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RESUMO

ESTUDO DA ESTERILIZACAO DE SCAFFOLDS PARA REGENERACAO DO
TECIDO OSSEO
O desenvolvimento de biomateriais para a regeneracdo de tecidos € de grande
importancia e sua demanda aumenta a cada dia, devido ao aumento do
envelhecimento da populacédo, da expectativa e qualidade de vida, bem como ao
aumento das taxas de acidentes (transito e violéncia). Os Scaffolds sdo uma
estrutura tridimensional, projetada para suportar infiltracdo, crescimento e
diferenciacéo celular, a fim de melhorar o desenvolvimento e a formacdo de novos
tecidos. Muitos biomateriais podem ser usados para fabricar essas estruturas, como
as bioceramicas e biopolimeros. No entanto, poucos estudos foram realizados para
avaliar sua contaminacdo microbiolégica e a influéncia dos métodos de esterilizacdo
podem ter sobre a estrutura e propriedades dos implantes. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar as propriedades mecanicas, fisico-quimicas e
microbiolégicas, antes e ap06s trés métodos de esterilizacdo. Esses Scaffolds foram
feitos de celulose bacteriana, alginato de sddio e fosfato de calcio amorfo. Os
Scaffolds foram elaborados mediante processo de liofilizacdo. Eles foram divididos
em quatro grupos: um grupo controle e trés diferentes métodos de esterilizacéo
(esterilizacdo a vapor, esterilizacdo por irradiacdo ultravioleta e esterilizacdo por
micro-ondas). O numero de coldnias viaveis (UFC/mL) foi obtido através do
plagueamento das amostras em Agar Dextrose Sabouraud com Cloranfenicol (SDA),
Agar Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI), Chromagar e Agar Sangue. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata e analisados estatisticamente. Para
avaliar se o0 processo de esterilizacdo afetou a estrutura e composicédo quimica dos
Scaffolds, as amostras correspondentes a cada grupo foram caracterizadas por
Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV). Os
resultados mostraram que a esterilizagdo a vapor foi eficaz na eliminacdo de micro-
organismos, enquanto a esterilizacdo por micro-ondas, diminuiu significativamente o
namero de UFC/mL, e a ultravioleta ndo demonstrou agéo esterilizante. Conclui-se
que o processo de esterilizacdo a vapor foi o mais efetivo, ndo observando

mudancas na estrutura e composicao dos Scaffolds.

Palavras-chave: Esterilizacdo. Scaffolds. Fosfatos de calcio. Celulose bacteriana.



ABSTRACT

SCAFFOLDS STERILIZATION STUDY FOR BONE TISSUE REGENERATION
The development of biomaterials for the regeneration of tissues is of great
importance and their demand increases every day, due to the increase of the aging
population, of the expectation and quality of life, as well as the increase of the
accident rates (traffic and violence). Scaffolds are a three-dimensional structure
designed to withstand cellular infiltration, growth and differentiation in order to
improve the development and formation of new tissues. Many biomaterials can be
used to make these structures, such as bioceramics and biopolymers. However, few
studies have been conducted to evaluate its microbiological contamination and the
influence of sterilization methods may have on the structure and properties of
implants. Thus, the aim of this work was to evaluate the mechanical, physicochemical
and microbiological properties of Scaffolds, before and after three different
sterilization methods. These Scaffolds were made of bacterial cellulose, sodium
alginate and amorphous calcium phosphate. Scaffolds were made by lyophilization
process. They were divided into four groups: a control group and three different
sterilization techniques (steam sterilization, sterilization by ultraviolet irradiation and
microwave sterilization). The number of viable colonies (CFU/mL) was obtained by
plating the samples in Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol (SDA), Brain
and Heart Infusion Agar (BHI), Chromagar and Blood Agar. All experiments were
performed in triplicate and analyzed statistically. Later, the samples were
characterized by X-ray Diffraction (XRD), Infrared Spectroscopy with Fourier
Transform (FTIR) and Microscopy Scanning Electronics (SEM) in order to evaluate if
the sterilization process affected the structure and chemical composition of the
Scaffolds. The results showed that steam sterilization was effective in eliminating the
microorganisms, whereas microwave sterilization significantly reduced the number of
CFU/mL, and ultraviolet did not demonstrate sterilizing efficacy. It was concluded that
the steam sterilization process was the most effective, not observing changes in the

structure and composition of the Scaffolds.

Keywords: Sterilization. Scaffolds. Calcium phosphates. Bacterial cellulose.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos tipos de tratamento para regeneracgéo tecidual
€ uma area de grande impacto social, visto que uma propor¢do significativa das
doencas crbnicas progressivas é representada pelas doencas degenerativas, as
quais podem ndo apresentar abordagens terapéuticas eficazes, resultando em
aumento da morbidade populacional. O tecido 0sseo tem a capacidade de
regeneracdo, porém € limitada com o tamanho da lesdo, assim defeitos 0sseos
grandes nao se regeneram espontaneamente (MCNAMARA et al.,, 2014). O
preenchimento de defeitos com osso do proprio paciente, de doadores ou por
préteses sintéticas sdo opcdes de tratamento regenerativo. No entanto, esta pratica
de substituicido por enxertos € restrita devido a quantidade limitada de tecido,
auséncia de biocompatibilidade, infeccao e rejeicdo imunoldgica (SOWJANYA et al.,
2013; CUERVO-LOZANO et al., 2018). Ja as proteses apresentam limitacdes por
nao terem como funcionalidade a regeneracdo, mas sim uma estruturacao
mecanica.

O numero significativo de pessoas que sofrem destes problemas, assim
como 0S consequentes custos socioecondmicos, evidenciam a necessidade do
desenvolvimento de terapias alternativas para a solucdo destas perdas. Com o
intuito de aumentar a expectativa e qualidade de vida da populacdo, a Engenharia
de Tecidos busca desenvolver novos sistemas para atuarem como suporte artificial
temporario para regeneracao de 6rgaos e tecidos que tenham sofrido algum dano.
Nessa perspectiva 0s biomateriais sdo exemplos de materiais com resultados
promissores para aplicacdo em dispositivos médicos ou estruturas para regeneracao
do tecido 0sseo. As principais classes de materiais utilizados na composi¢cdo dos
biomateriais sdo: metais, polimeros, compadsitos e ceramicos. Em virtude da boa
biocompatibilidade, adequada resisténcia mecanica e dureza, as bioceramicas e 0s
biopolimeros tém recebido destaque na area médica, contudo, ambos apresentam
limitacbes como alta densidade e liberacdo de particulas, respectivamente
(KAWACHI et al., 2000). Os biomateriais formados a partir de compésitos tem o
intuito de superar essas limitagdes, pois se trata da combinacdo de materiais de
diferentes caracteristicas, resultando em uma associacao com propriedades superior

a dos materiais atuando individualmente (CHEN et al., 2012).
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A Engenharia de Tecidos tem desenvolvido uma alternativa para promover a
regeneracao tecidual éssea, designada por Scaffolds, os quais sdo estruturas
tridimensionais biodegradaveis, constituidos pelos diferentes biomateriais, que
funcionam como suporte para o crescimento celular, podendo ocorrer in vivo ou in
vitro. Dessa maneira auxiliam na agregacao, proliferacdo e diferenciacdo celular,
promovendo um ambiente adequado para deposicdo da nova matriz extracelular
0ssea, e consequentemente, para regeneracdo de tecido 6sseo (MORENO, 2014).
Uma das vantagens na utilizacdo dessas estruturas € sua completa degradacao ao
longo do tempo, eliminando a necessidade de cirurgia para a recuperacdo do
implante, permitindo uma recuperacdo mais rapida no local da lesdo (DAI et al.,
2016). Uma vez que os Scaffolds sdo constituidos por biomateriais estes precisam
apresentar caracteristicas semelhantes para a utilizacdo em sistemas bioldgicos,
como biocompatibilidade, taxa de degradacdo adequada, porosidade, além de
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas a adesao de células e formacao de novo
tecido (FONTES, 2010). Portanto, a escolha dos biomateriais mais adequados para
a producdo de um Scaffold, capaz de cumprir todos esses requisitos € um passo
critico a ser estudado e continua sendo objeto de pesquisas para a Medicina
Regenerativa (GAUTAM et al., 2013; YU et al., 2017).

No que se refere a fabricacdo dos Scaffolds, estes podem ser produzidos via
método convencional (liofilizacdo, lixiviagdo, formacdo de espumas, e separacao de
fases) ou via prototipagem rapida (impresséao tridimensional - 3D, estereolitografia,
sinterizacdo laser e extrusdo). Enquanto a metodologia convencional ndo permite o
controle da arquitetura interna do Scaffolds ou um alto controle de sua porosidade, a
prototipagem rapida atua de maneira contraria, proporcionando a fabricacdo de
Scaffolds de geometria complexa, com maior controle da porosidade e arquitetura
interna (MA, 2004).

Além dos métodos de fabricagdo, outra etapa essencial € a esterilizacéo,
pois, devido as propriedades biologicas que os biomateriais utilizados precisam
apresentar, estas estruturas tornam-se alvo de contaminacdo microbioldgica,
associada a sua utilizacdo in vivo. A esterilizacdo é um processo pelo qual um
produto torna-se livre de contaminagdo de micro-organismos vivos. Quando se
esterilizam estruturas biodegradaveis, a técnica de esterilizacdo escolhida deve
manter as propriedades estruturais e bioquimicas dos Scaffolds, garantindo que

cumprirdo as finalidades pretendidas apés a esterilizagdo. Essas estruturas podem
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ser contaminadas por uma ampla gama de micro-organismo, como virus, fungos e
bactérias. Esses micro-organismos podem causar infeccbes e doencas, por
exemplo, tétano, gripe, AIDS, febre amarela, candidiase e histoplasmose
(COGLIATI, 2013). De acordo com as caracteristicas morfoldgicas, cada micro-
organismo apresenta um nivel de resisténcia a esterilizacdo. De acordo com DAI et
al. (2016) em termos de resisténcia as esterilizagdes, na ordem de alto a baixo, 0s
esporos bacterianos mostraram ser 0s mais resistentes, seguidos por micobactérias,
virus sem envelope, fungos, bactérias e virus envelopados. Estdo sendo testadas
técnicas de esterilizacdo, como iodo, acido peracético (PAA) e alguns métodos
recentemente desenvolvidos, como liofilizacdo e dioxido de carbono supercritico
(sCOz2). Por exemplo, Jimenez et al. (2008) avaliaram a eficacia da esterilizagdo do
sCO2 no poli (acrilacido-co-acrilamida), um modelo de biomaterial hidrogel, e
relataram que a uma pressao de 27,6 MPa e a uma temperatura de 40°C, o hidrogel
era efetivamente esterilizado.

Portanto, considerando a importancia da utilizacdo de suportes estéreis em
ambientes bioldgicos e a crescente demanda por implantes para regeneracao 6ssea,
este trabalho tem o objetivo de estudar as propriedades mecanicas, fisico-quimicas
e microbiolégicas, antes e apds trés meétodos de esterilizagcdo, em Scaffolds

constituidos de celulose bacteriana, alginato de sddio e fosfato de calcio amorfo.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Estudar as propriedades mecanicas, fisico-quimicas e microbiologicas, antes
e apos trés metodologias de esterilizacdo sobre Scaffolds feitos de celulose
bacteriana, alginato de sddio e fosfato de calcio amorfo, visando a aplicagédo

destes na regeneracao éssea.

2.2 Especificos

e Produzir fosfato de calcio amorfo a escala de banco e caracterizar mediante
Difracdo de Raios X (DRX), Espectroscopia na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).



17

Elaborar uma tinta a base de alginato de sédio, celulose bacteriana e fosfato
de célcio amorfo e caracterizar através de Espectroscopia na regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), viscosidade e estudo de
estabilidade.

Confeccionar Scaffolds por processo de liofilizacao e caracterizar por meio de
Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), dureza e prova mecanica.

Estudar a efetividade da esterilizacdo por micro-ondas, vapor e por irradiacao
ultravioleta sobre os Scaffolds. Caracterizar os Scaffolds apds a esterilizacao
por Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e testes mecanicos.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Osso

3.1.1 Estrutura 6ssea

Na estrutura do osso humano encontram-se diferentes tipos de tecidos que
trabalham juntos, como tecido ésseo, conjuntivo denso, cartilaginoso, nervoso,
adiposo e epitelial, além de serem ricos em vasos sanguineos. A matriz 6éssea €
formada por compostos inorganicos, principalmente ions de calcio e fosforo,
formando cristais de hidroxiapatita e componentes organicos, incluindo colageno e
proteinas ndo colagenosas, conferindo rigidez e certa elasticidade ao osso (CHEN et

al., 2014). A Tabela 1 apresenta a composicao quimica do tecido 6sseo.

Tabela 1 - Composi¢éo quimica do tecido 6sseo

. % em . % em
Fase Inorganica Fase Organica
massa massa
Hidroxiapatita 60 Colageno 20
Carbonato 4,0 Agua 9,0
Citrato 0,9 Proteinas 3,0
Sodio 0,7
Magnésio 0,5
Outros:
Outros: o ) )
Lipidios, polissacarideos, osteoblastos,
F, Cl, Sr*, Pb*?, . 3
osteoclastos, ostedcitos e células
CU+2, Zn+2, Fe+2
osteoprogenitoras

Fonte: WU et al. (2014)

O tecido 0sseo tem diversas fungdes no organismo, como proteger tecidos
moles, servir de suporte para os musculos, além de armazenar 0s minerais célcio e
fésforo (KATCHBURIAN; ARANA, 2012). Na Figura 1, percebe-se que ele é formado
por uma parte sem cavidade, denominado 0sso compacto, e uma outra parte com

muitas cavidades, chamada 0sso esponjoso.
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Figura 1 - Estrutura 6ssea
Fonte: https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epiteliol7.php

Trata-se de uma classificacdo de ordem macroscopica, pois quando essas
partes sao observadas no microscopio, observa-se que ambas apresentam o
mesmo tipo de célula e de substancia intercelular. O tecido 6sseo esponjoso possui
espacos medulares grandes enquanto o tecido 6sseo compacto ndo apresenta, mas
possuem um conjunto de canais que sdo percorridos por nervos e vasos
sanguineos, os chamados canais de Havers e canais de Volkmann. Os canais
Havers (Figura 2) percorrem o 0sso longitudinalmente e podem comunicar-se entre
si, com a cavidade medular e com a superficie externa do 0sso por meio dos canais
de Volkmann que percorrem perpendicularmente ao eixo maior do osso (WU et al.,
2014; RIZZO, 2015).

No interior dos 0ssos esta a medula 0ssea, estas podem ser de dois tipos:
amarela, constituida por tecido adiposo, e vermelha, formadora de células do
sangue e plaquetas como mostrado na Figura 1. No recém-nascido, toda a medula
ossea € vermelha, ja no adulto, a medula vermelha fica limitada aos ossos do créanio,
das costelas, das veértebras, no fémur e do umero. Com o tempo, a medula 0ssea
vermelha presente no fémur e no umero transforma-se em amarela (WU et al.,
2014).


https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio17.php
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Figura 2 - Canal de Havers e canal de Volkmann
Fonte: WU et al. (2014)

3.1.2 Formacdao 6ssea

Durante o estagio embrionério, o esqueleto humano é formado somente por
cartilagem e sO apoOs algumas semanas ocorre 0 crescimento 6sseo. Ha dois
processos de crescimento: ossificacdo intramembranosa e ossificacdo endocondral.
No endocondral ha a formacdo de ossos longos (bracos, pernas, vértebras e
quadris). Os osteoblastos, que sdo derivados de células mesenquimatosas,
encostam na matriz cartilaginosas depositando a matriz éssea e depois de alguns
dias, se mineralizam, originando-se as células conhecidas como ostedcitos. Nesse
processo, a cartilagem é substituida gradualmente pelo tecido dsseo. J4 na
intramembranosa ha a formagdo dos ossos do cranio, clavicula, entre outros. O
processo ocorre quando as células mesenquimatosas no interior do tecido
conjuntivo, se diferenciam em osteoblastos, que por sua vez, originam-se em
osteoides e apds a calcificacdo, transformam-se em ostedcitos, formando o tecido
0sseo camada por camada (JUDAS et al., 2012).

Os quatro principais tipos de células (Figura 3) que ird formar o tecido 6ésseo
sdo 0s osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e as células osteoprogenitoras ou
osteogénicas (CARREIRA et al., 2014).
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Célula osteogénica  Osteoblasto Ostedcito Osteoclasto

Figura 3 - Principais tipos de células 6sseas
Fonte: RIZZO (2015)

Os osteoblastos sdo células imaturas responséaveis pela formacdo da matriz
6ssea, que sera posteriormente mineralizada. A medida que a matriz € construida,
as células ficam envoltas por ela e passam a ser chamadas de ostedcitos. Os
ostedcitos sdo 0s osteoblastos aprisionados dentro da matriz calcificada e tem a
funcdo de manter o teor de mineral e proteinas na matriz 6ssea. Os osteoclastos sdo
células grandes, multinucleadas, produzem enzimas responsaveis por digerir o
tecido 6sseo e que também permitem a reabsor¢cdo do osso. Os osteoclastos
possuem mecanismos necessarios para a liberacdo de ions calcio e fosfato para a
corrente sanguinea e para a digestdo da matriz organica. Ja as células
osteoprogenitoras ou osteogénicas, quando ocorre a necessidade de reparo do 0sso
por fratura, podem se diferenciar formando novos osteoblastos (HANKENSON et al.,
2015; GU et al., 2017).

O tecido 6sseo é altamente organizado e possui potencial para reconstruir
sua estrutura original por meio de processos de renovagao e remodelacao, durante a
vida toda. A formagcdo do osso pode ocorrer por trés processos distintos, sendo
denominados como osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. A osteogénese, €
guando ocorre a formacado do 0sso em novos sitios pela colocacdo de osteoblastos
adequados. Na osteoinducdo, 0 processo € caracterizado quando células
mesenquimais sao estimuladas e se diferenciam em células formadoras de 0ssos.
Por exemplo, o 0sso imaturo é um material osteoindutor, e quando recebido algum
estimulo, ocorre a ossificacdo. Ja a osteoconducéo € quando um material permite o
crescimento 0sseo em sua superficie ou em seus poros, servindo como Scaffold
para a migracdo celular. Quando um material é osteocondutor, 0os osteoblastos
migram nesse suporte, depositam a matriz 6ssea, ocorrendo assim mineralizacédo
em seguida (CARREIRA et al., 2014; HANKENSON et al., 2015).
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3.2 Medicina Regenerativa

A Medicina Regenerativa consiste na reparagdo, regeneracédo ou
substituicdo de células, tecidos ou 6rgdos com o objetivo de restaurar a sua funcao
por meio de terapias eficazes, consistentes e seguras (POLAK, 2010). Neste
contexto sdo utilizadas as células humanas, especificamente as células tronco
adultas, as células tronco embrionarias e a células pluripotentes que séo células
programadas a partir das células adultas (GOUDARZI et al., 2017). Segundo
FIDELES (2014), o uso dessa tecnologia disruptiva permite potencialmente substituir
medicamentos e préteses sintéticas.

A Medicina Regenerativa envolve um campo de pesquisa multidisciplinar,
com grupos de diferentes especializacdes. Uma das areas mais importantes é a
Engenharia de Tecidos, pois utiliza métodos para promover o crescimento celular,
através de uma combinacéo de células, biomateriais e moléculas solluveis (DAAR;
GREENWOOD, 2007; NEREM, 2010).

3.3 Engenharia de Tecidos

Foi realizada por Vacanti e Langer’s, no ano de 1993 a primeira citagao
cientifica a respeito da Engenharia de Tecidos, como uma disciplina distinta no
campo das ciéncias biomédicas. E uma ciéncia que aplica os fundamentos da
engenharia e da biologia para o desenvolvimento de substitutos biolégicos,
denominados por Scaffolds, que permitem a regeneracdo 6ssea (NAPOLITANO,
2017).

Para a obtencdo de novos tecidos, a Engenharia de Tecidos utiliza trés
ferramentas essenciais: células, suportes e fatores de crescimento. As células
secretam moléculas extracelulares (matriz extracelular), que fornecem auxilio
estrutural e bioquimico (fatores de crescimento), permitindo as interacbes célula-
célula para a formac&o do tecido 6sseo (FIDELES 2014), o suporte deve fornecer o
ambiente apropriado para as células crescerem, e os fatores de crescimento, deve
facilitar e promover a regeneracéo tecidual (CHATZINIKOLAIDOU et al., 2017).

Estes suportes que fornecem o ambiente adequado para as células
realizarem as suas funcdes, passaram a ser denominados por Scaffolds
(TURNBULL et al., 2017). Se a formacéo do novo tecido for realizada em ambiente

in vitro, este carece de um biorreator, que em conjunto com a matriz extracelular
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fornece condicdes que se tem in vivo. Apos o cultivo do tecido, ele é implantado no
paciente. No caso do crescimento in vivo, ha duas linhas principais por onde a
Engenharia Tecidual pode ser aplicada. A primeira consiste na implantagéo direta de
um Scaffolds na regido do defeito désseo, porém sem a utilizagdo de células
semeadas. Essa técnica consiste na capacidade de migracdo de células adjacentes
formadoras de tecido 6sseo. Em outra linha, ocorre a coleta de material celular de
um individuo, que é dissociado em células especificas do tecido 6sseo alvo, em
seguida cultivadas sobre um Scaffolds, para entdo serem implantadas neste mesmo
individuo (Figura 4). Esta estratégia € a mais utilizada pela Engenharia de Tecidos e
em comparacdo aos outros meétodos € a que conduz os melhores resultados
(TEIMOURI et al., 2015).

& A:\_\ TACAO BIOPSLN

\)’«. -

COLETA DE CELULAS
DESENVOLVIMENTO DO TECIDO

L

CULTIVO CELULAR

PROLIFERAGAO CELULAR

Figura 4 - Conceito de Engenharia de Tecidos
Fonte: RAMOS (2011)

3.3.1 Células

As células sdo muito importantes para a regeneragao e reparacao 0ssea. Na
construgdo de um novo tecido, as células podem ser de origem autologas,
alogénicas e xenogénicas. As células autélogas sao células do proprio paciente, as

células alogénicas provém de outro individuo e as células xenogénicas sdo células
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de origem animal (GOLCHIN; FARAHANY, 2019). Embora seja um processo com
maior custo socioecondmico, sempre que possivel deve se optar por células
alogénicas, pois, por se tratar de células do préprio paciente, isso permite a
aceitacdo do sistema imunitario, evitando riscos de rejeicbes imunoldgicas e
infecdes virais (FERREIRA et al., 2012). Estas células podem ser extraidas por
bidpsia, um procedimento cirdrgico no qual se colhe uma amostra de tecido ou
células do paciente para posterior estudo em laboratério.

As células-tronco, conhecidas também como células estaminais, séo tipo de
células mais utilizadas na Engenharia de Tecidos, porque estas apresentam a
capacidade de autorrenovacao, gerando outras células-tronco e a capacidade de se
diferenciarem em diversas linhagens celulares (Figura 5) (GAO et al.,, 2014,
VERYASOV et al., 2014).

J

Células-tronco: ..se auto-replicar, gerando

outras células-tronco

>

Sdo células que podem...

...se diferenciar em diversos
tipos celulares

Figura 5 - Diferenciacdo das células-tronco
Fonte: http://www.rntc.org.br/ceacutelulas-tronco.html

Existem trés principais tipos de células-tronco, as células-tronco
embrionarias e as ndo embrionarias, que tem fontes naturais, e as células-tronco
pluripotentes induzidas que foram obtidas por pesquisadores no ano de 2007. As
células-tronco embrionérias sao pluripotentes, o que significa que podem dar origem
a todos os tipos de células. S&o encontradas no interior do embrido, no estagio
blastocisto, que ocorre entre quatro a cinco dias apos a fecundacédo. Na Figura 6, a
regido circulada em colorido corresponde a massa celular interna e sdo estas células

que chamamaos de células-tronco embrionarias (TOLLEMAR et al., 2016).
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Figura 6 - Células-tronco embrionarias sendo extraida do blastocisto
Fonte: http://www.rntc.org.br/ceacutelulas-tronco.htmi

As células-tronco ndo embrionarias (células-tronco adultas) sé&o
consideradas multipotentes, ou seja, sdo capazes de se diferenciar em um numero
limitado de outros tipos de células (Figura 7). Encontram-se, principalmente, na
medula 6ssea e no sangue do corddo umbilical, mas podem ser encontradas em
diversos locais do organismo (TOLLEMAR et al., 2016).

J4 as células-tronco pluripotentes induzidas, foram produzidas em
laboratorio, pelo cientista japonés Shynia Yamanaka. O pesquisador foi contemplado
com o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2012, juntamente com o britanico
John Gurdon, pela descoberta de que células adultas podem ser reprogramadas
para se tornarem pluripotentes (PETRICCIANI et al., 2017). Em 2006, Yamanaka
identificou um pequeno numero de genes dentro do genoma de camundongos que
se mostraram decisivos nesse processo. Neste caso, as células da pele de um
camundongo foram reprogramadas para células-tronco embrionarias, podendo se
transformar em diferentes tipos celulares.

Em novembro de 2007, foram geradas as primeiras celulas induzidas
humanas, a partir de fibroblastos humano, que é uma célula adulta constituinte do
tecido conjuntivo, introduzindo os mesmos genes encontrados via vetores virais.
Esse processo de reprogramacao se da através da insercédo de virus, contendo 4
genes (oct-4, sox-2, Klf-4 e c-Myc). Desse modo, o0 virus ao infectar a célula, insere
estes genes no DNA da célula-tronco adulta e reprogramam o cbédigo genético,

fazendo com que as células retornem ao estagio de célula-tronco embrionéaria
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(Figura 8). Estas células sdo denominadas de células-tronco de pluripoténcia
induzida ou células iPS (do inglés Induced Pluripotent Stem Cells) (GOUDARZI et
al., 2017).
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Figura 7 - Obtenc¢éo de células-tronco adultas
Fonte: http://www.rntc.org.br/ceacutelulas-tronco.htmi

Devido a questbes éticas ao uso das células-tronco embrionarias, a
Engenharia de Tecido tem dificuldades em utiliza-las livremente. Com a producéo
das células iPS esse problema tende a ser resolvido, uma vez que estas células sao
originadas a partir de células-tronco adultas, que ndo apresentam tantos problemas
éticos, pois podem ser encontradas em diversos locais do organismo. Outra
dificuldade em usar células embrionéarias é que elas s6 podem ser usadas apos a
sua diferenciacdo total, garantindo a regeneracdo tecidual sem aparecimento de
tumores (OLIVEIRA et al., 2010).

No sangue do corddo umbilical encontram-se as células estaminais
hematopoiéticas, que sdo células-tronco ndo embrionaria. S&o células consideradas
pluripotentes, pois sdo capazes de se diferenciar em todas as células da linhagem
sanguinea (Figura 9), como eritrocitos (glébulos vermelhos) e leucdcitos (glébulos
brancos) (ZAHOREC et al., 2014).
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induced pluripotent stem cells
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Figura 8 - Reprogramagao das células da pele através da insercao dos vetores virais
Fonte: http://www.rntc.org.br/ceacutelulas-tronco.html
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Figura 9 - Diferenciacédo da célula hematopoiética
Fonte: http://www.criovida.pt/celulas-estaminai

Nos ultimos anos, o sangue do corddo umbilical tornou-se numa importante

e relevante alternativa a medula éssea nos transplantes hematopoiéticos, nas quais



28

€ necessario regenerar o sistema sanguineo e imunolégico do paciente (ZAHOREC
et al., 2014).

J& no tecido do corddo umbilical temos as células conhecidas como células
estaminais mesenquimatosas (MSCs). Também sao células-tronco adultas, mas
esta sado classificados como multipotentes (Figura 10) e podem ser utilizadas como

suporte no transplante hematopoiético (ZAHOREC et al., 2014).
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Figura 10 - Célula mesenquimatosa e suas diferenciacdes
Fonte: http://www.criovida.pt/celulas-estaminais

Tanto as células estaminais hematopoiéticas quanto as MSCs podem ser
encontradas em diferentes regides do organismo, porém tém a vantagem de estar
disponiveis nos cordées umbilicais no qual sdo rejeitados apds o parto, contribuindo
para bancos de células-tronco. Na medicina regenerativa 0 uso de células
mesenquimais é a chave para alcancar seus objetivos, pois estas sao progenitoras
de tecidos esqueléticos, como tecido muscular, adiposo, e conjuntivo, destacando
sua relevancia na formacdo de ossos (osteoblastos) e cartilagem (condrdcitos)
(OLIVEIRA et al., 2010).

3.3.2 Biomateriais

A ciéncia dos biomateriais engloba varios conhecimentos de areas como
biologia, engenharia, medicina, quimica, entre outras. O aumento da longevidade e
traumas decorrentes de acidentes de transito, violéncia e por doencas faz com que o
mercado de biomateriais seja um dos mais crescentes no pais e no mundo (CGEE,
2010).
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Um biomaterial € definido como qualquer material natural ou sintético,
utilizado em dispositivos médicos ou implantes e que possam interagir com sistemas
biolégicos. Tem como objetivo tratar, substituir ou aumentar quaisquer tecidos,
orgdos ou fung¢des do organismo (BABU; OGLE, 2015).

Temos como exemplos de biomateriais, os implantes de seios, coracéo
artificial (Figura 11), lentes de contato, valvula do coracéo, protese de quadril,
implantes dentarios, dentre outros (PAVINATO, 2012).

Figura 11 - Coracao artificial constituido por biomaterial
Fonte: https://www.ethz.ch/en/news-and-events/eth news/news/2017/07/artificial_heart.html

Para que um material seja implantado no corpo humano ele requer algumas
propriedades fundamentais. Ha dois fatores essenciais para o sucesso de um
biomaterial. A biocompatibilidade para que o material tenha uma resposta apropriada
do tecido hospedeiro, sem causar reacdes adversas, e a biofuncionalidade, para que
0 material exerca a sua funcao corretamente, ou seja, ele deve suportar processos
quimicos, térmicos e mecéanicos sem substancial deterioracdo e pelo tempo
necessario (TURNBULL et al., 2017).

Segundo as caracteristicas das substancias que compdem um biomaterial,
este pode ser classificado segundo sua natureza quimica (naturais ou sintéticos),
reacdo tecidual e interacdo com o meio biolégico (bioativo, bioinerte, poroso ou
reabsorvivel) e origem (autdgenos, alégenos, xendgenos e aloplasticos) (PIRES,
2010).

De acordo com o comportamento dos biomateriais em meio biolégico, os

bioativos sdo materiais que, quando implantado no corpo humano, ocorre varias
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reacoes na interface tecido/implante, formando uma camada ativa sobre a superficie
do material, que possibilita reacées quimicas com o tecido vivo (ALLO et al., 2012;
FERNANDEZ-YAGUE et al., 2014).

Os bioinertes sdo materiais tolerados pelo organismo, ndo possuindo ligagcéo
com o tecido hospedeiro e a sua insercdo no corpo humano resulta na formacéo de
uma capsula fibrosa. Atualmente esse tipo de biomaterial € chamado de “quase
bioinerte” pois nenhum material é totalmente inerte, o que comprova pela formacao
da capsula fibrosa (ALLO et al., 2012; FERNANDEZ-YAGUE et al., 2014).

Os materiais reabsorviveis ou biodegradaveis sdo materiais que atuam por
um determinado tempo e depois sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo
organismo e assim substituidos por novos tecidos (ALLO et al., 2012; FERNANDEZ-
YAGUE et al., 2014).

Ja4 os biomateriais porosos, sdo materiais onde o crescimento do tecido
ocorre no interior dos poros e esta ligacao tecido/implante poroso € chamado fixagcéo
biolégica (ALLO et al.,, 2012; FERNANDEZ-YAGUE et al.,, 2014). A Tabela 2
apresenta as principais classes dos biomateriais de acordo a interacdo com 0 meio

biolégico com respectivos exemplos.

Tabela 2 - Classificagdo dos biomateriais de acordo com seu comportamento fisiol6gico

Biomaterial Interagcdo com o meio Exemplos
bioldgico
Bioativo Ligacao interfacial Fosfatos de calcio; Vitro-
ceramicas
Bioinerte Fixacado morfologica Alumina; Zirconia; Titanio;
Polietileno
Reabsorvivel Substituicdo por novos Fosfato tri-calcico (TCP);
tecidos Poli (4cido latico) — PLA
Poroso Crescimento de tecido Hidroxiapatita porosa
0sseo no interior dos
poros

Fonte: ALLO et al. (2012)

As principais classes de materiais utilizados na composicao dos biomateriais

sdo: metais, ceramicos, polimeros e compositos.
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Os biomaterias metalicos sédo utilizados em aplicacbes que exigem alta
resisténcia mecanica, como atividades de impacto e mastigacdo. Sua principal
desvantagem € que esses materiais podem sofrer corrosdo no meio fisioldgico,
havendo perda do material e consequentemente enfraguecimento do implante, além
dos efeitos indesejaveis ocasionados pelos produtos da corrosdo. Os mais usados
pela Engenharia de Tecidos sdo o aco inoxidavel, titanio e ligas metalicas (BABU;
OGLE et al., 2015).

Os ceramicos possuem boa biocompatibilidade, resisténcia a corroséo e
dureza, eles estdo disponiveis como redes porosas, recobrimentos de superficies,
compésitos com polimeros, dentre outros. Como exemplo, temos a alumina, zircénia,
carbono e os fosfatos de célcio. As biocerdmicas de fosfato de célcio, também
conhecidas como apatitas, sdo do tipo de maior relevancia na area de biomateriais.
A hidroxiapatita (HA), o fosfato de calcio amorfo (ACP), o fosfato tri-célcico (TCP) e 0
fosfato octa-calcico (OCP) sdo os quatro tipos de apatitas que ocorrem com maior
frequéncia em sistemas biolégicos, além de promoverem uma resposta imune
minima por parte do tecido, visto que sdo compostas essencialmente de ions de
calcio e fosfato, os quais ja estdo naturalmente presentes no organismo, (MARTINS,
2011; PAVINATO, 2012). Contudo, essas bioceramicas também apresentam
desvantagens, como baixo modulo de elasticidade e baixa resisténcia mecanica
(RIBEIRO, 2007; PIRES, 2010).

Os biopolimeros apresentam diferentes caracteristicas de acordo com a sua
origem. Dentre os biomateriais biopoliméricos sintéticos, destacam-se: polipropileno,
poliuretano, poli (alcool vinilico), resina epoxidica, metacrilatos, poli (propileno
fumaratos), poli (a-hidroxiacidos), poli (acido glicélico) — PGA, poli (acido latico) —
PLA e [poli (acido lactico-co-glicélico)] — PLGA. Algumas de suas propriedades séo:
alta elasticidade, baixa densidade e facil fabricacdo, sendo encontrados em areas
como odontologia, ortopedia e cardiologia (RIBEIRO, 2007; PIRES, 2010). Ja os de
origem natural, como o alginato, celulose, quitosana, amido, colageno e poli
(hidroxibutirato), além de serem biocompativeis e biodegradaveis, também
promovem maior proliferacdo celular quanto comparados aos sintéticos, pois
possuem uma estrutura semelhante a matriz extracelular do tecido alvo de
regeneracao. Entretanto, assim como os outros tipos de materiais, 0s biopolimeros

também apresentam limitacbes, como a baixa resisténcia mecanica, possivel
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liberacdo de particulas e contaminacdo microbiana (GIMENES, 2001; MORENO,
2014).

Os biomateriais compdsitos envolvem a associacdo adequada de dois ou
mais componentes acima citados, unidos por uma interface, resultando em materiais
com propriedades desejadas, ou seja, superando as limitacbes dos materiais
atuando individualmente (CHEN et al., 2012; RATNER et al., 2013). Como exemplo,
um pino de titdnio odontoldgico recoberto com uma camada de fosfato de calcio,
combina a resisténcia mecéanica do metal com a bioatividade e biocompatibilidade da
ceramica (RATNER et al., 2013).

O Grupo de Biomateriais do Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP,
realizou diversas pesquisas relacionadas aos fosfatos de célcio e seu uso como
biomateriais (PELIZARO et al., 2017a e 2017b; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al.,
2019a; TOLABA et al., 2018 e 2019). Ocorreram também alguns estudos sobre a
confeccdo de Scaffolds para a regeneracdo tecidual a partir de materiais
compositos. Entre os materiais estudados estdo as apatitas, a celulose bacteriana
(OLYVEIRA et al.,, 2017; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2017, 2017a e 2017b;
TIOMNO-TIOMNOVA et al.,, 2017; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2019) e o
alginato de sédio, nos quais sdo os biomateriais utilizados na elaboracédo da tinta

neste trabalho.

3.3.3 Scaffolds

As estruturas artificiais onde as células séo frequentemente transplantadas
ou infiltradas e que sdo capazes de suportar a formacdo de tecido em trés
dimensdes sdo chamadas de Scaffolds. Essas estruturas tridimensionais tém como
principais funcbes promover crescimento, proliferagdo e diferenciacdo celular do
tecido, promovendo a regeneracgao do tecido danificado de forma controlada (KIM et
al., 2015).

N&o ha consenso entre a comunidade cientifica sobre as caracteristicas que
um Scaffold deve possuir, para uma aplicagdo particular. Essas propriedades
dependem principalmente do tecido a ser regenerado e sobre o local e tamanho do
defeito, porém existem algumas carateristicas gerais principais que sao significativas
para o sucesso do seu desempenho como substitutos biologicos (SHIM et al., 2017),

como ser biocompativel, permitindo a atividade celular normal, com o intuito de



33

evitar danos locais ou sistémicos, ser biorreabsorvivel, cujos seus produtos de
degradacdo sejam metabolizados pelo organismo, apresentar uma microestrutura
porosa com poros de tamanhos adequados e interconectados, que proporcione uma
difusdo efetiva de oxigénio e nutrientes essenciais a sobrevivéncia celular (KIM et
al., 2015; PATI et al, 2015). Os Scaffolds devem ter também uma
biodegradabilidade controlada para suportar a formacdo do novo tecido, ter
propriedades mecéanicas que garantam o suporte estrutural no decorrer das
atividades normais do paciente, ser osteocondutor e osteoindutor, propiciando a
adesao e proliferacdo das células 6sseas (ONTES, 2010; CHEN et al., 2012).

Os Scaffolds devem ser fabricados a partir de biomateriais com propriedades
adequadas aos tecidos que se pretende regenerar. Esses requisitos e a exigéncia
estrutural tornam a confec¢do desses Scaffolds um processo complexo, exigindo do
profissional elevados conhecimentos sobre as caracteristicas dos biomateriais bem
como as técnicas de fabricacdo destes. O descumprimento destes e outros
requisitos na escolha do material pode comprometer o resultado esperado (HAN et
al., 2010).

A escolha do processo de fabricacdo € baseada nas caracteristicas do
tecido a reparar, tipo de material utilizado e complexidade do defeito. Os Scaffolds
podem ser construidos por dois métodos: métodos convencionais e métodos
avancados.

Dentre 0os métodos convencionais, podemos citar as técnicas, como
liofilizacdo, lixiviacdo, formacdo de espumas, separacdo de fases, formacdo de
fibras, entre outros. Neste trabalho foi utilizado a técnica de liofilizacdo que consiste
em um processo de desidratacdo, onde o0 material € congelado em dada
temperatura e posteriormente a agua € eliminada por sublimacédo, através de um
controle de vacuo. O equipamento responsavel pela realizacdo desse processo é
liofilizador. Estes métodos convencionais apresentam limitagdes quanto ao controle
da arquitetura interna e porosidade. Outras desvantagens € a intervencdo manual,
utilizacao de solventes toxicos e fracas propriedades mecanicas (HAN et al., 2010).

J4 nos métodos avancados temos as técnicas como estereolitografia,
sinterizacdo seletiva a laser, modelagem por deposicdo de material fundido,
impressao por jato de tinta e 0 mais promissor, a impresséo tridimensional - 3D que
pode, em breve, permitir a geracdo de grandes enxertos 0sseos artificiais com

arquitetura personalizada e especifica do paciente (TEMPLE et al., 2014,
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KONOPNICKI et al., 2015). Esses métodos tem o objetivo de resolver as limitacdes
inerentes aos métodos convencionais e sdo denominados de Manufatura Aditiva
(MA) ou prototipagem rapida. Diferente das técnicas convencionais, este processo
de fabricagdo de Scaffolds se inicia com o uso de imagens feita por Tomografia
Computadorizada (TC) e/ou Ressonancia Magnética (RM). As imagens podem ser
tratadas em programas para gerar um modelo tridimensional padronizado com
superficies triangulares (Standard Triangle Language — STL). Uma vez gerados, sdo
enviados diretamente as impressoras 3D ou sdo tratados em softwares CAD
(Computer Aided Designs) para trabalhar a geometria e superficies de acordo com a
exigéncia do tratamento (VOLPATO; CARVALHO, 2017). A Figura 12 mostra os

Scaffolds obtidos por liofilizag&o e impressao 3D.
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Figura 12 - Scaffolds obtidos por: (a) liofilizacéo (b) impressao tridimensional - 3D
Fonte: SULTANA e WANG (2011); YUN et al. (2014)

Vérios trabalhos vem sendo realizados com o objetivo de desenvolver novos
biomateriais que englobe uma quantidade maior de caracteristicas essenciais a
regeneracao 0ssea e metodos de fabricacdo que possa controlar a porosidade dos
Scaffolds na qual é um parametro de suma importancia para o crescimento tecidual
0sseo, pois permite a migracdo celular, vascularizacdo e difusdo de nutrientes,
permitindo a formacdo do novo tecido (KIM et al., 2015; SARTUQUI et al., 2016;
SHIM et al., 2017). Por exemplo, JIN et al. (2014) demonstraram que estruturas
tridimensionais constituidas de fibroina da seda e hidroxiapatita podem ser usados
como carreadores e que promovem uma liberacdo controlada e eficaz de células

estaminais mesenquimatosas (MSCs), para reparar defeitos 6sseos. Pittella (2017)
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desenvolveu Scaffolds de nanocelulose bacteriana para aplicacbes topicas e
verificou que o biomaterial ndo apresenta toxicidade, o que conclui que o material €
seguro para aplicagdo em humanos. HAN et al. (2010), utilizando a técnica de
liofilizacdo, estudaram a porosidade de Scaffolds de hidroxiapatita e alginato e
verificaram que seus Scaffolds exibiram estrutura altamente porosa com boa
interconectividade, com poros de tamanho entre 80 a 200 pm.

Segundo a literatura, em poros com dimensdes muito pequenas, as células
ndo conseguirdo proliferar ao longo do Scaffold devido a dificuldade de mobilidade
celular e penetracdo de vasos sanguineos para a regido. Poros com dimensdes
muito grandes criam um espaco vazio que dificulta o contato das células com a
superficie do poro, podendo ocasionar a morte celular. Para regeneracao tecidual,
estudos experimentais demonstraram uma porosidade o6tima de 5 pm para
neovascularizacdo, 5-15 ym para o desenvolvimento dos fibroblastos, 20 um para o
crescimento dos hepatécitos, de 20 a 125 ym para regeneracédo de pele e 40-100
Mm para o desenvolvimento ostedide que se forma antes da maturagdo do tecido
0sseo. A interconectividade entre os poros também é um fator fundamental para o
sucesso da Engenharia de Tecidos e nao deve ser inferior a 50 ym, pois os

osteoblastos possuem em média 30 ym de diametro (REBELO et al., 2015).

3.4 Métodos de esterilizacdo

Scaffolds tém sido extensivamente estudados devido as suas amplas
aplicacdes em Engenharia de Tecidos. No entanto, as infec¢cdes associadas ao uso
in vivo desses Scaffolds por diferentes contaminantes microbiologicos continuam a
ser um desafio significativo (DAI et al., 2016).

A esterilizagdo é a completa eliminacdo de todos os tipos de micro-
organismos, incluindo bactérias, leveduras e virus. A sua acdo € realizada por
processos fisicos e/ou quimicos que inativam todos as formas de vida microbiana. A
desinfeccao, por outro lado, € a eliminacdo de todos os micro-organismos, exceto os
enddsporos bacterianos (QIU et al., 2011; DAI et al., 2016).

Infelizmente, a maioria dos meétodos de esterilizacdo ndo é adequada para
uso em materiais biolégicos. Por exemplo, altas temperaturas e altas doses de
radiacdo gama (> 30 kilogray (kGy)) sao efetivos na esterilizacdo, mas enfraguecem

a estrutura do colageno. Portanto, o método de esterilizagdo ndo deve causar
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nenhuma mudanca significativa no biomaterial que induza uma reposta adversa do
corpo e ndo deve alterar as propriedades mecanicas que comprometeriam a funcao
do implante (QIU et al., 2011).

Os métodos fisicos incluem o uso de calor, presséo, filtracdo e radiacédo
ionizante ou nao ionizante, enquanto os métodos quimicos incluem o6xido de etileno
(EtO), plasma, glutaraldeido, peroxido de hidrogénio, entre outros.

Micro-organismos diferentes possuem caracteristicas diferentes e, portanto,
seus niveis de resisténcia as técnicas de esterilizacdo ou desinfec¢édo diferem uns
dos outros (DAI et al., 2016). A Tabela 3 apresenta alguns métodos de esterilizacédo

e sua capacidade de matar diferentes tipos de micro-organismos.

Tabela 3 - Capacidade de inativar micro-organismos pelas diferentes técnicas de esterilizacdo

Nivel de Bactéria Enddsporo Virus ndo Virus

Categoria Técnica inativagdo Micobactéria vegetativa hacteriano  envelopado  envelopado Prion Fungo

Calor Tratamen(o Ao / / J J y / /
térmico

Iraciacéo Gama Alto Vv Vv J " Vv v
Feixe de elétrons Alto J J N v v J
W Medio Vv v

Plasma Plasma Alto J J N v v J J

Quimico EtO Alto Vv Vv J " v Vv v
PAA Alto Vv v v v Vv Vv
Etanol Medio v v v v
lodo Médio Vv J v v Vv Vv

Novas técnicas  sCO; Baixo v J J v
Antibiticos Baixo Vv

UV: ultravioleta; EtO: 6xido de etileno; PAA: acido peracético; sCOz2: diéxido de carbono supercritico
Fonte: DAI et al. (2016)

A inativagdo incompleta dos micro-organismos, os residuos toxicos e as
alteracdes nas propriedades estruturais e bioquimicas dos Scaffolds podem ser
fatores problematicos para a seguranca e eficacia dos mesmos. A Tabela 4
apresenta as vantagens e desvantagens das técnicas citadas na Tabela 3. Nesse
trabalho foram escolhidas as técnicas de esterilizagdo por micro-ondas, vapor e por
irradiacdo ultravioleta. Foram escolhidas por serem métodos simples, rapidos e de

baixo custo operacional e cada uma serd abordada com mais detalhes a seguir.

3.4.1 Esterilizacdo por micro-ondas

As micro-ondas séo radiagfes eletromagnéticas néo ionizantes. Sua regido

no espectro eletromagnético (Figura 13) se encontra entre a regidao do infravermelho
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e ondas de radio, possuem uma frequéncia de 300 a 300.000 MHz, correspondente

a comprimento de onda entre 1 mma 1 m.

Tabela 4 - Vantagens e desvantagens dos métodos de esterilizacéo

Categoria Técnica Vantagens Desvantagens
Calor Tratamento Simples, rapida, eficaz, alta A alta temperatura afeta as
térmico capacidade de penetracdo e sem propriedades estruturais de
residuos toxicos. polimeros biodegradaveis.
Irradiacdo  Gama Alta capacidade de penetracdo, Induz alteracdes nas propriedades
baixa temperatura, eficaz, facil de estruturais e tempo de exposicao
controlar e sem residuos toxicos.  alta.
Feixe de Baixa temperatura, facil de Induz alteracdes nas propriedades
elétrons controlar, rapida e sem residuos estruturais, necessidade de
toxicos. acelerador de elétrons e baixa
capacidade de penetragéo.
uv Baixa temperatura, rapida, baixo Nao eficazes e induzem
custo, sem residuos toxicos. alteracbes  nas propriedades
estruturais e bioquimicas de
polimeros biodegradaveis sob
longa duracgédo de exposicao.
Plasma Plasma Baixa temperatura, melhor Pode causar alteragcdes nas
interacdo celular, aumento da propriedades guimicas e
molhabilidade na superficie de mecanicas dos polimeros
polimeros biodegradaveis biodegradaveis.
e rapida.
Quimico EtO Eficaz e baixa temperatura. Induz alteracdes nas propriedades
estruturais, residuo téxico,
inflamavel, explosivo e
carcinogénico.
PAA Eficaz e baixa temperatura. Induz alteracbes nas propriedades
estruturais e  bioguimicas e
residuo acido.
Etanol Baixa temperatura, rdpida, baixo Nao é eficaz e altera as
custo, nenhum  equipamento propriedades estruturais e
complexo e sem residuos téxicos. bioquimicas dos Scaffolds.
lodo Baixa temperatura, sem alteracdo Induz alteracdes nas propriedades
de propriedade estrutural, rdpida.  bioquimicas.
Novas sCOz2 Nenhum residuo téxico, nenhuma Pode afetar a porosidade e a
técnicas mudanca de propriedade morfologia dos Scaffolds.
bioquimica.

Antibiéticos

Conveniente, simples.

Nao eficaz e residuo prejudicial.

UV: ultravioleta; EtO: 6xido de etileno; PAA: acido peracético; sCOz2: diéxido de carbono supercritico

Fonte: DAI et al. (2016)
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Figura 13 - Regido das micro-ondas no espectro eletromagnético
Fonte: QIU et al. (2011)

O mecanismo de inativacdo de micro-organismos por micro-ondas ainda nao
foi completamente esclarecido. Alguns pesquisadores acreditam que a energia
térmica causa a morte dos micro-organismos, uma vez que ela gera aumento da
aceleracdo entre os ions causando a desnaturacdo de suas proteinas. Outros
sugerem que além do calor, as micro-ondas ocasionam mudancas intracelulares
especificas que levam a morte microbiana. A natureza exata do efeito de
esterilizacéo e se é devido apenas aos efeitos térmicos ou ao efeito de micro-ondas
tem sido motivo de controvérsias por décadas (KOUTCHMA et al., 2001, BANIK et
al., 2003).

Trata-se de um método préatico e econbmico e tem a vantagem de ser feita
com um forno de micro-ondas doméstico simples com tempo de tratamento curto.
Mas a intensidade do campo nao € uniforme e homogénea, criando “pontos frios”.
Desse modo a mesa giratoria ndo é adequada para assegurar que todo material seja
exposto a radiacdo (TAVORA, 2007). Uma alternativa para resolver o problema dos
“pontos frios” que possuem auséncia de energia micro-ondas é a utilizagdo de um
dispositivo que promovesse uma rotacao tridimensional (SINGH; SINGH, 2012).

Embora a micro-ondas tenham se mostrado um meétodo confiavel para
promover a seguranca microbiolégica dos alimentos, poucos trabalhos foram
realizados sobre sua eficacia na esterilizacdo de enxertos 6sseos. UCHIYAMA et al.
(2005) utilizaram o micro-ondas como alternativa a banheira para tratamento térmico
de ossos. Dunsmuir e Gallacher (2003) estudaram esterilizacdo de enxerto da

cabeca femoral por micro-ondas e Singh e Singh, (2012) demonstraram a eficacia
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bactericida da radiacdo de micro-ondas para a esterilizacdo de enxertos 6sseos

contaminados por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

3.4.2 Esterilizagao por vapor

Uma autoclave é um dispositivo que usa vapor de alta pressao para
esterilizar. Os parametros que afetam a eficacia da esterilizacdo incluem vapor,
presséo, temperatura e tempo. As duas temperaturas comuns do vapor séo 121°C e
132°C por cerca de 20 minutos. As temperaturas e 0s tempos de tratamento variam
dependendo do tipo de material, bem como do tipo de esterilizador (DAI et al., 2016).

A vantagem do tratamento térmico é que ele é eficaz, rapido, simples e sem
residuos toxicos. A capacidade de penetracdo é uma das melhores dentre todas as
técnicas de esterilizacdo (SILINDIR; OZER, 2009) e pode eliminar completamente
todos os micro-organismos viaveis (ver Tabela 3). O calor do vapor combinado com
alta pressdo destr6i os componentes metabdlicos e estruturais essenciais da
replicacdo do micro-organismo (MCDONNELL; SHEARD, 2012).

Como a maioria dos biopolimeros tem baixas temperaturas de transicao
vitrea (Tg), o uso de tratamento térmico como técnica de esterilizacdo para esses
materiais € problematico. Além disso, a presenca de vapor d'agua foi demonstrado
que causa degradacdo hidrolitica do material a ser esterilizado (MCDONNELL;
SHEARD, 2012). Para solucionar esse problema, alguns cientistas modificaram o
processo de esterilizacdo a vapor para Scaffolds constituidos de poli (Acido latico) -
PLA através da introducdo de ciclos consistindo em fases individuais para remocao
de ar e vapor. No entanto, uma perda substancial no peso molecular foi observada,
juntamente com um aumento na resisténcia mecanica devido a recristalizacdo do
polimero. Portanto, ao optar pela esterilizacdo por calor tmido, deve-se ter cuidado
com seus efeitos colaterais sobre a resisténcia mecanica do material e 0 peso
molecular (DAI et al., 2016).

3.4.3 Esterilizagéo por irradiagcao ultravioleta

7

A irradiacdo ultravioleta € uma nova abordagem para a esterilizacdo de
Scaffolds. E comumente usada para esterilizar superficies de materiais e
descontaminacdo de ambientes. A radiacdo ultravioleta de comprimento de onda

curto (~ 254 nm) causa mutacbes no material genético microbiano, impedindo sua
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replicacdo e essa acdo promove a inativacdo dos micro-organismos. No entanto, a
radiacdo sozinha ndo é considerada um método eficaz de esterilizacdo devido ao
seu baixo poder de penetracéo (QIU, 2011; DAI et al., 2016).

O tempo de irradiagéo e o comprimento de onda foram considerados os dois
parametros fundamentais para esterilizar substitutos biologicos (DAI et al., 2016). O
comprimento de onda, geralmente entre 200 e 280 nm s&o 6timos, embora 260 nm
seja relatado como mais letal (PRESCOTT et al., 2004). J& o tempo de exposicao a
radiacdo ultravioleta € um dos fatores que mais afetam as propriedades pés-
esterilizacdo. O trabalho realizado por YIXIANG et al. (2008), demonstrou que o
tempo de exposicdo de 1 hora de radiacdo causou uma reducdo drastica no peso
molecular e resisténcia a tragdo de Scaffolds constituidos por nanofibras.
FISCHBACH et al. (2001) relataram efichcia no processo de esterilizacdo do
copolimero poli (Acido latico) - poli (etileno glicol) - monometil éter (Me.PEG-PLA) por
exposicao de 2 horas de radiacéo ultravioleta. Porém exposicfes de radiacdo entre
5 e 24 horas causaram mudancas significativas nas propriedades dos Scaffolds,
com perda de cadeias de polietileno glicol (PEG) na superficie do suporte.

Portanto, por haver uma discrepéncia de valores na literatura de acordo com
o tipo de material, se faz necessario uma avaliacdo e um estudo cuidadoso do
tempo de duracdo e comprimento de onda da irradiacdo ultravioleta necessarios
para esterilizar as estruturas, mantendo suas propriedades fisico-quimicas e

mecanicas.
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4. MATERIAIS E METODOS

As caracterizagbes mecanicas, fisico-quimicas e microbiolégicas antes e

apos esterilizacdo dos Scaffolds foram realizadas pelo Grupo de Biomateriais do

Instituto de Quimica - UNESP, em parceria com a Faculdade de Odontologia -

UNESP, Araraquara, Sao Paulo.

4.1 Materiais

Acido o-Fosférico.

Alginato de Sddio.

Celulose Bacteriana.

Hidroxido de Célcio.

RPMI 1640.

PBS.

Agar Dextrose Sabouraud com Cloranfenicol (SDA).
Agar Infusdo Cérebro e Coracéo (BHI).

Chromagar.

Agar Sangue.

4.2 Etapas de desenvolvimento do trabalho

O trabalho foi realizado nas seguintes etapas:

Obtencéo de fosfato de calcio amorfo (ACP) por via imida e caracterizacao.
Elaboracéo da tinta a base de alginato de sodio (AS), celulose bacteriana
(CB) e fosfato de célcio amorfo (ACP) e caracterizagao.

Confeccdo de Scaffolds a partir da tinta elaborada na etapa Il e
caracterizagao.

Esterilizacdo dos Scaffolds por micro-ondas, vapor e por irradiacao
ultravioleta.

Avaliacdo microbiolégica e caracterizacdo dos Scaffolds.
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4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Obtencdao de fosfato de célcio amorfo (ACP)

O ACP foi sintetizado aplicando a metodologia descrita por RODRIGUEZ-
CHANFRAU et al. (2018). Este método consiste na reacao direta entre uma solugéo
contendo ions fosfato (solucdo de acido o-fosférico, 6M) e uma solugdo contendo
ions célcio (solucdo de hidroxido de calcio, 6M). Agitou-se a solucdo contendo ions
calcio em um agitador mecanico (IKA® RW 20) por trés horas, gotejando-se a
solucdo de &cido o-fosférico. Apés o tempo de agitacdo, deixou-se a mistura em
repouso por duas horas, totalizando cinco horas de sintese. Uma vez completada a
reacdo, a suspensdo obtida foi filtrada sob vacuo e depois seca por liofilizacédo
durante 24 horas.

A metodologia utilizada para a obtencado de fosfato de calcio amorfo foi
esquematizada através do diagrama apresentado na Figura 14. Na Figura 15, temos

0 po de fosfato de célcio amorfo obtido pelo método via iamida.

Sol. hidroxido de
célcio, 6M

Sol. acido o-
fosforico, 6M

Sol. acido o-
fosforico, 6M

Agitagéo

Sol. hidréxido de
calcio
+
Sol. &cido o-
fosforico

Repouso

Filtragdo & vacuo
+
Secagem por
liofilizacdo

ACP

M| NOTE 6 PRO
CAMERANS

Figura 14 - Diagrama da sintese de fosfato de calcio amorfo
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
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Figura 15 - P¢é de fosfato de calcio amorfo
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

4.3.1.1 Caracterizacao do fosfato de calcio amorfo (ACP)

O fosfato de calcio amorfo, foi caracterizado por Difracdo de Raios X (DRX),
Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV).

4.3.1.1.1 Difracéo de Raios X (DRX)

Os espectros de DRX foram registados a temperatura ambiente (25°C) com
difratbmetro SIEMENS D5000, DIFFRAC PLUS XRD (Alemanha) com geometria
BRAGG-Brentano, radiacdo CuKa (A = 0.154 nm), detector Flicker e monocromador
de grafite. A faixa de angulo de espalhamento de 4° a 80° com intervalo de 26
passos de 0,02 foi usada. As amostras foram cortadas em pequenos pedacos e
colocadas na porta amostras de vidro, analisadas sob condigbes de platd. Uma
tensdo de operacdo de 40 kV e corrente de 30 mA foi utilizada, e as intensidades
foram medidas na faixa de 5 < 2 < 30. Separacdes de pico foram realizadas usando
deconvolucdo gaussiana. Os espacamentos “d” foram calculados usando a equacéo
de Bragg. O software X Pert High Score (versdo 2.0.1; 2004) foi utilizado para

identificar a estrutura cristalina das amostras.
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4.3.1.1.2 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras foram medidos em um Espectrometro
de Infravermelho com Transformada de Fourier, modelo VERTEX 70, marca
BRUKER (Alemanha). Um total de 64 varreduras cumulativas foram realizadas, com
uma resolugdo de 4 cm, na faixa de frequéncia de 4000 a 400 cm', no modo de

transmissao.

4.3.1.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras foi realizada
utiizando um FEG-MEV; Microscépio eletronico de varredura JEOL 7500F
(Alemanha). O equipamento foi operado a uma voltagem de aceleragao de 2 kV. As
amostras foram revestidas por evaporacao de carbono (Baltec SCD 050 Spputer
Coater, EUA).

4.3.2 Elaboracéo da tinta

Na preparacdo da tinta utilizou-se alginato de sodio, celulose bacteriana e
ACP sintetizado anteriormente. O desenvolvimento da tinta foi realizado em duas
etapas:
e Estabelecimento da concentracdo adequada de alginato de sodio.

e Estabelecimento da concentracdo adequada de celulose bacteriana.

4.3.2.1 Estabelecimento da concentracdo adequada de alginato de sdédio (AS)

Para determinar a concentracéo de alginato de sédio que a tinta deve conter,
estabeleceu-se uma concentracdo fixa de celulose bacteriana a 10% e a
concentracéo de alginato de sodio nas concentracdes de 20% (denominada Cart 1)
e 30% (denominada Cart 2). A estabilidade da tinta obtida foi estudada durante 72
horas e a sua viscosidade foi estudada durante 7 dias. Aquele que apresentou o

melhor comportamento foi utilizado na segunda etapa.
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4.3.2.2 Estabelecimento da concentracdo adequada de celulose bacteriana
(CB)

Uma vez estabelecida a concentracdo de alginato de soédio (30%),
determinou-se a concentracdo de celulose bacteriana a ser utilizada na formulagéo
da tinta. Previamente, foi estabelecida a concentracdo de fosfato de célcio amorfo
que a formulacdo deve conter, sendo a mesma definida a partir de referéncia na
literatura, onde na maioria das publicacfes, a apatita € utilizada em concentracdes
gue variam entre 50% e 75%. ApOs uma analise, uma concentracédo de 50% de ACP
foi estabelecida na formulacao, e o contetdo de celulose bacteriana foi estabelecido
pelo estudo das variantes mostradas na Figura 16.

AS (30%)

ACP (50%)

CB

L J v

10 % || 20 % || 30 %

Figura 16 - Diagrama de trabalho estabelecido para determinar a concentracédo de celulose
bacteriana (CB) na tinta (AS: alginato de sddio. ACP: fosfato de calcio amorfo)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

4.3.2.3 Caracterizagao datinta

Para as tintas elaboradas, a viscosidade foi determinada no inicio e apés 30
dias. O que apresentou melhor viscosidade ao longo do tempo foi caracterizado por
Espectroscopia na regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
feita de acordo com o que foi declarado na sesséao 4.3.1.1.2.
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4.3.3 Confeccédo de Scaffolds

Para a confeccdo dos Scaffolds, foi utilizado a tinta elaborada na sessao
4.3.2. Portanto, ap0s estabelecido as concentra¢cdes dos componentes, a mistura foi
agitada em um agitador mecéanico (IKA® RW 20 digital) até a completa
homogeneizacédo. Apds a completa homogeneizacao, a tinta foi colocada em moldes
e em seguida foram refrigerados (-18°C) por 24 horas e posteriormente liofilizados
por 48 horas, ocorrendo assim, a formagdo dos Scaffolds, através do método da
agregacao de particulas.

A metodologia utilizada para a confeccdo dos Scaffolds foi esquematizada

através do diagrama apresentado na Figura 17.

AS +CB +ACP

Agitacao

Liofilizagao

Scaffolds

Figura 17 - Diagrama da confeccao dos Scaffolds (AS: alginato de sédio; CB: celulose bacteriana;
ACP: fosfato de calcio amorfo)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

4.3.3.1 Caracterizagéo dos Scaffolds

Os Scaffolds obtidos na sessdo anterior foram caracterizados por
Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

(sessao 4.3.1.1.2) e dureza.
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4.3.3.1.1 Determinacao da dureza Shore A

O teste de dureza Shore A foi baseado no tipo A da norma ASTM D2240, o
equipamento utilizado foi um durdémetro de elastdbmeros e polimeros tipo A da marca
Metrotokyo. O teste foi realizado com um peso de 1 kgf, com um tempo de
penetracdo de 1 segundo. O teste foi realizado em 3 pontos diferentes para o céalculo

da média e desvio padréo.

4.3.4 Estudo da esterilizacao

Os processos de esterilizagdo utilizados foram: esterilizagdo por micro-
ondas, esterilizacdo por vapor e esterilizacdo por irradiagdo ultravioleta. Apos a
esterilizacdo foi feita avaliacdo microbiologica, estudo estatistico dos resultados

obtidos e nova caracterizacdo das amostras.

4.3.4.1 Esterilizagdo por micro-ondas

As amostras foram colocadas dentro de um equipamento de micro-ondas
convencional. A micro-ondas foi aplicada por 5 minutos a uma poténcia de 100
Watts (SINGH; SINGH, 2012).

4.3.4.2 Esterilizac&o por vapor

As amostras foram colocadas em uma autoclave vertical, marca FABBE,
modelo 103. Em seguida, foram esterilizadas sob pressdo de 1 atm e temperatura
de vapor igual 121°C por 20 minutos (DAl et al., 2016).

4.3.4.3 Esterilizagao por irradiagéo ultravioleta

As amostras foram esterilizadas sob luz ultravioleta, marca FLUOR 30W GL
GERMICIDA, fabricante LUCMAT LAMPADAS. Cada lado da amostra foi deixado
sob radiacéo por 30 minutos (YIXIANG et al., 2008).

4.3.4.4 Avaliacdo microbiologica

Primeiramente, de maneira asséptica, em tubos tipo Falcon foram
adicionados 10mL de meio de cultura RPMI 1640 (tamponado com MOPS) estéril.

Em seguida, uma amostra foi adicionada a cada tubo, sendo trés amostras para
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cada situacdo experimental (grupo controle, micro-ondas, vapor e ultravioleta),
totalizando 12 amostras por ocasido. Os procedimentos foram realizados em trés
ocasides diferentes (n = 9). O tubo foi levado para incubac&o na estufa a 37°C por
12 horas para a dispersdo das células presentes no interior das amostras e
obtencéo de extratos.

Contagem do numero de col6nias viaveis (UFC/mL): Para a quantificacao de
micro-organismos apos as 12 horas os tubos foram agitados durante 1 minuto em
vértex para o desprendimento dos micro-organismos e homogeneizacdo do extrato.
Em seguida, o processo de diluicdo seriada foi realizado em tubos eppendorf
contendo 900 uL de PBS puro por meio da transferéncia de aliquotas de 100 uL da
solucéo original. As diluicbes de 10* a 10* foram obtidas. Duas aliquotas de 25 uL
da diluicdo de 102 e de 10 foram gotejadas em duas placas de Petri contendo os
seguintes meios: Agar Dextrose Sabouraud com Cloranfenicol (SDA), Agar Infuséo
Cérebro e Coracéo (BHI), Chromagar e Agar Sangue. Em seguida, todas as placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apdés esse periodo, as placas foram
posicionadas sobre um contador de colénias manual e o numero de colbnias foi
determinado. Os numeros de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL)
foi calculado de acordo com a seguinte formula: UFC/mL = nimero de colbnias x
25/g. Nessa férmula, “n” equivale ao valor absoluto da diluicdo escolhida (de 3 a 4) e
“q” equivale a quantidade, em mL, semeada de cada diluicao nas placas (0,025 mL =

25 pL). Todos os resultados foram avaliados estatisticamente.

4.3.4.5 Estudo estatistico

Com os dados obtidos pela avaliacdo microbiolégica, uma analise estatistica
foi realizada usando one-way ANOVA. Dentro dele, um grupo de controle foi usado
para avaliar o experimento. Antes disso, foi realizado um estudo exploratério dos
dados e a verificacdo das hipoteses necessarias que devem ser cumpridas para
aplicar uma ANOVA classica e, no caso de ndo conformidade com
homocedasticidade, foi utilizada a alternativa ndo paramétrica de Krukal Wallis. O
software estatistico utilizado para realizar o estudo foi INFOSTAT versao 2017.

Todos os testes foram avaliados com significancia a = 5%.
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4.3.4.6 Caracterizacdo dos Scaffolds apés esterilizacao

Os Scaffolds esterilizados foram caracterizados por Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (sessbes 4.3.1.1.2 e 4.3.1.1.3). A melhor variante de
esterilizacdo foi avaliada por teste mecanico (teste de compressao) e Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (sessdo 4.3.1.1.3) para estudar a influéncia do

processo de esterilizagdo nas propriedades mecanicas.

4.3.3.1.2 Teste mecéanico

O teste de resisténcia a compressdo (Emic DL2000, Tesc Program 384) foi
realizado com uma célula de carga Trd 28 de 2 kN, empregando-se velocidade do

travessao de 1 mm/min, de acordo com as normas ISO 5833.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do fosfato de calcio amorfo (ACP)

A Figura 18 mostra o padrdo de Difracdo de Raios-X (DRX) da amostra de
fosfato de calcio amorfo sintetizada pela metodologia descrita neste trabalho. De
acordo com o difratograma de Raios-X, identificado fosfato de célcio amorfo (ACP),
hidroxiapatita (HA), fosfato octa-calcico (OCP) e monohidrogénio fosfato de célcio
dihidratado (Brushita, DCPD). Estes resultados coincidem com aqueles relatados na
literatura por outros autores (PELIZARO et al., 2018; RODRIGUEZ CHANFRAU et
al., 2018; RODRIGUEZ CHANFRAU et al., 2019a) que demonstraram a presenca
destas fases na sintese do fosfato de calcio amorfo por metodologia de sintese
semelhante ao nosso pé com secagem por evaporacdo, secagem na bandeja e

secagem por atomizacao.

3 3

L LM il

v 1 v J v 1 v 1
10 20 30 40 50 60
1: DCDP 2: OCP 3: HA 4: ACP

Scattering angle (2-Theta)

Figura 18 - Difratograma de Raios-X da amostra sintetizada (DCPD: monohidrogénio fosfato de célcio
dihidratado; OCP: fosfato octa-calcico; HA: hidroxiapatita; ACP: fosfato de célcio amorfo)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

A formacado de fosfatos de calcio é complicada devido a possibilidade de
formacdo de diferentes fases durante o processo de sintese. Sabe-se que neste
sistema ocorre a co-precipitacdo de fases como brushita (DCPD) e fosfato octa-
calcico (OCP), sendo maior ou menor dependendo de como o0s parametros de
sintese sdo controlados (ARIFUZZAMAN; ROHANI, 2004). Por outro lado, sabe-se
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que estes dois co-precipitantes Sao precursores necessarios para a posterior
formacdo da hidroxiapatita e desempenham um papel importante no processo de

biomineralizagdo (Figura 19).

CaHPO4.2H)O ey CaHPQOy —emmm—t  Cai0(PO4)s(OH)2
(DCPD) (DCPA) (HA)

Transformacdo direta

CaHPO4.2H)O =y (Cag(HPO4)2(PO4)4.5H20 ey (Ca19(PO4)s(OH):2
(DCPD) (OCP) (HA)

Figura 19 - Transformacdes de fases de fosfatos de célcio intermediérias como as fases brushita
(DCPD), fosfato octa-célcico (OCP), monetita (DCPA) na formacgéo de hidroxiapatita (HA)
Fonte: ARIFUZZAMAN; ROHANI (2004)

A Figura 20 mostra os resultados da analise FTIR. As bandas caracteristicas
dos grupos fosfato a 1192,7 cm* (vibragdo P-O-H), 1118 cm, 1052 cm™* e 787 cm™
(vibragdo P-O) e 573 cm? (vibragdo O-P-O) foram observadas. Bandas
caracteristicas da presenca de grupos OH na regido entre 3000 e 3500 cm™ e 1641
cm? também foram observadas; bem como uma banda a 868 cm™ atribuida a

presenca de COs™.

T (%)

0,5 ——+—-sp--r-—orr-—--rp——-r-—vr---r—v—r—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)

Figura 20 - Espectro de FTIR da amostra sintetizada
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2009)
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A Figura 21 mostra a micrografia das amostras obtidas com ampliacdo
2000X e 100000X. Observa-se que o p6 tem morfologia na forma de placas

recobertas com particulas menores, formando aglomerado.

b

Figura 21 - Micrografia MEV da amostra sintetizada (a = 2000X e b = 100000X)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2009)

5.2 Caracterizacao datinta

5.2.1 Estabelecimento da concentracdo adequada de alginato de sodio (AS)

Primeiro, foi feito um trabalho para determinar a concentracéo de alginato de
sédio que a tinta deveria conter. Para este fim, uma concentracdo de celulose
bacteriana a 10% foi estabelecida e a concentracdo de alginato de sédio foi variada
em concentracdes de 20% e 30%. Duas formulacbes foram feitas com celulose
bacteriana (10%) e alginato de s6dio em concentracdes de 20% (denominada Cart
1) e 30% (denominada Cart 2) e a estabilidade foi estudada por 72 horas e a
viscosidade por 7 dias.

Os resultados mostraram que ambas as formulacdes foram estaveis por 72
horas a temperatura ambiente, sem sofrer alteracdes organolépticas ou separagéo
de fases. Isso € importante porque garante que, durante o processo de preparacao,
nao ocorram variagdes que afetem sua estabilidade e qualidade.

A viscosidade no tempo, no caso da formulagdo Cart 1, foi muito
baixa (4,82 Pa.s), o que fez com que a consisténcia ficasse muito liquida. Aos 7
dias, a viscosidade aumentou (7,81 Pa.s). No caso da amostra Cart 2 a viscosidade

no inicio do experimento foi de 15,08 Pa.s, enquanto aos 15 dias foi de 15,03 Pa.s,
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indicando maior estabilidade. Com base nesses resultados, a formulacédo Cart 2 foi

escolhida para continuar o trabalho.

5.2.2 Estabelecimento da concentracdo adequada de celulose bacteriana (CB)

Os resultados da medicdo da viscosidade sdo mostrados na Tabela 5,
verificando que os melhores resultados foram alcangcados na formulacdo CartnHa
20. ApGs 30 dias, verificou-se que a formulacdo foi estavel (522,4 Pa.s no inicio e
521,9 Pas em 30 dias), ndo se observaram variacbes nas caracteristicas

organolépticas e sua viscosidade.

Tabela 5 - Resultado da viscosidade da tinta e dureza dos Scaffold obtidos

Formulagao Viscosidade Dureza
(Pa.s) (N/mm?)
CartnHa 10 149,2 490
CartnHa 20 522,4 1250
CartnHa 30 323,7 870

Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

O espectro de FTIR (Figura 22) mostra as bandas caracteristicas dos grupos

fosfato (bandas indicadas no circulo), bem como as bandas da celulose bacteriana.

1.0 -
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Figura 22 - Espectro de FTIR de ACP e Tinta contendo celulose bacteriana e fosfato de calcio amorfo
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
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Em paralelo, com estas tintas, o Scaffold foi preparado pela metodologia de
liofilizacdo e a dureza foi determinada acordo com o que foi declarado na sesséo
4.3.3.1.1. Os resultados mostraram que a variante CartnHa 20 teve melhor
comportamento, entéo foi decidido estabelecer esta variante de tinta para o resto do
trabalho (Tabela 5).

5.3 Estudo da esterilizacao

5.3.1 Avaliacdo microbioldgica

Neste estudo, quatro tipos de meios de culturas foram utilizados para avaliar
0 crescimento de micro-organismos presentes nas amostras esterilizadas e nao

esterilizadas (grupo controle). Eles foram:

e SDA, que é um meio de cultura amplamente utilizado para o crescimento e
manutenc¢ao de fungos do tipo C. albicans e T. mentagrophytes.

e Chromagar utilizado para o crescimento e manutencao de fungos do tipo C.
albicans, C. tropicalis e C. krusei.

e Agar Sangue que € um meio que permite o crescimento da maioria das
bactérias gram-positivas e gram-negativas. E um meio diferencial que permite
conhecer bactérias hemoliticas e ndo hemoliticas.

e BHI é um meio adequado para o cultivo de uma ampla variedade de tipos de

organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Os resultados da avaliagcdo microbioldgica utilizando meio SDA e Chromagar
mostraram que ndo foi observado crescimento para nenhuma das amostras
testadas, portanto, podemos inferir que nas amostras testadas ndo ha presenca de
fungos. Por outro lado, as Tabelas 6 e 7 mostram os resultados da avaliagcédo
microbiolégica no Agar Sangue e no meio BHI respectivamente para todas as
amostras tratadas com diferentes metodologias de esterilizacdo. Em todas as
experiéncias a diluicdo foi de 1000 e "n" igual a 3.
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NUmero de coldnias

Experimento Grupo (Média/DE) UFC/mL Logl0
Controle 125.7/20.9 5026666.7 6.70
MW 14.7/3.6 586666.7 5.77
. uv 113.3/11.1 4533333.3 6.66
Vapor 0.0 0.0 0.00
Controle 122.7/20.9 4906666.7 6.69
MW 22.0/4.7 880000.0 5.94
? uv 116.0/3.3 4640000.0 6.67
Vapor 0.0 0.0 0.0
Controle 167.0/23.3 6680000.0 6.82
MW 23.7/8.2 946666.7 5.98
° uv 132.0/19.3 5280000.0 6.72
Vapor 0.0 0.0 0.0
Controle: sem esterilizacdo; MW: micro-ondas; UV: ultravioleta
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
Tabela 7 - Resultados microbiol6gicos em meio BHI
Experimento Grupo Nimero d.e colonias UFC/mL Logl0
(Média/DE)
Controle 299.3/0.9 11973333.3 7.08
MW 20.7/5.6 826666.7 5.92
. uv 300.0/0.7 12000000.0 7.08
Vapor 0.0 0.0 0.00
Controle 299.7/0.4 11986666.7 7.08
MW 17.3/3.6 693333.3 5.84
? uv 299.7/1.1 11986666.7 7.08
Vapor 0.0 0.0 0.0
Controle 299.3/0.9 11973333.3 7.08
MW 21.0/6.0 840000.0 5.92
° uv 299.3/0.4 11973333.3 7.08
Vapor 0.0 0.0 0.0

Controle: sem esterilizacdo; MW: micro-ondas; UV: ultravioleta

Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
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A Figura 23 mostra a avaliacdo microbiologica nos quatro meios de cultura

para as diferentes metodologias de esterilizacéo.

e

Controle
N~ )
)

MW

I3 KR

Figura 23 - Avaliacdo microbioldgica (Meios de cultura: a. Agar Sangue; b. BHI; c. Chromagar; d.
SDA)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

Observa-se que a esterilizacdo por Vapor nas condicdes de trabalho
utilizadas neste estudo, eliminou em sua totalidade a carga microbiana das amostras
avaliadas, ndo observado, em nenhum dos dois meios utilizados, crescimento de
micro-organismos. Esse foi um resultado esperado, uma vez que a eficiéncia desse
procedimento de esterilizacdo é conhecida e, por isso, seu grande uso para a
esterilizacdo de uma ampla variedade de amostras em todos os campos da vida
diaria.

Esta metodologia tem uma desvantagem de que este processo € realizado
com vapor de agua, o que pode, em alguns casos, aumentar a umidade nos
materiais avaliados, podendo afetar suas propriedades. Alguns testes foram
realizados e as amostras nao foram afetadas. No entanto, outros estudos devem ser
realizados para definir a viabilidade de utilizacdo deste processo na
descontaminacéo de Scaffold, tendo em vista que dentro dos materiais utilizados na
preparacdo dos mesmos, existem polimeros que possuem uma alta

higroscopicidade.
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No caso dos outros dois métodos de esterilizacdo estudados, observou-se
que, ao aplicar a esterilizacdo por micro-ondas (MW), o conteudo da carga
microbiana teve reducdo de 1 log nos dois meios estudados, e isso ndo ocorreu
guando a esterilizacao ultravioleta (UV) foi aplicada.

Como o método de esterilizacdo por Vapor foi 0 mais efetivo, realizou-se o
estudo estatistico para os métodos de esterilizacdo por MW, UV e grupo controle

(sem esterilizag&o) nos meios de cultura Agar Sangue e BHI.

5.3.2 Estudo estatistico

Primeiro, os trés experimentos foram comparados estatisticamente pela
ANOVA para cada um dos grupos estudados, com o objetivo de avaliar se havia
diferencas significativas entre os resultados de cada experiéncia. A Tabela 8 mostra
os resultados da avaliacéo, observando que em nenhum dos casos houve diferenca
significativa entre as réplicas experimentais, por isso podemos afirmar que o

procedimento analitico estabelecido é reprodutivel.

Tabela 8 - Resultados da comparacéo estatistica entre as réplicas de cada grupo

Meio Grupo n Média p
Controle 3 138.5/19.0 0.480
Agar Sangue MW 3 20.1/3.6 0.319
uv 3 120.4/7.7 0.952
Controle 3 299.4/0.2 0.973
BHI MW 3 19.7/1.6 0.077
uv 3 299.7/0.2 0.872

Controle: sem esteriliza¢do; MW: micro-ondas; UV: ultravioleta
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

Com base nesses resultados, o estudo realizado para cada grupo de
esterilizacéo foi considerado como um unico experimento, assumindo n como 9. Os

resultados do estudo estatistico sdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Valores médios da analise das amostras tratadas com diferentes técnicas de esterilizacdo

Meio Grupo n Média DE
Controle 9 138.4 28.0

Agar Sangue MW 9 20.1 5.7
uv 9 120.4 13.8

Controle 9 299.4 0.7

BHI MW 9 19.7 4.7

uv 9 299.7 0.81

Controle: sem esterilizagdo; MW: micro-ondas; UV: ultravioleta
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

O estudo de comparacdo estatistica para as amostras avaliadas em meio

Agar Sangue mostrou que as médias das amostras esterilizadas por micro-ondas

sdo diferentes das médias das amostras esterilizadas por UV e das amostras

controle (Tabela 9). Observa-se uma concordancia na normalidade do residuo das

variaveis de resposta verificadas por meio do grafico de quantil normal (Q-Q Plot) de

gue existe uma forte correlacdo (r = 0,971) com a reta dos quantis normais (Figura

24). Enquanto, ao aplicar o teste de Shapiro-Wilks, verifica-se que o valor de p

(0,5159) é maior que o valor a (0,05), portanto, pode-se supor que as variaveis de

resposta sdo normais, ou seja, ha normalidade.
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Figura 24 - Grafico Q-Q Plot da avaliagdo no meio Agar Sangue

Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
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Por outro lado, o grafico de disperséo dos residuos das variaveis respostas
de acordo com a ordem em que os dados foram tomados apresenta um
comportamento aleatério (Figura 25), o que garante a independéncia dos dados.

Ao analisar a homocedasticidade, confirma-se que ao aplicar o teste de
Levene, obtém-se um valor p (0,0023) menor que o valor de a (0,05), o que permite
rejeitar a hipotese nula Ho e pode-se sobrepor que as variancias das subpopulacdes

ndo sdo homogéneas, entdo a homocedasticidade ndo é atendida.
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Figura 25 - Gréfico de dispersdo no meio Agar Sangue
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

Quando essa suposicao nao é atendida, o teste ndo parametrico de Kruskal
Wallis e o teste de contraste ndo paramétrico (post-hoc) sdo realizados. Os
resultados mostraram que o valor de p (0,0001) € menor que o valor de a (0,05),
portanto existem diferencas significativas no numero médio de colbnias apos a
aplicacéo dos diferentes tratamentos de esterilizacdo (Figura 26).

O teste de contraste mostrou uma diferenca significativa entre o grupo
controle e as amostras esterilizadas aplicando MW. Para o caso das amostras

tratadas aplicando metodologia UV néo se observa diferenga significativa.
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Figura 26 - Gréfico de comparacao mediana aplicando o teste de Kruskal Wallis
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

O estudo de comparacdo estatistica para as amostras avaliadas em meio
BHI, como no caso anterior, mostrou que as médias das amostras esterilizadas por
micro-ondas sao diferentes das médias das amostras esterilizadas por UV e as
amostras controle (Tabela 9).

No entanto, ao contrario do que aconteceu no caso dos estudos realizados
em meio Agar Sangue, observou-se uma n&o conformidade na normalidade do
residuo das variaveis respostas verificadas por meio do gréfico quantil normal (Q-Q
Plot) de que ndo héa correlacéo forte (r = 0,861) com a linha reta dos quantis normais
(Figura 27). Considerando que, ao aplicar o teste de Shapiro-Wilks, verifica-se que o
valor de p (0,0001) é menor que o valor a (0,05), portanto, pode-se supor que as
variaveis respostas ndo sdo normais, ou seja, ndo ha normalidade.

O gréfico de dispersdo dos residuos das variaveis respostas de acordo com
a ordem em que os dados foram obtidos ndo é completamente aleatério, observando
uma tendéncia aleatoria para uma parte dos dados (Figura 28). Mas, levando em
conta que o experimento é planejado de tal forma que cada unidade amostral receba
apenas um tratamento, podemos afirmar que ha independéncia nos dados

avaliados.
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Figura 27 - Gréafico Q-Q Plot da avaliagao no meio BHI
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
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Figura 28 - Gréfico de dispersdo no meio BHI
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

Ao analisar a homocedasticidade, confirma-se que ao aplicar o teste de
Levene, obtém-se um valor p (0,0002) menor que o valor de a (0,05), que permite
rejeitar a hipotese nula Ho e pode-se sobrepor que as variancias das subpopulacdes

nao sdo homogéneas, entdo a homocedasticidade ndo é atendida.
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Como a homocedasticidade e homogeneidade nédo foram satisfeitas, o teste
nao parameétrico de Kruskal Wallis e o teste de contraste ndo paramétrico (post-hoc)
foram realizados. Os resultados mostraram que o valor de p (0,0001) € menor que 0
valor de a (0,05), portanto, existem diferencas significativas no numero médio de
colénias apos a aplicacao dos diferentes tratamentos de esterilizacdo (Figura 29).

O teste de contraste mostrou uma diferenca significativa entre o grupo
controle e as amostras esterilizadas aplicando MW. J& no caso das amostras

tratadas aplicando metodologia UV néo se observa diferenga significativa.
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Figura 29 - Grafico de comparacdo de medianas aplicando o teste de Kruskal Wallis
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

Em geral, foi demonstrado que o tratamento com MW garante uma
diminuicdo significativa da carga microbiana. Enquanto, o tratamento com UV néo

garante a diminuicdo dos micro-organismos.

5.3.3 Caracterizacdo dos Scaffods ap0s esterilizacao

Apbés o processo de esterilizagdo, as amostras foram analisadas por
Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Microscopia eletronica de varredura (MEV) para determinar se o0 processo de

esterilizacédo afetou a composicao fisico-quimica das amostras.



63

A Figura 30 mostra o0s resultados da analise das amostras por
Espectroscopia FTIR. Ndo sdo observadas alteracfes substanciais nos espectros
das amostras tratadas em relacdo ao espectro da amostra nao tratada (grupo
controle), exceto no caso da amostra esterilizada por irradiacdo UV onde a
intensidade dos picos é maior.

A Figura 31 mostra as imagens obtidas por microscopia eletrénica das
amostras tratadas com diferentes metodologias de esterilizagdo e a amostra
controle. Os resultados mostram que ndao h4 mudancas de interesse na morfologia

das amostras.
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Figura 30 - Espectro de FTIR das amostras tratadas com os diferentes métodos de esterilizagéo e

amostra controle (Controle: sem esterilizacdo; MW: micro-ondas; UV: ultravioleta)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

Estes resultados mostram que os diferentes tratamentos de esterilizagao
realizados nao afetaram a estrutura e composi¢céo das amostras. Vale ressaltar que,
no caso das amostras tratadas com MW e Vapor a cor escureceu levemente. E
possivel que a estrutura seja influenciada pela umidade e esses aspectos serdo

estudados em maior profundidade.
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€ d

Figura 31 - Micrografia MEV das amostras tratadas (b: MW; c: UV e d: Vapor) e a amostra controle
(a) em 1000X
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

5.3.4 Estudo da influéncia da aplicacao de MW ao longo do tempo

A partir dos resultados obtidos para as amostras esterilizadas que aplicam
MW, passamos a estudar a influéncia do tempo de tratamento na eliminacdo da
carga microbiana. Para isso, estudamos tempos de tratamento de 5, 6 e 8 minutos
nas condicbes de trabalho estabelecidas anteriormente. BHI foi usado como um
meio de cultura. Os resultados sdo mostrados na Figura 32.

Os resultados do estudo mostram que um aumento no tempo de exposicao a
radiacdo no MW diminui a carga microbiana nas amostras nas condi¢des de trabalho
estabelecidas. Porém, este tratamento modifica o material, observando uma
mudanc¢a de cor nas amostras e um processo de degradacdo das mesmas. Isso
ocorre devido a presenca de alginato de sddio na formulagcéo, que é conhecido por

ser um polimero que a uma temperatura acima de 100 graus Celsius comeca a
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passar por um processo de despolimerizagcdo com a consequente degradacédo do
mesmo, que € mais intensa quando o material € aquecido na presenca de oxigénio
(AVEDANO et al., 2013). Por tudo isso, seria aconselhavel realizar um estudo mais
aprofundado para avaliar os parametros operacionais a serem aplicados durante o

processo de esterilizagcdo do MW.
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Figura 32 - Resultados do estudo de aplicagdo da MW
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)

5.3.5 Teste mecénico

A Figura 33 mostra os resultados do teste mecanico em Scaffolds né&o
esterilizados e esterilizados por Vapor. Pode-se observar que em ambos 0s grupos
os Scaffolds sofrem um processo de deformacdo sem ruptura da peca. Esse
fendbmeno é causado pela presenca de polimeros (alginato de sodio e celulose
bacteriana) na formulacdo. Sabe-se que durante a aplicacdo de uma carga a uma
velocidade constante, os polimeros presentes respondem eficientemente a tenséo
aplicada, absorvendo energia e dissipando-a sem fraturar a peca (JAYA; DURANCE,
2007). Os resultados mostraram que a tenséo de ruptura foi 0 = 66.76 + 0.09 MPa e
0 = 66.76 + 0.15 MPa para as amostras nao esterilizadas e as amostras
esterilizadas, respectivamente. Esses resultados indicam que o0 processo de
esterilizagdo, nas condigbes avaliadas neste trabalho, ndo afeta as propriedades

mecanicas do Scaffolds estudado. As imagens MEV (Figura 34) das amostras antes
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e apos o teste mecanico mostram que antes de aplicar a forca as amostras tém uma
morfologia na forma de folhas com porosidade abundante. Ao realizar o teste
mecanico, a amostra é comprimida com uma diminuicdo no tamanho dos poros,
perdendo a morfologia original. Da mesma forma n&o foram observadas variagbes
apreciaveis entre a morfologia das amostras ndo esterilizadas e as amostras

esterilizadas.
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Figura 33 - Gréfico de tensdo versus deformacdo das amostras nao esterilizadas (esquerda) e
esterilizadas (direita)
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)
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Figura 34 - Micrografia MEV das amostras antes (a e c) e depois (b e d) do teste mecénico. (ae b
amostras ndo esterilizadas; ¢ e d amostras esterilizadas) em 300X
Fonte: ELABORADO PELO AUTOR (2019)



68

6. CONCLUSAO

e Elaborou-se a escala de banco da fase fosfato de calcio amorfo que cumpre
com os parametros de qualidade dos mesmos segundo a caracterizacao
realizada.

e Estabeleceu-se um procedimento tecnolégico que permite obter tintas de
alginato de soédio, celulose bacteriana e fosfato de calcio amorfo com uma
viscosidade adequada.

e A partir da tinta elaborada se obteve Scaffolds por liofilizacdo e os mesmos
cumpriram com os parametros de dureza.

e Estudaram-se trés processos de esterilizacdo em Scaffolds, realizando-se a
avaliacdo microbioldgica em quatro meios de cultivos.

¢ Nas amostras avaliadas ndo houve crescimento de fungos.

e O método de esterilizagdo por Vapor elimina totalmente a carga microbiana
nos meios avaliados

¢ O método de esterilizacado por MW teve uma reducéo logaritmica igual a 1 nas
condi¢Oes estudadas.

e Meétodo de esterilizacao por UV ndo diminui a carga microbiana nas amostras
avaliadas;

e As técnicas de esterilizacdo ndo afetam de maneira geral as propriedades
fisico-quimicas dos Scaffolds estudados;

e Um aumento no tempo de exposicdo a radiacdo no MW diminui a carga
microbiana nas amostras nas condicdes de trabalho estabelecidas, porém
modifica o material.

e As metodologias de esterilizacdo por Vapor, nas condi¢cdes avaliadas neste

trabalho, ndo afetam as propriedades mecéanicas dos Scaffolds.
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