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ramos da engenharia que levam ao desenvolvimento, criacdo e adaptacédo de diversos
instrumentos capazes de auxiliar na compreensédo, definicdo, diagnostico, monitoracéo,
terapia, recuperacdo, reabilitacdo e prevencdo de diversas afec¢gdes que podem
comprometer a vida, atuando com inovacao e tecnologia voltadas a area da saude e
biologia.

Trata-se de uma area multidisciplinar que associa conhecimentos de quimica,
biologia, fisica, informatica, entre outras diversas.

Pensando em todas as possibilidades e atualizagbes que envolvem a area
das engenharias, a Atena Editora langa a Colecdo “DESAFIOS DAS ENGENHARIAS:
ENGENHARIA BIOMEDICA”, que traz 07 artigos capazes de fundamentar e evidenciar a
importancia dessa area de atuacdo das engenharias, que objetiva o cuidado, manutencao
e valorizagéo da vida.

Convido-te a conhecer as diversas possibilidades que envolvem essa area tao
inovadora e abrangente.

Aproveite a leitura!

Claudiane Ayres



SUMARIO

(071 =11 1 1] N0 X5 [T 1

LABOR CONDITIONS OF INFORMAL MINING AND ITS RELATIONSHIP WITH
LATUBERCULOSIS AND SILICOSIS SUFFERED BY WORKERS IN THE MINING ZONE
OF OTOCA - LUCANAS -AYACUCHO - 2014

Jessenia Leonor Loayza Gutiérrez

Primitivo Bacilio Hernandez Hernandez

Omar Michael Hernandez Garcia

Anibal Bacilio Hernandez Garcia

Walter Merma Cruz

Edward Paul Sueros Ticona

d.) https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116071

(07,1 =1 1 1 1] N0 X5 20 14

ESTUDO DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA ARVORE BRONQUICA DO
GRACILINANUS AGILIS

Jodo Pedro Alves de Araujo

Mariane Ferracin Martucci Perandré

Ana Flavia de Carvalho

Ricardo Alexandre Rosa

Celina Almeida Furlanetto Manganares

d. https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116072

(07,1 =11 1 1] W0 X< J0N 25

EXTRACAO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE GENIPINA A PARTIR DOS
FRUTOS VERDES DE GENIPA AMERICANA L

Bruna de Freitas Leite

Rafael Braga da Cunha

Jodo Emidio da Silva Neto

José Filipe Bacalhau Rodrigues

Maria Roberta de Oliveira Pinto

Solomon Kweku Sagoe Amoah

Marcus Vinicius Lia Fook

d. https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116073

(07,1 =11 1 1] W0 X0 ST 34

PROSPECCAO IN SILICO DE ENZIMAS DO COMPLEXO LIGNINOCELULOLITICO EM
BACILLUS THURINGIENSIS

Dimitri Sokolowskei

Edvar Carneiro Silva Junior

Paulo Roberto Martins Queiroz

d.) https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116074

(07,1 =11 1 1] N0 Y- J0 T 50
REVISAO DAS ROTAS DE POLIMERIZAQAO DO ACIDO LACTICO FACTIVEIS PARA O



PREPARO DE MATERIAIS UTEIS PARA APLICACOES EM MEDICINA REGENERATIVA
Aghata Rodrigues Souza
Carolina Cruz Ferreira

d. https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116075

CAPITULO B..oeeeeeeeeeeeeeessesesesssesessnsnsasasasssssssessnsnsasasssassssssssnsasasasssssassssssnsasasssssnns 62

SUBSTITUTOS TISSULARES APLICADO AO TECIDO OSSEO
Luciana Pastena Giorno
Arnaldo Rodrigues Santos Jr

d. https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116076

[07.Y =1 1 1 1] W0 Y 20 88

DETERMINACAO DA INFLUENCIA DOSﬂPARAMETROS DE SINTESE NA MORFOLOGIA
E PUREZA DA HAP OBTIDA VIA REACAO DE COMBUSTAO

Thaila Gomes Moreira

Kaline Melo de Souto Viana

Amanda Melissa Damido Leite

d. https://doi.org/10.22533/at.ed.5692116077
SOBRE A ORGANIZADORA ......eoeeeeeeeeerreseeeeeeeesesesssassssssssssssasasasassssssssssnsasasassssnas 97
INDICE REMISSIVO.....uoeeeeeeeeeeesesesesssesessssasasssssssssessnsssasssssssssessssasasssssasssssensnsassssssnne 98




CAPITULO 1

LABOR CONDITIONS OF INFORMAL MINING AND
ITS RELATIONSHIP WITH LATUBERCULOSIS AND
SILICOSIS SUFFERED BY WORKERS IN THE MINING
ZONE OF OTOCA - LUCANAS -AYACUCHO - 2014

Data de aceite: 01/07/2021
Data de submissao: 11/06/2021

Jessenia Leonor Loayza Gutiérrez
https://orcid.org/0000-0001-8721-7939

Primitivo Bacilio Hernandez Hernandez
https://orcid.org/0000-0003-3028-6671

Omar Michael Hernandez Garcia
https://orcid.org/0000-0002-0131-8788

Anibal Bacilio Hernandez Garcia
https://orcid.org/0000-0002-1472-3205

Walter Merma Cruz

Universidad Nacional de Moquegua- Pera
Escuela Profesional de Ingenieria Pesquera
https://orcid.org/0000-0003-3742-6235

Edward Paul Sueros Ticona

Universidad Nacional de Moquegua- Pera
Escuela Profesional de Ingenieria Pesquera
Ciudad de Tacna
https://orcid.org/0000-0003-4609-2185

RESUMEN: EIl objetivo principal del presente
trabajo de investigacion fue determinar la relaciéon
que existe entre las condiciones laborales y los
factores socio-demograficos con la tuberculosis
y la silicosis en la poblacion obrera de la zona
minera de Otoca - Lucanas, Ayacucho - 2014.
Método se realiz6 un estudio descriptivo
transversal,” La muestra estuvo constituida por
47 obreros de la zona minera de Otoca - Lucanas
quienes aceptaron voluntariamente participar en
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el estudio. Se evaluaron las variables como edad,
sexo, estado civil, grado de instruccion, afiliacion
al seguro, equipo de proteccion personal y
ambiente laboral, tuberculosis y silicosis. Se tuvo
como resultados y discusion que la prevalencia
de tuberculosis fue de 19,1%, esta cifra se
aproxima a la hallada por Garrote y otros quienes
encontraron una prevalencia de tuberculosis de
17,1% en poblacién de trabajadores mineros
colombianos; la silicosis fue de 14,9%, cifra
mucho menor que la referida por Loayza y otros,
quienes publicaron un estudio en el que hallaron
un porcentaje de 43% de silicosis poblacién de
trabajadores mineros bolivianos. Se hallé en
cuanto a la edad y presencia de tuberculosis
(0,046), no se hall6 asociacién entre el sexo
(0,482). Los factores socio-demograficos edad y
estado civil presentan asociacién con la presencia
de silicosis en la poblacién de estudio. El sexo, el
grado de instruccion y las condiciones laborales
no presentan asociacion con la tuberculosis.
PALABRAS CLAVE: Silicosis, tuberculosis,
Condiciones laborales.

CONDICIONES LABORALES DE LA
MINERIA INFORMAL Y SU RELACION
CON LATUBERCULOSIS Y LA SILICOSIS
QUE PADECEN LOS OBREROS DE LA
ZONA MINERA DE OTOCA - LUCANAS
-AYACUCHO - 2014

ABSTRACT: The main objective of this research
work was to determine the relationship between
working conditions and socio-demographic
factors with tuberculosis and silicosis in the
working population of the mining area of Otoca
- Lucanas, Ayacucho - 2014. Method was carried
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out a descriptive cross-sectional study, "The sample consisted of 47 workers from the Otoca-
Lucanas mining area who voluntarily agreed to participate in the study. Variables such as age,
sex, marital status, educational level, insurance affiliation, personal protective equipment and
work environment, tuberculosis and silicosis were evaluated. The results and discussion were
that the prevalence of tuberculosis was 19.1%, this figure is close to that found by Garrote and
others who found a prevalence of tuberculosis of 17.1% in the population of Colombian mining
workers; silicosis was 14.9%, a figure much lower than that reported by Loayza and others,
who published a study in which they found a 43% percentage of silicosis in the population of
Bolivian mining workers. It was found in terms of age and presence of tuberculosis (0.046),
no association was found between sex (0.482). Socio-demographic factors, age and marital
status are associated with the presence of silicosis in the study population. Sex, educational
level, and working conditions are not associated with tuberculosis.

KEYWORDS: Silicosis, tuberculosis, working conditions.

11 INTRODUCCION

La mineria puede ocasionar un serio impacto ambiental, especialmente cuando se
trata de particulas de un diametro inferior a 10 pm, lo que permite que ellas puedan ser
inhaladas y provocar importantes dafios a la salud al introducirse en las vias respiratorias.

La mineria informal es una actividad de alto impacto ambiental, social y cultural. Una
actividad insostenible, ya que la explotacion del recurso supone su agotamiento y por otro
lado deteriora en forma acelerada de la salud de aquellos que se dedican a estas labores.
Se considera que las excavaciones diarias cada obrero genera alrededor de 250 Kg de
polvo fino, del cual un 17% es polvo respirable, lo que se esparce en el aire, manteniéndose
suspendido en él, en un porcentaje aproximado del 2,5% por metro cubico, de donde el
obrero lo absorbe al respirar, penetrando el polvo mas fino hasta los alveolos pulmonares,
generando enfermedades como la silicosis y la tuberculosis, entre otras.

El material particulado a que se hace referencia, es una mezcla compleja de
componentes con caracteristicas fisicas y quimicas.

Actualmente se reconocen al menos dos modos: el particulado fino y el particulado
grueso. El particulado fino a su vez comprende al particulado ultrafino con didmetro
aerodinamico menor a 0.1 micron (que a su vez comprende el modo de nucleacion y
el modo de Aitken) y que constituyen en nimero la mayor parte de las particulas y el
particulado de acumulacion que representa por que va de 0.1 a 1 micrones y que se forma
a partir de procesos de coagulacion o condensacion de ultrafino.

. Por dltimo, el particulado grueso habitualmente equivalente a mas de 2.5 micrones
de diametro aerodinamico y que proviene predominantemente de procesos mecanicos de
ruptura de sélidos.

El particulado grueso comprende las particulas de origen natural y también de origen

antropogénico.
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Las concentraciones son espacialmente mas heterogéneas que las del particulado
fino debido a la rapida precipitacion al suelo. El particulado grueso comprende polvo
en suspension de los caminos y de procesos industriales, construccion, y también un
componente bioldgico en que destacan el polen, y fragmentos de bacterias que contienen
lipopolisacaridos. También a nivel urbano el desgaste de neumaticos, frenos y pavimento
produce un material particulado muy distinto al que proviene de procesos naturales de
erosion.

(De Re metalica, 1494) ya hablaba de los efectos perniciosos del polvo inhalado
en los mineros. Desde entonces ha ido creciendo el conocimiento sobre los diferentes
aspectos del depoésito de polvo en los pulmones asociado a una respuesta patolégica, que
es lo que hoy denominamos neumoconiosis.

La silice (dioxido de silicio, formas cristalinas), debido a su poder patégeno y a
su abundancia en la corteza terrestre, es el principal protagonista en la mayoria de las
neumoconiosis, cuando no es el tnico. De ahi que con frecuencia el término silicosis se use
para denominar cualquier neumoconiosis.

En el presente estudio responde a la siguiente pregunta de investigacion: ; Cual sera
la relacion que existe entre las condiciones laborales y los factores socio-demograficos con
la tuberculosis y la silicosis en la poblacion obrera de la zona minera de Otoca - Lucanas -
Ayacucho - 20147

21 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1 Objetivo general

- Determinar la relacion que existe entre las condiciones laborales y los factores
socio-demograficos con la tuberculosis y la silicosis en la poblacion obrera de la
zona minera de Otoca - Lucanas - Ayacucho - 2014.

2.2 Objetivos especificos

«  Determinar la prevalencia de la tuberculosis en la poblacion laboral de la mine-
ria informal en la zona de Otoca - Lucanas - Ayacucho — 2014

+  Determinar la prevalencia de la silicosis en la poblacion laboral de la mineria
informal en la zona de Otoca - Lucanas - Ayacucho — 2014.

+  Determinar la relacion entre los factores socio-demograficos y las condiciones
laborales con la presencia de tuberculosis y silicosis en la poblacion de estudio.
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31 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

3.1 Hipétesis general

»  Los factores socio-demograficos y las condiciones laborales se relacionan con
la silicosis y tuberculosis en los obreros de la zona minera de Otoca - Lucanas
- Ayacucho - 2014.

3.2 Hipétesis especifica

»  Los factores socio-demograficos y las condiciones laborales se relacionan con
la presencia de tuberculosis en la poblacion de estudio.

»  Los factores socio-demograficos y las condiciones laborales se relacionan con
la presencia de silicosis en la poblacion de estudio.

41 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La presente investigacidon es importante porque permitird establecer criterios
cientificos para determinar las causas del deterioro de la salud de los obreros de la zona
minera informal de Otoca, de la provincia de Lucana, region Ayacucho y de la poblacion
de la zona de influencia en su conjunto, considerando que a diario sucede donde realizan
actividad minera la remocion de toneladas de mineral y que generan gran cantidad de polvo
con particulas respirables de accion toxica.

51 VARIABLES

Variables Independientes: Factores socio-demograficos, Sub-variables: Edad y
sexo,Estado civil Grado de instruccion Condiciones laborales.

Sub-variables: Afiliacion a seguro Equipo de proteccion personal Ambiente laboral.

Variable dependiente. Silicosis y Tuberculosis.

61 BASE TEORICA

Garrote C, Malagon J, Morgan G, Combariza D y Varona M, publicaron un estudio
titulado “Caracterizacion de las condiciones de salud respiratoria de los trabajadores
expuestos a polvo de carbén en mineria subterranea en Bocaya, 2013”, Colombia, Cuyo
objetivo fue caracterizar las condiciones de salud respiratoria e identificar los factores
de riesgo asociados al desarrollo de neumoconiosis en trabajadores que han laborado
expuestos a polvo de carbén en minas de socavon en Boyaca, 2013. Participaron 170
trabajadores masculinos determinando que los cambios radiolégicos sugestivos de

neumoconiosis fueron mas frecuentes en trabajadores con antigiedad menor de 20 afos.
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Los hallazgos espirométricos anormales predominaron en el grupo con antigiiedad mayor
a 20 anos.

En el afio 2006 Pineda K, presento su tesis Material particulado y las enfermedades
ocupacionales de la mineria a la Universidad Catélica de Santiago de Chile. Estudio
Experimental cuyo objetivo es establecer la relacion entre las enfermedades ocupacionales
y el polvo o material particulado generado durante ciertas operaciones mineras. En esta
investigacion el autor segun los reportes obtenidos los mineros sufren: de silicosis, dolores
de cabeza, nauseas, dificultad para respirar, vomitos, anemia y taquicardia.

En el afio 2007, Mendoza E., present6 su tesis El polvo generado por la mineria 'y su
influencia en la contaminacién del medio ambiente y el deterioro de la salud, a la Universidad
Nacional de Ingenieria. Lima, cuyo principal objetivo fue determinar el grado de influencia
del polvo generado en mineria en la contaminacién ambiental de las zonas de influencia.
Concluyeron que la mineria, especialmente la mineria de cielo abierto descarga efluentes
de alta carga contaminante para el medio ambiente, afectando no solo el agua y los suelos,
sino ademas la atmosfera causando dafio a las personas con diversas enfermedades de
tipo crénicas y agudas y a las plantaciones.

71 METODOLOGIA DE MEDICION

7.1 Tipo, nivel y diseno de la investigacion

Tipo de investigacion: Esta investigacion no experimental, es de nivel descriptivo y
correlacional yaque relaciona el problema de salud con la contaminacion del medio ambiente,
especificamente en los trabajadores mineros informales. “Se trata de investigaciones que
se caracterizan por su interés en la aplicacion, utilizacion y consecuencias practicas de los
conocimientos” (Ander-Egg, 1987).

El estudio se ha desarrollado mediante un disefio no experimental, descriptivo
transversal y correlacional, la misma que correlaciona los datos obtenidos, es decir, se
ha evaluado las variables mediante la observacion, sin manipulacion de las variables
independientes y se han medido en una sola oportunidad.

7.2 Poblaciéon y muestra

7.2.1 Poblacion

La poblacion objetivo estuvo constituida por 120 obreros debidamente registrados el
padron de la Asociacion Minera Informal Otoca.

7.2.2 Muestra

La muestra estuvo conformada por 47 obreros de la zona minera informal de Otoca.
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81 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

8.1 Técnicas de recoleccion de informacion

La recoleccion de datos se ha efectuado mediante la aplicacién de un muestreo no
aleatorio por conveniencias. Esto se llevo a cabo con la ayuda de un padrén de trabajadores
debidamente registrados en la Asociacion Minera Informal de Otoca.

8.2 Instrumentos de recoleccion de informacién

Se ha realizado la revisidbn documentaria para establecer los sintomas y afecciones
de los obreros de las zonas mineras informales afectados de silicosis y tuberculosis.

La informacién complementaria se ha realizado mediante la aplicacién de una ficha
de encuesta, elaborada para este estudio, la cual fue aplicada a cada uno de los miembros
que estuvieron de acuerdo con su participacion en el estudio.

Para evaluar las condiciones laborales se ha considerado tres sub- variables:
pertenencia a un sistema de salud, equipo de proteccion personal y el ambiente de trabajo.
Se ha asignado un punto a cada uno de los indicadores de las variables que estuvieron
presentes en el momento de la recolecciéon de datos.

Variables Puntaje asignado

Pertenencia a un sistema de salud
- Pertenece a un sistema 1

- No pertenece a un sistema 0

Equipo de proteccion personal

- Casco 1
- Botas 1
- Lentes 1
- Filtro/mascarilla 1
- Tapones 1
- Guantes 1
- Armnés 1
- Ropa 1
Ambiente de trabajo
- Subterraneo 2
- Tajo abierto 1
Pallaqueo 0
Total (0-11) 11

Tabla 01: Cuadro de asignacion de puntos.

Fuente: Propia.
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Se utiliz6 una escala tipo Likert, para categorizar las condiciones laborales:

Deficientes condiciones laborales: 0-4
Regulares condiciones laborales: 5-8
Eficientes condiciones laborales: 9-11

8.3 Técnicas de analisis e interpretaciéon de datos

Los datos se han procesado estadisticamente con el fin de cumplir con los objetivos
del estudio, para lo cual se construy6 tablas de distribucion de frecuencias para presentar
la prevalencia de la TBC y la silicosis en la muestra de estudio. Se sometieron a prueba las
variables a la hipotesis nula y alterna, con la estadistica chi cuadrado.

91 RESULTADOS

Descripcidon de la muestra de estudio.

Frecuencia Porcentaje

Edades 30 o0 menos afos 34 72,3
31 a mas afios 13 27,7

Total 47 100,0

Tabla 02: Distribucion de edades de la muestra de estudio.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion.

La muestra de estudio ha estado constituida en mayor proporcion por trabajadores
de 30 o menos anos.

Frecuencia Porcentaje

Sexo Masculino 45 95,7
Femenino 2 4,3

Total 47 100,0

Tabla 03: Distribucion de sexo de la muestra de estudio.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion.

La muestra de estudio ha estado constituida en mayor proporcion por trabajadores
que refirieron tener secundaria completa.
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9.1 Prevalencia de las enfermedades laborales en la poblacion de estudio

Frecuencia Porcentaje

Si presenta 9 19,1

Tuberculosis No presenta 38 80,9
Total 47 100,0

Tabla 04: Prevalencia de tuberculosis en la muestra de estudio.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion.

La prevalencia de tuberculosis hallada fue de 19,1%, es decir, casi 2 por cada 10
trabajadores mineros presentan tuberculosis en las condiciones en que laboran en la zona
minera informal de Otoca - Lucanas, Ayacucho.

Frecuencia Porcentaje

Si presenta 7 14,9

Silicosis No presenta 40 85,1
Total 47 100,0

Tabla 05. Prevalencia de silicosis en la muestra de estudio.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion.

La prevalencia de silicosis hallada fue de 14,9%, es decir, casi 15 por cada 100
trabajadores mineros presentan silicosis en las condiciones en que laboran en la zona
minera informal de Otoca - Lucanas, Ayacucho

9.2 Factores socio-demograficos y condiciones laborales asociados a la
tuberculosis en la poblacién de estudio

Tuberculosis

Sipresenta  No presenta Total

Edades 30 a menos afios f 4 30 34
% 11,8% 88,2% 100,0%

31 a mas afos f 5 8 13

% 38,5% 61,5% 100,0%

Total f 9 38 47
% 19,1% 80,9% 100,0%

Tabla 06. La edad y su relacion con la tuberculosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion. (chi2: 0,046).

La prevalencia de tuberculosis es mayor en trabajadores de 31 a mas anos de edad.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 1 _



La prueba chi cuadrado indica que existe diferencia estadisticamente significativa entre

estas proporciones.

Tuberculosis

Si Presenta No Presenta Total
Sexo Masculino f 9 36 45
% 20,0% 80,0% 100,0 %
Femenino f 0 2 2
% 0,0% 100,0 % 100,0 %
Total f 9 38 47
19,1% 80,9% 100,0 %
Tabla 07. El sexo y su relacién con la tuberculosis.
Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informaciéon. (chi2: 0,482).
La prevalencia de tuberculosis es mayor en trabajadores varones. La prueba

chi cuadrado indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre estas

proporciones.

Tuberculosis

Si Presenta No Presenta Total

Estado Civil Soltero  f 2 20 22
% 9,1% 90,9% 100,0 %

Casado f 1 2 3

% 33,3% 66,7 % 100,0 %

Conviviente f 6 16 22

% 27,3% 72,7 % 100,0 %

Total f 9 38 47
19,1% 80,9% 100,0 %

Tabla 08. El estado civil y su relacién con la tuberculosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion. (chi2: 0,251).

La prevalencia de tuberculosis es mayor en trabajadores casados. La prueba

chi cuadrado indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre estas

proporciones.
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Tuberculosis

Si Presenta No Presenta Total

Grado de Prim Completa f 3 10 13
instruccion % 23,1% 76,3% 100,0 %
Sec Completa f 5 26 31

% 16,1% 83,9 % 100,0 %

Superior f 1 2 3

% 33,3% 66,7 % 100,0 %

Total f 9 38 47
19,1% 80,9% 100,0 %

Tabla 9. El grado de instruccién y su relacion con tuberculosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacién. (chi2: 0,704).

La prevalencia de tuberculosis es mayor en trabajadores con estudios superiores.

La prueba chi cuadrado indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre

estas proporciones.

Tuberculosis

Si Presenta No Presenta Total

Condiciones laborales f 6 21 27
% 22,2% 77,8% 100,0%%

Regular f 3 17 20

% 15,0% 85,0% 100,0%

Total f 9 38 47
% 19,1% 80,9% 100,0%

Tabla 10. Condiciones laborales y su relacion con la tuberculosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion. (chi2:0,534).

La prevalencia de tuberculosis es mayor en trabajadores que presentan deficientes

condiciones laborales, sin embargo, la prueba chi cuadrado indica que no existe diferencia

estadisticamente significativa entre estas proporciones.

Factores socio-demograficos y condiciones laborales asociados a la silicosis en la

poblacion de estudio.
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Silicosis

Si presenta No presenta Total

Edades 30 o menos afios f 1 33 34
% 2,9% 97,1% 100,0%

31 a mas afos f 6 7 13

% 46,2% 53,8% 100,0%

Total f 7 40 47
% 14,9% 85,1% 100,0%

Tabla 11. La edad y su relacion con la silicosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion.

La prevalencia de silicosis es mayor en trabajadores de 31 a mas afos. La prueba
chi cuadrado indica que existe diferencia estadisticamente significativa entre estas

proporciones.
Silicosis
Si presenta No presenta Total

Sexo Masculino f 7 38 45

% 15,6% 84,4% 100,0%

Femenino f 0 2 2

% 0,0% 100,0% 100,0%

Total f 7 40 47

% 14,9% 85.1% 100,0%

Tabla 12. El sexo y su relacién con la silicosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccién de informacion. (chi2:0,545.

La prevalencia de silicosis es mayor en trabajadores. La prueba chi cuadrado indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa entre estas proporciones.

Silicosis

Si presenta No presenta Total

Estado civil Soltero f 1 21 22
% 4,5% 95,5% 100,0%

Casado f 2 1 3
% 66,7% 33,3% 100,0%

Conviviente f 4 18 22
% 18,2% 81,8% 100,0%

Total f 7 40 47
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%

14,9%

85,1%

100,0%

Tabla 13. El estado civil y su relacion con la silicosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion. (chi2: 0,015).

La prevalencia de silicosis es mayor en trabajadores casados. La prueba chi cuadrado

indica que existe diferencia estadisticamente significativa entre estas proporciones.

Silicosis
Si presenta No presenta Total
Grado de instruccion Prim completa f 4 9 13
% 30,8% 69,2% 100,0%
Sec completa f 3 28 31
% 9,7% 90,3% 100,0%
Superior f 0 3 3
% 0,0% 100,0% 100,0%
Total f 7 40 47
% 14,9% 85,1% 100,0%

Cuadro 14. El grado de instruccion y su relacion con la silicosis.

Fuente: Datos de la hoja de recoleccion de informacion. (chi2; 0,151).

La prevalencia de silicosis es mayor en trabajadores con primaria completa. La

prueba chi cuadrado indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre

estas proporciones.

Silicosis
Sipresenta  No presenta Total
Condiciones laborales Deficiente f 3 24 27
Y% 11,1% 88,9% 100,0%
Regular f 4 16 20
% 20,0% 80,0% 100,0%
Total f 7 40 47
% 14,9% 85,1% 100,0%

Cuadro 15. La condicion laboral y su relacion con la silicosis.

Fuente: Datos de Ja hoja de recoleccion de informacion (chi2:0,397).

La prevalencia de silicosis es mayor en trabajadores con regulares condiciones

laborales. La prueba chi cuadrado indica que no existe diferencia estadisticamente

significativa entre estas proporciones.
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101 CONCLUSIONES

. La prevalencia de la tuberculosis en la muestra de estudio hallada fue de 19,1%,
esta cifra se aproxima a la hallada por Garrote y otros quienes encontraron una
prevalencia de tuberculosis de 17,1% en poblacion de trabajadores mineros
colombianos.

+ La silicosis encontrada en esta investigacion fue de 14,9%, cifra mucho menor
que la referida por Loayza y otros, quienes publicaron un estudio en el que
hallaron un porcentaje de 43% de silicosis poblacion de trabajadores mineros
bolivianos. Otros estudios no reportan cifras analogas.

+  Se hall6 asociacion entre la edad y la presencia de tuberculosis (0,046), no se
encontr6 asociacion entre el sexo (0,482), el estado civil (0,251), el grado de
instruccion (0,704) y la condicion laboral (0,534) en la muestra de estudio.
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RESUMO: O Gracilinanus agilis, também
conhecido como cuica-graciosa, € um marsupial
presente em varios paises sul-americanos e os
dados sobre sua morfologia respiratoria ainda

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica

GRACILINANUS AGILIS

s&o escassos. Para realizagdo do trabalho, foram
utilizados cinco animais, que foram incisados em
sua porgao cervical e toracica, a ap6s divulséo
dos tecidos, realizou-se a avaliacéo "in situ" e,
posteriormente, "ex situ", para analise mais
detalhada, identificando assim, cinco lobos
pulmonares, quatro lobos do lado direito e um
do lado esquerdo. Em seguida, realizou-se
incisdes transversais em cada lobo, para melhor
avaliacdo do parénquima pelo estudo histologico
dos segmentos pulmonares. Foram realizadas
trés coloragdes, hematoxilina e eosina, azul
de toluidina e, picrosirius, através das quais,
observou-se que a cartilagem da traqueia € hialina
com anéis incompletos, reduzida presenca de
cartilagem nos segmentos bronquiais e auséncia
nos bronquiolares. O presente trabalho objetivou
obter mais dados sobre a morfologia da arvore
brébnquica do G. agilis, contribuindo para maior
conhecimento morfolégico da espécie, para a
medicina da conservacgéo e zoologia.
PALAVRAS-CHAVE: Bronquios; Bronquiolos;
Marsupiais; Traqueia.

MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS
STUDY OF GRACILINANUS AGILIS
BRONCHIAL TREE

ABSTRACT: The Gracilinanus agilis, also known
as graceful-cuica, is a South-America marsupial,
and data about its respiratory morphology are
still scarce. For carrying out the work were used
five animals. They were inciseds in its cervical
and thoracic portion, after divulsion of abdominal
wall’s tissues, “in situ” and subsequently “ex situ”
evaluation has been made to obtain more details,
identifying five pulmonare lobes, four on the right
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and one on de left. Then transversal incisions were made in each lobe, for the histologic study
of pulmonary segments. Three colorings were performed, hematoxilin and eosin, toluidine
blue and picrosirius, through witch, it was observed that the tracheal cartilage is hyaline with
incomplete rings, there is reduced presence of cartilage on bronchial segments, absence in
bronchiolar. This work had the objective to get more knowledge about the G. agilis bronchial
tree morphology, contributing to greater morphological knowledge of the specie, conservation
medicine and zoology.

KEYWORDS: Bronchi; Bronchioles; Marsupials; Trachea.

INTRODUCAO

Pertencente a classe Mammalia, interclasse marsupialia e ordem Didelphimorphia,
o Gracilinanus agilis, assim como outros marsupiais, habitam territérios variados, de acordo
com seus habitos alimentares e caracteristicas préprias de cada espécie (HICKMAN JR. et
al., 2016). Comumente conhecido como cuica, o G. agilis vive em regides de vegetacao,
como Mata Atlantica, nos galhos das copas das &rvores, e por isso, sdo animais ageis e
com cauda estrategicamente preénsil (ANTUNES et al., 2006).

Devido aos seus héabitos de frugivoria, desempenha significante papel na dispersao
de sementes, 0 que contribui para 0 aumento no nimero de espécies vegetais das
regides em que vivem, como ja foi comprovado por estudos em determinadas &reas do
Cerrado (CAMARGO et al., 2011). O sistema respiratério € composto por narinas, seios
paranasais, parte nasal da faringe, laringe, traqueia e arvore brénquica. A traqueia segue
como uma estrutura indivisivel até certo ponto da cavidade toracica, onde se ramifica
em dois brénquios classificados de acordo com sua localizacdo, como extrapulmonares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A traqueia € um 6rgéo tubular revestido internamente por um epitélio classificado
como pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes. Em continuidade com
esse epitélio, ha um tecido conjuntivo extremamente vascularizado e rico em glandulas
seromucosas, sendo essas duas caracteristicas histolégicas responsaveis por aquecer e
umedecer o ar inalado, respectivamente. A presenca de células caliciformes é importante,
pois o contedo mucoso formado pela secre¢édo dessas células e das glandulas seromucosas
€ responsavel pela retencéo de sujidades inaladas. O muco e as sujidades retidas nele
séo eliminados em sentido a faringe, tal eliminacdo é possivel gracas ao batimento ciliar
(MONTANARI, 2016).

O G. agilis néo se classifica como um grupo em risco de extingdo (LESSA et al.,
2009; CARMIGNOTTO et al., 2015). O dimorfismo sexual nessa espécie nao é evidente,
néo aparentando diferencas significativas (RIBEIRO, 2011).

Assim, devido a sua presenca em varios cenarios brasileiros, é necessario maior
conhecimento sobre as caracteristicas morfolégicas do G. agilis. O presente trabalho
objetivou analisar as principais caracteristicas anatomicas e histologicas, presentes na
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arvore brénquica desses animais. Os dados obtidos serdo uma importante contribuicao
para somar as caracteristicas ja conhecidas sobre sua morfologia, possibilitando, portanto,

um conhecimento mais amplo sobre a fauna nacional.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Ciéncias Morfolégicas do
Centro Universitario da Fundagéo de Ensino Octavio Bastos — UNIFEOB, localizado na
cidade de Sao Jodo da Boa Vista, SP. Para a classificagdo da arvore brénquica foram
utilizados cinco animais de ambos os sexos, sendo trés machos e duas fémeas, sem
idade definida, pertencentes ao acervo de pecas anatdomicas do Laboratorio de Anatomia
Veterinaria da UNIFEOB. Esses animais foram cedidos com autorizacdo do IBAMA, pelo
processo numero 02001.007176/03-69. Foram respeitados os parametros Internacionais
da bioética e bem-estar animal conforme preconiza a CEUA — Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria de Sao Joédo da Boa Vista — UNIFEOB.

Para a observacao das estruturas pertencentes a arvore bronquica do Gracilinanus
agilis, foi feita inciséo cervical e toracica (da regido do pescoc¢o até proximo a regido
epigastrica). ApOs a realizagdo da incisdo cuténea, foi feito a divulséo dos musculos
esterno-hioide, esterno cefalico, esterno-tireoideo, para localizagéo da traqueia e, divulséo
dos musculos peitorais superficial, transverso e profundo. Em seguida, fez-se a ruptura dos
ossos do gradil costal e retirada do 0sso esterno, o que permitiu acesso ao coragao e aos
pulmdes direito e esquerdo, seguido da avaliagdo das estruturas “in situ”. Em seguida foi
realizada a ruptura dos ligamentos e tracionamento da traqueia em sua por¢éo mais cranial,
juntamente com as cartilagens da laringe, para a retirada dessas estruturas da cavidade
torécica e realizacdo das andlises “ex situ”. Apds a exteriorizacdo do conjunto traqueia,
pulmbes e coracdo, retirou-se o coracdo, desagrupando assim, coracdo e pulmoes,
para o isolamento e melhor visualizagdo dos lobos pulmonares. Cada lobo pulmonar foi
individualizado e incisado duas vezes (Figura 1), sendo uma incisdo cranial e outra caudal,
com lamina de bisturi nimero 21, o que permitiu a obtencdo de trés regides. As regides
obtidas a partir das incisdes foram: cranial, média e caudal, com excecao do lobo pulmonar
cranial direito que devido ao seu tamanho menor, foi incisado apenas uma vez em sua
porcdo mediana e, assim, foi separado apenas nas porg¢des cranial e caudal. O objetivo das
incisdes foi avaliar os ramos da arvore bronquica quanto ao seu calibre e distribuicdo no
parénquima. Desse modo, realizou-se a classificacdo dos bronquios lobares, segmentares
e subsegmentares. Posteriormente a andlise e identificagdo macroscépica, os tecidos

foram submetidos a processos que permitiram a obtencéo das laminas histolégicas.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 2 “



Figura 1: Representacéo ilustrativa das regides onde foram realizadas as incisdes em cada lobo
pulmonar. Observar a traqueia (T), o lobo pulmonar cranial direito (CrD), lobo pulmonar médio (M), lobo
pulmonar acessoério (A), lobo pulmonar caudal direito (CaD) e lobo pulmonar esquerdo (LE).

Os tecidos passaram inicialmente por concentracbes crescentes de alcoois, de
70% a 100%, sendo introduzidos trés vezes no alcool 100%, para que ocorresse sua
desidratacdo. Esses segmentos de pulmdes foram transferidos para xilol, um solvente que
atua clareando os tecidos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) e posteriormente emblocados
em similar parafina Histosec®. Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo
LEICA®, modelo 2165, com espessura média de 5um e posteriormente corados seguindo
as técnicas de Hematoxilina e Eosina, Azul de Toluidina e Picrosirius.

Todos os resultados obtidos foram descritos de acordo com a Némina Anatomica
Veterinaria (International Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2017)
e com a Nomina Histologica Veterinaria (International Committee on Veterinary Histological
Nomenclature, 2017).

RESULTADOS

ApO6s a dissecacéo, a cavidade toracica do Gracilinanus agilis foi mensurada em 20
mm, sendo esse o comprimento identificado da base do pescoco até o diafragma no inicio
da regidao abdominal. A cavidade toréacica é protegida pelo gradil costal e, em sua superficie
caudal é delimitada pelo diafragma, sendo este responsavel por dividir a cavidade toracica
da cavidade abdominal. A maior parte da cavidade toracica é preenchida pelos pulmoes e
nela encontra-se o mediastino, espaco onde se localiza o coragdo. Através da avaliagao “in
situ” confirmou-se a intima relagdo dos lobos pulmonares com 6rgaos de outros sistemas,
como o coragao e o nervo vago (Figura 2).

Observou-se em avaliacdo “ex situ” que ao todo, o G. agilis possui cinco lobos
pulmonares, sendo quatro deles direitos, divididos em cranial, médio, caudal e acessorio, e
um lobo esquerdo unico (Figura 3).
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Constatou-se que a traqueia possui comprimento de 6mm e que ha ramificagéo das
estruturas correspondentes a arvore brénquica, uma vez que nos parénquimas dos lobos
cortados, visualizou-se brénquios de calibre maior, localizados centralmente no parénquima
e a medida que os bronquios progridem em sentido as por¢cdes mais distais dos lobos
pulmonares, observa-se estruturas de calibre menor em relagéo as que se localizam nas
porches centrais, logo, as estruturas de maior calibre e localizadas na regiéo extralobar,
sd@o os brénquios principais, dos quais se originam os brénquios lobares, presentes nas
porcGes mais proximais dos lobos pulmonares, e as estruturas distais e de calibre menor
correspondem aos brénquios segmentares e subsegmentares.

Assim, a ramificacdo anatdémica da arvore brénquica do G. agilis demonstrou a
traqueia se bifurcando em sua porgéo distal em dois bronquios principais e extralobares,
cuja ramificacdo do brénquio principal direito, formava quatro brénquios denominados
brénquios lobares e, identificados como 0s mais calibrosos presentes nas regides centrais
dos lobos pulmonares. Os brénquios segmentares e subsegmentares foram identificados
de acordo com seus calibres e suas localizagdes mais distais nos parénquimas pulmonares
anteriormente incisados (Figura 4). O brénquio principal esquerdo originou o brénquio
lobar, uma vez que adentrou no parénquima pulmonar sem ramificagbes prévias. Com base
nesses dados, fez-se a representacéo ilustrativa (Figura 5) da orientacao intralobar dos
lobos pulmonares descritos. Os tecidos foram processados e preparados para confeccao
de laminario histoldgico, possibilitando, assim, a obten¢do de dados referentes a sua
morfologia microscopica da traqueia e do parénquima pulmonar.

Microscopicamente avaliou-se que a traqueia (Figura 6) apresenta de anéis
incompletos, constituidos por cartilagem do tipo hialina e seu epitélio de revestimento é
pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes. Na avaliacao do parénquima
(Figura 7), observou-se que os segmentos de cartilagem, quando presentes ao longo das
estruturas bronquiais, sdo minimos, tendo em vista que em nenhum brénquio observou-se
a presenca de anéis incompletos ou de segmentos extensos, mas sim grande quantidade
de musculatura lisa e porgdes extremamente discretas da cartilagem. Observou-se que o
epitélio respiratério, anteriormente observado na traqueia, ndo se estende ao limen das
estruturas bronquiais, que sédo internamente revestidas por um epitélio simples cubico e
as estruturas bronquiolares apresentam epitélio simples pavimentoso em seu limen. Tais
dados condizem com um adelgacamento precoce das por¢cbes de revestimento da arvore
brénquica da espécie em questéo.

A ramificagé@o histoldgica da arvore brénquica do G. agilis, foi descrita de acordo
com as estruturas constituintes de cada segmento observado, onde os brénquios originam
bronquiolos, os bronquiolos se ramificam em bronquiolos terminais. Os bronquiolos
terminais se ramificam em bronquiolos respiratorios e esses por sua vez, se ramificam e
originam ductos alveolares. Os ductos alveolares se ramificam em sacos alveolares e, os

sacos alveolares se ramificam em alvéolos pulmonares, que séo constituidos por células

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 2 “



distintas, entre as quais, destacam-se pneumdcitos do tipo | e do tipo Il. Com base nesses
resultados, realizou-se um esquema representativo (Figura 8), evidenciando as diferencas

morfologicas entre as principais estruturas supracitadas.

Figura 2: Pulmao “in situ”, & possivel observar o coragdo (CO), revestido pelo pericardio, o diafragma
(D), o lobo pulmonar esquerdo (LE), lobo pulmonar caudal direito (LCaD), o lobo acessorio (LA) e o
nervo vago (NV). Barra: 5mm.

Imm

Figura 3 :Vista ventral do pulmao do Gracilinanus agilis, observa-se a traqueia (T), a subdivisdo do
pulma&o direito em lobo pulmonar cranial direito (CrD), Lobo pulmonar médio (M), lobo pulmonar
acessorio (LA), lobo pulmonar caudal direito (CaD); e lobo pulmonar esquerdo (LE). Barra: 1mm.
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Figura 4: A, porcéo cranial do lobo pulmonar esquerdo. Observar: brénquio lobar, (*); brénquio

segmentar, (+); brénquio subsegmentar (seta). B, porcdo média do lobo pulmonar esquerdo; bronquio

lobar, (*); bronquio segmentar (+); brébnquio subsegmentar (seta). C, por¢éo distal do lobo pulmonar
esquerdo; brénquio segmentar (+) e brobnquio subsegmnetar (seta). Barra: 1Imm

Figuta 5: Observar a traqueia (T), carina traqueal (CT), lobo pulmonar cranial direito (CrD), lobo

pulmonar médio (M), lobo pulmonar acessério (LA), lobo pulmonar caudal direito (CaD), lobo pulmonar
esquerdo (LE). Cada lobo com suas respectivas ramificagbes da arvore brénquica: bréquios principais

(1), brénquios lobares (2), bronquios segmentares (3), bronquios subsegmentares (4).
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Figura 6: Fotomicrografia da traqueia. A, cartilagem hialina (seta grossa); segmento de musculatura lisa
(seta fina). HE, 40x. B- epitélio pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes (seta fina);
condrdcitos (seta grossa); seta vazia: musculo liso (seta vazia); pericondrio e condroblastos (quadrado).
HE, 100x.

Figura 7: A, Bronquio (BR), bronquiolo terminal (bt), vaso sanguineo (v). Hematoxilina e eosina, 10x.
B, glandula mucosa (GM), musculo liso (seta). Hematoxilina e eosina, 100x. C, brénquio (BR), epitélio
simples cubico (seta fina), musculatura lisa (seta grossa), cartilagem hialina (circulo). alvéolo (A).
Azul de Toluidina, 40x. D- bronquiolo (Br), bronquiolo terminal (bt), bronquiolo respiratério (br), vaso
sanguineo (v), ducto alveolar (Da). Azul de Toluidina, 10x. E, brénquio (BR), bronquiolo (Br), bronquiolo
terminal (bt), vaso sanguineo (V). Picrosirius, 10x. F, bronquiolo terminal (bt); ducto alveolar (Da).
Picrosirius, 40x.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 2 “



{ k) Tl R
» ¥ f | ¥ . / Fm 3
"\‘ b+ \Ep “'F ! \; \-.__,- l’/j Frh\ ’erf Jp
L 2 U

\Tc Y\-.TA‘"/ / F;‘I‘:;.b‘f £ é:ﬁ“

Fm?"‘ - ‘(" \\ ¥
AP e e c &

C Jqw

Figura 8: A, brénquio; epitélio simples cubico (Ep); tecido conjuntivo da lamina prépria (Tc); fibras
musculares (Fm); cartilagem hialina (CH). B, bronquiolo; epitélio simples pavimentoso (Ep); fibras
musculares (Fm). C, bronquiolo terminal; epitélio simples pavimentoso (Ep), fibras musculares (Fm). D,
bronquiolo respiratério; epitélio simples pavimentoso (Ep).

DISCUSSAO

Segundo Hildebrand (1995), os mamiferos em geral, possuem pulm&o ramificado em
lobos. Essa ramificag@o expressiva, que também pode ser observada no Gracilinanus agilis,
esta intimamente relacionada com a alta taxa metabdlica desses animais, que necessitam
de uma acéo mais eficiente do pulmao, por isso, 0 maior nimero de ramificagdes. A divisédo
do pulméo direito em quatro lobos, cranial, médio, caudal e acessoério foi relatada em
animais silvestres como quati (Nasua nasua), descrito por Oliveira et al. (2012), ourigo-
cacheiro (Sphiggurus villosus), descrito por Guimaraes et al. (2012). Penno et al. (2005),
constatou que a cutia (Dasyprocta aguti) também possui o pulméao direito subdividido em
quatro lobos pulmonares, assim como o caititu (Pecari tajacu), descrito por Oliveira et al.
(2015).

Hare (1986) também constatou que todos os animais domésticos apresentam seu
pulmé&o direito subdividido em quatro lobos, com excecdo dos equinos. A subdivisédo do
pulm&o direito em quatro lobos, cranial, médio, caudal e acessério, foi igualmente observada
no G. agilis, assim como nas demais espécies silvestres usadas como comparacgéo. Todavia,
ao contrario do que foi observado por Oliveira et al. (2015) em relacdo a ramificacdo
da arvore brénquica de caititus, o G. agilis, ndo apresenta brénquio traqueal, e assim,
0 unico ponto de ramificacdo da traqueia, presente na espécie estudada, estéa restrito a
carina traqueal. Assim, a morfologia de sua arvore brénquica, se assemelha em partes, a
morfologia de animais domésticos como céaes e gatos, e de outros animais silvestres como
quati, ourico cacheiro e cutia.

Por meio da analise microscépica, observou-se que a traqueia do G. agilis, apresenta
a mesma divisdo histologica descrita por Gartner e Hiatt (2007), sendo este érgéo dividido

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 2 m



histologicamente na camada mucosa, composta pelo epitélio pseudoestratificado cilindrico
ciliado com células caliciformes, ou simplesmente epitélio respiratério e por um tecido
conjuntivo frouxo, caracterizando a lamina propria.

A submucosa apresentando tecido conjuntivo denso ndo modelado, extremamente
rico em glandulas mucosas. As glandulas mucosas sdo exocrinas, e especializadas na
producdo de mucinogénio, uma variacdo de proteina que em contato com a agua torna-
se mucina, uma secrec¢do pegajosa e principal constituinte do muco. Os ductos dessas
glandulas se abrem no epitélio, ultrapassando as camadas de tecido conjuntivo ricas em
fibras elasticas. Ainda na camada submucosa se identifica aglomerados de tecidos linfoides
(GARTNER; HIATT, 2007). Entretanto, a submucosa da traqueia do G. agilis é delgada,
e nao foi possivel observar nodulos linfoides. A presenca de glandulas serosas no tecido
conjuntivo subjacente ao epitélio respiratério, foi comprovada em gambés (Didelphis sp.)
por Bertassoli et al. (2013), que também observou a presenca de anéis cartilaginosos
constituidos por cartilagem hialina, acompanhada de musculatura lisa. No G. agilis também
se observou essa relagéo intima entre cartilagem e musculatura lisa.

Banks (1992) descreveu a presenca de glandulas mucosas em segmentos
mais profundos da arvore brénquica na espécie felina, e ressaltou que o mesmo nao é
observado em algumas outras espécies, nas quais, essas glandulas se limitam a porcbes
extrapulmonares da arvore brénquica. No G. agilis, assim como na espécie felina, a presenca
de glandulas mucosas pode ser observada ao longo de segmentos mais profundos da
arvore bréonquica.

Conclui-se, portanto, que a arvore bronquica do G. agilis apresenta diversos pontos
semelhantes as outras espécies domésticas e silvestres, mas apresenta particularidades
histol6gicas marcantes, como a diminuicéo e adelgacamento das estruturas do revestimento

interno dos segmentos de sua arvore brénquica.
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RESUMO: A genipina € uma substancia incolor
encontrada nos frutos de Jenipapo (Genipa
americana Linnaeus) que, espontaneamente,
reage com grupos aminos em presenca de
oxigénio formando um pigmento de coloragéo
que pode variar do violeta ao azul escuro. Na
forma ndo reagida, ela apresenta propriedades
de agente natural de ativacdo ou reticulante,
podendo associar-se covalentemente a diferentes
materiais para aumentar sua estabilidade
quimica e fisica, além de possibilitar a ocorréncia
de reagdes biofuncionais. No entanto, o preco
elevado do padrdao em péd desta substancia
dificulta os estudos de sua aplicagdo e, desta
forma, surge a necessidade de extrair e purificar
a genipina por meio de ensaios laboratoriais
de modo a se obter uma melhor relacdo custo-
beneficio. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
promover a extracado e purificacao de genipina na
forma sélida a partir de frutos verdes de Jenipapo
(Genipa americana L.). Os frutos foram obtidos
em um sitio localizado na llha de Itamaraca —
PE. Para o preparo do extrato, trés frutos verdes
de tamanhos e pesos semelhantes, foram
cortados ao meio e despolpados. O endocarpo
e as sementes foram pesados juntos (200 g). A
obtencao do produto com a maior qualidade foi
alcancada pela extracdo liquida da polpa com
cloroférmio em propor¢do 2:1 solvente/matriz,
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seguida da precipitacdo e purificagdo com diclorometano. Amostra de genipina purificada
e padrao comercial foram analisados e comparados por meio de cromatografia de camada
delgada (CCD), espectrometria de massas (MS) e Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR). Também foi realizada a quantificagcédo por analise
gravimétrica da genipina. De acordo com os resultados, a genipina extraida e purificada dos
frutos de Jenipapo apresentou fragmentos de massa e bandas de vibracéo de infravermelho
semelhantes ao do padréo comercial. Logo, foi possivel obter a genipina com alto grau de
pureza.

PALAVRAS-CHAVE: Genipina, Genipa americana Linnaeus, Frutos verdes de Jenipapo.

GENIPINE EXTRACTION, IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION FROM
UNRIPE FRUITS OF AMERICAN GENIPA L.

ABSTRACT: Genipin is a colorless substance found in the fruits of Jenipapo (Genipa
americana Linnaeus) that spontaneously reacts with amino groups in the presence of oxygen
to form a coloring pigment which can range from violet to dark blue. In the unreacted form, it
has properties of a natural activating or cross-linking agent, and can be covalently associated
with different materials to increase its chemical and physical stability, in addition to allowing
the occurrence of biofunctional reactions. However, the high price of the powdered standard of
this substance makes studies of its application difficult and, thus, the need arises to extract and
purify genipin through laboratory tests in order to obtain a better cost-benefit ratio. Therefore,
the objective of this work was to promote the extraction and purification of genipin in solid
form from green fruits of Jenipapo (Genipa americana L.). The fruits were obtained from a
farm located on the Island of Itamaraca - PE. To prepare the extract, three green fruits of
similar sizes and weights were cut in half and pulped. The endocarp and seeds were weighed
together (200 g). The acquisition of the product with the highest quality was achieved by liquid
extraction of the pulp with chloroform in a 2: 1 solvent / matrix ratio, followed by precipitation
and purification with dichloromethane. Sample of purified genipin and commercial standard
were analyzed and compared using thin layer chromatography (CCD), mass spectrometry
(MS) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Quantification was also performed
by gravimetric analysis of genipin. According to the results, the genipin extracted and purified
from Jenipapo fruits showed fragments of mass and infrared vibration bands similar to the
commercial standard. Therefore, it was possible to obtain genipin with a high degree of purity.
KEYWORDS: Genipine, Genipa americana Linnaeus, Unripe fruits of Jenipapo.

11 INTRODUGAO

O Jenipapo (do tupi-guarani “fruto que serve para pintar”) € o fruto do jenipapeiro,
arvore da espécie Genipa americana Linnaeus originaria do noroeste da América do Sul
e distribuida de norte a sul do Brasil. Durante a fase imatura, o pH do fruto e o contato
com o oxigénio possibilitam a reagcdo de um metabdlito secundario do tipo iridoide (o Metil
(15,2R,6S)-2-hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclo[4.3.0]nona-4,8-dieno-5-carboxilato,
comercialmente conhecido como genipina) com grupos amino presentes em sua
constituicao, formando um pigmento azul. (Bentes, 2014; Bentes et al., 2015; Silva et al.,
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2016; Neves et al., 2017; Neves et al., 2018; Neves; Meireles, 2018).

De forma geral, existem trés métodos conhecidos para a extragdo da genipina, sao
eles: hidrolise enzimatica, solventes e ultrassom. E possivel notar que até o ano de 2011
as extracbes de genipina eram realizadas somente com solventes (Djerassi et al. 1960;
Zhou et al. 2005; Wang et al. 2011). Pesquisas tém mostrado que a utilizacéo de solventes
pode ser combinada com outros métodos, o que simplifica e barateia o método extrativo por
solvente quando comparado a outras metodologias de extracdo (Yang et al. 2011; Wang et
al. 2012; Winotapun et al. 2013; Dong et al. 2014; Zhu et al. 2015).

Na maioria dos vegetais, a genipina pode ser encontrada naturalmente. A escolha
do vegetal vai ser influenciada principalmente pela composi¢cdo percentual de genipina
presente no fruto e pela disponibilidade. Por exemplo, no fruto da gardénia, encontrada
principalmente na Asia, o percentual de genipina & de 0,17 %, enquanto no jenipapo pode
chegar a 3 % (Djerassi et al. 1960; Ramos-de-la-Pefa et al. 2016).

Cada método apresenta sua extragdo visando a obtencdo de um produto especifico
para a aplicacéo posterior, e por isso, podem apresentar caracteristicas inviaveis para este
trabalho, cujo intuito é a obtengdo do solido puro. E importante destacar os cuidados na
escolha do agente extrator para que ndo haja riscos de contaminagéo do sélido extraido,
como também na elabora¢do de um sistema com no minimo 2 fases, para que se possa
realizar a separagcdo da genipina e do geniposideo desde a extragédo (Zhu et al., 2015;
Bellé, 2017).

A genipina apresenta atividade contra danos por oxidacdo e trombose,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, protege o hipocampo dos neurénios, doencgas hepéaticas
e diabetes, e gera corantes estaveis para industria téxtil e alimenticia (CHRONOPOULOU
etal., 2018; SUN et al., 2018). Além disso, € um agente natural de ativacéo ou reticulante,
que pode ser associada covalentemente a diversos materiais para elevar sua estabilidade
fisica e quimica e prover a possibilidade de rea¢des biofuncionais, sendo empregada na
imobilizacdo de enzimas, liberacdo gradativa de farmacos, bioadesivos na constituicdo de
préteses para aumentar a resisténcia mecanica de 0ssos e cartilagens, nos tratamentos
de ferimentos cutaneos, etc. (Velasquez; Rivas; Ocanto, 2014; Ramos-de-La-Pena el al.,
2016; Bellé, 2017; Neves; Meireles, 2018).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo extragdo da genipina soélida
a partir do endocarpo e das sementes de frutos verdes de Jenipapo armazenados sob
congelamento e andlise de sua identidade, pureza e rendimento. A metodologia aplicada
serd baseada na adaptacao do trabalho de Veldsquez et al. (2014).

21 MATERIAIS E METODOS

Os frutos verdes de Jenipapo (Genipa americana L.) foram obtidos em um sitio
localizado na llha de ltamaraca — PE. Os reagentes utilizados na extracao foram: HCI (37%;
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Neon); Acetona P.A. (P.A.; Dinamica); n-Hexano (95%; Dinamica); Cloroférmio (99,8%;
Neon); Diclorometano (99,5%; Vetec); Acetato de Etila (P.A.; Quimica Moderna).

O processo de extragdo da genipina dos frutos verdes de Genipa americana L.
ocorreu de acordo com as etapas ilustradas pela Fig. 1.

Figura 1. Fluxograma de extragdo da genipina.

Fonte: Propria.

Trés frutos verdes, de tamanhos e pesos semelhantes, foram cortados ao meio e
despolpados. O endocarpo e as sementes foram misturados para serem pesadas (amostra
com 200g). A amostra da polpa pesada foi entdo colocada em um béquer de plastico, onde
foi acidificada. Em seguida, foi acrescido 400 mL de cloroférmio & mistura, com maceracéo
continua até que as sementes estivessem o mais separadas possivel da polpa. Esta foi
entdo colocada sob agitagdo moderada por um tempo total de 2h e 30min.

A amostra foi entao filtrada por gravidade com papel de filtro qualitativo e o extrato
foi armazenado e colocado sob refrigeragao até o momento da evaporagéo do solvente.

O extrato foi concentrado por meio da remog¢éao do solvente em um rotaevaporador a
temperatura ambiente por 2 horas. O liquido resultante (cor de mel, odor agudo de jenipapo
e consisténcia oleaginosa) foi armazenado em um frasco coletor com tampa e colocado sob
refrigeracdo até a etapa de precipitagcdo. Antes de realizar o procedimento de precipitagdo
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da substancia, uma CCD do extrato foi realizada para confirmacéo de sua presenca.
»  Purificagé@o da genipina sélida

Ao extrato foi adicionado algumas gotas de acetona P.A. para induzir a precipitagdo
da genipina, seguida da mistura com n-hexano e filtrado a vacuo. O procedimento foi
repetido no filtrado e ambos os solidos retidos foram misturados. Uma pequena quantidade
de amostra foi retirada e uma nova CCD realizada para mapear a remogéo das impurezas.

O sélido foi raspado do papel de filtro e colocado em um novo frasco coletor, onde
foi misturado ao diclorometano. Um banho-maria foi preparado e o frasco foi submetido a
aquecimento brando (~ 70°C). Uma vez solubilizado por completo o sélido no solvente, o
frasco foi colocado em um banho de gelo até total precipitacdo da genipina. Realizou-se
entdo uma filtracdo a vacuo e o residuo resultante foi armazenado em novo frasco coletor.
A Fig.2 representa o fluxograma de recuperagéo da genipina.

Figura 2. Fluxograma de recuperagdo da genipina.

Fonte: Propria.

O extrato obtido foi submetido a cromatografia em camada delgada (CCD),
comparado-o com a genipina comercial. Quantificagdo da genipina extraido foi por anélise
gravimétrica. Um Espectrometro de Massa da Perkin-Elmer modelo AxXION 2 TOF foi
utilizada para verificar a massa molar da genipina comercial e o s6lido obtido do processo
extrativo. Além disso, ambas foram avaliadas por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR).

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 3 “



31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Por CCD, foi observado grande quantidade de genipina - fato refor¢cado pelo fator
de retencao (RF) do padréo, no entanto, ainda foi observado a presencga de impurezas ou
outras substancias na amostra extraida. Neste sentido, a produto extraido foi submetido
a purificacdo como descrita na metodologia. Apés a purificacdo, foi observado que o
sélido branco obtido demonstrou excelente correspondéncia com o padréo e auséncia de

impurezas ou outras substancias.

3.2 Quantificacao da genipina

A massa média do frasco foi de 5,2602g e o conjunto (massa do frasco e a genipina)
pesou 5,4475g. Logo a massa de genipina obtida foi de:

M oipina = 5,4475g - 5,26029g = 0,1873g

O rendimento em massa da extragéo é dado por:

R(%) = (M, e/ Myopa ) 100 = (0,1873g /200,11g) * 100 = 0,0936%

Realizando um procedimento de secagem por liofilizacdo com a mesma massa de
polpa, foi possivel determinar que o fruto apresentou cerca de 70% (m/m) de 4gua em sua
composicéo. Logo, a estimativa para o rendimento do processo extrativo em base seca foi
de:

M opa seca = 30%. 200,11g = 60,0339

ganipina = 0-44759 - 5,2602g = 0,1873g
O rendimento em massa seca da extracao € dado por:
R(%) = (M /M__)*100 = (0,1873/60,033g) * 100 = 0,3120%.

genipina polpa

3.3 Espectrometria de Massa

A Fig. 3 representa os espectros obtidos:
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Figura 3. Espectros de massa da A) Genipina Padrédo e B) Genipina isolada da Genipa americana L.

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os espectros, corroborando
os resultados com a identificagdo realizada pela CCD, e comprovando a auséncia de
quaisquer outras substancias que poderiam estar contaminando o s6lido. Observa-se no
espectro um valor m/z em 227,0822 que é atribuido a massa da genipina [C,,H,,O, + H]* ja
que o espectro foi adquirido no modo positivo e sabendo que a massa molar de genipina é
226,2 g/mol. Am/z em 453,1634 é a [2M+H]* da genipina.

3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As bandas de absorcéo do FTIR para o padrao comercial e a Genipa americana L.
estéo ilustradas na Fig. 4.

Genipina Padréo Comercial ——Genipina da Genipa americana L

054
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Figura 4. Espectro de FTIR do (A) Padrdo Comercial e (B) Genipina da Genipa americana L.

Na Figura 4 mostra os espectros de infravermelho da genipina comercial e da genipina
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extraida no laborat6rio CERTBIO. Observa-se que os espectros sao similares e apresentam
bandas caracteristicas dos grupos funcionais da genipina, como: deformagéo axial de OH
em 3392 cm™ (OH livre) e em 3212 cm™ (OH em ligacéo de hidrogénio); deformacéo axial
de C=C de alcenos (em 1621 cm™); a vibragcdo de 1150 cm™ e estiramento com formagéo
de pico em 1105 cm™ sdo referentes as vibracbes C-O e C-O, respectivamente, e a vibracéo
de 1681 cm™' corresponde ao grupo dos acidos carboxilicos e sédo caracteristicas das C=0.
As bandas caracteristicas do padrdao de genipina comercial ndo apresentaram diferencas
significativas das bandas apresentadas pela amostra da genipina extraido da Genipa
americana L.

Desta forma, é possivel afirmar que o FTIR reforca a identidade do produto obtido
- previamente atestada pela CCD - e a auséncia de substancias diferentes de genipina em
sua constituicdo, ou seja, sua elevada pureza.

41 CONCLUSOES

De acordo com os resultados foi possivel a extragcdo da genipina sélida a partir
do endocarpo e das sementes de frutos verdes de Jenipapo. A CCD do sélido branco
demonstrou excelente correspondéncia com o padrdao comercial e auséncia de impurezas.
O FTIR e a espectrometria de massas reforcaram a identidade do produto obtido. Logo, foi
possivel obter uma genipina com alto grau de pureza.
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RESUMO: A busca por novas fontes de energia
alternativa avanga a medida que a disponibilidade
de recursos petréleo dependentes diminuem.
Bactérias do género Bacillus spp. séo produtoras
de enzimas do complexo ligninocelulolitico e
apresentam grande potencial de uso na produgéao
de biocombustiveis. Todavia, algumas espécies
do género Bacillus ainda carecem de maiores
investigacOes para identificar tais enzimas, como
€ o0 caso do Bacillus thuringiensis. Portanto,
0 objetivo do presente trabalho é identificar e
descrever a presenga de enzimas do complexo
ligninocelulolitico em B. thuringiensis. Os
proteomas das bactérias utilizadas no estudo
foram coletados no banco de dados NCBI e os
dados foram pré-tratados utilizando linguagem
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THURINGIENSIS

de programacgéo Python. Um script em VBA
foi escrito para semi automatizar a procura
das enzimas desejadas nos proteomas das
bactérias via interface grafica Excel. Por fim,
foi utilizado o programa Clustal Omega para
construcao de arvore filogenética das espécies/
estirpes coletadas. Foram encontrados 4
diferentes tipos de enzimas no proteoma de
B.  thuringiensis:  6-phospho-B-glucosidase,
a-glucosidase, a-amilase e laccase. Ao analisar
outras espécies do género, foi identificado
um maior numero e diversidade de enzimas
do complexo ligninocelulolitico principalmente
em B. amyiloliquefaciens, B. licheniformis, B.
velezensis e B. subtilis. Conclui-se que apesar
de B. thuringiensis apresentar um potencial na
degradacdo de biomassa, outras espécies do
género podem ser mais eficientes em aplicagbes
reais. Esses achados podem ampliar o potencial
biotecnoldgico de B. thuringiensis, para produgao
de biocombustiveis, antes restrito a producéo de
bioinseticidas e plantas resistentes a praga.
PALAVRAS-CHAVE: Bacillus thuringiensis;
Biocombustiveis; Enzimas; Ligninocelulolitico.

IN SILICO PROSPECTION OF
LIGNOCELLULOLYTIC COMPLEX
ENZYMES IN BACILLUS THURINGIENSIS

ABSTRACT: The search for new alternative
energy sources advances as the availability of
petroleum dependent resources decreases.
Bacterias of Bacillus spp. genus are producers
of lignocellulolytic complex enzymes and present
a great potential in biofuels production. However,
some species in the Bacillus genus still need
further investigations to identify these enzymes,
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which is the case of Bacillus thuringiensis. Therefore, the objective of this work is to identify and
describe the presence of lignocellulolytic complex enzymes in B. thuringiensis. The proteomes
of the bacterias in this study were collected from the NCBI data bank and the data were
pretreated using python programming language. A scriptin VBA was written to semi automate
the search for the enzymes of interest in the bacteria’s proteome files through Excel interface.
Lastly, Clustaw Omega program was used to generate a phylogenetic tree for the species/
lineages collected. Four different enzymes from B. thuringiensis proteome were identified:
6-phospho-B-glucosidase, a-glucosidase, a-amylase and laccase. Analyzing other’s species
in the genus, it was found a bigger number and a greater diversity of lignocellulolytic complex
enzymes, specially in B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. velezensis and B. subtilis. It
is concluded that although B. thuringiensis has a potential for biomass degradation, other
species of the genus may be more efficient in real applications. These findings may expand
the biotechnological potential of B. thuringiensis to biofuel production, previously restricted to
the production of bioinsecticides and plants resistant to pests.

KEYWORDS: Bacillus thuringiensis; Biofuels; Enzymes; Lignocellulolytic.

11 INTRODUGAO

O amplo uso e queima de derivados do petréleo representa grande parte da matriz
energética consumida mundialmente. O diesel, por exemplo, € um combustivel muito
utilizado na movimentacgao de veiculos, seja para transporte ou para aplicagdes industriais.
Tais combustiveis, de fontes ndo renovaveis, possuem esgotamento premeditado para
um futuro préximo, podendo colocar em risco grande parte da estrutura energética global
(FERREIRA et al., 2014).

A producgéo e pesquisa de vias energéticas alternativas vém ganhando notoriedade
devido ao potencial de menor producéo de gases poluentes e continuo esgotamento dos
combustiveis fosseis (AKIA et al., 2014). Todavia, dificuldades de implantagéo de matrizes
energéticas “verdes” sdo consideraveis, em parte pelo alto custo da substituicdo da
infraestrutura mundial petr6leo-dependente e pelo baixo rendimento energético comparado
as fontes fosseis em utilizacéo atualmente (CARNEIRO et al., 2017).

As biomassas séo, potencialmente, todas e quaisquer formas de matéria organica
capazes de serem convertidas em energia (BRACMORT, 2013). Devido a abundéancia de
biomassas na natureza e nas formas artificialmente produzidas, a partir de residuos de
colheita, desperdicio alimentar ou residuos solidos de esgoto, as biomassas tornaram-se
uma fonte viavel e importante para produgéo de energia pela converséo das biomassas em
biocombustiveis de segunda geracéo (TUCK et al., 2012).

As matrizes estruturais basicas das paredes celulares das biomassas sdo muito
similares, apesar da propor¢éo de cada componente variar dependendo da origem e do tipo
de substrato organico (STEFANIDIS et al., 2013). Trés principais componentes formam a
biomassa: celulose, hemicelulose e lignina. O entendimento da organizacéo e composigcéo
primordial das biomassas ligninoceluloliticas sdao essenciais para o desenho de métodos de
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degradacéo e reaproveitamento eficazes e inteligentes, e influenciam o grau de degradacéo
de biomassas (JIMENEZ-FLORES et al., 2010; CHEN, 2014).

A descoberta de enzimas em microrganismos capazes de degradar biomassa
possibilitou a aplicacdo de agentes bioldégicos no pré-tratamento da biomassa e consiste
numa abordagem promissora na produgao de biocombustiveis (AGBOR et al., 2011). Alguns
fungos, por exemplo, sdo excelentes produtores de celulases e enzimas degradadoras de
lignina, mas diversas bactérias produtoras de enzimas do complexo ligninocelulolitico ja
foram descritas na literatura e sdo importantes focos de estudo (MAKI; LEUNG; QIN, 2009).

O género Bacillus spp. € constituido por bactérias, em sua maioria, gram-positivas,
aerObicas e formadoras de esporos que podem garantir grande resisténcia e longa vida
destes microrganismos em ambientes hostis. Esses microrganismos s&o encontrados
em abundancia na natureza como no solo, vegetacéo, aguas, alimentos, insetos e, em
determinadas situagdes, em seres humanos (FANGIO; ROURA; FRITZ, 2010).

Dentro desse contexto, varias espécies de bactérias do género Bacillus spp. foram
descritas como produtoras de enzimas ligninoceluloliticas (RASTOGI et al., 2010). Alguns
membros, no entanto, ainda carecem de investigacdes mais aprofundadas a respeito do
seu potencial enzimatico quanto a degradacdo de biomassa, como é o caso do Bacillus
thuringiensis (Bt). O estudo dessa bactéria especifica em busca de enzimas do complexo
ligninocelulolitico poderia, ndo somente ampliar o nUmero de bactérias descritas com
potencial degradador de biomassa, mas também expandir as propriedades biotecnoldgicas
ja descritas nesse microrganismo (SANAHUJA et al., 2011).

Com isso, o objetivo do presente trabalho foi identificar e descrever a presenca de
enzimas do complexo em B. thuringiensis.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta dos dados

Os dados utilizados para realizagéo do presente trabalho foram coletados do banco
de dados Assembly administrado pelo NCBI (do inglés, National Center for Biotechnology
Information). Essa base de dados prové informacdes basicas a respeito de genomas
montados e proteomas elucidados de diferentes organismos. Ap6s o download dos
proteomas das bactérias desejadas, os arquivos foram convertidos do formato .faa para
xt.

2.2 Tratamento de dados

O grande volume de dados obtidos requisitou um pré-tratamento basico. Foi utilizado
um script em linguagem python (versédo 3.6.9) utilizando o IDE (do inglés, Integrated
Development Environment) Atom (versdo 1.50), para conversao e formatagcéo dos arquivos
dos proteomas completos em outros arquivos .txt separados e menores.
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2.3 Identificacao de enzimas

Para busca das enzimas desejadas no proteoma das estirpes de cada espécie,
foi escrito um script em VBA (do inglés, Visual Basic Applications) que possibilitou a
automatizagcéo da procura das enzimas nos arquivos dos proteomas via interface gréafica
Excel. A procura das enzimas desejadas se deu pela inser¢do dos nomes das enzimas,
em inglés, no programa, descritas pela literatura e associadas a degradacéo de biomassa
(JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007; SAINI; SAINI; TEWARI, 2015; GONG et al.,
2017; CHEN et al., 2018). As enzimas que, eventualmente, possam ter sido selecionadas,

mas que ndo tenham correlagéo ao propésito da pesquisa foram excluidas.

2.4 Construcio da Arvore Filogenética

Por fim, a inferéncia de similaridade entre as diferentes espécies e estirpes
coletadas foi realizada pelo programa Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) utilizando o
gene gyrA. A partir da arvore filogenética construida péde-se propor relagdo evolutiva e
de semelhanca entre as espécies e estirpes estudadas. O fluxograma 1 esquematiza as
etapas do trabalho.

Tratamento . Arvore
Coleta dos Identificacdo . .
de Dados ) Filogenética
Dados . das Enzimas (Clust
inguagem ustaw
(Proteoma) (Linguag (VBA)
Python) Omega)

Fluxograma 1. Metodologia de trabalho.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram coletadas nove diferentes espécies de Bacillus e para cada espécie
foram estudadas trés estirpes cada, resultando na coleta total de vinte e sete proteomas
diferentes. Na tabela 1 encontra-se a relagéo das espécies analisadas e suas respectivas
estirpes.
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Espécie de Bacillus spp. Estirpe 1 Estirpe 2 Estirpe 3

B. amyloliquefaciens FS1092 KC41 Y2

B anthracis 2000013094 2000031021 AFS072084
B. cereus ATCC14579 MLY1 SB1

B. licheniformis BL1202 DSM13 SCDB34

B. megaterium AFS057444 ATCC14581 M4

B. pumilus 145 SH-B9 SH-B11

B. subitilis 168 MB9_01 PY79

B. thuringiensis ATCC35646 ATCC 10972 C15

B. velezensis 9912D CBMB205 FZB42

Tabela 1. Relagéo de espécies e estirpes coletadas para estudo.

Em todas as espécies e estirpes, investigadas no presente trabalho, foram
encontradas enzimas descritas na literatura com potencial de degradacéo de biomassa
(JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007). A producao de enzimas ligninoceluloliticas
por Bacillus ndo é novidade. Estudos conduzidos por Jones e colaboradores (2012)
permitiram a identificacdo de complexos multienzimaticos em B. subtilis capazes de
degradar xilana, um importante componente da hemicelulose de biomassas. Ainda, a
identificacdo de novas enzimas, como endo-1,4-B-xilanase, em B. amyloliquefaciens
propicia novas aplicagcdes desse microrganismo na sacarificacao de gréos de interesse na
producéo de biocombustiveis (AMORE et al., 2015).

Apesar da grande relevancia biotecnologica de B. thuringiensis na produgao de
bioinseticidas e desenvolvimento de plantas resistentes a pragas (SANAHUJA et al., 2011),
seu potencial na produgao de enzimas ligninoceluloliticas ainda n&o é totalmente conhecido.
Lin e colaboradores (2012) reportaram a producéo de celulases de B. thuringiensis com
potencial hidrolitico contra carboximetil celulose (CMC). Apesar disso, a identificacdo e
caracterizagdo estrutural das enzimas nao foi realizada. As andlises de bioinformatica
conduzidas no presente estudo identificaram no total quatro classes distintas de enzimas
em B. thuringiensis capazes de degradar biomassa. Sdo essas: 6-fosfo-a-glicosidase,
a-glicosidase, a-amilase e lacase (tabela 2).

B. thuringiensis

Enzimas identificadas

ATCC 35646 ATCC 10972 Ci5
6-phospho-B-glucosidase (o) (0] (0]
a-glucosidase X (0} o
a-amylase o (0] (0}
laccase X o o

Tabela 2. Enzimas presentes no proteoma de diferentes estirpes de B. thuringiensis. O - Enzimas
encontradas, X - Enzimas ndo encontradas.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica

Capitulo 4



As a-amilases, assim como, a-glicosidases, sdo consideradas enzimas degradadoras
de amido (MARQUES et al., 2018). As macromoléculas de amido sdo polimeros de
carboidratos de plantas que atuam como reservas de carboidratos e sdo formados por
mondmeros de acuUcar conectados por ligagdes a-1,4-glicosidicas e ramificados por
ligagcOes a-1,6-glicosidicas (BERTOFT, 2017). A grande abundancia de aglcares presentes
no amido, o faz um substrato viavel e factivel para fermentagéo e possivelmente para
producao de biocombustiveis (MARQUES et al., 2018).

O uso de a-amilases de microrganismos para degradacgéao de amido ja foi amplamente
descrito na literatura, sendo essa enzima responsavel pela hidrolise das ligagbes a-1,4-
glicosidicas liberando produtos como glicose e maltose, agucares esses importantes para
processo de sacarificagcdo e para producdo de biocombustiveis (RUIZ et al., 2011). As
a-glicosidases promovem o rompimento tanto das liga¢des a-1,4-glicosidicas quanto a-1,6-
glicosidicas dos agUcares ndo redutores do amido para producéo de glicose (HIl et al.,
2012). Ainda, as enzimas da familia glicosil hidrolases (GH4), na qual a 6-fosfo-glicosidase
incluem-se, também s&o relacionadas a ruptura de ligagcbes Beta de dissacarideos
naturalmente fosforilados (YIP; WITHERS, 2004). As lacases s@o enzimas polifenoloxidases
capazes de promover a oxidagdo de componentes aromaticos de substratos organicos,
tendo como oxigénio o aceptor de elétrons final (MADHAVI; LELE, 2009).

Ap6s a identificacdo das classes enzimaticas encontradas no proteoma de B.
thuringiensis foram investigadas a quantidade total de enzimas ligninoceluloliticas. O script
desenvolvido identificou no total 17 enzimas, produzidas pelas 3 estirpes coletadas, onde
destas, sete sdo a-amilases, quatro sao a-glicosidases, quatro 6-fosfo-B-glicosidase e duas
lacases. Nao houve diferengas significativas quanto ao total produzido por cada estirpe. No
entanto, a estirpe ATCC 10972 possui uma a-amilase a mais que as demais, e a ATCC
35646 apresenta uma 6-fosfo-B-glicosidase adicional (grafico 1).
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A 6-fosfo-B-glicosidase B a-glicosidase
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Gréfico 1. (A) Numero total de 6-fosfo-B-glicosidase nas diferentes estirpes de B. thuringiensis. (B)
Numero total de a-glicosidase nas diferentes estirpes de B. thuringiensis. (C) Nimero total de a-amilase
nas diferentes estirpes de B. thuringiensis. (D) Nimero total de Lacase nas diferentes estirpes de B.
thuringiensis.

Devido a sua complexidade e abundancia de polimeros aromaticos, oriundas
da polimerizagdo de monoligndis, a lignina é uma fracdo da biomassa muito suscetivel
a agdo das lacases (VANHOLME et al., 2010; RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019). A
identificacéo de lacases em diferentes membros do género Bacillus ja foram muito bem
descritas na literatura (SONDHI et al., 2014; RAJESWARI; BHUWANESVARI, 2016). No
entanto, apesar das descri¢cbes de lacases em B. thuringiensis ndo serem consideraveis,
Olukanni e colaboradores (2013) indicaram a possivel produgdo de lacases em B.
thuringiensis estirpe RUN1 e seu envolvimento na degradacéo de corantes industriais.

A avaliagéo do potencial total de degradacéo de biomassa em B. thuringiensis é
dificil principalmente pela falta de dados e estudos na literatura. O nimero consideravel
de a-amilases pode indicar capacidade consideravel na degradagdo de substratos de
amido. Um estudo conduzido por Bozic e colaboradores (2011) identificou uma a-amilase
termoestavel altamente eficiente na degradagdo de amido bruto em B. licheniformis. A
eficacia das a-amilases, quanto a degradacéo de biomassa, de B. thuringiensis ainda deve,
no entanto, ser avaliada. A presenca de lacases em B. thuringiensis amplia o potencial da
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bactéria em processos de deslignificacdo (ROTH; SPIESS, 2015), podendo favorecer a
producdo de monémeros de agucar de biomassa total, e amplia o potencial biotecnoldgico
da bactéria na degradacéo de poluentes e descoloragéo de rejeitos industriais (GUAN et
al., 2018)

A identificac@o das enzimas do complexo ligninocelulolitico nas varias espécies de
Bacillus identificou uma grande diversidade entre as espécies (Tabela 3). As espécies B.
amyloliquefaciens, B. velezensis, B. subtilis, B. licheniformis e B. pumilus foram as espécies
nas quais foram identificadas a maior diversidade enzimética. As enzimas mais comumente
encontradas entre as espécies incluem: 6-fosfo-B-glicosidase, a-glicosidase, a-amilase,
lacase, sacarose-6-fosfato hidrolase e pectato liase. A enzima lacase foi encontrada em
todas as espécies estudadas, indicando um alto grau de conservagéo no género.

Agrande abundancia de distintas espécies de Bacillus encontradas nos mais diversos
ambientes é um indicativo da heterogeneidade e diversidade do género (OGUNTOYINBO,
2007; CIHAN et al., 2012). A construgdo da arvore filogenética, com os dados coletados,
apontou uma elevada proximidade evolutiva entre as espécies B. cereus, B. thuringiensis
e B. anthracis. Essa proximidade era esperada, pois tais bactérias sdo membros do grupo
B. cereus apresentando entre 99.5% e 100% de similaridade genética, muitas vezes sendo
necessarios outros métodos de anélise para diferenciacdo (PORWAL et al., 2009). Ademais,

as demais espécies e suas respectivas estirpes permaneceram proximas entre si.

Espécies de Bacillus

Enzimas Amyloque- An- Ce- Licheni- Megate- Pu- Subiti- Thurin-  Velezen-
faciens thacis reus formis rium milus lis giensis sis

endoglucanase X X X (0] X O X X X
B-glucanase X X X X X X (0] X
glucohydrolase X X X X X X X X
6-phospho-a-
glucosidase (0} X X (0] X (0] (0] X (0]
6-phospho--
glucosidase (0] (0] (0] (0] (0] O (0] (0] (0]
a-glucosidase (0] (0] (0] o (0] O (0] (0] O
aryl-phospho-#-D-
glucosidase X X X X X X (0] X X
a-amylase X (0] (0] (0] (0] X (0]
glycoside hydrolase
43 family (o} X X o X O O X O
arabinoxylan X X X X X X X X X
arabinofuranohy-
drolase X X X X X X o X X
glucuronoxylanase (0} X X X X (0] X X (0]
arabinan endo-1,5-
a-L-arabinosidase X X X X X X X X X
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Endo-a-(1-

5)-L-arabinanase X X X X X X X X X
a-N-arabinofura-

noside X X X X X O X X X
B-mannosidase (0] X X (0] X X O X O
endo-1,4-B-

galactanase X X X (0] X X (6] X X
6-phospho--

galactosidase (0} X X X X X X X X
laccase o}

sucrose-6-

phosphate

hydrolase (0] X X o (0] O (0] X O
pectate lyase (0] X X (0] X O (0] X (0]
endo-1,4-beta-

xylanase 0} X X X X X O X (6]
alpha-N-arabinofu-

ranosidase (o} X X o X X o X O
acetylxylan

esterase (0] X X X X (@] (0] X O

Tabela 3. Enzimas presentes no proteoma das estirpes de espécies de Bacillus. O - Enzimas
encontradas, X - Enzimas ndo encontradas.

A figura 1 mostra a relacéo filogenética das espécies e estirpes estudadas. A maior
parte das espécies e suas respectivas estirpes sdo mais préximas entre si do que das
demais. A grande proximidade entre B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis é evidente.

O uso do gene gyrB para constru¢édo da arvore filogenética foi preferido em relacédo
ao gene 16S. Isso se deu pela baixa taxa de mutacdo evolutiva do gene 16S, podendo
acarretar dificuldades na classificagéo e discriminagéo de espécies similares (NICHO et al,
2009; TAKEDA et al., 2010). Também presentes universalmente em espécies de bactérias
gram negativas e positivas, o gene gyrB torna-se um alvo importante para conducéo
eficiente de estudos taxondmicos em bactérias (TAKEDA et al., 2010).
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B_pumilus_145 0.0143885
B_pumilus_SH-B9 0.0143885
B_licheniformis_BL1202 0
B_licheniformis_DSM13 0
B_licheniformis_SCDB34 0

B subtilis 168 0

B_subtilis_PY790

B_subtilis MB301 0.000609013
B_amyloliquefaciens_ FS1092 0.000610501
B_amyloliquefaciens Y2 0.000610501

B velezensis FZB42 0.00152625
B_amyloliquefaciens KC41 0

B velezensis 9912D 0

B wvelezensis CBMB205 0.000610501
B_megaterium_M4 0.00149522
B_megaterium_AFS057444 0.000538086
B_megaterium_ATCC14581 0.000598086
B_anthracis 2000013094 0

B_anthracis 20000310210

B anthracis AFS72084 0

B_cereus ATCC14579 0
B_thuringiensis_C150

B_cereus MLY1 0

B_cereus_SB10

B_thuringiensis ATCC10972 0
B_thuringiensis_ATCC35646 0.00558036

ninnlininlnlnn

Figura 1. Arvore filogenética das espécies e suas respectivas estirpes coletadas.

Ao comparar as enzimas produzidas entre B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis
pode-se observar que ambas as espécies produzem as mesmas classes de enzimas
lignoceluloliticas, um potencial similar, sendo idéntico na degradacéo de biomassa (tabela
3). Se esses membros do género sdo uma Unica espécie e cada espécie na realidade é
uma variante, ainda ha de ser esclarecido (RASKO et al., 2005; PATINO-NAVARRETE;
SANCHIS, 2017). Esse achado, todavia, é interessante pois mostra que mesmo bactérias,
como B. anthracis e B. cereus, relacionadas a doengas em humanos e animais (BOTTONE,
2010; CARDOSO; VIEIRA, 2015), podem ser fontes de enzimas de potencial biotecnolégico.

A investigacdo de enzimas do complexo ligninocelulolitico em outras espécies do
género Bacillus também foi conduzida, tendo como objetivo avaliar e comparar a produgéo
das enzimas de interesse em relacédo ao Bt. Comparativamente ao B. anthracis, B. cereus
e B. thuringiensis, os demais membros apresentaram uma quantidade e variabilidade
consideravelmente maior de enzimas do complexo ligninocelulolitico. No entanto, enzimas
como 6-fosfo-glicosidase, a-glicosidase, a-amilase e lacase foram encontradas em todas as
espécies e praticamente todas as estirpes, indicando que essas enzimas sdo conservadas
entre o género. Provavelmente, a abundéncia de biomassa nos habitats naturais dos
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Bacillus pode ter impulsionado a manutencdo de enzimas eficientes na degradacédo de
plantas e extratos vegetais ao longo da historia evolutiva do género.

A enzima mais presente, em numero total, nas espécies estudadas, e em suas
respectivas estirpes, apontam a a-glicosidase como a mais comum e frequente dentro do
género, seguida pelas pectato liase e lacase. No entanto, outras enzimas como a-amilase
e hidrolases da familia 43 também s&o abundantes, como mostrado pelo grafico 2.

Enzimas mais Abundantes

Densidade

60
40

20

Enzimas Totais

ylanase 3
laccase

B-glucanase
o-amylase 1

o-glucosidase 4

endoglucanase
B-mannosidase 4
pectate lyase =

glucuronox

acetylxylan esterase =

o-MN-arabinofuranoside 4

6-phospho-B-galactosidase 4
arabinofuranohydrolase 4
endo-1-4-f-galactanase 4

aryl-phospho-B-D-glucosidase 4
endo-1-4-beta-xylanase =
E-phospho-o-glucosidase 4
alpha-M-arabinofuranosidase
sucrose-6-phosphate hydrolase 4
glycoside hydrolase 43 family 4

Tipo

Grafico 2. Enzimas mais presentes em todas as espécies do género Bacillus spp.

Esses dados corroboram com a literatura. Enzimas ligninoceluloliticas ja foram
descritas em B. pumilus (ARIFFIN et al, 2006), B. licheniformis (VAN DYK et al, 2009),
B. subtilis (RAWAT; TEWARI, 2012) etc. Tais resultados mostram que o género Bacillus,
em sua totalidade, possui potencial biotecnolégico na degradacéo de biomassa. Ainda,
apesar do Bt apresentar enzimas relevantes, essa espécie em particular provavelmente
ndo € a mais promissora no uso biotecnoldgico na produg¢do de biocombustiveis, tendo
representantes como B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. velezensis e B. subtilis
com potencial muito maior. Isso pode explicar, em parte, 0 motivo de estudos sobre B.
thuringiensis serem escassos quanto a capacidade enzimatica da bactéria, e investigacbes
em outras bactérias do género Bacillus serem mais abundantes e promissoras.

O grafico 3 aponta o numero total de enzimas do complexo ligninocelulolitico
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produzidos por cada espécie e suas estirpes, indicando o possivel potencial biotecnologico
quanto & degradacédo de biomassa. As espécies B. subtilis, B. amyloquefaciens e B.
velezensis apresentam o0 maior nimero total de enzimas, sendo as estirpes PY79 e

MB901, Y2 e FZB42 mais promissoras na degradacdo de biomassa para cada espécie,
respectivamente.

Potencial Biotecnoldgico
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Grafico 3. Espécies com o maior nimero de enzimas ligninoceluloliticas do género Bacillus spp.

E, por fim, comparando a identificagcdo das espécies usando-se o gene da girase A
e o0 espectro de producao de enzimas foi possivel observar a separacéo das espécies em
dois grupos. Um grupo, constituido pelas espécies B. anthacis, B. cereus, B. megaterium,
B. pumilus e B. thuringiensis. Nesse grupo est@o as espécies nas quais foram encontradas
as menores quantidades totais de enzimas do complexo lignocelulolitico. Ja no outro grupo
composto pelas espécies B. amyloquefaciens, B. licheniformis, B. subitilis e B. velezensis
foram encontradas as espécies com a maior quantidade de enzimas de interesse.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se, com o presente trabalho, que B. thuringiensis é uma bactéria
potencialmente capaz de degradar biomassa, podendo, portanto, ser usada como agente
bioldgico na produgéo de biocombustiveis. Todavia, se as enzimas sintetizadas pelas suas
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respectivas estirpes sdo capazes de promover uma degradacgéo eficiente, ainda devera
ser melhor avaliado em proximos estudos. Apesar de produzir enzimas do complexo
ligninocelulolitico, B. thuringiensis possui uma diversidade e quantidade total de enzimas
muito menor que outros membros do género, ndo sendo provavelmente a “primeira escolha”
em possiveis aplicagbes reais. Finalmente, a identificacdo dessas enzimas propicia a
ampliacao do potencial biotecnolégico da bactéria, ndo somente para combate de insetos e
pragas, mas na producéo de biocombustiveis de 2° geragéo, além de implicagdes possiveis
no tratamento de rejeitos industriais e até mesmo no combate a poluicdo gerado por
residuos lignoceluloliticos.
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RESUMO: E intensa a busca por materiais
para a confeccdo de dispositivos médicos que
permitam a recuperacdo parcial ou total de
orgaos e tecidos danificados em decorréncia
de acidentes ou doencas degenerativas. Nesse
contexto, os polimeros sintéticos ganharam
énfase, sendo o Poli(acido lactico) (PLA) um
polimero de base biologica comercialmente
utilizado em uma gama de aplicagbes devido
a sua alta resisténcia e biodegradabilidade.
Como um polimero bioabsorvivel, o PLA &€ um
dos biopolimeros mais promissores por ser um
acido orgénico de ocorréncia natural, além da
possibilidade de producédo de seus monémeros
a partir de matéria-prima renovavel nao toxica.
Nas areas da saude e bioengenharia, esse
poliéster tornou-se um destaque devido a sua
capacidade de atender aos requisitos complexos
como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
resisténcia mecanica e processabilidade. Além
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disso, as blendas de PLA com outros polimeros
naturais ou sintéticos, tais como PCL, PLGA e
quitosana, garantem sua aplicabilidade como
biomaterial, sendo amplamente exploradas
para aplicagbes biomédicas e engenharia de
tecidos. Sua sintese pode ser realizada por
diferentes processos de polimerizacdo a partir
do acido lactico, incluindo: polimerizagdo por
condensacéao direta, polimerizagéo por abertura
de anel (ROP) e por métodos diretos como
desidratagdo azeotropica e polimerizagdo
enzimatica. Atualmente, a policondensagao
e a ROP sé&o as técnicas de produgdo mais
utilizadas industrialmente. A primeira tem como
principal vantagem a simplicidade tecnologica
e seu baixo custo operacional, produzindo um
PLA de menor massa molar. A segunda rota,
apesar de mais complexa, apresenta um produto
final de alta massa molar e &€ amplamente
utilizada pelos maiores produtores de PLA no
mercado. O presente trabalho tem por objetivo
abordar as principais rotas de polimerizacéo
utilizadas recentemente para producéo de PLA,
em especial as de interesse para aplicagdo em
materiais utilizados em medicina regenerativa.
PALAVRAS-CHAVE: PLA; Polimerizagéo;
Medicina Regenerativa.

REVIEW OF THE USUAL LACTIC ACID
POLYMERIZATION ROUTES FOR THE
PREPARATION OF USEFUL MATERIALS
FOR APPLICATIONS IN REGENERATIVE
MEDICINE

ABSTRACT: It is intense the search for materials
to confect medical devices that allow the total or
partial recovery of organs and damaged tissues
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caused by accidents or degenerative diseases. In this context, synthetic polymers have
gained focus, and the Poli(lactic acid) (PLA) is a biological polymer commercially used in
a range of applications due to its high resistance and biodegradability. As a bioabsorbable
polymer, the PLA is one of the most promising ones because it can be produced from a
naturally occurring organic acid, besides the possibility of producing its monomers from atoxic
and renewable raw materials. In Health and Bioengineering areas, this polyester became
significant because of its capability to meet complex requirements, such as biocompatibility,
biodegradability, mechanical resistance, and processability. Furthermore, the PLA blends with
other synthetic or natural polymers, like PCL, PLGA, and chitosan, ensure its application
as a biopolymer, being widely explored for tissue engineering and biomedical applications.
The PLA can be synthesized by different lactic acid polymerization processes, including
direct polycondensation, ring-opening polymerization (ROP), azeotropic dehydration or even
enzymatic polymerization. Today, polycondensation and ROP are the most used procedures
in Industry. The first one has technological simplicity and low operational cost as the main
advantage, which produces a low molecular weight PLA. The second route, despite being
more complicated, presents a final product with high molecular weight, and it is extensively
used by the biggest PLA producers in the market. The main objective of this article is to review
the main polymerization routes to produce PLA recently, with a particular focus on the ones of
interest for biomaterials and Regenerative Medicine.

KEYWORDS: PLA; Polymerization; Regenerative Medicine.

11 INTRODUGAO

Polimeros bioabsorviveis tém sido identificados como materiais alternativos para
aplicagdes biomédicas, uma vez que esses materiais se degradam por simples hidrélise
em produtos que podem ser metabolizados pelo corpo humano. Com sua excelente
biocompatibilidade, as poli(lactonas) e seus copolimeros tém recebido atencéo significativa,
tornando-se os polimeros sintéticos biodegradaveis mais comumente usados na confecg¢éo
de dispositivos médicos (LASPRILLA et al., 2012; LOPES; JARDINI; FILHO, 2012).

Caracterizado por ser um poliéster alifatico semicristalino, o PLA pode ser fabricado
com boa plasticidade térmica e biocompatibilidade. Juntamente com outros plasticos
biodegradaveis comercialmente disponiveis, tais como &cido poliglicélico (PGA) e
policaprolactona (PCL), consolidados para aplicacbes em embalagens, revestimentos e
agricultura, o PLA e suas blendas ganharam destaque na area médica, em dispositivos
para liberacdo controlada de farmacos, implantes temporarios, pecas de fixacdo 6ssea,
entre outros. Ele vem sendo considerado um dos biopolimeros mais promissores na area
médica, por ter demonstrado de forma convincente a prova de conceito para uso em polimero
bioabsorvivel como dispositivo de fixacdo 6ssea, devido as suas propriedades mecéanicas
desejaveis, possibilidade termoplastica, biocompatibilidade e biodegradabilidade.
(DESHMUKH et al., 2017; FERREIRA et al., 2018; HAMAD et al., 2015; KARKRI, 2017;
MEHTA et al., 2005; LOPES; JARDINI; FILHO, 2012; NAMPOOTHIRI; NAIR; JOHN, 2010;
SAINI; ARORA; KUMAR, 2016).
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Apesar das vantagens do PLA puro em um espectro mais amplo de aplicagdes,
seu uso pode ser limitado por sua hidrofobicidade, baixa resisténcia ao impacto e taxa de
degradacéao lenta. Como alternativa, ele pode ser satisfatoriamente combinado com outros
polimeros sem a necessidade de desenvolver novos materiais. Aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) e autoridades reguladoras europeias para aplicagoes clinicas em
humanos, scaffolds bioreabsorviveis tém sido desenvolvidos com PLA e blendas, obtendo
bons resultados para engenharia tecidual (DESHMUKH et al., 2017; LOPES; JARDINI;
FILHO, 2012; REICHERT et al., 2020; SAINI; ARORA; KUMAR, 2016).

Embora a embalagem ainda seja o maior segmento de mercado, espera-se que
a vasta atividade de pesquisa em andamento nos campos biomédicos eleve a demanda
por PLA e suas blendas para aplicagbes biomédicas e possiveis aplicacdes de bens de
consumo (FERREIRA et al., 2018; HAMAD et al., 2015; REICHERT et al., 2020).

Outra grande vantagem do PLA sobre os demais poliésteres biodegradaveis é sua
disponibilidade abundante e baixo custo. De base biolégica, o PLA é produzido a partir do
acido lactico, um acido orgénico que ocorre naturalmente e que pode ser produzido por
fermentacdo de acgucares obtidos de recursos renovaveis, como a cana-de-agucar, milho
e batata (FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016; LOPES; JARDINI; FILHO, 2012; SAINI;
ARORA; KUMAR, 2016).

Essa classe de polimero pode ser sintetizada por dois principais métodos industriais:
policondensacéo direta de acido lactico ou polimerizacao por abertura de anel (ROP) de
ésteres ciclicos usando um catalisador adequado. Recentemente, processos enzimaticos
usando lipases também tém sido relatados para a produg¢édo de PLA, eliminando o uso de
catalisadores metalicos (CHIARADIA et al., 2018; KARKRI, 2017; LI et al., 2020; SAINI;
ARORA; KUMAR, 2016).

Apesar dessas diversas rotas de sintese, nenhuma delas é de facil execugéo,
visto que requerem controle rigoroso das condi¢des (temperatura, presséo e pH), uso de
catalisadores e longos tempos de polimerizagdo, implicando em alto consumo energético.
(FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016; LOPES; JARDINI; FILHO, 2012; PRETULA;
SLOMKOWSKI; PENCZEK, 2016). O presente trabalho visa revisar as principais rotas
de polimerizagdo utilizadas atualmente para producdo de PLA, dando especial énfase
aquelas que apresentem resultados de interesse para aplicagdo em materiais utilizados em
dispositivos biomédicos para medicina regenerativa.

21 METODOLOGIA

Para realizacdo desta reviséo, foram utilizadas as plataformas Google Scholar e
Science Direct, utilizando como palavras-chave para pesquisa: PLA polymerization, lactic
acid, polylactic acid synthesis, biomedicine, biomedical applications, biomaterials, tissue

engineering, polymerization routes, ring opening polymerization, polycondensation reaction,
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enzymatic polymerization. N&o foi utilizada restricao de periodo ou data de publicacao.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas do PLA

Devido a presenca de dois centros quirais na molécula de acido lactico (LA), o PLA
possui estereoisdbmeros, ilustrados na Figura 1. Séo eles: poli(L-lactideo) (PLLA), poli(D-
lactideo) (PDLA) e poli(DL-lactideo) (PDLLA), os quais tém propriedades diferentes. Os
dois homopolimeros enantiomericamente puros (PLLA e PDLA) sdo opticamente ativos,
cristalinos e isotaticos, enquanto o PDLLA é amorfo relativamente atatico, opticamente
inativo e mais sensivel a hidrélise (FERREIRAet al., 2018; RAQUEZ et al., 2013; SCAFFARO
et al.,, 2017; TAN et al., 2013).

0] (o) O

\\‘\\
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-“‘
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Figura 1- Estruturas quimicas dos lactideos.
Fonte: Adaptado de RAQUEZ et al, 2013. (a) D-lactideo; (b) L-lactideo; (c) D,L-lactideo.

Embora o PLA tenha propriedades mecanicas semelhantes aos polimeros
tradicionais, como moédulo de Young de 0,35-3,5 GPa e resisténcia a tracdo de cerca de
50 MPa com baixo alongamento na ruptura (menos de 5%), suas propriedades térmicas
ndo sao atrativas devido a baixa Tg (em torno de 60 °C). Geralmente, tais propriedades e
a taxa de biodegradacéo do PLA dependem da escolha e distribuicdo dos estereocisomeros
dentro das cadeias poliméricas, de modo que o PLA comercial € usado na forma de mistura
racémica ou em diferentes propor¢des de seus dois tipos de mondémeros isoméricos, para
obter as caracteristicas finais desejadas (BABU; O’'CONNOR; SEERAM, 2013; FERREIRA
et al., 2018; POH et al., 2016; TAN et al., 2013).

O PLLA tem recebido grande atencéo devido a sua excelente biocompatibilidade e
propriedades mecanicas. O L-isbmero é um metabdlito biolégico que constitui a principal
fracdo do PLA derivado de fontes renovaveis, uma vez que a maioria do &cido lactico de
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fontes biologicas existe nessa forma. No entanto, seu longo tempo de degradagéo aliado a
alta cristalinidade de seus fragmentos podem causar reagdes inflamatérias no organismo,
de modo que a combinagdo de monémeros D e L é viabilizada, visto que o DL-lactideo &
rapidamente degradado sem formacgéo de fragmentos cristalinos durante este processo
(GHALIA; DAHMAN, 2017; LOPES; JARDINI; MACIEL FILHO, 2012; SINGHVI; ZINJARDE;
GOKHALE, 2019; TAN et al., 2013).

Além da quiralidade, a massa molar também influencia diretamente nas propriedades
térmicas e mecéanicas do PLA. Diferentes rotas de polimerizacdo permitem produzir
polimeros com propriedades diferentes, sendo atualmente trés as principais rotas citadas
para producéo do PLA: a policondensacéo direta, condensacgéo por desidratacdo azeotropica
e a polimerizacao por abertura de anel de lactideo (ROP), ilustradas na Figura 2. A primeira
produz PLA com menor massa molar, por meio de um processo tecnologicamente simples
e com baixo custo. As outras duas resultam em um polimero de alta massa molar, sendo
a Ultima a mais aplicada industrialmente, apesar da complexidade (CASTRO-AGUIRRE et
al., 2016; DOMB; SLOMKOWSKI, 2015; FERREIRA et al., 2018; HORBAN et al., 2017; LI
et al., 2020; PRETULA; SLOMKOWSKI; PENCZEK, 2016; REICHERT et al., 2020; SAINI;
ARORA; KUMAR, 2016).

Mais recentemente, alguns processos de sintese enzimatica usando lipases estéo
emergindo como uma das alternativas mais viaveis e ambientalmente favoraveis para
a producdo de PLA, eliminando o uso de catalisadores metalicos. Além disso, reacdes
enzimaticas altamente especificas podem ser capazes de sintetizar polimeros com uma
estrutura fina a partir de matérias-primas baratas, enquanto 0s processos quimicos
requerem mondmeros extremamente puros, condigdes anidras e altas temperaturas para
evitar reacdes colaterais. Apesar de vantajosa sobre os demais processos quimicos, a
biossintese completa de PLA ainda estd em seu estagio inicial de pesquisa e a maior
producao de PLA ainda depende das técnicas tradicionais de condensacao (SAINI; ARORA;
KUMAR, 2016; SINGHVI; ZINJARDE; GOKHALE, 2019).

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 5 “



CH, o) CH, 0
¥ o H Pré-polimero de
HO/\H/ v v~ >0  baixa massa molar
o n, Mo o (1000-5000 Daltons)

HCo S on ) Crescimento
L ~’ Polimerizacio por de cadeias
HO 8 Policondensagio direta
Acido L-lctico CH, o | CH, o
& - P 4 o 1
o Desidrataciio azeotropica > H o/\r y o O\/lLoH
3 - = =
Had_on 0 o ¢H, " o CH
’ \c
HO |l N 3 Pré-polimero de
i o Polimerizaciao por alta massa molar
Acido D-lictico ) formacdo de lactideo Polimerizagiio por (>100.000 Daltons)

Abertura de anel (ROP)

CH, 0 CH, o o%c/ o\c'cir::
reamerote Ao AN e — [ ]
(1000-5000 Daltons) [¢] CH, (o] CH, H,C‘ ' 0/ QO

Lactideo

Figura 2 - Sintese de &cido polilactico (PLA) a partir dos estereoisomeros D e L.
Fonte: Adaptado de LI, G. et al. (2020).

A producdo de PLA é também considerada vantajosa e eco-friendly, visto que
utiliza recursos renovaveis (como cana-de-acgucar e milho, por exemplo) para produgéo de
acido lactico, consome didxido de carbono e o produto final € biodegradavel, reciclavel e
compostavel. (FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016; JAMSHIDIAN et al., 2010; RASAL;
JANORKAR; HIRT, 2010).

3.2 O PLA na Medicina Regenerativa

Os biomateriais sdo caracterizados como substancias capazes de tratar ou
substituir um tecido, 6rgdo ou funcéo sistémica, tendo como diferencial a combinagéo
de propriedades mecéanicas, fisico-quimicas e bioldgicas que viabilizam sua implantacéo
sem causar reagOes adversas. Para aplicagbes médicas, eles devem ser biocompativeis,
atdxicos, ndo carcinogénicos, antigénicos e ndo mutagénicos (FERREIRA et al., 2017,
2019; HELENIUS et al., 2006; LASPRILLA et al., 2012; RODRIGUES, 2013).

Por serem de facil manuseio e apresentarem propriedades fisico-quimicas e
mecanicas comparaveis aos tecidos bioldgicos, os materiais poliméricos sintéticos
sé@o indicados para aplicacdo como biomaterial, sendo amplamente empregados na
confeccdo de scaffolds para dispositivos médicos e engenharia de tecidos, visto que a
biodegradabilidade deles auxilia também na liberacéo de farmacos (DHANDAYUTHAPANI
et al., 2011; FERREIRA et al., 2017, 2019; LASPRILLA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010;
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SAINI, 2015; SHOJA; KAMYAR; AHMAD, 2015).

Dispositivos bioabsorviveis tém sido amplamente utilizados para suturas e
substitutos ortopédicos, sendo vantajosos quando comparados a implantes metélicos, uma
vez que ndo causam erosao 6ssea quando inseridos no corpo humano. Outra vantagem
€ que esses dispositivos dispensam uma segunda cirurgia para remog¢édo do implante,
reduzindo custos médicos e possiveis complicacdes, além de permitirem a recuperacao
gradual da funcdo do tecido a medida que o dispositivo é degradado. O PLA apresenta
extensa aplicacdo neste campo, tendo sido base de polimeros em diversas aplicacbes
biomédicas, como ja citadas anteriormente (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; FERREIRA
et al., 2019; LASPRILLA et al., 2012; LOPES; JARDINI; FILHO, 2012; RODRIGUES, 2013;
SAINI, 2015).

Uma &rea amplamente estudada para aplicagdo do PLA, em particular o PLLA, é
a ortopedia. Os implantes biodegradaveis sdo alternativas atrativas, em contraparte aos
de aco e titanio tipicamente utilizados, por propiciarem um suporte temporario ao mesmo
tempo em que permitem um crescimento tecidual de longo prazo. Sendo assim, tornam-se
uma opc¢ao interessante para implantes em criancgas, onde o crescimento do paciente leva
a necessidade de substituicdo ou remocao do implante futuramente. O PLLA torna-se uma
escolha muito utilizada nesses casos, devido ao seu periodo de degradacgéo ser longo e
ter natureza néo-toxica. Estudos comparativos da forga entre as contrapartes metalicas e
dispositivos degradaveis mostram taxas de sucesso bem similares. E importante salientar
também que, para esse fim, o material polimérico ndo pode ser facilmente deformado sob
aplicacéo de estresse (BERGSTROM; HAYMAN, 2015).

A degradacéo do PLA ocorre principalmente por hidrélise, quando em contato com
umidade por um periodo de tempo, tendo como subproduto o acido lactico, o qual € in6cuo
e pode ser metabolizado pelo organismo. A degradagcéo do polilactideo ocorre em dois
estagios. Primeiro, ocorre a cisdo aleatéria da cadeia ndo enzimatica dos grupos éster,
reduzindo a massa molar. Depois, a massa molar é reduzida até que o &cido lactico e os
oligbmeros de baixa massa molar sejam naturalmente metabolizados por microorganismos
para produzir dioxido de carbono e agua (DESHMUKH et al., 2017; FARAH; ANDERSON;
LANGER, 2016; LOPES; JARDINI; FILHO, 2012; POH et al., 2016; SAINI; ARORA; KUMAR,
2016).

A taxa de degradacédo do polimero é determinada principalmente pela reatividade
do polimero com agua e catalisadores. Dentre os fatores que influenciam tal reatividade, a
massa molar tem impacto significativo, além de afetar outras propriedades como resisténcia
mecanica e solubilidade. PLA de alta massa molar tem um tempo de reabsor¢édo completa
de 2 a 8 anos. Quando in vivo, esse longo periodo pode ocasionar processos inflamatérios
e infecciosos, de modo que a producdo de PLA de baixa massa molar é desejavel,
fornecendo uma taxa de degradacdo mais curta (FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016;
LOPES; JARDINI; FILHO, 2012).
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3.3 Polimerizacéao de PLA

O PLA pode ser sintetizado tanto a partir do acido lactico (LA) quanto do lactideo.
O LA proporciona a funcionalizagéo de &cido hidroxilico e carboxilico que pode levar a
reacoes de esterificacéo intermoleculares (REICHERT et al, 2020).

A existéncia de grupos hidroxila e carboxila no acido lactico o permite que seja
convertido diretamente em poliéster por meio de uma reagdo de policondensacdo. O
PLA é entdo sintetizado basicamente em trés etapas: produgédo de LA por fermentacao
microbiana, seguida da purificacdo de LA seguida pela preparacdo de dimero ciclico
(lactideo) e polimerizacdo por policondensacdo de LA ou por abertura de anel (ROP) de
lactideos (KARKRI, 2017; LASPRILLA et al., 2012; NAMPOOTHIRI; NAIR; JOHN, 2010;
SINGHVI; ZINJARDE; GOKHALE, 2019).

O LA pode ser diretamente sintetizado em PLA por policondensacgdo, por meio
da destilacdo de agua condensada e aumento continuo de vacuo e temperatura. Se
necessario, € também adicionado um catalisador durante esse processo. Nesse método,
obtém-se um polimero de baixa massa molar, porém de estereoregularidade descontrolada,
sendo essa a maior desvantagem dessa rota. Outras rotas de policondensacgéo incluem a
policondensacéo por solugdo e a policondensacgéo por fusdo, que é a alternativa menos
cara. Nessas, também obtém-se PLA de baixa massa molar (AURAS et al. 2004; REICHERT
et al, 2020).

A ROP ¢ a rota mais comum para obter polimeros de alta massa molar (Auras et
al. 2010). Esse processo envolve a abertura do anel do dimero ciclico LA (lactideo) na
presenca do catalisador. A ROP do lactideo precisa de um catalisador, mas resulta em PLA
com alta massa molar. E possivel controlar a razéo e a sequéncia de unidades de LA no
polimero final, controlando o tempo de residéncia e as temperaturas em combinag¢édo com o
tipo de catalisador e a concentracéo (SINGHVI; ZINJARDE; GOKHALE, 2019).

A desidratacao azeotropica é um método direto para a sintese de PLA de alta massa
molar (Garlotta 2001). O PLA é quimicamente sintetizado pela ROP catalisada por metais
pesados do lactideo que, por sua vez, é derivado do lactato fermentativo (LA). No entanto,
os vestigios de residuos do catalisador de metal pesado sdo desfavoraveis para certas
aplicagbes, em particular, aplicacbes médicas e alimentares. Assim, a substituicdo do
catalisador de metal pesado por alternativas seguras e ambientalmente aceitaveis € uma
questao crucial. (SINGHVI; ZINJARDE; GOKHALE, 2019).

Alternativamente a utilizacdo dos metais como catalisadores nas rotas descritas
anteriormente, tem-se estudado o uso de enzimas para as reag¢des de polimerizacdo de
ésteres por serem mais especificas e terem menor impacto ambiental. Estudos realizados
por Kobayashi (2015) mostraram a possibilidade de polimerizacdo por ROP de lactonas,
onde mondmeros macrolideos apresentaram alta reatividade na catalise utilizando lipases,
que sdo altamente seletivas. O autor também apresentou resultados promissores na
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policondensacéo utilizando essas enzimas.

41 CONCLUSAO

O PLA tem atraido muita atencdo de pesquisadores e da indlstria por ser um
polimero biodegradavel e bioabsorvivel, que pode ser sintetizado a partir de recursos
renovaveis. Sua versatilidade permite uma gama de aplica¢des por simples modificagbes
de sua estrutura fisico-quimica, resultante da quiralidade da molécula de &cido lactico.
Varios dispositivos biomédicos foram feitos a partir de diferentes tipos de PLA e suas
blendas, incluindo suturas biodegradaveis, microparticulas de liberacdo de farmacos,
nanoparticulas e suportes porosos para aplicagcdes celulares, além do enorme potencial
que o polimero apresenta como substrato para manufatura aditiva.

Recentemente, os materiais metalicos tém sido substituidos por materiais
biodegradaveis na confeccao de dispositivos de fixagdo éssea, de modo que o PLA também
tem se destacado para a producéao de placas, pinos, parafusos e fios, 0s quais exigem alta
resisténcia, semelhante a do osso.

Observa-se entdo que o PLA, além da aplicabilidade consolidada no ramo agricola
e de embalagens, é dos principais biomateriais com multiplos usos, apontando para um
futuro promissor para suas aplicagbes na ciéncia médica, em especial na engenharia de
tecidos e outros campos da satde humana.

Com o levantamento bibliogréfico feito nessa reviséao, para que o PLA seja aplicavel
na medicina regenerativa, é desejavel que ele apresente baixa massa molar. Dessa forma,
o material seré devidamente degradado no organismo, sem gerar fragmentos cristalinos, os
quais podem causar resposta inflamatéria. Portanto, conclui-se que a policondensagéo é a
alternativa mais adequada para producéo de PLA factivel para produg¢éo de biomateriais a

serem utilizados nesse campo.
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RESUMO: Fundamentado na capacidade
variavel, por vezes restrita, de diferentes tecidos
em se reconstituirem, os avangos da ciéncia
associam-se com 0 aumento da expectativa de
vida e a longevidade humana. O tecido 6sseo
€ capaz de se recompor ap6s uma lesdo. Esse
processo ocorre dentro de parédmetros bioldgicos
precisos e regulados; apesar disso, existe um
limite nesse reparo. Dessa forma, ha grande
interesse no desenvolvimento de procedimentos
que substituam o osso perdido ou que
aperfeicoem o processo natural de reparo 6sseo.
Neste capitulo sédo apresentados substitutos
tissulares aplicados a esse tecido, e identifica-se
que, ao relacionar a fisiologia com engenharia
dos materiais, reunindo diferentes competéncias
técnicas, a capacidade regenerativa transcende
como alternativa de tratamento, impactando
também, a qualidade de vida do individuo.

PALAVRAS-CHAVE: Polimeros
biorreabsorviveis; engenharia de tecidos;
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TECIDO OSSEO

reparo 0sseo; envelhecimento celular; materiais
biocompativeis.

TISSUE SUBSTITUTES APPLIED TO
BONE TISSUE

ABSTRACT: Based on the variable and
sometimes restricted ability of different tissues
to reconstitute themselves, scientific advances
are associated with increased life expectancy
and human longevity. Bone tissue can recover
after an injury. This process occurs within
precise and regulated biological parameters;
nevertheless, there is a limit to this repair. Thus,
there is a significant interest in the development
of procedures that replace the lost bone support
or that improve the natural bone repair process.
In this chapter, tissue substitutes are presented to
apply to this tissue, and it is identified that, when
relating physiology to materials engineering,
bringing together different technical skills, the
regenerative capacity is a broader concept
than alternative treatment, it also impacts the
individual’s quality of life.

KEYWORDS: Bioresorbable polymers; tissue
engineering; bone repair; cellular senescence;
biocompatible materials.

11 INTRODUGAO

A utopia da vida eterna - a transicéo
demografica e o processo de envelhecimento
evidenciam outra perspectiva sobre conceitos
e a reestruturacdo em seus determinantes,
como a propria saude, questdes psicossociais,

econdmicas e sociais. Esse fenbmeno natural
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e multifatorial suscita desde um declinio na replicagdo, com mutagbes somaticas no
encurtamento dos telémeros e estresse celular, até um desajuste no controle do sistema
neuroenddcrino. Essas respostas adaptativas refletem a suscetibilidade as doencgas crénicas
e o impacto no desempenho da funcionalidade do organismo. Além da vulnerabilidade
existente frente a situacdes passiveis de acidentes ou ao estilo de vida adotado, por vezes,
de forma inadequada (ESQUENAZI et al., 2014; TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

As lesOes traumaticas, por exemplo, sdo responsaveis por mais de 3,2 milhdes de
mortes e mais de 312 milhdes de feridos ao ano em todo o mundo. Nos Estados Unidos
da América (EUA) foram registradas mais de 60 milhdes de vitimas de lesbes traumaticas
anuais, com destaque para as lesbes 6sseas e faixa etaria de até 40 anos (PINHEIRO et
al., 2011; SAMUEL et al., 2009). Definidas como defeitos désseos, essas lesdes geralmente
sdo causadas por perda de massa 6ssea decorrentes de traumas, fraturas patoldgicas,
desenvolvimento anormal do esqueleto e resseccado de tumores. No Brasil, os maiores
registros de traumas no esqueleto se devem aos acidentes de transito e as fraturas
decorrentes de quedas em pessoas da terceira idade. Esses traumatismos sdo destacados
pelo Instituto de Ortopedia e Traumatologia da Universidade de S&o Paulo (IOT-USP) como
a principal causa de incapacidade e 6bito de individuos entre 15 e 50 anos (IBGE, 2011).

Ocorrem cerca de 20 mil mortes/ano e um nUmero quase imensuravel de
incapacitacoes. Metade sédo as chamadas vitimas vulneraveis, ou seja, pedestres, ciclistas
e motociclistas. Os custos para o tratamento desses pacientes séo estimados em 4%
do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro. Quanto ao envelhecimento da populacédo, a
expectativa de vida estqd aumentando e em 2050, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), a expectativa do brasileiro sera de 81 anos (IBGE, 2018). Isso traz
um aumento na incidéncia de doencas crbnicas ligadas a idade como a osteoporose,
sedentarismo, deficiéncia de célcio ou vitamina D; e traumas devido a quedas (BRASIL,
2006).

Nesse sentido, intervengbes sdo necessarias para sobrevida do individuo, uma
vez que algumas lesbes excedem a capacidade de reparo tecidual. Entretanto, os
atuais procedimentos terapéuticos utilizados para o tratamento de defeitos 6sseos
criticos também tém limitagbes (SANTOS Jr et al., 2014). Somente nos EUA em 2003,
foram realizadas mais de um milhdo de cirurgias para enxerto ésseo, sendo que destes,
aproximadamente 250.000 foram para o tratamento de falhas 6sseas. Os danos nesse
tecido sdo frequentemente reparados pela utilizagdo de transplantes ou enxertos 6sseos
do proprio paciente (autégenos ou autbdlogos). Nesta técnica a probabilidade de rejeicéo
diminui, contudo, deve-se levar em consideragéo alguns fatores como: regido doadora,
acesso cirurgico e desconforto pds operatorio. Para lesdes graves e morbidade no sitio
doador existem limitagbes e, consequentemente, uma grande quantidade de material é
necessaria para este implante (BOULER et al., 2017; MADL; HEILSHORN; BLAU, 2018).

Visto as limitagbes relacionadas ao uso de enxertos autdlogos, aumentaram-
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se as buscas por novos métodos que sejam eficazes no reparo 6sseo. Materiais como
implantes vém sendo desenvolvidos de forma que ao interagirem com o tecido receptor
estimulem o processo de regeneracao (CAO; DOU; DONG, 2014; HENCH, 1998). O uso
desses implantes também tem algumas limitagcdes, por exemplo, a possibilidade de efeitos
toxicos produzidos pelos mesmos, dificuldade para moldar e preencher o defeito 6sseo,
e até mesmo efeitos de corrosdo como nos casos de implante metalico (SANTOS Jr;
LOMBELLO; GENARI, 2012; ZAVAGLIA; SILVA, 2016).

A partir dessa necessidade, a engenharia de tecidos tem desenvolvido biomateriais
que possam estimular a rapida proliferacao celular 6ssea tornando-os assim uma alternativa
interessante para a medicina regenerativa (RATNAYAKE; MUCALOQO; DIAS, 2017). E para
possibilitar a reconstrugcéo de lesdes 6sseas, superando essas limitacées, a compreenséo
da fisiologia humana e os processos que envolvem o reparo tecidual pds lesdo séao
preditivos para nortear as caracteristicas necessarias do biomaterial a ser utilizado. Dito
isso, sdo apresentados substitutos tissulares aplicados a esse tecido ao longo do texto.

2| LESOES NO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é dinamico, sendo formado, reabsorvido e remodelado de forma
continua sob o controle de fatores hormonais e fisicos. Nos adultos este processo de
renovagao do tecido é geralmente baixo, apresentando um metabolismo mais alto em
bebés e criancas. Esse tecido consiste de componentes organicos, predominantemente o
colageno, além de minerais, principalmente a hidroxiapatita. No tecido 6sseo encontramos
células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteodcito e osteoclastos. Essas células secretam
e sintetizam a matriz éssea, como também formam, degradam e modelam o tecido 6sseo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O comportamento das fraturas sao variaveis e dependem tanto das caracteristicas
e propriedades do tecido 6sseo como do mecanismo de lesdo. Outro fator determinante no
processo de reparo € o tamanho da lesdo. Nesse caso, pode-se ter uma lesdo com ou sem
perda de massa 6ssea (GHIASI et al., 2017).

O reparo de uma fratura sem a perda de massa 6ssea ocorre em uma ordem
determinada biologicamente, independentemente de interferéncias externas, embora
influenciadas por elas (GHIASI et al., 2017; HENCH, 1998; MARSELL; EINHORN, 2011).
Ela ocorre pela estabilizagéo e consolidacao da area lesada pela juncdo das partes ésseas,
reorganizagao das extremidades dos fragmentos avasculares, muitas vezes em necrose, e
finalmente, reorganizacéo do tecido novo. Todos esses eventos biolégicos do reparo ésseo
recapitulam a histogénese observada na fase embrionaria e fetal, com a participacao ativa
das células Osseas: células osteogénicas irdo se diferenciar em osteoblastos na area da
leséo, ocorrendo um aumento na celularidade e produgéo de colageno, ao mesmo tempo

que vasos sanguineos invadem a area lesada; os osteoblastos iniciam a producdo de matriz
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Ossea organica e promovem sua mineralizagdo, ao mesmo tempo em que séo envolvidos e
aprisionados por essa matriz, diferenciando-se em ostedcitos, as células responsaveis pela
manutengdo da matriz 6ssea. Os osteoclastos, que também se diferenciam nessa regiao
a partir de células do sangue, atuam reabsorvendo a matriz formada. Esse balango entre
sintese e reabsorgéo é conhecido como remodelacao 6ssea. Desta forma, paulatinamente
tem-se a formagé&o do tecido 6sseo primério e sua conversdo em tecido 6sseo secundario
na fratura (GHIASI et al., 2017; SANTOS Jr; LOMBELLO; GENARI, 2012).

Apesar do exposto acima, intrinsecamente, existe um limite para a capacidade
do tecido 6sseo se recompor em lesdo. Isso vai ocorrer nos casos onde se observam
fraturas com grandes perdas de massa 6ssea. Infelizmente, ndo se sabe qual é esse
limite em seres humanos. Nos casos de fraturas com perda de massa 0ssea € necessario
a utilizacdo de enxertos ou implantes, pois normalmente o tamanho da lesdo esta além
da capacidade natural de recomposicdo do tecido (GHIASI et al., 2017; HENCH, 1998;
SANTOS Jr; LOMBELLO; GENARI, 2012). Eles servem como suporte para a regeneragao
Ossea, interagindo com a interface dos fragmentos “receptores” e estimulando o processo
de restauracgéo tecidual. Esses dispositivos, desenvolvidos para serem implantados, séo
atualmente conhecidos como biomateriais (ANSARI, 2019; MUNHOZ et al., 2020).

31 ENGENHARIA DE TECIDOS

Procedimentos tecnoldgicos ligados a medicina regenerativa vém fornecendo uma
alternativa viavel para tratamento de lesbes como as descritas anteriormente. A terapia
celular abrange o desenvolvimento de tecidos in vitro para transplantes subsequentes,
visando regeneracdo de Orgdos e de tecidos danificados (MADL; HEILSHORN; BLAU,
2018). A engenharia de tecido também é uma alternativa, se refere a combinacao de
métodos da biologia celular e tecidual com a engenharia e a cirurgia, sendo um campo
de amplitude, diversidade e constantes mudancas (FISHER; MAUCK, 2013; LANGER;
VANCANTI, 1993). Ela se baseia no uso de uma fonte celular (podendo ser do proprio
paciente) em conjunto com biomateriais desenvolvidos, como arcabougos, de modo a se
criar in vitro uma estrutura que possa ser usada para o reparo ou substituicdo do tecido
no individuo (ATALA, 2009; HENCH, 1998; SANTOS Jr; LOMBELLO; GENARI, 2012). Na
engenharia de tecido, destacam-se trés fatores muito importantes: (1) a fonte celular, (2) o
biomaterial que atuam como um suporte para as células e (3) os fatores de inducao para
o crescimento celular (CARDOSO; ARRUDA, 2009). Direcionando para o item (2), alguns
exemplos de biomateriais sdo apresentados ao longo do texto.

3.1 Biomateriais

A definicdo adotada na Concensus Conference of the European Society for

Biomaterials caracteriza um biomaterial como:
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Uma substancia projetada para ter uma forma que isoladamente, ou como
parte de um sistema complexo, é usado para direcionar, através do controle
das interacbes com os componentes dos sistemas vivos, a curso de qualquer
procedimento terapéutico ou diagnostico, em medicina humana ou medicina
veterinaria (WILLIAMS, 2009, v. 30, p. 5908, tradug&o nossa).

Os biomateriais sdo ambientes tridimensionais onde, com a presenca de um
substrato agindo como matriz, permite o crescimento, proliferacdo e diferenciacao das
células. O suporte tridimensional, arcabouco ou scaffold é preparado de forma a mimetizar
as condicdes do tecido original (BAUDEQUIN; TABRIZIAN, 2018). Eles podem ser usados
como suporte de fontes celulares para a regeneragéo éssea, interagindo com a interface
dos fragmentos receptores e estimulando o processo de restauragéo tecidual ou agindo
como substitutos 6sseos eficazes (HENCH, 1998; LANGER; VACANTI, 1993; ZAVAGLIA;
SILVA, 2016).

Sendo um substituto 6sseo, varios fatores sdo levados em consideragdo, como
fabricacdo do polimero, composi¢cdo quimica e, tratando-se de um tecido de estrutura
complexa, uma abordagem sobre o mesmo é necessaria para o desenvolvimento de um
material eficaz. Para que o material ndo venha causar danos ao tecido humano, como
reacOes sistémicas indesejaveis ou reacoes alérgicas, é importante entender as relagdes
dos mesmos quando utilizados in vivo (BAUDEQUIN; TABRIZIAN, 2018; O’KEEF; MAO,
2011).

No principio os estudos relacionados aos biomateriais preocupavam-se em nao
torna-los prejudiciais aos tecidos, ficando inerte no organismo. Sdo materiais permanentes
e utilizados com o objetivo de substituir o tecido lesado por um tempo indefinido — nao
sendo absorvidos. Para este fim, suas caracteristicas mecanicas, fisico-quimicas séo
desenvolvidas para durarem por longos periodos, como no caso das proteses (ZAVAGLIA;
SILVA, 2016).

No entanto, em alguns casos € necessario um suporte que substitua o tecido lesado
temporariamente, ou ainda, que estimule o processo regenerativo do local. Por isso os
estudos vém investindo em materiais que interajam com o organismo induzindo respostas
fisiolégicas de crescimento ou diferenciagéo celular. Séo classificados com biomateriais
temporarios (SANTOS Jr; ZAVAGLIA, 2016).

Quatro classes de materiais sdo amplamente utilizadas e estdo disponiveis
comercialmente, sendo eles: metais, ceramicas, polimeros (sintéticos e naturais) e os
compositos (ZAVAGLIA; SILVA, 2016).

Os polimeros de interesse bioldégico e biomédico podem ser classificados como
biodegradaveis e biorreabsorviveis. Na respectiva definicdo, o primeiro tem um tempo
limite quanto sua aplicagdo na area da medicina e, posteriormente, o material é eliminado
e/ou bio-reciclado. Isso faz com que haja a redugdo da massa molar de macromoléculas
que formam as substancias poliméricas pela agao enzimatica das células. Ja o segundo,
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sdo eliminados do organismo por vias naturais assim como os subprodutos que podem ser
gerados, sem causar danos colaterais. Este material é aquele que é eliminado do corpo
humano ou animal independente da via, podendo ser através de um processo metabdlico,
por secrecdo ou excrecdo. Essas caracteristicas poliméricas evitam atos cirurgicos
adicionais, por exemplo, a retirada do material (VERT et al., 2012).

Segundo Barbanti e colaboradores (2011), fatores como composi¢cdo quimica,
morfologia e energia de superficie, estao inter-relacionados ao processo de eliminagéo dos
polimeros biorreabsorviveis. Outro fator que também influencia é o local onde o material é
implantado (ATHANASION et al., 1998).

Uma grande vantagem dos materiais poliméricos é que podem ser moldados em
diversas formas e estruturas complexas, o que atenderia diversas aplicagcdes na area
médica. No entanto, 0s mesmos néo substituem os dispositivos metalicos ou cerdmicos em
aplicacdes que exigem elevadas propriedades mecanicas de resisténcia e baixo coeficiente
de atrito (ESPOSITO et al., 2013).

As técnicas para fabricagdo dos polimeros podem influenciar muito na estrutura do
material, composicdo quimica e resposta celular. De acordo com McNamara et al. (2010)
a técnica de nanotopografia pode ser Util para guiar a diferenciagcdo de células-tronco
mesenquimais.

A estrutura de alguns polimeros pode permitir a penetragdo de vasos sanguineos, e
até mesmo exercer atividade morfogenética quando enriquecidos com hidroxiapatita, fatores
de crescimento e proteinas 6sseas morfogenéticas (JAFARI et al., 2017; SHOICHET, 2010).
Ainda assim, estudos sdo necessarios para apontar polimeros que sirvam como suporte
para o crescimento das células 6sseas (RODRIGUES et al., 2012). Dentre os biomateriais
biorreabsorviveis mais comuns estao os poliésteres alifaticos sintéticos, como o poli (acido
glicolico) [PGA], poli (acido lactico) [PLA] e poli (e-caprolactona) [PCL]. Sdo amplamente
usados nas técnicas de engenharia de tecidos pelo fato de serem naturalmente eliminados
pelas vias metabodlicas (BARBANTI et al., 2011). A estrutura de alguns desses polimeros
pode ser vista na Figura 1.

Outros polimeros promissores séo os polihidroxialcanoatos — poliésteres produzidos
por microorganismos via fermentacao (RIVERA-BRISO; SERRANO-AROCA, 2018). Dentre
os polihidroxialcanoatos, destacam-se o poli(3-hidroxibutirato) [PHB], o copolimero de
3-hidroxibutirato e 3-hidroxivalerato (PHBV), o poli(4-hidroxibutirato) [P4HB], o copolimero
de 3-hidroxibutirato e 3-hidroxihexanoato (PHBHHx) e poli(3-hidroxioctanoate) [PHA]
(CHEN; WU, 2005; LEE et al., 2002). O PHBV apresenta boa biocompatibilidade sendo
eliminado in vivo através da acdo de D-3 hidroxibutirato, um &acido presente no sangue
humano (SULTANA; WANG, 2012).
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Figura 1. Férmula estrutural geral de alguns polimeros utilizados para produzir arcabougos em

engenharia de tecidos. Fonte: SANTOS et al., Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 13, p. 242-249,

n

2003 (para QUI); GOISSIS; GOES, Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 3, p. 32-39, 1997 (para AH);

BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 15, p. 13-21, 2005 (para os
demais), com autorizagéo da editora.

A mistura de polimeros, definida como blenda, permite alcangar combinactes

de propriedades para aplicacbes especificas melhorando consideravelmente algumas
caracteristicas indesejaveis, a depender da aplicabilidade (IMRE; PUKANSZKY, 2013).
Células cultivadas em matrizes densas de alguns dos polimeros biorreabsorviveis

puros citados anteriormente podem ser vistas na Figura 2. Também podem ser vistas

algumas blendas que serviram de arcaboucgo para o crescimento celular. Em todos os

casos analisados, as células mostram um bom padréo de crescimento, ocupando toda a
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superficie do substrato.

Figura 2. Células Vero cultivadas em diferentes materiais poliméricos por 48 h. Note as células sobre
matrizes densas de polimeros puros de PCL, PHBV e Quitosana (QUI), além de sobre blendas de PCL
com PHBV e QUI com &cido hialurénico (AH). Ctl = controle em placa de cultivo. Coloragéo: Cristal
Violeta. Barra de aumento: 50 ym para todas as imagens.

Fonte: Arquivo pessoal dos autores.

3.1.1 Poli (e-caprolactona)

O PCL é um poliéster alifatico biodegradavel sintético que tem atraido
consideravelmente a atengdo nos ultimos anos, além de ser um material aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) para uso em humanos. Apresenta degradacéo lenta
por hidrélise (em valores de pH fisiologico), biocompatibilidade e custo relativamente
baixo. Este polimero pode agir como iniciador na polimerizacéo de &lcoois de baixo peso
molecular que, também, pode ser utilizado como finalizador para o processo (AZIMI et al.,
2014; SIDDIQUI et al., 2018).

Nas areas biomédicas, o PCL é utilizado nos sistemas de liberagcdo controlada
de drogas, como material cirargico absorvivel em suturas, guias nervosas, e em
estruturas tridimensionais para engenharia de tecidos (SIDDIQUI et al., 2018). Sua facil
processabilidade permite a fabricagdo de uma variedade de estruturas e formas, como
microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, pellets, implantes e filmes. Por ser um
polimero sintético, ele ndo interage com as células diretamente. Apesar disso, € um bom
substrato para o crescimento celular, dando suporte para adeséo, crescimento e migracéo
celular tanto in vitrocomo in vivo (BADROSSAMAY et al., 2014; CASARIN et al., 2011). Bons
resultados tém sido obtidos com células cultivadas sobre arcabougos de PCL nas formas

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 6 m



densas, porosos (BAPTISTA-PERIANES et al., 2019) e fibrosas (GIORNO; RODRIGUES;
SANTOS Jr, 2020).

Uma propriedade muito interessante do PCL & sua propenséo a formar blendas
compativeis com uma variedade de outros polimeros, o que supre a deficiéncia em
algumas propriedades do PCL (COOMBES et al., 2004; PACHENCE; BOHRER; KOHN,
2007; SIDDIQUI et al., 2018). Foi avaliado o PCL incorporado com poli(acido vinilfosfonico-
co-acido acrilico) [PVPA]. Tal juncéo melhorou significativamente a resisténcia do material
(BASSI et al., 2011).

3.1.2 Poli (acido lactico)

O uso do PLA na regeneracéo de tecidos tem se mostrado promissor. Caracterizado
como um polimero bioldgico, biodegradavel e biorreabsorvivel, o PLA pode ser usado
em mistura racémica como: poli (DL-acido lactico) — PDLLA ou como um dos seus
enantiébmeros, o poli (L-acido lactico) — PLLA e o poli (D-acido lactico) — PDLA (MISTURA et
al., 2013; SHIN; HAN, 2013). Os representantes dos polimeros poliésteres alifaticos e seus
compostos, tém sido desenvolvidos para substituir a matriz extracelular (MEC) devido a sua
boa biocompatibilidade (CHEN et al., 2013).

Destacando o PLLA, é metabolizado em acido lactico e eliminado via ciclo de
Krebs liberando CO, e agua. Por possuir um longo tempo de degradagéo (2 a 5 anos)
e alta massa molar, durante o processo de biorreabsorgao, identifica-se a presenca de
cristalinos associados a acidificagéo do pH local, sendo assim, como um polimero puro, sua
completa introdugéo para uso clinico fica restrita (MINATA et al., 2013). Além disso, o PLLA
apresenta fragilidade especialmente sob carga de impacto e rapida hidrélise, nesse sentido,
estratégias como blendas poliméricas no intuito de melhorar suas propriedades mecanicas
séo objeto de investigacdo (FUKUSHIMA; FEIJOO; YANG, 2012; TODO et al., 2007, 2009).
O PCL e PLLA sao exemplos de blendas, dada a similaridade molecular possibilita uma
vasta gama de composi¢des de mistura a ser estudada em um Unico modelo. Onde ambos
sdo poliésteres alifaticos lineares com estrutura quimica semelhante, fornecem mais
resisténcia, apresentam biocompatibilidade e biodegradabilidade mais toleravel (SHIN;
HAN, 2013).

Relatos da literatura informam que a blenda 50/50 % de PLLA/PCL produz fibras mais
uniformes em eletrofiacao, e na produgédo de membranas, a flexibilidade na ruptura tende a
aumentar com a adicao de 50 % de PCL (CHEN et al., 2013; HAROOSH; DONG; LAU, 2014;
KOUYA et al., 2013). A blenda formada por esses dois polimeros atraem pesquisadores
ao longo dos anos pelas potenciais aplicagbes como material biomédico e menor custo
quando comparado a sintese de copolimero. Dentre as aplicagdes clinicas tém-se suturas
cirirgicas, pele artificial, implantes temporarios, cateteres, parafusos ortopédicos, sistemas
de entrega de drogas e curativos (LEBOURG; ANTON; RIBIELLES, 2008). Blendas de
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PLLA e Quitosana (QUI) produzidas tanto por eletrofiacdo quanto por rotofiacdo, também
mostraram bons resultados quanto as suas caracteristicas fisicas e capacidade de estimular
o crescimento celular. Desta forma, também se mostram promissoras em engenharia de
tecidos (VIDA et al., 2017).

3.1.3 Poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

O PHBV é um termopléastico natural produzido por bactérias (RIVERA-BRISO;
SERRANO-AROCA, 2018; SULTANA; WANG, 2012). Por conta de sua termoplasticidade,
biocompatibilidade com tecidos humanos e por ser de origem natural, o PHBV se mostra
como um polimero promissor para a engenharia de tecidos. De acordo com Kdse et al.
(2003) e Dias et al. (2008), este biomaterial € uma alternativa viavel no reparo de lesdes
Osseas.

Esses polimeros tém sido utilizados como matéria-prima em diversos dispositivos de
aplicagdo médica como fios de sutura, dispositivos para guiar o reparo tecidual, implantes
cardiacos, pinos ortopédicos, stents, tubulos para regenerac@o nervosa e membranas
para regeneracdo de pele (CHEN; WU, 2005). Também utilizado como implante para
reparar pequenas fraturas 0sseas e lesdes na medula espinhal, o que demonstra sua
biocompatibilidade e adequagcdo como material a ser implantado in vivo (LU et al., 2012).

Lu e colaboradores (2012) avaliaram o comportamento de Células-Tronco
Mesenquimais (CTMs) sobre fibras de PHBV, obtendo resultados positivos tanto na
viabilidade quanto no crescimento celular. Mostrou-se ainda, que as CTMs responderam de
forma diferente as caracteristicas do substrato, dependendo da orientagé@o e espessura das
fibras de PHBV. Mais recentemente, foram conduzidos varios ensaios para reconstrucao
6ssea com substratos a base de PHBV, e os resultados mostraram bom crescimento de
CTMs in vitro e uma boa capacidade regenerativa in vivo (ZHONG et al., 2019).

O PHBYV tem um comportamento fragil e uma baixa taxa de degradacao hidrolitica
em condicoes de pH e temperaturas fisiologicas, devido ao seu alto grau de cristalinidade
(ALMEIDA NETO et al.,, 2019; CASARIN et al., 2011); e por esse motivo, além do uso
do PHBV puro, ele é associado com outros materiais, como particulas nanométricas
de diamante ou hidroxiapatita, pode ser bastante promissor para bioengenharia 6ssea
(ALMEIDA NETO et al., 2019).

O PLLA foi usado em conjunto com o PHBYV, blendas na propor¢ao de 60/40, 50/50,
40/60 além dos polimeros puros, a fim de avaliar o potencial das diferentes amostras como
substratos para cultivo de células Vero, uma linhagem de célula fibroblastica. Embora as
células tenham crescido e se proliferado sobre todas as amostras testadas, o resultado de
adeséo celular foi melhor quando os polimeros foram utilizados em conjunto (SANTOS Jr
et al., 2005).

As propriedades do PHBV e do PCL podem se complementar de modo a formar uma
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blenda com caracteristicas mais proximas as ideais para sua utilizagdo na engenharia de
tecido (CASARIN et al., 2011). Rodrigues et al. (2012) avaliaram blendas densas de PHBV
com PCL para seu possivel uso no tratamento de defeitos osteocondrais. CTMs cultivadas
sobre o PHBV/PCL densos apresentaram um padrdao morfolégico celular compativel com o
esperado. Embora os polimeros néo tenham interferido no desenvolvimento das CTMs, foi
possivel manter a diferenciacdo 6ssea das CTMs cultivadas nestes materiais.

Materiais porosos apresentam uma melhor integracdo com o tecido 6sseo. Esses
materiais facilitam a vascularizagdo e consequentemente a difusdo de nutrientes e
gases, além de afetar as propriedades mecéanicas e degradagédo do polimero, como o0s
biorreabsorviveis (DUAN; WANG, 2010). Por outro lado, materiais fibrosos, em tese,
representam um ambiente mais fisiolégico, pois se assemelham a MEC fibrosa que pode
ser encontrada nos tecidos (IGUMA; MALMONGE; SANTOS Jr, 2019).

Materiais poliméricos biorreabsorviveis podem ser transformados por fiagdo, em
filamentos, para posterior fabricacao de estruturas fibrosas. A fiagdo pode ser realizada por
varias abordagens metodolégicas e quase todos os materiais fibrosos existentes, podem ser
utilizados na area médica. Podem também ser definidos como sendo produtos concebidos
para atender necessidades especificas com influéncia direta no tratamento médico, cirurgico
e poOs cirlrgico do paciente. Esse grande interesse remete a diversas caracteristicas
desse material, tais como: resisténcia, flexibilidade, porosidade e versatilidade quanto a
estruturagdo e acabamento das fibras (GIORNO; RODRIGUES; SANTOS Jr, 2020; HELL
et al., 2018).

3.1.4 Quitosana

A QUI é um biopolimero que apresenta semelhangas estruturais as dos
glicosaminoglicanos (GAGs) da MEC dos vertebrados que sé@o de grande importancia para
a adesao celular (ORYAN; SAHVIEH, 2017). A QUI € um derivado desacetilado de quitina
de forma parcial ou completa, ou seja, um polimero primario (polissacarideo) presente no
exoesqueleto de artrépodes e crustaceos. Biomateriais a base de QUI sdo considerados,
um dos mais promissores polissacarideos para o desenvolvimento de biomateriais
biorreabsorviveis e biologicamente ativos (DUMITRIU, 2001).

Como dito, a fonte primaria para quitina ou QUI & o exoesqueleto de caranguejo,
camardo e lagosta. Resumidamente, as carapacas sdo desmineralizadas com acido
cloridrico (HCI), desproteinizadas com proteases e depois desacetilada com hidroxido
de sodio (NaOH) concentrado. O polimero € linear e consiste em ligagdes beta (1 —
4) ligadas a residuos de D-glucosamina com um numero variavel de grupos N-acetil-
glucosamina localizados aleatoriamente. Em esséncia, a QUI é uma celulose com a
hidroxila do carbono 2 substituida por um grupo amino acetilado ou amino, dependendo
do processo de preparacao ou origem. O peso molecular pode variar de 50 a 1000 kDa.
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A QUI comercialmente disponiveis tém graus de desacetilacdo que variam de 70% a 90%
(ALLAN; PEYRON, 1995). A estrutura da QUI pode ser vista na Figura 1.

QUI é um polissacarideo semi-cristalino. Seu o grau de cristalinidade & em funcao
do teor de desacetilagédo, variando de 0% na quitina e podendo chegar a formas de QUI
até 100% desacetilada. A cristalinidade minima é alcangcada nos graus intermediarios de
desacetilagcdo. A QUI é normalmente insolivel em solugcdo aquosa acima de pH 7 e em
diluicbes em solugdo acida, os grupos amino livres estdo protonados (-NH?3*), tornando a
QUI um polissacarideo policatidbnico com alta densidade de cargas positivas, e a molécula
se torna sollvel abaixo de pH ~ 5. Com o0 aumento do pH, os grupos amino se tornam cada
vez mais desprotonados e tornam-se disponiveis para liga¢do de hidrogénio (TAN et al.,
2009; WU; LIN; YAO, 2014). Em pH critico, as moléculas em solugéo formam ligagbes de
hidrogénio suficientes para estabelecer uma rede de gel. O pH ao qual essa transicéo ocorre
depende do grau de desacetilacdo e da massa molecular média da molécula (DUMITRIU,
2001; SZYMANSKA; WINNICKA, 2015).

O potencial de utilizagcao da QUI como biomaterial decorre da sua natureza catiénica
e alta densidade de carga em solugcéo. A densidade de carga permite a formacao de
complexos i6nicos insollveis, com uma ampla variedade de polimeros anidnicos sollUveis
em &gua. A formacgdo do complexo foi documentada com polissacarideos anidnicos, tais
como a heparina e os alginatos (DUMITRIU, 2001; ORYAN; SAHVIEH, 2017).

Uma variedade de interagdes ndo especificas entre QUI e proteinas sdo mediadas
por suas cargas positivas, uma vez que boa parte das proteinas sollUveis apresentam carga
negativa em pH fisiolégico. A por¢cdo N-acetil-glucosamina é também uma caracteristica
estrutural encontrada nos GAGs da MEC. Estas moléculas tém interacdes especificas com
receptores de fatores de crescimento e proteinas de adeséo. Isto sugere que a estrutura da
QUI possa ser também relacionada com a bioatividade. Polissacarideos como a QUI tém
demonstrado efeito estimulador de macrofagos, devido aos residuos acetilados (ALLAN;
PEYRON, 1995). Além disso, tanto a QUI quanto sua precursora quitina tém demonstrado
exercer efeitos quimiotaticos para o recrutamento de neutréfilos in vitro e in vivo (DUMITRIU,
2001).

QUI é hidrolisada enzimaticamente in vivo. O agente primario é a lisozima, a qual
parece ter como alvo residuos acetilados. Os produtos de degradagao séo oligossacarideos
de comprimento variavel. A taxa de degradacéo é inversamente relacionada com o grau
de cristalinidade. Acredita-se que a baixa taxa de degradagdo in vivo de implantes de
QUI desacetilados seja devido a incapacidade de penetragdo de enzimas hidroliticas
na microestrutura cristalina. Porém, a alteracdo da cadeia molecular e 0 aumento da
fracdo amorfa, permite a degradacdo mais rapida, afetando assim, tanto as propriedades
mecanicas quanto a solubilidade (MATTHEW, 2001). Além disso, a QUI pode ser degradada
enzimaticamente in vivo por proteinas presentes na matriz extracelular da cartilagem

humana. Essas caracteristicas fazem da QUI um material potencial para uso na engenharia
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do tecido cartilaginoso (TAN et al., 2009).

Os contaminantes decorrentes da preparagdo de QUI podem ditar a natureza da
resposta do tecido. A depender deles, um material biocompativel pode apresentar-se
adverso e gerar uma resposta inflamatéria grave e possivelmente crénica acompanhada de
excesso de fibrose. Assim, assegurar-se do alto grau de purificagdo e esterilizagdo da QUI
sdo extremamente necessarios para sua utilizagdo (FRANCA et al., 2013).

Os numerosos grupos hidroxila presentes em uma molécula de carboidrato, fornecem
uma variedade de locais para a ligacao de grupos laterais. Tais grupos podem proporcionar
caracteristicas especificas de funcionalidade e de reconhecimento bioldégico, ou podem
simplesmente servir para modular as propriedades mecéanicas ou bioldgicas da molécula
principal. Os polissacarideos sdo também hidrofilicos, e muitos tém o potencial de serem
processados como hidrogéis de varias densidades bem como estruturas mais densas
(SUH; MATTHEW, 2001). Nesse contexto, a QUI € amplamente pesquisada para aplica¢des
biomédicas, por exemplo, em administracéo controlada de medicamentos e proteinas, em
administracdo de genes néo-virais e em Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa
(ETMR). Além disso, a QUI ndo s6 pode fornecer um microambiente apropriado para a
regeneracgao da cartilagem, como também pode estimular a proliferagédo celular e promover
o reparo tecidual através de diversas vias (CAO; DOU; DONG, 2014).

Para Ding et al. (2004) a interacdo entre a célula e a superficie de um substrato
com QUI poderia modular o citoesqueleto e a morfologia celular. Além disso, Huang et
al. (2005) sugerem que a proliferacao e morfologia das células podem ser moduladas
pelas caracteristicas estruturais dos arcaboucos de QUI. Nesse mesmo estudo, os autores
cultivaram células em substratos bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D) de QUI. Na
condicao 2D, as células se espalharam em apenas um plano de crescimento. Em contraste,
as matrizes 3D forneceram melhores condicdes para a adesao célula-célula e célula-matriz,
permitindo com que as células crescessem de forma tridimensional (HUANG et al., 2005).

Células cultivadas sobre substratos de QUI costumam mostrar um padrdo de
agregacao peculiar, crescendo fortemente aglomeradas (CAMPOS; MEI; SANTOS Jr, 2015;
LIN et al., 2005). Lin e colaboradores (2005) criam a hip6tese de que existe um equilibrio
dindmico entre as forgas que levam as interagdes célula-substrato e célula-célula. Para
esses autores, quando em uma baixa densidade de célula sdo semeadas na superficie
da QUI, a dominancia é da interagdo célula-substrato, uma vez que a distancia entre as
células é grande. Por outro lado, quando o espagamento entre as células & pequeno, a
interacdo célula-célula passa a ser a mais importante, que permite uma maior agregacao
celular e subsequente formagéo de esferdides sobre o arcabouco.

Resultados anteriores publicados mostraram-se conflitantes sobre os efeitos da QUI
em fibroblastos. Embora a QUI tenha demonstrado ter efeito estimulador sobre a atividade
de fibroblastos (LAHIJI et al., 2000), outros resultados mostraram alguns efeitos inibitérios

sobre as mesmas células (MORI et al.,, 1997). Sobre a capacidade da QUI de interferir na
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proliferacdo celular, os dados sdo também controversos. Alguns dados sugerem que a
QUI néo apresenta efeito sobre a proliferagcdo de fibroblasto em cultivo (CAMPOS; MEI;
SANTOS Jr, 2015; MORI et al.,, 1997). No entanto, outros relatos mostraram que a QUI
pode estimular a proliferagéo de fibroblastos in vivo (UENO et al., 1999, UENO; MORI;
FUJINAGA, 2001). Por fim, foi sugerido que a QUI poderia atuar como estimulador ou
repressor, a depender da variacdo de diferentes niveis de sua concentracdo (UENO;
MORI; FUJINAGA, 2001). Talvez as varia¢des na preparacdo das amostras, como discutido
anteriormente, possam ajudar a explicar esses resultados discrepantes na literatura.

3.1.5 Acido Hialurénico

O AH é um polissacarideo polionico linear e hidrofilico. E encontrado naturalmente
como um glicosaminoglicano nao sulfatado, de alta massa molar, presente na matriz
extracelular dos tecidos: epitelial (na lamina basal), conjuntivo (principalmente na
cartilagem), nervoso, e mucoso do cordao umbilical (BURDICK; PRESTWICH, 2011;
KIERSZENBAUM; TRES, 2015). Sintetizado na membrana plasmatica, o AH é constituido
por unidades alternadas dissacaridicas repetitivas de um acido glicurénico e acido N-acetil-
d-glucosamina unidos alternadamente por ligacdes glicosidicas B (1 — 3) e B (1 — 4)
(DUMITRIU, 2001). A estrutura da AH é mostrada na Figura 1.

No organismo humano, o AH tem muitas funcdes fisioldgicas, incluindo regulacéo
da agua no processo de reparacao de feridas da pele, hemostasia da MEC e resisténcia a
compresséao na cartilagem. De textura viscosa, é também encontrado no liquido sinovial e
no humor vitreo. No liquido sinovial, as propriedades viscoelasticas do AH permitem que
ele funcione como um lubrificante e amortecedor de impactos (BURDICK; PRESTWICH,
2011; KIERSZENBAUM; TRES, 2015).

Além das fontes citadas anteriormente, o AH pode também ser produzido
industrialmente por fermentacéo microbiana, a partir de linhagens de bactérias, tais como
Streptococcus (ANDEREGG; SIMON; AVERBECK, 2014). Por possuir varios sitios de
modificagdes quimicas em sua cadeia polimérica, o AH tem sido amplamente utilizado na
area de engenharia de tecido em aplicagdes ortopédicas, cardiologicas e dermatologicas
(DUMITRIU, 2001). Os arcabougos produzidos com AH tém, tipicamente, proteinas
agregadas, tais como a fibronectina, que facilita a migracéo celular para o local da lesdo. A
presenca de AH confere uma variedade de funcdes celulares essenciais ao reparo tecidual.
Estas funcdes incluem o estimulo a migragcéo e proliferacéo celular na leséo, aléem da
organizagao da matriz do tecido de granulacao (ANDERSON, 2004).

Condrécitos humanos cultivados em arcaboucos de AH proliferam e produzem in
vitro, dentre outros componentes, colageno tipos | e Il, moléculas importantes do tecido
cartilaginoso (GRIGOLO et al., 2002). Outros estudos também mostraram a utilizagéo de
arcabouco celularizados in vitro ou ndo e transplantado para o defeito na cartilagem de
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humanos, com resultados bastante animadores (MARCACCI et al., 2005). Verifica-se ainda
arcaboucos de AH implantados em falhas ésseas produzidas em ratos. Os resultados,
avaliados por radiologia e histologia, mostraram boa osteogénese dos implantes. Por outro
lado, a osteogénese foi ainda mais marcante com a adicdo do fator de crescimento de
fibroblasto (FGF), proteina morfogenética 6ssea (BMP) e células progenitoras da medula
ossea (LISIGNOLI et al., 2002)

3.1.6 Colageno/Gelatina

A proteina de colageno define-se por ser uma estrutura helicoidal tridimensional
composta por trés cadeias que podem variar sua combinag¢do de homo ou heterotrimero.
Essas possibilidades de variagbes quanto a sequéncia e estrutura também refletem em
diferentes fun¢des, alguns dos exemplos séo: estabilidade, integridade estrutural, substrato
para crescimento celular, protecdo e conectividade (FERREIRA et al. 2012; LIU et al. 2015;
RICARD-BLUM, 2011).

Conhecido por formar fibras insolUveis in vitro, o colageno tipo I, em particular, é
encontrado principalmente em ossos, dentes e tendbes. Ao longo do tempo, a extenséao
da ligacdo cruzada entre esse tecido conjuntivo aumenta e a funcéo de alta resisténcia a
tracdo e estabilidade é comprometida (DONG; LV, 2016; FERREIRA et al. 2012; LIU et al.
2015; RICARD-BLUM, 2011).

Fundamentado em sua importancia fisioloégica e estrutural, alguns biomateriais
utilizando colageno séo estudados para diferentes aplicacdes, dentre elas, a médica.
Além de serem utilizados na obtencdo de hidrogéis, microparticulas, membranas, dentre
outros, e estarem disponiveis em diferentes formas (COPES et al., 2019; DONG; LV, 2016;
FERREIRA et al. 2012; RICARD-BLUM, 2011). Caracterizado por ser biorreabsorvivel,
resistente a forcas de distensdo, além da disponibilidade, pode ter suas propriedades
alteradas por modificacdo de seus grupos funcionais viabilizando inumeras utilidades.
Entretanto ele apresenta algumas desvantagens para aplicacbes esqueléticas como
degradacéao rapida, grande hidrofilicidade predispondo a um intumescimento significativo,
baixa resisténcia a forcas mecéanicas de compressao, alto custo de purificacao e dificuldade
de esterilizacdo. Isso vem limitando a sua utilizagédo (COPES et al., 2019; FERREIRA et al.
2012; MA et al., 2003; RICARD-BLUM, 2011).

Células cultivadas em matrizes de coladgeno € um modelo experimental bastante
classico. Fibroblastos e células fibroblasticas em géis de colageno séo capazes de penetrar
na matriz e formar uma estrutura que lembra as caracteristicas do tecido conjuntivo
(pode ser visto na Figura 3). Por outro lado, células epiteliais permanecem na superficie
da matriz, formando uma ou mais camadas celulares. Em ambos os casos, as células
parecem tentar recriar um ambiente semelhante ao encontrado in vivo. Nesse sentido,
modifica¢gdes vém sendo propostas as matrizes colagenas com o objetivo de otimiza-las.
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Por exemplo, aumentar as ligagdes cruzadas na resposta do colageno as forcas de tensao
(DONG; LV, 2016) e na redugdo de sua degradagdo in vivo. Provavelmente esse efeito
fornece certa protecdao a molécula a degradacao enzimatica. Outra modificacao importante
€ a associagéo do colageno nativo com outros componentes, como os glicosaminoglicanos
(BURKE; NAUGHTON; CASSAI, 1985; YANNAS; BURKE, 1980; YANNAS et al., 1980),
bem como proteinas bioativas (AHMED et al., 2004; DONG; LV, 2016) ou bioceramicas
(DONG; LV, 2016; ZHANG et al., 2018). Ou ainda, aumentar a carga negativa presente
nele, formando matrizes do chamado colageno aniénico (PELPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA,
1996).

Figura 3. Células Vero cultivadas em géis de colageno tipo | por 120 h. Observe as células penetrando
na matriz colagena e modificando essa matriz por meio de deposi¢do de um material extracelular
identificado citoquimicamente. Coloragédo: A) hematoxiliza e eosina (para morfologia celular); B) azul de
toluidina em pH 4,0 (cora acidos nucleicos e glicosaminoglicanos); C) xylidine ponceau em pH 2,5 (cora
proteinas totais). Barra de aumento: 50 ym para todas as imagens.

Fonte: Arquivo pessoal dos autores.

O colageno anidnico apresenta uma modificagdo importante na sua estrutura,
a remocao por hidrolise alcalina dos grupos carboxamidados residuos de asparagina e
glutamina, e consequente formacao de grupos carboxila. Com um tratamento alcalino por
72 h ocorre a remog¢do completa dos residuos carboxaminos e conversdo em carboxila.
Estas modificagbes promovem alteragdes no padrao de auto-agregacao das microfibrilas
de coldgeno provavelmente devido a novas interagcbes eletrostaticas no interior da matriz
colagena. As matrizes produzidas foram caracterizadas como sendo de colageno tipo
I. Com o tratamento alcalino ndo ocorre modificagdo na estrutura da tripla hélice ou na
estabilidade térmica do colageno polianibnico em relagdo a matriz colagénica original
(GOISSIS et al., 1999; PELPIS; GOISSIS; DAS-GUPTA, 1996). Contudo, as modificagdes
promovidas aumentam as propriedades dielétricas do colageno (PELPIS; GOISSIS;
DAS-GUPTA, 1996). Do ponto de vista bioldgico, a adicdo de cargas negativas, dentro

de certos limites, & desejavel pois muitas células apresentam uma predilecdo por cargas
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estas para adesado celular (DAVIES et al.,, 1986; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002).
Entretanto, para alguns tipos celulares o aumento de cargas negativas parece inibir ou até
bloquear a adesédo (HSU; CHEN, 2000). Essas matrizes anidnicas quando implantadas
em animais de experimentacdo nao mostraram resposta inflamatéria e apresentaram um
nivel de biocompatibilidade muito bom. Essas matrizes foram testadas para a promog¢éo da
regeneracdo 6ssea com resultados bastante promissores (MIGUEL et al., 2013; PETTIAN
et al., 2018; ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002). In vitro, existem dados mostrando que as
membranas de colageno polianidnico ndo apresentaram sinais de toxicidade e se mostram
muito receptivas a adeséo, crescimento e diferenciagdo celular (BET et al., 2003; MOREIRA
etal., 2012).

Produto da hidrolise parcial do colageno, a gelatina se torna outra opgdo na
conducgao de estudos da engenharia de tecidos. Formada por uma mistura de oligopeptideos
e polipeptideos, as cadeias de sua tripla-hélice estdo dissociadas e observam-se
caracteristicas hidrofilicas, baixo peso molecular quando comparado ao colageno (sua
fonte natural), degradacéo via enzimatica e ponto de fuséo em torno de 30 °C (ECHAVE et
al., 2017; LIU et al., 2015).

Esse polimero natural pode ser extraido de diferentes fontes, como pele, 0ssos
e tecido conjuntivo de animais — gado bovino, suino e ovino. Apesar da principal fonte
de extracdo ser a bovina, a complexidade intrinseca desse procedimento resulta em
uma purificagcdo por vezes complexa. Para tal, as etapas iniciais de processamento da
matéria prima se da por tratamento acido ou alcalino — isso afeta a estrutura quartenaria
do colageno facilitando a dissociagdo das cadeias peptidicas bem como leva a alguma
extensao de hidrélise das ligagdes peptidicas para a formacgao de peptideos de cadeia mais
curta. Logo, a composic¢ao da gelatina pode variar influenciando suas propriedades finais, a
depender do tratamento empregado (ECHAVE et al., 2017; LIU et al., 2015).

A chamada gelatina tipo A (ponto isoelétrico a pH 6-9) é obtida da pele de animais
mais jovens, um tratamento acido de menor tempo € suficiente para que o colageno possa
ser desnaturado e solubilizado. Por outro lado, a gelatina tipo B (ponto isoelétrico a pH 4-5)
utiliza como fonte de colageno animais relativamente velhos, com extragéo alcalina verifica-
se um maior teor de 4cidos carboxilicos, baixa faixa de distribuicdo de massa molar e um
procedimento mais drastico e extenso (ECHAVE et al.,, 2017; KOMMAREDDY; SHENOY;
AMUJI, 2007; LIU et al., 2015; YANG et al., 2018).

Independentemente do pré-tratamento, a gelatina interage de modo favoravel com
a estrutura celular e apresenta aplica¢des na area médica, farmacéutica e cosmética, tais
como sistemas particulados na liberagdo de farmacos de estruturas flexiveis ou rigidas
e na composi¢do de produtos para uso capilar e limpeza da pele. Entretanto, diferentes
estratégias sao utilizadas para otimizar as propriedades viscoelasticas da gelatina e integra-
la como um biomaterial na engenharia de tecidos (ECHAVE et al., 2017; KOMMAREDDY;
SHENOY; AMIJI, 2007; LIU et al., 2015; YANG et al., 2018).

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 6



Para impedir a hidrolise da gelatina em condicdes fisiologicas, a reticulagdo quimica
ou cross-linking é utilizado na estabilizagdo de sua estrutura. Essa reticulagdo promove a
unido de duas ou mais cadeias poliméricas por meio da formacéo irreversivel de ligacoes
covalentes, refletindo na resisténcia do produto obtido a elevadas temperaturas e a valores
extremos de pH desse polimero natural. Exemplos de agentes quimicos reticuladores
sd0 a genipina, o formaldeido, o gliceraldeido e a proantocianidina (ECHAVE et al., 2017;
KOMMAREDDY; SHENOY; AMIJI, 2007; LIU et al., 2015; YANG et al., 2018).

Giorno e colaboradores (2020) produziram um scaffold associando polimeros
sintéticos e naturais, PCL/gelatina, e o glutaraldeido como estratégia de reticulagédo. Esse
conjunto de a¢des auxiliou na formacao do arcabouco, na realizagcéo de testes in vitro e o
material ndo se mostrou toxico.

41 CONCLUSAO

A restricdo funcional humana juntamente com as caracteristicas dos materiais
representam um desafio que ainda precisa ser superado. Contudo, inUmeras estratégias
séo testadas na busca de um material com desempenho ideal. Dentre os materiais citados,
destacam-se os estudos que utilizaram substratos de colageno e AH na engenharia de
tecido 6sseo. No entanto, a tecnologia com os materiais poliméricos avanga rapidamente
€ ja se mostra promissora.

A tentativa de mimetizacéo do sistema biol6gico fornece recursos para a medicina
regenerativa no quesito de personalizagdo terapéutica, apresentando-se cada vez mais

tangivel.
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RESUMO: Hidroxiapatita - HAp, principal versao
sintética das fases de fosfatos de célcio, que
correspondem a 70% da composi¢do dos 0Ssos
humanos, & um biomaterial que desperta grande
interesse na area odonto-médica, devido a sua
similaridade em composicéo e estrutura. Sabendo
da influéncia direta do método de sintese na
estrutura do material obtido, este trabalho de
pesquisa se propbs a obter HAp nanométrica,
para que fosse o mais similar possivel a biologica,
por reacdo de combustdo, avaliando a influéncia
da escolha combustiveis, juntamente com a
razdo de diluicdo dos reagentes, na estrutura da
HAp obtida. Para caracterizacao, foram utilizadas
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as técnicas: DRX, MEV e FTIR. Os resultados
mostraram que foi obtida a fase HAp micrométrica
formando aglomerados heterogéneos de facil
desaglomeracdo, de modo mais eficiente e
com maior grau de pureza quando utilizadas a
glicina como combustivel, razdo de diluicdo 1:3
e calcinacéo em forno de mufla a 600 e 900°C.
PALAVRAS-CHAVE: pH, Temperatura,
Calcinagéo, HAp, Combustéao.

DETERMINATION OF THE SYNTHESIS
PARAMETERS’ INFLUENCE ON THE
MORPHOLOGY AND PURITY OF THE

HAP OBTAINED BY COMBUSTION
REACTION

ABSTRACT: Hydroxyapatite - HAp, the main
synthetic version of the calcium phosphate
phases, which corresponds to 70% of the human
bones’ composition, is a biomaterial that attracts
great interest in the odonto-medical area due to its
similarity in composition and structure. Knowing
the direct synthesis method’s influence on the
structure of the obtained material , this research
work proposed to obtain nanometric HAp, to be
as similar as possible to the biological one, by
combustion reaction, evaluating the influence of
the choice of fuels, together with the dilution ratio
of the reagents in the obtained HAp structure.
For characterization, the following techniques
were used: DRX, SEM and FTIR. The results
showed that the micrometric HAp phase was
obtained more efficiently and with a higher purity
when using glycine as fuel, 1:3 dilution ratio and
calcination in a muffle furnace at 600 and 900°C.
KEYWORDS: pH, Temperature, Calcination,
HAp, Combustion.
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11 INTRODUGAO

Aproximadamente 70% do osso humano & composto por fosfatos de calcio,
consistindo esta parte inorganica em uma fase amorfa e uma fase cristalina, formada pela
apatita biologica (TORKITTIKUL e CHAIPANICH, 2012). Hidroxiapatita [Ca,,(PO,),(OH),]
- HAp é, juntamente com o B-fosfato tricalcio [Ca,(PO,),], um dos mais utilizados
representantes sintéticos bioativos destes fosfatos, uma vez que, apresentam alta
biocompatibilidade, excelente osteoindugdo e osteoconducgéo, além da composicdo e
estrutura similares as do material bioldgico esquelético.

Na literatura médica, devido as suas propriedades de biocompatibilidade, a HAp é
utilizada rotineiramente em intervencdes odontoldgicas, cirurgias plasticas reconstrutivas e
em cirurgias ortopédicas. O aumento de rebordo alveolar, como coadjuvante na colocagéao
de implantes metalicos, na reconstru¢cdo buco-maxilo-facial, no reparo e substituicdo de
paredes orbitarias, no preenchimento de cavidades anoftalmicas, como envoltério para
equipamento percutaneos, na regeneracgdo guiada de tecidos dsseos e no recobrimento
de implantes metalicos e proteses de quadril, sdo alguns dos exemplos da utilizagdo deste
material (DOREA NETO, 2007; COSTA et al, 2009).

Em laboratério, a hidroxiapatita pode ser sintetizada através de métodos Umidos e
reacoes de estado soélido, utilizando os mais diversos compostos. Pode-se citar dentre os
métodos de sintese: gravitacional (NATHANAEL et al, 2011), hidrotermal (SIMOMUKAY,
2013), micro-ondas (KALITA e VERMA, 2010), precipitacdo (ARAUJO et al, 2012), reagédo
de combustdo (GHOSH et al, 2009) e sol-gel (RODRIGUES, 2008). Uma caracteristica
extremamente importante no que diz respeito a sua aplicagdo é o tamanho de particulas
que se pode obter, devendo ser levado em consideracdo durante a escolha do método de
sintese a ser utilizado.

Este trabalho se propbs a obter hidroxiapatita formada por grédos nanométricos,
através da sintese por reacdo de combustédo, analisando se, a estrutura da HAp obtida,
sofreria influéncia de diferentes temperaturas de calcinagdo, dentro de uma faixa pré-
determinada, ao variar a taxa de diluicdo dos reagentes, combinada ao uso de dois
combustiveis distintos, glicina [C,H,NO,] e ureia [CO(NH,),], e mantendo o pH de solugéo
sempre na mesma faixa, de modo que a sua estrutura e composi¢cdo fossem as mais
similares possivel a apatita biologica.

A sintese por reagdo de combustao, método escolhido devido a sua facil execugao,
baixo custo e por permitir produ¢éo de p6s de HAp em larga escala, é descrito como um
método baseado no principio de uma reagao exotérmica capaz de se auto-sustentar durante
certo intervalo de tempo, tendo como resultado final pés finos e homogéneos (ALVES,
BERGMANN e BERUTTI, 2013).
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21 MATERIAIS E METODOS

Pés de hidroxiapatita foram sintetizados e analisados como descrito nas subse¢des
a seguir apresentadas, para fins de estudo.
2.1 Procedimento Experimental

As sinteses, neste trabalho, foram realizadas de acordo com o proposto por Gosh et al
(2010) quanto a metodologia e propor¢ao de reagentes. Foram utilizados como precursores
de calcio e fosforo, respectivamente, nitrato de célcio tetrahidratado [Ca(NO,), 4H,0]
(Vetec — Quimica Fina, Brasil) e fosfato de amonio di-béasico [(NH,),HPO,] (Vetec — Quimica
Fina, Brasil), acrescidos de agua destilada em proporcoes de 1:2 e 1:3. As misturas foram
entdo colocadas sob agitagdo magnética, e adicionadas de acido nitrico (Vetec — Quimica
Fina, Brasil, 69%), em pequenas quantidades até a completa diluicdo do precipitado. O
combustivel glicina [C,H,NO,] (Vetec — Quimica Fina, Brasil) a uma solugéo, enquanto
ureia [CO(NH,),] (Vetec — Quimica Fina, Brasil) foi adicionada a segunda, estando ambas
as solugdes ainda sob agitacdo magnética, como mostrado na Figura 1. Os pHs foram
monitorados utilizando-se um pHmetro HANNA de modelo HI 221, e corrigidos com hidréxido
de célcio P.A. (Biodinamica, Brasil), até atingir pH 1,0. As solu¢des foram transferidas para
cadinhos metalicos e colocadas em resisténcia elétrica para que houvesse combustdo. Os
produtos obtidos, a partir das solug¢des, foram macerados, pesados e divididos em quatro
amostras de pesos semelhantes, ap6és atingirem temperatura ambiente. Trés das amostras,
de cada solugéo, foram colocadas para calcinar durante 12 horas em forno de mufla, com
temperatura inicial de 25°C até atingirem 600°C, 900°C e 1200°C, respectivamente, a uma
taxa de 10°C/min.
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Nitrato de célcio
[Ca(NO,),4H,0]

Orto fosfato de aménio
[(NH,),HPO,]

Agitacdo continua
Solugiio + precipitado Remy  Acido nitrico PA
Agitacdo continua

Solugdo transparente pu—— Ureia/glicina
Agitagdo por 30 min

Solugdo homogénea

Figura 1 — Representacé@o esquematica do processo de combustéo de solugéo para sintese de HAp
(MOREIRA, VIANA e LEITE, 2018).

2.2 CaracterizacGes

As técnicas Difracdo de Raios-X (DRX), utilizando um difratbmetro BRUKER de
modelo D2 PHASER pararegistrar os dados em 26 no intervalo de 3° a 70°, e Espectroscopia
de Infravermelhos com Transformadas de Fourier (FTIR), utilizando um espectrdmetro
BRUKER de modelo FT-IR VERTEX 70, na faixa de 400 a 4000cm-1, com resolucao
de 4cm-1, foram empregadas para a caracterizagdo microestrutural dos pos obtidos. A
analise dos dados foi realizada utilizando o software Origin Versdo 2019b (9.65) e os picos
classificados de acordo com a carta da JCPDS para HAp, e dados presentes na literatura.
E Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi a técnica realizada para caracterizagao
morfoldgica, utilizando microscoépio eletrénico de mesa Hitachi de modelo TM-3000.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Difracao de Raios-X (DRX)

Analisando os picos cristalograficos presentes nos difratogramas e comparando-os
com a ficha padréo de HAp da JCPDS e resultados apresentados por Ghosh et al (2009),
Ramakrishnan et al (2012), Carrodeguas e De Aza (2011), e Sasikumar e Vijayaraghavan

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 7 “



(2010), foi possivel comprovar a obtencdo de HAp, como principal fase de fosfatos de
célcio, em todos os casos. Os materiais sintetizados apresentaram ainda, formagéo de
outras duas fases de fosfatos de calcio, a B-fosfato tricalcio (B-TCP) que ocorre entre 20
e 30° e a a-fosfato tricalcio (a-TCP) que ocorre entre 40-50°, como ilustrado nas Fig. 2
e 3. Quando analisados separadamente, os pés que apresentaram menor formacéo das
outras fases, foram aqueles cujas solu¢des foram diluidas em raz&o 1:3 de agua destilada,

calcinados a 600°C para o combustivel glicina e, calcinados a 1200°C para o combustivel

urela.
a) Combustivel: Glicina _Taxa de diluigdo: 1:2 b) Combustivel: Glicina . Taxa de diluigdo: 1:3
: 2200
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Figura 2 — HAp sintetizada utilizando o combustivel glicina, a partir de solu¢des de razdes de diluigao
(@) 1:2 e (b) 1:3.
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Figura 3 — HAp sintetizada utilizando o combustivel ureia, a partir de solugdes de razées de diluigéo (a)
1:2e(b) 1:3.

3.2 Espectroscopia de Infravermelhos com Transformadas de Fourier (FTIR)

As Figuras 4 e 5 mostram os espectros de infravermelho dos pds obtidos, os quais
apresentaram picos correspondentes aos grupamentos que compde os materiais. Bandas
na faixa entre 3600 e 3200cm-1, que representam os grupamentos OH-, foram observadas
de forma significativa apenas nos pés néo calcinados em forno de mufla. A existéncia de
grupamentos CO3-2 foi observada na faixa entre 1650 e 1400cm™, tendo desaparecido

apo6s os materiais serem submetidos a calcinagdo em mufla. Os grupamentos PO4- foram
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atestados devido aos picos existentes nas faixas de 1200 a 850cm™ e 570 a 470cm™.
Na faixa entre 2200 e 1900, para todos os casos foi observada a formacéo de pequenos
picos, que poderiam indicar a presenca de grupamentos nitrato, os quais precisam ser
melhor analisados, uma vez que ndo sdo desejados para aplicacdes do material na area

biomédica.
a) Combustivel: Glicina Taxa de diluigdo: 1:2 b) Combustivel: Glicina Taxa de diluigao: 1:3
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Figura 4 — Espectro de FTIR de HAp sintetizada utilizando o combustivel glicina, a partir de solugbes de
razdes de diluigéo (a) 1:2 e (b) 1:3.
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Figura 5 — Espectro de FTIR de HAp sintetizada utilizando o combustivel ureia, a partir de solugbes de
razoes de diluigéo (a) 1:2 e (b) 1:3.

3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Por analise morfoldégica foi observado que a proporcdo de diluicdo, tipo de
combustivel e temperatura de calcinagcao tem influéncia direta na morfologia dos gréos.
Tendo as amostras, sintetizadas a partir de reagentes diluidos em razdo 1:3 e calcinadas a
900°C, para ambos os combustiveis, apresentado maior porosidade e menor dificuldade no
que diz respeito a desaglomeracéo de seus grédos, como mostrados nas Fig. 6 a 9.
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Figura 6 — Micrografias das amostras de HAp sintetizadas com o combustivel glicina, a partir de
solugéo com razao de diluigéo 1:2, com aumento de 1200X. (a) Nao calcinada, (b) Calcinada a 600°C,
(c) Calcinada a 900°C, (d) Calcinada 1200°C.
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Figura 7 — Micrografias das amostras de HAp sintetizadas com o combustivel glicina, a partir de
solugéo com razao de diluigéo 1:3, com aumento de 1200X. (a) Nao calcinada, (b) Calcinada a 600°C,
(c) Calcinada a 900°C, (d) Calcinada 1200°C.
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Figura 8 — Micrografias das amostras de HAp sintetizadas com o combustivel ureia, a partir de solugéo
com razao de diluicdo 1:2, com aumento de 1200X. (a) N&o calcinada, (b) Calcinada a 600°C, (c)
Calcinada a 900°C, (d) Calcinada 1200°C.
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Figura 9 — Micrografias das amostras de HAp sintetizadas com o combustivel ureia, a partir de solugéo
com razao de diluicdo 1:3, com aumento de 1200X. (a) N&o calcinada, (b) Calcinada a 600°C, (c)
Calcinada a 900°C, (d) Calcinada 1200°C.

41 CONCLUSOES

Diferentemente do interesse inicial, as amostras sintetizadas neste trabalho néo
foram compostas apenas pela fase hidroxiapatita (HAp) e sim uma mistura de trés fases de
fosfatos de calcio (HAp + B-TCP + a-TCP). Através da caracterizagao morfologica foi possivel
classificar os p6s das amostras como aglomerados porosos, tendo as amostras de glicina
de razao 1:3, calcinadas a 900°C apresentado esta caracteristica em grau mais elevado.
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Através da analise dos resultados das caracterizagdes, concluiu-se que o combustivel mais
propicio para a sintese de hidroxiapatita foi a glicina, sob razdo de diluicdo de reagentes
1:3, e calcinados as temperaturas de 600 e 900°C em forno de mufla, uma vez que a fase
predominante obtida foi a de HAp. No entanto, verifica-se a necessidade de melhoramento
das condigdes de sintese para obter-se a HAp 100% pura e sem grupamentos nitrato.

AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN, pela concessao da bolsa
de Iniciacao Cientifica e as professoras pela disponibilidade em ensinar e orientar. Aos
colegas e técnicos que de alguma forma contribuiram para a realizagcéo deste trabalho.

REFERENCIAS

ALVES, Annelise Kopp; BERGMANN, Carlos P.; BERUTTI, Felipe Amorim. Combustion Synthesis.
In: ALVES, Annelise Kopp; BERGMANN, Carlos P.; BERUTTI, Felipe Amorim. Novel Synthesis and
Characterization of Nanostructured Materials. [S. L.]: Springer Science & Business Media, 2013.
Cap. 2. p. 12-13.

ARAUJO, M. S. 0., FOOK, M. V. L., FURTADO, G. T. F. S, SILVA, M. F. A., MELO, O. B. Sintese E
Caracterizag@o De Hidroxiapatita Carbonatada Obtida Pelo Método De Precipitag&o. /n: Congresso
Latino-Americano De Orgaos Atrtificiais E Biomateriais, 7., 2012, Natal.

CARRODEGUAS, R. G., DE AZA, S. a-Tricalcium phosphate: Synthesis, properties and biomedical
applications. Acta Biomaterialia, [S. |.], v. 7, n. 10, p. 3536-3546, 2011.

COSTA,A. C. F. M., LIMA, M. G., LIMA, L. H. M. A, CORDEIRO, V. V., VIANA, K. M. S., SOUZA, V.,
LIRA, H. L. Hidroxiapatita: Obtencéo, caracterizacéo e aplicacdes. Revista Eletronica de Materiais e
Processos, Campina Grande. v. 4, n. 3, p. 29-38, Nov. 2009. Disponivel em: http://www2.ufcg.edu.br/
revista-remap/index.php/REMAP/article/view/105/123.

DOREA NETO, F. A. Avaliacédo do cimento de alfa-fosfato tricalcico em artrodeses tarsocrurais
experimentais em caes. 2007. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual de Sao Paulo, Jaboticabal, 2007.

GHOSH, S. K., ROY, S. K., KUNDU, B., DATTA, S., BASU, D. Synthesis of nanosized hydroxyapatite
powders through solution combustion route under different reaction conditions. Materials Science and
Engineering B, [s. |.], v. 176, p. 14—21, 2009.

KALITA, S. J., VERMA, S. Nanocrystalline hydroxyapatite bioceramic using microwave radiation:
Synthesis and characterization. Materials Science and Engineering C, [s. |.], v. 30, p. 295-303, 2010.

MOREIRA, T.G., VIANA, K.S., LEITE, AM.D. Influéncia De Variaveis De Sintese Na Obtengéo De
Hidroxiapatita. In: Congresso Latino-Americano De Orgéaos Artificiais E Biomateriais, 10. 2018, Joao
Pessoa.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 7 “



NATHANAEL, A. J., HONG, S. I, MANGALARAJ, D., CHEN, P. C. Large scale synthesis of
hydroxyapatite nanospheres by high gravity method. Chemical Engineering Journal, [s. |.], v. 173,
p.846-854, 2011.

RAMAKRISHNAN, R., WILSON, P., SIVAKUMAR, T., JEMINA, |. A comparative study of hydroxyapatites
synthesized using various fuels through aqueous and alcohol mediated combustion routes. Ceramics
International, [s. I.], v. 39, p. 3519-3532, 2012.

RODRIGUES, L. R. Materiais e Métodos. In: RODRIGUES, L. R. Sintese e caracterizacao de
hidroxiapatita e titdnia nanoestruturadas para a fabricacdo de compésitos. 2008. Dissertagao
(Mestrado em Engenharia Mecéanica) -- Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2008. cap. 3, p. 28-30.

SASIKUMAR, S., VIJAYARAGHAVAN, R. Synthesis and Characterization of Bioceramic Calcium
Phosphates by Rapid Combustion Synthesis. Journal Of Materials Science & Technology, [s. |.], v.
26, n. 12, p. 1114-1118, 2010.

SIMOMUKAY, E. Materiais e Métodos. In: SIMOMUKAY, E. Sintese e Caracterizagédo de
Ortofosfatos de Calcio dopados com Nidbio (V) por meio da Rota Hidrotérmica e Avaliacao de
Citocompatibilidade. 2013. Dissertagédo (Mestrado em Quimica Aplicada) — Faculdade de Quimica
Aplicada, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2013. cap. 3, p. 63, 68-70.

TORKITTIKUL, P. e CHAIPANICH, A. Optimization of calcium chloride content on bioactivity and
mechanical properties of White Portland cement. Materials Science & Engineering C, [s. |.], v. 32, n.
2, p. 282-289, 2012.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 7 m



SOBRE A ORGANIZADORA

CLAUDIANE AYRES - Possui graduacao em Fisioterapia pelo Centro de Ensino Superior de
Campos Gerais (2012). Recebeu diploma de mérito académico, conquistando o primeiro lugar
geral da turma de formandos 2012, do curso de Fisioterapia do Centro Superior do Campos
Gerais- CESCAGE. Mestre em Ciéncias Biomédicas - UEPG (2016-2018) Pos-graduada em
Fisioterapia Dermatofuncional CESCAGE (2012-2013). Po6s- graduada em Gerontologia-
UEPG (2017-2018); Pds- graduada em Fisioterapia Cardiovascular (2017-2018); Tem
experiéncia nas areas de fisioterapia em de Fisioterapia em UTI (Geral, coronariana e
neonatal); Fisioterapia Hospitalar, Fisioterapia em DTM e orofacial; Fisioterapia em Saude do
Idoso; Atuou como docente do curso técnico em estética do CESCAGE-2013; Atuou na area
de fisioterapia hospitalar e intensivismo (UTI Geral e coronariana)- 2016- 2018; Atualmente,
atua como docente em cursos profissionalizantes de estética facial, corporal e massoterapia
na ldealle Cursos; Atua também como docente do curso de Fisioterapia do Centro de Ensino
Superior dos Campos Gerais- CESCAGE. Atua ainda como docente do curso Tecn6logo em
Estética e Cosmetolgoia -UNICESUMAR PG.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Sobre a organizadora



iNDICE REMISSIVO

B

Bacillus thuringiensis 34, 35, 36, 47, 48
Biocombustiveis 34, 35, 36, 38, 39, 44, 45, 46
Bronquiolos 14, 18

Brénquios 14, 15, 16, 18, 20

C

Condiciones laborales 1, 3,4, 6,7, 8,10, 12
E

Engenharia de tecidos 50, 55, 58, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 71, 74, 78, 80, 81
Envelhecimento celular 62

Enzimas 27, 32, 34, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 57, 58, 73

F

Frutos verdes de Jenipapo 26
G

Genipa americana Linnaeus 25, 26, 32
Genipina 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 79
L

Ligninocelulolitico 34, 36, 41, 43, 44, 46
M

Marsupiais 14, 15, 23
Materiais biocompativeis 62
Medicina regenerativa 50, 52, 55, 58, 64, 65, 74, 79

P
Polimerizacao 40, 50, 52, 54, 57, 69
Polimeros biorreabsorviveis 62, 67, 68
R

Reparo 6sseo 62, 64
S

Silicosis 1,2, 3,4,5,6,7,8,10, 11, 12,13

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica indice Remissivo “



T

Traqueia 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23
Tuberculosis 1, 2,3, 4,86,8,9,10, 13

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica indice Remissivo “



COLECAD

DESAFIOS

DAS

ENGENHARIAS:

il

_www.atenaeditora.com.br : B
c o
contato@atenaeditora.com.br

© @atenaeditora

Bl www.facebook.com/atenaeditora.com.br



COLECAD

DESAFIOS

DAS

ENGENHARIAS:

vei
- "am -
/
@ wwwi.atenaeditora.combr. El v -

contato@atenaeditora.com.br
© @atenaeditora
Bl www.facebook.com/atenaeditora.com.br





