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RESUMO

KIMURA, H. A. Desenvolvimento e avaliacdo de carbono ativado aplicado na
bioengenharia de tecidos 6sseos. 2019. 89 p. Trabalho de formatura - Escola

Politécnica da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

No presente trabalho, cinco tipos de materiais carbonosos foram caracterizados e
testados como estratégias de biomateriais dentro do contexto da bioengenharia de
tecidos. Com isso, visam-se alternativas ao tratamento padréo ouro da fissura
labiopalatina, denominado transplante de enxerto autélogo, que depende da
retirada de tecido 6sseo saudavel do paciente. Desenvolveram-se microesferas
derivadas da emulsdo entre solugcdo aquosa de gelatina hidrolisada e diferentes
Oleos de origem mineral ou vegetal, e espumas de carbono, ambos submetidos a
carbonizagdo. Os materiais foram analisados por meio de microscopia eletrénica
de varredura, espectroscopia de energia dispersiva e espectroscopia Raman, o que
permitiu a formulacdo de hipoteses acerca da microestrutura encontrada. Foram
também testadas as funcionaliza¢des de superficie via tratamento com solucdes de
HNOs (a quente) e H202. Realizou-se o plaqueamento de células-tronco
mesenquimais da polpa de dente deciduo sobre as amostras, e foram avaliados os
aspectos de adeséo celular e formacdo de matriz 6ssea. Os resultados indicaram
gue a carbonizacao dos materiais resulta em grandes perdas percentuais de massa
e a uma composicdo quimica de, basicamente, carbono e oxigénio. Também foi
possivel observar graus diferentes de adesao celular nas diferentes amostras. A
combinacdo de melhor efetividade na integracdo com as células foi o uso de
espumas de carbono tratadas com a solu¢do de H202, comprovadas por meio da
observacdo por microscopia eletrbnica de varredura e quantificacdo de matriz

0ssea por meio de espectrofotometria.

Palavras-chave: carbono, biomateriais, células-tronco = mesenquimais,

diferenciacéo osteogénica.



ABSTRACT

KIMURA, H. A. Development and evaluation of activated carbon applied to
bone tissue bioengineering. 2019. 89 p. Trabalho de formatura - Escola

Politécnica da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

In this present work, five kinds of carbon materials were characterized and put to
test as biomaterials strategies under a tissue bioengineering context. Thus,
substitutes for the gold standard treatment for cleft lip and palate, named as
autologous bone graft transplant, are intended, since this procedure requires the
extraction of healthy bone tissue from the patient. Microspheres derived from an
emulsion consisting of gelatin aqueous solution and mineral or vegetal oils and
carbon foams were developed through carbonization. All the materials were
analyzed through scanning electron microscopy, energy dispersive spectroscopy
and Raman spectroscopy, as it allowed the formulation of hypothesis concerning
the microstructures. Besides that, surface functionalization by HNOs and H20:
oxidation were also tested. After protocol establishment for the materials synthesis
and functionalization, it was performed the seeding of dental pulp stem cells into the
materials and the evaluation of cell adhesion and bone matrix formation. Results
showed that the carbonization leads to an extensive mass loss and a near pure
chemical composition of carbon and oxygen. It was also concluded that both
material and surface treatment present a significative influence over mesenchymal
stem cells integration. Carbon foams previously treated with H202 showed the best
effectiveness regarding cell-biomaterial integration, as it was confirmed by scanning
electron microscopy over cell adhesion and bone matrix quantification by

spectrophotometry analysis.

Keywords: carbon, biomaterials, mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation.



1 INTRODUCAO

Dentre as malformacfes congénitas mais comuns no nascimento destaca-se a
enfermidade denominada como fissura labiopalatina ndo sindrémica, que é
marcada pelo desenvolvimento incompleto de estruturas relacionadas a formacao

do labio superior e do palato.

O padrédo ouro para o tratamento desta condicdo é realizado por meio do
implante de enxerto 6sseo autdlogo proveniente da cristailiaca, localizada na bacia.
Entretanto, dentre as principais consequéncias negativas desta opcdo estdo a
reducdo de mobilidade e prolongamento do periodo de hospitalizagéao.

A area denominada como bioengenharia de tecidos tem ganhado popularidade
por apresentar possibilidades de tratamento sem a necessidade de retirada de
tecido em locais criticos, oferecendo, assim, alternativas ao implante de enxerto
0sseo. A principio, desenvolve-se um ambiente favoravel ao desenvolvimento de
determinado tipo celular por meio da sinergia adquirida em conjunto a um
biomaterial e fatores de crescimento. Uma vez viabilizada esta combinacao, torna-
se possivel a regeneracao ou neoformacéo de tecidos previamente defeituosos ou
ausentes, além de possuir potencial para melhorar significativamente a qualidade

de vida do paciente durante e apds sua recuperacao.

Em meio as estratégias encontradas para a regeneracdo de tecido 0sseo,
destacam-se duas opcdes de notavel versatilidade: os materiais carbonosos e o

uso de células-tronco mesenquimais.

Os materiais carbonosos ja foram sintetizados nas mais diversas morfologias e
utilizados em aplicacdes elétricas e térmicas, em sistemas de drug delivery, filtros
e como biomateriais. Dentre alguns dos principais representantes deste grupo
estdo o grafeno, os nanotubos, as microesferas e as espumas. Cada uma destas
estratégias possui boa aplicabilidade bioldgica e ja serviram tanto como scaffolds
para crescimento celular quanto inibidores de proliferagéo bacteriana (Kang et al,
2017; Szunerits e Boukherroub, 2016).

As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade intrinseca de se

diferenciarem em diversos tipos celulares, tais como condrécitos (células



cartilaginosas), miocitos (células musculares), osteécitos (células ésseas), dentre
outros. Nao somente, também se destacam as propriedades imunomodulatérias
gue, em um contexto de desenvolvimento de solu¢des para tratamento de fissura
labiopalatina e outras malformacdes, apresentam uma significativa vantagem para

a reducéo do risco de rejeicao do implante.

Mediante a combinacdo destas estratégias, sdo inumeras as possiveis
abordagens para desenvolver solucdes de igual ou maior efetividade em relacao

ao estado da arte e, possivelmente, menor custo.

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de protocolos para a
producdo de biomateriais de carbono ativado e a avaliacdo inicial de seu
desempenho in vitro junto a células tronco da polpa do dente de leite como

estratégia para a regeneracao de tecido 0sseo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Fissura Labiopalatina

As fissuras labiopalatinas nao-sindrébmicas (FLP) sdo consideradas como as
malformacfes congénitas faciais mais comuns presentes no nascimento, com a
prevaléncia mundial de aproximadamente 1,43 a cada 1000 nascidos vivos (Dixon
et al., 2011), e sao caracterizadas pela incompletude de processos de crescimento,
diferenciacdo e fusdo de estruturas associadas a formagéo do labio superior e o

palato (Bueno et al., 2011).

Devido as complicacdes decorrentes da malformacdo, os individuos que
nascem portadores de FLP ndo tém somente problemas estéticos, mas também
podem apresentar outras alteracdes sistémicas como problemas de audicdo, de
arcada dentaria, malformac@es nos dentes, dificuldades de alimentacdo que podem
levar a alteracBes nutricionais, além de poderem apresentar alteracdes psicoldgicas
no decorrer de seu desenvolvimento. As corre¢cfes sao realizadas por meio de
intervengdes multidisciplinares que incluem: cirurgia, tratamento dentario, terapia
da fala e acompanhamento psicolégico para a reabilitacdo estética e funcional
destes individuos (Shaw et al., 2004).

Por muito tempo, estabeleceu-se como padrédo ouro para o tratamento de
defeitos 6sseos congénitos, inclusive as fissuras orofaciais, ou defeitos adquiridos
em humanos, a insercdo de enxertos 0sseos autdlogos no sitio de defeito,
provenientes de tecido saudavel do proprio paciente (Raposo-Amaral et al., 2014).
Em relacdo ao tratamento de FLP, a regido de utilizacdo mais frequente para a
obtencdo de tecido 6sseo para enxertos é a crista iliaca, localizada no quadril
(Eppley e Sadove, 2000).

Este método permite a obtencdo de um volume abundante de osso trabecular
(Beirne et al., 1996), apresenta relativa facilidade na extracdo do tecido e ainda
possibilita a execucdo simultdnea com o processo de implantacdo do enxerto
(Rudman, 1997). Entretanto, a ideia de retirar tecido saudavel deste local ndo é
recebida com facilidade pela populacéo, tais quais apresentam uma aceitabilidade

de somente 23% (Hof et al., 2014). Ndo somente, destacam-se como pontos



negativos o desconforto local, mobilidade reduzida e periodo prolongado de
hospitalizacéo (Beirne et al., 1996). Sendo assim, deseja-se que a retirada de tecido

0sseo saudavel, e a consequente morbidez do paciente, seja evitada.

pY

Como alternativa a utilizagcdo de enxertos autélogos, é possivel adotar a
abordagem conhecida como bioengenharia de tecidos. Este ramo do conhecimento
foi descrito por Langer e Vacanti (1993, p. 920) como “uma area interdisciplinar que
aplica os principios de engenharia e as ciéncias da vida, visando o desenvolvimento
de substitutos bioldgicos que restauram, mantém ou melhoram a funcionalidade do
tecido.” Basicamente, pode ser compreendida por meio de seus trés elementos
principais: o biomaterial ou “scaffold”, as células a serem semeadas neste material

e 0 ambiente em que esta associacao ira ser introduzida (Szpalski, 2012).

A revisao feita por Martin-del-Campo, Rosales-Ibafiez e Rojo (2019) apresenta
uma série de biomateriais destinados a recuperacdo de pacientes de FLP, tais
como granulos microestruturados de p-tricalcio fosfato, matrizes 0Osseas
desmineralizadas e vidros bioativos no grupo das bioceramicas, e a poli(e-
caprolactona), o poliacido lactico e o polihidroxialcanoatos como alguns exemplos

de biomateriais poliméricos.

Em relacdo a este ultimo grupo, foi destacada pelos autores a utilizacdo de
compositos de poli(e-caprolactona) e nanotubos de carbono, que, por sua vez,
foram capazes de estimular a adesao e proliferacdo celular de células-tronco da
polpa de dente, além de promover a diferenciacdo em tipos celulares de fenétipo
normalmente encontrado em tecido 6sseo (Martin-del-Campo, Rosales-lbafiez e
Rojo, 2019). Além das bioceramicas e polimeros apresentados na revisao, também
foi introduzido o uso de materiais carbonosos na regeneracdo de tecido 0sseo.
Mediante uma melhor exploracdo de estratégias dentro desta categoria de
materiais seria possivel identificar alternativas interessantes a regeneracao 0ssea

em geral.



2.2. O carbono como elemento central no desenvolvimento de biomateriais

Pelas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas distintas reportadas na
literatura, foi dada aos materiais derivados de carbono, tais como o grafeno, as
microesferas, os nanotubos de carbono e as espumas, especial atencdo e
curiosidade para aplicacdo em diversas areas de pesquisa, inclusive a

bioengenharia de tecidos.

A introducao do material conhecido como “grafeno” na comunidade cientifica é
relativamente recente, e a evolugcéo de sua popularidade, surpreendente. Em 1997,
iniciaram-se as discussdes sobre folhas de grafeno em condi¢des isoladas. Em
2002, foram feitos os primeiros experimentos sobre o comportamento experimental
de um namero minimo de camadas de carbono. Em 2004, foi publicado o primeiro
artigo sobre a caracterizagao de “filmes grafiticos monocristalinos”, em referéncia a
este novo material. Apenas seis anos apoés esta publicacao, foi concedido o Prémio
Nobel de Fisica aos contribuintes principais do estudo anterior, em meio a enorme
repercussdo mundial deste material e suas propriedades (Colapinto, 2018;
Novoselov et al., 2004). Como uma das evidéncias desta repercussao, nota-se um
crescimento extremamente expressivo da taxa de patentes por ano referentes ao
grafeno na década de 2000, ao que foi reportado pelo Intellectual Property Office,
orgao do Reino Unido responséavel pelos direitos de Propriedade Intelectual (Figura
1) (Zhamu, 2017).

Figura 1 - Histérico de depdsito de patentes referentes ao grafeno no Reino Unido.
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Fonte: Intellectual Property Office, UK, 2011.



Recentemente, foi comprovada a biocompatibilidade do grafeno por meio de
testes de scaffolds associados com fibroblastos. Lasocka et al. (2018) conduziu o
experimento de modo a depositar o grafeno sobre um substrato de cobre, com
posterior esterilizacdo e transferéncia para placas de pocos de cultura celular.
Houve certificagcdo da qualidade do método de preparacdo do material pela
aplicacdo de espectroscopia Raman (Figura 2) para identificacdo de picos

caracteristicos e microscopia Optica para a confirmacéo da auséncia de buracos ou
rasgos na malha.

Figura 2 - Espectroscopia Raman para identificagao de picos caracteristicos do grafeno.
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Fonte: Lasocka et al., 2018.

Fibroblastos derivados de tecido areolar e adiposo provenientes de ratos foram
cultivados sobre uma superficie de grafeno e analisados segundo sua morfologia,
viabilidade celular e proliferacdo. Em um periodo de 24 horas, relata-se que ocorreu
a transicdo morfolégica das células de um formato arredondado para um dito como
“axial” (Figura 3). Ao final deste periodo também foi comprovada a viabilidade
celular sob o critério de sobrevivéncia celular superior a 95 %, além de ter
constatado que a proliferacdo celular em superficie de grafeno fora

significativamente superior segundo a quantificacdo da atividade mitocondrial
(Figura 4) (Lasocka et al., 2018).



Figura 3 - Comparacédo morfoldgica de fibroblastos "L929" cultivados em superficie de

vidro (controle) e de grafeno por um periodo de 24h.
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Fonte: Lasocka et al. 2018.

Figura 4 - Atividade mitocondrial de fibroblastos cultivados em superficie de vidro ou

de grafeno. p-value < 0.01.
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Idealmente, pretende-se utilizar os scaffolds para simular a matriz extracelular
caracteristica ao ambiente escolhido. O desenvolvimento de materiais porosos de
rede interconectada pode promover o alojamento celular e promover a formacéo de
novo tecido no local. Abarrategi et al. (2008) utilizaram scaffolds de nanotubos de
carbono “multicelulares” (NCM) com uma pequena fracdo de quitosana em
associacdo a mioblastos de ratos para seu estudo. O produto resultante deste
processo foi observado por meio de microscopia eletrénica de varredura e pode ser

visualizada na figura 5.

Figura 5 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura dos nanotubos de carbono

multicelulares. O segmento branco no canto superior esquerdo equivale a 20 pym.
. A2

)

Fonte: Abarrategi et al., 2008.

Outra possibilidade de utilizacdo do carbono como scaffold é na forma de
espumas de carbono. Analogamente aos NCMs, é disponibilizado um ambiente
tridimensional e poroso destinado a aderéncia celular por todo o volume do material.
As espumas de carbono foram descritas por Chen et al. (2006) como um material
similar a uma esponja de aspecto “leve” (0,2 a 0,8 g/cm?), alta resisténcia térmica
(até 3000 °C em atmosfera inerte) e mecéanica (aproximadamente 20 MPa em
compressdo), extensa area superficial externa com rede aberta de poros e

condutividade elétrica e térmica ajustaveis.



Uma estratégia para a producédo das espumas foi a descrita por Jana et al.
(2013), no qual impregnou-se sacarose ao longo de uma matriz de poliuretano de
esponjas comerciais, ao passo em que este ultimo foi volatilizado durante a
carbonizagao, formando, ao final do processo, um ambiente tridimensional e poroso
(figura 6). Observados os aspectos de praticidade e dos resultados no trabalho
supracitado, optou-se pela inclusdo desta metodologia em uma das secfes do

presente trabalho.

Figura 6 - Espuma de carbono produzido a partir de esponja doméstica e sacarose.

Fonte: Jana et al. (2013)

Até o presente momento, uma grande variedade de precursores, tanto naturais
guanto sintéticos, foram utilizados na producdo de scaffolds de carbono e
mostraram resultados promissores, tais como a poliacrilonitrila (PAN), resinas
fendlico-furanicas, resinas epoxi, carvao, extratos de N-metil-2-pirrolidona, piche de
petréleo, de alcatrdo, extratos de carvdo hidrogenado, emulsdes de
estireno/divinilbenzeno, resinas fendlicas novolacas, dentre outros (Chen et al.,
2006; Szeluga et al., 2018; Woodward et al., 2017). Dado que existe uma vasta
diversidade de matérias-primas para a producdo de materiais carbonosos, também
se torna economicamente interessante a busca por precursores de custo cada vez

mais reduzido.
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O trabalho elaborado por Vandelli et al. (2004) e posteriormente incrementado
por Ge et al. (2009) consistiu na sintese de microesferas organicas a partir da
emulsdo composta por uma solucdo aquosa de gelatina e 6leo de semente de
algoddo. Contudo, dada a enorme variedade de Oleos tanto vegetais quanto
minerais utilizados em aplicacdes biologicas (Vandelli et al., 2004; Ge et al., 2009;
Tanaka et al., 1963; Gumus et al., 2015), foram selecionadas algumas alternativas
ao Oleo de semente de algoddo para serem submetidas ao mesmo trabalho
experimental, com a motivacdo de que também poderiam apresentar propriedades

interessantes a sintese de biomateriais.

2.3. Oleos vegetais e minerais como precursores de materiais carbonosos

2.3.1. Mineral

O trabalho no qual Vandelli et al. (2004) baseou a sintese de microesferas de
gelatina foi proposto por Tanaka et al. (1963), que por sua vez utilizou o 6leo mineral
como componente da emulséo. O objetivo principal encontrado neste trabalho foi a
elaboracdo de um sistema de liberacédo controlada de sulfanilamida e riboflavina.

Como resultado, foram produzidos micropellets de diametro entre 0.3 a 0.5 mm.

A utilizac&o destes precursores para o preparo da emulsédo serviu de motivagéo

para a sua inclusao neste trabalho.

2.3.2. Gérmen de Trigo

O 6leo de gérmen de trigo (OGT) foi descrito por Gumus et al. (2015) como um
0leo comestivel rico em fitoquimicos, de propriedade antioxidante, e proteinas,
além apresentar alguns beneficios para a saude, tais como a reducéo dos niveis
de plasma e colesterol no sangue (Kahlon, 1989). A substancia também fora
utilizada na fabricacdo de nanoesferas do complexo gérmen de trigo-aglutinina para

a deteccao de células cancerosas (Xie et al., 2007).
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Por fim, Gumus et al. (2015) utilizou uma infusdo de 6leos de semente de
cominho preto e gérmen de trigo para a producédo de uma substancia rotulada como
“fito-nanoemulsao”, tal qual forneceu protecdo contra radiacdo e melhorias no

processo de cicatrizagdo em testes in vitro com fibroblastos e hepatdcitos.

Esta sinergia entre o 6leo de gérmen de trigo e culturas celulares foi

determinante na inclusdo do material neste trabalho.

2.3.4. Canhamo

Um dos registros da inclusdo do 6leo de canhamo na ciéncia dos materiais foi
a descricdo de Quiles-Carrillo et al. (2017) para a melhoria de propriedades
mecanicas de poli acido lactico (PLA) injetado. Segundo os autores, a adicdo de
até 10 % de 6leo de canhamo induziu um aumento na resisténcia ao impacto,
mobdulo de elasticidade e tenséo de ruptura do polimero, ao que foi explicado pela
adicdo de ramificacBes e/ou reticulacdo das cadeias poliméricas por meio da
reacdo entre os grupos anidrido maleico e hidroxila pertencentes ao 6leo e ao PLA,
respectivamente. Além disso, o aumento da tenacidade do material foi relacionado
a dispersdo micrométrica de gotas de 6leo encontrada ao longo da matriz

polimérica.

A apresentacdo de bons indicadores deste reagente na sintese e modificagcdo

de materiais também serviu de justificativa para a sua selecdo neste trabalho.

2.4. Funcionalizag&o de Superficies

O carater fisico-quimico da superficie dos biomateriais possui fundamental
importancia na adesdo celular, visto que a funcionalizagdo apropriada de
superficies pode promover e/ou regular a extensao e intensidade da adeséo celular
por meio da ligacao entre receptores especificos de adesao, tais como as proteinas
do grupo das integrinas e os terminais ativos da matriz extracelular (Bacakova et
al., 2011)
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A adesdao celular, por sua vez, desempenha funcdo ndo somente mecanica
como também fisiologica na integracdo entre biomaterial e célula. Segundo
Bacakova et al. (2011), ha um papel central deste fator na regulacao da proliferacao
celular e na transicao entre o regime proliferativo e o de diferenciagao celular. Nao
somente, relata-se que células dependentes de ancoragem, tais como fibroblastos
e células-tronco em geral, ndo realizam a divisdo e podem até submeter-se a
apoptose caso nao haja algum tipo de espalhamento pelo substrato. A correlacao
entre adesado celular e o achatamento de sua morfologia, portanto, torna-se

evidente.

Entretanto, segundo o0 mesmo grupo, a proliferacdo e migracéo celular sao
otimizadas por meio de aderéncia celular em grau intermediario, ao passo em que
um alto grau de adesé@o se correlaciona positivamente com a expressdo de
marcadores de diferenciacdo celular. Desse modo, a modulagdo apropriada da
interface célula-biomaterial € dependente do tipo de tratamento de superficie

adotado.

Duas simples estratégias para a funcionalizacao de superficies foram descritas
tanto por Mufiz et al. (2009) quanto por Takaoka et al. (2007), e envolvem a
utilizagdo de solugbes de HNOs ou H202 para a inser¢cdo de grupos polares na
superficie de carbonos ativados. Cada uma destas solu¢des possui um potencial
oxidativo diferente e o estudo da influéncia de cada tratamento na adeséo celular
foi incluido neste trabalho.

2.5. Células-tronco Mesenquimais

Como células para associagcdo ao biomaterial, foram utilizadas Células-tronco
Mesenquimais (CTMs). A escolha de CTMs nesta estratégia tem como motivagdes
a sua capacidade de regular a resposta imune e inflamatoria do organismo e
estimular a migracéo, proliferacdo e sobrevivéncia celular de suas adjacéncias via
comunicagao paracrina (Maxson et al., 2012). Também é importante destacar que
0 uso de biomateriais semeados com células tronco age em conjunto com a
diminuicdo do uso de tecido saudavel para sua implantacdo em locais lesionados,

uma vez que é possivel coletar CTMs de fontes comumente descartadas, tais como
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o fluido sinovial e a gordura infrapatelar no joelho (também denominada gordura de
Hoffa) (Fernandes et al., 2018), ou a polpa de dente deciduo (“dente de leite”)
(Pinheiro et al., 2018) e diferencia-las em diversos tipos celulares, tais como
adipdcitos, condroblastos e ostedcitos. Com isso, é possivel desenvolver solu¢des

especificas a multiplas situacdes (Aurrekoetxea et al., 2015).

Dentro do contexto da FLP, o 0sso a ser reconstruido é alveolar (Gimbel et al.,
2007). De um ponto de vista estrutural, o tecido 6sseo pode ser classificado como
um material compa@sito anisotropico com rede interconectada de poros que contém
células dsseas (osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos, pré-osteoblastos, etc.),
fibrilas de colageno, biomoléculas (como as proteinas e os fatores de crescimento),

hidroxiapatita e uma complexa rede de vascularizacao (Polo-Corrales et al., 2014).

Com esta presente heterogeneidade de estruturas, € possivel adotar varias
abordagens diferentes para projetar um material que mimetize este tecido, de forma

a desenvolver terapias voltadas a regeneracdo 6ssea.

Pretende-se, entdo, elaborar e padronizar estratégias para a sintese de
biomateriais baseados em carbono ativado, tais quais serédo caracterizados pelas
técnicas de Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV), Espectroscopia por

Energia Dispersiva (EDS) e Espectroscopia Raman.

2.6. Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura, ou MEV, é uma das mais versateis
técnicas de observacado a nivel microscopico ou nanoscopico atualmente. Por meio
de um feixe de elétrons incidido sobre o material, é possivel detectar a emissdo de
elétrons de diferentes origens, e a informacédo carregada por cada um permite a
obtencdo de diversas caracteristicas da amostra analisada. Dentre 0s principais
tipos de emissao, estdo os elétrons secundarios (“secondary electron”), de baixa
energia (< 50 eV), e os elétrons retroespalhados (“backscattering electron”) de

maior energia (> 50 eV).

As informacdes transmitidas pelos elétrons secundarios possuem estrita
relacdo com o relevo da amostra e possuem resolucéo em torno de 3 a 5 nm. Ainda

assim, por possuirem um livre caminho médio de 2 a 20 nm, so € possivel detectar
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os elétrons secundarios muito préximos a superficie (Dedavid, Gomes e Machado,
2007, p. 12).

Em relacdo aos elétrons retroespalhados, afirma-se que as informacdes
trazidas por este sinal refletem tanto o relevo da amostra quanto a composi¢ao
guimica da amostra, ao qual este ultimo é fungdo no numero atdémico de elementos
presentes dentro da regido de penetracdo deste feixe (Dedavid, Gomes e Machado,
2007, p. 13).

2.7. Espectroscopia por Energia Dispersiva

A técnica conhecida como Espectroscopia por Energia Dispersiva ou
Espectroscopia de Raios-X aproveita a incidéncia do feixe de elétrons oriundo do
equipamento de MEV e |é a emissdo de Raios-X pela amostra. Este tipo de sinal,
por sua vez, decorre do retorno dos elétrons da amostra, anteriormente excitados
pelo feixe de elétrons, ao seu estado de energia original. Este retorno emite Raios-
X caracteristicos aos atomos que sofreram tal processo. Em suma, portanto, a
técnica EDS possui muita importancia na caracterizacdo de materiais, ao que
permite uma rapida microanalise quimica semiquantitativa das amostras desejadas
(MEE, 2019).

2.8. Espectroscopia Raman

A técnica conhecida como Espectroscopia Raman é descrita como uma analise
guimica nédo-destrutiva que fornece informagdes detalhadas sobre a estrutura
guimica, fases presentes e interacdes moleculares, tal qual baseia-se na interacéo

das ligacdes quimicas com a luz (Horiba, 2019).

A partir da incidéncia de um espectro de radiacao laser de baixa poténcia sobre
o0 material a ser analisado, sao identificados dois fen6menos de espalhamento de

luz: o elastico e o inelastico.

Boa parte da radiacao espalhada pelo material ocorre de forma elastica, ou seja,

com a mesma frequéncia (e consequentemente a mesma energia) da luz incidente,
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e nao fornece informacdes significativas a respeito do objeto analisado. Entretanto,
em uma pequena parcela da radiacédo espalhada, nota-se uma diferenca de energia
em relacd@o a incidente, tal qual é identificada como um decréscimo ou acréscimo
de energia (espalhamento do tipo Stokes ou anti-Stokes, respectivamente). Este
fendbmeno foi primeiramente descrito pelo fisico Chandrasekhara Venkata Raman
em 1928 e, portanto, recebeu o nome de “efeito Raman”, e o espectro
correspondente aos desvios de “espectro Raman” (de Faria, 2011; Kauffmann et al,
2019).

Segundo de Faria (2011), cada espécie quimica possui um espectro Raman
caracteristico devido a interacdo singular da luz incidente com os modos
vibracionais dos atomos da substancia em questdo, o que serve como uma
“impressao digital” da substancia analisada. Sendo assim, por meio da identificac&o
dos picos no espectro Raman, torna-se possivel inferir sobre o perfil quimico,
geometria molecular, polimorfismos, contaminagdes, dentre outros aspectos acerca

do material.

2.9. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € um método popular na biologia celular que faz uso das
interagbes entre células e luz para extrair uma série de informacdes sobre

determinada populacéao.

Por meio de trés aspectos desta interagdao, com as denominagdes “Forward
Scattered Light” (FSL), “Side Scattered Light” (SSL) e a emisséo de fluorescéncia,
caracteriza-se a populagao de acordo com tamanho, complexidade e marcadores
especificos de superficie, respectivamente, e, assim, permitem a distingcdo entre

varios tipos celulares (Antibodies-Online, 2013).

Neste trabalho, a citometria de fluxo foi utilizada para a identificacdo de CTMs
segundo marcadores comumente apontados como identificadores de CTMs e 0 uso
de controle negativo para a distincdo entre esta populacdo celular e células

hematopoiéticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Sintese de Microesferas de Carbono

A metodologia descrita a seguir, inspirada pela descrita por Ge et al. (2009), foi
realizada de maneira idéntica para os 6leos de gérmen de trigo (Peter Paiva),

semente de algodao (Pazze), mineral (Peter Paiva) e canhamo (Nutiva).

Dezoito gramas de gelatina hidrolisada em pé (Exodo Cientifica) foram
dissolvidos em 10 ml de agua destilada a 60 °C durante 10 minutos em constante
agitacdo. Sob mesmas condi¢des, adicionou-se 120 ml de dleo gradativamente.
Passados 10 minutos apos a adicao de Oleo, as amostras foram colocadas em um
banho a 5 °C durante 10 minutos e, posteriormente, aquecidas a até 90 + 5 °C
durante 2 horas. O processo de aquecimento foi feito por meio de placa de

aquecimento com agitacdo magnética (MYLABOR).

As amostras foram entdo submetidas a uma temperatura de 250 °C por 8 horas

em um forno mufla (Jung), com taxa de aquecimento a 10 °C.min"L.

Em seguida, adicionou-se 100 ml de uma solucéo de H2SO4 (Quimica Moderna,
P.A. A.C.S.) a uma concentracdo de 0,25 mol/l e temperatura ambiente, no qual
repousou por 12 horas a 98 °C.

Por fim, em um forno tubular (Grion), aqueceu-se a amostra a até 900 °C por 2

horas, com rampa de aquecimento a 10 °C.min! e em atmosfera de argonio.
Ambos os fornos esfriaram a temperatura ambiente.

Para analise, foi realizado MEV com o equipamento FEI Inspect F50, EDS com
0 Espectrometro de Raios X EDS EDAX e a Espectrometria Raman com o
Microscopio Confocal Raman LabRAM HR Evolution da Horiba Scientific a 532

cml.
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3.2. Sintese da Espuma de Carbono

Esta metodologia foi baseada na descrita por Jana et al. (2009).

2 g de sacarose (Acucar refinado Unido) foi dissolvida em 10 ml de agua
destilada contendo 5 gotas de acido nitrico (LS Chemicals, P.A. ACS 65 %). Esta
solucédo foi despejada sobre 0,7 g de uma esponja convencional de limpeza
doméstica (Cortag), recirculada algumas vezes para melhor distribuicdo pelo
material, e a esponja impregnada foi posteriormente colocada em estufa a 120 °C
durante 48 h. Outra esponja de mesma massa inicial sem o tratamento com a
solucéo de sacarose foi submetida ao aquecimento como controle.

ApOs esta etapa, a amostra impregnada foi cortada para melhor encaixe no
cadinho do forno (figura 7) e carbonizadas a 900 °C durante 1h, com rampa de

aquecimento a 3 °C.mint em atmosfera inerte de argonio.

Figura 7 - Preparacéo para a carbonizacdo da esponja impregnada.

Fonte: Autoral

Ao final da sintese, realizou-se MEV e EDS com 0s mesmos equipamentos

anteriormente descritos.
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3.3. Funcionalizacdo de superficie

A sequéncia de procedimentos descrita foi realizada tanto sobre as
microesferas quanto para a espuma de carbono e baseia-se na descricdo feita por
Muiiz et al. (2009).

Para a funcionalizacao dos biomateriais, foram utilizadas duas estratégias que
visam a oxidagao superficial: tratamento com HNOs a quente e tratamento com
H20:2.

3.3.1. Tratamento com HNOs3 a quente

Uma solucdo de acido nitrico foi preparada utilizando uma solugdo méae de
HNOs a 65% (LS Chemicals, P.A. ACS). Para obter a concentracdo de 5 mol/l,
diluiu-se 35 ml da solucdo mae com a adicdo de 65 ml de agua e a mistura foi

submetida a temperatura de 90 °C.

Uma vez atingida esta temperatura, mergulharam-se as amostras
individualmente, no qual permaneceram nestas mesmas condi¢cfes experimentais

durante 3 h (figura 8, pagina 19).

ApoGs este intervalo de tempo, todas as amostras foram submetidas a filtracédo
a vacuo e lavagem a quente (70 °C, 20 minutos) duas vezes.

Finalmente, as amostras foram secas e armazenadas em estufa a 100 °C por

um periodo superior a 48h.
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Figura 8 - Tratamento das amostras com HNO3 a quente.

Fonte: Autoral

3.3.2. Tratamento com H202

A solucao de peroxido de hidrogénio foi preparada utilizando uma solu¢cao méae
de H202 a 30% (Synth, P.A. ACS). 320 ml de solugéo de H202 a 1,5 mol/l foi obtida

pela mistura de 50 ml da solucdo mae com 270 ml de agua destilada.

Este tratamento foi realizado a temperatura ambiente por meio da simples
imersao individual das amostras na solucdo descrita (figura 9, pagina 20). Com um
volume inicial de 20 ml, adicionou-se este mesmo volume a cada hora até completar
o total de 80 ml, e o processo pode ser visualizado na figura 9. Segundo Mufiiz et
al. (2009), a adicao é feita de maneira fracionada para atrasar a decomposicao
espontanea do peroxido.

Uma hora ap6s a ultima adicao, foi realizada a filtragem a vacuo e lavagem a

guente com agua destilada (70 °C, 20 minutos) duas vezes.

Ao final, as amostras também foram secas e armazenadas em estufa a 100 °C.
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Figura 9 - Tratamento das amostras com H2Oo.

Fonte: Autoral

Ao final, realizou-se MEV e EDS com 0s mesmos equipamentos previamente

especificados.

3.4. Expanséao Celular

Todos os procedimentos adotados para o processamento de células e
biomateriais foram realizados no Centro de Processamento Celular do Hospital
Sirio-Libanés sob condi¢cdes de Boas Praticas de Manipulacdo Celular e sob
supervisao da Dra. Daniela Franco Bueno.

A preparacdo do meio denominado como basal consistiu em uma solucéo de
Dulbecco’s Modified Eagle Medium/NutrientMixture F-12 (DMEM/F-12; Gibco
Invitrogen) suplementado com 15 % de soro fetal bovino (SFB, HyClone Standard
Fetal Bovine Serum, GE Healthcare, USA), 1 % penicilina, 1 % streptomicina e 2 %
Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acids (MEM-NEAA,
ThermoFisher Scientific).

Para a diferenciacdo osteogénica, foi utilizado meio de cultura especifico com
fatores de crescimento StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit (Gibco

Invitrogen, Grand Island, NY).
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Para a expansdo, as CTMs de polpa de dente de leite, anteriormente
conservadas em condicbes de criogenia a aproximadamente -212 °C, foram
descongeladas e mantidas em meio basal a 37°C em atmosfera umidificada a 5%
de COz2, com troca de meio realizada trés vezes por semana. Ao atingir confluéncia,
em um intervalo de 2 a 3 dias, as células foram lavadas em Phosphate Buffered
Saline (PBS, pH 7,4, Thermo Fisher Scientific), coletadas sob tratamento com
tripsina (TrypLE™ Express, Thermo Fisher Scientific, USA), e replagueadas por
meio de diluicdo 1:2 para a primeira subcultura. Todas as passagens subsequentes
foram realizadas da mesma maneira. Ao final da expansao, na quinta passagem,
realizou-se o teste de viabilidade celular com o contador de células Countess Il
Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific). A distincdo entre células vivas
e mortas é realizada por meio da coloracao por Azul de Tripan, que € impermeavel
a membrana celular. Dessa forma, células com a membrana celular comprometida
adquirem coloracdo azulada e séo identificadas pelo equipamento como mortas
(Creative Bioarray, 2019). Outra importante informacao fornecida pelo equipamento
€ a distribuicdo de tamanho da populagéo celular, mensurada pelo sistema o6ptico
do equipamento.

3.5. Caracterizacgéo celular por citometria de fluxo

A imunofenotipagem foi realizada por meio do equipamento FACSCalibur (BD,
Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ) e analisado no programa proprio CellQuest
(BD, Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ). As células obtidas das culturas
celulares em uma concentracéo 1x10° células em 100 pl foram marcadas com os
anticorpos monoclonais: CD29-PE, CD44-PE, CD90-FITC e CD105-PE, e negativa
para CD34-FITC e CD45-FITC,; Isotipos IgG-FITC e IgG-PE (BD Bioscience, Becton
Dickinson Franklin Lakes, NJ), por 15 minutos em temperatura ambiente no escuro;
depois foram adicionados 500 ul de PBS com 3% SFB, e incubadas por 15 minutos

em temperatura ambiente no escuro.

Primeiramente, foram analisadas as células sem marcacdo, a partir dessa
analise foram utilizados os isotipos especificos, para o anticorpo utilizado na reacao

de marcacdo monoclonal, como controle negativo da reacao.
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3.6. Planejamento de grupos amostrais

Oito tipos de biomateriais foram incluidos, identificados com base no tipo de
Oleo precursor, no caso das microesferas, ou se tratava da espuma de carbono, e

o tratamento de superficie utilizado e estdo melhor detalhados na tabela 1.

Tabela 1 - Classificacao dos grupos amostrais de acordo com 6leo precursor ou

espuma e respectivos tratamentos de superficie.

Tratamento superficial
Material
HNOs H202
Céanhamo C-HNOs C-H202
Semente de Algodao SA-HNO3 SA-H20:2
Gérmen de Trigo GT-HNOs3 GT-H20:2
Espuma ESP-HNO3 ESP-H20:2

Além disso, foram criados grupos controle para a viabilizacdo de diferentes
analises comparativas a respeito da interacdo entre biomaterial, CTMs e 0s meios

de cultura e diferenciagéo.

Sao eles: (1) biomaterial e meio de diferenciacéo, (2) biomaterial e meio basal,

(3) CTMs e meio de diferenciacéo e (4) CTMs e meio basal.

Tais grupos foram submetidos as mesmas rotinas de cultivo celular descritas
neste trabalho.
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3.7. Plaguemamento de CTMs nos biomateriais

Todos os biomateriais foram submetidos a autoclave (Cristéfoli, Vitale Class),
feita por meio da submissdo dos materiais a esterilizacdo umida a uma faixa de
temperatura entre 129 a 132 °C durante 20 minutos e adicionais 15 minutos de
exposicdo a radiacdo ultravioleta (Philips, 253,7 nm, 30 W).

Para o plaqgueamento das CTMs sobre as amostras, prepararam-se
previamente placas de cultura celular de 6 po¢os com solucéo de albumina humana
a 5% deixadas overnight em estufa a 37 °C e 5% de CO2. O tratamento das placas
de cultura com albumina visa evitar a aderéncia de CTMs no fundo dos pocos da

placa e, consequentemente, o enviesamento das analises posteriores.

Apés esse periodo, aspirou-se o excesso de albumina e posicionaram-se 0s
biomateriais nos pocos, que por sua vez foram tratados com 50 pl de soro fetal
bovino puro em estufa a 37 °C e 5% de CO:2 por 30 minutos. Com este procedimento,
pretende-se aumentar a retencdo de células na superficie do material. A massa

aproximada de cada amostra foi cerca de 10 mg.

O excesso de soro foi retirado e, por fim, foram adicionados 100 pl da
suspenséo celular contendo cerca de 1 x 10° CTMs por amostra. As placas foram
armazenadas em estufa sob as mesmas condigbes anteriormente citadas por 1
hora. Em seguida, foram adicionados 2 ml de meio basal em cada poco e

armazenados em estufa por 12 horas.

Por fim, para os grupos amostrais destinados a analise com meio de
diferenciacdo, houve a substituicdo do meio basal pelo meio de diferenciacdo
osteogénico. Ambos os meios de cultura foram renovados a cada 2 dias durante

um periodo de 14 dias.

Foram utilizados os rotulos previamente especificados na tabela 1 e a adicao
de uma letra ao final. Grupos terminados em “D” representam a associacio entre
biomaterial e CTMs imersos em meio de diferenciagéo osteogénico; terminados em
“B” refere-se a mesma associacdo em meio basal; terminados em “D-%, ao
biomaterial sem CTMs imerso em meio de diferenciagao e “B-“, ao biomaterial sem
CTMs imerso em meio basal. Adicionalmente, os grupos controle positivo e

negativo foram representados por “Diff’ e “Basal” nesta ordem e s&o compostos por
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CTMs sem o0s biomateriais, mantidas em meio de diferenciacdo e basal

respectivamente.

3.8. Preparacéo para Microscopia Eletronica de Varredura

A preparagéo dos biomateriais com as CTMs consistiu em um processo de trés

partes: fixacdo, desidratacao e recobrimento.

A fixacao consistiu na imersao dos biomateriais plaqueados em 2 ml de solucao
de glutaraldeido a 0,01 %, ao qual foram deixados a temperatura ambiente por 1
hora e armazenados em refrigerador a 4 °C por um periodo superior a 36 horas.

Em seguida, aspirou-se a solugéo e adicionou-se 2 ml de solucdo de 4 %

formaldeido a temperatura ambiente por 30 minutos.
Ao final, retirou-se a solucéo anterior e foi iniciada a etapa de desidratacao.

O processo de desidratacao foi feito por meio da adicdo de solu¢gbes aquosas
de etanol a concentracdes crescentes. Cada adigao foi feita com tempo de repouso
de 15 minutos, exceto a solugcéo de etanol puro, que permaneceu até a preparacéo
para a etapa de recobrimento. Ao final de cada periodo, retirou-se completamente

a solucéo de etanol da amostra.
As concentragdes utilizadas foram 50 %, 70 %, 95 % e 100 %, nesta ordem.

A observacao por MEV foi viabilizada pela fixacdo das amostras em um porta-
espécime metalico utilizando adesivo de carbono com posterior recobrimento com
uma fina camada de ouro por meio do processo de vaporizagdo sob vacuo no
equipamento Balzers SCD 050 Sputter Coater. O equipamento utilizado para MEV

foi 0 mesmo anteriormente mencionado.

3.9. Quantificacdo de Matriz Ossea

Apés 14 dias em condicdes de cultivo celular, foi retirado o meio de

diferenciacdo ou o meio basal das amostras. Todos os grupos foram lavados
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duplamente com PBS e fixados em solucao de etanol a 70 % por 30 minutos. Apds
este intervalo, foi feita a remocao do etanol e a adicdo de solucdo de Alizarin Red
S (pH 4,2, Sigma-Aldrich) a 0,2 %. A coloragdo permaneceu em contato com as
amostras durante 30 minutos sob agitacdo constante, seguido de lavagem com
PBS e adicdo de 500 pl de solucdo aquosa de 10 % acido acético e 20 % metanol,

também sob agitacdo por 15 minutos.

Por fim, foram plagueados 100 pl em triplicata da fase liquida de cada amostra
em uma placa de 96 poc¢os e encaminhados a quantificacdo de absorbancia a 450
nm. O procedimento foi realizado por meio do leitor modular de absorbancia TECAN

Infinite M200 Pro, e software Magellan.

3.10. Analise estatistica da quantificacdo da absorbancia

A comparacao entre os grupos foi feita por meio do teste ANOVA de uma via
(One-Way ANOVA) e o teste de multiplas comparagdes de Dunnett com o auxilio

do programa GraphPad Prism 7.04.
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4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

4.1. Preparacédo das microesferas

Os resultados da primeira parte da sintese de microesferas estdo descritos a
seqguir.

by

Particularmente a utilizacdo de o6leo mineral, houve relativa dificuldade na
padronizacdo de resultados da primeira etapa de sintese (figura 10) e, visando o
bom cumprimento do cronograma de atividades, os materiais derivados deste
precursor foram encaminhados a somente uma analise, a espectroscopia Raman,
apos a regularizacédo da metodologia de sintese. Em momentos posteriores, prevé-
se a repeticdo deste procedimento de modo a obter melhor regularidade de

resultados.

Em excecdo ao O6leo mineral, todas as amostras desta abordagem
apresentaram maior facilidade de manuseio e aspecto visual semelhante, com
morfologia porosa e coloracéo negra (figuras 11, 12 e 13). Importante notar que a
execucado deste protocolo resultou na coalescéncia parcial das microesferas,
criando assim uma estrutura tridimensional e porosa que facilitou a manipulacao

posterior na etapa de integracdo com CTMs.

Figura 10 - Emulséo feita a partir do 6leo mineral ap6s tratamento a 90 °C.

Fonte: Autoral
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Figura 11 - Emulsé@o GT apds tratamento térmico a 250 °C e filtragem a vacuo.

Fonte: Autoral.

Figura 12 - Emulséo C ap6s tratamento térmico a 250 °C e filtragem a vacuo

Fonte: Autoral
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Figura 13 - Emuls&@o SA apos tratamento térmico a 250 °C e filtragem a vacuo.

Fonte: Autoral

4.2. Carbonizacéo das microesferas

Todas as amostras foram pesadas em periodo anterior e posterior a

carbonizacao e os dados estao dispostos no grafico 1 (pagina 29).

Segundo o obtido, as perdas de massa foram de 75,66 % para microesferas
derivadas de 6leo de gérmen de trigo (GT), 86,41 % para 6leo de canhamo (C),
82,81 % para 6leo de semente de algodado (SA) e 78,18 % para 6leo mineral (M).

Ge et al. (2009), por meio de curva termogravimétrica, reportou uma reducao
de massa de cerca de 70 %, tal qual foi explicada pela perda inicial de umidade,
seguida de degradacdao proteica da gelatina e emisséo de volateis. O dado sobre a
massa remanescente ao final da termogravimetria foi interpretado como a fracao

massica de carbono.

Importante notar que, no trabalho supracitado, houve evidente diferenca entre
as curvas termogravimétricas entre as esferas tratadas ou ndo com acido (figura

14). Em torno de 900 °C, nota-se que as esferas nao tratadas apresentaram perda
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maior que 80 % da massa inicial, que coincide com os valores encontrados neste

trabalho.

Gréfico 1 - Perda de massa devido a carbonizacdo das microesferas. Legenda: Microesferas

de 6leo de Gérmen deTrigo (GT), de Canhamo (C), de Semente de Algodao (SA) e Mineral

(M)
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Fonte: Autoral

Figura 14 - Curva termogravimétrica de microesferas tratadas (AHGM) e né&o tratadas

com &cido (GM).
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4.3. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman das microesferas estao disponibilizados abaixo. Ao que
se pode observar, todas as amostras analisadas apresentaram picos com o mesmo

deslocamento Raman, salvo a diferenca de intensidade.

Em comparacao ao obtido por Ge et al. (2009) (gréfico 2 e figura 15), nota-se
que, em ambas as espectroscopias, foram identificadas as bandas conhecidas
como D e G (Ge et al., 2009; Hodkiewicz, 2010), situadas em torno de 1350 e 1582

cm!, respectivamente.

A interpretacdo dada por Ge et al. foi que, ao encontrar uma razao de
intensidade entre os picos D e G de 0,98, seria possivel afirmar que ha uma

gquantidade significativa de carbono amorfo na microestrutura de suas microesferas.

Tal interpretacéo € apoiada por Hodkiewicz (2010), que explora de forma mais
detalhada a origem de cada um dos picos tipicos encontrados no espectro Raman

de carbonos.

Primeiramente, a banda de denominacdo G associa-se ao desvio provocado
pelas ligages do tipo sp? entre &tomos de carbono, e pode ser utilizado para a
distincdo entre o diamante e outras estruturas carbonosas, tais como o grafite,

grafeno e nanotubos de carbono a nivel molecular (Hodkiewicz, 2010).

A banda denominada como D esta associada a um modo vibracional hibrido
encontrado nas bordas do grafeno e pode ser interpretada como um indicador de

desordem na microestrutura (Hodkiewicz, 2010).

Sendo assim, a razdo de intensidade entre picos D e G é justificadamente
interpretada como um indicador da fracdo de desordem microestrutural presente
nas amostras e que, no presente trabalho, apresentaram valores ligeiramente
inferiores aos encontrados por Ge et al. (2009), indicando menor desordem

microestrutural, e estdo indicados na tabela 2.

Por fim, nota-se a presenca de um pico largo em torno de 2900 cm?, tal qual
foi apontado como um indicador da presenca de ligagcdes carbono-hidrogénio
(Renishaw, 2019).
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Grafico 2 - Espectro Raman das microesferas. Os numeros indicados proximos ao gréfico
sd@o os numeros de onda correspondentes ao deslocamento Raman da amostra 4. Legenda:
1 - Gérmen de trigo sem tratamento em solucéo de H2SOg4; 2 - Semente de algodéo; 3 -

Mineral; 4 - Canhamo; 5 - Gérmen de trigo com tratamento em solucéo de H>SOa.
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Fonte: Autoral

Figura 15 - Espectro Raman das microesferas sintetizadas por Ge et al. (2009).
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Tabela 2 - Relagao de intensidade dos picos D e G das microesferas. A identificacdo das

amostras foi feita da mesma maneira do gréfico 2.

Amostra | I(D) (1355.34 cm™) | I(G) (1615.73 cm™) I(D)/I(G)
1 968 1081 0,89
2 515 542 0,95
3 404 457 0,88
4 1206 1329 0,91
5 356 404 0,88

Fonte: Autoral

4.4. Preparacao da espuma

Observando a figura 16 (pagina 33), percebe-se que poucas horas de estufa
sao suficientes para a mudanca de aspecto da esponja impregnada com solucao
de sacarose, dada a coloracdo marrom e o0 surgimento de pequenas bolhas na

superficie adquiridos ao longo do processo.

Ap6s o periodo de 48 horas, nota-se que nao houve grande distingcdo entre
esponja impregnada e grupo controle (figura 17 e 18, paginas 33 e 34). Sendo
assim, as altera¢gOes descritas anteriormente podem ser seguramente atribuidas a
aderéncia de sacarose por toda a extensao da matriz esponjosa original. De acordo
com Jana et al. (2013), a exposicdo deste sistema a temperatura de 120 °C
ocasiona a polimerizacdo e desidratacdo da sacarose, e tem como produto uma

resina viscosa aderente a esponja homogeneamente distribuida.
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Figura 16 - Esponja impregnada com solugéo de sacarose (ao fundo) e controle

apo6s 1 h em estufa a 120 °C.

Fonte: Autoral

Figura 17 - Esponja impregnada ap6s 48h em estufa a 120 °C.

Fonte: Autoral
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Figura 18 - Grupo controle da esponja apos 48h em estufa a 120 °C.

Fonte: Autoral

4.5. Carbonizacéo da espuma

Ao comparar a massa de amostra em momento pré-carbonizacdo com o pos-
carbonizacéo, foi encontrada uma perda massica de 82,86 %. Além disso, houve

grande contracdo do volume inicial, ilustrada pelo grafico 3 e figura 19 (pagina 35).

Segundo Jana et al. (2013), utiliza-se a matriz da esponja, composta
basicamente de poliuretano, como material de sacrificio. Ou seja, boa parte da
estrutura tridimensional encontrada apds a carbonizacao € proveniente da sacarose
previamente impregnada na esponja. Com isso, deduz-se que a grande perda de
massa encontrada € justificada principalmente pela volatilizacdo da matriz de
sacrificio, além de emissao de volateis pertencentes a sacarose.

A reducao de volume relatada por Jana et al. foi de 25 % para uma esponja
impregnada com uma solucéo a 0,075 g de sacarose para 10 ml de 4gua, mas néo
houve maior detalhamento sobre a contracdo com maiores concentracfes de

sacarose, apenas que a haveria de forma mais intensa.
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Grafico 3 - Perda de massa devido a carbonizacdo da esponja impregnada.
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Figura 19 - Alteracdo morfolégica ocorrida apds a carbonizacdo da esponja impregnada.

Fonte: Autoral

O aspecto microscopico da espuma de carbono esta exibido na figura 20,
pagina 36. Nota-se que, diferentemente de Jana et al. (2013), houve formacéo de
duas fases de morfologia distinta, ao que, indicado pela seta branca, possui maior
similaridade com o encontrado pelos outros autores (fase reticulada) e, indicado
pela seta preta, identifica-se uma estrutura esférica repleta de poros que poderia
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ser explicada pela sacarose em excesso e ndo aderente a matriz da esponja (fase
esférica). Visa-se, futuramente, a utilizacdo de uma matriz de maior area superficial,
gue ofereceria mais substrato para a aderéncia de sacarose e, consequentemente,

menor formagao de bolhas.

Mesmo assim, n&o foi observada nenhuma mudanga significativa na
composicdo quimica entre as duas fases, indicado pela analise por EDS feita

separadamente (figuras 21 e 22, pagina 37).

Figura 20 - MEV da espuma de carbono apés carbonizac&o. Duas fases distintas estéo

indicadas pelas setas branca e preta.
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Fonte: Autoral
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Figura 21 - Andlise por EDS da fase reticulada da espuma de carbono. Anexo 1.
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Figura 22 - Anélise por EDS da fase esférica da espuma de carbono. Anexo 2.
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Fonte: Autoral

4.6. Funcionalizac&o de superficie

Ap6s a carbonizacdo das amostras, foi observada, sob avaliacdo visual, baixa
afinidade superficial (molhabilidade) para meios aquosos, tais como o0 meio basal e
o soro fetal bovino. Com isso, decidiu-se como necessaria a investigacdo de
protocolos de funcionalizacdo de superficie, que elevariam a afinidade dos
biomateriais aos meios anteriormente citados e, consequentemente, melhorariam

a retencédo de CTMs ao longo do volume das amostras.

A massa das amostras em momento anterior e posterior ao tratamento de

superficie foi quantificada e esta exibida na tabela 3, pagina 38. O decréscimo de
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massa encontrada em todas as amostras pode ser explicado pelo processo de
filtragem realizado duplamente para a remogédo de contaminagdes, ao que parte

das amostras ficaram retidas no filtro.

Por meio das micrografias por MEV, é possivel notar que algumas amostras
adquiriram manchas, indicadas pelas setas em branco (figuras 23, 25, 33 e 35). Em
combinacéo com a analise de EDS, é possivel afirmar que isso se deve a oxidacao
ou contaminacao puramente superficial, pois néo foi detectada nenhuma alteracao
na composi¢cao quimica. Nao somente, em algumas amostras, houve a deposicao
de alguns artefatos provavelmente oriundos do processo de secagem ou do
procedimento de funcionalizacdo de superficie (figura 25). O restante das analises
EDS esta disponivel nas figuras 24, 26, 29, 31, 33, 35, 37 e 39, e indicam que a

composicao quimica dos biomateriais consistiu em basicamente carbono e oxigénio.

Adicionalmente, em relacdo a micrografia da amostra C-H202 (figura 27), é
possivel identificar uma série de microesferas em processo intermediario de
coalescéncia, dada a topografia rugosa encontrada. Em um momento anterior a
funcionalizacéo de superficie também foi possivel encontrar morfologia semelhante
(figura 28), o que permite afirmar que ndo ha relacdo entre a formacdo desta

estrutura e o processo de funcionalizacao.

Por fim, as amostras ESP-H202, SA-HNOsz e ESP-HNO3 n&o apresentaram
alteracdes perceptiveis (figuras 30, 32 e 38), salvo as pequenas fraturas

encontradas na ultima.

Tabela 3 - Alteracdo de massa das amostras antes e depois da funcionalizacéo de

superficie.
H20:2 HNO3
Material
Antes (Q) Depois (g) Antes (Q) Depois (g)
GT 0,518 0,507 0,510 0,433
SA 0,510 0,492 0,499 0,476
C 0,470 0,443 0,487 0,460
ESP 0,064 0,056 0,080 0,063

Fonte: Autoral



Figura 23 - Micrografia obtida por MEV da amostra SA tratada com H20,.
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Fonte: Autoral

Figura 24 - Andlise por EDS da amostra SA tratada com H20,. Anexo 3.
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Figura 25 - Micrografia obtida por MEV da amostra GT tratada com H20,.

det HV  spotimag WD
ETD|20.00 kV 4.0 1000 x 9.7 mm

Fonte: Autoral

Figura 26 - Analise por EDS da amostra GT tratada com H»O,. Anexo 4.
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Fonte: Autoral
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Figura 27 - Micrografia obtida por MEV da amostra C tratada com H205.

det HV |spot mag o WD
ETD|20.00kV|4.5 300x 11.4mm

Fonte: Autoral

Figura 28 - Micrografia obtida por MEV da amostra C anterior a funcionalizacado de

superficie.
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Figura 29 - Anélise por EDS da amostra C tratada com H2O,. Anexo 5.
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Figura 30 - Micrografia obtida por MEV da amostra ESP tratada com HzO..
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Figura 31 - Andlise por EDS da amostra ESP tratada com H20,. Anexo 6.
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Fonte: Autoral

Figura 32 - Micrografia obtida por MEV da amostra SA tratada com HNOs.
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Figura 33 - Andlise por EDS da amostra SA tratada com HNOs. Anexo 7.
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Figura 34 - Micrografia obtida por MEV da amostra GT tratada com HNO:s.
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Figura 35 - Andlise por EDS da amostra GT tratada com HNOs. Anexo 8.
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Figura 37 - Andlise por EDS da amostra C tratada com HNOs. Anexo 9.

Det Octane Pro

Fonte: Autoral

Figura 38 - Micrografia obtida por MEV da amostra ESP tratada com HNOs.
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Figura 39 - Anélise por EDS da amostra ESP tratada com HNOs. Anexo 10.
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4.7. Expanséo celular

a7

Ao longo de todo o processo de expansao celular, foi observado que as CTMs

permaneceram aderentes ao plastico das garrafas de cultura e com morfologia

fibroblastoide (figuras 40 e 41, pagina 48). A partir dos dados extraidos da

contagem celular, foi possivel atingir uma densidade celular de 1,47 x 10”.mlt com

95 % de células vivas. Detalhes sobre a distribuicdo da populacdo por tamanho

também estdo disponiveis na figura 42 (pagina 49).

Sendo assim, foi possivel inferir que a integridade da cultura celular foi mantida

e que seria possivel prosseguir com as proximas etapas do trabalho.
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Figura 40 - CTMs 48 horas ap6s descongelamento. Aumento de 100x.

Fonte: Autoral

Figura 41 - CTMs 96 horas apés descongelamento. Aumento de 100x.

Fonte: Autoral
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Figura 42 - Contagem de células vivas e mortas, tamanho médio e distribuigdo por tamanho

da cultura celular apés a quinta passagem.

Concentration

Total 1.47 x 107/mL
Live 95%  1.40 x 107/mL
Dead 5%  7.39x 10%/mL

Avg size 16.78 um Avg size 14.14 um

LIVE DEAD

Number of cells

Cell Size [um)]

Fonte: Autoral

4.8. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A citometria de fluxo para seis marcadores de superficie foi realizada para a

populacao celular em estudo.

A faixa denominada como M1 foi utilizada como critério para expressao positiva,
tal qual significa que a intensidade de fluorescéncia minima para a marcacéo é de
102 (unidades particulares ao software utilizado). A saida de resultados do programa
utilizado é disponibilizada na forma de um histograma, ou seja, no eixo vertical,
guantifica-se o numero de ocorréncias correspondente a intensidade de

fluorescéncia (eixo das abcissas).

Ademais, as caracteristicas relacionadas a cada um dos marcadores utilizados

foram reportadas na literatura e algumas delas encontram-se na tabela 4.
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Segundo as tabelas 5 e 6, houve marcacéo positiva para os marcadores CD29
(90,7 %), CD44 (96,82 %) (tabela 5, pagina 51), CD90 (93,68 %) e CD105 (87,41 %)
(tabela 6, pagina 52) e marcacao negativa para CD34 (0,17 %) e CD45 (0,15 %)
(tabela 7, pagina 52) e foram utilizados na literatura para a caracterizacdo CTMs
(Dominici et al., 2006).

N&o somente, a marcacgao positiva para CD90 e CD105 e negativa para CD34

e CDA45 foram previamente determinados pela Sociedade Internacional de Terapia

Celular (ISCT) como critérios para a definicdo de CTMs (Dominici et al., 2006) e

foram cumpridos nesta analise.

Tabela 4 - Antigenos especificos de superficie, nome alternativo e caracteristicas.

Identificacéo

Nome Alternativo

Caracteristicas

CD29

CD44

CD90

CD105

Integrin Subunit -1

Extracellular matrix

receptor I

Thymocyte differentiation
antigen-1

Endoglin

Adeséo celular e formacéo de ligacbes
entre as proteinas do citoesqueleto
(intracelular) e da matriz extracelular

(Novus Biologicals, 2019)

Receptor multifuncional detectado em
areas de intensa migracdo e

proliferacéo celular (Naor, 1998)

Influéncia em processos inflamatorios,
cicatrizagdo de feridas, adesao celular e
crescimento e diferenciacdo de células-
tronco (Kisselbach et al., 2009).

Componente do complexo Transforming
Growth  Factor-f, envolvido em
processos de proliferacado, diferenciacéo
e migracdo celular (Fonsatti e Maio,
2004).
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Tabela 4 - Continuacgéo.

Identificacéo Nome Alternativo Caracteristicas
CD34 Hematopoietic progenitor | Antigeno amplamente utilizado na
cell antigen 1 identificacao de células-tronco

hematopoiéticas (Healy et al., 1995)

CD45 Leukocyte Common Glicoproteina transmembrana
Antigen expressa em todas as células
hematopoiéticas nucleadas (Donovan
e Koretzky, 1993)

Tabela 5 - Perfil imunofenotipico da populagéo celular para os marcadores CD29 e CD44

(positivos).

Contagem de M

marcacoes

0 1 2 3 4
w0 et 102 10® 10t 1% 10! 105 10° 10
CO28 PE CD44 PE

Fracdo dentro do
critério positivo 90,7 % 96,82 %
(M1)

Fonte: Autoral
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Tabela 6 - Perfil imunofenotipico da populacéo celular para os marcadores CD90 e

CD105 (positivos).

Contagem de

W1

marcacoes . 3
100 g0 102 10 a0 w0 10® 10 10t
COo90 FITC CD105 PE
Fracdo dentro do
critério positivo 93,68 % 87,41 %

(M1)

Fonte: Autoral

Tabela 7 - Perfil imunofenotipico da populacéo celular para os marcadores CD34 e

CD45 (negativos).

Contagem de

M1

. W1

marcacoes :
1% 10! 102 10 10t | 0% 10! 02 w0 0®
CD34FMC CD45 FITC
Fracéo dentro do
critério positivo 0,17 % 0,15 %

(M1)

Fonte: Autoral
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4.9. Adesao Celular

Apos a execucao do protocolo descrito, foi possivel conferir a aderéncia celular

das CTM nos materiais propostos.

Importante destacar que para as amostras denominadas SA-HNO3z, GT-HNOs
e GT-H20:2 nao foi possivel observar nenhuma célula aderida e, portanto, foram
excluidas das etapas seguintes do trabalho. A principal hipétese levantada sobre
esta seletividade foi a utilizacdo de vacuo de alta intensidade proveniente do
processo de recobrimento a ouro e do MEV sobre as amostras, que por sua vez
ofereceria um ambiente desfavoravel a permanéncia das células. Uma alternativa
proposta para um momento futuro € a utilizagdo de Microscopia Eletronica de
Varredura Ambiental, que viabiliza a observacdo de amostras bioldgicas sem

descaracteriza-las (IPT, 2010).

As amostras que apresentaram células aderidas estdo dispostas abaixo
(figuras 43 a 47, paginas 54 a 56). Visando melhor distincdo entre biomaterial e
CTM, cada grupo foi exibido ao lado de sua microscopia em momento anterior ao
plagueamento das células e foram inseridas setas para melhor indicacdo das

estruturas celulares.
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Figura 43 - Amostra SA-H,O, com CTM aderida a superficie (direita) em comparacdo com

momento anterior ao plagueamento (esquerda).

Fonte: Autoral

Figura 44 - Amostra C-H>O, com CTM aderida a superficie (direita) em comparagdo com

momento anterior ao plagueamento (esquerda).

Fonte: Autoral
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Figura 45 - Amostra C-HNO3 com CTMs aderidas a superficie (direita) em comparagdo com

momento anterior ao plagueamento (esquerda).

Fonte: Autoral

Figura 46 - Amostra ESP-H,0, com CTMs aderidas a superficie (direita) em comparacéao

com momento anterior ao plagueamento (esquerda).

Fonte: Autoral
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Figura 47 - Amostra ESP-HNO3 com CTM aderida a superficie (direita) em compara¢cdo com

momento anterior ao plagueamento (esquerda).

Fonte: Autoral

Por meio da comparacao entre 0s grupos, é possivel notar que houve aderéncia
celular muito mais significativa na utilizacdo das espumas de carbono,

especialmente a tratada com H20:.

Assim como previamente mencionado por Bacakova et al. (2009), relata-se que
a proliferagéo celular é otimizada por meio do grau intermediario de achatamento
celular e forcas de adesdo. A insercdo excessiva de grupos superficiais que
promovam a adesao poderia, portanto, interromper o regime proliferativo e
migratorio para dar lugar ao de diferenciacdo. Deduz-se que, como a um primeiro
momento deseja-se 0 maximo de ocupacao de CTMs pelo volume do biomaterial,
€ interessante que seja utilizado um tipo de tratamento que introduza a um nivel

moderado de grupos quimicos promotores de adeséao celular.

A diferenca de adesao encontrada principalmente entre os dois grupos ESP

pode estar relacionado a este fato.

Segundo o trabalho de Takaoka et al. (2007), existe uma diferenca de
efetividade de oxidacao superficial entre os tratamentos com HNOs3 e H202 para
carbono ativado, ao que foi observada uma nitida diferenca entre os dois tipos de
tratamento comprovada pela razdo molar entre oxigénio e carbono, denominado

como “poder oxidativo”, na superficie de seus materiais. O uso de HNO3 por 3 horas
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apresentou poder oxidativo cerca de 40 % maior em relacdo ao uso de H202 (0,104
e 0,072, respectivamente) e, com a extensdo do tratamento para 24 horas, foi
observado uma oxidacdo por HNO3 170% mais intensa em comparagéo a obtida

por H202 (0,213 e 0,079, respectivamente).

O conjunto de evidéncias encontradas com os resultados de adesao celular
deste trabalho, em especial aos encontrados para as duas espumas de carbono, e
as informacdes fornecidas tanto por Bacakova et al. e Takaoka et al. da indicios de
gue o tratamento com H202 possui maior efetividade na promoc¢ao de adeséo
celular, em contraste ao uso de HNOs. Além disso, a morfologia adquirida pela
espuma de carbono também aparenta favorecer a integracdo com as CTMs.
Contudo, para aumentar o nivel de evidéncia sobre a adeséo, ainda seria
necesséria a realizacdo de ensaios de viabilidade celular, tal como o sugerido por
Borra et al. (2009), que utilizou o corante celular resazurina.

4.10. Diferenciacdo Osteogénica

Durante o periodo de 14 dias, foi feito o0 acompanhamento por microscopia
Optica dos grupos controle CTM + meio de diferenciacdo e CTM + meio basal. Ao
gue pode ser observado na figura 48 (paginas 58 e 59), ndo houve nenhum
comportamento anbmalo em relagdo a expectativa sobre os tipos celulares
encontrados. Ocorreu a formagao gradual de uma matriz nos espagos intercelulares
no grupo de células imersas em meio de diferenciacdo osteogénico e, igualmente

importante, ndo houve a formacéo dessas estruturas no outro grupo.
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Figura 48 - Acompanhamento dos grupos controle ao longo de 14 dias. Todos o0s
registros foram feitos com aumento de 100 x. Legenda: A, C, E e G s&o os grupos de
CTMs + meio de diferenciagao a 3, 7, 10 e 14 dias de cultivo, respectivamente. B, D, F e

H séo os grupos de CTMs + meio basal no mesmo periodo, respectivamente.

Fonte: Autoral
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Figura 48 - Continuacéo.

Fonte: Autoral

Todos os grupos foram submetidos ao protocolo de quantificacdo éssea
anteriormente apresentado e os resultados da ANOVA estédo nos graficos 4, 5, 6 e

7, com 0s respectivos anexos.

Por meio da comparagéo dos grupos SA-H20:2D, C-H202D, C-HNOsD, ESP-
H202D e ESP-HNOsD com o grupo controle (CTMs em meio de diferenciacao),
podemos observar que houve diferencga estatistica para os valores de absorbancia
em todos os testes. Com isso, é seguro afirmar que todos 0os grupos em exce¢ao
ao ESP-H202D apresentaram valores menores de absorbancia e,
consequentemente, menor formacdo de matriz 6ssea em relacdo ao controle
positivo (grafico 4, pagina 61). Em comparagdo com as micrografias das
microesferas (figuras 43, 44 e 45, paginas 54 e 55), pode-se concluir que, apesar
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de existirem evidéncias a adesdo, nao foi possivel atingir um grau suficiente de

proliferacéao celular no interior do biomaterial.

A respeito do grupo ESP-H202D, houve melhoria substancial em relagéo ao
controle positivo e indicia a integragdao entre biomaterial e CTMs. N&o somente,
este resultado € sustentado pela micrografia correspondente a associacéo (figura
46, pagina 55). Contudo, com as informacdes obtidas pelo grafico 5 (pagina 62),
ndo foi possivel observar nenhum tipo de estimulo sem o auxilio do meio de
diferenciagdo osteogénico. Sendo assim, deduz-se que a producdo mais intensa
de matriz 0ssea da associa¢cdo ESP-H202D esta atrelada a uma maior proliferacéo

de células no interior do biomaterial.

Curiosamente, enquanto algumas amostras do tipo “B” n&do apresentaram
distingdo em relagdo ao controle negativo, foi observada uma absorbéancia elevada
e estatisticamente significativa da amostra C-HNOsB, o que poderia indicar uma
possivel funcéo osteoindutora neste material. Poderia ser incluida, portanto, como
passos futuros, uma melhor elaboracdo do protocolo para a sua sintese e utilizacao
como biomaterial. A formacao de matriz 6ssea em quantidade elevada de grupos
sem meio de diferenciacdo osteogénico poderia indicar uma possivel funcéo
osteoindutora proveniente do préprio biomaterial, e assim, reduzir ou até dispensar

0 uso de meio de diferenciacdo comercial.

Finalmente, a estabilidade dos biomateriais em contato com 0s meios de
diferenciacao e basal foi comprovada por meio dos graficos 6 e 7 (paginas 62 e 63).

O sinal reduzido das amostras tipo “D-“ em contraste ao controle “Diff” e das
amostras tipo “B-“ em relagado ao controle “Basal” permitem afirmar que nao houve
nenhuma reacédo adversa que enviesaria a avaliacdo do potencial proliferativo e

osteoindutor das amostras.

Os resultados encontrados no presente trabalho permitiram a obtengéo de ao
menos um candidato a biomaterial para a regeneracdo 6ssea. Em destaque a
espuma de carbono, foram utilizados precursores de baixo custo, tais como a
esponja e o0 agUcar convencionais, para a producdo de um ambiente favoravel a
proliferacéo celular e diferenciacdo osteogénica. A perspectiva que surge deste

cenario é a possibilidade de reduzir custos para o tratamento de enfermidades
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relacionadas ao tecido 0sseo, inclusive a FLP, e assim, criar solucdes de ampla

acessibilidade a populacgao.

Além da melhor padronizacao de resultados, também é sugerido o aumento do
nivel de evidéncia da efetividade desta estratégia por meio de testes in vivo, que

permitiiam avaliar o seu desempenho em um ambiente sujeito a respostas do

organismo.

Grafico 4 - Comparacdo das associacfes entre biomaterial, CTMs e meio de
diferenciacdo em relacdo ao controle positivo "Diff". * p-value < 0.0001 com nivel de

significancia (a) a 5 %. Anexo 11.
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ESP : Espuma de carbono.

H202 : Funcionalizacdo por H20:.

{1\ HNOS3 : Funcionalizag@o por HNOs.

D : Combinagdo com CTMs em

meio de diferenciacéo.

Fonte: Autoral Diff : CTMs + meio osteoindutor.
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Grafico 5 - Comparacéo das associag6es entre biomaterial, CTMs e meio basal em

relagdo ao controle negativo “Basal”. * p-value = 0.005 com nivel de significancia (a) a 5 %.
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H202 : Funcionalizacao por H20:.
HNO3 : Funcionalizacéo por HNOs.

B : Combinagdo com CTMs em

meio basal.

Basal : CTMs + meio Basal.

Grafico 6 - Comparacdo das associacfes de biomaterial e meio de diferenciacdo em

relacdo ao controle positivo "Diff". * p-value < 0.0001 com nivel de significancia (a) a 5 %.
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Grafico 7 - Comparacéo das associa¢cOes de biomaterial e meio basal em relagcéo ao
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controle negativo "Basal". * p-value < 0.0001 com nivel de significancia (a) a 5 %. Anexo 14.
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H202 : Funcionalizacao por H20:.
HNO3 : Funcionalizacdo por HNOs.

D- : Combinagédo sem CTMs em

meio de diferenciacgéo.

Diff : CTMs + meio osteoindutor.
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5 CONCLUSOES

Cinco tipos diferentes de materiais carbonosos foram testados para a

integracdo com Células-tronco Mesenquimais derivadas da polpa de dente deciduo.

Tanto as microesferas quanto a espuma de carbono foram submetidas a dois
tipos diferentes de funcionalizagdo de superficie e foram avaliadas segundo a
microestrutura, composicao quimica, adesao celular e influéncia sobre a formacéao

de matriz 6ssea ap0s a execucao de protocolo para a diferenciacdo das CTMs.

Como pdde ser visto, a metodologia apresentada permitiu a sintese de
materiais compostos por basicamente carbono e oxigénio, e a organizacao destes
elementos ao longo da microestrutura foi avaliada por meio da Microscopia
Eletronica de Varredura, Espectroscopia por Energia Dispersiva e Espectroscopia
Raman. A combinacdo de informacdes provenientes destas trés técnicas viabilizou
a formulacdo de interpretacdes acerca de inUmeros aspectos deste trabalho e
demonstrou enorme valor na caracterizacdo de materiais. Nao somente, a
aplicacao de MEV sobre os biomateriais associados as CTMs permitiu a avaliacdo

inicial sobre a integracao destes dois elementos em questao.

A partir dos resultados encontrados tanto na observacdo da adesao celular
guanto na formacao de matriz 6ssea, foi possivel concluir que a espuma de carbono
tratada com H202 é um potencial candidato a ser incluido no desenvolvimento de
solucbes em bioengenharia de tecidos. Por mais que néao tenha sido comprovado
nenhum potencial osteogénico pela utilizacdo somente de biomaterial e CTMs,
ainda pode-se dizer que este tipo de material oferece um ambiente tridimensional

favoravel a proliferagéo celular.

O presente estudo visou integrar a Engenharia de Materiais as Ciéncias da
Saude por meio da elaboracdo de estratégias que utilizassem conhecimentos
concernentes as duas areas. A abordagem conhecida como bioengenharia de
tecidos apresenta uma proposta inovadora para o desenvolvimento de tratamentos
cada vez mais efetivos e busca a incorporacdo de diferentes areas do
conhecimento para tanto. Desta maneira, pode-se dizer que ha um valor nesta
incorporacao, e 0 bom aproveitamento desta unido representa uma oportunidade

eminente para melhorar a qualidade de vida da populacdo em geral.
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7 ANEXOS

Anexo 1 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da espuma de carbono. Figura 21.

Element Weight % Atomic% NetInt. Ermor% Kratio z A F
CK 8896 9152 282095 258 07730 1.0049 0.8648 1.0000

Nak 0.08 0.04 4.00 5927 0.0003 0.8698 0.4754 1.0013

5K 0.05 0.02 584 5478 0.0005 0.8508 1.0141 1.0160

Anexo 2 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da espuma de carbono. Figura 22.

Element Weight % Afomic % Netint.  Emor % Kratio Z A F
CK a3.81 253 262818 2.06 0.8636 1.0028 08180 1.0000

Makl 0.09 0.05 3m 53,00 0.0004 0.6679 04937 1.0014

Anexo 3 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da amostra SA tratada com H20-.

Figura 24.
Element Woeight % Atomic9% Netint. Emor % Kratio Z A F
CK 34.03 B89.56 24207 6.56 0.5093 1.0131 0.5938 1.0000

Makl 328 1383 2303 1278 00140 08775 04367 1.0016

Skl 0 014 501 36.89 0.0025 0arrd 08343 1.0073

KK 039 013 4.35 6286 0.0034 08125 1.0305 1.0381

Anexo 4 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da amostra GT tratada com H;0..

Figura 26.
Element Weight % Atomic9% Netint. Emor % Kratio i A F
CK a0.92 B6.05 1285.00 4.86 05516 10122 06734 10000

Makl 363 202 12177 12.94 0.0149 0.&765 04675 1.0012

Ik 018 007 11.80 3039 0.0015 0.&157 1.0141 1.0205

Cakl 019 0.06 a7 3613 0.0017 0.E260 1.0382 1.0489
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Anexo 5 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da amostra C tratada com H,0.

Figura 28.
Element Weight % Afomic% Netint.  Emor % Kratio i A F
CK BAT3 9213 123319 270 0.7866 1.0045 08727 1.0000

Makl 0.03 0. 0.63 9286 0.0001 036595 04875 1.0014

Anexo 6 - Andlise quimica semiquantitativa por EDS da amostra ES tratada com H»O..

Figura 30.
Element Weight % Afomic% Netint.  Emor % Kratio i A F
CK 92.30 9415 987 61 249 0.8339 1.0034 0.9003 1.0000

Makl Q.03 0.0 045 g8.81 0.0001 08685 05115 1.0014

SK .08 0.03 261 61.49 0.0007 03495 1.0174 1.0166

Anexo 7 - Analise guimica semiguantitativa por EDS da amostra SA tratada com HNO:s.

Figura 32.
Element Woeight % Afomic% Netint. Emor % Kratio i A F
CK &7.69 80.597 T46.65 38 0.6796 1.0069 07697 1.0000

Mak 137 074 2187 1590 0.0053 0E717 0.4316 1.0014

SK 049 0n1g 16.34 1524 00042 08528 1.0077 1.0142

Anexo 8 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da amostra GT tratada com HNOs.

Figura 34.
Element Woeight % Atomic % Netnt Ermor % Kratio il A F
CK 86.03 9063 962.52 508 0.5699 1.0108 0.6553 1.0000

Makl 361 199 2119 2.62 0.0156 0.5754 0.4534 1.0014

AlK 018 n.0s &.07 31493 0.0011 0.8568 0779 1.0045

SK 07 030 3833 11.86 0.0066 (0.6565 09967 1.0142

Cakl 0.50 018 16.98 13.98 0.0045 08250 1.0381 10460
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Anexo 9 - Analise quimica semiquantitativa por EDS da amostra C tratada com HNO:s.

Figura 36.

Element Woeight % Atomic9%  NetInt Ermor % Kratio £ A F
CK 86,04 89.73 1043.06 4.18 06336 1.0079 0.7307 1.0000
oK 1177 a1 51.78 13.21 00131 09625 01160 10000
Makl 129 0.70 30,53 14.75 0.0053 08725 04755 1.0014
Sik 0.09 004 513 6345 0.0007 08722 09011 1.0073
SK 0.81 0.32 41.11 11.34 0.0071 0.8536 1.0063 1.0134

Anexo 10 - Andlise quimica semiquantitativa por EDS da amostra ES tratada com HNO:s.

Figura 38.
Element Woeight % Aftomic%  MNetint Ermor % Kratio Z A F
CK 24.15 a7.61 38515 366 07014 1.0065 08279 10000
oK 1585 1239 2395 16.17 0.0183 09615 01201 1.0000

Anexo 11 - Teste de multiplas comparagdes de Dunnett da avaliagdo entre amostras tipo

“D” e controle positivo “Diff” gerada pelo software GraphPad Prism. Grafico 4.

Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff.  [95.00% CI of diff. Significant? |Summary  |Adjusted P Value
Diff vs. SA-H202D 01073 0.09854 to 0.1171 Yes b =0.0001
Diff vs. C-H202D 0.1092 0.09997 to 0.1185 Yes b =0.0001
Diff vs. C-HNO3D 0.1079 0.09867 to 0.1172 Yes b =0.0001
Diff vs. ESP-H202D -0.02427 -0.03353t0 -0.015  |Yes b =0.0001
Diff vs. ESP-HNO3D 0.02927 0.02 to 0.03853 Yes b =0.0001

Anexo 12 - Teste de multiplas comparagdes de Dunnett da avaliagdo entre amostras tipo

"B" e controle negativo “Basal” gerada pelo software GraphPad Prism. Grafico 5.

Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant? |Summary  |Adjusted P Value
Basal vs. SA-H202B 0.002933 -0.008549 to 0.01442 No ns 0.9108
Basal vs. C-H202B -3.333e-005 |-0.01152 to 0.01145 Mo ns =0.9999
Basal vs. C-HNO3B -0.01667 -0.02815 to -0.005185  |Yes = 0.0050
Basal vs. ESP-H202B -0.004433  |-0.01592 to 0.007049 No ns 0.6986
Basal vs. ESP-HNO3B 0.001% -0.009582 to 0.01338 No ns 0.9834
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Anexo 13 - Teste de multiplas comparac8es de Dunnett da avaliagdo entre amostras tipo "D-

" e controle positivo “Diff” gerada pelo software GraphPad Prism. Grafico 6.

Dunnett's multiple comparisons test{Mean Diff.  |95.00% Cl of diff. Significant?  |Summary  |Adjusted P Value
Diff vs. SA-H202D- 0.1093 0.1012 to 0.1174 Yes b =0.0001
Diff vs. C-H202D- 0.1106 0.1025 to 0.1187 Yes b =0.0001
Diff vs. C-HMNO3D- 0.1076 0.09948 to 0.1157  |Yes b =0.0001
Diff vs. ESP-H202D- 0.1072 0.09905to 0.1153  |Yes b =0.0001
Diff vs. ESP-HNO3D- 0.1053 0.09721to 0.1135  |Yes b =0.0001

Anexo 14 - Teste de multiplas comparac8es de Dunnett da avaliagcdo entre amostras tipo "B-

" e controle negativo “Basal” gerada pelo software GraphPad Prism. Grafico 7.

Dunnett's multiple comparisons test{Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant? |Summary  |Adjusted P Value
Basal vs. SA-H202B- 0.0084 0.007046 to 0.009954 |Yes o =0.0001
Basal vs. C-H202B- 0.009467 0.008013 to 0.01092  |Yes o =0.0001
Basal vs. C-HNO3B- 0.009033 0.007579to 0.01049  |Yes o =0.0001
Basal vs. ESP-H202B- 0.007667 0.006213 to 0.009121 |Yes o =0.0001
Basal vs. ESP-HNO3B- 0.007067 0.005613 to 0.008521 |Yes o =0.0001




