlise envolveu a reagdo
entre um grupo amino da diamina e o grupo éster do PHB
(—-COO-) para formar uma ligagao covalente (—CONH- e/ou
—~CONH,-). O outro grupo amino ndo reagido ficou livre.
Durante este processo, grupos hidroxilas (oriundos da rea-
¢do de hidrélise) também foram incorporados a superficie do
poliéstert!121,

O presente trabalho teve como objetivo ativar biologica-
mente a superficie de arcaboucos de PHB por meio da adsor-
¢do de FN. Foi avaliada a influéncia da modificacio prévia
dos arcaboucos via reacdo com etilenodiamina.

Experimental

Preparo dos arcaboucos de PHB: PHB, em forma de pé
branco, com massa molar (M ) de 524.000 g.mol"' foi forne-
cido pela PHB Industrial S/A (Sao Paulo, Brasil). Os arca-
boucos foram preparados pela técnica de lixiviacdo de sal/
evaporacao do solvente, com base no procedimento descri-
to em¥. Solugdo de PHB em cloroférmio (grau PA; Vetec
Quimica Fina Ltda) a 10% (p/v) foi preparada sob refluxo
a 63 °C. A solucdo foi adicionada a moldes de vidro con-
tendo o agente porogénico, cloreto de sddio (grau PA; Vetec
Quimica Fina Ltda) na faixa granulométrica de 75-125 um.
Foram utilizadas composi¢des com 60% (p/p) em relagdo a
massa do polimero. A mistura cloreto de sédio/solucdo de
PHB foi seca em dessecador a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram imersas em 4gua destilada por
48 horas para a remocao das particulas de sal e conseqiiente
formagao dos poros. Os arcaboucos (A, ) produzidos foram
secos a temperatura ambiente.

Andlise termogravimétrica (TGA): Para quantificar o re-
siduo salino apds o processo de lixiviagdo de sal, amostras

PHB
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de A, finamente trituradas foram analisadas em analisador
termogravimétrico modelo PYRIS 1 (Perkin Elmer). A ana-
lise foi conduzida em atmosfera de nitrogénio a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min até atingir 700 °C.

Tratamento com etilenodiamina: Os A, foram imersos
em 50 mL de solugdo aquosa de etilenodiamina 0,1 N por 45,
90 e 120 minutos a 50 °C. Os arcaboucos modificados com
etilenodiamina (A, .,) foram lavados com dgua destilada a
temperatura ambiente e, em seguida, foram imersos em dgua
destilada gelada por 24 horas para remog¢do do excesso de
etilenodiamina'®.

Adsorcdo de fibronectina (FN): Solucao estoque de fibro-
nectina sérica humana (Sigma) foi diluida para concentracdo
final de 10 pg/cm?, em pH 4,5 (ajustado com dcido acético
glacial (Merck)), utilizando tampao acetato de s6dio 20 mM
(Reagen). As superficies dos arcaboucos sem modificagdo
(A,,p) € dos arcabougos tratados quimicamente (A, ..) fo-
ram colocadas em contato com 25 pL da solucdo de fibronec-
tina (FN) por 1 hora. Em seguida, as amostras foram lavadas
em meio de cultivo modificado de Dulbecco (DMEM) sem
soro (GIBCO) para remogdo da proteina néo adsorvidal®l.
Nesta etapa, foram obtidos arcaboucos de PHB sem modi-
ficagdo contendo FN adsorvida a superficie (A, ™) e arca-
boucos de PHB modificados com etilenodiamina contendo
FN adsorvida a superficie (A, ..™)

Dosagem de proteina: Os arcaboucos A ., A A

PHB’ © "PHB-ET, PHB.
eA N foram lavados com DMEM sem soro. Em segui-

da, PfH(frng incubados em solucdo de dodecil sulfato de sédio
(SDS) a 5% por 30 minutos para remocdo da FN. O teor de
FN associada as superficies foi avaliado por espectrofotome-
tria (A = 550 nm), utilizando método de Bradford"¥. As ana-
lises foram feitas em triplicata.

Associa¢do de células HOB a superficie de arcabou-
cos: Células previamente incubadas com timidina tricia-
da ([*H]-timidina) (10° células/mL) foram adicionadas a
superficie dos arcabougos App. Ap b0 minwos € Apper |
por 120 minutos. Os arcaboucos foram lavados com solu-
¢do PBS e incubados em solu¢ao de NaOH 0,1% para lisar
as células. Os arcabougos com as células marcadas radioa-
tivamente foram inoculados em meio contendo o fluido de
contagem (CytoScint, ICN Biomedicals). A adesiao de HOB
as superficies foi estimada através da contagem da radiag@o
associada aos arcaboucos em contador de cintilacdo liquida
(1214 Rackbeta Liquid Scintillation Counter, LKB Wallac)®!.
As andlises foram feitas em triplicata.

Andlise morfolégica e micro-andlise elementar: A andlise
da morfologia dos arcaboucos foi conduzida em microscé-
pio eletronico de varredura JEOL JSM (modelo 6460 LV).
A micro-andlise elementar da superficie dos arcaboucos de
PHB foi realizada por espectrometria por dispersdo de ener-
gia de raios X — EDS. Para a andlise da secdo transversal,
as amostras foram fraturadas em nitrogénio liquido. Todas
as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro
obtida por pulverizag¢do a vicuo (20 mA por 2 minutos). As
micrografias foram obtidas a voltagens de 10 kV ou 15 kV.

FN
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Microscopia de forgca atdomica (AFM): As andlises de
AFM foram conduzidas no microscépio de forca atdomica
JPK Nanowizard. A morfologia dos arcabougos antes e apds
a modificacdo foi analisada em modo de contato intermiten-
te utilizando agulhas de nitreto de silicio (MikroMasch™
NSC16) montadas em uma haste com constante de mola
igual a 40 N/m e freqiiéncia de ressonancia de 170 kHz. Os
arcabougos foram fixados em suporte de vidro com fita dupla
face e as imagens de AFM foram obtidas em ar. A determi-
nag¢do da rugosidade RMS (rugosidade média quadratica) foi
feita com auxilio do software do equipamento e com base em
imagens de topografia de 20 um x 20 um.

Resultados e Discussao

Producdo dos arcabougos: Foram produzidos arcabou-
¢os porosos de PHB (A,,;) com didmetro médio de 9 mm
e espessura média de 0,92 um, medidos com micrdmetro
(Mitutoyo n° 293-265, Mitutoyo Corp.). Imagens tipicas da
superficie de fratura e da superficie externa formada em
contato com o ar de um A, sdo apresentadas na Figura 1.
Foi observado que 0 A, produzido nestas condi¢des apre-
senta uma estrutura heterogénea formada por uma camada
densa, localizada na por¢do superior do arcabougo (inter-
face com o ar), e por uma camada porosa localizada na
porgdo inferior (fundo do molde) (Figura la). Supde-se que
a quantidade de sal utilizada ndo tenha sido suficiente para
preencher todo o volume da solucdo polimérica depositada
no molde¥, levando a decantagdo das particulas no fun-
do do molde, com conseqiiente formacdo desta estrutura.
A espessura da capa densa pode ser modificada de acordo
com a propor¢do de agente porogénico utilizado, ou seja,
quanto maior a propor¢do de agente porogé€nico menor serd
a espessura da capa densa'®. Foram formados poros poligo-
nais, que refletem a geometria do agente porogénico, como
pode ser evidenciado no detalhamento da regido porosa
(Figura 1b). O tamanho de poros variou de 71 a 135 um
(valores estimados por andlise de imagens). A presenca de
poros nos arcabougos € de fundamental importancia para
a formagao do novo tecido, uma vez que eles permitem a
migragdo e proliferacdo das células, assim como a vascu-
larizag@o.

A Figura 1c mostra a superficie externa formada em con-
tato com o ar. Esta superficie apresentou uma morfologia ho-
mogénea, onde podem ser observadas estruturas alongadas
possivelmente relacionadas as cadeias poliméricas. A andlise
de TGA mostrou que mais de 98% do sal foi removido na
etapa de lixiviagdo.

Tratamento com etilenodiamina: Dados referentes a com-
posicao atdmica dos arcabougos sdo apresentados na Tabela 1.
A presenga de nitrogénio nos A .. confirmou a incorpora-
¢do de grupos aminados aos arcaboucos apds 90 minutos de
reagdo, uma vez que o A, . ndo apresentou nitrogé€nio em
sua composi¢do. A incorporagdo de nitrogénio ao arcabouco
aumentou com o tempo de tratamento. Esta tendéncia tam-
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Figura 1. Micrografias eletronicas de varredura da superficie de fratura do
arcabougo de PHB (a) e (b) detalhe da regido ressaltada em (a) e da superfi-
cie de arcaboucgo de PHB formada em contato com o ar (c).

Tabela 1. Composicdo atdmica da superficie de arcaboucos de PHB antes e
ap0s o tratamento com etilenodiamina por diferentes tempos.

Composicao atomica (% a/a)

Arcaboucos de PHB C [0 N
APHB 75,58 24,42 -
APHB—ET(45 minutos) 75,64 24,36 -
APHB—ET(90 minutos) 67’27 22’60 10’ 13
A 63,94 22,08 13,98

PHB-ET(120 minutos)
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bém foi observada por Thiré et al.l” ao avaliar o efeito do
tratamento com etilenodiamina na composi¢do quimica de
filmes de PHB por espectrometria de raios X (XPS)®. Duas
hipéteses podem ser sugeridas a fim de explicar a auséncia de
nitrogénio nos arcabougos Ay p o s oo 45 minutos pode
ndo ter sido tempo suficiente para ocorréncia da aminélise ou
o teor de nitrogénio presente na superficie ficou abaixo do
limite de deteccdo do método.

Na Figura 2 sdo mostradas micrografias da superficie dos
arcabougos apds tratamento por a) 45 minutos; b) 90 minutos;
e ¢) 120 minutos. A reacdo com etilenodiamina modificou a
superficie dos arcabougos. Aparentemente, ocorreu quebra
das cadeias poliméricas superficiais em funcdo do aumento
do tempo de reacdo, evidenciada pela diminuicao das estrutu-
ras alongadas observadas (atribuidas as cadeias poliméricas).
Além disso, pequenos poros foram formados em decorréncia
do tratamento quimico, sendo que uma quantidade maior de
poros foi observada apés 120 minutos de exposicdo do ar-
cabougo a solucdo de etilenodiamina (Figura 2c). Imagens
de MEV da superficie de fratura dos arcabougos modifica-
dos com etilenodiamina (ndo apresentadas) mostraram que a
amin6lise ndo alterou a estrutura de poros dos arcaboucos.

Adsorc¢io de fibronectina: Estudos anteriores® mostraram
que filmes de FN formados a pH 4,5 induziram a interagdo
entre HOB e FN com maior intensidade. Partindo dessa pre-
missa, no presente trabalho, os filmes de FN foram obtidos a
pH 4,5. Do ponto de vista quantitativo, (94,7 £ 3,47)% de FN
foi adsorvida a superficie dos A, . Para os arcabougos trata-
dos com etilenodiamina por 90 minutos (132,3 £ 14,52)% de
FN foi adsorvida a superficie do suporte. A maior adsorcio
de FN aos A, .. pode ser atribuida a presenga dos grupos
amino, hidroxila e carbonila introduzidos na superficie, além
das modificacdes morfoldgicas decorrentes da reacdo com
etilenodiamina. Outros autores'®' também observaram que
a densidade de FN adicionada a superficie contendo grupos
amino € maior do que aquela relacionada a superficie que ndo
os contém. Segundo eles, a adsor¢do de FN as superficies que
ndo contém grupos funcionais livres, como € o caso do A,
€ menor devido a tendéncia de saturag@o, ou seja, existe um
ponto especifico, determinavel por isotermas de adsorcdo,
onde ndo mais ocorre adsorc¢do da proteinal®!?!.

A Figura 3 mostra as imagens tipicas de AFM da
SuperﬁCie de a) APHB; b) APHBFN; C) APHB-ET(QO minutns);

d) Aps proo minmos)FN e seus valores de rugosidade RMS:
(126 £ 18) nm, (133 £ 17) nm, (147 9) nme (155 £ 12) nm,
respectivamente. Nao houve diferenga significativa entre os
valores de rugosidade RMS dos arcabougos antes e apds as
modificagdes com etilenodiamina e FN. Observa-se que, de
forma semelhante as imagens obtidas por MEV (Figura 1a),
aimagem de AFM do A, confirma que a morfologia da su-
perficie € caracterizada por estruturas alongadas (Figura 3a).
Ap6s o tratamento com etilenodiamina, essas estruturas per-
manecem com formato alongado, porém de tamanho reduzi-
do, provavelmente, em decorréncia da clivagem das cadeias
de PHB (Figura 3b). Quando FN ¢ adicionada a superficie
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Figura 2. Micrografias eletronicas de varredura das superficies dos ar-
caboucos de PHB modificados com etilenodiamina por: a) 45 minutos;
b) 90 minutos; e ¢) 120 minutos.

dos A, (Figura 3b), as estruturas alongadas sdo pouco vi-
siveis (Figuras 3a, b), dando indicio de que a FN possa ter
recoberto a superficie do arcabouco. Além disso, no detalhe
mostrado na Figura 3b, observam-se regides mais continu-
as, quando comparadas aquelas apresentadas no detalhe da
Figura 3a. Desta forma, pode-se supor que a molécula de
FN encontra-se estendida sobre a superficie do arcabougo

de PHB. Apés a adicdo de FN aos arcabougos tratados com
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Figura 3. a) Imagens de microscopia de for¢a atdmica de arcaboucos de PHB antes; b) apds recobrimento com fibronectina; ¢) de arcabougos modificados

com etilenodiamina antes; e d) ap6s recobrimento com fibronectina.

etilenodiamina (A, b0 minuosy ) @S €struturas alongadas do
PHB sio observadas e anexas a elas, encontram-se estruturas
arredondadas (indicadas por setas no detalhe da Figura 3d),
sugerindo a formagdo de aglomerados proteicos aderidos as
cadeias do PHB. Comparando os detalhes apresentados nas
Figuras 3a, b, ¢, d, pode-se dizer que as moléculas de FN as-
sumiram conformagdes distintas, de acordo com a superficie
na qual foi imobilizada: a FN depositada na superficie do
A, estaria na sua forma estendida (Figura 3b) e as molé-
culas depositadas sobre 0 Ay p v o0 i €Stariam na sua for-
ma compacta, onde os monémeros apresentam-se dobrados
(Figura 3c). A estrutura tercidria da FN pode sofrer alteragdes
de acordo com o ambiente no qual se encontra. As confor-
magoes assumidas pela FN sdo determinadas por interagdes
eletrostaticas!'?. Sendo assim, a diferenga observada na mor-
fologia dos filmes pode estar associada, dentre vérios fatores,
a composi¢do quimica das superficies dos arcaboucos.
Associacao de células HOB a superficie de arcabougos
de PHB: A bioatividade da FN foi avaliada por meio de testes
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in vitro de adesdo de HOB aos arcabougos. Foram obtidos os
seguintes valores de adesdo: 49,3% parao A, ; 83,6% para o

PHB-ET(90 minutos) © de 26,7% para o APHB—ET(‘)O minmos)FN, O valor de
adesdo de HOB para o A, ;™ foi maior do que o valor obtido
parao A, . Isto significa que a adi¢do de FN resultou em uma
superficie com propriedades adesivas para as células, o que
era esperado, uma vez que a FN é um componente de matriz
extracelular que age como receptor de adesao!'!!. No entanto,
o valor de adesdo de HOB obtido para 0 Ay o0 minues) 101
menor do que o obtido para 0 A, e parao A, ,embora
o teor de FN imobilizada na superficie do A, 1y, minumsf“
tenha sido maior. Muitos estudos t&€m mostrado que a bioa-
tividade da FN estd associada a sua conformagao’®’. Zhang
e colaboradores verificaram que filmes de FN na sua confor-
macdo estendida foram mais efetivos no processo de adesdo
do que os filmes que se apresentaram dobrados em conseqii-
éncia da funcionalizac@o da superficie. Como a adsor¢do de
proteinas € sensivel as propriedades quimicas da superficie, o
resultado do teste in vitro pode estar relacionado com a possi-

PHB’

PHB’
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vel diferenca de conformacao adotada pela FN na superficie
dos arcabougos com e sem tratamento com etilenodiamina,
conforme observado pelas imagens de AFM (Figura 3). As
integrinas presentes na superficie das células reconhecem
alguns dominios da FN como, por exemplo, a seqiiéncia de
aminodcidos RGD!1%1. Quando a FN se encontra na forma
compacta, esses dominios deixam de ser expostos, suprimin-
do a adesdao de HOB, como deve ter ocorrido com os arca-

FN
bougos APHB —ET(90 minutos) *

Conclusao

O tratamento quimico com etilenodiamina alterou a mor-
fologia e a composi¢do quimica da superficie dos arcaboucos
de PHB. Estas modificacdes levaram a um aumento no teor
de FN adsorvido a superficie. No entanto, estes arcaboucos
previamente modificados e recobertos com FN (A, . ™)
apresentaram menor adesdo de HOB. Provavelmente, as re-
acdes de amindlise/hidrélise induziram a dobra da molécula
de FN, mudando a exposi¢do dos pontos de adesdo. Estes
resultados indicam que a conformacdo adotada pela protei-
na na superficie do biomaterial possui maior relevancia para
a bioatividade do que a quantidade adsorvida. Estudos mais
detalhados serdo conduzidos a fim de identificar os dominios
expostos pela proteina.
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