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RESUMO

Hemorragias sdo complicacfes que podem ocorrer apos traumas ou procedimentos
de natureza cirargica. Na cavidade bucal, tal fenbmeno pode acontecer
principalmente pela alta vascularizagéo presente nessa regiéo e tal fato deve levar o
cirurgido dentista a adotar medidas que favorecam uma boa hemostasia. Embora
diversos tipos de agentes hemostaticos estejam disponiveis no mercado, alguns
deles ainda apresentam limitagbes de uso e desvantagens. Nesse cenério, 0
potencial trombogénico e as acdes no processo de coagulacdo vém sendo
investigados em diversos materiais, entre eles, nanofibras de titanio, que devido as
suas propriedades peculiares e seu potencial biomimético, tornaram-se atraentes
para numerosas aplicacbes. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar as propriedades hematoldgicas e trombogénicas de trés nanofibras de titanio
produzidas pelo processo de Solution Blow Spinning (SBS), identificadas como
HemoFiber 1, HemoFiber 2 e HemoFiber 3, trabalhadas em diferentes
concentragfes. Todas as fibras foram caracterizadas a partir de métodos como de
andlise fisica para determinacdo de molhabilidade através da mensuracédo do angulo
de contato, difracdo de raios X e microscopia eletrénica de varredura para imagens
das superficies. Em seguida, foram realizados testes bioldgicos de citotoxicidade,
hemdlise, hemaglutinacdo e aferido o tempo de coagulacdo através da técnica de
Lee-White quando do contato das nanofibras com amostras de sangue total de
voluntarios saudaveis (n=10). Os materiais testados apresentaram hidrofilicidade,
com angulo de contato zero e fases cristalinas distintas. Sendo também observada
boa viabilidade celular, caracteristicas de hemaglutinacdo e capacidade de
diminuicdo do tempo de coagulacdo. A viabilidade celular foi superior a cem por
cento para as HemoFiber 1 e 2 e decresceu na HemoFiber 3 com o aumento das
concentragdes. As taxas de hemdlise variaram de 0 a 18,52%, com a HemoFiber 1
apresentando os valores mais elevados. Para os tempos de coagulacdo os dados
foram analisados a partir do teste ANOVA, considerando-se um p<0,05, havendo
diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos em relagéo ao controle
(tubos secos). A HemoFiber 3 apresentou os menores tempos (330,18 + 29,88). A
variagdo das concentracdées em um mesmo grupo nado foi significativa para as
Hemofibers 1 e 3, enquanto a HemoFiber 2 obteve melhores tempos quando

utilizada a maior concentracdo. Assim sendo, os resultados obtidos sugerem que



as nanofibras de TiO, exibem hemocompatibilidade e potencial hemostatico
significativo, podendo serem utilizadas como auxilio em contencdo de pequenas
hemorragias. No entanto, novos estudos sdo necessarios para melhor entendimento

do comportamento e das interacfes sanguineas dessas nanoestruturas.

Palavras-chave: Nanofibras, Titanio, Hemocompatibilidade, Coagulacéo.



ABSTRACT

Hemorrhages are complications that can occur after trauma or surgical procedures.
In the oral cavity, such phenomenon can happen mainly due to the high
vascularization present in this region and this fact should lead the dental surgeon to
adopt measures that favor good hemostasis. Although several types of hemostatic
agents are available on the market, some of them still have limitations of use and
disadvantages. In this scenario, the thrombogenic potential and the actions in the
coagulation process have been investigated in several materials, among them,
titanium nanofibers, which due to their peculiar properties and their biomimetic
potential became attractive for numerous applications. Hence, this work aims to
evaluate the hematological and thrombogenic properties of three titanium (TiO2)
nanofibers produced by Solution Blow Spinning (SBS) process, identified as
HemoFiber 1, Hemofiber 2 and HemoFiber 3 and worked in different
concentrations.All fibers were characterized using methods such as physical analysis
to determine wettability by measuring the contact angle, X-ray diffraction and
scanning electron microscopy for surface images. Subsequently, biological tests of
cytotoxicity, hemolysis, and haemagglutination were performed. Coagulation time
was measured through Lee-White technique when nanofibers were contacted with
whole blood samples from healthy volunteers (n = 10). The tested materials showed
high hydrophilicity, with zero contact angle and distinct crystalline phases. Good cell
viability, haemagglutination characteristics and coagulation time reduction ability
were also observed. Cell viability was greater than 100 percent for HemoFiber 1 and
2 and decreased on HemoFiber 3 with increasing concentrations. Hemolysis rates
ranged from 0 to 18.52%, with HemoFiber 1 having the highest values. For
coagulation times, the data were analyzed from the ANOVA test, considering p <0.05
There was a statistically significant difference between all groups in relation to the
control (dry tubes). HemoFiber 3 presented the shortest times (330.18 £ 29.88). The
variation of concentrations in the same group was not significant for Hemofibers 1
and 3, while HemoFiber 2 obtained better times when used the highest concentration
(C3). Thus, the obtained results suggest that TiO, nanofibers exhibit
hemocompatibility and substantial hemostatic potential, suggesting the use in

containing or controlling surgical sites minor hemorrhages. However, it is necessary



to perform new studies to better understand the behavior and blood interactions of

these nanostructures.

Keywords: Nanofibers, Titanium, Hemocompatibility, Coagulation.



LISTA DE ABREVIATURA, SIGLAS E SIMBOLOS
BHI: Brain Heart Infusion
DRX: Difracao de raios X
C1: Menor concentracao
C2: Concentracédo Intermediaria
C3: Maior Concentracao
LABIO: Laboratorio Integrado de Biomateriais
LACEC: Laboratorio de Cultivo e Andlise Celular
MEV: Microscopia Eletronica de Varredura

PBMCs: Do inglés — Peripheral blood mononuclear cells, podendo ser traduzido

como células mononucleares do sangue periférico.

PBS: Do inglés — Phosphate Buffer Solution, podendo ser traduzido como solugéo

tampéo de fosfato.

SBS: Do inglés - Solution Blow Spinning, podendo ser traduzido como fiagdo por

sopro em solucéo.

TC: Tempo de Coagulacéo
TiO,: Dioxido de titanio

Ti: Titanio

8: Angulo de contato
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas com o desenvolvimento e o0s progressos da
nanotecnologia, permitiu-se a criacdo de uma area que se expande e busca o
emprego desses elementos com finalidades biomédicas: a nanomedicina
(BOULAIZ et al., 2011; CANCINO et al., 2014).

As nanoestruturas sdo comumente definidas como aquelas que possuem pelo
menos uma dimenséao abaixo de 100 nm. Geralmente apresentam-se na forma de
nanoparticulas, nanofibras ou nanotubos (CHOPRA et al., 2007; REZAEI et al.,
2016).

Sempre que possivel, o campo de aplicacdo desses materiais deve ser levado
em consideracdo durante todas as etapas de elaboracdo dos mesmos. Partindo
da escolha dos polimeros até o método que serd usado para sua producdo
(MATLOCK-COLANGELO, BAEUMNER, 2014; REZAEI et al., 2016).

Durante muito tempo, nanofibras foram obtidas através da técnica de
eletrofiacdo. No entanto, nos ultimos anos a fiacdo através de sopro em solucao
(Solution Blow Spinning, SBS) foi estabelecida e tem se mostrado uma excelente
opcdo para producdo de estruturas poliméricas e ceramicas. Apresentando
vantagens como o fato de ndo necessitar de um campo elétrico para o processo,
possuir um aparato mais simplificado e capacidade de gerar um maior rendimento
de fibras, tal metodologia vem sendo cada vez disseminada (MEDEIROS et al.,
2009; PELIPENKO; KOCBEK; KRISTL, 2015; REZAEI et al., 2016).

Devido as suas propriedades peculiares como uma elevada area superficial,
alta relacdo comprimento/didmetro e seu potencial biomimético, considerando a
escala em que essas fibras sdo produzidas, as mesmas tornaram-se atraentes
para numerosas aplicagcdes. (VASITA; KATTI, 2006; REZAEI et al., 2016).

Dentro dessas possibilidades, nanomateriais a base de titanio tem sido

considerados opcdes de escolha em inumeros produtos biomédicos, com



destaque para a biocompatibilidade que apresentam (MAITZ et al., 2003; ROY;
PAULOSE; GRIMES, 2007; SMITH et al., 2010).

Oxidos de titnio em geral sdo conhecidos por apresentarem boas
caracteristicas de hemocompatibilidade. Além disso, o titanio e suas ligas tem se
estabelecido na literatura como materiais de alta capacidade trombogénica, o que
pode contribuir para suas propriedades osseointegradoras e também permitir o
desenvolvimento de estratégias voltadas a hemostasia (MAITZ et al., 2003; ROY;
PAULOSE; GRIMES, 2007; MAHER et al., 2018; AREID et.al., 2018)

Nesse contexto, o desenvolvimento de nanofibras que possam apresentar
funcionalidade e especificidade em contato com o tecido sanguineo, deve ser
avaliado e bem definido. Os testes que estimam esses comportamentos Ss&o
essenciais para todas as formas de nanoestruturas com as quais se deseja
trabalhar em um meio biolégico para aplicacdes futuras ( ZHANG et al., 2000;
THEO; BIEHL; SCHENK, 2002; SMITH et al., 2010; BOULAIZ et al.,, 2011;
CANCINO et al., 2014; PELIPENKO; KOCBEK; KRISTL, 2015).

Assim, com a auséncia de achados na literatura a respeito do comportamento
de nanofibras de TiO, em contato com 0 sangue, suas possiveis interacdes e
respostas diante de varidveis como a coagulacdo sanguinea, estudos que
explorem tal vertentes se tornam relevantes. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar as propriedades hematolégicas e trombogénicas de

diferentes nanofibras de titanio (TiO,) produzidas pelo método de Solution Blow

Spinning (SBS). Baseando-se nas hipoteses alternativas de que esses materiais
podem apresentar diferentes comportamentos de acordo com suas propriedades
de producéo e serem capazes de interferirem sobre dindmicas biologicas como,

por exemplo, a coagulacéo sanguinea.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanomateriais

Materiais de natureza nanométrica, como nanoparticulas, nanowhiskers,
nanofilmes, nanotubos e nanofibras tem sido intensamente estudados,
principalmente devido ao grande potencial de aplicagdo em mudultiplas areas
(NUANSING; NINMUANG; JARERNBOON, 2006).

Diversas nanofibras de TiO, vem sendo produzidas e relatadas na literatura
sob diferentes técnicas de fiacdo e temperaturas de calcinacdo. Cada técnica
possui suas peculiaridades, e cada temperatura aplicada é capaz de originar
estruturas cristalinas diferentes. Sendo importante salientar que a escolha do
método e dos parametros utilizados influencia diretamente nas caracteristicas
finais da fibra que sera gerada (MEDEIROS et al., 2009; DUMITRIU et.al, 2014;
PELIPENKO; KOCBEK; KRISTL, 2015; REZAEI et al., 2016).

Os oxidos de titdnio podem se apresentar em diferentes estados de
oxidagao e ainda com diferentes estruturas cristalinas. Tratando especificamente
do TiO, os trés principais polimorfos cristalinos dessa molécula sdo brookita,
anatase e rutilo. O rutilo é considerado a fase mais abundante encontrada a
pressdo ambiente e assim como a anatase, possui estrutura tetragonal. Enquanto
na forma de brookita a disposicdo dos atomos é ortorrombica (SONG; WANG;
XIAO, 2002; MAITZ et al., 2003; NUANSING; NINMUANG; JARERNBOON, 2006;
YAZDANYAR; ASCHAUER; BOWEN, 2018).

Embora o dioxido de titdnio possa exibir essas trés estruturas, apenas
anatase e rutiio sdo comumente produzidos comercialmente. A fase rutilo
costuma ser indicada quando se deseja um material de maior compatibilidade
com 0 sangue,enquanto a anatase € reconhecida por ser estavel em
nanomateriais. Ainda, diante de altas temperaturas, anatase e brookita podem
transformar-se em rutilo. O processo de transformacdo de uma fase em outra é
irreversivel. Mas, ao apresentar-se como rutilo o material ndo alcan¢ca nenhuma
outra fase se for exposto a maiores temperaturas. O que ocorrera sera apenas um

aumento no grau de cristalizacdo e no tamanho dos cristais (MAITZ et al., 2003;



LIU; CHU; DING, 2004; LINDAHL; BORCHARDT; LAUSMAA et.al 2010; SONG;
CHEN; LIANG, et.al 2010)

A compatibilidade do dioxido de titAnio com os tecidos e o sangue, torna-o
atil para aplicacdes de carater biomédicas. No entanto, propriedades fisico
quimicas incluindo caracteristicas como fase cristalina, energia de superficie,
carga e hidrofilicidade séo capazes de alterar e/ou modificar o0 comportamento
desse material quando em contato com sistemas biologicos. Desta maneira,
esses pontos vém sendo estudados diante de fenbmenos como o da coagulacéo
sanguinea (ERICKSSON; LAUSMAA; NYGREN, 2001; THOR et al., 2007;).

Tais preceitos fazem com que o controle da estrutura cristalina na
nanoescala seja de extrema importancia na finalidade de aplicacdo do TiO,. No
entanto, a maior parte das investigacdes presente na literatura foi feita com a fase
rutilo, o que traz a necessidade de outros estudos que abordem os demais
polimorfos (HONG; KURT; THOR, 2013; HUANG et al., 2017).

2.2 Interagdes do titAnio com os sistemas biologicos

A superficie de um biomaterial pode desempenhar um papel importante na
acdo e em seu destino bioldgico, ja que esta € o principal caminho para sua
interacdo com o corpo. Sabe-se, por exemplo, que o contado do sangue com
algumas superficies pode ser capaz de ativar a coagulacdo, além de estimular
respostas celulares e do sistema complemento (HANSSON et al., 2005; WEBER
et al., 2018; YAZDANYAR; ASCHAUER; BOWEN, 2018).

Em implantes dentarios, por exemplo, a interacao da superficie do titanio com
0 sangue é considerada uma das chaves no sucesso da osseointegracdo. Isso
por que, esse contato inicial pode influenciar o desenvolvimento de coagulos que
passam a se formar devido a agregacao plaquetaria e ativacdo dos fatores de
coagulacdo que acredita-se serem gerados por conta de tal relacdo (PARK;
DAVIES, 2000; DI IORIO et al.2005; THOR et al., 2007; AREID et al., 2018).

Ao lidarmos com a interface sangue/biomateriais, 0s mesmos podem agir

iniciando a coagulacdo plasmética atraves do contato com as suas superficies, ou



ainda, ligarem-se a fatores de coagulacdo para perpetuar e/ou intensificar esse
processo. Quando ativagBes do sistema hemostético ocorrem mediadas pela
superficie de um determinado material, passamos a ter processos de adesao
plaguetéria, ativacdo e formacédo de trombos que podem se tornar satisfatorios
quando desejamos ac¢les coagulantes. Proteinas adsorvidas, como Fator Xl e
fibrinogénio também participam dessas interagdes. A adsorcdo do fator XIl em
superficies negativamente carregadas, por exemplo, provoca uma mudanca de
conformacado, culminando com sua autoativacdo. Acredita-se que a adsorcdo
dessas moléculas junto as superficies de teste seja um ponto fundamental no que
diz respeito a compatibilidade com o sangue (SANCHEZ et. al, 2002; HANSSON
et al., 2005;FROHLICH, 2016; WEBER et al., 2018).

Por ser um componente que frequentemente pode estar em contato com
superficies ésseas, tecidos moles e consequentemente em interacdo com o
sangue, o achado de que o titanio induz reagfes trombogénicas in vitro, pode
torna-lo menos adequado para a composicdo de alguns dispositivos médicos. No
entanto, derivados desse elemento como nanofibras, que possuam superficie
capaz de ativar o sistema hemostético, levando a adeséo plaquetaria e formacao
de trombos, podem ser interessantes quando se pensa em trabalhar com
hemostasia e solucdes de problemas como possiveis hemorragias em sitios
cirirgicos (HONG et al., 2005; ROY; PAULOSE; GRIMES, 2007;HULANDER et
al., 2009).

2.3Hemostasia

A hemostasia pode ser caracterizada como um processo dindmico e de
constante equilibrio entre agentes pré-coagulantes, anticoagulantes e
fibrinoliticos. Essa interacdo preserva a fluidez do sangue quando 0s vasos
sanguineos estao intactos e desencadeia a formacdo de coagulos para evitar
hemorragias excessivas quando os mesmos séo lesados (COTRAN, 2000;
SILVA, et. al, 2015; SILVERTHORN, 2017).

Os elementos do sistema hemostatico incluem vasos sanguineos,

substancias anticoagulantes naturais, plaquetas e proteinas de coagulacéo, além



de mecanismos de fibrindlise. O equilibrio funcional desse processo € entdo
garantido por uma complexa interacdo entre proteinas celulares, respostas

celulares e regulacéo do fluxo sanguineo (FRANCO, 2001).

Quando se realiza qualquer procedimento cirlrgico ou ocorrem traumas de
outra natureza, os vasos e tecidos séo lesados e isso gera sangramentos. Diante
desse tipo de situacdo exige-se uma hemostasia bem sucedida e que seja capaz
de satisfazer o controle hemorragico (JUNIOR, 2016).

A chamada cascata de coagulacdo € uma agdo que conta com mais de
vinte proteases que se ativam mutua e subsequentemente em duas vias
principais que culminam com a formacédo de uma rede de fibrina e um coagulo
estavel (MAITZ et al., 2003). Embora atualmente tal conceito jA venha sendo
substituido por um novo modelo baseado também nas superficies celulares, o

mesmo ainda € adotado como forma de explicagdo mais simplificada dos

processos envolvidos na coagulacdo (FERREIRA et al., 2010).

Um aumento da cinética coagulativa € particularmente atil em pacientes
gue sofrem hemorragias graves ou até mesmo durante intercorréncias que se
apresentem no decorrer de um atendimento odontolégico (ROY; PAULOSE;
GRIMES, 2007; GUPTA; MUTHUSEKHAR; KUMAR, 2018). Hemorragias poés-
operatorias, por exemplo, sdo complicacdbes que podem acontecer apos
procedimentos nos tecidos da cavidade oral,devido a influéncia principalmente da
alta vascularizagéo presente nessa regido. Tal fato deve levar o cirurgido dentista
a adotar medidas que favorecam uma hemostasia imediata ap6s a concluséo de
um processo cirurgico, como forma de diminuir o risco de possiveis sangramentos
exacerbados (MOURAO et.al, 2018).

Os sangramentos associados a intervencfes cirdrgicas orais, além de
causarem desconforto e possiveis riscos para o paciente também podem levar a
um aumento do tempo clinico do profissional envolvido. Uma das formas mais
comuns encontradas na pratica clinica € o sangramento pos-exodontia. Para isso,
existe uma ampla diversidade de técnicas sugeridas para lidar com tal situacéo,
seja ela em pacientes saudaveis ou comprometidos. As intervencfdes podem ser
locais e/ou sistémicas e dentre as de carater mais comum podemos citar a

realizacdo de compressas de gaze, suturas oclusivas e uso de agentes
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hemostaticos locais (SCHREIBER; NEVELEFF, 2011; KAMOH; SWANTEK, 2012;
SUMANTH; PRASHANTI; AGGARWAL, et al., 2016; GUPTA; MUTHUSEKHAR,;
KUMAR, 2018).

2.4. Agentes Hemostaticos

Quando nos deparamos com casos de hemorragias, a literatura expressa
variados protocolos que auxiliam no tratamento e reduzem o nimero de episodios
de sangramento (BREWER; CORREA, 2006; MANCUSO; SANTAGOSTINO,
2011; KAZANCIOGLU et al., 2012).

Entre as medidas mais utilizadas, os cirurgides dentistas podem fazer uso
de aparatos como esponjas e géis de fibrina, esponjas de celulose, suturas,
compressdes locais, ou até mesmo de agentes anti fibrinoliticos como o acido
tranexamico, estando o processo de hemostasia na cavidade oral ligado ao
dindmico equilibrio da relacdo entre a formacgdo de fibrina e plasmina. Os
hemostéticos locais por sua vez, trazem beneficios promovendo um rapido
controle das hemorragias, fato esse que também contribui na reducdo da
ansiedade do paciente gerada por conta do sangramento.(BAJKIN et al., 2009;
HONG et al., 2010; MORIMOTO et al., 2011; KAZANCIOGLU et al., 2012; COSTA
et al., 2013; MORIMOTO et al., 2015; ZIRK et al., 2016; ZIRK et al., 2018,).

Atualmente, diversos tipos de agentes hemostaticos tdpicos estédo
disponiveis no mercado para 0 uso em cirurgias orais. Tais produtos podem atuar
de maneira passiva, quando sao estruturas que favorecem a adesao plaquetaria
para consequente formacdo de um coagulo, ou ativa quando interferem
diretamente na cascata de coagulacdo. Alguns produtos disponiveis no mercado
apresentam baixo pH e alcancam a hemostasia via vasoconstriccdo local,
desnaturacdo das proteinas do sangue e/ou ativagcdo mecéanica da cascata de
coagulacdo. No entanto, o ambiente acido capaz de ser criado decorrente da
aplicacdo desses materiais pode ser prejudicial a estruturas adjacentes aos sitios
cirurgicos. Em casos de intervencdes em meio bucal, o nervo alveolar inferior, por
exemplo, pode apresentar disturbios temporarios. O hemostético ideal além de
possuir eficacia, deve ser acessivel e principalmente seguro de usar no corpo
(LOESCHER; ROBINSON, 1998; KAMOH; SWANTEK, 2012).



Nos ultimos anos, a descoberta de novos materiais e seu desenvolvimento
baseado em terapias, dispositivos e produtos de uso médico tem colaborado no
tratamento e diagnostico de muitos acometimentos significativos a saide humana
(PAN et al., 2016). Se tratando de agentes com capacidade hemostatica, 0s
avancos nao tem sido diferente e a literatura ja traz relato sobre estudos que
envolvem o tema. O potencial trombogénico e as agbes no processo de
coagulacdo vém sendo investigados em estudos com quitosana, celulose,
plaguetas de poliestireno, nanoparticulas de metais e 6xidos diversos e mdultiplas
combinacdes de nanoestruturas e superficies de titanio (ROY; PAULOSE;
GRIMES, 2007; MALMQUIST; CLEMENS ; OIEN , et al.,, 2008; KAMOH,;
SWANTEK, 2012; LIMA et al., 2015; FROHLICH, 2016; VEZEAU, 2016).

Em um estudo realizado por Roy e colaboradores (2007) nanotubos de
TiO, pareceram atuar como um suporte, facilitando a formacgéo de fibrina. Tais
autores relataram uma diminuicdo no tempo de coagulagdo quando os materiais
foram usados em comparacdo com sangue puro, descrevendo também uma
maior resisténcia do coagulo formado. Além disso, os mesmos sugeriram a
aplicacdo de bandagens funcionalizadas com o0s materiais em questdo para
ajudar a conter ou parar hemorragias, 0 que prova que nanoestruturas a base de
titAnio podem ter potenciais trombogénicos e serem usadas como auxiliares nos

processos hemostaticos.



3. PROPOSICAO
3.1 Geral

Avaliar as propriedades hematoldgicas e trombogénicas de nanofibras de

titanio (TiO,) produzidas através do método de Solution Blow Spinning (SBS).

3.2. Especificos

v Avaliar caracteristicas fisico-quimicas das nanofibras por meio de testes
como difracdo de raios x, andlise do angulo de contrato e Microscopia

eletrbnica de varredura;

v'Avaliar o comportamento biolégico e a citotoxicidade de trés diferentes

nanofibras de titanio (TiO,) produzidas pelo método de Solution Blow

Spinning (SBS);

v' Avaliar o potencial de hemaglutinacdo e taxa de hemolise de eritrécitos

humanos expostos as nanofibras testadas;

v Avaliar o tempo de coagulacdo do sangue total quando em contato com as

distintas nanofibras testadas em diferentes concentragdes;



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamentos do estudo

Foi realizado um estudo de natureza experimental, carater laboratorial e in
vitro, no qual adotou-se uma abordagem indutiva, utilizando-se de procedimento
comparativo estatistico e técnica de documentacdo direta em laboratorio
(LAKATOS; MARCONI, 2010).

O desenho desse projeto contou com a sintese e caracterizacdo de
nanofibras ceramicas de 6xido de titanio, obtidas por meio da técnica de fiacdo
por sopro em solucdo (SBS) seguido posteriormente, da avaliagdo de
propriedades hematoldgicas e trombogénicas dos materiais obtidos. Para tanto, o
mesmo foi desmembrado basicamente em 2 etapas, de acordo com o fluxograma

geral apresentado na Figura 1.

[ Projeto }
I

I |
[ Parte 1 ] [ Parte 2 ]

| ’
Producio das Ensaios in vitro de

nanofibras de TiO, por hemocompatibilidade e
acao de coagulagao
SBS -
! das nanofibras

4 A R

Caracterizagoes: Testes:
7 (v v" Toxicidade celular;
L MEV" v" Hemaglutinagdo e
PO hemolise;
v" Angulo de v Tempo de
Contato. coagulacao.
’ - - \ I /
Local: Laboratorio de Tecnologia Local: Laboratério de Cultivo e
de Materiais (UFCG) Anélise Celular (LACEC -UFPB)

Figura 1—Fluxograma béasico da organizacdo do projeto.
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4.2 Consideracdes éticas

Devido a necessidade de envolver a coleta de material bioldgico (sangue
periférico) para realizacdo dos testes propostos para as nanofibras em questéo, o
projeto de pesquisa se adequou aos critérios de recomendacfes e exigéncias
instituidas pela Resolucéo n°® 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

O mesmo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) sob Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAEE)
60924816.1.0000.5188 e parecer de numero 1.828.476.

4.3 Sintese e caracterizacdo das nanofibras

4.3.1 Obtencao das nanofibras

As nanofibras de dioxido de titanio (TiO,) foram produzidas através da

técnica de fiacdo por sopro em solucdo (Solution Blow Spinning —SBS)
preconizada por MEDEIROS (2009) (Figura 2).

Figura 2 - Esquema do aparato utilizado na fiacdo por sopro em solucéao (SBS)

(1) Compressor de ar; (2) manémetro para regular o fluxo do ar; (3) sistema de injecdo da
solugdo polimérica, (4) sistema de tubos concéntricos acoplados ao mandmetro; (5)
sistema de aquecimento (forno) e (6) coletor de nanofibras. Imagem adaptada de :
Medeiros et.al, 2009.
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Para tal, adotou-se a metodologia seguida por COSTA et.al (2016),
utilizando-se uma fonte de titdnio e um polimero para a produgdo da solucéo
precursora. A fiacdo foi realizada em condi¢cdes pré-estabelecidas, com taxa de
injecdo de 4,4ml/h e presséo do ar de 483 KPa até que uma manta de nanofibras
fosse formada no coletor (Figura 3). ApoOs a fiagdo, as mantas foram calcinadas
em trés temperaturas distintas a fim de obter-se diferentes fases cristalinas para o

estudo.

-
Figura 3- Aspecto das nanofibras apés a fiacdo por SBS

Todo processamento descrito foi realizado pela unidade académica de
Engenharia de Materiais no Laboratério de Tecnologia de Materiais do Programa
de Pés-Graduacdo em Engenharia de Materiais da Universidade Federal da
Campina Grande (UFCG) e o material obtido foi caracterizado, armazenado e
encaminhado em coletores estéreis para prosseguimento dos testes no
Laborat6rio de Cultivo e Analise Celular (LACEC) da UFPB.
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4.3.2 Caracterizagéo Das Nanofibras

Todo material produzido foi caracterizado através de difragdo de raio X
(DRX), a radiacéo utilizada foi Cu Ka (40kV/30mA), modo de operagao de tempo
fixo, tempo de permanéncia de 0,60 segundos, varredura de 10° a 80°; passo de
0,02° (Aparelho Shimadzu,XRD6000) e microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) (SHIMADZU, SSX-550) pelo Laboratério de Tecnologia de Materiais
(UFCG).

A afericdo da molhabilidade através da mensurac¢do do angulo de contato
com a agua foi feita no Laboratério Integrado de Biomateriais (LABIO — UFPB). O
angulo de contato (0) foi medido através da distribuicdo de uma gota (10 pl) de
agua deionizada por uma pipeta de precisdo (ecopipette 0,5-10ul, CAPP,
Dinamarca) sobre a superficie dos corpos-de-prova (n=3). Fotografias
padronizadas das goticulas foram obtidas através de uma camera digital (CANON
EOS REBEL T3i, lente Vivitar 100mm autofocus Macro, no modo manual, 1SO
100, regulagem de obturador 1/80 e diafragma f22), montada em tripé,
imediatamente ao contato da gota com o corpo-de-prova e fotografias adicionais
foram registradas. (BABU et al., 2014, FARIAS et al, 2015, COSTA et.al, 2016).

4.4Testes de Contaminacgéo e Ensaios in vitro.

Antes de dar inicio aos testes bioldgicos, todas as fibras foram codificadas,
e passaram a receber as denominacdes: HemoFiber 1, HemoFiber 2 e HemoFiber
3, como serdo expressas ao longo deste trabalho.

Como forma de garantir a auséncia de contaminagdo das mesmas,
realizou-se um controle de esterilidade. Nesta etapa, pequenas porgdes de todas
as amostras recebidas (5mg/cada) foram cultivadas em 2mL de caldo Agar
Sabouroud Dextrose e BHI por 24h. Em seguida, foram semeadas em triplicata
em placas de petri e mantidas em estufa por mais 24h.

A partir do momento em que se garantiu a auséncia de micro organismos
nas nanofibras, os estudos para verificagdo do comportamento biologico desses

materiais em contato com sangue humano foram realizados no Laboratério de
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Cultivo Celular (LACEC) da Escola Técnica de Saude da Universidade Federal da

Paraiba (UFPB), no minimo, em duplicata.

4.4.1. Coleta de sangue periférico humano

Voluntarios do sexo masculino foram angariados e convidados a
participarem do presente trabalho, mediante livre e espontanea vontade e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para doacédo de
sangue, em cumprimento com todos os critérios que se referem a ética aplicada
em pesquisas que envolvem seres humanos.

Colheram-se em média 30 mL de sangue periférico dos individuos, que
apresentavam faixa etaria entre 18 e 45 anos, ndo possuissem nenhum histérico
de doencas infectocontagiosas, cronicas e/ou alérgicas, ndo fossem etilistas e/ou
tabagistas e que nado fizessem ou estivessem em uso de antibioticos,
medicamentos com carater imunomodulador ou anticoagulantes, sendo
considerados sadios e com bom estado de saude geral.

Para todas as amostras coletadas foi realizado um teste rapido e semi
quantitativo para proteina C reativa, como forma de garantir que nenhum dos
voluntarios apresentava processos inflamatorios ativos.

O material sanguineo foi obtido através de puncdo venosa atraumatica a
vacuo, disposto em tubos estéreis contendo anticoagulante heparina sddica
(Becton Dickinson, Vaccutainer, Brasil) e também por meio de escalpes e
seringas descartaveis de 10 mL onde era disposto em tubos de ensaio

comerciais.

4.4.2. Isolamento e cultivo das células mononucleares (PBMCs)

Os PBMC foram isolados por meio da técnica de gradiente de Ficoll-Paque™
1077 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) baseado no protocolo seguido
por Leelatian et al. (2015).

Uma fracdo das amostras de material biolégico coletado passou pelo processo
de centrifugacdo seguindo parametros de 400g e 25°C por 30 minutos do sangue

com Ficoll. Consequentemente, se formaram camadas distintas e a faixa
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correspondente ao conteudo leucocitério foi recolhida e disposta em tubos falcon
de 15 mL seguido por lavagens consecutivas em trés vezes com tampé&o de
fosfato (PBS) e centrifugacdo a 300g por 10 minutos.

ApoOs os procedimentos citados, a quantificacdo do numero de células viaveis
foi obtida pelo método de exclusdo do azul de Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich® St.
Louis, EUA) e a contagem de células mortas coradas e integras ndo coradas, feita
em um contador automatico de células (Countess Il FL Automated Cell

Counter, Thermo Fisher Scientific).

As células consideradas viaveis foram separadamente suspendidas e
tiveram um volume ajustado na concentracdo de 2x10° cel./ml em meio RPMI
1640 (GIBCO) suplementado com soro fetal bovino (5%), penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) e ImM HEPES.

4.4.3 Ensaio de Citotoxicidade

Aliquotas de 200 pl dos PBMCs a 2 x 10° cel/ml, estimuladas com 1 pl/ml
de fitohemaglutinina (PHA-P; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram incubadas
com amostras das respectivas fibras em trés concentracdes em pocos de
poliestireno preto inCorning® 96 fundo plano (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
durante 24 horas a 37°C em uma atmosfera umidificada a 5% CO,. Depois disso,
20ul de resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 0,56uM foram depositados
em cada poc¢o e aguardou-se um periodo de incubacdo de 10 horas para leitura.
A fluorescéncia foi medida no GloMax®-Multi Microplate Reader (Promega,

Madison, EUA) e a porcentagem de viabilidade calculada da seguinte forma:

% De citotoxicidade = [(FI 590 das amostras teste / FI 590 de células controles) x
(1200)]

Onde: FI 590 = Intensidade Fluorescente a uma emisséo de 590 nm (excitagao de
560 nm)
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4.4.4. Testes de hemaglutinacdo e hemolise

Os testes de hemaglutinacdo e hemolise seguiram 0S mesmos passos
descritos por Lima et.al. (2015).

Resumidamente, amostras de sangue periférico de trés voluntarios
saudaveis foram colhidas em tubos heparinizados (Becton Dickinson,
Vaccutainer, Brasil) e em seguida, centrifugadas a 1500 rpm, durante 15 minutos.
Através desse processo, 0 plasma resultante, plaquetas e glébulos brancos foram
descartados e os eritrocitos lavados trés vezes com 15mL de solugédo tampéao de
fosfato (PBS) de pH 7,4.

No ensaio de hemaglutinacdo, baseado nos métodos de Banerjee et al
(2011), os eritrécitos foram diluidos em PBS a 1% e 200 pL da solucao resultante
foram transferidos para uma microplaca de 96 pog¢os de fundo “U”. Além do
conteulido disposto, 0s poc¢os continham trés quantidades diferentes de cada fibra
gue estava sendo testada (HemoFiber 1, HemoFiber 2 e HemoFiber 3) com cada
concentracdo sendo testada em triplicata..

A inoculacdo foi feita & temperatura ambiente durante uma hora, com
posterior avaliacdo visual e fotografica realizada por um pesquisador treinado
para verificar a presenca de hemaglutinacéo ou apenas a formacédo de botdes de

hemacias, seguindo os critérios adotados por Lima et.al. (2015).

A hemaglutinagédo foi quantificada utilizando a escala proposta por
Stavitsky e Jarchow (1954):
+ + + + Aglutinacéo granular compacta;
+ + + Matéria homogénea na parte inferior do tubo com os bordos dobrados;
+ + Matéria suave na parte inferior do tubo com bordas irregulares;
+ Anel vermelho estreito em torno da borda da matéria homogénea;
+ Menor area de tubo com aspecto +, e um anel vermelho mais evidente ao redor;

- Bot&o discreto no centro da parte inferior do tubo;

Por fim, a atividade hemolitica foi obtida, seguindo-se o0 método de Singhal
e Ray (2002). Decorridos sessenta minutos de contato das fibras dentro dos
pocos com os eritrécitos, 70 uL do sobrenadante foram transferidos para uma

placa de fundo plano de 96 pocos. A mesma foi entdo levada para um leitor de
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microplacas por absorbancia (GloMax-Multi), no qual utilizou-se um filtro de
comprimento de onda de 560 nm como parametro. Controles positivos e

negativos foram feitos com agua destilada e PBS, respectivamente.

O percentual de hemdlise foi calculado através da aplicacdo da seguinte

formula:

% de hemolise = AA - AN
AP - AN

x 100

Onde, AA, AP e AN corresponderam a absorbancia da amostra, absorbancia

positiva e absorbancia negativa, respectivamente.

O indice de Hartmann et.al (1970) foi utilizado para interpretacdo dos
resultados e a partir dele uma taxa menor do que 5% foi interpretada como

aceitavel para hemolise.

4.4.5. Afericbes do Tempo de Coagulacéao (TC)

Para afericdo do tempo de coagulacéo utilizou-se o método de Lee-White,
seguindo o protocolo proposto por Austen e Rhymes (1975).

Resumidamente, coletou-se sangue fresco com uso de um escalpe n°23 e
seringas plasticas de 10 mL, em 10 voluntarios saudaveis, sem nenhum tipo de
coagulopatia. O sangue coletado nas seringas foi transferido diretamente para
tubos de vidro padronizados, limpos, secos, estéreis e pré-aquecidos que
continham trés concentragfes das nanofibras testadas. Cada tubo recebeu o
conteudo de 1 mL de sangue e foi levado em banho Maria a 37° C. Apés 2
minutos no banho cada tubo era examinado no intervalo de aproximadamente 15
segundos e inclinado suavemente. O conteudo presente foi considerado
coagulado quando os tubos puderam ser vertidos sem movimento significativo do
sangue em seu interior. O tempo de coagulagao foi registrado em segundos (s) e

0 ensaio realizado em duplicata para cada doador (n=10).
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A partir do momento que 0 sangue passava para seringa de coleta, um
crondmetro foi disparado e a contagem do tempo s6 foi encerrada quando
pesquisadores treinados identificassem a formacéo de um coagulo.

Ao final, obtiveram-se as médias e desvios padrbes para cada fibra e
concentracéo e os resultados foram comparados a um controle negativo que era
composto apenas por tubos secos que nao continham nenhum tipo de material
e/ou aditivo no seu interior. O teste e as avaliacOes foram feitos de maneira cega.
Ou seja, os pesquisadores envolvidos n&o tinham conhecimento sobre a

composicgao, caracteristicas ou as concentracdes das fibras testadas.

4.5 Analises dos dados

Os graficos e difratogramas resultantes do DRX foram gerados no através
do software Origin.

O angulo de contato foi analisado e medido atraves da interface liquido/ar,
pelo programa Image J.

Os testes de contaminacdo foram considerados positivos caso houvesse
crescimento de coldnias nas placas semeadas.

A hemaglutinagdo foi quantificada utilizando a escala proposta por
Stavitsky e Jarchow (1954) com a andlise sendo realizada de maneira descritiva e
também através da porcentagem (%) do fenbmeno que era observada em cada
pOGo.

As taxas de hemdlise e citotoxicidade foram calculadas a partir das
férmulas j& apresentadas anteriormente e os resultados exibidos descritivamente

na forma de porcentagem.
Para o tempo de coagulacdo, os dados foram tabulados no programa

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versao 19.0 e submetidos ao teste

ANOVA, adotando-se um nivel de significancia de 5% (a=0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagfes das nanofibras

5.1.2 DRX
Como ja era esperado, devido as temperaturas distintas de calcinagéo, cada
nanofibra apresentou uma fase cristalina dominante em sua composi¢ao, 0 que

pdde ser observado através da leitura por difracdo de raios X (Figura 4).
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Figura 4: Difratogramas demonstrando os diferentes padrdes encontrados para

0s materiais produzidos. Na sequéncia, HemoFiber 1, 2 e 3.

5.1.3 MEV

As imagens da microscopia eletrbnica de varredura evidenciaram
nanofibras continuas e bem formadas para as trés temperaturas testadas. As

estruturas podem ser visualizadas nas imagens seguintes (Figura 5)
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Figura 5: Imagem dos trés materiais obtidos apods diferentes temperaturas de
calcinacgéo.
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5.1.4 Angulo de contato

A mensuracdo da molhabilidade através da medigcdo do angulo de contato
demonstrou que as trés fibras em questdo (HemoFiber 1, HemoFiber 2 e
HemoFiber 3) sdo altamente hidrofilicas, tendo apresentado absorcao imediata da
gota dispensada sobre a superficie e ©® podendo ser considerado zero. Ainda,
segundo representacéao feita por Bacovska e colaboradores (2016), 8 <5° em 0,5
segundos sugere um material de natureza superhidrofilica. Tal conclusdo pode

ser observada pela sequéncia de imagens abaixo representada pela figura 6.

HemoFiber 1

HemoFiber 2

HemoFiber 3

Figura 6 — Imagens realizadas para a mensuracéo do angulo de contato

* Sequéncia de imagens representando a rapida absorcdo da 4gua e praticamente a auséncia da
formacao de um angulo de contado em todas as superficies.
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5.2. Testes de contaminacgéao

Apoés o cultivo em dois meios microbiologicos distintos (fungos e bactérias),
nenhuma das amostras semeadas apresentou crescimento (Figura 7),

demonstrando-se todas aptas a realiza¢do dos demais testes biolégicos.

Figura 7 - Sequéncia de placas demonstrando a auséncia de crescimento

microbiolégico em meios de cultura para fungos e bactérias ap6s semeadura de

todas as nanofibras testadas.
* BHI = Meio Brain Heart Infusion ~ASD= Meio Agar Sabouround Dextrose
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5.3 Ensaio de Citotoxicidade

Os resultados do teste de citotoxicidade (n=3) demonstraram boa
compatibilidade biolégica para as culturas de PBMCs quando em contato com 0s
trés tipos de fibras. Independente da concentracdo utilizada, a taxa de viabilidade
celular nédo foi prejudicada, ocorrendo inclusive, um aumento da proliferagdo em
relacdo ao controle no periodo experimental de 24h. Os valores encontrados

estdo expressos na figura 8.

200 mCl mC2 wmC3 mControle

180
160
140
120
100

80

Viabilidade Celular (%)

60
40
20

Controle HF 1 HF 2 HF 3

Figura 8- Grafico ilustrativo da viabilidade celular encontrada para as

diferentes nanofibras, em diferentes proporgdes. * HF = HemoFiber.

Embora todos os grupos tenham se mostrado compativeis e a maioria ficado
acima da referéncia do controle, para a HemoFiber 3 o aumento das

concentracdes provocou uma pequena queda nos valores de viabilidade celular.
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5.4. Testes de Hemaglutinacdo e Hemdélise

O aspecto de hemaglutinacao foi analisado em todos 0s pocos que continham

as diferentes concentracfes das HemoFibers 1, 2 e 3, conforme apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1. Percentual de reatividade hemaglutinante de eritrocitos humanos

incubados com as nanofibras testadas.

++++

Hemaglutinacao (%)*

Indeterminado**

Fibra (mg/mL) @ O @ @ @ O

HemoFiber 1 (C1)
HemoFiber 1 (C2)
HemoFiber 1 (C3)
HemoFiber 2 (C1)
HemoFiber 2 (C2)
HemoFiber 2 (C3)
HemoFiber 3 (C1)
HemoFiber 3 (C2)

HemoFiber 3 (C3)

111

44,4
11,1
33,3
66,7

100

33,3
88,8
11,1

33,3

66,7

22,2

55,6

100
100

66,67 33,3

*Porcentagem dos pocos compativeis com Stavitsky (1954).

x* [ndica a porcentagem das amostras que apresentaram nanofibras na superficie dos pocos o
que distorceu a definicdo visual do evento hemaglutinante.

A partir dos dados acima foi possivel observar que o comportamento para

hemaglutinagéo diferiu entre as fibras.

Enquanto as HemoFiber 1 e 2

apresentaram algum grau de atividade hemaglutinante, com tal fenbmeno se

intensificando com o0 aumento das concentragcdes, o mesmo nédo foi constatado
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para a HemoFiber 3, independentemente da quantidade de fibra presente em
cada poco.

Apés a determinacdo ou ndo da hemaglutinacdo, os sobrenadantes
resultantes foram transferidos para uma placa de 96 pocos de fundo chato e

submetidos a andlise espectrofotométrica.

Como observado na Tabela 2, nenhuma das nanofibras nas proporcoes
testadas apresentaram absorbancia maior que o controle positivo de hemdlise

(dgua destilada).

Tabela 2: Atividade hemolitica das diferentes nanofibras em eritrécitos humanos.

Material Densidade Optica Hemolise %
560 nm
Agua Destilada 0,408 + 0,042 + Controle
PBS 0,059 + 0,001 - Controle
HemoFiber 1 - C1 0,088 + 0,014 8,14
HemoFiber 1 — C2 0,109 + 0,050 14,23
HemoFiber 1 — C3 0,124 + 0,036 18,55
HemoFiber 2 — C1 0,068 + 0,010 2,49
HemoFiber 2 — C2 0,069 + 0,012 2,78
HemoFiber 2 — C3 0,075+ 0,012 4,35
HemoFiber 3 - C1 0,057 £ 0,006 0
HemoFiber 3 — C2 0,063 + 0,009 0,95
HemoFiber 3 — C3 0,075 + 0,002 4,58

As taxas de hemdlise variaram de 0 a 18,55%. Para esse parametro a
HemoFiber 3 apresentou os melhores resultados enquanto a HemoFiber 1 teve os
valores mais elevados na maior concentracéo testada, ficando acima do nivel de

5% considerado como aceitavel.
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O comportamento hemolitico das nanofibras testadas pode ser observado

atraves do grafico representado pela figura 9.

20
18
16
14
12
10

Hemodlise (%)

SO N b~ O

HF 1

HF 2

ECl mC2 mC3

HF 3

Figura 9 - Grafico ilustrativo das taxas de hemolise encontradas para as

diferentes nanofibras, em diferentes propor¢des.* HF = HEMOFIBER.

5.5 Aferigcdes do Tempo de Coagulacéo (TC)

A tabela a seguir apresenta os dados dos valores descritivos do tempo de

coagulacao (médias e desvio padrao) para todos 0s grupos testados.
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coagulacao representado em segundos.

Tabela 3. Médias e desvios padrao para todos os grupos testados. Tempo de

Grupos Média (s) n Desvio-padréao
HemoFiber 1 — C1 356,3000 10 21,86092
HemoFiber 1 — C2 354,0000 10 13,82027
HemoFiber 1 — C3 339,3500 10 21,75374
HemoFiber 2 - C1 367,8000 10 20,70454
HemoFiber 2 — C2 367,6500 10 16,26696
HemoFiber 2 — C3 341,6000 10 28,71488
HemoFiber 3—C1 336,8000 10 30,96790
HemoFiber 3 — C2 324,5500 10 29,13327
HemoFiber 3 - C3 329,2000 10 31,38400

Controle 407,4000 10 35,52292

Total 352,4650 100 33,93355

Comparando apenas 0S grupos experimentais com o controle a analise

estatistica mostrou que houve diferenca significante entre eles. Os dados

descritos podem ser observados na tabela a seguir.

Tabela 4. ANOVA (One-Way) para os Tempos de coagulagcdo em relacao

apenas ao controle, sem considerar as concentracdes testadas.

Soma dos al Mean F Sig.
Quadrados Square
Entre Grupos 46560,402 3 | 15520,134 | 22,094 | 0,0001
Dentro de 67436,725 96 702,466
Grupos
Total 113997,127 99
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Como obtivemos um p<0,05, foi realizado um Pos teste de Tukey para

descobrir as interagcbes entre os grupos. De acordo com o teste proposto todas as

fibras diferiram do controle. HemoFibers 1 e 2 nao diferiram entre si e a

HemoFiber 3 foi diferente de todas as outras, com o menor tempo de coagulacéo

entre todos 0s grupos.

Tabela 5. PGs Teste de Tukey

Grupo

HemoFiber 1

HemoFiber 2

Controle

HemoFiber 3

N

1

30 330,1833

10

2

349,8833

359,0167

3

407,4000

Para andlise estatistica do relacionamento dos grupos experimentais entre

si, os dados de tempo de coagulacdo (TC) foram submetidos ao modelo

estatistico da analise de variancia (dois fatores), ou Two-Way ANOVA. O

resultado deste esta apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. ANOVA (dois fatores) para os dados de TC.

Fonte Tipo Il Soma | gl | Mean Square F Sig. Eta Parcial
dos ao
Quadrados Quadrado
Modelo Corrigido 20034,439°% 8 2504,305 4,134 ,000 ,290
Interceptar 10796941,736 | 1 10796:41’73 178251’06 ,000 ,995
Grupo 13028,689 2 6514,344 10,752 | 0,0001 ,210
Concentracao 4545,839 2 2272,919 3,752 0,028 ,085
Grupo *
~ 2459,911 4 614,978 1,015 ,405 ,048
concentragcdo
Erro 49074,075 81 605,853
Total 10866050,250 | 90
Total Corrigido 69108,514 89

a. R Squared =,290 (Adjusted R Squared =,220)
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A ANOVA demonstrou que os dois fatores foram significativos (p<0,0001)
sendo assim, existiram alteragbes provocadas pelo fator grupo e pelo fator
concentracao.

5.5.1 Fator Grupo

O Poés-teste de Tukey demonstrou que a HemoFiber 3 foi diferente das
demais.

Tabela 7. Resultados expressos pelos testes de Tukey

Tempo de Coagulacéao (s)

N

HemoFiber 3

330,1833

Tukey HSD® HemoFiber 1 30 349,8833
HemoFiber 2 30 359,0167
Sig 1,000 0,327

5.5.2 Fator Concentracao

Para o fator concentragdo, os resultados estatisticos através do teste de
Tukey séo apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Resultados expressos pelos testes de Tukey levando-se em
consideracéo o fator concentragao.

Tempo de Coagulacéao (s)

Concentragao Subconjunto

\
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Baseado no exposto, as anélises mostraram que ndo houve diferenca entre

as concentracdes de C1 e C2 nem entre C2 e C3. No entanto, a concentragao de

C3 mg/ml mostrou-se distinta quando comparada a de C1 mg/mL, apresentando

relevancia estatistica.

5.5.2 Fator Concentragcao x Tempo

Quando se trabalhou com a interseccdo das duas variaveis do estudo, os

dados gerados puderam ser observados por meio da tabela 9.

Tabela 9. Comparacdo por pares entre o tipo de fibra e as concentracfes
trabalhadas.

() Concentr.

C1 mg/mL

C2 mg/mL
HemoFiber

1 C3 mg/mL

HemoFiber
2

C1 mg/mL

HemoFiber C2 mg/mL
3

C3 mg/mL

Tempo de Coagulacao (s)

(J) Concentr.

C2 mg/mL
C3 mg/mL
C1 mg/mL
C3 mg/mL
C1 mg/mL
C2 mg/mL

C2 mg/mL
C3 mg/mL
C1 mg/mL
C3 mg/mL
C1 mg/mL
C2 mg/mL

Mean

Differenc

e (I-J)

12,250
7,600
-12250
- 4,650
-7,600
4,650

0,835
0,129
0,835
0,187
0,128
0,187

95% Confidence Interval for

Difference®

Upper Bound

-19,602
-4,952
-24,202
- 7,252
- 38,852
- 36552

24,202
38,852
19,602
36552
4,952
7,252

A partir da interpretacdo da tabela foi possivel constatar que para as

HemoFibers 1 e 3 as concentra¢cfes ndo influenciaram nos tempos de coagulacao

obtidos. Ja para a HemoFiber 2 o valor de C3 foi mais eficiente na reducéo do TC.
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6 DISCUSSAO

As caracteristicas inerentes dos nanomateriais e as mudancas que podem ser
feitas nesse sentido, sdo capazes de alterar tanto propriedades fisico quimicas
quanto o comportamento biolégico dos mesmos. Isso pode torna-los mais ou
menos propicios a determinados fendmenos fisioldgicos a depender de variaveis
como forma de producdo, composicao, area superficial, topografia, hidrofilicidade,
carga, entre outros (DING et al., 2012; HONG; KURT; THOR, 2013; KOPF et al.,
2015; EVERETT et al., 2016; KLINGVALL EK et al., 2017).

Tal premissa ja descrita na literatura pdde ser ratificada através dos resultados
encontrados no nosso estudo, onde as diferentes condi¢cdes aplicadas na
producdo das nanofibras testadas foram capazes de gerar materiais com
caracteristicas distintas e consequentemente comportamentos diversos nos testes

bioldgicos realizados.

A producao de nanofibras, nesse trabalho, se deu através da técnica de SBS.
Método de facil controle e reprodutivel que proporcionou um bom rendimento. Os
padrées de queima escolhidos para a calcinagcdo dos materiais em questédo
almejaram a formacgao de nanofibras com diferentes fases cristalinas do titanio,
estando de acordo com os achados de outros autores(NUANSING; NINMUANG,;
JARERNBOON, 2006; LI; ZHANG; PAN, 2011; COSTA et al., 2016).

Devido as interacfes que podem ocorrer entre superficies de titdnio com o
sangue, a atividade trombogénica desse metal e seus Oxidos vém sendo
estudada ao longo do tempo. Por sua vez, tentar elucidar tal propriedade tem
ajudado a propor solucdes e intervencdes capazes de reduzi-la, quando néo se
deseja tal efeito. Ou ainda explora-la quando se almeja o desenvolvimento de
estratégias pr6 coagulantes para controles de hemorragias (ISHITOYA et al.,
2002; ROY; PAULOSE; GRIMES, 2007; HUANG et al., 2017).

A escolha do titdnio como material para a fabricagdo das nanofibras remete ao
seu amplo uso biomédico. Além das importantes propriedades ja relatadas para
esse elemento, entre elas a biocompatibilidade (HUANG et al.,1994; ZHANG et
al., 2000; DING et al., 2012;). Dentro deste conceito, 0os ensaios de citotoxicidade

sdo uma das primeiras linhas de teste para avaliagdo do comportamento biolégico
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dos biomateriais. Nesse ponto, todas as nanofibras testadas apresentaram boa
taxa de viabilidade celular, ficando acima dos parametros preconizados pela
Norma 1SO 10993.

O fato dos materiais terem apresentado um alto grau de hidrofilicidade,
também contribui para explicar as interacdes biolégicas que podem ter ocorrido.
Em estudo realizado por Yahyapour (2004), a hidrofilicidade foi relatada como
uma propriedade importante na ativacdo da coagulagdo sanguinea. Na mesma
linha de informacdes, Hong e colaboradores (2013) chegaram a conclusao de que
modificacdes de carater hidrofilico parecem aumentar a capacidade trombogénica
de superficies de titdnio. Durante a investigacdo dos autores, foi constatada uma
maior adesdo plaquetaria e aumento significativo na cascata de coagulacao

guando o sangue foi colocado em contato com superficies mais hidrofilicas.

Os efeitos dessa propriedade no que diz respeito a adesao proteica foram
revisados por Wilson et al. (2005). Por fim, os autores relataram que a adsorcéo
de proteinas é aparentemente promovida quando o sangue e outros fluidos

biolégicos entram em contato com superficies dessa natureza.

Adotando-se condicbes bem estabelecidas, ensaios in vitro com 0 sangue
humano demonstram serem instrumentos adequados quando se deseja estudar
mecanismos que atuem na hemostasia. Além de gerarem inferéncias capazes de

aperfeicoarem a biocompatibilidade dos nanomateriais (FROHLICH, 2016).

Utilizando-se modelos in vitro diversos, varias informacdes em relacdo a
hemocompatibilidade podem ser obtidas. Entre elas podemos citar: alteracdes de
plagquetas, eritrécitos e leucdcitos, geracdo de produtos de ativacdo no plasma e
deposicao de proteinas e células na superficie do material (WEBER et al., 2018)

A qualidade do sangue coletado € importante para permitir analises
padronizadas e com menor risco de viés. Block e colaboradores (2016)
demonstraram que o armazenamento estacionario de sangue durante 4 horas a
temperatura ambiente afeta a funcdo das plaquetas e atividade de leucdcitos.
Além disso, recomenda-se que as puncdes sejam 0 mais atraumaticas possiveis,
como forma de minimizar a ativacdo plaquetaria e o processo de coagulacdo

ainda durante a coleta (Braune et al.,2013). Desta forma, os testes foram feitos
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com sangue fresco de individuos saudaveis, adotando-se um n de 10 voluntarios,
constatando-se auséncia de processos inflamatérios agudos e com o0s

experimentos tendo inicio no menor espaco de tempo possivel apds a coleta.

Em contato com o sangue as nanofibras de TiO, exibiram atividade hemolitica
entre 0 — 18,55%. A ocorréncia de hemodlise é um evento indesejado no
organismo vivo, 0 que aponta para a necessidade de melhor entendimento dos
materiais que apresentem essa reacgdo. Os valores encontrados chegaram a ser
expressivos para a HemoFiber 1, mas, entre os demais materiais as taxas ficaram
abaixo de 5%, o que segundo o referencial preconizado por Hartmann et al.

(1970) pode ser considerado de carater desprezivel.

A hemaglutinacdo observada nas HemoFibers 1 e 2 ajuda a compreender a
acdo pré coagulante dessas fibras. E, embora a HemoFiber 3 nao tenha
apresentado comportamento hemaglutinante, o fato da mesma ter obtido os
menores tempos de coagulacdo nos leva a crer que esse material pode estar
exercendo tal funcdo atuando a nivel de interacdes plasmaticas, adsorcdo de

proteinas ou ainda em outras vias do sistema hemostatico.

Nenhum estudo foi encontrado na literatura de forma a proporcionar uma
comparacao direta entre as implicagbes geradas nesta pesquisa. No entanto, a
reducdo no tempo de coagulacdo demostrada com o uso dos materiais avaliados,
converge em parte com achados autores que analisaram e apontaram um
comportamento trombogénico em nanoestruturas de TiO, (ROY; PAULOSE;
GRIMES, 2007; HUANG et al., 2017;).

Diante do exposto, os resultados obtidos indicam que as nanofibras testadas
exibem potencial hemostatico significante, e que podemos sugeri sua utilizacao
para ajudar a conter e/ou controlar pequenas hemorragias em sitios cirargicos.
Podendo sua aplicagdo desenvolver-se de varias formas, como por exemplo, por
contato puro e direto com ferimentos ou ainda fazendo parte da composicao de
bandagens e compressas funcionais que ajudassem a debelar sangramentos com
maior rapidez. No entanto, novos estudos e outras metodologias sdo necessarios
para melhor entendimento do comportamento e das interacbes sanguineas

dessas nanoestruturas.
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7 CONCLUSOES

Com o estudo realizado, podemos concluir que:

v

As diferentes condicfes aplicadas na producdo das nanofibras testadas
foram capazes de gerar materiais com caracteristicas fisico-quimicas
distintas e consequentemente comportamentos diversos nos testes

bioldgicos realizados;

As nanofibras testadas ndo apresentaram potencial citotéxico para PBMCs

humanos;

As nanofibras HemoFiber 1 e HemoFiber 2 apresentaram uma maior acao
de hemaglutinacdo quando em comparagcdo com a HemoFiber 3, material
no qual esse desempenho néo foi observado;

As taxas de hemdlise variaram entre os materiais, com comportamentos

distintos observados em cada fibra e em cada proporgéo.

Todos os materiais testados foram capazes de diminuir o tempo de

coagulacédo do sangue quando comparados ao controle.

Ainda no teste de TC a HemoFiber 3 gerou tempos mais curtos em relacao
as HemoFibers 1 e 2;

Para as HemoFibers 1 e 3 os tempos de coagulacdo foram independentes

das concentracfes testadas. Ja para a HemoFiber 2 a concentracdo C3

mg/mL se mostrou mais eficiente do que as demais.
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APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre a hemocompatibilidade e trombogenicidade de
nanofibras ceramicas de 6xido de titanio (TiO;) e estad sendo desenvolvida por
Sara Brito da Silva, mestranda em Ciéncias Odontoldgicas pela Universidade
Federal da Paraiba, com orientacdo dos Professores Drs. Lucio Roberto Cancado
Castellano e André Ulisses Dantas Batista.

A finalidade deste trabalho € contribuir para o esclarecimento acerca dos
efeitos das nanofibras ceramicas sobre as células do sangue humano. Se vocé
concordar em participar deste estudo seré coletado 1 amostra de 12 mls do seu
sangue que serd submetida a exames laboratoriais exclusivamente destinados a
este estudo. A partir desta amostra serdo realizados testes (exames com o
sangue) para determinacéo da toxicidade das nanofibras. A coleta sera realizada
por um profissional habilitado e os tubos serdo codificados, de modo a garantir
sigilo sobre a identidade do participante.

As coletas de sangue através de puncdes venosas para exames
laboratoriais com seringas e agulhas descartaveis e estéreis podem, embora seja
raro, resultar em dor no local da puncédo, manchas rochas transitérias chamadas
de equimoses, desconforto e a possibilidade de infeccdo. Em caso de danos
decorrentes de sua participacdo no estudo, havera assisténcia integral e gratuita.

Os resultados deste estudo serdo apresentados em eventos da area de
saude e publicados em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos dados,
sera mantido o sigilo sobre todos participantes.

Sua participacdo € voluntaria e, portanto, ndo ha obrigacdo de
fornecimento de informacgbes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador. Caso decida nao fazer parte da pesquisa, ou resolver a qualquer
momento desistir da mesma, n&o ocorrera nenhum dano, nem modificagdo na
assisténcia que vem recebendo na Instituicdo. Havera ressarcimento de despesas
decorrentes da participacéo no estudo.
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Os pesquisadores estardo a disposi¢cdo para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer momento da pesquisa. Caso necessite de
maiores informacdes sobre o presente estudo, favor contatar os pesquisadores:
Sara Brito da Silva, Lucio Roberto Cancado Castellano ou André Ulisses Dantas
Batista. Endereco (Setor de Trabalho): Universidade Federal da Paraiba —
Campus | / Cidade Universitaria - Jodo Pessoa - PB — Brasil, Telefone (83) 3216-
7189 ou o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba Campus | - Cidade Universitaria - 1° Andar —
CEP 58051-900 — Jo&do Pessoa/PB. Telefone: (83) 3216-7791 — E-mail:
eticaccsufpb@hotmail.com.

Dados os devidos esclarecidos e, caso haja consentimento para participar
da pesquisa e para publicacao dos resultados, favor assinar no campo a baixo.

/ /
Assinatura do Participante dia més ano
/ /
Assinatura de Testemunha, se necessario dia més ano

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante

Este termo é impresso em duas vias. Uma sera entregue ao participante e
a outra ficara de posse do pesquisador.

Obs.: O sujeito da pesquisa ou seu representante e o pesquisador responsavel
deverdo rubricar todas as folhas do TCLE e colocar suas assinaturas na ultima
pagina do referido Termo.
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