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Maciel CCM. Fibra de carbono: caracterizacao e avaliacao da resposta inflamatoria e
toxicidade em ratos [dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a Fibra de Carbono obtida a partir da fibra
PAN téxtil e de fibra de algodéao, nas suas diferentes formas de apresentacéao: Feltro
Fibra de Carbono N&o Ativado (FFCNA), Feltro Fibra de Carbono Ativado (FFCA),
Feltro de Fibra de Carbono Ativado com Prata (FFCAAQ) e Tecido Fibra de Carbono
Ativado (TFCA), com vistas a obtencdo de scaffolds como potencial material com
propriedades relativas a enxerto ésseo sintético. Foram realizados testes de
caracterizacdo: molhabilidade de superficie, ensaio de tracdo, ensaio de
intumescimento e testes in vivo: avaliacdo da resposta inflamatéria pela implantacao
dos materiais no tecido subcutaneo de quatorze ratos Wistar, avaliacdo das fibras
coldgenas pela coloragdo Picrosirius Red e avaliagdo da toxicidade nos seguintes
orgaos: coracao, baco, figado e rim. No teste de molhabilidade, FFCNA e TFCA se
mostraram hidrofobicos (e124° e 114°), FFCA e FFCAAg hidrofilicos. Para tensédo
maxima FFCA se apresentou mais resistente (2.983 + 1.059). No ensaio de
intumescimento os grupos FFCAAg e FFCA se mostraram com maior porcentagem
de absorcdo para a solucdo PBS e agua destilada. Os animais ndo apresentaram
sinais clinicos de intoxicacdo. Os O6rgdos ndo apresentaram sinais de toxicidade
sistémica aguda. As regifes dos implantes apresentaram infiltrado inflamatério de
leve a moderado em 7 e 21 dias. Apenas o grupo TFCA ndo apresentou maturacao
de fibras colagenas tipo | em 21 dias. Por meio das andlises relizadas constatou-se
qgue o TFCA se apresentou hidrofobico, pouco resistente a tracdo e baixo potencial
para maturacdo de fibras colagenas. Portanto o TFCA mostra-se com pouco
potencial para ser indicado como possivel scaffold para engenharia tecidual 6ssea.
Conclui-se que FFCNA, FFCA e FFCAAg, possuem potencial para serem
consideradas scaffolds, devido as seguintes caracteristicas que foram apresentadas:
boa taxa de absorcao, hidrofilicidade e atoxicas.

Palavras-chave: Fibra de carbono. Testes mecanicos. Materiais biocompativeis.
Engenharia tecidual.



Maciel CMM. Carbon Fiber from PAN textile flibers: characterization and evaluation
of the inflammatory response and toxicity in rats [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the Carbon Fiber obtained from PAN textile fiber and
cotton fiber, in its different forms of presentation: Non-Activated Carbon Fiber Felt
(FFCNA), Activated Carbon Fiber Felt (FFCA), Activated Carbon Fiber with Silver
(FFCAAg) and Activated Carbon Fiber Tissue (TFCA), with a view to obtaining
scaffolds as a potential material with properties related to synthetic bone graft.
Characterization tests were performed: surface wettability, traction test, swelling test
and in vivo tests: evaluation of the inflammatory response by implanting the materials
in the subcutaneous tissue of fourteen Wistar rats, evaluation of collagen fibers by
Picrosirius Red staining and evaluation of toxicity in the following organs: heart,
spleen, liver and kidney. In the wettability test, FFCNA and TFCA were hydrophobic
(6124° and 114°), FFCA and FFCAAg were hydrophilic. For maximum stress FFCA
was more resistant (2.983 = 1.059). In the swelling test, the FFCAag and FFCA
groups showed the highest percentage of absorption for the PBS solution and
distilled water. The animals did not show clinical signs of intoxication. The organs
showed no signs of acute systemic toxicity. The implant regions showed mild to
moderate inflammatory infiltrate at 7 and 21 days. Only the TFCA group did not show
maturation of type | collagen fibers in 21 days. Through the analyzes carried out, it
was found that the TFCA was hydrophobic, with little resistance to traction and low
potential for collagen fiber maturation. Therefore, TFCA shows little potential to be
indicated as a possible scaffold for bone tissue engineering. It is concluded that
FFCNA, FFCA and FFCAAg have the potential to be considered scaffolds, due to the
following characteristics that were presented: good absorption rate, hydrophilicity and
non-toxic.

Keywords: Carbon fiber. Mechanical tests. Biocompatible materials. Tissue
engineering.



1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo especializado, composto por
diferentes componentes celulares, osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células
precursoras osteogénicas e elementos hematopoéticos da medula 6ssea, além da
matriz 6ssea mineralizada. Os osteoblastos sdo as principais células do tecido
0sseo, responsaveis pela formacao 6ssea através da sintetizacdo dos componentes
organicos da matriz extracelular e no controle da mineralizacdo da mesma.
Incorporados a esta matriz, os ostedcitos participam da regulacdo da homeostase do
calcio no sangue, detectam sobrecarga mecénica e transmitem essa informacao
para outras células, regulando a funcdo de osteoblastos e osteoclastos. Os
osteoclastos, por sua vez, sdo células especializadas multinucleadas que se
originam da linhagem hematopoética de mondcitos/macrofagos. Responsaveis pela
reabsorcdo 6ssea, realizam essa funcdo através da secrec¢do de enzimas &cidas e
liticas que degradam minerais e componentes organicos da matriz. (Junqueira,
Carneiro; 2017)

O processo de reparo 6sseo quando se trata de um defeito 6sseo critico, se
inicia da formacdo de um coagulo no local da fratura, ele é a principal fonte de
mediadores inflamatérios que iniciara o processo de reparo. Osteoclastos removem
o tecido necrético nas extremidades do local agredido. Fatores de crescimento
PDGF, TGF-B, FGF, VEGF e BMP estimulam a proliferacdo e diferenciacdo de
células precursoras existentes no canal medular, no periésteo ou da circulacéo
(células tronco e células endoteliais), que originam vasos sanguineos, condroblastos
e osteoblastos envolvidos no processo de reparador. Na regido onde o coagulo se
forma os fatores de crescimento induzem a diferenciacdo de células mesenquimais,
dando origem a fibroblastos, vasos sanguineos e condroblastos que formaréo o calo
mole, entre a 2° e 3° semana apos a agressao. No periodo da 4° a 17° semana o
calo duro se origina da ossificagdo do calo mole e da formacdo do o0sso
membranoso iniciada pelo peridsteo (Bogliolo Filho, 2021).

Na fase final de reparo, a matriz 6ssea e a cartilagem sdo remodeladas em
osso maduro. A vitamina D e Caélcio sdo essenciais para essa fase. O periodo de

remodelacédo depende de cada individuo, podendo demorar meses.
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O processo de reparo € natural e eficaz, mas em alguns casos ha
necessidade da utilizacdo de enxertos, quando se trata de um defeito de tamanho
critico, por exemplo (Lindhe, Lang; 2018; Amini et al., 2012). O enxerto 6sseo
autogeno, ainda € considerado o padrdo ouro, pois fornece componentes
osteocondutores, osteoindutores e osteogénicos (Rather et al., 2019). Porém, esse
tipo de enxerto possui algumas desvantagens: a necessidade de dois sitios
cirirgicos, um doador e outro receptor, disponibilidade Ossea do sitio doador,
tendéncia a reabsorcdo parcial, desconforto poés-operatério, morbidade no local
doador, risco de parestesia (Loyola et al., 2018; Zhao et al., 2011).

Tendo em vista essas limitacBes, o desenvolvimento de materiais para
enxerto 6sseo vem sendo abundantemente estudado. A busca para materiais com
caracteristicas osteo-condutivas, osteo-indutivas e de osteo-integracdo, sao
essenciais para promover o crescimento de um novo 0sso, além da interacdo com o
tecido adjacente (Bow et al., 2019). A utilizacdo de enxertos xendgenos, alégenos e
sintéticos aparece como uma opc¢ao atraente para suprir as limitagdes do enxerto
autdgeno (Hasan et al., 2018).

A Engenharia de Tecido Osseo (BTE), é uma éarea estudada por cientistas,
engenheiros e cirurgides, com objetivo de criar enxertos 0sseos, através de
estruturas nano, micro e macro para a reparagao e regeneracdo 0ssea. Os pontos
chaves da BTE sdo: (1) Biocompatibilidade do material que sera utilizado como
“arcabouco”, deve semelhante ao tecido 6sseo natural e do nicho da matriz
extracelular (2) Necessidade de células osteogénicas para estabelecer a matriz de
tecido Osseo. (3) Sinais morfogénicos que auxiliem no direcionamento das células
para o fendtipo desejavel e (4) vascularizacdo suficiente para atender o tecido em
crescimento, suprir necessidades e liberar nutrientes (Amini et al., 2012; Gao et al.,
2017).

Esse ramo da engenharia de tecidos, tem voltado sua atencdo para 0s
tratamentos de defeitos 0sseos considerados de tamanho critico, aqueles que néo
apresentam cura espontanea. Materiais tradicionais como ceramicas e polimeros,
vem sendo aplicados como materiais de estruturagcdo na engenharia de tecido
0sseo. Entretanto, suas aplicacdes clinicas tém se mostrado limitadas.
Recentemente materiais com estruturas namomeétricas a base de carbono vem

ganhando espaco por apresentar melhores propriedades como: oOtima forca
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mecanica, grande area de superficie, alta biocompatibilidade, preco acessivel e
abundéancia de recursos. Além disso, em comparacdo aos enxertos 0sseos
tradicionais, os arcabouc¢os produzidos possuem certas vantagens, como maior vida
atil, facilidade de esterilizacao, baixa chance de infeccdo e menor custo (Peng et al.,
2020; Ryu et al., 2014).

Entre os diferentes tipos de arcaboucos temos os de origem metalica, como
titnio, magnésio e aco inoxidavel. Estes apresentam 6tima propriedade mecéanica e
estabilidade. Porém ndo sdo reabsorviveis e ndo interagem com as biomoléculas.
Além disso ainda existe uma grande preocupacdo sobre a toxicidade dos ions
metalicos, que podem levar a um dano tecidual (Rather et al., 2019; Peng et. al.,
2020).

As biocerdmicas bioativas, como a ceramica de fosfato de célcio,
hidroxiapatita e bioglasses sdo materiais que interagem com os tecidos adjacentes e
induzem fortemente a osteoconducdo promovendo a formacdo Ossea. Os
arcaboucos de fosfato de célcio (CPS), conseguem proporcionar uma substituicdo
Ossea transitéria. O osso fica mais rigido e forte quando amadurece enquanto a CPS
fica mais fraca e se biodegrada a ponto de ser totalmente substituida pelo osso
recém-formado (Denry, Kuhn, 2016). Porém, sua baixa resisténcia e alta fragilidade,
restringem os seus locais de aplicacdo (Zhang et al., 2011).

Materiais a base de carbono vem sendo amplamente estudados para cultura
de células. As fibras de carbono ativado (FCA) possuem uma estrutura porosa bem
definida em sua superficie, 0 que propicia uma rapida adsorcdo para componentes
especificos. Porém a FCA possui a desvantagem de conter um custo relativamente
alto. No intuito de deixar esse material economicamente mais atrativo ela foi
incorporada a fibra de poliacrilonitrila (PAN) (Marcuzzo et al., 2016).

A fibra de poliacrilonitrila carbonizada (cPAN) é um isomorfo de carbono que
pode ser facilmente processado para a utilizagdo em arcabougcos 3D. Suas
propriedades biologicas para o uso na engenharia tecidual ndo estdo totalmente
elucidadas, mas ha estudos otimistas sobre sua acdo osteoindutora e sobre sua
biocompatibilidade. Comparada a outros materiais, como estruturas nanomeéticas, a
cPAN apresentou melhor biocompatibilidade e viabilidade celular (Ryu et al., 2014).

O feltro de fibra de carbono ativado (FFCA) é derivado da cPAN apos o

processo de ativacdo, que compreende sua exposicdo ao didéxido de carbono a
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1000°C por 50 minutos (Marcuzzo et al., 2016). A partir da fibra de algodao, por
meio do mesmo processo, € obtido o tecido fibra de carbono ativado (TFCA) (do
Amaral Junior et al., 2017).

No estudo de Marcuzzo et al. (2016), foi realizada uma analise da estrutura
dos poros pela adsorcéo de gas nitrogénio a 77K. Além disso, iodo e isotérmica de
azul de metileno foram utilizados para determinar a capacidade de adsor¢cédo. Os
resultados obtidos indicaram que esse material ativado é predominantemente
preenchido com microporos com cerca de 3,2 nm de largura méxima. A maioria dos
poros sao dimensionados em torno de 1,2 nm.

Visando complementar os testes das formas de apresentacédo da cPAN, este
estudo tem como objetivo realizar teste de molhabilidade, para a verificacdo do
angulo de contato; ensaio de tracdo para verificar a resisténcia da fibra; ensaio de
intumescimento para verificacdo da capacidade de absorcdo e também teste in vivo,

para avaliacdo da resposta inflamatoria e toxicidade em ratos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a fibra de carbono
ativado obtida a partir de fibora PAN téxtil e de fibra de algodao, nas suas diferentes
formas de apresentacdo, com vistas a obtencéo de scaffolds como potencial material

de enxerto 6sseo sintético.

2.2 Objetivos especificos

a) avaliar a molhabilidade da superficie a partir do angulo de contato;

b) avaliar as propriedades de tensao da fibra de carbono ativado por meio do
Ensaio de tracao;

c) avaliar as propriedades de absorcdo de agua pelo ensaio de
intumescimento;

d) avaliar a resposta inflamatoria por meio de implantes do material do tecido
subcutaneo.

e) avaliar a toxicidade nos érgéos: rim, figado, coracéo e baco.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacéao da fibra de carbono e ativagao

A obtencdo do material se d& pela parceria com a empresa “JMHP
Consultoria em Materiais e Informatica LTDA” que vém preparando e desenvolvendo
o material até a etapa de testes biologicos. Para sua confeccao as fibras PAN de 5.0
dtex em cabo de 200 mil filamentos foram oxidadas termicamente e utilizadas como
matéria prima para a producdo de feltro. A matéria prima (feltro de fibra PAN
oxidada) foi colocada em um porta amostra, e inserido em um forno tubular elétrico
para carbonizacdo (900 °C) por 30 min, e em seguida foi ativada em atmosfera de
CO2 a 1000°C durante 50 min (Figura 1).

Figura 1 - Esquematizacao do forno tubular elétrico onde é inserido o porta amostra

contendo a matéria prima que passara pelo processo de carbonizacéo e ativacao

Forno

Tubo de quartzo

| [ zomaueme | o

— 18]
1
gas

Porta amostra

Saida de gas

Fonte: Imagem adaptada de Marcuzzo et al. (2016).

Os testes realizados por Marcuzzo et al. (2016) foram os seguintes:

a) a verificacdo da morfologia estrutural do FFCA foi estudada por difracéo
de raios X e microscopia eletrbnica de varredura,
b) a analise da estrutura dos poros foi determinada através da adsorcao de

gas nitrogénio a 77K;
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c) determinacdo da capacidade de adsorcdo pela aplicacdo de iodo e
isotérmica de azul de metileno;

d) para quimica de superficie, foi aplicada a metodologia Boehm;

e) analise de Raman que verifica a sensibilidade das estruturas de carbono.

Na microscopia eletrdnica de varredura (MEV) inicial foi possivel observar
que o feltro fibra carbono ativada (FFCA) possui estrutura bidimensional
desordenada, suas fibras tém cerca de 10-15um de didmetro (Figura 2A e B). Na
adsorcdo de gas nitrogénio foi indicado que a superficie das fibras é populada por
microporos, sendo sua grande maioria dimensionados em torno de 1,2 nm, o
didmetro maximo apresentado foi de aproximadamente de 3,2 nm. Com relagédo a
sua capacidade de adsorcao pelo iodo e pelo azul de metileno, FFCA apresentou
niveis maiores do que os encontrados na literatura, sugerindo maior eficiéncia para
pequenos compostos moleculares, deste modo, o material parece ter potencial de
propiciar ambiente adequado para proliferacao celular (Marcuzzo et al., 2016).

Figura 2 — Estrutura dos filamentos da fibra

Legenda: A) MEV da estrutura dos filamentos do FFCA; B) detalhe das fibras ativadas do FFCA
Fonte: Imagem adaptada de Marcuzzo et al., 2016.
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Para a preparacao do feltro fibra de carbono ativado com prata (FFCAAQ), o
FFCA foi imerso em uma solucdo aquosa de nitrato de prata (2g L-1 de AgNQO3) até
saturar a adsorcédo, durante 24 horas. A amostra foi lavada com 4gua deionizada e
seca em estufa a vacuo a 50°C, formando um compdésito de prata no feltro fibra de
carbono ativado (Rodrigues et al., 2019). A adsorcéo de prata ocorreu em toda a
superficie das fibras (Figura 3A), porém as particulas de prata ndo sé&o
uniformemente distribuidas, observa-se que em regides especificas ocorre formacao
de aglomerados de prata na superficie do FFCA (Figura 3B), o tamanho estimado do
grao de prata formado na superficie da fibra de carbono € de 200 nm de diametro
(Rodrigues et al., 2019).

Figura 3 - Distribuicdo das particulas de prata na fibra

»

o 4 o \
SEM HV: 5.0 kV WD: 14.41 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 4.95 mm | MIRA3 TESCAN
View field: 130 pm BI: 10.00 View field: 5.59 ym BI: 10.00 1pm
SEM MAG: 2.13 kx Stage Tilt: 0.0° (W SEM MAG: 49.5 kx Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE

Legenda: A) MEV representando a distribuicdo das particulas de prata nas fibras do FFCAAg; B)
detalhe da superficie das fibras do FFCAAg.
Fonte: Imagens néo publicadas e cedidas pelo Prof. Dr. Jossano Saldanha Marcuzzo.
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3.2 Caracterizacao da Fibra de Carbono

A Fibra de Carbono ativado foi analisada nas seguintes formas de
apresentacao: feltro fibora carbono ativado (FFCA), tecido fibra carbono ativado
(TFCA), feltro fibra carbono ativado com prata (FFCAAQ) e feltro fibra ndo ativado
(FFCNA).

Figura 4 — Formas de apresentacao dos feltros

GIpe: b) c) d)

Legenda: a) feltro fibra ndo ativado (FFCNA); b) feltro fibra carbono ativado (FFCA); c) feltro fibra
carbono ativado com prata (FFCAAQ); d) tecido fibra carbono ativado (TFCA). Fonte: Elaborado pelo
autor.

3.2.1 Molhabilidade (angulo de contato)

A superficie do biomaterial foi avaliada por meio das medidas do angulo de
contato (). Os corpos de prova foram pulverizados em 2uL de agua destilada,
utilizando um medidor de angulo de contato (goniémetro: Kriss, modelo DAS 100)
(Figura 5) do Laboratorio de Bioengenharia do Departamento de Materiais
Odontoldgicos e Protese — ICT UNESP, Campus Séo José dos Campos. O teste foi
realizado em triplicata. O softawe Attension foi utilizado para a medi¢cdo dos angulos
de contato das amostras.

A partir do angulo formado entre o liquido e a superficie teremos a

caracterizacdo do material em hidrofilico ou hidrofobico (Figura 6).



Figura 5 — Medidor de angulo de contato, gonidmetro

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 — Representagfes de diferentes angulos de contato em superficies

Molhabilidade
0 0
4 \'\ ~
|| 1 | { | |
L <5 . 6<90° | L 8>90° | 8>150° |
! Superhidrofilico ! . Hidrofilico | ! Hidrofébico ! ! Superhidrofébico

Fonte: Neves et al., 2021.
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3.2.2 Avaliacdo das propriedades de tensdo da fibra de carbono — Ensaio de

tracéo

Os comportamentos de tragdo da fibra de carbono ativado foram avaliados

de acordo com a norma ASTM E 466 (American Standard of the Testing Materials)

em um equipamento EMIC modelo DL-1000, no Laboratério de Pesquisa de

Materiais Dentarios do Departamento de Materiais Odontologicos e Protese — ICT

UNESP, Campus Séo José dos Campos.

As amostras foram testadas por uma maquina de teste EMIC DL 1000 com

uma célula de carga de 10 Kg. Os experimentos foram realizados em temperatura
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ambiente (25°C) e condi¢bes atmosféricas (umidade relativa de 20 + 5%), com
velocidade de teste de 5 mm/min. As amostras foram preparadas cortando tiras do
biomaterial (Figura 7) de 40 mm de comprimento por 15 mm de largura, a espessura
foi medida individualmente por um paquimetro. Cinco amostras de cada grupo foram
testadas e os valores médios e desvios-padrédo foram relatados conforme Zhang et
al. (2015).

Figura 7 — Fibra posicionada na presilha para realizagao do teste de tracao

Legenda: Amostra da fibra com tamanho de 40 mm X15 mm presa a presilha da EMIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3 Ensaio de Intumescimento

Os espécimes de fibra de carbono ativado com dimensdes de 20 mm x 10
mm tiveram suas massas pré-determinadas (M1) em uma balanca de precisao
(Figura 8A) e foram colocados e mantidos em placas de Petri. O teste foi realizado
em duas solugdes, 10ml de 4gua destilada (Rosina et al., 2004; Silva 2018; Liu et al.,
2016) e 10ml de tampéao fosfato-salino (PBS) (Amaral, 2005), sendo trés amostras

de cada grupo, totalizando doze amostras para cada solucédo. (Figuras 8B e C).
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Figura 8 — Materiais utilizados para o ensaio de intumescimento

Legenda: A) Balanca de precisé@o utilizada para pesar as amostras; B) Amostra imersa em agua
destilada, simulando o fluido corpdreo; C) O ensaio realizado em triplicata para cada fibra.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Decorridos 1, 3 e 14 dias, as amostras foram retiradas das placas com
pinca e com um papel de filtro o excesso de agua foi removido gentilmente. O ensaio
foi feito em triplicata (Figura 7C) e as fibras foram pesadas em seguida (M2) com o
intuito de verificar a % de intumescimento, calculada conforme a férmula a seguir Liu
et al. (2016):

(M2Z—M1)
M1

% Intumescimento = x 100
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3.3 Modelo Experimental in vivo

Todos os procedimentos in vivo foram realizados de acordo com o0s
Principios Eticos para a Experimentagdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal — CONCEA. Este estudo foi submetido e aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Sao José dos Campos/UNESP, n° do protocolo 14/2020. A descricdo deste
trabalho seguiu as diretrizes do Animal research: Reporting in vivo experiments -
ARRIVE (Percie du Sert et al., 2020) (ANEXO A).

3.3.1. Procedimento cirurgico para a implantacdo dos corpos de prova no

tecido subcutaneo

Foram utilizados quatorze ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com
idade de 90 dias e peso entre 350 e 400 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Unesp — Campus de Botucatu - SP. Os ratos foram alocados em gaiolas apropriadas
e receberam dieta e agua ad libitum.

Para a realizacdo das cirurgias e eutanasia, os animais foram anestesiados
com uma solucao de 10 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan — Ceva Brasil),
substancia com propriedades sedativas e analgésicas, além de relaxante muscular e
100 mg/Kg de cetamina base (Dopalen — Ceva Brasil), anestésico geral, via
intramuscular (Santiago et al., 2020).

Amostras de FFCNA, FFCA, TFCA e FFCAAg (6 mm de diametro) foram
implantadas individualmente e aleatoriamente no tecido subcutéaneo dorsal do rato (n

= 2) (Marsi et al., 2019) como mostra a Figura 9.
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Figura 9 — Procedimento cirdrgico para avaliacdo da resposta inflamatoria

Legenda: A) Confecgéo da bolsa no tecido subcutaneo para a colocacao do material; B) Implantagéo
da fibra na regido subcuténea; C) leito cirdrgico suturado e com marcacéo de henna para a
localizacéo do implante.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os animais foram distribuidos da seguinte forma: dois animais recebram o
FFCNA (feltro fibra de carbono nao ativado), outros dois a FFCA (feltro de fibra de
carbono ativado), outros dois o FFCAAg (feltro de fibra de carbono ativado com
prata), e um animal recebeu o TFCA (tecido fibra de carbono ativado), esses foram
eutanasiados em 7 dias. Para o segundo momento de eutanasia, aos 21 dias,
seguiu-se 0 mesmo padrdo: dupla que recebeu o FCNA, outra a FFCA, outra
FFCAAg e um animal recebeu TFCA. Para o procedimento cirirgico o material foi
limpo com etanol a 70% e esterilizado em calor seco a temperatura de 170°C por 1

hora para serem inseridos cirurgicamente (Camargo et al., 2010). Depois de
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anestesiado, foi realizada a desinfec¢cdo do dorso do animal com clorexidina a 2%
(Figura 8A) em seguida a inciséo foi feita e uma bolsa subcutanea foi aberta para a
colocacdo da amostra de 6mm de diametro da fibra (Figura 9B), em sequéncia a
ferida foi fechada e a sutura realizada com fio de seda (Figura 9C), utilizando os
procedimentos descritos por Camargo et al. (2010). A Unica medicacdo pos-
operatoria foi o analgésico Tramal, por via oral, dosagem de 5-7mg/Kg a cada 24h
por 3 dias (Santiago et al., 2020). O acompanhamento do pos-operatorio foi feito por
observacdo de sinais de dor e verificacdo da alimentacdo. Os ratos foram
eutanasiados em 7 dias (Marques et al., 2013) e 21 dias ap6s a cirurgia (Broon et
al., 2016). Os animais foram eutanasiados por sobredose em dose triplicada, da
associacdo de Cetamina 10% (Dopalen), e Xylazina 2% (Anasedan) e depois
decapitados. Em seguida, regido do tecido conjuntivo dorsal de cada animal, foi
removida junto ao implante que seguiu para analise. Os seguintes 6rgaos também
foram removidos: coracdo, figado, baco e rins, para analise morfologica e
histoldgica, pois segundo Li et al. (2019), a fibra de carbono depois de implantada
pode liberar residuos no sangue resultando em danos as células e seus principais

orgaos.

3.3.2 Processamento histolégico para avaliacao do tecido subcutaneo

Para analise histolégica, os espécimes do implante foram fixados em
formalina tamponada neutra a 10%. ApoOs 48h, os espécimes foram processados
com incluséo de parafina.

O bloco de parafina foi orientado paralelamente ao eixo longo do material, e
foram realizados cortes seriados de 5 ym de espessura. Foram obtidas 6 laminas de
cada animal. Para a coloracédo foi feita a seguinte divisdo: 2 laminas coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) e 3 laminas com Picrosirius red, para a realizagédo da
analise histoldgica e histoquimica, respectivamente.

Para a verificacdo dos parametros de inflamacéao foi utilizado microscopia de

luz pelo Axiophot2 (Carl Zeiss Oberkoéchen, Alemanha) acoplado a uma camera
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digital AxioCam MRc5 (Carl Zeiss Oberkdchen, Alemanha) que transmitiu para o

programa computacional AxioVision Release 4.7.2.

3.3.3 Anédlises histologica descritiva e histomorfométrica (avaliagdo da
densidade de fibras colagenas)

As imagens em Picrosirius red foram obtidas em microscoépio de luz com a
utilizacdo da luz e filtros de polarizacdo Axiophot2 (Carl Zeiss Oberkochen,
Alemanha) acoplado a uma camera digital AxioCam MRc5 (Carl Zeiss Oberkdchen,
Alemanha) que transmitiu para o programa computacional AxioVision Release 4.7.2.

A analise de Picrosirius red permite a visualizacéo das fibras colagenas. Isso
ocorre devido a afinidade das proteinas pelo corante Sirius red F3BA, sob luz
polarizada, o coldgeno exibe birrefringéncia devido a seu arranjo molecular. As
moléculas do corante se dispdem paralelamente as fibras colagenas e podem
apresentar cores que variam do verde até o vermelho, conforme o grau de
maturacdo das fibras. As fibras de colageno tipo | se apresentam espessas e
avermelhadas, ja o colageno tipo IIl é fino e se apresenta esverdeado (Borges et al.,
2007; Lemos, 2010).

A analise quantitativa das fibras foi feita pelo software Image J, como pode
ser visto na Figura 10. Um retangulo com tamanho padronizado foi confeccionado
para a medicdo da quantidade em porcentagem de fibras na area de interesse, ao
redor do implante.

JA a andlise qualitativa foi feita visualmente, distinguindo as fibras

esverdeadas das avermelhadas (Pinho et al., 2015).
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Figura 10 — Confeccdo do retangulo para determinacdo da area de interesse no

Software Image J

- FFCAAg 7d

100 um .

Legenda: Analise no Software Image J, com a confeccdo do retadngulo padronizado em amarelo na
area de interesse.
Fonte: Elaborado pelo autor.



26

3.3.4 Processamento histolégico para avaliacao da toxicidade nos 6rgéos

Para analise histologica, os espécimes foram fixados em formalina
tamponada neutra a 10%. Apdés 48h, os espécimes foram processados com inclusédo
de parafina.

O bloco de parafina foi orientado paralelamente ao eixo longo do material, e
foram realizados cortes seriados de 5 ym de espessura. Foram obtidas 5 laminas,
com 3 cortes de cada 6rgdo, corados em seguida com Hematoxilina e Eosina (HE).

Para a andlise da morfologia celular foi utilizada microscopia de luz pelo
Axiophot2 (Carl Zeiss Oberkdchen, Alemanha) acoplado a uma camera digital
AxioCam MRc5 (Carl Zeiss Oberkéchen, Alemanha) que transmitiu para o programa
computacional AxioVision Release 4.7.2

3.4 Andlise estatistica

Incialmente os dados passaram pelos testes de normalidade. Para andlise
dos dados obtidos no ensaio de tracdo e modulo elastico foi aplicada a andlise de
variancia (ANOVA) one way, por meio do programa computacional GraphPAd
PRISM (verséo 6, 2013).

Para o ensaio e intumescimento e analise quantitativa de fibras colagenas foi
aplicado o ANOVA two way seguido pelo Teste de Tukey. O nivel de significancia

escolhido foi o valor convencional de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de molhabilidade

As amostras de FFCAAg e FFCA se mostraram superhidrofilicas, a ponto de
ndo formarem angulo de contato ja que o liquido foi imediatamente absorvido. Ja as
amostras de FFCNA (Figura 9A e B) e TFCA (Figura 9C e D) se mostraram
hidrofébicas, com angulos de contato de 124° e 114° respectivamente, como é

possivel ver nas figuras abaixo:

Figura 11 — Angulo de contato das amostras FFCNA e TFCA

A) B) .

Legenda: A) amostra de FFCNA pulverizada; B) amostra FFCNA no software Attension; C) amostra
de TFCA pulverizada; D) amostra TFCA no software Attention.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Ensaio de tracao

Os dados de tensdo maxima e o modulo elastico de cada grupo, se
encontram na Tabela 1. No teste de tracdo o grupo FFCA apresentou diferenca
estatistica significativa com o grupo FFCAAg (FFCA vs FFCAAg, p<0.003), e com o
grupo TFCA (FFCA vs TFCA, p<0.003), sendo FFCA (superior ou inferior) em ambas
as comparacdes. Na avaliacdo do mddulo elastico TFCA apresentou diferencas
estatisticas significativas com o grupo FFCAAg (TFCA vs FFCAAg, p<0.002) e com
o grupo FFCNA (TFCA vs FFCNA, p<0.002), sendo o grupo TFCA (inferior ou
superior) nha comparacao de ambos os grupos. Na Figura 12 podemos verificar os

gréaficos representativos do ensaio de tra¢do de cada grupo.

Tabela 1 — Propriedades de tracdo dos grupos FFCA, FFCNA, FFCAAg e TFCA

Amostras Tracdo Maxima (Mpa) Médulo Elastico (Mpa)
FFCA 2.983+1.0592 0.7923 £ 0.04811
FFCNA 2.020 £ 0.2089 0.9027 +0.02737 "
FFCAAgQ 1.350 £ 0.6294 P 0.9492 + 0.05700°
TFCA 1.527 +0.1718° 0.0650 £ 0.1475 2

Legenda: Dados representados estdo em média e desvio padrao.

FFCA — Feltro de Fibra de Carbono Ativado

FFCNA — Feltro Fibra de Carbono Néao Ativada

FCAAg — Feltro de Fibra de Carbono Ativada com prata

TFCA — Tecido Feltro de Carbono Ativado

Letras minUsculas diferentes - diferenca significativa na andlise intergrupo para cada parametro —
p<0,05 - One Way Analysis of Variance.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 12 — Graficos representativos individuais dos grupos FFCNA, TFCA, FFCAAg
e FFCA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Ensaio de intumescimento

Os dados de média e desvio padrdo, podem ser observados nas tabelas 2 e
3. Na comparacao entre grupos para a solucdo de PBS, o grupo FFCAAg obteve
diferenca estatistica significativa nos periodos de 24h, 3 dias e 14 dias, com 0s
grupos FFCA (FFCAAg vs FFCA, p<0.001), com o grupo TFCA (FFCAAg vs TFCA,
p<0.001) e com o grupo FCNA (FFCAAg vs FCNA, p<0.001). Com a mesma solucao
o grupo FFCA também apresentou diferenca estatistica significativa, nos periodos
24h, 3 dias e 14 dias, com o grupo TFCA (FFCA vs TFCA, p<0.001).

Comparando os periodos para a solugdo de BPS, a massa incial (M1) obteve

diferenca significativa com todos os periodos (M1 vs 24h, p<0.001; M1 vs 3 dias,
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p<0.001; M1 vs 14 dias, p<0.001). Com a mesma solucdo o periodo de 24 horas
apresentou diferenca estatistica significativa com o periodo de 14 dias (M24h vs
M14d, p<0.001).

Tabela 2 — Dados do intumescimento com PBS

M1 M24h M3d M14d

FFCA 0.269+0.007# 0.730+0.498B¢ 0.738+0.4328 1.077 £0.260 B
FFCAAg 0.271+0.013”4 1.595+0.108B> 1.763 +£0.107 » 2.036 + 0.054 P®
FFCNA 0.206 £+0.056* 0.396 +0.056 B¢  0.437 £0.082 ¢ 0.566 + 0.090 P¢

TFCA 0.183+0.010A 0.209+0.013B¢ 0.228 £0.005° 0.272 +0.028 Pd

Legenda: Dados representados estdo em média e desvio padrao.

Letras mailsculas diferentes - diferenca significativa na andlise intragrupo para cada parametro —
p<0,05 - Two Way Analysis of Variance.

Letras mindsculas diferentes - diferenca significativa na andlise intergrupo para cada parametro —
p<0,05 - Two Way Analysis of Variance.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a solucdo de agua destilada, na comparacdo entre grupos, O grupo
FFCAAg apresentou diferenca estatistica significativa, nos periodos de 24 horas, 3
dias e 14 dias, com os grupos FFCA (FFCAAg vs FFCA, p<0.001), grupo FCNA
(FFCAAg vs FCNA, p<0.001) e com o grupo TFCA (FFCAAg vs TFCA, p<0.001).

Na comparacédo entre periodos para a solucdo de agua destilada, a massa
incial (M1), assim como na solucdo de PBS, também obteve diferenca significativa
com todos os periodos (M1 vs 24h, p<0.001; M1 vs 3 dias, p<0.001; M1 vs 14 dias,
p<0.001). Com a mesma solu¢cdo o periodo de 24 horas apresentou diferenca
estatistica significativa com o periodo de 14 dias (M24h vs M14d, p<0.001) e o
periodo de 3 dias apresentou diferenca estatistica significativa com o periodo de 14
dias (M3d vs M14d, p<0.001).
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M1 M24h M3d M14d
FFCA 0.247+0.026* 0.282+0.037 B¢ 0.346 + 0.051B¢ 0.804 +0.227 B¢
FFCAAg 0.177+0.044% 2.028+0.3308° 2.324+0.212 2.392 +0.368 PP
FFCNA 0.217+0.009A  0.317 £0.006 B¢  0.447 £ 0.103 ¢ 0.532 +0.144 P
TFCA  0.177+0.003A 0.220+0.022B84  0.337 +£0.006 @ 0.404 + 0.030 Pd

Legenda: Dados representados estdo em média e desvio padrao.

Letras mailsculas diferentes - diferenca significativa na andlise intragrupo para cada parametro —
p<0,05 - Two Way Analysis of Variance.

Letras mindsculas diferentes - diferenca significativa na andlise intergrupo para cada parametro —
p<0,05 - Two Way Analysis of Variance.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4. Analise histolégica do implante subcutaneo

As pecas obtidas no periodo de 7 dias, apresentaram um processo
inflamatorio agudo de leve a moderado. Foi possivel observar a presenca de capsula
ao redor de todo material, como pode ser visto na Figura 13, vasos neoformados e
vasos com seu calibre aumentado, indicando o aumento da permeabilidade
vascular. Infiltrado inflamatério com presenca de neutréfilos e plasmadcitos. Presenca

de polimorfonucleares (PMNSs) circundando fragmentos do material.
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Figura 13 — Regiao subcutanea com implantes periodo de 7 dias

FFCNA 7d

gl Ny
¢ ".Vt N ;\

TFCA7d

Legenda: a) Implante grupo FFCNA 7 dias (2,5X); b) Implante subcuténeo grupo FFCA 7 dias (2,5X)
cépsula indicada pelas setas vermelhas; ¢) Implante grupo FFCAAg 7 dias (2,5X); d) Implante grupo
TFCA 7 dias (2,5X).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Aos 21 dias predominancia de PMNs e células gigantes de corpo estranho,
como pode ser observada na Figura 14 e 16. Foi notado um aumento de fagocitoses
nesse periodo (Figura 15). Ainda se tem a presenca da capsula ao redor do

implante, assim como a presenca de vasos neoformados e células do plasma.

Figura 14 — Implante subcutaneo TFCA 21d

190nm f\‘\{; Y} b i ff‘m m,d"“

Legenda — Implante subcutédneo do grupo TFCA no perido de 21 dias (2,5X). Maior aumento (40X)
mostrando a presenca de células gigantes de corpo estranho.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Implante subcutaneo FFCA 21d
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Legenda — Implante subcutédneo do grupo FFCA no perido de 21 dias (2,5X). Maior aumento (40X)
mostrando a presenca de fagocitose.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16 — Regido subcutanea com implantes no periodo de 21 dias

FFCAAg 21d

Legenda: a) Implante grupo FFCNA 21 dias (2,5X); b) Implante grupo FFCAAg 21 dias (2,5X).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Analise histomorfométrica (picrosirius)

Pela analise visual, as laminas do primeiro periodo de eutanasia aos 7 dias,
apresentaram maior presenca de fibras colagenas do tipo Ill. Em 21 dias, apenas o
grupo TFCA ndo demonstrou mudanca visual para fibras colagenas tipo I.

Podemos observar na Figura 17, um corte histol6gico corado em Picrosirius
red do grupo FFCA 7 dias, mostrando grande presenca de fibras verdes (coldgeno
tipo II). Maior presenca de fibras colagenas tipo Ill também podem ser observadas

no grupo FFCAAg 7 dias, como mostra a Figura 18.
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Figura 17 - Analise Picrosirius red, grupo FFCA mostrando fibras de colageno tipo Ili

em maior aumento

Legenda: Andlise Picrosirius red, espécime do grupo FFCA 7d (40X). Predominancia de fibras da cor
verde indicada pelas setas brancas.
Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 18— Analise Picrosirius red, mostrando fibras de colageno tipo Ili

Legenda: Andlise Picrosirius red, grupo FFCAAg 7d 2,5X. As setas brancas indicam a localizagédo das
fibras colagenas esverdeadas, localizadas na borda da capsula que circunda o implante.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com o decorrer dos dias ha o processo de maturacdo das fibras colagenas,
ocorre a troca das fibras de colageno tipo Il para tipo I, fibras maduras e espessas
de coloracdo amarelo avermelhada. Nas Figuras 19 e 20 temos cortes histolégicos
dos grupos FFCAAg e FFCNA respectivamente, no periodo de 21 dias, mostrando a
troca da cor das fibras coldgenas ao redor do implante. E na Figura 21 em maior

aumento, é possivel observar fibras de colageno tipo | proximas ao material.

Figura 19 — Analise Picrosirius red

Legenda: Andlise Picrosirius red, espécime do grupo FFCAAg 21 dias (2,5X). Seta branca indicando
grupo de fibras de colageno tipo I.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Andlise Picrosirius red, grupo FFCNA 21 dias mostrando maior

predominéancia de fibras colagenas tipo |

Legenda: Andlise Picrosirius red, espécime do grupo FFCNA 21d (2,5X). Fibras de colageno tipo |
sinalizadas com setas brancas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Analise Picrosirius red, grupo FFCNA mostrando predominancia de

colageno tipo |

Legenda: Analise Picrosirius red, espécime do grupo FFCNA 21d (10X). Fibras de colageno tipo |
sinalizadas com setas amarelas e particulas do material indicadas pelas setas azuis.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na analise quantitatava das fibras colagenas, apenas os grupos FFCNA e
FFCA apresentaram diferenca estatistica significativa para a presenca de fibras

coldgenas no periodo de 7 dias, como podemos ver na Figura 22.

Figura 22 — Analise quantitativa das fibras colagenas pela coloracdo Picrosirius Red

Fibras colagenas - Picrosirius
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Grupos de tratamento

Legenda: Grafico de porcentagem de fibras colagenas ao redor dos implantes de cada grupo no
periodo de 7 e 21 dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Avaliacdo dos sinais clinicos e histolégicos de toxicidade

Aposs o procedimento cirargico os animais foram acompanhados diariamente
e se apresentaram bem, depois que voltaram da anestesia se mostraram ativos na
gaiola e se alimentando normalmente. Visualmente nenhum sinal de dor foi
detectavel. O mesmo foi feito para o acompanhamento da ferida cirdrgica, que nao
apresentou nenhum sinal anormalidade. Nenhum animal apresentou disfuncao
motora, tremor, diarreia ou outros sintomas de toxicidade. Ndo houve oObito de
animais. Decorridos os periodos de eutanasia, a regidao dos implantes foi removida
assim como os orgaos de interesse (Figura 23). Estes permaneceram fixados em

formalina tamponada neutra até a fase de inclusdo em parafina e corte histolégico.
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Figura 23 — Visualizacdo macroscopica dos 6rgaos removidos

Rins

Figado = Bago

Legenda: Orgdos removidos: rins, coracéo, figado e baco.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Macroscopicamente os 0rgdos ndo apresentaram alteracdo em tamanho e
contorno. Nao houve alteragbes dos aspectos de normalidade como: sangramento e
edema.

No figado foi possivel observar normalidade nos hepatdcitos, quanto a sua
morfologia e disposicdo, uma vez que se encontravam dispostos radialmente nos
I6bulos hepéticos poligonais (Figuras 24, 25 e 26). Foram observados também
ductos revestidos por epitélio cubico, vasos sanguineos, além da veia central.
Observou-se ainda o0 espaco porta, composto pelo ramo da veia porta, ducto biliar e
ramo da artéria hepatica, todos exibindo aspectos compativeis com a normalidade.
Os capilares sinusoides presentes entre os hepatocitos também se apresentaram

preservados.
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Aspectos histolégicos de normalidade também foram encontrados nas
estruturas do rim, tanto na zona cortical quanto na zona medular (Figuras 24, 25 e
26). E possivel observar glomérulos renais no espaco capsular, e seus ductos
envoltos pela capsula de Bowman.

No coracao, observou-se aspectos de normalidade nas diferentes regides,
endocéardio, miocardio e epicardio (Figuras 24, 25 e 26). As fibras cardiacas
estriadas, apresentaram-se organizadas e exibiam nucleo claro, indicando atividade
normal. A presenca dos discos intercalares também foi notada nas regiées de unido
de fibras musculares.

Por fim, observamos ao microscépio o baco, que exibe em seu parénquima
os foliculos linfaticos, formados por uma bainha de linfocitos, localizados na regiao
da polpa branca e apresentando uma artéria central (Figuras 24, 25 e 26). Também
notou-se a presenca das trabéculas de tecido conjuntivo permeando o parénquima,
dividindo-o em compartimentos. Entre os foliculos linfaticos, verificou-se a presenca

de células sanguineas formando a polpa vermelha.



Figura 24 — Analise histoldgica grupo controle 7 e 21 dias
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Legenda: Org&os grupo controle 7 e 21 dias. (10X).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 25 — Analise histolégica dos 6rgdos dos grupos FFCNA, FFCA, FFCAAg e
TFCA no periodo de 7 dias

Legenda: Andlise histoldgica dos 6rgaos no periodo de 7 dias em seus respectivos grupos. Aumento
de 10X.
Fonte: Elaborado pelo autor.



43

Figura 26 — Analise histolégica dos 6rgdos dos grupos FFCNA, FFCA, FFCAAg e
TFCA no periodo de 21 dias
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Legenda: Cortes histolégicos dos 6rgéos e seus respectivos grupos. Aumento 10X.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Defeitos 6sseos de tamanho critico ndo possuem uma regeneracao
espontanea, necessitam de um material que facilite a migracdo celular, permitindo
um reparo efetivo (Noori et al., 2017). As fibras de carbono ativada (FCA) possuem
uma estrutura porosa bem definida em sua superficie, 0 que propicia uma rapida
adsorcdo para componentes especificos (Marcuzzo et al., 2016). Suas propriedades
bioldgicas para o uso na engenharia tecidual ndo estdo totalmente elucidadas, mas
ha estudos otimistas sobre sua acéo osteoindutora e sobre sua biocompatibilidade.
(Ryu et al., 2014; Peng et al., 2020). Portanto, este estudo teve como objetivo
realizar a caracterizacdo de quatro formas de apresentacdo da FCA, por meio de
ensaios de caracterizacao e testes in vivo, para verificacdo da resposta inflamatoria
e possivel toxicidade sistémica pelo material.

Sabe-se que um material que tem pretensdes de ser usado no ramo da
engenharia de tecidos necessita de certas caracteristicas, dentre elas uma
superficie hidrofilica, para que se tenha boa interacdo com o meio e ajude na
proliferacéo celular (Oh et al., 2003). No teste de molhabilidade, a propriedade de
absorcéo foi testada instantaneamente. Os grupos FFCAAg e FFCA se mostraram
superhidrofilicos, seus angulos ndo puderam ser medidos devido a rapida absorcéo
do liquido. Ja os grupos FCNA e TFCA, com angulos 124° e 114° respectivamente,
se mostraram hidrofébicos. Porém quando se trata de contato intimo com o sangue
estudos sugerem que ha necessidade de um equilibrio entre superficies hidrofilicas
e hidrofobicas (Tzoneva et al.,2007; Deppisch et al.,1998). No estudo de Bagheri et
al. (2015), foram testadas fibras de carbono com diferentes compdésitos incorporados
(Flax/Epoxy), o grupo da fibra de carbono que foi considerada hidrofébica no teste
de molhabilidade, apresentou melhor compatibilidade no ensaio de citotoxicidade, do
que a fibra mais hidrofilica que tinha maior taxa de absorcdo apenas. Os autores
justificaram que a fibra hidrofilica pode ser melhor na absorcéo, porém libera mais
particulados de carbono em comparacdo a outras, e € possivel que isso tenha um
efeito maior nas células.

No entanto, no presente estudo sugere-se que 0S espécimes necessitam de

maior tempo em contato com a substancia liquida para que ocorra maior absorcao.
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Um outro fator que deve ser lembrado e que retarda o processo de absorcédo é a
presenca de micropororos nos feltros de fibra de carbono, os quais podem aprisionar
ar, o que resulta em uma lentiddo no processo de absorcdo (Rodrigues et al., 2019;
do Amaral et al., 2017).

Todos 0s grupos apresentaram aumento da porcentagem de absor¢cdo com
o decorrer dos dias no ensaio de intumescimento, dados que corroboram com 0s
achados de Ryu et al. (2014), onde a fibra cPAN mostrou taxas maiores de absorcéo
comparada a estruturas de nanotubos de carbono (CNT). Isso pode ser explicado
pelo tamanho dos poros presentes na fibra que contribuiem na absorcdo (Rodrigues
et al., 2019). No presente estudo, os grupos FFCAAg, FCNA, FFCA mostraram
diferencas estatisticas significativas para absorcdo de ambas as solucbes, agua
destilada e PBS. No entando, € notavel que o grupo FFCAAg obteve maior
porcentagem de intumescimento, isso pode ser explicado pela presenca das
particulas de prata incorporadas nesta fibra, elas aumentam a area de superficie
exposta disponivel como descrito por Rodrigues et al. (2019), fazendo com que o
material absorva liquido de forma mais rapida, levando ao seu ganho de peso.

O comportamento mecéanico dos feltros também foi avaliado, pelo teste de
tracdo e modulo elastico. O ensaio de tracdo verifica a resisténcia do espécime a
uma forca aplicada, no presente estudo uma for¢ca de 10kg. O méddulo elastico,
verifica as deformac®es: plastica (P) e elastica (E), a primeira sendo aquela que
pode ser reversivel e a segunda onde o material fica permanentemente
comprometido, isso pode ser observado no gréafico de tracdo do presente estudo.
Com os resultados obtidos foi possivel verificar que o processo de ativagcdo nao
interfere nas propriedades mecanicas dos feltros, ja que dentre os grupos que Sao
ativados, o grupo FFCA foi 0 que se mostrou mais resistente e este passa pelo
processo de ativacdo, que consiste na criacéo de poros e remoc¢ao da parte amorfa
do material (do Amaral et al., 2017). No trabalho de Liu et al. (2016), foi verificada a
relacdo da incorporacdo de 6xido de grafeno com o aumento da resisténcia da fibra.
Os autores verificaram que a incorporacéo de 2% de oxido de grafeno deixou a fibra
reforcada. O grafeno é conhecido por ter uma resisténcia e modulo eléstico
excepcionalmente altos, no entanto quando temos a presenca do processo de
oxidacao na producéo da fibra, ocorre a reducédo dessas propriedades. No caso das

fibras deste estudo, todas que passam pelo processo de ativagcdo também passam
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pelo processo de oxidacdo, o que pode justificar uma resisténcia a tracao
relativamente baixa em comparacao a outras fibras.

A implantagdo de novos materiais na regido subcutédnea de ratos é um dos
métodos mais convenientes para verificacdo dos efeitos locais de inflamacgéo e
também biocompatibilidade in vivo (Marques et al., 2013). O material que esta sendo
testado ndo pode ser danoso ao hospedeiro. Neste estudo, a resposta inflamatoria
local foi avaliada em dois periodos: 7 e 21 dias. Em 7 dias, obteve-se o esperado a
um infiltrado inflamatério de leve a moderado em todos os grupos. Presenca de
capsula de tecido conjuntivo envolvendo o implante, vasos neoformados mostrando
alta atividade metabodlica e predominancia de leucécitos. JA aos 21 dias,
caracteristicas de infiltrado inflamatério leve foi observado, maior presenca de
células gigantes multinucleadas, plasmdcitos e aumento nos processos de
fagocitose. Ambos os periodos corroboram com os resultados obtidos por Camargo
et al. (2010), Marsi et al. (2019) e Aoki et al. (2009).

A preocupacao sobre a possibilidade de materiais a base de carbono estar
relacionada a uma toxicidade aguda sistémica no hospedeiro apds sua implantacéo,
vem sendo abordada na literatura recentemente (Ying et al., 2019). Por isso, neste
estudo, foram removidos os rins, coracédo, figado e baco para analise. Assim que
foram removidos, os 6rgdos ndo apresentaram edema ou sangramento em excesso.
N&o foram observadas anormalidade nos 6rgaos dos grupos experimentais, todas as
estruturas corresponderam ao grupo controle, tanto na parte estrutural quanto
celular. Esses achados sugerem que o0s quatro tipos de materiais testados nédo
causaram uma toxicidade aguda sistémica nos animais.

A coloracdo Picrosirius verifica a presenca dos subtipos de colageno e
também a organizagdo de suas fibras. Esta tem sido utilizada para avaliagdo do
processo de cicatrizagdo, relacionando a quantidade e qualidade do colageno
formado como resultado da cicatrizacdo final (Cuttle et al., 2005). Apds uma
agressao o primeiro colageno a se formar € o do tipo Ill, o que foi possivel observar
nos cortes de 7 dias. Com o passar do tempo, ocorre o amadurecimento das fibras
coldgenas, aos 21 dias foi observado maior presenca de fibras da cor amarelo
avermelhado, caracterizando fibras colagenas tipo I. O grupo FFCA apresentou
maior densidade de fibras colagenas no periodo de 7 dias e isso pode estar

relacionado com o fato da predominancia de fibras colagenas do tipo | a longo prazo.
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Ja o grupo TFCA nédo apresentou mudancas de amadurecimento da fibra colagena
tipo Il para a fibra tipo I, 0 que ndo é favoravel a um material com vistas a obtencéo
de scaffolds para engenharia tecidual 6ssea.

Portanto, este estudo mostrou que as fibras apresentaram propriedades
distintas, sendo FFCNA e TFCA hidrofébicas e FFCA e FFCAAg hidrofilicas. Na
avaliacado da resisténcia a tracdo, FFCA se apresentou mais resistente e FFCAAg
com maior resisténcia a deformagdo. Quanto ao intumescimento, FFCAAg e FFCA
apresentaram maiores indices de absorcdo para as solugcdes de PBS e &agua
destilada. No teste in vivo, os materiais implantados ndo causaram toxicidade
sistémica e a resposta inflamatéria correspondeu dentro dos parametros de
normalidade nos periodos de 7 e 21 dias. Ja na avaliacdo da maturacdo das fibras
coldgenas, apenas o grupo TFCA ndo apresentou mudancas para a fibra colagena
tipo 1.

Como limitacdes do estudo pode-se destacar a auséncia de outros liquidos
para o teste de molhabilidade, bem como andlise por cromatografia liquida que
poderia colaborar para compreensao da taxa de carbono circulante no organismo
dos animais. De todo modo, o presente estudo contribui com informacdes relevantes
para a literatura, posto que ha uma escassez sobre o tema abordado. Sugere-se que
testes mais aprofundados sejam realizados, ainda em estudos futuros de fase pré-

clinica.
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6 CONCLUSAO

Por meio das andlises relizadas constatou-se que o TFCA se apresentou
hidrofébico, pouco resistente a tracdo e baixo potencial para maturacdo de fibras
colagenas. Portanto o TFCA mostrou-se com pouco potencial para ser indicado
como possivel scaffold para engenharia tecidual éssea.

Conclui-se que FFCNA, FFCA e FFCAAg, possuem potencial para serem
consideradas scaffolds, devido as seguintes caracteristicas apresentadas: boa taxa

de absorcao, hidrofilicidade e atoxicas.
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ANEXO A — Certificado de aprovacdo pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA).

CERTIFICADO
CEUA - Comissdo de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICAMOS, que o protocolo registrado sob o n° 14/2020,
intitulado:- Fibra de carbono ativado:- Caracterizaciio e avalia¢io da resposta inflamatéria em ratos ,
sob a responsabilidade de ANDREA CARVALHO DE MARCO, tendo como colaboradores:-
Clarissa Carvalho Martins Maciel, Kaué Alberto Pereira, Leticia Cavassini Torquato e Eduardo
Antonio Chelin Suarez, e que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de
2009 e com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - ICT —
CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS-UNESP), em reunido de 19/11/2020.

" ( )Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
VigSnci.oe: Auloreacia 11/12/2020 a 10/12/2021
Espécie/linhagem/raca Ratos Heterogénico Wistar
N° de Animais 12 ratos
Pesol/ldade 90 dias / 300 grs.
Sexo Macho
Origem Biotério Central — Campus de Botucatu-UNESP
COMPROMISSOS:-
Relatério cientifico PERIODO ENVIO PARA A CEUA
PARCIAL 11/12/2020 a 11/06/2021 28/06/2021
FINAL 12/06/2021 a 10/12/2021 10/01/2022

Obs:- 01) O ndo cumprimento dos prazos jd estd implicando na impossibilidade de analise de novos protocolos pela
CEUA/ICT_CSJC, caso ndo haja solicitagio de prorrogagio do prazo para entrega do relatério, com justificativa.

02) Sera enviado via Secretaria da CEUA-ICT-CSJC-UNESP, aviso de alerta para envio do RC

S&o José dos Campos, 19 de novembro de 2020
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