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Potencial da fibroina de seda na engenharia do tecido pulpar

RESUMO

A bioengenharia estuda a incorporacdo de materiais alternativos naturais que apresentem
excelentes biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade e propriedades fisicas que
simulem o ambiente in vivo, favorecendo a reparagdo, substituicdo ou melhoria de tecidos
danificados. Uma proteina proveniente do casulo do bicho-da-seda, a fibroina, apresentou, em
pesquisas recentes, resultados promissores no que tange a cicatrizagéo, regeneracao e atenuacao
da resposta inflamatoria, além de ter sido mencionada como excelente substituto do colageno.
Suas propriedades permitem crescimento de neurénios e conexdes axonais. Fungdes estas que
criam uma nova opc¢ao de uso a este material produzido em larga escala no Brasil. A engenharia
tecidual surge como alternativa ao tratamento usual e pode criar um novo protocolo
incorporando a fibroina dentre os materiais de aplicagdes na odontologia, que visam
regeneracdo e ndo reparacdo. Ha evidéncias de que a fibroina é um scaffold seguro e eficiente,
tendo propriedades mecanicas e bioldgicas que representam uma possibilidade de regenerador
tecidual de uso odontoldgico para constituir uma alternativa viavel no tratamento de exposic¢des
pulpares. Este trabalho teve como objetivo compilar, organizar e expor artigos cientificos
publicados nas bases de literatura, que testaram a fibroina de seda em tecidos e/ou células
compativeis com o encontrado no complexo dentina/polpa, compreendendo estudos que
analisaram sua interacdo com diversos tecidos vivos, visando aqueles com semelhanca aos
encontrados na polpa: 6sseo, conjuntivo frouxo, nervoso, além de células isoladas: fibroblastos
e osteoblastos. Trata-se de uma revisdo bibliografica baseada em periddicos pesquisados nas
seguintes bases de dados: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACYS), Bibliografia Brasileira de Odontologia (BBO), Scientific Eletronic Library Online
(SCIELO), Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE) e Portal
CAPES, no periodo de marco de 2017 junho de 2019. A literatura compulsada apresentou
embasamento cientifico consistente do potencial regenerador da fibroina e da necessidade de
pesquisas serem realizadas para comparacdo e possivel efetivacdo da mesma como alternativa
dentre as opcbes de materiais odontoldgicos com grande potencial bioldgico.

Palavras-chave: Engenharia tecidual, Arcabouco, Fibroina de Seda, Biomateriais,

Regeneracdo Dental.



Potential of silk fibroin in pulp tissue engineering

ABSTRACT

Bioengineering studies the incorporation of natural alternative materials that exhibit excellent
biocompatibility, bioactivity, absence of toxicity and physical properties that simulate the
environment in vivo, favoring the repair, replacement or improvement of damaged tissues. A
protein from the cocoon of the silkworm, fibroin, has shown promising results in healing,
regeneration and attenuation of the inflammatory response in recent research, and has been
mentioned as an excellent substitute for collagen. Its properties allow growth of neurons and
axonal connections. These functions create a new use option for this material produced in large
scale in Brazil. Tissue engineering emerges as an alternative to the usual treatment and can
create a new protocol incorporating fibroin among materials of applications in dentistry, aimed
at regeneration and non-repair. There is evidence that fibroin is a safe and efficient scaffold,
having mechanical and biological properties that represent a possibility of tissue regenerator
for dental use to constitute a viable alternative in the treatment of pulp exposures. The objective
of this work was to compile, organize and present scientific articles published in literature
databases that tested the silk fibroin in tissues and / or cells compatible with that found in the
dentin / pulp complex, including studies that analyzed its interaction with several living tissues,
aiming at those with similarities to those found in the pulp: bone, loose connective, nervous, in
addition to isolated cells: fibroblasts and osteoblasts. This is a bibliographical review based on
journals researched in the following databases: Latin American and Caribbean Literature in
Health Sciences (LILACS), Brazilian Bibliography of Dentistry (BBO), Scientific Electronic
Library Online (SCIELO), Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MEDLINE) and Portal CAPES, in the period of March 2017 June 2019. The literature has
presented a consistent scientific basis of the regenerative potential of fibroin and the need for
research to be carried out for comparison and possible effectiveness of the same as an
alternative among the options of dental materials with great biological potential.

Keywords: Tissue Engineering, Scaffold, Silk Fibroin, Biomaterials, Tooth Regeneration.
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1. Introducgéo

Biomateriais na odontologia sdo materiais naturais ou sintéticos utilizados em contato
com sistemas bioldgicos que agem reparando ou a substituindo tecidos, érgdos ou fungdes do
organismo a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida do paciente. Sua utilizagdo segura
requer trés caracteristicas basicas: (1) biocompatibilidade, ndo induzindo respostas bioldgicas
adversas, como reacOes alérgicas e inflamatorias ndo toleraveis pelo organismo; (2) alta
osteoindutividade, estimulando o crescimento de células 6sseas; e (3) bioatividade, que é a
capacidade do material em se unir com tecido bioldgico (1).

A ciéncia que estuda técnicas de incorporacdo de biomateriais aos tecidos humanos se
chama Engenharia Tecidual. Ela pode se subdividir de trés formas, que delimitam estratégias:
Indutiva, Condutiva e Transplantagdo Celular, sendo que a primeira consiste na aplicacéo de
fatores de crescimento teciduais, a segunda na implantacdo de biomateriais e a terceira na
implantacdo de células totipotentes (2). Em Odontologia, hd uma grande variedade de
aplicacdes: o0sso alveolar, ligamento, esmalte, dentina e polpa. A modalidade terapéutica mais
conhecida nesse ramo € a utilizacdo de células embrionérias provenientes da polpa dental,
semeadas em scaffolds biodegradaveis - estruturas porosas tridimensionais que servem de
molde para o crescimento celular. A Engenharia tecidual surge como alternativa ao tratamento
usual e pode criar um novo protocolo odontoldgico, que vise regeneracao e ndo reparacao (3,4).

No contexto da endodontia, quando tecidos pulpares sdo expostos ao ambiente da
mucosa oral, € necessario que se realize a protecdo direta do complexo dentina-polpa,
preservando sua vitalidade (5). Tal tratamento propGe a recuperagédo daquele tecido mediante o
uso de medicacdo que induza producédo de tecido mineralizado (6), sendo que o hidréxido de
calcio tem sido o material de escolha geralmente aceito (7). A utilizacdo dos biomateriais €
fundamental por reunirem propriedades antissépticas, anti-inflamatdrias, antibidticas, que
podem induzir a formacdo de dentina reparadora. Embora o Hidroxido de célcio tenha
limitacGes, como por exemplo, a formacdo de barreira mineral incompleta, ndo uniforme e
produza uma osteodentina porosa (8,9), o que ressalta a necessidade do desenvolvimento de
novos materiais.

Dentre os biomateriais testados que apresentem excelentes resultados e sdo utilizados
para este fim, como o Mineral Trioxido Agregado (MTA), duas proteinas produzidas pelas
glandulas especializadas do bicho-da-seda (Bombyx mori) tém despertado a atencdo dos
pesquisadores: os polimeros proteicos fibroina (proteina fibrosa) e sericina (cola de proteina).

Ambas exibem propriedades mecénicas e quimicas comparadas a proteinas globulares (um dos
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principais grupos de proteinas do corpo humano), e por esse motivo, sua aplicagdo e controle
genético tém sido estudados no campo da biomedicina (10,15).

A fibroina, é um polimero natural que foi aprovado para uso médico pela associagéo
norte americana Food and Drug Administration (FDA). Pesquisas in vitro tém demonstrado seu
potencial modificador e revelado sua afinidade quando combinadas com células de tecidos
humanos. Caracteristicas como a boa estabilidade fisico-quimica, alta permeabilidade ao
oxigénio resistente, flexibilidade e facil manipulagcdo a colocam como um material promissor
para a engenharia de tecidos, area que vem estudando sua aplicacdo em 0sso, cartilagem,
ligamento, entre outros (12-15).

Outro aspecto ser destacado sobre a fibroina é o econémico. Ha décadas a sericultura
(atividade de desenvolvimento sustentdvel com muito baixo impacto no meio ambiente) tem
como principal destino de sua producéo a industria téxtil e fabricacdo de fios de sutura (16,57),
e o Brasil € o quinto pais do mundo na producédo de fios de seda (a granel) (Parana produziu
cerca de 4,5 mil toneladas em 20009, totalizando 92,17% da produgéo nacional) (BNDS) (56).

Considerando que a producdo nacional da seda € expressiva e que a aplicacdo em
pesquisas da fibroina ampliou-se nos ultimos anos, entendemos que ela poderia ser aproveitada
(e ndo descartada) e empregada como um material odontoldgico de resultados promissores na
endodontia em funcdo de suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. Porém, como ainda
ndo ha evidéncia cientifica sobre o desempenho destes biomateriais sobre o tecido pulpar, este
trabalho de revisdo bibliografica abordard o uso da fibroina em diversas areas da salde e
discutira sobre o potencial da mesma para atuar como um regenerador tecidual a ponto de ser
considerada uma alternativa vidvel no tratamento de exposic¢Ges pulpares.

Um estudo feito por Hartmann e colaboradores (2018) (17) norteia 0 uso das
propriedades benéficas do casulo do bicho-da-seda em tecido pulpar. Este € o primeiro estudo
que utiliza Sericina (proteina também encontrada no casulo, que possui propriedades
biocompativeis) para capeamento pulpar em dentes de ratos. Foram feitos acessos circulares,
com auxilio de broca odontolégica esférica carbide e microscopio, até verificar sangramento.
A hemostasia foi feita com cones de papel absorvente e o material inserido dentro da cavidade
com auxilio de aplicador de MTA (Angelus, Londrina-PR-Brasil), seladas com lonémero de
Vidro Ketac Molar (Easymix, 3M). O grupo controle continha Hidroxido de Calcio sob as
mesmas condig¢des. Os animais foram testados em 7 e 30 dias, quando ressecaram as maxilas,

condicionaram as pecas em HE e visualizaram em microscopio. Foram observadas reacfes
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inflamatorias de grau leve a médio e presenca de células imunes. Mais estudos como este sdo

necessarios para esclarecer os beneficios do uso dos subprodutos do casulo do bicho-da-seda.
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2. Objetivo geral

Apresentar estudos disponiveis nas bases literarias sobre o potencial uso da proteina

fibroina de seda, em pesquisas aplicadas na Odontologia de biomateriais.

2.1 Objetivos especificos

a. Levantar dados bibliograficos no periodo de marco de 2017 a junho de 2019 das
aplicaces da fibroina na engenharia tecidual;
b. Verificar as potencialidades da proteina da seda na area odontoldgica, especificamente
dos elementos encontrados na polpa dentaria;

C. Analisar estudos que apresentem as aplicacdes da fibroina na engenharia tecidual.
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3. Metodologia

Esta revisdo da literatura se baseia em artigos cientificos nacionais e internacionais
sobre a utilizacdo de fibroina de seda e seu efeito sobre a polpa. J& que o uso da proteina é um
assunto novo, serdo explorados os primeiros estudos que relatam sua utilizagdo, bem como
aqueles recentes que abordem sua associagdo a outros polimeros, tanto quanto aspectos de seu
mecanismo de acdo foram utilizados.

Os estudos utilizados foram retirados das seguintes bases de dados: Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Bibliografia Brasileira de
Odontologia (BBO), Scientific Eletronic Library Online (SCIELO), Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE) e Portal CAPES. O levantamento de dados
foi realizado no més de marc¢o de 2017 a junho de 2019.

Para a elaboracdo da revisdo, as seguintes etapas foram percorridas: defini¢fes de
critérios de inclusdo e exclusdo de artigos, defini¢bes das informacdes a serem utilizadas a partir
dos artigos definidos e analise dos resultados.

Os critérios de inclusdo foram: artigos em portugués e inglés acerca da tematica citada
acima e textos na integra indexados no periodo de 1960 a 2019. Abrange estudos in vitro e in
vivo, aprovados pelos respectivos comités responsaveis, registrados e publicados, cuja amostra
utilize fibroina de seda pura ou biocompostos, por abordagens quantitativas e qualitativas.

Consequentemente, os critérios de exclusdo sdo: relevancia do estudo, confiabilidade
e replicabilidade da metodologia cientifica, compatibilidade da analise de dados com a
populagéo estudada, estudos destinados puramente a ensaios mecanicos de tracdo, coloracéo
para revelar morfologia, conformacéo ou propriedades fisicas, estudos onde ndo haja interagdes

com tecidos e/ou células, métodos de extracao da proteina.
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4, Revisdo da Literatura

Vaérios tipos de danos podem ser causados ao complexo dentina-polpa, dentre eles:
trauma e cérie, sendo que as cavidades formadas podem ter diversos niveis de profundidade,
resultando em uma simples restauragdo ou, mais invasivamente, tratamento endoddntico
(conservador ou radical). O capeamento pulpar direto, por definicdo, é o procedimento que
envolve a remocao da porcdo inflamada da polpa e visa prevenir que evolua para uma infeccao
e, até mesmo, necrose. Representa a Unica opg¢do clinica que permite manter a vitalidade da
polpa mesmo frente a lesdes profundas. Dentre os materiais indicados para essa terapia, 0
hidréxido de célcio tem sido claramente o material de escolha, pois permite a diferenciacéo de
células capazes de produzir uma barreira mineral (18-20). A endodontia clinica contemporanea
visa terapias baseadas em preservar a polpa com vitalidade sustentada, prevenindo a
periodontite apical (European Society of Endodontologia — Duncan et al. 2019) (21).
Estratégias de pesquisas pretendem superar as limitacdes dos materiais e intervencdes clinicas
que possibilitem ao complexo dentina-polpa se regenerar utilizando-se de biomateriais com a
funcdo de scaffolds. H&4 uma série de polimeros inovadores com potencial para regeneracédo da
polpa (22).

O tratamento bem-sucedido da polpa mantendo-a vital deve induzir formagé&o de ponte
dentinéria, para posterior cicatrizagdo do tecido, e este mecanismo baseia-se na substituicdo de
odontoblastos danificados por células tronco derivadas da porc¢do saudavel da polpa. Huang et
al. (2010) (23) estudaram ceélulas tronco mesenquimais e células tronco da papila dental de
terceiros molares humanos que foram cultivadas em meio de soro bovino, sendo realizadas
diferenciacbes de linhagens multiplas: odontogénica, adipogénica, neurogénica e potencial
miogénico, sendo analisadas por microscopio de fluorescéncia. Scaffolds copolimeros de poli-
D, L-lactico e glicolido foram fabricados e tiveram as citadas células semeadas em sua estrutura
porosa. Foram processados estudos padrao de histologia e microscopia eletronica de varredura
para verificar fixacdo e morfologia. Entdo, as amostras foram inseridas em tecido subcutaneo
de ratos, e ap0Os processadas, foram observadas em microscopia ética, sendo observados
depdsitos de dentina reparadora e células embutidas nesta estrutura eram semelhantes a
odontoblastos.

O tecido mineral recentemente depositado aderiu-se bem a dentina original. Para
verificar se as células geradas no novo tecido eram de origem humana, anticorpos para

mitocondrias foram utilizados e as células foram coradas positivamente, comprovando-se a
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semelhanca do tecido regenerado ao natural. Este estudo representa a primeira evidéncia in vivo
demonstrando sintese de dentina por tecido pulpar humano, revelando que a utilizacdo de
scaffolds como matriz de regeneracdo parece ser bem-sucedida.

Entre as variedades de materiais que vém sendo estudadas na Engenharia de Tecidos,
destaca-se a fibroina de seda, polimero natural extraido do casulo da Bombyx Mori. A seda é
utilizada como material para sutura ha séculos. Segundo Kasoju & Bora (2012) (24), ha muita
acessibilidade a matéria prima e seu processamento é simples. Apds a degomagem, obtida pelo
cozimento dos casulos em Na>COs, e lavagem em agua destilada, a fabricacdo de scaffolds pode
ser explorada em filmes, matrizes porosas, hidrogéis, fios organizados ou desorganizados, entre
outros. Seu processo de degradacao pode ter o tempo alterado e o material exibe propriedades
biocompativeis com pele, 0ssos, cartilagem, ligamentos, entre outros. etc. Pesquisadores tém
testado materiais hibridos entre fibroina e materiais inorganicos (ex.: hidroxiapatita) e
organicos (ex.: colageno) e tem obtido notavel progresso.

A escolha de um scaffold para regeneracéo pulpar deve obedecer a estrutura e funcéo
desse tecido complexo e peculiar. A polpa é um tecido conjuntivo frouxo, extremamente
vascularizado e inervado. E responsavel pela nutricdo e funcdo sensorial dos dentes. As células
mais proeminentes s&o os fibroblastos, mas também so encontrados macréfagos, mastacitos,
linfocitos, células dendriticas e os odontoblastos (estando seus corpos celulares localizados na
dentina, e estendendo seus prolongamentos para a polpa). Possui como elemento essencial a
presenca de ax6nios, contendo os dois tipos de fibras sensoriais. Ela € semelhante a outros
tecidos conjuntivos, mas tem a interessante caracteristica de que, mesmo quando madura, é
fonte relativamente rica de células tronco, tornando o potencial de reparo e regeneracdo uma
realidade (7).

A fibroina € a fibra da seda e é feita de glicina, alanina, serina, tirosina e outros
aminoacidos residuais. Composta de regides altamente organizadas com folhas-p e
semicristalina que a conferem elasticidade. Os residuos de hidroxila (serina e tirosina)
promovem afinidade com a &gua, alta permeabilidade ao oxigénio e vapor d’agua (25). O
método de extracdo é relativamente simples: a solucdo de fibroina é feita com a remocéo da
sericina. Apos obtidos os casulos, eles sdo picados em moinho de facas, passado por solucéo
ternaria de CaCl,-CH3CH20OH-H-0 (1:2:8 moles) e a suspenséo obtida é mantida em 60 °C em
banho termostatizado até dissolucdo completa. O liquido e entdo dialisado, para retirar o
méaximo de cloreto de calcio e EtOH, purificando a amostra. Ela entéo é borrifada em nitrogénio

liquido para a formacdo de microparticulas, entdo liofilizadas para obtencéo de p6 (26). Um
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scaffold deve ter estrutura porosa, para que o cultivo de células e fatores de crescimento
aconteca adequadamente. Os poros permitem o tecido cresca em grande area superficial e
garante a vascularizagdo. Eles contribuem para um ambiente tridimensional com interacdo de
células e da matriz, tendendo a uma melhor migracéo e adeséo celular (27).

Tendo em vista as informacgdes acima, e as células e elementos encontrados no
complexo dentina-polpa, esta revisdo sera subdividida em: regeneracdo de tecido 0sseo,
regeneracdo endotelial, regeneracao de tecido nervoso, capacidade hemostéatica e regeneracdo

da polpa propriamente dita.

4.1 Regeneracédo de tecido 6sseo

a. In vitro

Cai et al. (2002) (13) avaliaram as propriedades da fibroina de bicho-da-seda em uma
andlise in vitro com o objetivo de obter um novo copolimero de interesse para uso em arcabouco
para células regeneradoras. Ap6s produzirem uma membrana de Poli L-Acido Lactico (PLLA)
(material de grande interesse na engenharia de tecidos por ser um polimero biodegradavel e
bioabsorvivel) modificada com fibroina, ela foi inserida em uma cultura de osteoblastos de rato,
avaliando a morfologia, adeséo e proliferacéo celular, bem como sua viabilidade, comparando
ao grupo controle, formado por uma membrana sem a superficie modificada. A pelicula
modificada foi mais adequada que a controle, evidenciando que a fibroina poderia ser eficiente
para aumentar a afinidade celular de um biomaterial.

Woloszyk et al. (2014) (28) realizaram um estudo com scaffolds de fibroina de seda
semeados com células-tronco da polpa dentéaria humana. Eles foram cultivados em dois tipos
de ambiente: a) mecanicamente dinamico rotativo (reatores de frascos giratérios) ou b) estético.
Foram formados 4 grupos: 1) scaffold dinamico em meio de soro bovino fetal, 2) scaffold
dindmico em meio de osteoblastos (osteogénico), 3) scaffold estatico em soro bovino fetal, 4)
scaffold estatico em osteoblastos. O desenvolvimento das células-tronco da polpa foi avaliado
em tomografias computadorizadas ao de final de cada semana. Apds 47 dias de cultura, 0s
scaffolds foram pesados e processados para anélise de proliferacdo celular (a partir da anélise
de DNA), viabilidade (por fluorescéncia) e potencial osteogénico (calculado por ensaios de
fosfatase alcalina). Também foi realizada analise histoldgica as coloracGes de HE e Von Kossa
(VK). A coloragédo de VK confirmou a presenca de fosfato em todos os grupos. A mineralizagéo

foi significativamente maior, mais homogénea, e com maior expressao génica para o cultivo
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em ambiente dindmico/meio osteoblasto. O ambiente rotativo promoveu melhor espalhamento
de células nos dois grupos teste. A coloragdo de HE confirmou o melhor espalhamento das
células nas amostras de ambiente dindmico. A quantidade de células e matriz extracelular foi
menor nos dois grupos cultivados em meio de soro bovino, quando comparada com grupos
cultivados em meio repleto de osteoblastos. Os autores concluiram que scaffolds de
fibroina/células-tronco promovem melhor formagdo de matriz mineralizada em cultivo
dindmico e meio osteogénico.

Lee et al. (2018) (29) avaliaram a eficacia de um arcabouco biocomposto por fibroina
e coladgeno sobre células pré-osteoblasticas de camundongos, comparando com o0 uso de
colageno puro. Primeiramente a morfologia do arcabouco foi analisada por MEV. A seguir,
cultivaram as células (em soro bovino) para induzir diferenciacdo osteogénica; as viaveis foram
coradas e analisadas em microscépio de fluorescéncia (MF) sob os seguintes critérios: atividade
da fosfatase alcalina, mineralizacdo de calcio, ndcleos viaveis e citoesqueleto de actina. Os
autores observaram que, apos aplicacdo do material sobre as células dos camundongos, as
mesmas continuaram viaveis. Além disso, a deposicédo de calcio foi de 9,7 a 10,3 vezes maior
e houve aumento na mineralizacdo Ossea (comparado ao coladgeno puro), mostrando a
capacidade de inducdo de desenvolvimento significativo de citoesqueleto. Os autores
concluiram que o biocomposto de fibroina apresentou maior resisténcia fisica e boa propriedade
comparadas com o arcabouco de puro colageno.

b. In vivo

Meinel et al. (2005) (30) criaram um scaffold poroso de fibroina e semearam células
isoladas tronco mesenquimais humanas. Cirurgicamente, criaram um defeito de 4 mm na
calvaria de camundongos, com auxilio de broca odontolégica. Dividiram aleatoriamente 0s
animais em quatro grupos: o primeiro, recebeu implante dsseo, o segundo, o scaffold semeado
de células, o terceiro apenas o scaffold e o Gltimo formou o grupo controle negativo, pois ndo
obteve o defeito preenchido. Os animais foram eutanasiados cinco semanas ap0s a cirurgia e
tiveram seus cranios dissecados, passados por tomografia computadorizada, para posterior
analise em microscopio. Radiograficamente, animais do grupo controle negativo e animais que
tiveram o defeito preenchido apenas com o scaffold ndo tiveram mineralizagdo. As evidéncias
histolégicas apoiaram esses achados, onde encontraram substancial formagéo 6ssea nas areas

de enxerto de 0sso e de scaffold semeado com células. O efeito da presenca das células
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reparadoras no implante fornece evidéncias de que a nova formacéo dssea era influenciada pelo
recrutamento de células hospedeiras circundantes. Juntamente com as propriedades mecénicas,
durabilidade e integridade da fibroina, essa associagcdoanalogia de componentes inorganicos e
organicos, expande significativamente o futuro desse material.

Meinel et al. (2006) (11) cultivaram, em meio osteogénico, celulas-tronco
mesenquimais humanas e células mesenquimais indiferenciadas e as semearam em scaffold de
fibroina. Apds obtido o material, criaram cirurgicamente um defeito 6sseo longo em fémur de
camundongos. Quatro grupos de tratamento foram avaliados: (1) enxerto de scaffold com
células tronco previamente diferenciadas ao longo de uma linhagem osteoblastica in vitro, (2)
enxerto de scaffold com células indiferenciadas, (3) apenas o scaffold, (4) defeitos néo
preenchidos. Os animais foram sacrificados 56 dias ap0s a cirurgia sendo, entdo, realizadas as
tomografias computadorizadas e as analises histologicas e imunohistoquimicas, observando-
se 0s seguintes resultados: o grupo 1 obteve boa integracdo do implante com 0 0sso e nova
formagdo dssea substancial foi observada., embora tenham avistado células de corpo estranho.
Nenhum sinal aparente de degradacdo da fibroina. O grupo 2 apresentou formacdo de 0sso
apenas nas bordas do defeito, ndo atingindo o centro da lesdo e apresentou células de corpo
estranho. Novamente, nenhum sinal de degradacéo no scaffold. A interagcdo do enxerto com o
hospedeiro foi mais fraca no grupo 3 do que nos dois primeiros, mas houve a formagéo de uma
rede celular densa em torno do defeito. No grupo 4, encontraram apenas aglomerados de células
ndo formadoras de 0sso, que apresentaram marcadores para colageno tipo I. Dos seis ratos do
primeiro grupo, 50% tiveram preenchimento completo do defeito, sem formacéo de rachaduras,
semelhante ao cortical, caracterizando o melhor resultado.

A fibroina provou ser biocompativel e oferecer boas condi¢cGes mecanicas. Acredita-
se gue as células-tronco sdo uma fonte interessante na engenharia de tecidos, particularmente
objetivando-se a geracdo de 0sso, pois tem alta capacidade de proliferacdo e diferenciacdo de
multilinhagem. A linhagem composta por células em meio osteogénico gerou alto grau de
mineralizacéo.

Zhao et al. (2009) (31) obtiveram 14 cdes mesti¢os adultos dos quais colheram, por
puncdo, 4 mL de medula déssea autologa. Os espécimes foram cultivados em meio de soro
bovino fetal. Prepararam uma solucéo aquosa de fibroina de seda e criaram scaffolds em forma
de disco. Células induzidas osteogenicamente foram semeadas nos discos. Apds esse
procedimento, os animais foram anestesiados e a borda inferior da mandibula foi exposta

cirurgicamente. O periésteo mandibular foi cuidadosamente dissecado, com broca resfriada
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continuamente por solucdo salina. Os defeitos eram bilaterais, tinham 2 mm x 10 mm e
localizavam-se entre o forame mental e a raiz mesial do primeiro molar. Os espacos foram
preenchidos por diferentes materiais: enxerto de scaffold puro de fibroina, enxerto semeado
com células e osso autdgeno ressecado. Também mantiveram um grupo como controle
negativo, onde os defeitos ndo foram preenchidos. Obtiveram imagens radiograficas 1, 3, 6 e
12 meses ap0s a operagdo, quando os animais foram sacrificados. As densidades minerais
oOsseas locais (DMO) foram medidas pelo software Hologic Discovery A, Bedford, MA, EUA.
A mandibula foi bissectada e analisaram a histologia e histomorfologia da regeneracdo 6ssea,
usando hematoxilina e eosina, além de marcador para calcio.

No grupo com células semeadas, a neoformagdo 0ssea teve volume e radiopacidade
completas aos 12 meses. No grupo scaffold puro, formaram calosidades, mas falhou em cobrir
completamente o defeito. O grupo auto enxerto mostrou alguma formacéo 6ssea e o grupo ndo
tratado nédo reparou de forma alguma. Confirmando os achados acima, a histologia mostrou, no
enxerto semeado, o local do defeito completamente preenchido sem limites 6bvios entre 0 0sso
novo e 0 0sso nativo. A fibroina perdeu completamente sua integridade estrutural nesse tempo,
deixando pequenos pedacos que foram preenchidos por osso irregular. No enxerto puro, a nova
formagdo 6ssea foi observada ao redor do scaffold residual no centro do defeito. Os poros da
fibroina estavam mantidos e ndo estavam preenchidos por tecido. Nos outros grupos, 0 0SS0
formou-se apenas na periferia. Os grupos que receberam o scaffold ndo tiveram o material
completamente degradado, mas os elementos teciduais coexistiram com ele harmoniosamente,
sem apresentar caracteristicas inflamatérias. Em conclusao, os scaffolds de fibroina fornecem
um ambiente osteocondutor, aumentado quando associado a células especificas, para reparar
defeitos mandibulares.

O estudo in vivo de Riccio et al. (2012) (32) comparou o efeito do preenchimento de
defeitos 6sseos (cirurgicamente induzidos em cranio de ratos machos jovens) com 3 diferentes
scaffolds de fibroina: 1) puro, 2) modificado com células-tronco isoladas de liquido amnidtico
humano em cultura de osteoblastos e 3) da polpa dentéria, em cultura de odontoblastos (alterado
com meio osteogénico). Quatro semanas ap0s, as calvarias foram extraidas para analise
histoldgica e radiogréfica. As células tronco promoveram extensa regeneracdo 0ssea, areas de
0SS0 compacto e organizagédo lamelar e radiopacidade semelhantes ao intacto. Ilhas de fibroina
envoltas em novo tecido mineralizado e intensa atividade de pré-ostedcitos incluidos nas

lacunas foram observados. Os scaffolds de fibroina modificados com células-tronco de ambas
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as origens formaram um microambiente ideal para diferenciacdo osteogénica e neoformacao
0ssea.

Ainda, Jo et al. (2017) (33) demonstraram a capacidade de regeneracdo 0ssea in vivo
na presenca de um enxerto composto por alginato, hidroxiapatita e fibroina. A nova formacéo
Ossea foi avaliada por analise histomorfométrica e por imunohistoquimica. Os enxertos que
continham a fibroina apresentaram neoformacdo 6ssea superior ao grupo controle e maiores
concentracdes de marcadores osteogénicos. Nao observaram evidéncias de formacao de células
gigantes ou qualquer reacdo inflamatoria. Dessa forma, comprovou-se que 0 composto pode ser

efetivo como scaffold na engenharia tecidual dos 0ssos.

4.2 Regeneracéo endotelial

a. In vitro

Chiarini et al. (2003) (12) investigaram quatro cepas de fibroblastos adultos humanos
normais que foram semeados em membranas de policarbonato uretano (PCU) (polimero cuja
principal caracteristica € a excelente resisténcia ao impacto) revestidas ou ndo com fibroina
sobre a adesdo, crescimento e desempenho metabolico. Os autores observaram adeséo celular
significativamente maior que o controle, maior atividade e proliferagdo mais intensa de
fibroblastos, além da vantagem metabdlica, ja que os fibroblastos na presenca do material
modificado utilizaram menos glicose e liberaram menos lactato e ressaltaram que o material
apresenta incontestaveis vantagens, transformando o PCU modificado em uma nova classe de
biomaterial.

Carvalho et al. (2016) (34), fizeram ensaios de citotoxicidade de scaffolds
tridimensionais produzidos a partir da mistura fisica de hidroxiapatita (fosfato de célcio
termicamente estavel que guarda grandes semelhancas com os biominerais inorganicos do
0ss0), com alginato ou fibroina, formando quatro grupos distintos, sobre células fibroblasticas
de rato L929. As células foram cultivadas em meio de cultura de soro bovino, e os biomateriais
distribuidos em placas de 24 pocos. Os resultados foram coletados a partir de testes em triplicata
e analisados por software Origin. Em nenhum dos grupos foi observado efeito citotdxico sobre
a sobrevivéncia e adesdo daquelas células. Concluiram que os biocompostos podem representar
uma alternativa em engenharia tecidual para a regeneracdo 0ssea.

Arias et al. (2018) (35) prepararam filmes de fibroina de seda utilizados como scaffolds

para cultura celular de fibroblastos humanos. Os filmes tiveram suas caracteristicas estruturais



24

avaliadas usando microscopia eletronica de varredura, e foram classificados conforme sua
porosidade e estabilidade, testes de resisténcia a tracdo e degradagdo foram realizados em
diferentes temperaturas. O crescimento das células foi avaliado em caixas de cultura de
poliestireno de 35mm revestidos de fibroina a 17%. A cultura comecou com 48.000 Cel/ mL,
mudadas a cada trés dias, até que se atingisse uma confluéncia de 80%. As células foram
destacadas utilizando tripsina e EDTA e a contagem e viabilidade foram feitas na camara de
Neubauer com uso de coloracdo azul supra vital do tripan. Como controle, utilizaram caixas de
cultura sem revestimento de fibroina. Para confirmar a interacdo das células com o scaffold foi
verificada em MEV. As peliculas exibiram caracteristicas de transparéncia e translucidez, além
de resisténcia mecanica. Em temperatura ambiente de 25°C mostraram maior resisténcia e
ruptura do que aos 37°C. A viabilidade celular variou entre 90-95%, ndo houve variacdo na
morfologia, a proliferacdo celular ocorreu de forma homogénea e estabeleceu forte interacéo
com o scaffold.

Nd&o houve estatistica significativamente relevante em relagéo ao crescimento celular
do controle. De acordo com os resultados, a fibroina mostrou um comportamento de um
material termoplastico anisotropico, que tem seu pico de degradacdo aos 21 dias. Os autores
consideraram que os parametros encontrados em crescimento, proliferacdo e manutencéo dos
fibroblastos, cumprem os requisitos de um biomaterial adequado para uso na engenharia de
tecidos.

Miguel et al. (2019) (36) desenvolveram uma membrana assimétrica a base de fibroina
e caprolactona, um poliéster biodegradavel, para obter uma camada com o objetivo de
mimetizar a epiderme a ser produzida para cura de feridas. Por meio de um aparelho
convencional de eletrofiagdo (produz alta tensdo), uma solucéo de fibroina, acido férmico e
trifluoretanol foi colocada em uma seringa a uma vazdo constante e uma tensdo de 28 kV. A
membrana resultante foi tratada com vapor de etanol a 75% e posteriormente seca em
temperatura ambiente. Nelas, foram semeados fibroblastos dérmicos humanos normais e
incubados a 37°. Células incubadas em eutanol 96% foram utilizadas como controle. Foram
infiltradas bactérias Gram + e Gram -. A formacéo de biofilme na superficie foi fotografada e
analisada utikizando-se o software Image J (Scion Corp., Frederick, MD). A membrana
produziu baixa atividade antioxidante, alta sobrevida celular na superficie da membrana e
demonstraram também altas taxas de viabilidade de fibroblastos. Segundo os autores, a
combinacdo fibroina/caprolactona reproduz com fidelidade a porosidade, molhabilidade e

propriedades mecénicas corretas de um tecido para que haja cicatrizacdo. Destacaram que, em
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geral, a membrana apresenta excelente biocompatibilidade, melhora do ambiente celular,

favorecimento de adesdo a nanofibras.

b. In vivo

Vazquez et al. (2017) (37) desenvolveram um enxerto endotelial artificial a base de
fibroina de bicho-da-seda, obtendo filmes de fibroina. Primeiramente testaram as propriedades
mecanicas (tracdo e resisténcia a ruptura) e medidas de transmissdo de luz daqueles filmes.
Ent&o, células endoteliais da cornea de coelhos e de humanos foram cultivadas em soro bovino
e fixadas aos filmes; esse conjunto (referido como enxerto) foi incubado em anticorpos
primarios e posteriormente em secundarios. Apds analise e selecdo das peliculas, elas foram
analisadas em microscopio eletrénico de varredura (MEV), verificando que as células exibiam
a morfologia hexagonal tipica. A seguir, os enxertos foram transplantados para um dos olhos
de coelhos saudaveis, onde ndo se observou nenhum sinal 6bvio de rejeicdo imunoldgica em
qualquer grupo. Os resultados mostraram que 0 enxerto permitiu a recuperacdo da
funcionalidade endotelial, com juncdes intercelulares apropriadas, baixo nivel de reacdo
inflamatoria, confirmando suas excelentes propriedades como biomaterial e sua ampla gama de
utilizacdo. Os autores concluiram, pela experiéncia in vivo, que filmes de fibra de seda

representam um enxerto promissor em queratoplasia endotelial corneana.

4.3 Regeneracao de tecido nervoso

a. In vitro

A associacdo fibroina-de-seda e melanina foi empregada para fabricacdo de um
composto nanofibroso com propriedades neuroindutivas por Nune et al. (2019) (38). Apds
extraida a proteina e obtida a melanina (M0418, Sigma), foram dissolvidas em hexafluoro-2-
propanol (HFIP) para obter 6 % (em peso) de concentracdo. O scaffold foi obtido através de
eletrofiacdo, onde a solugdo de polimero foi carregada em uma seringa de 2 mL e a taxa de
fluxo mantida em 1 mL/h, estando a ponta da seringa conectada a um tensor de 12 kV e
produzindo nanofibras, coletadas em tambor rotativo que tem velocidade especifica para manter
as amostras estaveis e armazenadas em dessecador a vacuo. Foram produzidas quatro amostras:
nanofibras aleatdrias de fibroina de seda, nanofibras alinhadas de fibroina de seda, nanofibras

aleatdrias de fibroina e melanina e nanofibras alinhadas de fibroina e melanina. Uma linha
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celular de neuroblastoma (SH-SY5Y) foi cultivada e semeada nas folhas de nanofibras cortadas.
A amostra foi esterilizada e teve como controle uma cultura tecidual de poliestireno. A adeséo
celular aos scaffolds foi medida por microscopia de varredura nos tempos de 1, 3 e 7 dias,
realizando um estudo de atividade antioxidante, uma vez que 0s mecanismos antioxidantes sao
essenciais para propriedade neuroprotetora. Os scaffolds de fibroina de seda pura mostraram
pouca ou nenhuma atividade antioxidante quando comparadas com 0s associados a melanina.
Observou-se o excelente molhamento e propriedades hidrofobicas que suportam a adesao
celular ideal.

Também analisando a capacidade do material na engenharia de tecido nervoso, Tang-
Schomer et al. (2018) (39), verificaram por meio de cultura celular de neurdnios primérios a
atuacdo de matrizes (ou scaffolds) baseadas em fibroina de seda com ou sem coldgeno. Em
uma tentativa de regenerar neurdnios in vitro, simulando um cérebro primario, eles analisaram
parametros de alteracdo de fendtipo celular, em técnicas 2D e 3D, por meio de imunocolora¢do
e citometria de fluxo. Segundo os pesquisadores, a base feita de fibroina de seda tem
caracteristicas inertes que ndo reage com 0s neurdnios, sua estrutura porosa permite produzir
um microambiente genuino, permitindo agrupamento neuronal e conexdes axonais de longa
distancia. Apontaram como desafio do estudo, a estipulacdo dos tempos de analises das
amostras, uma vez que 0 nimero de variaveis a serem testadas era muito grande para uma
quantidade finita de células.

Visto sua aplicacdo em tecido désseo e pele e a fim de verificar a viabilidade do uso de
fibroina de seda na engenharia de tecido nervoso, Yang et al. (2007) (40) cultivaram células
nervosas periféricas, mais especificamente, ganglios da raiz dorsal de ratos, sob um substrato
de fibroina. Foram cultivadas 24 placas em meio de soro fetal bovino, incubados a 37 °C numa
atmosfera umidificada a 5% de CO: e células de Schwann de ratos Sprague-Dawley neonatais
extirpadas sob condicéo estéril. O crescimento celular foi observado por microscopio (Olympus
IX-70, Japdo). Logo ap0s realizada a imunohistoquimica, amostras foram observadas sob um
microscopio de varredura a laser (TCS SP2, Leica Microsystems, Alemanha). O grupo controle
era formado por células cultivadas em meio ao extrato de hidroxiapatita. A imunocitoquimica
indicou células de Schuwann ligadas e circundando as fibras de fibroina, elas tinham a estrutura
interna completa e aparéncia normal. Apds 12 horas de cultura, a viabilidade das células
cultivadas em fibroina foi maior, mas ndo significativa. Apos 24, 48 e 72 horas, essa diferenca
tornou-se estatisticamente significante. Os niveis de RNA mensageiro (importante marcador

para células de Schuwann) também ndo obtiveram diferencas quando comparado ao controle.
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Coletivamente, os dados expressam que a fibroina tem boa compatibilidade sem exercer efeito
citotoxico sobre o fen6tipo ou fungéo das células em estudo.

Também analisando a capacidade do material na engenharia de tecido nervoso, Tang-
Schomer et al. (2018) (39), verificaram por meio de cultura celular de neurdnios primarios a
atuacdo de matrizes (ou scaffolds) baseadas em fibroina de seda com ou sem colageno. Em
uma tentativa de regenerar neurdnios in vitro, simulando um cérebro primério, eles analisaram
parametros de alteracdo de fendtipo celular, em técnicas 2D e 3D, por meio de imunocoloracéo
e citometria de fluxo. Segundo os pesquisadores, a base feita de fibroina de seda tem
caracteristicas inertes que ndo reage com 0s neurdnios, sua estrutura porosa permite produzir
um microambiente genuino, permitindo agrupamento neuronal e conexfes axonais de longa
distdncia. Apontaram como desafio do estudo, a estipulacdo dos tempos de anélises das
amostras, uma vez que o0 numero de variaveis a serem testadas era muito grande para uma

quantidade finita de células.

b. In vivo

O reparo de grandes lesdes em nervos periféricos tem como tratamento padr&o ouro o
auto enxerto, pois fornece o tubo da membrana basal necessario para o crescimento de axdnios,
sem que haja rejeicdo do organismo. Entretanto, como a &rea doadora nem sempre é suficiente,
corre-se 0 risco de perda da funcdo motora. Na busca por um enxerto que superasse (em
exceléncia) o auto enxerto para grandes defeitos nervosos, Rao et al. (2019) (41), em estudo
inédito, desenvolveram uma esponja de fibroina de seda e acido poli-lactico 3D (composta por
nanofibras de didmetro controlado, grande &rea e alta porosidade) que reproduziu (com
fidelidade) in vivo a estrutura hierarquica da matriz extracelular (com conduto de orientacédo
0co). Esta caracteristica representa um dos desafios na producdo do scaffold ideal, pois ndo
restringe a proliferacdo e infiltracdo celular, condicdo ndo alcancada quando da técnica de
eletrofiagdo (comumente usada na engenharia de tecidos, em que se produz nanofibras 2D).

Os autores inseriram scaffolds semeados com células de Schwann em defeitos de 10
mm entre 0s cotos nervosos, produzidos no nervo isquiatico de rato (Grupo NGC), comparando
com scaffold sem a base do conduto de orientacdo do nervo oco (Grupo SNGC) e auto enxerto
(grupo controle). Nas 4, 8 e 12 semanas apos a cirurgia, os animais foram submetidos ao sistema
de andlise de marcha, para detectar recuperacdo da funcdo motora, com base no registro de

caminhadas. Apds 12 semanas de experimento, os ratos foram anestesiados e o musculo
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gastrocnémico e o0 nervo isquiatico foram expostos para avaliacao eletrofisiologica. O sistema
eletrofisiologico Medlec Synergy (Oxford Instrument Inc., Abingdon, Reino Unido) foi usado
para verificar atividade elétrica em todos 0s grupos, estimulando clinicamente 0s nervos.

Para avaliar a regeneracao nervosa, o enxerto de nervo de todos os grupos foi coletado,
corados com solucdo de azul de toluidina e observados em microscopia 6tica. O software Image
Pro Plus foi usado para calcular o diametro da fibra nervosa e a espessura da bainha de mielina.
Ao mesmo tempo, 0s musculos gastrocnémicos do lado operado e do oposto foram coletados e
submetidos a coloracédo de tricromico de Masson. Para cada amostra, fotos foram tiradas de trés
campos aleatérios e analisadas quantitativamente com o software Image Pro Plus. No sistema
de andlise de marcha o grupo SNGC mostrou percentual semelhante ao controle, e
significativamente maior que o NGC. Os dados eletrofisiologicos mostraram uma maior
amplitude de movimento no grupo SNGC. No histoldgico, os musculos gastrocnémicos
operados e contralaterais mostraram graus de atrofia em todos os grupos. O grupo SNGC foi
semelhante ao controle, ambos melhores que NGC. Quanto ao efeito regenerativo, 0 grupo
controle mostrou os melhores resultados, e o grupo SGNC foi estatisticamente melhor que o
NGC. Com base nestes resultados, os autores consideraram esse material tem boas perspectivas
de aplicagcdo em reparo de nervo periférico.

Ainda, Kang et al. (2018) (42) usaram um preparado hidrolisado enzimético de
fibroina de seda (FPEH), vendido sob o nome comercial de Cera-Q (Novel Ingredients LLC,
East Hanover, NJ, EUA), para melhorar a funcédo cognitiva em seres humanos. O material de
estudo foi aprovado pelo Ministério Coreano da Seguranca Alimentar e Farmaco como um
ingrediente alimentar sem limites na quantidade de ingestdo. Um total de 76 individuos, de até
96 anos, foi recrutado para o estudo e foram randomizados em 4 grupos. O estudo foi controlado
por placebo, randomizado e duplo-cego. Eles consumiram oralmente o placebo, ou 280, 400 ou
600 mg do preparado purificado. Todos os individuos completaram o Teste de Memdria de
Rey-Kim no inicio e ap6s a conclusdo de trés semanas do tratamento. Os aspectos verbal e de
figura da memoria foram testados.

Os resultados indicaram uma melhoria da fungdo cognitiva. Os autores evidenciam
que o FPEH contém nutrientes que aumentam a captacdo de glicose e aumento do fluxo
sanguineo cerebral. Pequenos peptideos de 5 a 11 aminoacidos de comprimento presentes no
FPEH sdo chamados de beta-sheet breakers e se ligam a beta-amyloid bloqueando a capacidade
de iniciar a cascata de formacéo de fibrilas. Esses peptideos colaboram para prevenc¢édo de danos

deletérios iniciais.
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Assim como Cai et al. (2002) (13), Wei et al. (2011) (43) associaram a fibroina com
poli (&cido L-lactico-cocaprolactona) — uma quitosana, porém, o composto desta vez foi
utilizado para cirurgia de regeneracdo de nervo em ratos adultos Sprague-Dawley. Células de
Schwann foram cultivadas em meio de soro fetal bovino e semeadas em scaffold de fibroina.
Depois de verificada a viabilidade das células, os nervos isquiaticos de 32 ratos foram lesados
cirurgicamente, e entdo reconstruidos com enxerto do scaffold carregado de células. Ratos ndo
enxertados representaram o controle negativo.

Depois da cirurgia, os animais foram monitorados para mudanca de aparéncia,
movimentos de membro posterior e cicatrizacdo da ferida cirdrgica. 12 e 24 semanas apos a
intervencdo foi avaliada a recuperacdo funcional do nervo, por meio de caminhada em pista
especifica. Entdo, os enxertos do nervo e o musculo gastrocnémico foram colhidos para analise
histoldgica e imuno-histoquimica. Apds a décima segunda semana de transplante, o grupo
experimental da fibroina melhorou a funcdo do nervo, indicando que axénios regenerados
haviam penetrado pelo enxerto e para o 6rgdo alvo.

A analise estatistica revelou que a recuperacdo dos animais enxertados com fibroina
foi muito maior que o controle. A andlise histoldgica, por sua vez, mostrou que o scaffold
aumenta muito o processo de regeneracdo do nervo isquidtico. Na imuno-histoquimica,
numerosos axonios foram vistos. Os resultados mostram recuperacdo funcional, restauracéo da
continuidade nervosa reinervacao extensa do musculo alvo.

Wang et al. (2011) (44) utilizaram-se do mesmo scaffold nanofibroso descrito acima.
Sua morfologia foi observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), onde
observaram estruturas perfeitamente alinhadas, superficie sélida com vazios interligados. Trés
grupos de 12 animais foram formados: controle positivo (autoenxerto), experimental (enxerto
de scaffold de fibroina) e controle negativo, sendo que trinta e seis ratos tiveram uma porc¢éo de
seus nervos isquiatico removidos cirurgicamente. As reaces fisioldgicas foram avaliadas em
quatro e oito semanas ap6s o procedimento. Desta vez, esta analise foi feita por meio de
eletrodos bipolares e eletrodo de registro monopolar.

Na analise histologica foi usado azul de toluidina e imunohistologia. Com relacéo a
analise dos nervos, o grupo formado por fibroina apresentou nervos mais “organizados” em
comparacdo com autoenxerto. Na quarta semana, foi feita a contagem total de fibras
mielinizadas dos nervos regenerados e o grupo fibroina continha um namero significativamente
maior que o controle negativo, embora significativamente menor que o controle positivo. Ja na

oitava semana, observou-se que 0 grupo teste era significativamente maior que ambos 0s
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controles. Na imunohistoquimica, ele mostrou niveis aumentados de marcador das células de
Schwann. Os autores mencionaram que as fibras do enxerto se mantiveram sem biodegradagéo
durante as oito semanas. Mais estudos devem ser realizados para esclarecer seu tempo de
degradacéo, pois outra cirurgia para remové-lo deve ser evitada. Visto isso, cré-se que o scaffold

de fibroina pode ser util na regeneracéo de nervos, mesmo em defeitos criticos.

4.4 Capacidade hemostética

a. In vivo

O curso clinico do aneurisma é caracterizado pela ameaca a vida, j& que sua parede é
extremamente fragil e dificulta extracdo cirdrgica. Causin et al. (2011) (45) fizeram um estudo
de caso clinico com fibroina para desvio de fluxo de aneurisma. Dois pacientes do sexo
masculino e uma paciente do sexo feminino, com idades entre 42 e 56 anos, com hemorragia
subaracnoéidea causada por pequenos aneurismas, foram submetidos a pesquisa onde instalaram
desviadores de fluxo de seda (Balt Extrusion, Montmorency, franca) pela técnica stentwithin-
a-stent. Este € um dispositivo retratil projetado para alcancar reconstrucdo da artéria parental
associada com um aneurisma intracraniano. Os dispositivos foram implantados no sifao
carotideo dos pacientes. A principal vantagem do uso deste dispositivo é a capacidade de selar
0 aneurisma com preservacdo do fluxo carotideo. Foi realizada terapia antiplaquetéria para
evitar a formacdo de trombos. Todos os pacientes foram tratados dentro de 48 horas, na fase
aguda da lesdo, e varios dispositivos para cobri-las completamente foram colocados. Todos 0s
aneurismas foram bloqueados com sucesso, e 0s pesquisadores acreditam que desviador a base
de fibroina impediram que as lesdes voltassem a sangrar. Angiografias foram realizadas para
acompanhamento dos pacientes.

Usando o mesmo dispositivo descrito acima, Leonardi et al. (2011) (46) trataram 25
pacientes com idades entre 34 a 81 anos. Eles passaram pelo protocolo de medicacédo
antiplaquetaria e também tiveram o acompanhamento feito por angiografia. A colocacdo do
stent foi bem-sucedida em todos os individuos. O fechamento do aneurisma néo foi alcangado
em trés pacientes, porém, 0s pesquisadores atribuem o insucesso ao tempo decorrido desde a
formacéo da les&o inicial (cerca de 12 meses). Ocorreram dois casos de 0bitos registrados como
ruptura expontanea do stent e hemorragia devido ao uso de coagulante. Os autores consideraram

o stent de fibroina de seda uma ferramenta valiosa no tratamento endovascular de aneurismas.
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Shefa et al. (2019) (47) projetaram um estudo para investigar o efeito da trombina (Th)
no desempenho hemostatico de produtos de nanofibra de celulose oxidadas (TOCN). Scaffolds
de TOCN e fibroina de seda em duas concentracdes (2% e 5%) foram criados. Solucdo de
trombina de plasma bovino foi adicionada em grupos experimentais. Cinco grupos foram
formados: 1) TOCN TEMPO (nanofibra de celulose oxidada), 2) TOCN SF2 (TOCN E 2% de
fibroina de seda), 3) TOCN SF5 (TOCN e 5% de fibroina de seda), 4) TOCN SF2 Th (TOCN,
2% de fibroina de seda mais trombina) e 5) TOCN SF5 Th (TOCN, 5% de fibroina de seda com
trombina). A capacidade de absorcdo de sangue foi analisada in vitro, onde os scaffolds
esponjosos foram aplicados sobre a superficie de sangue, coletado de coelhos brancos, por 20
segundos. O peso dos scaffolds foi medido com uma microescala (Ohaus Pioneer, USA) antes
do contato com o sangue e depois. Entdo, fibroblastos L929 de camundongo foram cultivados
e semeados nos scaffolds e foram visualizados sob um microscopio fluorescente (Olympus,
FV10i-W, Téquio, Japdo), sendo as imagens analisadas usando o software FV10i-ASW 2.0
Viewer. Estas amostras foram utilizadas para trés experimentos in vivo. No primeiro, uma leséo
da artéria auricular de coelhos foi criada e, apds dez segundos de sangramento, as amostras
foram colocadas na ferida e calcularam o peso médio dos scaffolds e o tempo hemostéatico
médio. No segundo, amputaram oito cm das caudas de ratos, deixando sangrar por 15 segundos,
e cobriram as feridas com as amostras. Os mesmos parametros foram calculados. Por fim,
fizeram a avulsdo do figado de ratos e aplicaram no local as amostras e também o padrédo
comercial Hemostat Floseal. Apds 30 minutos da aplicacdo, a interacdo das células do sangue
com hemostatos foi visualizada por MEV. A maior capacidade de absorcéo foi desempenhada
pelo scaffold de fibroina a 5%.

A morfologia das células confirmou a capacidade de formacdo de trombos dos
scaffolds; além disso, eles foram capazes de manter o ambiente Umido, o que favorece a
cicatrizacdo. Os scaffolds que continham fibroina de seda tiveram grande crescimento de
fibroblastos viaveis e as células ndo foram prejudicadas pelo carregamento com trombina. A
capacidade de aumentar os niveis de agregacdo plaquetaria foi confirmada pela MEV, exibindo
formacédo de pseuddpodes em todos os grupos. Contudo, baixos nimeros de plaquetas foram
observados nos scaffolds sem fibroina de seda, e quanto maior a concentracdo da proteina,
maior a agregacao das plaquetas. No mais, os scaffolds carregados de trombina apresentaram o
maior numero de plaquetas, sugerindo que os scaffolds sintetizados facilitam a aderéncia e

ativacao.
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Quanto aos modelos in vivo, a experiéncia realizada na artéria auricular dos coelhos
trouxe que a amostra contendo fibroina a 5% absorveu a maior quantidade de sangue e também
teve o sangramento interrompido no menor tempo possivel, enquanto que a amostra que
continha apenas o TOCN teve mais tempo de hemorragia entre todos 0s grupos pesquisados.
Nos modelos de amputacdo de cauda de ratos e avulsdo de figado, as amostras de fibroina a 2%
e 5% obtiveram diminuicdes significativas da perda de sangue quando comparadas ao Floseal,
sem diferencas significativas entre si. A modificacdo do TOCN com fibroina e o carregamento

com trombina mostraram desempenho hemostatico reforcado.

4.5 Regeneracéo pulpar

a. In vivo

Yang et al. (2015) (48) avaliaram a possibilidade de utilizar fibroina de seda para
regeneracdo da polpa com células tronco da polpa dental (DPSCs) e fator basico de crescimento
de fibroblastos (bFGF) em modelo de transplante de canal ectdpico. Porcdes radiculares de
dentes humanos extraidos recentemente foram seccionadas em 3mm de comprimento. O espaco
do canal foi ampliado. Os fragmentos (tooth fragments/scaffolds - TSS) foram tratados em
banho de ultrassom para expor os tubos dentinarios, seguido de tratamento com betadine e
NaClO para esterilizacdo. Quatro grupos foram formados: 1) fragmentos de dentes vazios
(controle negativo), 2) TSS/SF (scaffold de fibroina pura — controle positivo), 3)
TSS/ISF/IDPSCs (scaffold de fibroina e células tronco da polpa), 4) TSS/SF/DPSCs/bFGF
(scaffold de fibroina, fator basico de crescimento de fibroblastos e células tronco da polpa). Os
scaffolds foram inseridos no espago do canal radicular dos fragmentos. Entdo, foram
implantados no espaco subcutaneo de ratos. Sete semanas ap0s o transplante, os animais foram
sacrificados e andlises histoldgicas e imunologicas foram realizadas. Quanto a caracterizacao
das células-tronco, apresentaram crescimento semelhante a fibroblastos e formacéo de col6nias
derivadas, que poderiam ser transformadas em osteoblastos, odontoblastos, adipdcitos ou
neurdcitos. A presenca do bFGF promoveu maior deposicao de matriz extracelular e viabilidade
celular. No modelo TSS/SF/DPSCs, a area referente ao espaco do canal radicular foi preenchida
por tecido conjuntivo vascularizado. Ja para os scaffolds TSS/SF/DPSCs/bFGF observou-se a
formacéo de um tecido com caracteristicas morfologicas semelhantes a um dente normal: tecido

mineralizado depositado ao longo da estrutura interna, tecido conjuntivo semelhante a polpa
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(bem vascularizado), deposicdo de matriz de colageno e dentina (na analise imuno-

histoquimica). Esse resultado pode indicar formagéo de células semelhantes a odontoblastos.
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5 Discussao

Preservar a vitalidade da polpa € a base da Odontologia clinica: a regeneragdo em
oposicao a reparacdo propOe reduzir intervencdes e manter as funcdes de nutricdo, defesa e
propriocepcdo. Ha evidéncias de que a fibroina € um scaffold seguro e eficiente, tendo
propriedades mecénicas e biologicas que sustentam a teoria de que pode ser usada na
regeneracdo pulpar. Entre elas: excelente barreira bacteriana, acelera a reepitelizacéo e por isso
promove cicatrizacdo de feridas, reparacdo e regeneracdo de pele, e permite inclusdo e
tramitacdo de fluidos. Seu uso foi testado em fibroblastos, osteoblastos e células nervosas.
Outros biomateriais estudados para este fim, como alginato e colageno, ndo reinem essas
caracteristicas peculiares compativeis com o ambiente da polpa.

A engenharia tecidual tem sido investigada na Odontologia em outras areas
estomatognaticas. A exemplo, destaca-se 0 uso de colageno como scaffold para regeneragédo
Ossea. Seu uso como material para implantes é limitado, devido as suas caracteristicas
mecanicas maleaveis. O colageno pode promover um ambiente propicio para o crescimento de
células, mas sé pode ser desenvolvido como filme ou esponja. Existem poucos métodos de
fabricacdo de filmes porosos. Em contraste, as sedas sdo adaptaveis e tém lenta degradacéo,
podendo ser fabricadas em forma porosa, o que permite a remodelacao de tecidos mineralizados
(49,50-52,58).

A taxa de reabsorcdo do material é outro ponto a ser observado. Ela é desejada e,
idealmente, deve refletir a taxa de degradacdo do tecido no qual esta trabalhando (35). Por
exemplo, a taxa de reabsorcdo para regeneracdo Ossea deve ser lenta, ja para reparos
epidérmicos requerem uma degradacdo mais rapida. A reabsorcdo dos biomateriais da seda
depende das caracteristicas morfologicas, origem dos Bombyx mori e também da metodologia
de processamento da proteina. Diferentes estudos mostram diferentes mudancas estruturais no
processo de degradacdo (14,53). Fato esse que torna a previsibilidade do material muito vaga
em referéncia a esse aspecto. Mais estudos sdo necessarios para elucidar o tema.

As pesquisas revisadas sobre o uso de scaffolds de fibroina de seda, associada ou nao
a outro material biocompativel, e seu comportamento sobre fibroblastos (34-37) (Chiarini et al.
2003) (12) evidenciam que o material pode ter um bom comportamento em ambiente pulpar, ja
que estas sdo as celulas encontradas em maior volume na polpa. Muitos deles, ainda
indiferenciados, tornando seu uso favoravel a engenharia de tecidos (7). Os estudos mostram

grande biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, crescimento, proliferacdo e manutencéo
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celular adequados, além de caracteristicas mecénicas ideais, como: excelente molhamento,
porosidade e resisténcia a tracao.

As células nervosas tornam a polpa um tecido especializado. Sua inervacdo inclui um
grande nmero de axonios mielinizados e ndo mielinizados (7). E um requisito essencial que
um material inserido nesse ambiente ndo seja citotoxico as fibras nervosas, do contrario,
permita sua proliferacdo e crescimento para que se estabeleca um novo tecido saudavel, sem
perder sua capacidade sensorial. Nesta revisdo, os artigos mencionados (13,38,39,41,42,44,48)
trazem dados importantes de recuperacdo funcional, crescimento de células nervosas sem
alteracdo de fendtipo e regeneracéo de defeitos largos em tecidos tratados com scaffolds de
fibroina.

Ademais, o tecido da polpa é circundado por dentina, cemento e 0sso, portanto a
interacdo de um material aplicado para regeneracdo pulpar deve ser avaliada na presenca dos
elementos encontrados nesses tecidos. Os estudos aqui citados (11,13,29-31,33,54)
relacionaram os scaffolds de fibroina de seda com células induzidas osteogenicamente, e
encontraram células vidveis, comportamento mecanico condizente e biodegradacdo lenta.
Inclusive, a pesquisa de Zhao et al. (2009) (31) foi realizada em mandibula e apresentou bons
resultados.

O uso de células-tronco da polpa dental de humanos pode ter sua eficécia testada
quando relacionada a scaffolds de fibroina, como mostram os estudos de Riccio et al. (2012)
(32) e Woloszyk et al. (2014) (28), que revelaram que a biocompatibilidade e sucesso da
fibroina é ressaltada quando associada a esse tipo especifico de célula. Entretanto, os estudos
ndo tinham por objetivo mimetizar o ambiente pulpar, e sim a cura de defeitos 6sseos. A
evidéncia de Yang et al. (2015) (48) é um dos poucos estudos que relaciona a fibroina como
scaffold com o intuito de regenerar a polpa.

Os odontoblastos sao as células responsaveis pela dentinogénese (7), e tem importante
papel no tratamento de exposicdo pulpar, j& que compete a eles a formacdo da barreira
dentinaria, aspecto que garante sucesso a terapéutica. Esta pesquisa esclarece que a fibroina
pode efetivamente levar a regeneracdo da polpa com tecido semelhante a dentina sendo
depositado ao longo da parede dentinaria. Os pesquisadores destacam que o sucesso do
biomaterial se deve ao tamanho do poro do scaffold, que favorece a difusdo de nutrientes e
remogdo de substancias, além de fornecer um microambiente tridimensional indutor de

diferenciacdo celular. O fator de crescimento de fibroblastos foi escolhido para promover a
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formagé&o vascular, bem como a deposicao de dentina. Entretanto, o carregamento dos scaffolds
com células torna as condi¢6es de fabricacdo desafiadoras.

Por fim, uma vez que a polpa esta confinada por tecidos duros, limita-se a aceitacdo
para vasodilatacdo. Mesmo estando apoiada por um sistema microcirculatério colateral ndo
verdadeiro, qualquer alteragdo de fluxo pode levar a danos severos, como a necrose (7). Os
dispositivos apontados nos estudos de Leonardi et al. (2011) (46) e Causin et al. (2011) (45)
mostram gque mesmo quando associada a areas de irrigacdo sanguinea elevada, a fibroina de
seda ndo causa hemorragia. Mostra um potente efeito hemostatico, sendo utilizada como stent
para tratamento de aneurismas.

Em sintese, Trongkij et al. (2019) (55) trazem em seu estudo algumas caracteristicas
do material capeador pulpar ideal, que serdo listadas na tabela abaixo. Ao lado, estardo

referenciados trabalhos que comprovam estas particularidades na fibroina de seda.

Tabela 1-Referéncias utilizadas na avaliacdo das propriedades da fibroina e do capeador pulpar
ideal
CAPEADOR PULPAR IDEAL FIBROINA DE SEDA

Biocompatibilidade Miguel et al. (2019); Riccio et al. (2012);

Woloszyk et al. (2014); Chiarini et al. (2003);

Carvalho etal. (2016); Vazquez et al. (2017); Arias

etal. (2018) (32,36,28,12,34,37,35)

Inducdo da formacdo de tecidos duros | Woloszyk et al. (2014); Meinel et al. (2006); Lee

et al. (2018) (?829.11).

Reacdo inflamatdria minima ou Vazquez et al. (2017); Jo et al. (2017) ©7:33),

ausente

Promover proliferacdo de células Chiarini et al. 2003; Cai et al. 2002; Kundu et al.
2013, Kundu et al. 2008 (1213.14.15),

Alta alcalinidade Woloszyk et al. (2014) @®),
Cicatrizagéo tecidual Miguel et al. (2019); Wei et al. (2011); Shefa et al.
(2019); Mostow et al. (2005); Quin, (2005); Wenk
et al. (2011); Fernandes e Silva et al. (2015);
Zhang et al. (2017) (36,43,47,49,50,51,52,58)

Barreira mecanica Yang et al. (2015) “9),
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Portanto, estes dados em geral apontam o futuro da fibroina de seda na Odontologia e
no ambiente da polpa. Ha necessidade de estudos in vivo ou in vitro direcionados aos efeitos da
proteina no complexo dentina-polpa, que efetivem o material como potencial regenerador

pulpar para uso em capeamento pulpar.



38

6 Concluséao

Por ser um material biocompativel, a fibroina de seda é de grande interesse para
engenharia de tecidos. Scaffolds de fibroina criam um ambiente favoravel para o crescimento
de vérias células encontradas na polpa, como por exemplo fibroblastos e osteoblastos, além de
comprovadamente propiciar o crescimento de células nervosas e ter bom comportamento
hemostatico. Esses indicadores nos mostram que este material tem potencial regenerador pulpar
e pode caracterizar uma interessante opcdo aos materiais encontrados no mercado para o

procedimento de capeamento pulpar.
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