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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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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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