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RESUMO

A quitosana é um biopolimero que apresenta uso potencial como arcabougo na
engenharia tecidual devido as suas propriedades mecanicas e bioldgicas, tais como
biodegradabilidade n&o toxicidade, efeito antibacteriano e biocompatibilidade. A
laserterapia tem sido estudada como uma ferramenta auxiliar nas técnicas de
engenharia tecidual pelo seu efeito bioestimulatorio in vitro em diversos tipos
celulares, contudo seu efeito sobre células cultivadas em arcaboucos de quitosana
ainda é desconhecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da laserterapia em
células pré-osteoblasticas cultivadas sobre arcaboucos de quitosana. A quitosana e
as membranas produzidas foram submetidas a caracterizagéo fisico-quimica e de
superficie. As células da linhagem MC3T3-E1 foram expandidas e cultivadas em
guatro grupos, de acordo com a superficies de cultivo e a aplicacdo ou nédo de
irradiacdo: P — plastico da placa de cultivo, sem irradiacdo, como controle positivo do
crescimento celular; LO — arcaboucos de quitosana, sem irradiacdo; L1 — arcaboucgos
de quitosana, com células irradiadas com dose de 1 J/cm?; e L4 - arcaboucos de
quitosana, com células irradiadas com dose de 4 J/cm2. A laserterapia foi realizada
com laser diodo de InGaAlP, com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30
mW, em dose Unica. A proliferacao celular foi analisada nos intervalos de 24, 48 e 72
horas apos a irradiacéo, através do ensaio de reducdo metabdlica do Alamar Blue,
enquanto a viabilidade celular foi avaliada através dos ensaios de Live/Dead e da
Anexina/Pl. A morfologia celular e a integragéo célula/biomaterial foram avaliados no
intervalo de 72 horas por MEV. Os dados do ensaio de proliferacdo mostraram que o
grupo L4 apresentou maior proliferacdo em comparacdo com grupos P e LO no
intervalo de 24 h (p<0,01) e exibiu uma tendéncia proliferativa em relacdo a LO e L1
no intervalo de 72 h. A avalicdo da viabilidade por Live/Dead revelou um grande
namero de células viaveis em todos 0s grupos, o que foi confirmado pela analise por
Anexina/Pl, que mostrou alta porcentagem de viabilidade celular nos grupos
estudados (P: 89,2%; LO: 82,1%; L1: 82%; e L4: 85,2%). A analise por MEV revelou
gue no grupo nao irradiado (LO) as células apresentaram-se mais isoladas e com
formato arredondado, enquanto nos grupos irradiados (L1 e L4) as células exibiram
projecoes mais evidentes e formaram grupamentos celulares. Em conjunto, os dados
do presente estudo mostraram que o arcabouco de quitosana produzido n&o
influenciou a proliferagéo das células MC3T3-E1, no entanto também néo prejudicou
a viabilidade celular. A fotobiomodulacéo, principalmente na dose de 4 J/cm?
promoveu aumento da proliferacdo celular e permitiu que as células superassem
eventuais condicdes desfavoraveis da superficie do biomaterial. Estes resultados
sugerem que a laserterapia pode ser uma ferramenta eficaz para promover a
proliferacdo celular nas técnicas de engenharia tecidual com arcaboucos de
guitosana.

Palavras-chave: Laser; biomateriais; polimeros; proliferagéo celular.



ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer that presents potential use as a scaffold in tissue engineering
due to its mechanical and biological properties, such as biodegradability, non-toxicity,
antibacterial effect and biocompatibility. Laser therapy has been studied as an auxiliary
tool in tissue engineering techniques due to its in vitro biostimulating effect on several
cell types, but its effect on cells grown on chitosan scaffolds is still unknown. The aim
of this study was to evaluate the effect of laser therapy on pre-osteoblastic cells
cultured on chitosan scaffolds. Chitosan and membranes produced were subjected to
physical-chemical and surface characterization. Cells of the MC3T3-E1 lineage were
expanded and divided into four groups according to the surface and the use or not of
irradiation: P — plastic of the culture dish, without irradiation, as a positive control of cell
growth; LO — chitosan scaffolds, without irradiation; L1 — chitosan scaffolds, cells
submitted to irradiation with a dose of 1 J/cm?; and L4 — chitosan scaffolds, cells
submitted to irradiation with a dose of 4 J/cm2. Laser therapy was performed with
InGaAIP diode laser, with wavelength of 660 nm, power of 30 mW, in a single dose.
Cell proliferation was analyzed at 24, 48 and 72 h after irradiation through the Alamar
Blue metabolic reduction assay, while cell viability was assessed by Live/Dead and
Annexin V/PI assays. Cell morphology and cell-biomaterial integration were evaluated
at 72 h by SEM. Data from the proliferation assay showed that L4 group exhibited
greater proliferation compared to P and LO groups at 24 h (p <0.01) and showed a
proliferative tendency in relation to LO and L1 at 72 h. The evaluation of viability by
Live/Dead assay revealed a large number of viable cells in all groups, which was
confirmed by Annexin V/PI analysis, which showed a high percentage of cell viability
in the studied groups (P: 89.2%; LO: 82.1%; L1: 82%; e L4: 85.2%). SEM analysis
revealed that in the non-irradiated group (LO) the cells were more isolated and rounded,
while in the irradiated groups (L1 and L4) the cells showed more evident projections
and formed cellular clusters. Taken together, data from the present study showed that
the chitosan scaffolds produced did not influence the proliferation of MC3T3-E1 cells,
but also did not impair cell viability. Photobiomodulation, especially at the dose of 4
J/icmz2, promoted an increase in cell proliferation and allowed the cells to overcome any
unfavorable conditions on the surface of the biomaterial. These results suggest that
laser therapy may be an effective tool to promote cell proliferation in tissue engineering
techniques with chitosan scaffolds.

Key words: Laser; biometerials; polimers; cell proliferation.
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1. INTRODUCAO:

Nos ultimos anos ha uma crescente producédo de conhecimento relacionado a
aplicacdo de biomateriais para a producéo de tecidos in vitro. A area da ciéncia que
abrange todo esse saber € a engenharia de tecidos. Este € um campo interdisciplinar
gue aplica os principios da engenharia e das ciéncias da vida ao desenvolvimento de
substitutos biolégicos que restauram, mantém ou melhoram as funcbes do tecidos
(LANGER; VACANTI, 2016). Sua funcédo biolégica apropriada pode ser alcancada
guando existe uma interacdo adequada entre o arcabouco, as células e os fatores
ambientais (TOLOUE et al., 2019). Para tal finalidade, sdo utilizados biomateriais
naturais derivados da matriz extracelular (MEC), materiais sintéticos ou a combinacao
de ambos (SENGUPTA; WALDMAN; LI, 2014).

Um ramo da engenharia tecidual com grande destaque na atualidade é o
relacionado a formacéo 6ssea, ja que a regeneracao do tecido 6sseo é um importante
desafio no campo da cirurgia ortopédica e craniofacial, e a reconstrucdo do tecido in
vitro € uma estratégia que tem demonstrado potencial terapéutico para contornar a
guestdo da perda 6ssea (FERNANDEZ-YAGUE et al., 2015).

A utilizacdo de biomateriais na forma de arcabougos promove ambientes
adequados a reconstrucdo de tecidos perdidos. Neste contexto, um biomaterial que
vem ganhando grande destaque € a quitosana, um biopolimero derivado da quitina
produzido por um processo de desacetilacdo, onde ocorre a perda de um grupamento
acetil das subunidades deste polimero (ELIEH-ALI-KOMI; HAMBLIN, 2016). Esta
conversdo confere a quitosana inimeras propriedades que sdo bastante apreciadas
pela engenharia de tecidos. A quitosana apresenta biocompatibilidade,
biodegradabilidade, n&o toxicidade, atividades antibacterianas e antifungicas,
oferecendo também uma estrutura tridimensional similar & da matriz extracelular
(MEC) natural, caracteristicas estas que sdo muito importantes para a atividade
proliferativa e viabilidade do cultivo celular (YOUNES; RINAUDO, 2015).

Outro ramo que tem se destaca por estar atuando sobre a atividade proliferativa
é a laserterapia. O laser de baixa intensidade € uma técnica simples e néo invasiva,
altamente util em diferentes ramos da medicina regenerativa, e pode ter efeitos
benéficos em uma variedade de condi¢gbes patolégicas (MIGLIARIO et al., 2014) ,
incluindo cicatrizac&o de feridas, reducéo do edema e dor de varias etiologias (EISSA;

SALIH, 2017). Além disso, a laserterapia tem ganhado grande destaque em estudos
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de proliferacéo celular, mostrando resultados significativos em ensaios “in vivo” e “in
vitro” (BORZABADI-FARAHANI, 2016).

Apesar da literatura relatar resultados positivos a respeito do uso da quitosana
visando o reparo do tecido 6sseo (ELIEH-ALI-KOMI; HAMBLIN, 2016; ORYAN et al.,
2014) e da aplicacéo da laserterapia com a mesma finalidade (BUCHIGNANI et al.,
2019; ZEIN; SELTING; BENEDICENTI, 2017), ndo ha estudos que avaliem o
comportamento de células cultivadas sobre arcaboucos de quitosana e
posteriormente submetidas a irradiagdo com laser de baixa intensidade (LBI). Assim,
sabendo do grande potencial que esse biomaterial e esse tratamento apresentam
isoladamente para a engenharia de tecidos, o presente estudo tem por objetivo avaliar
o efeito da laserterapia em células pré-osteoblasticas cultivadas sobre membranas

produzidas com quitosana.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 QUITOSANA

A Quitosana é um biopolimero derivado da quitina, produzida a partir da
desacetilacdo desta, se apresenta como 0 segundo polissacarideo mais abundante
do planeta, perdendo apenas para a celulose (YOUNES; RINAUDO, 2015). A quitina
€ largamente encontrada na natureza como componente estrutural do exoesqueleto
de artrépodes (incluindo crustaceos e insetos), paredes celulares de alguns fungos e
algas, podendo ser extraida por processos quimicos ou enzimaticos (OPRENYESZK
et al., 2015; YAN et al., 2018; YOUNES; RINAUDO, 2015).

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 por H. Brancota. J& a sua
conversao em quitosana, foi descrita por Rouget em 1859 pelo aquecimento da quitina
em solucdo concentrada de hidroxido de potassio, resultando na sua desacetilagdo
(GOSK; MARTYNKIEWICZ; STEPNIEWSKI, 2017). A conversdo de quitina em
guitosana € geralmente alcancada pelo tratamento com solucdo concentrada de
hidréxido de sédio (40-50%) a 100 °C ou temperatura superior para remover alguns
ou todos os grupos acetil da quitina (KUMARI; RATH, 2014). Ambas as moléculas
podem ser diferenciadas pela quantidade de unidades basicas de acetilacdo de D-
glucosamina. Quitina contém mais de 70% de unidades acetiladas, enquanto
guitosana tem menos de 30% de acetilagdo (LIAQAT; ELTEM, 2018).

A quitosana € um copolimero que consiste em unidades monoméricas de B-
(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-
glicopiranose (AHMED; IKRAM, 2016). Esse polissacarideo possui uma estrutura
molecular quimicamente similar a fibra vegetal celulose, diferenciando-se somente
nos grupos funcionais, enquanto a celulose apresenta um grupo hidroxila (OH) no
carbono 2, a quitosana apresenta um grupo amino (NHz) neste mesmo carbono
(Figura 1) (KUMAR, 2000).
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Figura 1: Estrutura quimica da quitina e quitosana. Adaptado de Dutta, Tripathi e Dutta
(2012). A figura mostra a estrutura quimica da quitina, que apresenta o grupo acetil no
carbono 2, e a quitosana sem o grupo acetil no carbono 2.

Na forma de quitina este polimero apresenta baixa solubilidade em meios
aguosos, o que torna muito dificil a sua utilizacao na area biomédica (KUMAR, 2000).
J4 a quitosana apresenta solubilidade em meios com acidos fracos, como éacido
aceético e acido formico (CUI et al., 2018). Além disso, a quitosana € capaz de formar
complexos eletrostaticos com macromoléculas de carga oposta, ja que ela apresenta
forte carga elétrica positiva (PERIAYAH et al., 2016; YOUNES; RINAUDO, 2015). E
isso se deve a presenca de grupos hidroxila priméarios e secundarios em cada unidade
de repeticdo, e o grupo amina em cada unidade desacetilada (ISLAM; RAHMAN
BHUIYAN; ISLAM, 2017). Sua natureza catibnica € bastante especial, uma vez que a
maioria dos polissacarideos sdo geralmente neutra ou negativa em ambiente &cido.
Esta propriedade permite & quitosana formar complexos eletrostaticos ou estruturas
em multicamadas com outros polimeros sintéticos ou naturais carregados
negativamente (CHEUNG et al., 2015). Sendo assim, esta caracteristica permite a
interacdo com moléculas como, proteinas, acidos nucléicos e lipideos, jA que estas
apresentam grupos com eletronegatividade.

A quitosana apresenta um potencial multidimensional de aplica¢cbes, passando
desde da utilizacdo na area alimenticia como em nutricdo, na biotecnologia, ciéncia
dos materiais, drogas e produtos farmacéuticos, agricultura e protecdo ambiental
(RAVI KUMAR, 2000). Esta potencialidade de utilizagdo em diversas areas deve-se
especialmente as suas propriedades de biodegradabilidade, ndo toxicidade, efeito
antibacteriano e biocompatibilidade (AHMED; IKRAM, 2016), além de apresentarem
propriedades fisicas adequadas, como alta area de superficie, porosidade, resisténcia
a tracdo e condutibilidade (CHEUNG et al., 2015). Tais propriedades estéo
relacionadas ao peso molecular, grau de desacetilacédo e solubilidade deste polimero
(YOUNES; RINAUDO, 2015). Em conjunto, estas caracteristicas explicam o grande
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destaque que a quitosana vem apresentando em varias areas das ciéncias
biomédicas, em especial a engenharia de tecidos.

A guitosana apresenta inimeras formas de utilidades, oferecendo a vantagem
de ser facilmente processada em géis, membranas, nanofibras, nanofibrilas,
microparticulas, nanoparticulas, scaffolds e formas esponjosas (AHMED; IKRAM,
2016) e estas aplicacfes sao dependentes do grau de desacetilacdo e peso molecular
(CHEUNG et al.,, 2015). Sua utilizacdo estad intimamente relacionada a varias
atividades farmacoldgicas como as antibacterianas, antifungicas, antitumorais e
antioxidantes (CHEUNG et al., 2015).

2.1.1 UTILIZACAO DA QUITOSANA NA ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos consiste em uma abordagem multidisciplinar da
ciéncia, incluindo principios fundamentais da engenharia de materiais e biologia
molecular e celular em esforgcos para desenvolver substitutos biolégicos para tecidos
e orgaos lesados (KIM et al., 2008). Este ramo da ciéncia € baseado na utilizacédo
celular, construcéo de arcaboucos e vias bioquimicas ou fisico-quimicas (ROY et al.,
2018).

Neste campo de atuagdo a quitosana tem se destacado como um constituinte
de arcaboucos, apresentando um microambiente que propricia a proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo e adesédo celular (KIM et al.,, 2008). Isso se deve
principalmente as propriedades fisico-quimicas que a tornam um excelente
biomaterial para a engenharia de tecidos (ELIEH-ALI-KOMI; HAMBLIN, 2016).

Vérios estudos tem demonstrado a vasta utilizacdo da quitosana neste campo,
tendo grande destaque na formacdo de tecidos 6sseos, podendo ter potencial na
fabricdo de enxertos desse tecido para a substituicdo de partes perdidas dos tecidos
(GEORGOPOULOU et al., 2018a). O uso desse biomaterial parece ser amplificado
guando este esta ligado a outros materiais, pois estas interacdes podem promover o
melhoramento de suas caracteristicas farmacoldgicas (GOSK; MARTYNKIEWICZ;
STEPNIEWSKI, 2017).

Estudos in vitro e in vivo mostraram que arcaboucos a base de quitosana/acido
glicolico/nanohidroxiapatita apresentaram-se adequados para a adesao, proliferacao
e diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais do corddo umbilical

(WANG et al., 2014). Pesquisas mais recentes demonstraram que os arcaboucos a
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base de quitosana suportam a formacdo da matriz extracelular, enquanto 0s
fibroblastos que cercam o arcabouco poroso produzem colageno com minima reacao
inflamatdria, sugerindo que o uso de quitosana pode trazer muitos beneficios quando
utilizada na engenharia de tecidos (GEORGOPOULOQOU et al., 2018).

Cai et al. (2017) demonstraram que o arcabouco de quitosana € biocompativel
com a liberacdo de fatores de crescimento, como fatores de crescimento de
transformacgao beta (TGFB1) e fatores de crescimento fibroblastico beta (FGF(), que
atuam na regulacao da proliferacdo de células endoteliais e fibroblastos. Chung et al.
(2002) descreveram o crescimento de células endoteliais humanas cultivadas sobre
membranas de quitosana combinada com peptideos adesivos celulares. Nesse
trabalho, a quitosana contendo os peptideos apresentou melhor suporte para a
proliferac@o de células endoteliais humanas.

O estudo de Yang et al. (2015) mostrou que o composto de fosfato
tricalcico/quitosana  apresentou histocompatibilidade com células-tronco
mesenquimais e ndo exerceu efeito sobre o crescimento celular e a proliferacéo,
porém apresentou eficacia na melhoria da osteogénese, vascularizacao e reparagao
de defeitos Gsseos. Assim, a engenharia de tecidos vem se utilizando de forma
crescente das propriedades fornecidas pela quitosana, principalmente na confeccéo
de arcaboucos, visto que esta forma de utilizacdo tem se mostrado muito vantajosa
devido as caracteristicas desse material, pois a torna similar a matriz extracelular

natural.

2.1.2. UTILIZAGAO DA QUITOSANA NO REPARO DO TECIDO OSSEO

Ossos sdo 6rgdos do sistema esquelético, que promovem a forma, suporte
mecéanico e protecdo do corpo, além de auxiliarem no movimento (MAROT;
KNEZEVIC; NOVAKOVIC, 2010). Lesdes por fraturas e doencas degenerativas
trazem muitos prejuizos a esse tecido, atuando na sua perda e dificultando o seu
reparo. Contudo, esse problema pode ser superado através de técnicas que utilizam
enxertos para acelerar o processo de reparo desse tecido (FILLINGHAM; JACOBS,
2016).

O enxerto 6sseo tem sido empregado ha muitos anos por cirurgides ortopédicos
para auxiliar no processo de reparo 0sseo e é usado em todas as subespecialidades
dentro da ortopedia (FILLINGHAM; JACOBS, 2016), pois atua estimulando a
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formacdo de novo tecido Osseo (POLO-CORRALES; LATORRE-ESTEVES;
RAMIREZ-VICK, 2014). O enxerto 6sseo € definido como um material implantado que
promove o reparo 0sseo, sendo utilizado de forma isolada ou combinado com outro
material, apresentando como principais caracteristicas a osteogénese, osteoinducao,
osteoconducdao e osteointegracdo (ORYAN et al., 2014).

Os enxertos podem ser classificados em trés formas: autdégeno, alégeno e
xenogeno. O autégeno € removido do proprio paciente, o alégeno é obtido de outro
individuo e o xendgeno é derivado de outras espécies de vertebrados (DEEV et al.,
2015). Porém, a utilizacdo desses enxertos podem trazer vérias dificuldades para o
reparo do tecido, principalmente problemas relacionado ao sistema imunoldgico, como
a imunossupressao (POLO-CORRALES; LATORRE-ESTEVES; RAMIREZ-VICK,
2014).

Para minimizar esses problemas, a engenharia de tecidos esté tirando proveito
das propriedades farmacologicas dos biomateriais. Atualmente a utilizacdo de
biomateriais na producao de enxertos 6sseos tem ganhado destaque, principalmente
0s constituidos a base de quitosana, que como ja mencionado anteriormente,
apresenta varias caracteristicas que torna esse biopolimero um 6timo material para
esse tipo de arcabouco (LU et al., 2016).

Gosk, Martynkiewicz e Stepniewski (2017) relatam em seus estudos com
osteoblastos que a quitosana isolada ndo atende a todos os requisitos do enxerto
ideal, mas quando adicionado a outros compostos pode apresentar propriedades
semelhantes ao osso. Mencionam também que em implantes 6sseos, 0 composto
hidroxiapatita quando combinado com a quitosana, apresentam Gtimas qualidades
mecanicas, boa osteoconducéo, osteoinductividade e estimulacdo da osteogénese.

O complexo de hidrogel composto de quitosana/acido glutamico apresentou
formacdo precoce de novos 0ssos na cavidade alveolar apos a extracdo dentéria
(CHANG et al., 2014). Zhou et al (2017) mostrou em estudos in vitro, que a membrana
de whitlockite/quitosana apresentou biocompatibilidade, ndo apenas promovendo a
proliferacdo de células-tronco mesenquimais de ossos humanos (hBMSCs), mas
também melhorando a osteoindutividade. Pesquisas recentes realizadas por
Georgopoulou et al (2018a) demonstraram que arcaboucos confeccionados por
quitosana/policaprolactona promovem a viabilidade, proliferagdo e diferenciagao
osteogénica de células pré-osteoblastos in vitro, mostrando que a quitosana tem se

apresentado como um 6timo material para o reparo do tecido 0sseo.
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Assim, devido as propriedades de né&o toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade que ja sdo conhecidas da quitosana, quando combinada com
outros materiais, apresenta as caracteristicas que sado necessarias para a utilizacéo
na regeneracdo do tecido 6sseo. Torna-se evidente que sua utilizacdo pode trazer
varios beneficios para a engenharia de tecidos ligada a esse tecido.

2.2 LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE

A sigla LASER tem origem na lingua inglesa representa um acrénimo de ‘“light
amplification by stimulated emission of radiation”. A palavra laser é consagrada pelo
uso e define fonte de luz monocromatica, intensa, coerente e colimada, cuja emissao
de radiacdo se faz pelo estimulo de campo externo, com aplicacbes variadas e
crescentes na industria, na engenharia e na medicina (INOE; ZAFANELLI,
ROSSATO, 2008).

As propriedades do laser vém sendo estudadas desde que o fisico alemao
Albert Einstein em 1917 exp0ds os principios fisicos da emissao estimulada, sobre os
quais esta apoiado o laser (CATAO, 2004). Sua utilizag&o foi sugerida pela primeira
vez em 1958, por dois cientistas americanos, Charles Townes e Arthur Achawlow,
tornando-se realidade em 1960 com a construcdo do primeiro emissor de laser a Rubi
por Theodore Maiman (PROCKT; TAKAHASHI; PAGNONCELLI, 2008)

Nos ultimos anos, o0 uso de novos equipamentos relacionados a técnicas que
atuam na proliferagédo de células vém aumentando. Um exemplo é o uso do laser de
baixa intensidade (LBI), que vem se destacando em estudos advindos da éarea
biomédica. Essa terapia envolve a aplicacdo de luz, seja uma luz de laser com um
comprimento de onda especifico ou um diodo emissor de luz (LED), que tem como
caracteristicas estimular processos em nivel celular (PERCIVAL; FRANCOLINI,
DONELLI, 2015).

O laser € um dispositivo composto por substancias denominadas de meio ativo
(gas, solidos e liquidos), que quando excitadas por uma fonte de energia geram luz
(LINS et al., 2010). Assim, definimos a luz laser como sendo ondas eletromagnéticas
n&o ionizantes com caracteristicas especiais (CATAO, 2004).

A terapia com a luz laser em baixa intensidade deve seguir parametros
especificos como poténcia, comprimento de onda, taxa de pulso e dose (LIN et al.,

2010). Em relagéo aos tipos de lasers utilizados nas terapias biomédicas, a literatura
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aponta o Hélio-Nednio, Rubi e o Arseneto de Galio e Aluminio como 0s principais
utilizados em uma variedade de tratamentos (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Variacbes nos parametros do laser podem promover a modulacdo do
metabolismo da célula, podendo acelera-los ou retarda-los. O efeito cumulativo de
baixas doses (2,5 ou 5J/cm?) determina um efeito estimulador enquanto mdultiplas
exposicoes a altas doses (10 e 16J/cm?) resultam em um efeito inibidor e sao
caracterizadas por uma diminuicdo na viabilidade e proliferacdo celular com uma
quantidade significante de danos a membrana celular e ao DNA (KARU, 1988).

O laser de baixa intensidade € definido de acordo com o comprimento de onda
utilizado, sendo determinado por dois espectros de ondas diferentes, onde a eficacia
do espectro de acdo do laser vermelho ou visivel apresenta comprimento de onda que
varia de 630 a 670 nm, enquanto o infravermelho ou invisivel compreende
comprimentos de onda proximo a 780 - 830 nm (BENSADOUN; NAIR, 2015)

2.2.1 PROPRIEDADES METABOLICAS DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Quando a luz de baixa intensidade é usada, ndo ha efeitos térmicos, a energia
dos fétons absorvida ndo é transformada em calor, mas em efeitos fotoquimicos,
fotofisicos e fotobiologicos (ROCHA JUNIOR et al., 2007) . A luz é absorvida pela
Citocromo-c oxidase (COX), uma enzima terminal da cadeia transportadora de
elétrons que atua transferindo elétrons para o oxigénio, desempenhando assim um
papel vital na bioenergética das células (FREITAS; HAMBLIN, 2016; SRINIVASAN;
AVADHANI, 2012).

A luz absorvida pela COX causa a oxidacéo da dinucleoétido de nicotinamida e
adenina (NAD), aumentando o potencial de membrana mitocondrial (MMP) e os niveis
de adenosina trifosfato (ATP), adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e espécies
reativas de oxigénio (ROS), levando a mudancas no status redox tanto da mitocéndria
como do citoplasma (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Isso afeta a permeabilidade da membrana e a atividade da ATPase que, por
sua vez, modula o fluxo de Ca?*. O aumento do Ca?* intracelular estimula o DNA, a
sintese de RNA e a proliferacéo celular (BURST et al., 2014; KARU, 1988). Freitas
(2016) também menciona que mudancas na ultraestrutura da mitocondria pode levar
a alteragcGes na concentracdo de Ca?*, e que a laserterapia pode induzir a abertura

dos canais de Ca?".
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Os efeitos dos lasers de baixa intensidade ocorrem no nivel celular e podem
estimular ou inibir as atividades proliferativas, bioquimicas e fisiologicas, alterando a
comunicacao intercelular (NOBA et al., 2017). Neste sentido, destacam-se atividade
anti-inflamatoria, analgésica e regenerativos (PERCIVAL; FRANCOLINI; DONELLI,
2015).

Para Henriques, Cazal e Castro (2010) quando a laserterapia € usada no
espectro eletromagnético visivel, existe uma fotobioestimulacéo inicial na mitocéndria,
a qual ativa uma cadeia de eventos biolégicos. Quando a irradiagdo € no espectro
infravermelho, ha estimulo dos canais da membrana plasmatica, resultando em
mudancas na permeabilidade da membrana, temperatura e gradiente de presséo.

Estudos mostram que a atividade da COX € inibida pelo 6xido nitrico (NO), esta
inibicdo pode ser explicada por uma competicéo direta entre o NO e o0 Oz, pois ambos
apresentam o mesmo centro de ligacdo na COX. Assim, irradiagdes com laser pode
reverter essa inibicdo pela fotodissociagcdo do NO de seus locais de ligagdo, o que
aumentaria a taxa de respiracdo e consequentemente a de ATP (FARIVAR;
MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014).

Para Renno et al (2007) e Karu (1987) a absorcdo da luz do LBI pelas
mitocondrias resulta num aumento da producéo de oxigénio molecular e ATP, o qual
estimula a atividade do DNA e RNA para sintese de proteinas reguladoras do ciclo
celular e assim a velocidade de mitose pode ser aumentada

O laser parece produzir uma mudanca no potencial redox total da célula na
direcdo de maior oxidacdo e aumento da geracdo de ROS e atividade redox das
células. O estado redox de uma célula regula as vias de sinalizacao celular que
controlam a expressao génica, o aumento do ROS inibi a ativacao de fatores que estédo
relacionados a sintese de acidos nucléicos, sintese de proteinas, ativagdo enzimatica
e progresséao do ciclo celular, enquanto a sua diminuicdo aumenta a ativagao desses
fatores (FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014; FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Apos a fotorrecepcéo, existe transducédo e amplificacdo de sinais, tendo como
resposta subsequente proliferacédo, diferenciacdo ou sintese de proteinas, incluindo
fatores de crescimento celular que aumentam ainda mais o processo proliferativo
(HAWKINS-EVANS; ABRAHAMSE, 2008).

Assim, a LBI é uma terapia com enorme destaque na proliferacdo celular, ja
gue sua acao atua sobre o metabolismo celular, especialmente no metabolismo

mitocondrial, resultando na producdo de compostos que possivelmente estdo
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relacionados a regulagdo dos mecanismos que levam aos processos proliferativos.
Destacando-se ainda, a importancia da utilizacdo dos parametros adequados do LBI
para efetividade dos processos proliferativos, com adequado estado funcional celular.

Dessa forma, pode-se hipotetizar que a utilizagdo do LBI em células cultivadas
sobre arcaboucgos de quitosana pode promover grandes avangos para a engenharia
de tecidos, ja que o uso isolado destes dois fatores (laserterapia e quitosana) tém
mostrado resultados positivos na terapia dos disturbios que acometem o tecido 6sseo.
Como ndo ha dados na literatura avaliando esta associacdo, fica evidente a
justificativa deste trabalho experimental in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da laserterapia em células pré-osteoblasticas MC3T3-E1

cultivadas sobre arcaboucos de quitosana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica das membranas de quitosana
produzidas para uso no modelo estudado;

e Analisar os efeitos da laserterapia em duas doses diferentes (1 J/cm? e 4 J/cm?)
na proliferacdo de células pré-osteoblaticas cultivadas sobre arcabouco de
quitosana;

e Verificar a viabilidade das células MC3T3-E1 cultivados sobre arcabouco de
guitosana e submetidas ou ndo a irradiagdo com laser de baixa intensidade;

e Avaliar a morfologia celular e a integracdo células-biomaterial nas diferentes

condigdes experimentais.
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4. METODOLOGIA

4.1 PREPARACAO DOS FILMES DE QUITOSANA

Para a preparacdo das membranas de quitosana foi utilizada a metodologia
descrita por Campos, Mei e Santos Jr. (2015), com algumas modificacdes. Na
preparacao 2 g de Quitosana (Polymar, Brasil) foi dissolvida em 100 ml de solvente a
2,0% (p/p) de &cido acético (Dinamica, Brasil) por 24h. Em seguida, foi adicionado D-
sorbitol (Sigma, USA), componente plastificante, na concentracdo de 0,29/20mL de
solucdo de quitosana com agitacdo durante 2h. Posteriormente, um volume de 30 mL
foi distribuido em placas de Petri de 90 mm de diametro e secas em estufa a 40° C
até a formacdo de uma pelicula. Para a neutralizacdo foi empregado hidréxido de
sédio a 2% (m/v) por 30 minutos e lavadas em agua ultrapura até pH neutro, estiradas
e secas a temperatura ambiente.

Uma aliquota da quitosana em po e amostras aleatérias (n=6) dos filmes
produzidos foram avaliados no Laboratorio de Caracterizagdo Estrutural de Materiais
do Departamento de Engenharia de Materiais e no Laboratorio de Tecnologia e
Biotecnologia Farmacéutica-TECBIOFAR, ambos na Universidade Federal do Rio

Grande do Norte (UFRN), Natal, Brasil, visando sua caracterizacao fisico-quimica.

4.2 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

4.2.1 DETERMINAGAO DO TEOR REAL DE MASSA (Wr)

O Wk foi calculado através de um analisador de umidade por infravermelho,
modelo TOP RAY, marca Bel Engineering (Monza, Italy), com resolucdo 0,01% e
precisdo de 0,001g. Pesou-se aproximadamente 1 g da amostra de quitosana (mr)
sobre o prato de pesagem de aluminio. O equipamento foi programado para uma
temperatura de 110 °C e com desligamento automatico até atingir uma massa de peso
constante (mc), foi realizado em triplicata. O teor real de massa foi calculado pela
equacdao a seguir (SANTOS et al., 2009).

Wr = 100. mc/mr
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4.2.2 MASSA MOLAR VISCOSIMETRICA MEDIA

A determinacao da massa molar viscosimétrica média (Mv) da quitosana foi realizada
por viscosimetria, que consiste no tempo de escoamento de uma solucdo de quitosana
através de um viscosimetro Cannon-Fenske Routine, m odelo CFRC-100, em um ambiente
com temperatura controlada em 25 + 0,1 °C, realizado em sextuplicata. Ap6s determinar a
viscosidade intrinseca (n), utilizando a equacdo empirica de Mark-Houwink-Sakurada, foi
possivel relacionar a viscosidade intrinseca a massa molecular do polimero, conforme a
Equacédo (NASCIMENTO et al., 2017).

[n] = kM#
onde: K e a = constantes para um determinado polimero-solvente a uma determinada

temperatura.

4.2.3 DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO

O grau de desacetilacdo foi realizado pelo método condutivimétrico, que
consiste na determinagdo dos grupamentos aminicos protonados presentes na
amostra de quitosana. As medicfes de condutancia durante a titulacao foram aferidas
por um condutivimetro GEHAKA, modelo CG 2000 (Séo Paulo, SP, Brazil). Todo o
experimento foi realizado em quadruplicata utilizando como solvente a agua Milli-Q
(NASCIMENTO et al., 2017).

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES DE QUITOSANA

4.3.1 SUPERFICIE DA MEMBRANA

A rugosidade da superficie da membrana foi visualizada pela microscopia de forca
atdbmica (MFA), analisada através do SPM 9700, Shimadzu (Kyoto, Japan). A andlise
foi operada de forma dindmica, com uma area de varredura de 5 um x 5 um, com uma
frequéncia de ressonancia de 70 kHz e forca constante de 1 a 5 N/m (VUDDANDA et
al., 2017).
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4.3.2 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

No estudo da cristalinidade do material foi realizado a difracéo de raios X através
do XRD 7000, Shimadzu (Kyoto, Japan), com passo angular de 0,02°, velocidade de
varredura de 2 grau/minuto, corrente de 30 mA, voltagem de 40 kV, sendo registrado
em 20 com variagao angular de 5 a 40° (VUDDANDA et al., 2017).

4.3.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A amostra da membrana foi analisada pela espectrofotometria de infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR) utilizando a técnica de Reflexdo Total Atenuada
(ATR), modelo IRPrestige-21 (Shimadzu, Kyoto, Japan), na regido espectral mediana
(MIR) e na faixa de 700 a 4000 cm™?, com 20 varreduras e resolugdo de 4 cm*
(MARTINS et al., 2018).

4.3.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A analise calorimétrica (DSC) foi feita num analisador da Shimadzu, modelo DSC-
60 (Kyoto, Japan). Fragmentos da membrana foram colocados em um cadinho de
aluminio com um peso de 4 mg em seguida fechado hermeticamente, operando com
uma taxa de aquecimento de 10 °C.min, de 30 a 400 °C, com fluxo de 50 mL.mint
com purga de nitrogénio (MARTINS et al., 2018).

4.3.5 ESTUDO DE INTUMESCIMENTO E PH DE SUPERFICIE

Primeiramente foi determinado a variacdo do peso da amostra através de uma
balanca de preciséao (0,001 g) da Shimadzu (Kyoto, Japan), utilizando fragmentos do
filme milimetricamente cortados (18 x 18 mm). Este ensaio foi feito em sextuplicata.
Em seguida, estas tiras de filme foram utilizadas para realizar o estudo de
intumescimento, na qual as amostras foram imersas em PBS (pH 6,8) a temperatura
25 °C. Os pesos das amostras foram determinados a 0,5, 1, 2, 5, 7, 25 horas apoés a
secagem cuidadosa das membranas em papel de filtro para remoc¢éao da solugéo

adsorvida na superficie, em seguida aferida seus pesos em uma balanca de precisao
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(SALDANHA et al., 2006). O percentual de intumescimento foi determinado pela
equacao:

%intumescimento = [(Wt — Wo0)/Wo] x 100
Onde: Wt € o0 peso da amostra umida no tempo t, e 0 W, é 0 peso da amosta seca.

A determinacéo do pH de superficie foi realizada pelo eletrodo do equipamento
Skin-pH-Meter, de marca COURAGE+ KHAZAKA (Koln, Germany) na tira da
membrana (18 x 18 mm) e em seguida imersa em um placa de petri contendo PBS
por 1 minuto. Apds a secagem superficial da membrana no papel de filtro foi feita a
leitura (triplicata) (GAJDOSOVA et al., 2016).

4.4 DESINFECCAO DOS FILMES

Antes do cultivo, as membranas foram lavadas (3 lavagens de 2 minutos cada)
em tampao fosfato salino (PBS) para remocao dos resquicios de substancias quimicas
residuais e submetidos ao protocolo de desinfeccado desenvolvido no nosso grupo de
pesquisa: irradiacdo por luz ultravioleta por 30 minutos sob fluxo laminar e lavagens
por imersdo (3 x 5 min) em solugdo com 4% de antibioticos (400 IU/mL de penicilina,
400 mg/mL de estreptomicina e 1 pg/ml de anfotericina B; todos da Gibco, USA). Em
seguida, as membranas foram lavadas em PBS para remoc¢ao do antibiotico residual
e distribuidos em placas de cultivo de 6, 24 e 96 pocos (amostras de 6.4, 1.0 e 0.6
mm de diametro, respectivamente) e entdo imersos por 12h em meio a-MEM
suplementado com 1% de antibidticos-antimicéticos (100 IU/mL de penicilina, 100
mg/mL de estreptomicina e 0.25 ug/ml de anfotericina B; todos da Gibco, USA), a 37°
C com 5% CO..

4.5 OBTENCAO DAS CELULAS

As células MC3T3-E1 consistem de uma linhagem comercial de pré-
osteoblastos isolados de calvaria de camundongo, que foram previamente obtidas do
American Type Culture Collection (ATTC, USA) e mantidas em criopreservacao para
uso neste projeto. No experimento, as células foram cultivadas em meio aMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibioticos (todos da
Gibco, USA).
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4.6 IRRADIACAO

As células foram cultivadas por 24h sobre os filmes de quitosana para garantir
a adesao celular, e entéo, divididas em trés Grupos: (LO) controle ndo irradiado; (L1)
irradiado com dose de 1 J/cm?; e (L4) irradiadas com dose de 4 J/cm?2. Células
cultivadas diretamente sobre a superficies de poliestireno das placas de cultivo
formaram um quarto grupo (P) (Fig. 2-a), como controle interno da proliferacéo celular
durante o experimento.

As irradiagOes foram realizadas com laser diodo InGaA1P (Kondortech, Brasil),
com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30 Mw, diametro da ponta de 0.01
cm? e modo de acdo continuo, em dose Unica. Para isso, a ponteira do laser foi
posicionada de modo perpendicular a placa, a 0,5 cm de distancia dos filmes contendo
as células na superficie, com tempos de irradiagdo determinados automaticamente
pelo aparelho (33 segundos para a dose de 1 J/cm?e 2 minutos e 13 segundos para
a dose de 4 J/cm?) (Fig. 2-c; d). Todos os ensaios foram conduzidos em quadruplicata
(n=4).

(a) (c)

Plaqueamento Parametros da fotoirradiagao
Comprimento de onda 660 nm
e TO B 24h B sh B 72h Poténcia 30 Mw
Diametro da ponta 0,01 cm?
P\ / % g 4 \ 4 Modo de agao Continuo
ré-cultivo 24 h MEV )
Alamar Blue | ive/Dead Dose Unica
Anexina/Pl Distancia 0,5cm
(b) P (d)
Cultivo L0 Dose Tempo
celular ' L1 1 Jicm? 0,33 minutos

- Irradiacao 4 Jlcm? 2,13 minutos
L4 2

Figura 2: (a) Desenho experimental do cultivo, irradiacdo e parametros utilizados no ensaio.
Etapa de cultivo, irradiac@o e os ensaios realizados no experimento; (b) divisdo dos grupos
testados no experimento - P: Superficies de poliestireno das placas de cultivo; LO: Controle

nao irradiado; L1: Controle com dose de 1 J/cmz?; L4: controle irradiado com dose de 4 J/cmz;
(c) parametros utilizados na irradiacao; (d) doses e os tempos empregados na irradiacao.
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4.7 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacéo celular foi avaliada nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apos a
irradiacéo (Fig. 2-a), através de ensaio do Alamar Blue (Invitrogen, USA), que consiste
em um meétodo colorimétrico que permite a deteccdo da atividade metabdlica das
células a partir da reducao da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido),
um corante azul fracamente fluorescente, em resorufina, um corante rosa com
altissima fluorescéncia em vermelho. As células foram cultivadas em placas de 96
pocos, na densidade de 5x102 células por poco. Em cada intervalo do experimento o
meio foi removido e as células foram cultivadas com 10 uL de Alamar Blue (Invitrogen,
USA) e 90 pyL de meio aMEM sob condi¢bes normais de cultivo. Apos quatro horas,
os filmes foram removidos e a absorbéancia das solu¢gdes foram medidas em leitor de
microplaca (Epoch, USA) a 570 nm (forma reduzida) e 600 nm (forma oxidada) e a
reducdo do Alamar Blue foi entdo calculada a partir da equacao fornecida pelo

fabricante.

4.8 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o ensaio Live/Dead (Live-Dead
Assay Cytotoxicity Kit for mammalian cells, Molecular Probes, USA). Para tanto, as
células foram cultivadas sobre as membranas de quitosana em placas de 24 pocos,
na densidade de 5x10* células por poco. No intervalo de 72h, os pocos foram
incubados com 2 uyM de calceina AM (que cora em verde o citoplasma de células
vivas) e 4 uM de homodimero de etidio (que cora em vermelho o nucleo de células
mortas), por 20 minutos, em ambiente protegido da luz. As amostras foram avaliadas
em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Imager A2, Alemanha) e foram obtidas
fotomicrografias do campo central de cada amostra (n=4) para analise descritiva de
células vivas e mortas.

Para analise dos efeitos do laser de baixa intensidade utilizado sobre a morte
celular foi utilizado o FITC Annexin V/ Dead Cell Apoptosis Kit with FITC Annexin and
P1, for Flow Cytometry (Invitrogen, USA). O marcador anexina V-FITC permite detectar
0s estagios iniciais de apoptose celular devido ao fato de se ligar preferencialmente
aos fosfolipidios negativamente carregados (fosfatidilserina) expostos no inicio do

processo apoptotico, enquanto o iodeto de propideo (PI) permite avaliar os momentos
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finais deste processo de morte celular, por ser um marcador que interage com 0 DNA,
mas nao é capaz de atravessar a membrana plasmatica, devido ao seu alto peso
molecular. Assim, a marcacao positiva para o Pl indica que ha poros na membrana,
fendbmeno caracteristico de processos de necrose ou estégio final de apoptose. Para
tanto, as células foram cultivadas sobre as membranas de quitosana em placas de 6
pocos, na densidade de 1x10° células por poco. Decorridas 72 h de cultivo, as células
foram tripsinizadas, coletadas e lavadas com tampéao PBS gelado. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 200 pL de Binding Buffer 1X. Foi
adicionado 3 pL de Annexin V —FITC e 1 pL da solug&o de Pl a 100 pg/mL. As células
foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e mantidas sob protecdo
de luz. Apoés o periodo de incubacéo, foram adicionados 400 pL de tampéo de ligacao
para anexina V 1X e as células foram analisadas em citdmetro de fluxo FASCCanto Il
(BD Biosciences, USA), medindo a emisséo de fluorescéncia a 530 nm e 575 nm.

4.9 ANALISE DA INTEGRACAO CELULA-BIOMATERIAL

A disposicéo das células sobre os arcaboucos foi avaliada no intervalo de 72h
por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para tanto, os arcaboucos foram
lavados duas vezes com PBS para remover as células ndo aderidas, e,
subsequentemente, fixados em glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato a 48°C
durante 12h. Em seguida, as amostras foram submetidas a processamento por ponto
critico, revestidas com ouro pela técnica do sputtering e analisadas em microscépio
eletrbnico de varredura Hitachi TM300 (Hitachi, Japan). Foram obtidas
eletromicrografias com magnificacdo variando de 100 a 1000x, para avaliacdo
descritiva da interrelacdo célula-biomaterial, especialmente o padréo de distribuicdo

das células na superficie dos arcaboucos e o padréo geral de morfologia celular.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, utilizando-se o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Softare, USA). Como 0s
dados ndo demonstraram distribuicdo gaussiana, foram submetidos & analise nao

paramétrica. A diferenca entre os grupos para cada um dos intervalos de tempo
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estudados foi analisada pelos testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney,

considerando-se um nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

A andlise da caracterizagdo da quitosana (Tabela 1) mostrou um percentual de
massa de 88,02%, a massa molecular viscosimétrica exibiu o valor de 3,99 x 10°

g.mol?, o grau de desacetilagdo com de valor de 91,37% (+3,77%).

Tabela 1: Caracterizagdo da quitosana em po.

Analise Resultado
Determinagao do Teor Real de Massa (WR) 88,02%
Massa Molar Viscosimétrica Média 3,99 x 10° g.mol!
Determinagéo do Grau de Desacetilagdo 91,37% (£3,77%)

A caracterizacdo morfolégica da membrana de quitosana mostrou uma superficie
uniforme e homogénea (Fig. 3-a). Além disso, através da imagem da microscopia de
forca atbmica (AFM) foi possivel observar uma leve rugosidade em torno de 285 nm
(Fig. 3-c). O difratograma mostrou que a membrana possui caracteristica amorfo,
embora apresente nos angulos 10 e 20 um halo de baixa cristalinidade caracteristico

do polimero (Fig. 3-d). A espessura do filme foi de 145 um (Fig. 3-b).
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DEMat-UFRN6117 2019/01/24 10:12 HL D7.7 x2.0k 30 um .
200 um 500%500um

(b) (d)

——Chitosan Film
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DEMat-UFRN6120 2019/01/24  10:15 HL D6.5 x400 200 um

Figura 3: Caracterizacao dos filmes de quitosana. Imagens do MEV- Hitachi TM300
mostram a superficie (a) e espessura (b) da membrana (2000X e 400X); a imagem da
microscopia de forca atbmica (c) mostra a rugosidade da superficie da membrana em 3D; o
difratograma de raios-X (d) mostra a cristalinidade da membrana de quitosana.

O espectro de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) (Fig. 4-a),
mostra a presenca dos grupos funcionais da quitosana presente nos espectros, sendo
de forma com maior intensidade no espectro da membrana. Ressalta-se a
sobreposicdo do alongamento C=0 na regido de 1648 cm™, referente a banda de
amida | e o dobramento nessa regido com N-H em 1585 cm™ (banda de amida ).
Outra regido de destaque é a ligacdo de hidrogénio do O-H na banda 3358 cm™. A
regido 2869 cm™ corresponde ao grupamento metileno (mondmero acetilado) e em
1027 cm? corresponde ao estiramento C-O. Na regido de 1374 cm™ observa-se

também a presenca da deformacéo da ligacdo C-N.
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Figura 4: Caracterizacao da membrana de quitosana. Espectro do FTIR da quitosana em p6
e na forma de membrana (a); curva calorimétrica da membrana de quitosana (b); estrutura
guimica da quitosana (c); percentual de intumescimento da membrana de quitosana (média

+ desvio padrao) (d).

No termograma de DSC da membrana de quitosana (Fig. 4-b) mostra um pico
endotérmico de 85,3 °C e um pico exotérmico a 301,1 °C. A variacdo do peso das
membranas foi da faixa de 0,03 a 0,04 g indicando a sua uniformidade. O pH de
superficie das membranas apresentou uma meédia de pH igual a 6,9 (£0,25). E na
figura 4-c mostra o percentual de intumescimento da membrana de quitosana em
func&o do tempo imerso em solucdo de PBS, nele € possivel observar um inchago de
mais de 100% do seu préprio peso nas primeiras 0,5 horas, e em seguida, com o
passar do tempo esse intumescimento vai chegando gradativamente a

aproximadamente 116% no tempo de 25 horas de ensaio.
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5.2 PROLIFERACAO CELULAR (ALAMAR BLUE)

A avaliacao da proliferacéo celular foi realizada a partir da redugcéo do composto
Alamar Blue. Assim, quanto maior a reducao, maior é a proliferagcéo celular. Os dados
da média £ desvio padrdo da reducdo do Alamar blue de todos os grupos em todos
0s intervalos experimentais estao representados na figura 5. No intervalo de 24h, os
dados mostraram que os grupos LO e L1 apresentaram médias inferiores a média do
grupo P, que representa a superficie padrdo-ouro de crescimento nos ensaios de
cultivo celular, enquanto o grupo L4 exibiu a maior média de reducdo do Alamar Blue.
A andlise estatistica dos dados mostrou diferencas significativas entre os grupos L0 X
P (p=0,0087), L4 x P (p=0,0022) e L4 x LO (p=0,0022). Considerando-se apenas 0s
grupos testados, s6 foi percebido aumento de proliferacéo celular quando as células
receberam a irradiagdo com 4 J/cm?, mostrando um aumento significante na
proliferacéo celular em comparagao com o grupo LO.

No intervalo de 48h diferencas significativas foram encontradas entre o0s
grupos: LO x P (p=0,026), L1 x P (p=0,0022) e L4 x P (p=0,026). Todavia, nenhum dos
grupos tratados (L1 e L4) apresentou aumento da proliferacdo celular, quando
comparados com o grupo nao irradiado (LO) (Fig. 5).

No intervalo de 72h as diferencas significativas foram encontradas entre os
grupos LO x P (p=0,0022) e L1 x P (p= 0,0022). O grupo L4 apresentou uma média
superior aos demais grupos (LO e L1), sem diferencas estatisticas em comparagao ao

grupo P, o que pode representar uma tendéncia de maior proliferacdo neste grupo
(Fig. 5).
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Figura 5: Reducao do Alamar Blue nos grupos ao longo do experimento. Os dados
representam a média + desvio padrao. Asteriscos representam diferengas significativas
(*p<0,05; **p<0,01; Teste de Mann Whitney).

5.3 VIABILIDADE (LIVE/DEAD)

A avaliacdo das superficies das placas de cultivo e das membranas contendo
células marcadas com o Live/Dead (Fig. 6) no intervalo de 72 h mostrou que o grupo
P apresenta numerosas células de citoplasma marcado em verde pela calceina AM,
0 que evidencia sua viabilidade. Houve a reducéo das células nos grupos LO e L1 e
um leve aumento no grupo L4. Esses achados corroboram com os dados encontrados
no Alamar Blue. Células marcadas com nucleos em vermelho pelo homodimero de
etideo ndo foram visualizadas. Uma explicacdo para isso, € que essas células ja
estivessem desprendidas das membranas e da placa e foram perdidas durante os

procedimentos de lavagens.
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Figura 6: Resultado do ensaio Live/Dead. As fotomicrografias (200 e 100 um) das células
MC3T3-E1 mostram células vidveis marcadas com calceina AM (verde), no intervalo de 72h.
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5.4 VIABILIDADE (ANEXINA/PI)

A avaliacdo da morte celular/apoptose pela marcacdo da Anexina V/Pl em
citometria de fluxo mostrou que as células se mantiveram vidveis quando cultivadas
sobre membranas de quitosana recebendo ou néo irradiagcdes dos lasers (Fig. 7). As
células no grupo P apresentaram um maior indice de viabilidade (89,2%) em
comparacdo com o0s demais grupos experimentais. Entretanto, analisando-se os
histogramas dos grupos com células cultivadas sobre a quitosana, é possivel perceber
gue as células irradiadas com 4 J/cm2 apresentaram um maior percentual de
viabilidade (85,2%,) do que no grupo irradiado com 1 J/cmz2 (82,0%) e no néo irradiado
(82,1%).
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Figura 7: Imunomarcagéo das células MC3T3-E1 com Annexin V/PI nos grupos estudados,

em 72 h. Os quadrantes representam o percentual de células exibindo os eventos celulares,

de acordo com a marcacao: Q1 (Anex-/Pl+): necrose; Q2: (Anex+/Pl+): apoptose tardia; Q3
(Anex+/PI-): apoptose inicial; Q4 (Anex-/Pl-): viabilidade celular.
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5.5 MORFOLOGIA CELULAR (MEV)

A andlise dos filmes por MEV (Fig. 8) revelou que no grupo néo irradiado (LO)
as células apresentaram-se mais isoladas, exibindo formato arredondado e com
poucas projecdes celulares. J& nos grupos irradiados (L1 e L4) as células exibiram

projecdes mais evidentes e formaram grupamentos celulares.

DEMat-UFRN8027 2019/03/28  10:10 HL D10.3 x1.5k

DEMat-UFRN8032 2019/03/28 10:14 HL D104 x1.5k 50 um DEMat-UFRN8014 2019/03/28 09:39 HL D9.8 x1.5k  50um

Figura 8: Eletromicrografias de varredura das células cultivadas sobre as membranas de
quitosana, no intervalo de 72 horas. Aumento de 1500x. LO: controle ndo irradiado; L1:
controle irradiado com dose de 1 J/cmz; L4: controle irradiado com dose de 4 J/cmz2.
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6. DISCUSSAO

As perdas ou injurias do tecido 6sseo causam grandes impactos na qualidade
de vida de milhdes de pessoas ao redor do mundo, 0 que leva a necessidade de
pesquisas para regeneracao ou reposi¢cao desse tecido, incluindo-se nesse contexto
a engenharia tecidual (BRASSOLATTI et al., 2018; NETO; FERREIRA, 2018). Nos
altimos anos as pesquisas tém dado grande destaque a utilizacdo isolada da
guitosana e ao uso da fotobioestimulacdo como fatores que favorecem o reparo
tecidual. Os arcaboucos de quitosana tém se destacado nesse tipo de pesquisa
devido as suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, o que faz deste biomaterial
um ambiente adequado para a proliferacdo e diferenciacdo celular, ja que tais
caracteristicas o tornam similar a MEC natural (PERIAYAH et al., 2016), enquanto a
fotobioestimulacdo vem mostrando grandes atuacdes sob a modulagéo de alguns
mecanismos celulares envolvidos no aumento da proliferacdo celular (ARAGAO-
NETO et al., 2017).

Um modelo para avaliar a modulagdo do metabolismo 0sseo sé&o as
células MC3T3-E1, que constituem uma linhagem celular de pré-osteoblastos
derivados da calvaria de camundongos e sdo consideradas modelo arquétipo da
osteogénese in vitro, sendo essa a linhagem celular mais comumente utilizada na
pesquisa em biologia éssea in vitro (ADDISON et al., 2015). Estas células exibem uma
sequéncia temporal de estagios distintos de proliferacdo e diferenciacdo
representativos do fendtipo osteoblastico (QUARLES et al., 1992) e assim sua escolha
para utilizacdo neste trabalho deve-se ao fato de ser um sistema bioldégico mais
simples para estudar a proliferacdo de células da linhagem osteogénica, permitindo
portanto uma melhor correlacdo entre a estrutura e propriedades do material e o
comportamento celular. O presente trabalho constitui o primeiro a avaliar in vitro o
comportamento biolégico de células pré-osteoblasticas cultivadas na superficie de
membranas de quitosana submetidas a diferentes doses de irradiacdo com LBI, o que
representa uma nova possibilidade de utilizacdo para as técnicas de engenharia
tecidual 6ssea.

Para realizar esse estudo foi feito a caracterizagdo da quitosana, ja que a
compreensdo de suas propriedades € muito importante para a sua utilizacdo. O
emprego deste biomaterial depende principalmente da sua solubilidade em ambiente

aguoso, que esta intimamente relacionada ao seu grau de desacetilacdo e peso
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molecular (PERIAYAH et al., 2016). O grau de desacetilagdo determina a quantidade
de grupos aminicos livres no biopolimero, o que torna o biomaterial mais ou menos
reativos com outras substancias, por exemplo, de carater idnico negativo (ANTONINO
et al., 2017). Os achados na caracterizacdo da quitosana mostraram que o grau de
desacetilacdo apresentou um valor 91,37% (x3,77%), evidenciando que a quitosana
utilizada apresenta muitos grupos eletronicamente positivos, o que facilita seu
manuseio e a torna muito reativa com outras moléculas organicas eletronegativas,
como, proteinas e acidos nucleicos (YOUNES; RINAUDO, 2015). Ja& a massa
molecular se apresentou relativamente baixa, com o valor de 3,99 x 10° g.mol?, o que
parece ser adequado para a aplicacdo na forma de filmes ou membranas (ANTONINO
et al.,, 2017). Esses dados comprovam que a quitosana utilizada no experimento,
apesar de ser de baixo custo, apresenta boa solubilidade, o que facilita seu manuseio
e utilizag&o nos estudos in vitro.

A analise das membranas realizadas por meio do FTIR revelou a presenca de
grupos funcionais que ja sdo bem conhecidos pela literatura (CUl et al., 2018; GATTO
et al.,, 2019; MOURA et al., 2015). O ensaio de DSC da membrana de quitosana
mostrou um pico endotérmico de 85,3 °C e um pico exotérmico a 301,1 °C. O primeiro
evento térmico provavelmente foi ocasionado pela perda de dgua do material e no
outro evento é referente a degradacdo da membrana e decomposicao dos residuos
de amina da quitosana (BOGGIONE et al., 2017). Esses dados estdo de acordo com
a literatura (GATTO et al.,, 2019; MOURA et al., 2015), que ainda mencionam que
essas propriedades térmicas sdo adequadas para a producado de biofilmes.

A rugosidade de um arcabouco € uma caracteristica muito importante para a
adesao celular, pois uma maior rugosidade é responsavel pelo aumento das
interacées entre as células e as superficies (VAGASKA et al., 2010). No nosso estudo,
a analise morfolégica da membrana mostrou superficie uniforme e amorfa com picos
de rugosidade de 285,27 nm, um valor que pode ser considerado baixo e que confirma
0 que € relatado na literatura para membranas de quitosana pura. No estudo de
Trakoolwannachai et al (2019) as membranas puras apresentaram rugosidade de 40
nm, enquanto blendas de quitosana e casca de ovo exibiram variacao entre 300 e 600
nm. Divya et al (2019) mostraram que membranas de quitosana pura exibiram picos
de rugosidade de 169,7 nm, enquanto nas membranas de quitosana com nanofolhas

de dissulfeto de molibdénio esfoliadas (E-Mo0S2) o valor chegou a 986,8 nm. Isso indica
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gue a baixa rugosidade é uma caracteristica dos filmes de quitosana, porém pode ser
melhorada quando combinada com outros materiais.

A avaliacdo da cristalinidade € um importante parametro para compreender
propriedades mecanicas dos biomateriais, bem como algumas de suas propriedades
biolégicas, como a degradacdo. Neste estudo o difratograma mostrou que a
membrana possui caracteristica amorfo, apresentando nos angulos 10° e 20° um halo
de baixa cristalinidade. Para Brita et al (2018) a diminuicéo da cristalinidade acelera a
biodegradacdo da membrana. De fato, a caracteristica amorfa da quitosana ja € bem
relatada na literatura (NAGARPITA et al., 2017; TOLOUE et al., 2019), o que evidencia
as propriedades de biodegradacdo adequadas deste biomaterial (COMBLAIN et al.,
2017; VEDAKUMARI et al., 2017), sugerindo-se assim que as membranas produzidas
no presente estudo podem ter potencial para uso em futuros ensaios in vivo.

Na analise do intumescimento da membrana de quitosana foi possivel observar
um inchaco de mais de 100% do seu préprio peso nas primeiras 0,5 horas, mostrando
gue o filme de quitosana tem uma alta capacidade de absorcdo de agua. Essa
caracteristica € muito importante para arcaboucos, pois um maior absor¢cdo de agua
fornece nutrientes suficientes para as células (HU et al., 2019). A alta absorcéo de
agua pela quitosana também foi mencionada por Wang (2016), indicando que a
membrana de quitosana € altamente hidrofilica. Em conjunto, os parametros
encontrados pela caracterizagcdo da membrana de quitosana corroboram os achados
mencionados na literatura (ANTONINO et al., 2017; BOGGIONE et al., 2017; BRITA
et al., 2018; CUIl et al., 2018; DIVYA et al., 2019; GATTO et al., 2019; MOURA et al.,
2015; NAGARPITA et al., 2017; PERIAYAH et al., 2016; TRAKOOLWANNACHAI;
KHEOLAMAI; UMMARTYOTIN, 2019; WANG et al.,, 2016; YOUNES; RINAUDO,
2015), confirmando que a membrana produzida neste estudo apresenta as
caracteristicas convencionais das membranas de quitosana.

Muito ja se sabe sobre a utilizacdo do LBl na area médica, principalmente no
espectro de luz vermelha. Estudos in vivo e in vitro apontam sua eficiéncia, mostrando
efeitos positivos na cicatrizacéo de feridas cutaneas (ARAGAO-NETO et al., 2017),
no reparo 0sseo (BRASSOLATTI et al.,, 2018), na proliferacdo de fibroblastos
(MARQUES et al., 2017) e de células-tronco (GINANI et al., 2015). Todavia, cada
linhagem celular parece responder melhor a parametros diferentes de irradiacédo
(RENNO et al., 2007). A estimulac&o das células pelo lazer de luz vermelha, aponta

gue para se alcancar resultados positivos € necessario utilizar doses baixas de
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energia, ja que muitos estudos mostram resultados positivos com doses entre 0,5
Jicm?e 5 J/cm? (DEANA et al., 2018; EBRAHIMI et al., 2012; MARQUES et al., 2017).
Com relacéo a fotoestimulacao, pouco se sabe sobre os parametros adequados para
utilizacdo em estudos com células MC3T3-E1. Nosso estudo mostrou resultados
favoraveis nesta linhagem de células com dose de 4 J/cm?.

A analise do ensaio de proliferacdo celular mostrou que as células pré-
osteoblasticas cultivadas sobre a membrana de quitosana e sem a acdo do laser nédo
exibiram aumento no indice de proliferacdo celular, evidenciando um percentual
proliferativo abaixo do grupo de controle (superficie da placa de cultivo), o que pode
estar relacionado a baixa rugosidade da superficie da membrana de quitosana. Isso
pode ser um indicativo de que a quitosana isolada ndo apresenta todas as
propriedades necessérias para induzir um aumento na proliferacdo celular e pode
justificar resultados mais favoraveis encontrados na literatura quando a quitosana é
utilizada em combinagdo com outros materiais (BELLINI et al., 2015; VEDAKUMARI
et al., 2017; YANG; DI CHEN, 2013; ZHOU et al., 2017).

Contudo, mesmo a quitosana ndo apresentando estimulos para atividade
proliferativa das células, a irradiacdo nas primeiras 24h com doses de 4 J/cm? mostrou
ser bastante eficaz, promovendo diferencas significativas em comparagdo com o
grupo nao irradiado. Isso sugere que, mesmo em condicbes de superficie néo
favoraveis, a fotobioestimulacdo pode desencadear mecanismos moleculares nas
células e assim a proliferacdo celular ocorreria como resposta as reacdes primarias
provocadas pela irradiacdo (KARU, 1999).

No intervalo de 48h, as membranas irradiadas e n&o irradiadas n&do mostraram
diferencas significativas na proliferacéo celular. Isso pode indicar que apos o intervalo
de 24 h, a aplicagéo de laser n&o interfere no mecanismo proliferativo dessa linhagem
de células quando cultivadas sobre membranas de quitosana. Em um estudo in vitro
com parametros do laser semelhantes aos do nosso trabalho, Ginani et al (2018)
mostraram que uma segunda aplicacdo de laser em células-tronco pulpares no
intervalo de 48 h promoveu um aumento na proliferacdo celular em 72 h. Assim, é
possivel hipotetizar que para as técnicas de engenharia tecidual talvez seja
necessario a aplicacdo de mais doses para manter o indice de proliferacdo celular
constante ao longo dos primeiros dias de cultivo.

O grupo L4 apresentou uma leve proliferacéo celular no intervalo de 72 h.

Como néao ha estudos sobre os parametros do laser que foram avaliados em nossa
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linhagem de célula, pouco se sabe sobre sua ag¢do neste intervalo. Entretanto, a
literatura apresenta estudos com parametros proximos aos utilizados em nosso
trabalho. Asai et al (2014) mostraram um tendéncia proliferativa no intervalo de 72 h
com comprimento de onda de 633 nm e dose de 3 J/cm?, e uma elevada proliferacédo
nos intervalos de 120 h e 168 h. J4 Renno et al (2007) mostrou que as células dessa
linhagem nédo apresentaram proliferacdo quando irradiadas com comprimento de onda
de 670 nm e dose de 5 J/cm?. Esses dados ndo sdo suficientes para estimar o
comprimento de onda e dose ideal para estimular a proliferacdo desse tipo de células.
Todavia, mostram que comprimento de onda entre 633 nm e 670 nm e doses proximas
de 3 e 4 J/cm? podem estimular a proliferacdo desse tipo celular. Neste sentido, se
poderia afirmar que parametros proximos a estes seriam ideias para estimular a
proliferacdo desta linhagem celular.

A dose de 1 J/cm? ndo demonstrou efeitos proliferativos nos intervalos
estudados, o que pode evidenciar que doses muito baixas nao ativam os mecanismos
responsaveis pela proliferacdo dessa linhagem de células. Estes resultados
corroboram os achados de Renno et al (2007) e Asai et al (2014), que néo
apresentaram proliferacdo em células MC3T3-E1 com doses préximas de 1 J/cm?.

Os resultados do ensaio Live-Dead confirmaram que a aplicagao da irradiacao
com LBI mostrou-se favoravel para o cultivo das células MC3T3-E1 nas superficies
de membranas de quitosana. As imagens em microscopia de fluorescéncia
evidenciaram a presenca de muitas células vivas e auséncia de células mortas. Esses
achados podem estar relacionados com as propriedades ja conhecidas da quitosana,
como biodegradabilidade, biocompatibilidade e atoxicidade (AHMED; IKRAM, 2016;
PERIAYAH et al., 2016; SARANYA et al., 2017) e acdes nédo danosas pelo laser em
baixas doses (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012; DEANA et al., 2018).

A avaliacdo de viabilidade realizada pela marcacdo da Anexina V/PI em
citometria de fluxo mostrou que as células tratadas se apresentaram viaveis,
confirmando os achados do Live/Dead por microscopia de fluorescéncia. Houve uma
proporcao menor de viabilidade nos grupos tratados quando comparados ao grupo P,
porém o grupo L4 apresentou um leve aumento sobre os grupos LO e L1. Esses dados
também foram condizentes com os resultados da proliferagdo celular no ensaio do
Alamar Blue realizado no intervalo de 72h.

A analise dos filmes por MEV, revelou que as células cultivadas sobre as

membranas néo irradiadas apresentaram forma arredondada e poucas projecoes.
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Isso pode estar relacionado a baixa rugosidade do filme de quitosana, que foi
demonstrado nos ensaios de caracterizacdo. Estudos com células MC3T-E1
cultivadas sobre membranas a base de quitosana mostraram que esse tipo de célula
apresentou formas alongadas e formacdo de lamelipddios, o que para eles é a
morfologia padréao destas células (GEORGOPOQOULOU et al., 2018a; JHALA; RATHER,;
VASITA, 2016). Contudo, essas membranas foram combinadas com policaprolactona
gue atuou melhorando as propriedades da superficie e consequentemente a adeséo
das células sobre os arcaboucos. Por outro lado, quando nossas células receberam
as irradiacbes com doses de 1 e 4 J/cm? exibiram projecdes mais evidentes e
formaram grupamentos celulares. Como ndo ha estudos que avaliem o
comportamento de células MC3T3-E1 cultivadas sobre membranas de quitosanas e
irradiadas com LBI, pouco se sabe sobre o comportamento celular nestes parametros.
Porém o estudo de Hsu et al (2010) mostrou que células endoteliais cultivadas sobre
superficies poliuretano tiveram sua adesao melhorada quando foram irradiadas com
LBI. Isso sugere que a fotobioestimulacdo nos parametros estudados supera o efeito
da membrana e estimula a adeséao e proliferacao da linhagem de células estudadas.
Todos esses dados mostraram os efeitos positivos da fotoestimulagéo sobre
células pré-osteoblasticas quando submetida a dose de 4 J/cm?, evidenciando o
grande potencial desse parametro na modulacao celular. As membranas de quitosana
nao interferiram na viabilidade das células. Entretanto, precisam ter suas propriedades
mecanicas melhoradas para aumentar seu potencial em futuros estudos relacionados
ao cultivo celular in vitro. A literatura aponta algumas substancias que podem melhorar
estas caracteristicas, como hidroxiapatita (ZHOU et al.,, 2017), alginato
(OPRENYESZK et al., 2015) e policaprolactona (GEORGOPOULOU et al., 2018a).
Assim, esses resultados sdo muito importantes, pois ao nosso conhecimento, a
literatura ndo apresenta ainda estudos com laserterapia em células MC3T3-E1
cultivadas sobre membrana de quitosana, ficando entdo demonstrado que o0s
parametros utilizados neste trabalho podem contribuir para a engenharia de tecidos

o0sseos utilizando este modelo.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se desse estudo que a laserterapia de baixa intensidade com uma dose
de 4 Jicm? estimula a proliferacdo de células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1)
cultivadas sobre membranas de quitosana, mantendo a sua viabilidade e favorecendo
a sua biointegracao ao biomaterial. As membranas produzidas se apresentaram como
superficies com propriedades viaveis para o cultivo celular, apesar de ndo exercerem
isoladamente um efeito proliferativo sobre a linhagem celular estudada. O modelo
proposto revela potencial para estudos na area da engenharia tecidual Ossea,
entretanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar mais profundamente as
respostas celulares, em especial a diferenciacdo osteogénica e producao de matriz

oOssea.
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