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Resumo

Maizato, Marina Junko Shiotsu, Avaliacdo das Propriedades do Pericdardio Bovino Liofilizado,
Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica, Departamento de Materiais e Processos da
Universidade Estadual de Campinas, 2003. 120 p. Tese (Doutorado)

A liofiliza¢do de membranas de pericardio bovino (PB) ou de préteses valvares cardiacas
pode melhorar e facilitar aspectos como o armazenamento, a esterilizagdo e a manipulagio. Este
trabalho apresenta alguns resultados da liofilizagfio, referentes as propriedades mecanicas do PB e
as temperaturas de encolhimento (ST) em 6 grupos de PB. Foram avaliadas 50 amostras de cada
grupo. Os grupos avaliados foram: (1) PB fresco; (2) PB fresco congelado em freezer, liofilizado
e reconstituido; (3) PB fresco congelado em nitrogénio liquido, liofilizado e reconstituido; (4) PB
tratado com glutaraldeido/formaldeido; (5) PB tratado com glutaraldeido/formaldeido, congelado
em nitrogénio liquido, liofilizado e reconstituido; (6) PB fresco, congelado em nitrogénio liquido,
liofilizado, reconstituido e tratado com glutaraldeido/formaldeido. Determinaram-se, seguindo
Norma ASTM D638, a resisténcia a tragfo, 0 mo6dulo de elasticidade e a deformagiio. Comparou-
se a citotoxicidade dos grupos estudados (4) e (5), seguindo adaptagdes de Nakamura (1989) e
Norma ISO 10993. Pesquisou-se também nos grupos (4) e (5) os aldeidos residuais via
cromatografia de alta performance. As diferengas encontradas nos resultados obtidos, exceto no
grupo (2), durante os ensaios mecénicos sdo estatisticamente ndo significantes. Em todos os
grupos os resultados da ST sfo estatisticamente nfo significantes. Conclui-se que o PB pode ser
liofilizado antes ou apos o tratamento com glutaraldeido/formaldeido sem sofrer alteracSes nas
propriedades mecéanicas e na ST. Também os ensaios em membranas liofilizadas de PB tratadas
com glutaraldeido/formaldeido mostraram uma indicagfio de decréscimo de citotoxicidade e teor

de aldeidos residuais.

Palavras-Chave: Pericardio Bovino, Liofilizagdo, Proteses Valvares, Tecidos Biolégicos,

Biomateriais, Bioprdteses
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Abstract

Maizato, Marina Junko Shiotsu, Evaluation of Lyophilized Pericardium Bovine Properties,
Campinas, Faculdade de Engenharia Mecénica, Departamento de Materiais e Processos da
Universidade Estadual de Campinas, 2003. 120 p. Tese (Doutorado)

Lyophilization of bovine pericardium (BP) in patches or manufactured valves may provide
improved storage, sterilization, and handling. This paper describes the appraisal of some
consequences of lyophilization on BP. Mechanical properties and shrinkage temperatures (ST) of
six groups of BP, 50 samples each, were evaluated. Groups were: (1) fresh BP; (2) BP frozen in
freezer, lyophilized and rehydrated; (3) BP frozen in liquid nitrogen, lyophilized and rehydrated;
(4) BP treated with glutaraldehyde/formaldehyde; (5) BP  treated with
glutaraldehyde/formaldehyde, frozen in liquid nitrogen, lyophilized and rehydrated, (6) fresh BP,
frozen in liquid nitrogen, lyophilized, rehydrated, treated with glutaraldehyde/formaldehyde. It
measured ultimate tensile strength, elasticity module, and elongation, according ASTM D638
Standard. It was compared cytotoxicity of groups (4) and (5) following Nakamura (1989)
adaptation and ISO10993 Standard. Also in the groups (4) and (5) the residual aldehydes were
measured using high performance liquid chromatography. Mechanical properties, except in group
(2), are not statistically significant. Difference in the results of ST in all groups are not
statistically significant. ~ We concluded that BP can be lyophilized before and after
glutaraldehyde/formaldehyde treatment without changing its mechanical properties and ST. Also

Lyophilization of BP treated with glutaraldehyde/formaldehyde resulted in of decreasing
cytotoxicity and residual aldehydes.

Key Words: Bovine Pericardium, Lyophilization, Valves Prostheses, Biological Tissues,
Biomaterials, Bioprosthesis
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Nomenclatura

» A area da secfo transversal
» ASTM: dmerican Society for Testing and Materials
» bpm: batimentos por minuto

» CHO-K1: Chinese Hamister Ovary — cell lineage: Kl = ovério de hamister chinés —
linhagem K1

» cm: centimetro

» conc.: concentragio

» CO;,: dioxido de carbono

» cont. neg.: controle negativo

» cont. pos.: controle positivo

> CY: simbolo utilizado no trabalho dos autores Pereira et al. (1990) para o pericardio

tratado com cianamida
» °C: grau Celsius
» DP: desvio padréo
» E: moédulo de Young
» e:erro
» F: pericardio fresco em solugdo fisiol6gica

» FA: formaldeido

xvii



FCS: Fetal Calf Serum = soro fetal bovino

FD: simbolo utilizado no trabalho dos autores Pereira et al. (1990) para o pericardio

tratado fisicamente por liofilizacdo e reconstituido

F-FR-L: pericardio fresco congelado em freezer, liofilizado e reconstituido em solucdo

fisiologica

F-N-L: pericardio fresco congelado em nitrogénio liquido, liofilizado e reconstituido

em solug@o fisiologica

F-N-L-G: pericérdio fresco congelado em nitrogénio liquido, liofilizado, reconstituido
em solugdo fisiologica, tratado a seguir com glutaraldeido e conservado em formaldeido

(lavado em solugo fisiolégica antes da sua utilizagdo nos ensaios)
FR: congelamento em freezer
g: grama

G: pericardio tratado com glutaraldeido e conservado em formaldeido, que foi lavado

em solugdo fisiologica
GA: glutaraldeido

G-N-L: pericérdio tratado com glutaraldeido e conservado em formaldeido, lavado em

solugdo fisiolégica, congelado em nitrogénio liquido, lofilizado e reconstituido em

solucdo fisioldgica antes da sua utilizaco

GT: simbolo utilizado no trabalho dos autores Pereira et al. (1990) para o pericardio
tratado com GA

HC.FMUSP: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio
Paulo

HD: simbolo utilizado no trabalho dos atores Pereira et al. (1990) para o pericérdio

secado por aquecimento em estufa e reconstituido
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HDPE: polietileno de alta densidade

HE: hematoxilina eosina

HPLC: High Performance Liquid Chromatography = Cromatografia Liquida de Alta
Performance

HzO: agua

ICsoes): indice de citotoxicidade (ocorre a supressio de 50% do crescimento de

col6nias)
ISO: International Organization For Standardization
kef: kilograma forca

kGy: quilo Gray — a unidade GRAY (Gy) ¢ a unidade de dose de radiacéo ionizante
absorvida no SI (Sistema Internacional de Unidades) e equivale a 1 Joule por
quilograma. 1 Gy = 100 rads

L: lofilizado

I: litro (segundo a JTUPAC s3o aceitos os simbolos L ou 1)
mg: miligrama

min: minuto

ml: mililitro

mm: milimetro

MPa: megapascal

N: newton

Nj: nitrogénio
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nm: nandmetro
PB: pericardio bovino
PBS—CMEF: tampéo fosfato livre de calcio € magnésio

PE: simbolo utilizado no trabalho dos autores Pereira et al. (1990) para o pericardio
tratado com poliglicidil éter

rpm: rotag¢les por minuto

RPMI 1640: meio de cultura de células, desenvolvido por Moore e colaboradores para
Roswell Park Memorial Institute em 1966

ST: temperatura de encolhimento
ua: unidade de area

Enp: deformagfo na ruptura em %
&: didmetro

Cp: tensdo de ruptura

%: porcentagem



Glossario:

aloenxerto. [De al(o)- + enxerro.] S. m. Cir. 1. Enxerto que se realiza de um individuo para

outro, sendo ambos da mesma espécie, mas de genétipos diferentes.

antigenicidade. [De anzigénico + -(i)dade.] S. f. Imun. 1. Capacidade de reagir com

anticorpos resultantes de uma resposta imunologica.

antifingico ou antimicético. Adj. S. m. 1. Diz-se de, ou agente que combate doencas

produzidas por fungo.

antimicrobiano. [De ant(i)- + microbiano.] Adj. S. m. 1. Diz-se de, ou agente que extermina

microbios; antimicrébico.

autélogo. [De aut(o)-! + -logo.] Adj. 1. Relativo ao proprio individuo. 2. Relativo a

substancias ou a formagdes anatdmicas do proprio organismo do individuo.

bactéria. [Do gr. bakterion, 'pequeno bastéio'; tax. Bacterium.] S. f. Biol. 1. Microorganismo
unicelular, desprovido de nucleo individualizado, pertencente ao grupo que abrange todos os
organismos procariotos, & exce¢dio das cianoficeas. [Cf. micrébio. F. paral.: bactério.]
Bactéria bifida. Microbiol. 1. Bactéria us. como aditivo alimentar em certos laticinios [v.

lactobacilo].

biecompativel. [De bi(o)- + compativel.] Adj. 2 g. 1. Compativel com organismo vivo.

citotoxicidade (cs). [De cit(o)- + toxicidade.] S. f. Imun. 1. Capacidade de um agente de

exercer acdo litica especifica sobre certas células, principalmente devida 2 agfio imunolgica,

ou a efeito de medicamento antineoplasico.

desnaturagfo. [De desnaturar + -¢do.] S. f. 1. Ato ou efeito de desnaturar(-se). 2. Quim.

Processo ou efeito de desnaturar (5).



desnaturar. [De des- + natura + -ar2.] V. t. d. 1. Quim. Modificar a estrutura de (proteina)
pelo uso de calor ou outros agentes, fisicos e quimicos, destruindo ou alterando suas

propriedades fisiolégicas e fisicas, mas sem alterar a seqiiéncia de seus aminoacidos
constituintes.

dura-mater. S. f Anat. 1. A mais externa e espessa das trés camadas que envolvem o

encéfalo e a medula espinhal; paquimeninge. [V. meninge.) [PL: duras-mdteres.)

enterovirus. [De enter(o)- + virus.] S. m. Microbiol. 1. Género de virus picornavirideos,
agentes infecciosos que atuam no tubo digestivo e que sdo eliminados pela defecagdo. 2.

Espécie, ou espécime desse género.

esporo. [Do lat. cient. spora < gr. spor4; ingl. spore.] S. m. 1. Biol. Célula reprodutora capaz
de germinar, dando novo organismo. 2. Zool. Célula resultante da divisdo multipla dos

protozoarios. 3. Citol. Corpasculo reprodutivo de fungos e algumas bactérias. [Dim.:
espbrulo.]

estenose. [Do gr. sténosis.] S. f. Patol. 1. Estreitamento de qualquer canal ou orificio.

fibroblasto. [De fibr(o)- + -blasto.] S. m. Histol. 1. Célula jovem, comum em tecido

conjuntivo, que se constitui no principal responsavel pela formagio de tecido fibroso e de

material intercelular amorfo.

fungo. [Do lat. fungu.] S. m. Biol. 1. Organismo pertencente ao Reino Fungi {g. v.), e que
pode existir ou como c€lula dnica, ou formar um corpo multicelular dito micélio, que consiste
em filamentos denominados hifas. [Os fungos sdo encontrados, ger., em condigdes terrestres
umidas e, devido & auséncia de clorofila, sfo ou parasiticos, ou saprofiticos, em relagdo a

outros organismos.] Fungos imperfeitos. Micol. 1. V. deuteromicotinos.

gendtipo. [De gen(0)-2 + -tipo.] S. m. Genét. 1. Composiciio gamética total do individuo ou
zigoto. 2. O conjunto dos genes de um individuo. 3. Grupo de individuos de igual
constitui¢do genética. [Cf. fendtipo.]



» hemostatico. [De hemostfase) + -dtico.] Adj. 1. Referente a heméstase. 2. Diz-se de

medicamento contra as hemorragias. ~ V. Idpis - e pinga -a. » S. m. 3. Medicamento contra as

hemorragias.

» imunogénico. [De imun(o)- + -gen(o)- + -ico’; ingl. immunogenic.] Adj. 1. Que torna imune,

produz imunidade.

> lacinia. [Do lat. lacinia, 'floco de 17, 'franja’, 'orla’.] S. f. Bot. 1. Segmento de qualquer drggo
folidceo, profundo, estreito e agudo no 4pice. [Aplica-se muito ao célice e & corola. Var.:
lacinio.} No caso de vélvulas cardfacas o termo lacinia refere-se as cuspides (Formagiio

pontiaguda que se apresenta como projegio, em especial cada uma das formagdes triangulares

que compdem a valva cardiaca).

» ligacdo cruzada. s&o reticulados tridimensionais, onde as ramifica¢des das moléculas podem
estar interligadas com diferentes cadeias lineares. Estas configuragdes moleculares provocam

alteracdes nas propriedades dos polimeros.

> micobactéria. [Adapt. do tax. Myvcobacterium.] S. f. Bacter. 1. Género de bactérias da familia
Mycobacteriaceae (v. micobacteridceas), que se apresentam como bastdes gram-positivos
retos, ou ligeiramente encurvados, aerébicos, acidorresistentes, sendo a maioria delas de
crescimento lento. 2. Qualquer espécie desse género, como, p. ex., a Mycobacterium

tuberculosis, o agente causador da tuberculose, ¢ a M. Jeprae, o agente causador da lepra. 3.

Qualquer espécime desse género.

> occipicio . [Do lat. occipitiu.] 8. m. Anat. 1. A parte infero-posterior da cabega; occipucio,
occipital.

> patches. pedacos de tecidos biclogicos ou sintéticos utilizados para fazer um remendo ou um

reforco em artérias, veias, coronarias, coragio, etc.

» pericirdio. [Do lat. cient. pericardium < gr. perikdrdion.] S. m. Anat. 1. Saco externamente

fibroso e internamente seroso, que reveste por fora o coragdo.

> picornavirideos. S. m. pl. Microbiol. 1. Familia de virus de ARN (q. v.), de infimas

dimensdes, e que inclui, entre outros, 0s géneros rinovirus e enterovirus.

Xxii



slow viruses. (“virus lento”) virus com um longo periodo de incubagfio entre a infeccio € o
desenvolvimento de doencas degenerativas como a doenga de Kuru ou doenga Creutzfeldt-
Jakob.

suboccipital . [ De sub- + occipital.] Adj. 2 g. Anat. 1. Localizado abaixo do occipicio.

tecido conjuntivo. Histol. 1. Tecido, de que ha algumas variedades, e que apresenta diversos

tipos celulares, separados por grande quantidade de material intercelular constituido por
fibras e por substéncia fundamental amorfa.

xenenxerto (€r). [De xen(o)- + enxerto.] S. m. Cir. Plast. 1. Enxerto de tecido transplantado

de um individuo para outro de espécie diferente.
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1 Introducio

O pericardio bovino (PB), membrana que envolve o coragio bovino, é um tecido biolégico
amplamente estudado na literatura médica e j4 em uso clinico. A estrutura de tecidos bioldgicos
tipo PB ¢ basicamente de coldgeno e sdo empregados na medicina, apés serem adequadamente
tratados fisica e/ou quimicamente para melhorar as suas propriedades mecanicas e imunogénicas,
além de controlar os processos de degradacio ou calcificagdo, conforme Herrero et al. (1999).
Exemplos de utilizagdo desses tecidos: confecgfio de préteses cardiacas e proteses vasculares,
reparagio de ligamentos, sistemas de liberagSio controlada de drogas, agentes hemostaticos,

enxertos, etc.

As proteses valvares confeccionadas com tecidos assim tratados possuem um bom
desempenho hidrodindmico e baixa trombogenicidade, mas o seguimento clinico a longo prazo
mostram ainda fathas funcionais por ruptura das lacinias das vélvulas e extensa calcificacéio,
conforme Jayakrishnan e Jameela (1996).

O processo de liofilizacio, secagem de material por sublimag¢fio a vicuo, se aplicado em
tecidos biolégicos humano e animal, podera facilitar sua estocagem para serem utilizados a
posteriori, permitindo a confeccéio de produtos médico-hospitalares (enxertos, préteses, etc.). Os
tecidos liofilizados poderfo ser preservados secos, permitindo manipulago mais simples e serem
esterilizados com raios gama ou outros meios que garantam uma esterilizacio efetiva. A

reconstituicdo desses tecidos preservados podera ser feita de forma igualmente simples.

O objetivo principal deste trabalho foi o de estudar as alteragdes que o processo de
liofilizagdo poderia provocar nas caracteristicas do pericardio bovino. O PB, apés liofilizacgo, foi
analisado e avaliado com a finalidade de demostrar que ¢ possivel reconstitui-lo e emprega-lo da
mesma forma que o nfo liofilizado. As possiveis alteragdes foram estudadas de forma

comparativa, utilizando-se como padréo pré-liofilizacio:



*

*

Membrana de pericardio bovino fresco

Membrana de pericardio bovino tratada quimicamente com glutaraldeido e conservada em
formaldeido

Pesquisou-se, também, se a liofilizagio poderia melhorar a compatibilidade biolgica do

pericardio tratado com glutaraldeido (GA) / formaldeido (FA), uma vez que estudos feitos por

Franks (1998) mostraram que o processo elimina, por sublimagdio a vacuo, alguns componentes

volateis ou soltiveis em agua.

Neste estudo, todos os pericardios bovinos analisados foram colhidos em matadouros,

seguindo as técmicas ji estabelecidas para a confecgio das véalvulas de pericardio bovino,

descritas por lonescu et al. (1977) e Braile (1990). Os corpos de prova utilizados foram

recortados de diversas regides do pericardio bovino em posigdes aleatdrias e em quantidade

suficiente para possibilitar um estudo estatistico. Os ensaios feitos foram de:

+

Tragdo mecénica;

Estabilidade térmica;

Visibilizagfo das estruturas dos pericdrdios liofilizados e néo liofilizados:

Andlise histolégica;

Citotoxicidade nas membranas de pericardio bovino, tratadas com glutaraldeido,

comparando-se as liofilizadas e ndo liofilizadas;

Andlise quantitativa de aldeidos, utilizando cromatografia liquida de alta performance. Foram
medidos, comparativamente, os aldefdos residuais em tecidos de PB tratados com GA,

liofilizados e ndo liofilizados.

A analise dos resultados desses ensaios permitird caracterizar as propriedades do pericardio

bovino, que € o objetivo proposto deste trabalho.



2 Revisio da literatura

A liofilizagdo é um processo para obtengfo de produtos secos pela retirada da agua de
compostos solidos imidos ou de solugdes ou dispersdes, com a obtengio de gelo, que ¢ removido

por sublimacgo a vécuo.

A liofilizagdo ¢ muito utilizada na industria alimenticia, farmacéutica ¢ em produtos
biologicos. Na drea farmacéutica € um processo importante que permite a preservacfio de drogas
sensiveis ao calor ¢ a agentes biologicos. A aplicacio mais comum na indistria farmacéutica é na

manufatura de produtos injetaveis.

O processo de liofilizagéo foi introduzido comercialmente por volta da Segunda Guerra
Mundial com a finalidade de preservar o plasma sangiiineo. A seguir, o processo foi utilizado
para a liofiliza¢8o de antibiéticos, vacinas, vitaminas, etc. Gatlin e Nail (1994) mostraram que a
importancia da liofilizagdo aumenta com o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos a base
de proteinas, peptideos e outras macromoléculas que sfo quimica e fisicamente instiveis em

solucBes aquosas.

Segundo Franks (1998) e Jennings (1997), a qualidade do produto liofilizado pode ser
influenciada por diversos fatores como: recipiente utilizado para o congelamento, a quantidade do
meio liquido utilizado durante o congelamento, estabilidade do material ao ciclo de
congelamento, modelo do liofilizador, temperatura e velocidade de congelamento, umidade

residual, ciclos de secagem, etc.

Os produtos bioldgicos e farmacéuticos liofilizados devem obedecer a certos critérios e

requisitos como a estabilidade fisica, quimica, mecénica e bioldgica. Os processos devem

possibilitar boa repetitividade e baixo custo, conforme Franks (1998).

A liofilizagfio dos produtos biolégicos facilita a esterilizagio dos mesmos por meios

efetivos, utilizando raio gama. Parizek et al. (1989) descreveram experiéncia de 5 anos,



trabalhando com pericardios bovinos tratados com GA, liofilizados e esterilizados por radiacdo
gama para utilizacfio como substituto de dura-maéter na reconstitui¢do suboccipital em criangas.
Os mesmos autores também experimentaram esterilizar os pericardios liofilizados, utilizando

oxido de etileno, obtendo-se um bom resultado.

O GA ¢ o FA sfo fregiientemente citados como liquidos esterilizantes, entretanto, pelos
estudos de Hilbert et al. (1988) ndo sfo eficazes contra siow viruses. Produtos contendo aldeidos
sdo mais rigorosamente desinfetantes de alto grau. A eficdcia dos aldeidos como esterilizantes
para bactérias, fungos e enterovirus dependem basicamente das condigdes de concentragio, pH,
temperatura € tempo de exposicfo. Baixas concentragdes de GA, como as utilizadas na fixacéio de
tecidos bioldgicos para promover as ligagSes cruzadas nfio sio muito eficazes contra
micobactérias, esporos de bactérias (Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes) e fungos
(Chaetomium globosum). As proteses valvares sfo atualmente esterilizadas e preservadas em
soluges de FA apoés tratamento com GA, seguindo o processo definido por Ionescu et al. (1977)
e Braile (1990). Para Hilbert et al. (1988), o FA a 4% ¢ um antifingico e antimicrobiano mais
eficiente do que 0 GA a 0,2% e 0,5%, concentrages normalmente utilizadas para promover as

ligagbes cruzadas nos tecidos biologicos.

Diversos materiais bioldgicos (aloenxertos ou xenenxertos) estdo sendo utilizados na drea
cardiovascular. Entre os materiais bioldgicos usados estdo o pericardio bovino, as véalvulas de

porco, as valvulas humanas, a dura-mater humana, etc.

Em especial, o pericardio bovino vem sendo utilizado na confeccfio de valvulas cardiacas

artificiais, enxertos vasculares, dutos € parches, apos tratamento com GA.

Segundo meétodo estabelecido por Ionescu et al. (1977) e adaptado por Braile (1990), os
pericardios, apds coleta em matadouros, sdo selecionados quanto a espessura, uniformidade da
superficie das membranas e submetidos & limpeza mecanica e lavados por 3 horas com solugéio
de Hanks e, a seguir, sio moldados e fixados durante duas semanas com solugdo de glutaraldeido
a0,5% , pH 7.4 e usando tampdo fosfato. A estrutura inicial do pericardio bovino sofre alteragio
permanente com a formacio de ligacdes cruzadas entre os grupos amino e os aldeidos.

Posteriormente, esses materiais sdo conservados estéreis em formaldeidos a 4%.



Produtos confeccionados com PB tratados com GA, antes da sua utilizagfio, necessitam
serem lavados em solugdo fisiolégica de modo a eliminar a0 maximo os residuos de aldeidos.
Segundo diversos pesquisadores como Hilbert et al. (1988), Beuchamp et al. (1992) e
Grabenwdger et al. (1998), o aldeido residual ¢ uma das causas da calcificagfio desses produtos.
No caso das valvulas de pericardio bovino, a calcificacio (juntamente com perfuragio e/ou
ruptura das suas lacinias) tem sido apontada como uma das causas de falhas precoces. No intuito
de resolver o problema da calcificagiio das proteses bioldgicas, pesquisadores como Ferrans et al.

(1991), Khor (1997), Herrero et al. (1999), entre outros, tém estudado alternativas de tratamento

sem a utilizacdo de GA.

Pereira et al. (1990) estudaram os efeitos de tratamentos alternativos ao GA nas

propriedades mecéanicas. As caracteristicas mecénicas estudadas foram em pericardios:

¢  Fresco (F);

¢  Tratado com GA (GT);

¢+  Tratados com cianamida (CY),

¢  Tratados com Poliglicidil éter (PE);

¢  Tratados fisicamente por liofilizac8io e reconstituidos (FD);

¢+ Secados por aquecimento em estufa e reconstituidos (HD).

Ainda os pesquisadores Pereira e colaboradores, por meio de analise visual e tatil desses
materiais, observaram que os materiais tratados com GT e PE ficaram mais firmes e espessos
que o material fresco, enquanto os tratados com CY ficaram mais flacidos. Os pericardios
submetidos & liofilizagdo nfo apresentaram diferenga com o pericardio fresco. O material HD
ficou aderido e encolbeu na estufa, tendo de ser cuidadosamente descascado da bandeja da estufa.
Os materiais tratados GT e HD ficaram com tonalidade amarelada, enquanto os PE e CY ficaram

mais brancos e brithantes que o material fresco,

A temperatura de encolhimento (shrinkage temperature) ou temperatura de estabilidade
térmica ou.ainda, temperatura de desnaturacio protéica foi usada por Woodroof (1979) e Moore
et al. (1996) como indicador da estabilizacdo das fibras de colagenos, em materiais como o

pericérdio bovino e, as lacinias de vélvulas de porco, nos tratamentos com GA, PE, acil azida, ou



guaisquer outros reagentes quimicos que promovam ligacdes cruzadas, a fim de melhorar as suas

caracteristicas mecénicas.

O valor da temperatura de estabilidade térmica € conseguido imergindo uma tira de
pericardio estirada em soluc@o fisiologica, fixada a um indicador de aumento de tensdo, que é
aquecida a razdo de aproximadamente 1°C/min e registrando a temperatura em que o pericardio

sofre um encolhimento.

Pereira et al. (1990) estudaram também a temperatura de estabilidade térmica desses
materiais tratados. Comparando as temperaturas de encolhimento obtidas com o valor da
temperatura de encolhimento do pericardio fresco, somente os materiais tratados GT ¢ PE
apresentaram um aumento na temperatura, ultrapassando os 80°C, indicando que houve
incorporagéo significativa de ligagGes cruzadas no pericardio. Os materiais FD e HD ndo tiveram
alteracOes na estrutura das ligacOes, e as temperaturas de estabilidade térmica nfo diferenciaram
do material fresco. O material CY teve diminuicdo na temperatura de estabilidade térmica,

podendo ser um indicio de degradagfio do material durante o seu tratamento.

Quanto aos ensaios mecinicos, ainda os mesmos autores analisaram: curva de tensdo x
deformacdo, tensfo de relaxamento, médulo de Young, alongamento e tensfio de ruptura. Os
materiais tratados GT ¢ PE apresentaram resultados similares, condizentes com a incorporagiio
das ligagdes cruzadas na estrutura dos pericardios bovinos, enquanto os materiais CY ¢ FD nfo
apresentaram nenhuma diferenca com o pericardio fresco. O material submetido ao aquecimento
HD, apesar de ndo ter induzido nenhuma formacgio de ligagdes cruzadas na sua estrutura, sofreu
um grande aumento no valor do modulo e tensfio de ruptura, talvez pelo tecido ter secado sob
tensdo, desidratado e encolhido, aumentando a sua rigidez, mas as demais caracteristicas ndo

sofreram diferencas com o material fresco.

Ainda, Pereira e colaboradores concluiram que diante dos resultados obtidos para GT ¢ PE
e por estes ndo apresentarem diferencgas significativas, o PE pode ser uma alternativa para
diminuir os problemas de calcificagio dos pericardios bovinos, apds a realizacdo de estudos
detalhados de biocompatibilidade e citotoxicidade. Concluiram também que a liofilizaciio dos

materiais biologicos € uma possibilidade atraente para armazenamento de tecidos bioldgicos,



visando sua utilizagio futura, uma vez que ndo causa altera¢des na estabilidade térmica e nem nas

propriedades mecénicas.

Curtil et al. (1997a e 1997b) tomando como base estudos anteriores feitos por Paie ¢
Sawyer (1953) e Davies et al. (1968) estudaram a possibilidade de liofilizagdio de valvulas

porcinas e a sua utilizagdo como substrato para crescimento de cultura de c€lulas.

Pate e Sawyer (1953), tentando resolver problemas de conservacfio de enxertos arteriais
homélogos, iniciaram os estudos de liofilizag8o em segmentos aorticos de cées e apresentaram 0s
resultados em 1953, concluindo que o processo de liofilizacio mantém os enxertos em condigdes

de utilizacdo, conservando inalteradas as suas propriedades mecénicas.

O primeiro implante de aloenxerto de valvula humana foi realizado em 1962, no Guy’s
Hospital em Londres. De 1962 a 1967, uma série de 91 pacientes receberam valvulas humanas
esterilizadas por métodos quimicos e liofilizadas. Segundo Davies et al. (1968), das 91 valvulas
implantadas em posigdo adrtica, 37 tiveram regurgitacdo sem estenose ¢ 54 tiveram estenose ou
estenose ¢ regurgitacio. Do total de pacientes, 16 foram a 6bito nas 4 primeiras semanas pos-
implante e 15 tiveram morte posterior. As vélvulas implantadas, & medida que falhavam, foram
sendo retiradas e avaliadas através de exames histologicos. Os pesquisadores observaram que
todas s valvulas estavam acelulares e algumas apresentavam calcificacio. Em uma outra série de
valvulas humanas liofilizadas e implantadas, estudadas por Moore et al. (1975), o niimero de
falhas, em um periodo de 3 anos, chegava a um tergo do fotal de valvulas implantadas. Todas as
valvulas que funcionaram 3 anos antes de apresentarem falhas estavam calcificadas. Esses
resultados desfavoriveis fizeram com que o estudo de valvulas humanas liofilizadas fosse

abandonado.

Curtil et al. (1997a e 1997b) observaram que a esterilizacio poderia ser feita de forma
menos agressiva que a utilizada por Davies et al. (1968). Diferentemente de Davies ¢
colaboradores a intengdo de Curtil ¢ colaboradores, ao liofilizarem as valvulas, era servir de
substrato para crescimento celular autélogo, fazendo um controle adequado da porosidade das
lacinias, objetivando melhorar o tempo de vida 1til e melhorar os resultados clinicos. Para tanto,
utilizaram valvulas pulmonares porcinas, sendo que a porosidade adequada fol conseguida

controlando a velocidade de resfriamento e secagem a vacuo no processo de Hofilizacdo. Como



os poros da matriz ndo se comunicavam entre si, os autores acharam conveniente perfurs-los
manualmente e, assim, obter estrutura adequada para o crescimento celular. O estudo do processo

de liofilizagdo demonstrou a possibilidade de atender 3 funcdes:

+  Criar um substrato para crescimento de fibroblastos;

¢  Eliminar as células do doador;

+  Preservar a esirutura do colageno e a resisténcia mecanica da valvula.

Ainda Curti] e colaboradores citaram vantagens desse processo: a estocagem segura por um
longo prazo da matriz, a facilidade de transporte do banco de tecidos para o cirurgidio, a reducio
da imunogenicidade e, talvez, uma maior longevidade das valvulas confeccionadas por meio de

liofilizac&o e engenharia de tecidos, quando comparadas com as valvulas frescas.

Occhiogrosso et al. (1987) apresentaram resultados de um trabalho, no qual foi verificada
reducdo de antigenicidade da dura-méter humana quando submetida a liofilizacdo. Os autores
fizeram um estudo utilizando extratos da dura-méter humana fresca e da dura-mater humana
liofilizada, verificando o consumo dos complementos no soro de humanos, ratos e de coelhos. Os
resultados obtidos mostraram que o processo de liofilizagdo promoveu pequena diminuicio da

antigenicidade e que a variabilidade dos resultados € mais significante quando foram utilizados

soros de espécies diferentes.

Nos estudos de citotoxicidade, Gendler et al. (1984) verificaram que pericardios bovinos
tratados com GA e conservadas em FA, mesmo ap6s serem submetidos a prolongadas lavagens

(mais de 60 min) em solug#o fisioldgica, continuavam citotdxicos.

O ensaio de citotoxicidade in vitro, segundo a Norma ISO 10993-5, pode ser feito
utilizando extrato do material, em contato direto ou indireto com as células, sendo o seu resultado

expresso de forma qualitativa ou quantitativa.

Wallin e Arscott (1998) mencionam a importincia do ensaio de citotoxicidade, para
determinar quantidades de componentes perigosos capazes de serem biologicamente extraidos,
nos materiais utilizados na drea médica. Esse ensaio ¢ de alta sensibilidade e serve como ponto de

partida para determinar a biocompatibilidade de um material.



Os aldeidos residuais podem ser quantificados, utilizando um processo de analise via
cromatografia liquida de alta performance HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
O HPLC é um processo cromatografico, que pode ser definido como técnica de separagéo,
envolvendo transferéncia de massa entre a fase estacionaria e a fase moével, segundo Kazakevich
(2002).

HPLC utiliza a fase mével (eluente) para separar os componentes de uma mistura. Esses
componentes sio primeiramente dissolvidos em um solvente e, entéo, forcados a fluirem atraves
da coluna cromatografica sob alta pressdio. A fase estacionéria é definida como um enchimento
imével da coluna. A interagio do soluto entre a fase moével e a fase estaciondria pode ser
manipulada através da escolha dos solventes e fases estaciondrias. Como resultado, 0 HPLC
consegue um alto grau de versatilidade nfio encontrado em outros sistemas de cromatografos e

com a habilidade de separar grande variedade de misturas quirnicas.



3 Material e método

3.1 Estudo preliminar

Foi feito um estudo preliminar de viabilidade do projeto, utilizando-se um pequeno niimero
de amostras de pericardio bovino (n = 5). Foram analisadas as propriedades mecanicas do
pericardio bovine tratado com GA/FA, liofilizado e reconstituido em soro fisioldgico, por meio
de ensaios mecénicos estiticos de tragfo, temperatura de estabilidade térmica e visibilizacio da

integridade das fibras coldgenas com base na anélise histologica por microscopia optica.

Por se tratar de materiais bioldgicos e, portanto, possuir diferentes propriedades
dimensionais e qualitativas, fez-se necessério um estudo do tamanho da amostra para os ensaios,

a fim de obter dados estatisticos validos.

A Tabela 1 apresenta as temperaturas de encolhimento dos ensaios preliminares das
membranas de pericardio bovino tratado com glutaraldeido e preservado em formaldeido,

liofilizado e reconstituido em solugdo fisiologica.

Tabela 1 Ensaios preliminares: temperatura de encolhimento

amostra temperatura de encothimente (°C)
1 855
2 86,0
3 84,5
4 79,5
5 79,5

média + DP: 83,0 £ 3,2°C
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A Tabela 2 apresenta o resultado dos ensaios preliminares de tragéo estatica do pericardio

bovino tratado com GA e preservado em FA, liofilizado e reconstituido em solugfo fisiologica.

Tabela 2 Ensaios preliminares: tragfo estatica

amostra o (kgfimm®)
1 2,95
g 1.98
3 1,25
4 1.39
5 2,27
e ——————

média + DP: 2.0 + 0,7 kgf/mm®

O tamanho da amostra calculado utilizando os resultados do ensaio preliminar de
encolhimento resultou em tamanho da amostra inferior ao resultado obtido do ensaio preliminar
de ensaio de tragdo, sendo assim, o estudo preliminar de ensaio de tragio serviu para definir o
tamanho da amostra necessaria (n) para que o estudo tenha validade estatistica, seguindo o
meétodo e a equacdo de Montgomery (1994):

2
e Dsza,z} :
€

Onde: n = nimero de amostras
e = erro admitido = 0,2 kgf/mm*
oa=(0,5

Zo2 = valor tabelado = 1,96
DP = desvio padrio

O niimero de amostras necessdrio para o estudo ter validade estatistica foi calculado com
base nos resultados dos ensaios preliminares: n = 46 amostras. Assim, foi adotado para todos os

ensaios mecénicos € de temperatura de encolhimento n = 50 amostras.
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3.2  Definicio dos grupos de pericardio bovino avaliados

Os pericardios foram divididos em 6 grupos de estudo, a saber:

Grupos Caracteristicas
F: pericardios frescos em selugio fisiologica;
G pericardios tratados com glutaraldeido e conservados em formaldeido, que

foram lavados em solug@o fisiologica;

F-FR-L : pericardios frescos congelados em freezer. liofilizados e reconstituidos em

solugdo fisiologica;

F-N-L: pericardios frescos congelados em nitrogénio  liguido, liofilizados e

reconstituidos em solugfo fisiologica;

G-N-L: pericardios tratados com glutaraldeido ¢ conservados em formaldeido, lavados
em solucdo fisioldgica, congelados em nitrogénio liquido, liofilizados e

reconstituidos em solugfo fisioldgica antes da sua utilizagéo;

F-N-L-G : pericardios  frescos congelados em nitrogénio liquido, liofilizados,
reconstituidos em solugfio fisioldgica, tratados a seguir com glutaraldeido e
conservados em formaldeido. Lavados em solucfio fisiologica antes da sua

utilizacdo nos ensaios.

Serdio descritos os estudos realizados, tais como: congelamento, ensaios mecdnicos de
tragdo, teste de estabilidade térmica, analise por microscopia eletrdnica de varredura, andlise

anatomopatolégica, estudo da citotoxicidade e aldeidos residuais.



Nos ensaios realizados, o grupo F foi considerado como grupo-controle para os grupos
F-FR-L e F-N-L; o grupo G foi considerado como grupo-controle para os grupos G-N-L e
F-N-L-G.

3.3 Definicdo do padrio de congelamento a ser utilizada na

liofilizacdo

Dado o grande nfmero de amostras imposto para validade estatistica ¢ as dificuidades na
coleta do material, optou-se pela escotha de apenas um tipo de congelamento, seguindo o critério

descrito, a seguir:

¢  Dois lotes de pericardio bovino fresco (n = 50} foram submetidos a duas velocidades de

congelamento: lentamente em freezer e rapidamente em nitrogénio liquido;

? Os lotes de pericardio bovino foram liofilizados, utilizando um liofilizador tipo bandeja e,
apos a sua reconstitui¢io em solugo fisiologica, foram submetidos a ensaios mecinicos

estaticos de tragdo e foram determinadas as temperaturas de encolhimento;

¢  Os resultados obtidos desses lotes foram comparados com os resultados dos ensaios

mecanicos e de encolhimento de pericérdio bovino fresco (n = 30);

¢ A velocidade de congelamento escothida para utilizag8o no processo de liofilizagdo, para o
grupo dos tratados, foi aquela que conseguiu manter as caracteristicas do pericardio

lHofilizado mais proximas daquelas encontradas no pericardio fresco.

3.4 Coleta de pericardio bovino

A coleta e a limpeza dos pericardios bovinos foram feitas logo apds o abate de bezerros de
2 a 3 anos de idade, em matadouros, seguindo os mesmos procedimentos j& padronizados por

Tonescu et al. (1977) e Braile (1990) para a confecgfo de proteses valvares.



3.5 Liofilizacfo de pericardios
Os pericardios bovinos, apés a coleta ¢ a limpeza, foram:

¢ Congelados em freezer ou nitrogénio liquido e liofilizados, sem nenhum tratamento

quimico.

¢  Tratados quimicamente com GA e FA, lavados em solugfio fisioldgica e congelados em

nitrogénio liquido e liofilizados.

O congelamento em nitrogénio liquido foi feito deitando o nitrogénio liquido sobre o
pericardio bovino duas a trés vezes, para que todo o material fosse congelado (Figura 1). A
seguir, as membranas de pericdrdio foram colocadas em bandejas do liofilizador e liofilizadas por
24 horas (Figura 2). O liofilizador utilizado nos ensaios foi ¢ modelo Lyeolab-G (Secfroid,

Lausanne, Switzerland).

Figura 2 Liofilizador, tipo bandeja, no qual o material foi liofilizado.
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3.6 FEnsaios mecinicos de tensido — deformaciio estatica

Todos os ensajos de tensfo-deformagfio foram realizados de acordo com a Norma ASTM
D638, para um corpo de prova do tipo V (Figura 3¢) e velocidade de ensaio de 15 mm/min.
Utilizou-se maquina universal de ensaio (Figura 3) MTS (Material Testing System), modelo Test
Star-II (MTS, Mineapolis, USA), com célula de carga com capacidade para 100kgt (980,665N),
utilizando um fundo de escala de 10kgf (98,0665N). As amostras foram cortadas em diregBes
aleatérias, sendo que o numero de corpos de prova utilizado foi n = 50, para cada tipo de
procedimento, para satisfazer os critérios de validade estatistica. Todos 0s corpos de prova feitos
com materiais liofilizados foram devidamente reconstituidos com solugfio fisioldgica, antes de
sua utilizagio nos ensaios de tragfo estdtica. As espessuras dos corpos de prova foram medidas

com micrometro e calculadas as dreas da sec#o transversal.

A curva obtida da forga versus deslocamento foi visualizada na tela do computador ¢ os
valores medidos fornecidos ao soffware do equipamento MTS modelo Test Star II (MTS,
Mineapolis, USA). Esses pontos foram analisados utilizando um programa feito em sofiware da
Matlab R12, (MathWorks, Inc — US4), que calcula os valores de tensdo e traga os gréficos de
tensdo versus deformacio para cada ensaio realizado, fornecendo os valores de tenso de ruptura.
Calcula, também, o coeficiente angular da regifio eldstica dessa curva que fornece o médulo de

elasticidade também conhecido como modulo de Young (Apéndice A).

As analises dos dados dos emsaios mecénicos foram realizadas utilizando ferramenta
ANOVA e Testes comparativos (Tukey Test ou Student-Newman-Keuls Method) proprios para
calculos estatisticos (Apéndices B, C e D). Os valores foram considerados significativos para
p<0,05.
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{a) (€
Figura 3 Dispositivo de ensaio de tracdio em dois 4nguios.

(a) equipamento de tragdo MTS.
(b) corpo de prova utilizado

(c) sistema de aquisigdo.

3.7 Testes de estabilidade térmica

Para a realizagfo desse ensaio, os corpos de prova foram cortados em dire¢des ¢ locais
aleatorios em forma de fitas retangulares de 50 x 10 mm. O ntimero de amostras utilizado foi
n=50 para cada grupo de pericardio bovino estudado. As amostras liofilizadas foram

reconstituidas em solug#o fisioldgica antes da sua utilizagio.

O corpo de prova foi estirado sem carga, imerso em solugfo fisiolégica, sofrendo
aquecimento 4 razdo de aproximadamente 1°C/min. Quando o corpo de prova sofreu um
encothimento com um subito aumento de sua tensfo, as temperaturas do inicio e final do
encolhimento foram anotadas, definindo-se a média desses valores como sendo a temperatura de
encolhimento. Foi utilizado um equipamento confeccionado pela Divisdo de Bioengenharia do
Instituto do Coragdo do HC.FMUSP, utilizando termOmetro digital modelo MT510 (Minipa

Industria e Comércio, S&o Paulo, Brasil).
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As analises dos dados de temperatura de encolhimento foram realizadas utilizando-se a
ferramenta ANOVA para célculo estatistico (Apéndice E). Os valores foram considerados

significativos para p<0,05.

3.8 Analises por microscopia eletronica de varredura (MEV)

As andlises por microscopia eletrdnica de varredura foram realizadas, no MEV modelo

JXAB40-A (JEOL, Akishima, Japan), com o objetivo de detectar:

¢ A influéncia da velocidade de congelamento na formacfo dos intersticios deixados no

material pela retirada do liquido durante o processo de liofilizagHo.

¢  Possiveis alteragBes no pertil das superficies dos pericardios liofilizados, nos lados rugoso e

liso.

Os materiais analisados por microscopia eletrdnica de varredura, quando nfio liofilizados,
sdo desidratados sucessivamente em alcool etilico a 30, 50, 70, 90 e 100% e secados no
equipamento de secagem por ponto critico, modelo CPD 030 (BAL-TEC AG, Balzers, Germany)
(Figura 4). As amostras foram cortadas, fixadas sobre suportes metalicos adequados, utilizando

fitas condutoras dupla face e metalizadas a vacuo, para finalmente serem observadas no MEV,

Figura 4 Equipamento de secagem por ponto critico.
A esquerda: vista geral do equipamento.

A direita: as amostras nas cestas, prontas para serem introduzidas no

equipamento.
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3.9  Anilises histologicas das fibras de colageno do pericardio

bovino

A integridade das fibras de colageno dos pericardios bovinos foi verificada por analise
histologica. As amostras dos materiais de cada grupo estudado foram reconstituidas em solugio
fisiologica e a sua estrutura fixada em formol a 10% e enviadas para andlise anatomopatoldgica
(Patologia Cardoso de Almeida, Sdo Paulo, Brasil). Cada amostra foi cortada no sentido
longitudinal e transversal ¢ incrustradas em bloco de parafina. Com um micrétomo os blocos de
parafina com os materiais foram cortados e as ldminas preparadas e examinadas por microscopia

dtica utilizando corante HE (hematoxilina eosina).

3.10 Teste de citotoxicidade

A determinac¢fio da citotoxicidade do PB foi realizada nesta pesquisa, usando-se os extratos

dos materiais, de acordo com a metodologia estabelecida por Nakamura et al. (1989) e Norma
ISO 10993 - parte 5.

A Norma ISO recomenda que a relagio entre drea do material a ser estudada/volume do
veiculo de extracdo esteja entre 0,5cm*/ml a 6,0cm*ml. Foram realizados dois estudos utilizando
para cada um deles o volume total de 60mi do veiculo de extragdo, para amostras com superficies

de 180cm’ e 30em’.

O pericardio bovino, apds tratamento utilizando GA a 0,56%, seguindo as condicBes
preconizadas por Jonescu (1977) e Braile (1990), foi conservado em formaldeido a 4% durante
um periodo superior a 3 meses. Esses pericdrdios, assim tratados, foram divididos em dois

grupos, para determinar a citotoxicidade:

¢  Grupo que foi lavado em solugfo fisiolégica e submetido a liofiliza¢do e reconstituido em

solugdo fisiolégica, denominado de grupo G-N-L.

¢  Grupo que foi simplesmente lavado em solugdo fisioldgica, denominado de grupo G.
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Os grupos G-N-L e G, juntamente com os grupos-controles positivo e negativo (pela norma

ISO 10993) foram esterilizados em raio gama a 25kGy.

O controle positivo utilizado foi uma solugfo de fenol a 0,05% e o controle negativo foram

granulos de polietileno de alta densidade (HDPE).

O grupo G-N-L foi reconstituido, com agitagfo, em 500ml de solugdo fisioldgica, € o grupo
G que ficou imerso em formaldeido foi lavado, com agitagdo, em 500ml de solugdio fisioldgica,
utilizando 100ml de soluglo em cada lavagem, em um total de 5 lavagens. Os dois grupos foram,
a seguir, imersos cada qual num frasco, contendo 60ml de liquido de extragio. Como liquido de
extracio, utilizou-se o proprio meio de cultura composto de RPMI 1640, contendo 10% de soro
fetal bovino (FCS) e 1% de solugdo de penicilina-estreptomicina, todos produtos da GIBCO
BRLY (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA), permanecendo por 48 horas a 37°C. Os extratos
foram, entfio, submetidos 4 microfiltragem e diluidos no meio de cultura progressivamente em

50%, 25%, 12,5% € 6,25%.

As placas de cultura de células foram preparadas, utilizando-se células de ovario de

Hamster Chinés (CHO-K1) da (4dmerican Type Culture Collection -ATCC, Manassas, USA).

As células CHO-K1 foram deixadas no meio RPMI 1640-FCS, em recipiente pldstico, a
37°C em ambiente umidificado em atmosfera com 5% CO,. Apds o crescimento de camada
celular confluente, 0 meio de cultura foi retirado e as células lavadas com tampao fosfato livre de
cdlcio ¢ magnésio (PBS-CMF), produto da GIBCO BRL® (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
USA). A cultara foi tratada com 0,25% de solugdo de tripsina para desprender as células do
frasco. Apoés, as células foram transferidas para tubos de ensaio com rosca e centrifugadas por
5Smin a 1500rpm. A seguir, lavadas duas vezes em PBS-CMF. As células foram novamente
suspensas em RPMI 1640-FCS, procurando obter uma suspensio de 100 células/ml. Um volume
de 2ml dessa suspensdio foi adicionado a cada placa de um conjunto de Placas de Petri para
cultura, com 60mm de didmetro ¢ incubadas a 37°C, durante 4 horas para adesdo celular. Apds
esse periodo, o meio de cultura foi removido e substituido por Sml de RPMI 1640-FCS fresco na
placa controle e nas restantes por extratos a 100%, 50%, 25% 12,5% e 6,25%. Todas as
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concentracdes foram feitas em triplicata. As placas de cultura foram incubadas por 8 dias, a 37°C

em ambiente umidificado em atmosfera com 5% CO,, para formag#o de coldnias.

Para a contagem das colonias, 0 meio foi removido das Placas de Petri e as coldnias foram
fixadas e coradas com 2% de Rodamina B em formaldeido a 4%. O ntmero de coldnias em cada
placa foi contado em um contador digital de coldnias CP600 (Phoenix, Araraquara, Brasil) e
comparado com o nimero de coldnias de CHO da placa de controle, na qual sé existiam as
células de CHO em meio de cultura, com o crescimento de 100% de coldnias. O resultado da
citotoxicidade foi expresso em indice de citotoxicidade ICsoe (concentragfo do extrato que

suprime 50% do crescimento de coldnias em relagfio ao extrato do grupo controle negativo).

Os trés esquemas das Figuras 5, 6 e 7 ilustram os passos do processo (ensaios de

citotoxicidade).

O estudo estatistico foi realizado utilizandoe ANOVA, comparando os resultados do

controle positivo, controle negativo, grupo G e grupo G-N-L (Apéndice F). Os valores foram

considerados significativos para p<0,05.

Cultura de células CHO (37 °C, umidade, atmosfera com 5% CO,)

crescimento celuiar confluente

Tripsinizagio |« $,25 %% solucio de fripsina

. - suspensio
Centrifugagio + 100 céluias/ml
células RPMIE-FCS - N
Lavagem / PBS-CMF CHO = = =

cada placa com 200 células
séo incubadas por 4 ha 37°C

Figura 5 Cultivo e distribui¢fo de células CHO.
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HDPE
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Figura 6 Preparacfo dos extrates.

o s s fowers B s I i

100% 50% 25%

Cada placa recebe 5 ml de extrato

Cada placa de cultura possui 200 CHO células
Todas as concentracoes sdo testadas em triplicata

As placas de cultura foram incubadas por 8 dias (37 °C, atmosfera com 5%

Co,)

12,5%

6,25%

Figura 7 Diluicfo e distribui¢fo dos extratos com RPMI-FCS.
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3.11 Anaslises das solugdes de reconstituicio e de lavagem através de
HPLC

Por meio da cromatografia de alta performance (HPLC), equipamento modelo SCL-10A-
VP (Shimadzu Scientific Instruments, Inc., Columbia, USA), foram feitas dosagens de aldeidos
residuais nos grupos: G-N-L ¢ G.

Os ensaios em HPLC foram feitos utilizando a coluna de fase reversa C18 (Pharmacia,
Freiburg, Germany), com gradiente entre 65% a 80% em 10min, utilizando tampéo acetonitrila +

H,O, temperatura de coluna de 25°C e comprimento de onda de 254nm.

As membranas de pericardio bovino das amostras foram cortadas em tamanho padronizado

de @ 22mm, pesadas em balanga analitica, antes do tratamento com glutaraldeido e sua

conservagdo em formaldeido.

Dessa forma, cada uma das membranas preparadas ¢ tratadas foram lavadas em 50ml de
soro fisiologico, utilizando agitagiio magnética, durante 5 minutos. Esse processo de lavagem foi
repetido 3 vezes para cada membrana. Apds a terceira lavagem em solugdo fisiologica, as
membranas foram divididas em 6 amostras (cada uma das amostras ¢ composta de 5 membranas)
para extragdo dos aldeidos residuais: 3 foram imersas, cada qual em 50ml de solucdo fisiologica,
permanecendo assim durante uma semana; €, outras 3 amostras foram liofilizadas e cada qual

imersa em 50ml solug#o fisioloégica durante uma semana.
As 6 amostras de solugdes para andlise em HPLC foram assim preparadas:

¢  amostras 1, 2 e 3: solugfo fisioldgica em que as membranas de pericérdio bovino apés a 3°

lavagem ficaram imersas por uma semana.
#  amostras 4, 5 e 6: solugdo fisiologica em que as membranas de pericérdio bovino apds a

liofilizagfio ficaram imersas por uma semana.

A seguir, foram levantadas as curvas-padrfio das caracteristicas do glutaraldeido e do
formaldeido para determinar o tempo de detecgiio desses reagentes no HPLC. O reagente

utilizado para a determinaclo dos aldeidos foi o 2,4 dinitrofenilhidrazina (Fluka, Buchs,
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Switzerland), adotado nos trabalhos de Lipari e Swarin (1982), Eybl et al. (1989) e Grimm et al.
(1992).

Apds o levantamento das curvas-padrio, passaram-se pela coluna do HPLC, aliquotas das 6

amostras preparadas, para detectarem a quantidade de aldeidos residuais nestas solugdes.

A avaliac@io estatistica dos dados resultantes do ensaic em HPLC foi realizada

utilizando o t-test, (Apéndice G). Os valores foram considerados significativos para p<0,05.



4 Resultados

4.1  Definicdo do padrao de congelamento

Escolheu-se a velocidade de congelamento rdpido em N, liquido em detrimento ao
congelamento lento em freezer, para os outros grupos de pericardios tratados quimicamente, pois
os resultados das propriedades mecénicas, visuais e tateis dos pericardios frescos congelados em

N> liquido ¢ submetidos ao processo de liofilizag8o, foram mais semelhantes aos pericardios

frescos ndo liofilizados.

4.2 Ensaios mecinicos

Os dados completos dos ensaios mecénicos estdo apresentados nas Tabelas A-1 a A-6 que

se encontram no Anexo l. Os modelos de curvas obtidos utilizando o Programa Mathlab estio

ilustrados nas Figuras 11 a 16 (subse¢io 4.2.1).

Os valores médios dos ensaios com os diferentes grupos de membranas de PB estfio
relacionados na Tabela 3 (na cor azul, os valores na unidade internacional). As Figuras 8, 9 e 10,

apresentam esses valores em forma de graficos.

A seguir, encontram-se os significados das letras adotadas nas Tabelas mencionadas:

A = drea da sec#io transversal em mm?

E = médulo de Young em kgf/mm?

R? = linearidade do trecho escolhido para o calculo do médulo de Young
G p = tensdo de ruptura em kgf/mm?®

Enp = deformacio na ruptura em %

n = niunero de amostras de cada lote = 50
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Tabela 3 Dados médios e seus desvios-padriio de ensaios mecinicos

Grupo de O rup (kgfmm?) | E (kgfimm®) Erup (%) R’ A (mm’)
pericardios @
& oy (VEP) E (MPa) A (")
F 1,75+ 0,68 505+1,93 41,16 £9,27 1,00 £0,00 0,75+ 0,23
17,16 +6.67 495321893 (0,75 0.23310
F-FR-L 2,86+ 1,05 6,87 2,16 43,28 + 10,55 1,00 + 0,00 0,6 4+ 0,20
2805 £103 67,37 £21.18 (0,64 = 0,205107°
F-N-L 1,96 + 0,89 435+191 42,34 £7,96 1,00 +0,00 0,85 £0,43
1922+ 8,73 42,66 = 18,73 (0,85 + 0.43)10°
G 2,84+1,32 7,58 £3,05 36,46 £ 7,29 1,00 £0,00 0,76 £ 0,24
278541294 | 74,34 £29,91 (0,76 £ 0,24)10°
G-N-L 325+1,47 6,07+3,19 40,86 + 7,09 0,99 = 0,01 0,59 0,29
31,87 £1442 | 39,33£31,.28 (0,59 2029107
F-N-L-G 3,02+ 1,15 6,44 +2,38 41,56 +£745 0,99 +0,01 0,75 £0,15

28,62 £ 11,28

i

-5

A

(0,75 £ 0,15)10

A




50,0

40,0

30,0 -

200

tenséo {MPa)

10,0

0.0 -
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fipo de pericardio

Figura 8 Tensdo de ruptura média dos pericardios bovinos. O grafico apresenta os valores

da média e do desvio-padrio de cada grupo pesquisado.
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tipo de pericardio

Figura 9 Moddulo de Young médio dos pericérdios bovinos. O grafico apresenta os valores

da média e do desvio-padriio de cada grupo pesquisado.
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Figura 10 Deformagiio média na ruptura. O gréfico apresenta os valores da média e

do desvio-padrdo de cada grupo pesquisado.

4.2.1 Tlustrag@o dos graficos utilizando o Mathlab

Os graficos obtidos no processamento de dados, utilizando o Mathiab, estfo ilustrados nas

Figuras 11 a 16, os modelos das curvas de cada grupo de ensaio de tragdo est3o apresentados.
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Figura 11 Grafico do ensaio de tragéo de pericardio bovino F.
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Figura 12 Grafico do ensaio de tragfio de pericédrdio bovino F-FR-L.
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Figura 13 Grafico do ensaio de tragfio de pericardio bovino F-N-L.
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Figura 14 Grafico do ensaio de tragfio de pericérdio bovino G.
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Figura 15 Grafico do ensaio de tragfo de pericardio bovino G-N-L.
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Figura 16 Gréafico do ensaio de tragdo de pericardio bovino F-N-L-G.
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4.3 [Ensaios de temperatura de encolhimento

Os dados completos coletados durante os ensaios de gstabilidade térmica estdo

apresentados na Tabela A-7 que se encontra no Anexo IL.

A Tabela 4 apresenta as médias dos valores das temperaturas de encolhimento. Os
resultados das temperaturas médias em que os pericardios sofreram encolhimento com os seus

respectivos desvios esto representados sob forma de grafico na Figura 17.
Nas Tabelas mencionadas foram adotadas:

$T = temperatura de encolhimento em °C

n = nimero de amostras estudadas para cada grupo = 50

Tabela 4 Médias e desvios-padriio dos valores do ensaio de temperatura de encolhimento

Grupos de pericardios ST('C)
F 734+14
F-FR-L 740+ 1.2
F-N-L 737+1,6
G 859+29
G-L 86,5+2,7
F-N-L-G 86,2427
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Figura 17 Temperatura média de encolhimento dos pericardios bovinos. O grafico

apresenta os valores da média e do desvio-padrio de cada grupo pesquisado.
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4.4 Resultados da microscopia eletronica de varredura

As Figuras 18 a 21 ilustram as vistas em corte e vistas de superficie lado rugoso e lado liso

dos pericardios bovinos obtidas pela MEV.

4.4.1 Influéncia da velocidade de congelamento na estrutura do

pericardio bovino

Por microscopia eletrénica de varredura foram realizadas analises de cortes dos pericérdios
frescos que foram congelados lentamente em freezer, antes da liofilizacdo (Figura 18) e os

pericardios frescos congelados rapidamente em nitrogénio liquido (Figura 19).

Figura 18 MEV de membrana de pericdrdio bovino liofilizado (vista em corte), que foi

submetido a congelamento lento em freezer.

Figura 19 MEV de membrana de pericardio bovino liofilizado (vista em corte), que foi

submetido a congelamento répido em nitrogénio liquido.



4.4.2 Analises das superficies dos pericardios bovinos

A Figura 20 mostra 6 fotos extraidas da MEV em procedimentos diferentes (a, b ¢}, sem

tratamento quimico.

X288 188vm WD39

{c) F-N-L + MEV

Figura 20 MEV das superficies lisas e rugosas dos pericardios bovinos, sem tratamento quimico:
fotografias do lado esquerdo mostram a superficie lisa ¢ as do lado direito mostram a

superficie rugosa.
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A Figura 21 mostra 4 fotos extraidas da MEV das membranas com tratamento quimico.

(b) G-N-L. + MEVY

Figura 21 MEV das superficies lisas e rugosas dos pericardios bovinos tratados quimicamente: as
fotografias do lado esquerdo mostram a superficie lisa ¢ as do lado direito mostram a

superficie rugosa.

4.5 Analises histologicas

As Figuras 22 e 23 ilustram as ldminas das andlises histoldgicas, nas quais podem ser
visualizados os aspectos da morfologia das fibras de coldgeno das membranas de pericardio

bovino antes e apos a liofilizagfo.
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(a) (b) (©

Figura 22 Morfologia das fibras de colageno do pericardio bovino (aumento de 20 vezes).
{a) Grupo F.
{b) Grupo F-N-L.
{¢) Grupo F-FR-L.



LE

Figura 23 Morfologia das fibras de colageno do pericérdio bovino (aumento de 20 vezes).

{d) Grupo F-N-L-G.
(e) Grupo G.
(f) Grupo G-N-L.



4.6 Teste de citotoxicidade

Ao utilizar a taxa de 3,0cm’ml de liquido de extragfo, foi obtide um extrato muito

concentrado de residuos toxicos, ndo sendo possivel visualizar o crescimento de coldnias.

Com taxa de 0,5cm*ml de liquido de extracdo foi possivel visualizar o crescimento de
coldnias. A Tabela 5 apresenta a média e o desvio-padrio do crescimento de coldnias e o grafico

da Figura 24 ilustra a curva de supressdo de coldnias.

O Apéndice H apresenta os dados do crescimento de coidonias CHO.

Tabela 3 Crescimento de coldnias

Nimero de coldnias (%6}
Concentracio
de extrato (%) Controle positivo Controle negativo G G-N-L,
-~ fenol 0,85 % - - BDPE -
100 0 94,44 + 9,83 0 0
50 15,17 £ 2,06 95,63 +4.27 0 36,54 £ 4,20
25 42,52 +2.06 93,16 £225 4 82,91 + 3,87
12,5 66,88 + 2,89 95,30 £ 4,85 0 93,59 +2.94
6,25 8248+ 162 100320 24,15+ 1.62 98,93 + 5,81
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Figura 24 Curva de supressio de coldnias. As setas indicam os valores do ICsye,) do controle

positivo e da amostra G-N-L..
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4.7 Analises de aldeidos em HPLC

Os grificos resultantes das analises em HPLC para a detecgdo de aldeidos estdo

apresentados nas Figuras 25 a 39,
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Method : cihclass-vp\methods\rphplc.met
Sample ID ¢ Pad, dil-1/30
sislass PO OTOSOR1 E - Channal 4
rio
|
i
:
E - "5 m
A ; £
B & ! =
s a \ s
o i
]
B it :
By i " i
I o=t
g8 SR !
B / [ oo o !
" : - ;
[ ! R T Y |
wien N I I A -
b T |
i
i
g
5 10 15 Zo
Minubes
Channel A Results
Peak Time Araa Area *
1 1,38 346343 15,843
2 z,34 213474 16,381
3 2,94 5247538 23,319
4 4,02 583222 28,382
5 4,58 288016 14, 808
& 5,88 1954 0,085
? 6,29 2737 4,133
8 3,77 39 0,002
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Totals
2056316 100,000

Figura 25 Curva-padriio de GA, diluigfio 1:50.
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Figura 26 Curva-padrio de GA, diluiggo 1:100.
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Figura 27 Curva-padrio de GA, dilui¢do 1:200.
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Figura 30 Curva-padriio de FA, diluigio 1:100.
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Figura 31 Curva-padrio de FA, diluicio 1:200.
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Figura 32 Comparacdo das curvas-padréio de FA.
- Vermelho corresponde a diluig8io 1:50.
~ Yerde corresponde 4 diluicdo 1:100.

- Azl corresponde a diluigdo 1:200.
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A comparagio das curvas-padriio das diferentes concentragdes mostrou os tempos em que 08

reagentes foram detectados pela coluna do HPLC: GA (Figura 28) e FA (Figura 33).

A Figura 28 apresentou dois pontos em que as curvas-padrio de diferentes diluicSes de GA
se sobrepdem em ordem decrescente de concentragdes: primeiro ponto € detectado em 4,02; 4,05
e 3,87 min e o segundo em 4,59; 4,59 ¢ 4,68 min, mostrando que diferentes fracdes de GA estio
sendo detectadas em dois tempos distintos. Portanto, nas 6 amostras analisadas (Figuras 34 a 39),
o GA deve estar sendo detectado pela coluna por volta dos 4 min e 4,6 min pedendo haver alguns

segundos de atraso ou antecipacéo no ponto de saida.

Para cada diluigfio, o valor da concentragio de GA fot determinado por meio da densidade e
da concentracio do GA inicial utihizada. Através dos graficos do HPLC das curvas-padriio de GA
foram obtidas as respectivas dreas nos tempos de detecgio de GA. Utilizando o programa Excel®
foram tracados os graficos de concentragfio em funcio da drea (Figuras 40 e 41), determinando
duas equagdes de reta (curvas de calibracfio) que serfio utilizadas para calcular a quantidade de
A liberada nas amostras 1 a 6, levando-se em consideragfio o peso de cada amostra. Os valores

liberados de GA nas amostras estdo apresentados na Tabela 6.

densidade do GA = 1,08
padrao utilizado na coluna de HPLC: GA g 25%

conc. GA (g} dreasobacurva  iempo (min}

5,300 583222 4,02
2,650 402252 405
1328 21980 3.87
g 800000 [
3 goo0pp | 150778X " B8RS ,
§ 400000 e e
£ 200000 fmm e

9,0 1.0 2,0 3,0 40 50 8.0

coiceniracio do GA (g

Kigura 4¢ Curva de calibracBo do GA no tempo 1.

"
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densidade do 54 = 1,08
padrdc eiiizado na coluna de HPLC: GA 2 25%

cone, GA (g} Arsasobacurva  tempo {min)

5300 288016 459
2,650 180987 459
1,328 792 408
T 400000
5 00000 | yZOTTOSK-52725 ~
= R® = 0,8912 /
<
g 200000 5
§ 100000 —
5 //
g :

0,0 1.6 20 30 440 56 690

concentracdo do GA {gh)

Figura 41 Curva de calibracdo do GA no tempo 2.

Como ja foi apresentado na Figura 33, o tempo de concordéncia das curvas-padric das
diferentes concentraces de FA estd em 8,80; 8,80 ¢ 8,75 min. Como no GA, através do grafice
de HPLC, foram obtidas as respectivas Areas nos tempos de deteccBo de FA. Utilizando o
programa Excel® foi tragado o grafico de concentracfio em fungfio da area, obtendo a curva de
calibragfio (Figura 42), que serd utilizada para calcular o valor de FA liberado nas amostras de 1 a
6, levando-se em conta a diferenga de peso das amostras. As guantidades de FA liberado nas

amostras estfio apresentadas na Tabela 7.

densidade = 1,083
padrao utiizade na coluna de HPLC: FA 24%

conc, FA g} 4rea sob acurva tempo {min)

0,870 93583 3,80
0,435 56044 8,80
0.218 28937 875

120000

80900

40000

arpa 50b a curva

0,0 0.2 0.4 08 0,8 1,0
soncentracdo do FA (g}

Figura 42 Curva de calibragfo do FA.
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Tabela 6 Quantidade de GA liberada nas amostras

Dados obtidos utilizando-se a curva de calibragio do GA (tempo 1), equacio 1: v = 130778x - 68505, R = 0,85

G N1
amostras

L 2 3 4 5 6

drea sob 3 curva do grifico HPLC (ua) 816480 325039 157468 41173 31408 26049

peso das amostras (g) 0,72 (.67 0,60 0,73 0,71 0,67
GA liberado petas amostras (g/l) 4,40 4,52 2,88 1,14 1.08 1,08
tempo {min} 3.81 397 3,96 3,94 3,59 3.56

Dados obtidos utilizando-se a curva de calibragio do GA (tempo 2), equagdio 2: y = 67705x - 52725, R* = 0,89

G G-N-L
amostras
i 2 3 4 5 6
drea sob a curva do grifico HPLC (ua) 6979 8783 365879 5817 4904 11338
peso das amostras (g) 0,72 0.67 0.60 0,73 0,71 0.67
GA liberado pelas amostras {g/1) 122 1,36 10,30 1,18 1,20 i.4l
tempe {min} 4.51 {464 4,63 4,60 4,31 429
Total dos vatores liberades de GA nos 2 tempos
G G-N-L

amostras

1 2 3 4 5 6
Equacio 1 9,40 4.52 2.88 i.14 1,08 1,08
Equagiio 2 1,22 1,36 10,30 1,18 1,20 1,41
Total 10,62 5,89 13,18 2,32 227 2,48

GA liberado pelas amostras (g/)

G G-N-L

média = DP 990+ 3,70 2361 0,1

57



Tabela 7 Quantidade de FA liberada nas amostras

Dados obtidos utilizando-se a curva de calibragio do FA: equagiio v = 118524x, R” = 0.81

G G-N-L

amostras

1 2 3 4 5 6
Area sob a curva de grifico HPLC {ua} 511 780 905 93 3 I
peso das amesteas (g) 0,72 0,67 0,60 0.73 0,71 0.67
FA liberade pelas amostras (mg/l) 0.24 0.26 0,28 .24 0,25 0,27
tempo {min) 8,76 8,82 8,72 8.77 8,82 8,72

T - T
FA liberado pelas amostras (mg/l)
G G-N-1,

média + DP 0,26 0,02 0,25 £0.01
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5 Discussao

5.1 Padrio de congelamento

O processo de congelamento escolhido foi o congelamento rapido em nitrogénio liquido,
pois as amostras pos-liofilizagiio apresentaram caracteristicas mecénicas, visuais e tateis mais

proximas ao material original (sem liofiliza¢3o) quando reconstituidas em solugdo fisiologica.

Foi verificado também que a velocidade de congelamento influencia no grau de formagdo
dos intersticios provocados pela saida do liquido da estrutura do pericardio. Quando a velocidade
de congelamento € mais répida, a formacdo desses intersticios € mais uniformemente distribuida,
com menores dimensdes. E importante observar que, quando sdo utilizados como scaffold para
crescimento celular, os intersticios formados durante a liofiliza¢do, influenciam sobremaneira na
ancoragem das células cultivadas, a fim de obter um bom crescimento celular, conforme Curtil et
al. (1997).

Quando comparados ao pericardio fresco, os pericardios frescos congelados em freezer e
liofilizados uma vez reconstituidos se apresentaram mais amarelados e rigidos do que os

pericardios frescos congelados rapidamente em nitrogénio e liofilizados,

Verificou-se entdo que a velocidade de congelamento é um fator importante quanto as
caracteristicas do material reconstituido. O material submetido a congelamento rapido apresentou

maior semelhanca com o material fresco.
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5.2 Dados dos ensaios mecinicos: tensdo de ruptura, modulo

de Young e deformacio

5.2.1 Grupos F, F-FR-L ¢ F-N-L

Os dados obtidos de ensaios mecanicos, tensio de ruptura ¢ modulo de elasticidade, dos
grupos de pericardio bovino F, F-FR-L e F-N-L, quando comparados e analisados pela ANOVA

apresentaram diferengas estatisticamente significativas: p < 0,001.
Utilizou-se Tukey Test para analisar a tenso de ruptura e 0 médulo de Young comparando:

¢ grupo F com o grupo F-FR-L;
¢ grupo F-FR-L com o grupo F-N-L;

+ grupo F com o grupo F-N-L.

Concluiu-se que a comparacio entre os grupos (F e F-FR-L) e (F-FR-L ¢ F-N-L) resuitou
em valores diferentes estatisticamente significativos, tanto para a tensdo de ruptura quanto para o
modulo de elasticidade: p < 0,05. A comparacfo entre os grupos (F e F-N-L) no resultou em
valores diferentes estatisticamente significativas, tanto para a tensio de ruptura quanto para o
moédulo de elasticidade: p > 0,05.

Com esses dados, pode-se concluir que o congelamento lento sofrido em freezer pelo
pericardio bovino altera as suas propriedades mecénicas, enquanto que um congelamento rapido
em nitrogénio liquido preserva melhor as caracteristicas do material biolégico, néo resultando em
diferencas significativas, tanto na resisténcia a4 ruptura quanto nos moédulos de elasticidade

quando comparados ao pericardio fresco.

A andlise estatistica ANOVA on Ranks para os dados encontrados para a deformagéo, nos
grupos estudados nessa subsecgfio, resultou p=0,469 ou seja, diferengas ndo significativas: p >
0,05.
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5.2.2 Grupos G, G-N-L ¢ F-N-L-G

A andlise estatistica ANOVA dos dados obtidos de tensZo de ruptura dos grupos G, G-N-L
e F-N-L-G, nio apresentou diferengca significativa: p = 0,300

Os dados obtidos dos médulos de elasticidade quando analisados pela ANOVA on Ranks

resultaram um p = 0,061, podendo ser considerados sem diferenga significativa entre eles.

Os valores obtidos de deformacdio para esse grupo quando analisados pela ANOVA on
Ranks, resultaram em diferencas significativas: p < 0,001. Razo pela qual, passou-se a efetuar
um pos teste utilizando Student-Newman-Keuls Method comparando os dados dos grupos:
¢ G-N-L e F-N-L-G;
¢ GeG-N-L;
¢ GeF-N-L-G.

A comparagio entre os grupos G-N-L e F-N-L-G nfio apresentou diferenca significativa

entre si: p > 0,05. Mas a comparacio entre os grupos (G e G-N-L) ¢ (G e F-N-L-G) apresentou
diferenga significativa: p <0,05.

Os dados obtidos, mesmo sendo estatisticamente diferentes, apresentaram valores médios

compativeis com os preconizados por Braile (1992), como adequados na confecgdo de proteses

cardiovasculares.

Os resultados sugerem uma adequagio do material liofilizado e reconstituido em aplicacGes
praticas.

5.3 Dados da temperatura de encolhimento

Estatisticamente ndo foram encontradas diferencas significativas p =0,575 entre os valores

de temperatura de encolhimento nos estudos realizados nos pericérdios bovinos pertencentes ao
grupos: G, G-N-L, F-N-L-G.

61



Entre os valores encontrados nos grupos F, F-FR-L e F-N-L o mesmo aconteceu, ou seja,

ndo houve diferengas significativas p = 0,154.

Observou-se que as temperaturas de encolhimento n#o sofrem diferencas significativas em

todos os grupos estudados, o que se faz supor que o processo de liofilizagdo ndo interfere nas

estruturas das ligagdes quimicas dos pericardios.

5.4  Analises em microscopia eletronica de varredura

O corte transversal do material que €é submetido a um congelamento lento (Figura 18),
apresenta a formacfo de grandes intersticios, provocados pela saida de liguido durante o processo
de liofilizagdo. Diferente do que ocorre na Figura 18, o corte transversal do material que €
submetido a um congelamento rapido (Figura 19) apresenta a formagio de intersticios menores ¢
mais uniformemente distribuidos, apés a liofilizagfo. Essa diferenca no tamanho dos intersticios
que se formam apos a liofilizagiio é explicado pelo tamanho do gelo formado durante a fase de

congelamento das membranas.

Na Figura 20 sdo vistas as alteragfes ocorridas na superficie dos pericdrdios bovinos dos
grupos F-FR-L e F-N-L em compara¢fio com o grupo F. O grupo F-FR-L teve a sua superficie
totalmente alterada, ocorrendo uma deformacfio na superficie lisa do pericdrdio. Essa
deformac@o pode ter sido provocada pela sublimaciio do gelo de grandes dimensdes, que se
formaram durante o congelamento em freezer. A diferenca observada entre o grupo F e F-N-L
deve-se ao fato de o grupo F ter sofrido secagem por ponto critico, provocando um ligeiro
encolhimento nas fibras do pericardio. Como no caso anterior (grupos F e F-N-L), de acordo
com os resultados obtidos (Figura 21), os PB tratados quimicamente, G ¢ G-N-L nio

apresentaram alteracdes importantes.

As fotografias feitas em MEV fazem supor que o congelamento em freezer provoca
maiores alteragdes nas membranas de pericardio bovino, enquanto o congelamento rdpido em
nitrogénio Hquido mantém melhor a integridade do material. Esse resultado € corroborado por

estudos feitos por Skrabanja et al. (1994) no qual afirmam que, apesar de nfio ser uma regra, um
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congelamento mais rdpido tende a preservar melhor o material, evitando perdas das

caracteristicas na sua reconstituicdo.

O resultado encontrado parece apontar para um paralelismo entre aspecto do material

liofilizado e propriedade mecénica.

5.5  Analises histoldgicas

As fotografias das ldminas que serviram de material para a avaliagio do patologista,

encontram-se nas Figuras 22 e 23 e levaram &s seguintes conclusdes:

¢ Os grupos F e F-N-L apresentam morfologia do coldgeno dentro dos padrfes de normalidade

de um pericérdio bovino;

¢ O grupo F-FR-L apresenta as fibras de colageno muito alteradas, com aspecto encolhido e

aglomerado, a morfologia deste grupo diferindo dos padrdes da normalidade de um pericardio

bovino fresco;

¢+ Os grupos G, G-N-L e F-N-L-G apresentam morfologia das fibras de coldgeno dentro dos

padrdes da normalidade de um pericardio bovino tratado.

A alteragdo verificada na morfologia das fibras de coldgeno do grupo F-FR-L pode ser a

explica¢do para o fato desse grupo, apds sua reconstitui¢iio em solugfo fisiologica, ter-se tornado

mais rigido, quando comparado ao pericardio fresco.

5.6 Dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade

O extrato obtido pela imersio das membranas de pericardio bovino tratadas em
glutaraldeido (G) ndo liofolizadas, em meio extrator, foi diluido em diversas concentragbes
(Figura 7, subsecédo 3.10). Conforme Tabela 5 e Figura 24, observou-se discreto crescimento de
coldnias, somente nas placas de cultura que continham a concentracdio mais diluida (6,25%),

mostrando ser o material bastante citotéxico. Note-se que nessa concentragdo, o material
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liofilizado permitiu um crescimento de mais de 95% do total das células cultivadas. Pode-se

deduzir, portanto, que a liofilizagdio diminuiu a citotoxicidade do material tratado com aldeido.

O potencial citotoxico foi avaliado pelo indice de citotoxicidade ICspe. O controle
negativo ndo deve produzir resposta citotdxica, isso foi verificado com o extrato do polietileno,
resultando um ICsgs) > 100. O controle positivo deve produzir uma resposta citotdxica, isso foi
verificado com a utiliza¢fo da solugfio de fenol, que apresentou um ICsy,=20, aumentando-se a
concentracdo do extrato do controle positive houve reducfio gradual do nfimero de coldnias
formadas. O comportamento dos controles positivo e negativo ajuda no controle do teste de

citotoxicidade, mostrando possiveis erros durante o decorrer do ensaio.

O extrato G-N-L mostrou um ICsqe) = 41, indicando que o material possui citotoxicidade.
Por outro lado, o extrato G mesmo & concentragio de 6,25%, em que houve um pequeno
crescimento de coldnias, manteve-se abaixo da linha de ICsqung, indicando um potencial
citotoxico elevado. Para que o extrato G consiga alcangar um ICspe, haveria necessidade de

maiores diluicdes.

Comparando os dois grupos avaliados no ensaio de citotoxicidade, pode-se concluir que os
resultados mostram a dependéncia do material ser liofilizado ou ndo. Suple-se que a menor
citotoxicidade observada no grupo G-N-L seja em decorréncia da menor concentracdo de

aldeidos, que realmente foi observado no ensaio por HPLC.

Para avaliag@io estatistica mais rigorosa € necessario um namero maior de ensaios, mas,
uma comparagdo nos grupos G , G-N-L, controle positivo e controle negativo resultou em

diferenca significativa p < 0,001.

5.7 Dados obtidos pela analise em HPLC

Apesar do pequeno numero de amostras analisadas em HPLC, fez se um tratamento

estatistico com os resultados obtidos.



A avaliagfo estatistica dos dados resultantes do ensaio em HPLC, utilizando o t-test para o
GA liberado pelas amostras G ¢ G-N-L, resultou em diferenca estatisticamente significativa
p=0,024.

Para a quantidade de FA liberado pelas amostras, a comparacéo entre G e G-N-L resultou

um p =0,677 (ndo hd diferenca estatisticamente significativa).

Muitos estudos tém sido apresentados a respeito da resposta bioldgica das préteses fixadas
com glutaraldeido, utilizando varios animais e culturas de células. Segundo Jayakrishnan e
Jameela (1996), aldeidos que ficam retidos nos intersticios das ligagdes cruzadas nos tecidos
biologicos tém sido apontados como responsaveis pelas reagdes inflamatorias, citotoxicidade,

calcificacdo e falta de endotelizac#o.

Analisando os resultados obtidos neste estudo, pode-se levantar a hipdtese de que a
liofilizacAo promoveria a retirada de aldeidos que ficam retidos nos intersticios das hgacdes
cruzadas no pericardio durante o tratamento em GA, que ndo sfo extraidos pela simples lavagem
em solucfo fisiologica. Tal fato justificaria a diminuigio dos aldeidos residuais devido ao GA, no
material liofilizado. Enquanto que os aldeidos residuais devido ao FA (na qual o pericardio ¢
armazenado apds tratamento em GA), por estarem na superficie do material, si0 removidos

durante a lavagem em solucfo fisiolégica.

O resultado do ensaio em HPLC parece apontar que a liofilizagdo promove a redugfo de

aldeidos residuais nos PB tratados quimicamente.
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6 Conclusoes

O material submetido & liofilizagio com congelamento rapido em N;, quando comparado com
o material congelado em freezer, apresentou caracteristicas mecanicas mais proximas do

material ndo liofilizado.

O material submetido & liofilizagdo com congelamento rapido em N,, quando reconstituido,

preservou 0 aspecto mais proximo do material néo liofilizado.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura, verificou-se que o material congelado em
freezer apresentou alteragdes na estrutura superficial mais expressiva que aquele congelado

em No.

O padrio histologico das fibras de colageno do PB liofilizado apresentou grandes alteracdes
ap6s congelamento em freezer, enquanto que o PB liofilizado ap6s congelamento em N, nfo

apresentou alteracdes significativas.

A liofilizagdo ndo alterou as ligagSes cruzadas do PB tratado quimicamente, j4 que sua

temperatura de encolhimento permaneceu inalterada.

Neste estudo, a liofilizagfio nfo alterou de forma significativa as caracteristicas mecénicas do
PB.

Os grupos G e G-N-L possuem potencial citotdxico, porém o grupo G-N-L apresentou

citotoxicidade menor que o grupo G.

O processo de liofilizagiio diminuiu a quantidade de aldeidos residuais, ja que a diferenca
encontrada na quantidade de aldeidos residuais pelo ensaio em HPLC para os grupos G e G-
N-L foi significativa. Isso pode significar que a liofilizagdo pode melhorar a

biocompatibilidade das membranas de pericardio bovino.
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Em suma: Pode-se concluir que a liofilizac8o do PB ndo influenciou de forma significativa
a maioria de suas caracteristicas mecanicas, diminuiu sua citotoxicidade, diminuiu a concentracéo
de aldeidos residuais e ndo alterou a morfologia das fibras de coldgeno (quando a liofilizacdo é

processada utilizando um congelamento rapido).

Sugestbes para trabalhos futuros:

Diante das conclusGes apresentadas, parece acertado verificar a possibilidade da utilizagfo
do PB liofilizado e reconstituido nas aplicagBes hoje reservadas ao pericérdio bovino. Se
confirmada essa utilizacfio poderia resultar em aplicagbes semelhantes agregadas a vantagens

relativas a conservag#o, ao transporte, & esterilizacio e, eventualmente, & calcificacgo.

Estudos de fadiga com produtos confeccionados em PB, liofilizados e reconstituidos devem
ser realizados em trabalhos futuros, visto que o PB aplicado a préteses valvares requerem longa
durabilidade.

Estudos de interagdes de velocidade de congelamento, utilizando outros meios que nfo
foram aqui avaliadas, bem como diferentes processos de reconstitui¢des dos pericardios bovinos

podem ser estudados para utilizagdes em engenharia de tecidos.
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Anexos

Anexo I — Tabelas com os dados completos obtidos nos ensaios

Tabela A-1 Ensaios de membranas de pericardio bovino F

mecanicos

amos{ra

A {mm®) \

E (kgf/mm®)

i

|

R2

Oy (kgf/mm®)

Erup (%0)

F1

0,68

0,99

0,69

F2

0,49

1.60

1,87

F3

0,64

3,68

100

0,82

F4

0.53

3,01

0,98

1,18

ES

0,64

6,11

1Lo0

2,18

Fé

1,16

1,62

9,99

55
44

30

B M.P’i 0.63 10,73 1,00 ”3,92 45
F9 0,98 295 1,00 1,57
- o5 o L{}(‘]ﬁw 0‘56 ..................... s
- F 14 927 e 870 3’00 BG{

40

F13

1.00

55

73
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Continuzcdo da Tabela A-1

amostra | A(mm) E (sgfimm®) R?  Gup(kglmmd) 5 (%)

F 16 1,09 6.05 1.00 227 45

F17 1.03 5.68 0.99 2.26 50

F 18 0.88 4,61 | 1,00 1,53

F 19 L4 45 0 2000 60

F20 0.43 7,34 1.00 L2 ' 25

F21 0,51 425 1,00 121 | 35

F22 0.45 7.31 1,00 1,69 35

F23 0.57 431 | 100 1.43 35

F24 0.71 5,70 1,00 3 1,87 3 40

¥25 0.58 5,98 i 1.00 2,34 47

F26 1,25 3,10 0,99 1,38 65

F271 1.00 491 | 1.00 1,54 40

F 28 0,62 3.36 0,99 ; 1,57 60

F29 0,90 1,77 1,00 ‘ 0,64 60

F30 1,10 ' 2.56 1,60 197 35

F31 0.46 2.49 0,98 0,96 45

F32 083 455 09 15 40

F33 0.64 2.28 0,99 . 1,73 | 45

F34 0.92 6,61 1,00 | 2.64 40

F35 0.95 5,14 1.00 1,74 40

F 36 0.64 8.03 0.99 242 40

F 37 0,76 ; 3,71 0,99 1,54 ? 40

F 33 0.62 4,99 0,99 1.37 40

F39 1.09 4,56 1,00 1.76 45

Continua
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Continuac¢dio da Tabela A-1

amostra A (mm?) £ (kgtmm®) R Oy kgfmmd) | £ (%)

F 40 0,58 4,05 1,00 | 113 45

F a1 6.89 | 4,57 1.00 | (.59 40

Fa2 0.64 8.08 1,00 2,34 37

F43 0.80 6,67 0,99 2.27 : 40

—— T

Fs0 089 7.17 | 1,00 233 40

Tabela A-2 Ensaios de membranas de pericardio bovino F-FR-L

amostra | A (mm®)

E (kgf/mm®) R G (kgf/mm?) Ernp (%)

F-FR-L | 0.71 3,41 1,00 1,15 ! 30

FFRL2 0.83 5.38 1,00 2,37 | 57

F-FRL3 073 &7 o 332 50

F-FR-L 4 0.55 | 8.80 1.00 324 § 30

F-FR-L5 0,44 7.54 0,99 3.35 ‘ 35

F-FRL6 0.71 3,19 1,00 0.84 25

F-FR-L.7 ¢ 0.72 3.99 1,00 : 121 25

F-FR-L 8 0,60 7.10 1,00 232 30

F-FR-L9 0.95 3.87 1,00 132 40

Continua
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Continuagio da Tabela A-2

F-FR-L33

0.78

60

e A(mmz) E(kgﬂmmz)mr . ;mp(kgﬁmz}w 89(/) )
F-FR-L 10 0.52 8,93 1.00 335 35
T P 324 o TR o i}
T, 039 . 5‘}; B + o J e .
S 94{;&4? s S
Sy 9155, - 505 - ; 133 e B
. BV 866 . “}Q ) : . . .
CRRRLIG | 06 1001 e sz o
o 053 ] oot }00 - B
B . . 2?9 ;00 153 . S
FFRUQ o 4;(} o -~ s
F-FR-L20 | 0,51 921 1,00 4,51 32
F-FR-L 21 0,79 7,27 1,00 3,04 33
F-FR-L22 0,73 597 1,00 2,31 60
F-FR-L 23 0,41 7.63 1.00 3.96 | 37
F-FR-L 24 0,42 7,79 1,00 2.92 36
F-FR-L 25 0,39 9.83 1.00 4,50 42
F-FR-L26 | 0,83 7.53 1,00 2,97 50
F-FR-L 27 0,74 8.94 1,00 3.28 52
F-FR-L 28 w 0,47 8,58 100 3,68 55
F-FR-L29 0.47 7.93 1.00 3.55 55
RFR-L30 1,14 577 1,00 3 2,66 60 )
S 045 1243 099 e 451 o
FFRL32 | 0,81 575 100 2,71 w “

76
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Continuagio da Tabela A-2

amostra A (mm*) E (kgfimm®) R’ Cryp (kgfimm?) | Erup (%)
F-FR-L 34 0.44 13.07 1.00 6.23 55
F-FR-L 35 0,67 7.46 0.99 2.98 55

F-FR-L 36

F-FR-L 37 |

0,67

0.98

F-FR-L 39

F-FR-L 38 |

0,64

071

F-FR-L 40

8,51

F-FR-L 41

8,46

F-FR-L 42

0.44

F-FR-L. 43

0,90

7.01

4,36

0,99

0.99

0.99

100

1,00

099 .

1.00 >

o
o
- i
389 444‘“

T
e

F-FRAL44

.59

5.64

1,60

F-FR-L 43

.51

7,54

(.99

F-FR-L 46 |

0.39

6,13

1,00

45

F-FR-L 47

0,44

5,96

100

3,16

43

F-FR-L 48

3.97

1.00

2,39

41

F-FR-L49 |

6,50

6,51

1.00

2,68

50

F-FR-L 50 |

0.34

6,50

1,66

Tabela A-3 Ensaios de membranas de pericéardio bovino F-N-L

amostra

A {mm®)

E (kgfmm’)

RZ

Srup (kgf/mm*)

F-N-L 1

Li8

F-N-L 2

1,09

F-N-L 3

3.64

0.46

1,00

1,20

105

202

77
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Continuacio da Tabela A-3

amostra A (mm’) E (kgf/mm®y R? Crup (kgf/mm?) Erup (%)

FN-L4 131 | 3.46 1,00 1.53 50

EN-LS | 1,22 537 1,00 ; 1,95 * 50

FNL6

FN-LT | 1,34 5,71 1.00 ‘ 2,59 25

FNLS 0.72 5 423 | 1,00 ; 1,29 40

. o 8 8 i R £ 228 T B £ e e -

FNLY | 1.33 | 268 | 1,00 s s
o - s !00 e
p“;\m;_mzzm o S
o - e o e
S o 109995 ] L
FN-L 14 | 0,99 373 1,00 1,25 40
F-N-L 15 0,58 199 00 2,02 35
F-N-L 16 0.64 225 0,99 2,01 g
CENL 17 0,70 3,39 1.00 2,52 65
FN-L 18 6,79 377 1,00 2,11 2
FNLI9 | 0,83 441 1.00 7 | 45
FN-L20 0,86 536 1,00 3,12 T
FNL2 075 28 099 1,43 a5
FN-L 22 0.59 3,96 : 1.00 2,28 32
FNL23 063 532 .00 2,20 40
F-N-L 24 0.72 3,74 1,00 1.48 35
- 25 T ‘ o e R
FNL% s | o P o e
o o Jk L S }32 >

Continna
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Continuacdo da Tabela A-3

armosira

A (mm’)

| E (kgfmm?)

rup {kgf/mm""’)

Erup (Vo)

F-N-1. 28

0.45

318

4,99

1,65

F-N-L 29

0,68

3,32

1,00

1,15

F-N-L 30

0.87

2,76

F-N-L 31

0,94

1,66

1,95

F-N-L 32

0,78

1,99

F-N-L 33

0,83

1,00

F-N-L 34

0,83

1,00

1.88

F-N-L 35

0,77

LoD

0,73

F-N-L 36

0,86

0,99

1,15

40

FuN-1. 37

0.52

1.00

50

F-N-L, 38

0.58

1.00

50

F-N-L 39

0,61

6.42

1,00

F-N-L 40

0,51

F-N-L. 41

0,75

6.59 ;

3,63

1,00

1,00

45

45

45

F-N-L 42

0.62

10,73

1,60

50

F-N-L 43

0.68

5,31

1.00

30

F-N-L 44

F-N-L 43

F-N-L 47

F-N-L 46

6.20

7,80

1.00 : .

1.00

0,78

6,04

193

1,00

1,00

0,95

50

40

42

F-N-L 48

0,38

0,66

F-N-L 49

F-N-L 50

0.64

0,99

1.00

2,12

0.99

79

35



Tabela A-4 Ensaios de membranas de pericardio bovino G

Camosa  AMmmd) | Eggtmmd) | R | o tgimm)  en (6
61 0,52 9.17 1,00 2,32 35
G2 0,98 5.64 1,00 2.19 30
G3 0.42 11.88 1,60 4,37 33
G4 0.98 4.06 1,00 1.24 25
Gs 1,04 5,37 .00 1.98 s
““““ ~ Gs 07 s 100 196 E
e o - - S
- o o " . L
G9 084 548 1,00 272 35
- . - BT e
. o e T . )
a1 0,75 3,30 090 152 35 M
—— o e S
S - o o DO
615 0.39 1162 100 69 s

Glé

0.40

1L0G

" ; w
O
Dt

40

G {7

0,41

1,00

S
0

Gi8

1,08

1,00

2,05

G 19

0,80

1,00

2.08

G20

0.72

1,00

Gzl

0,81

3,73

0.9%

G22

0,82

3.04

0,98

G23

0,51

1,74

1,00

G 24

0,68

8,44

0,99

80
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Continuacdo da Tabela A-4

amosira

A (mm®)

RI

Grup (Kgf/mm®)

(:26

G2

0.78

G27

0,61

1,25 R

0,99

0.99

1,80

3,23

4.19

£33

G28

0.64

0,99

G129

6,93

7.97

1,00

G 30

1.15

9,83

1,00

G 31

0,63

8,65

1,00

G 32

0.81

o
[
Lad

0,98

G 33

0,66

0,99

G 34

0,85

1,00

G335

0,71

1,00

G36

0,81

0,99

0.96

G 37

G445

7.87

1,60

3,21

G 39

G 38

0.56

9,75

1,00

3,40

0,57

15,09

1,60

567

G40

0,60

2.99

1,60

2.01

35

G 41

1,00

8,74

1,60

G 43

G 42

1,13

0,81

3.97

1,00

43

846

1,00

G 44

0,92

5,59

1,00

35

G 48

G435 0,99 4,72
G 46 0.91 5,63
G47 0,91 9,35

1,00

&1

Continua



Continuacio da Tabela A4

G 49

1.04

8,05

1.06G

3,58

33

G 30

1,31

7.97

0.99

4.07

45

Tabela A-5 Ensaios de membranas de pericardio bovino G-N-L

amostra  AGuwd)  E (sgfimm) R S G )
G-N-1. 1 0,33 9.20 0,99 3.49 30

| G-N-L 2 0,37 8,40 1,00 3,23 35
G-N-L 3 0.53 8.54 0,99 3,99 30

G-N-1.4

G-N-1. 5

0.33 ;

0,79

0,99

G-N-L 6

0,49

0.99

0,99

G-N-L 7

0.48

G-N-L. 8

0,41

0.99

0,98

G-N-L 9

(1,39

0,99

40

45

335

35

G-N-L 10

0.40

0,99

50

G-N-L 11

047

0.99

222

43

G-N-L 12

(3,44

0,98

G-N-L 13

G-N-L14

0,41

0.42 |

6,98

5,38

33

6,42

36

0,99

35

G-N-L 15

0.69

0,97

G-N-L 16

0,49

329

0,98

43

G-N-L 17

0.46

10,48

0,59

45

G-N-L 18

0.57

4,68

0,59

45

G-N-L 19

5.09

0,98

30

82
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Continuacio da Tabela A-5

amostra

A (mm®)

E (kgf/mm’)

Srup (kgf/mm*)

Erup (%)

G-N-L 20

4,30

592

0,99

32

G-N-L, 41

0,77

G-N-1. 42

G-N-1. 43

0.45

0.43

1,60

1.00

0.97

o 029 L 09935] - . .
GNL2 040 e 099 205 0

G-N-L 23 112 343 0,99 1,54 45

G-N-L 24 0,59 1,56 0.97 1,94 - 36

G-N-L 25 1.73 1,63 097 1.57 f 32

G-N-L 26 0.62 3.33 1.00 222 44

G-N-L 27 0,59 3.81 1.00 1,79 45

G-N-L 28 0.55 3.60 1,00 165 50

G-N-L.29 0,38 10,41 1,00 3.48 35

G-N-L 30 0,78 3,14 0,97 292 36

G-N-L 31 0.69 8.45 0.99 386 50

G-N-L 32 0,62 4,68 1,00 1,95 a8

G-N-L 33 0.55 1191 0,99 . 5,11 40
S - e . me & - e

G-N-L 35 048 4,85 0.98 sm 55
GNL36 0.47 8,34 099 353 3

e 6,59 - - S e
. o o L = e
GNLS‘} o - o - o
S v o 099 — 6]9 ——

40

43

39

Continus



Continnacio da Tabela A-5

amostra

A (mm?)

E (kgf/mm?)

R2

G ryp (kgf/mm")

Epup (%)

{-N-L 45

G-N-L 44

.17

G-N-L 46

0,48

0.54 '

2,33

0,97

100

6,99

2.54

1,70

6,16

33

45

35

G-N-L 47

0.67

40

G-N-L 48

.97

G-N-L 49

0,99

G-N-L 50

0.96

Tabela A-6 Ensaios de membranas de pericérdio bovino F-N-L-G

amosira

A {mm*)

E (kef/mm®)

RZ

G rp (kgfmm®)

Eeup (Vo)

F-N-L-G i

1,03

5,48

0,97

43

F-N-L-G2

0.74

0.99

33

F-N-L-G 3

6,83

0.98

40

F-N-L-G 4

4,70

0,98

45

F-N-L-G 5

(.69

F-N-L-G 6

0,69

F-N-L-G7

0,62

4,99

0,98

1,00

4,72

40

29

45

PYe - - ” -
F-N-L-G 9 0,66 639 0o s =
ENLGIO 066 | 638 0.98 3.91 o

ENAG 11 034 162 099 Cess s

F-N-L-G 12

0.73

1.19

F-N-L-G 14

F-N-L-G 13

0.33

0,84

8.94

5,10

3.61

84
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Continnacio da Tabels A-6

amostra

A (mm®)

E (kgf/mm®)

G rup (kgf/mm®)

Erup (Vo)

F-N-L-G 15

0,72

F-N-L-G 16 -

F-N-L-G 17

0,77

0,48

FN-L-G 18

0,87

F-N-L-G19

F-N-L-G 20

0,69

F-N-L-G 21

0.69 ,

0,99

0,67 '

2.57

0.99

e
| 0,99

o
0

0.99

LIG
4,54

4.55

32

34
435

43

45

FN-L-G22

0,98

8.11

1,00

FN-L-G 23

102

4,57

097

F-N-1-G 24

0,84

6,78

0.99

F-N-L-(G 25

0,89

3,86

0,98

F-N-L.-G 26

0,82

3,90

0.99

F-N-L-G 27

0,81

10,35

1,00

F-N-1.-G 28

0,83

10,57

1,00

F-N-1-G 29

9,59

8,98

1,60

F-N-L-G 30

0,78

540

0,97

F-N-L-G 31

8,46

1,00

47

F-N-L-G 32

4,70

546

0.98

F-N-1.-G 33 :

.95

F-N-L-G34 |

041

4,71

0,97

7,06

1.00

41

30

F-N-L-G 35

0,78

6,89

0,98

F-N-L-G 36

(.54

10,65

1,00

F-N-L-G 37

0.89

8,48

0,99

42

50

50

&3
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Continuacdo da Tabela A-6

amaestra

A (mm?®)

E (kgffmm®)

R?.

Grup (kgl/mm®)

Erup (%0)

F-N-L-G 38

0.90

0.97

50

F-N-L-G39

0,71

0,96

45

F-N-L-G 40 '

0,35

0,99

48

F-N-L-(3 41

0,49

(1,98

50

F-N-L-G 42

0.66

F-N-L-G43

F-N-L-G 44

0,77

0,75

F-N-L-(3 45

0,76

F-N-L-G 47

FeN-L-( 46

1.61

(.58

F-N-L-G 48

(.68

0,99

(.99

F-N-L-G 49

0,74

F-N-L-G 50

(.99

0,594

44

43

40

86



Anexo II — Tabela com os valores obtidos nos ensaios de

temperatura de encolhimento

Tabela A-7 Ensaios de temperatura de encolhimento dos diversos grupos de PB

Ensaio de temperatura de encolhimento dos diversos grupos de PB

amostra F  FFRL  FNL G GNL  FNLG

ST C°C) STCCO) ST (O) ST °C) ST CC)

1 732 734 705 . 826 . 849 890

0 | o — e B T
3 T20 1 w0 859 o2 8.3
s M6 me | ms w1 s4 | w4
s T3 Y 742 85 836 85.7
6 73 o1 a4 858 855 892
v s 70 08 85l 89,0 83.6
s 73 73.0 748 . 80 80 | 870
o | 742 73,1 76.6 882 872 85,9
o Bs . T2 ma -g 883 862 §7
ey e o - S
B s - e .
3 75,7 : 75,3 70,9 89.0 89,5 : 85,1
T S T 73.5 85.5 883 85
e . . T e 0
—— T o T e

Continuz
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Continuagio da Tabela 10

amosira | F

F-FR-L

G-N-L

F-N-1-G

ST (°CO)

ST (°C)

8T (O

8T (°O)

$T (°C)

737

752

86,6

813

85.8

89.5

82.4

85,9

87.6

87.3

89.1

88,2

85,7

6.8

854

87.8

884

84,5

80,6

80,2

894
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29 72.2 752 739
30 74,2 74,3 75,7
31 75,3 74,7 74,9
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BrTa S n o
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B B A S

88,7
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89.0

86.0
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Continuacio da Tabela 10

amostra F  FFRL  FNL G . GNL F-N-L-G

STCC) | ST(O) CSTCO . STEO | STEQ) | STCO)

Al 73 s w8 s0d . sed | ge2

42 76,0 757 152 882 887 815

45 T2r 133 754 802

44 725 4z s 858 853 80.2

45 752 49 7 812 | 802 81.3

46 722 726 159 834 882 89.5

o O W7 763 861 861 88.7

48 72 T8 e 842 87.7 84.1

9 - T29 T8 736 87,1 886 | 821

so 28 . 0 758 798 89.0 81,4

39



Apéndices

Apéndice A - Programa Mathlab para processamento de dados

function marina(fname,opt)

% marina Calcula a elasticidade de ensaios de forca x deformacao

%

% marinalopt)

% onde:

% opt =0 calcula a elasticidade

% opt==1 mosfra o calculo na tela

% opt==2 inclui dado no arquivo marina.txt (~ASCii)

if ~exist{'opt")
opt=0;

end

if opt==0
evail([load ' fname '.asc -ascii’]);

[b,a}=butter{3,0.08);
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eval(['intemp=' fname '});

if eval({'(exist("fname ".mat","file")y'])
eval(['load ’ fhame })

end

if ~existCAD
eval([load ' fhame ".are -ascii’]);
eval(['A="fname "}']);

end

if ~exist('lo")
10=9.53; Y%emm

end

desloc=intemp(:,2);
kgf=intemp(:,3);
kefE=Ailtfileb,a kel);
deform=desloc/lo;

tensao=keff/A;

if ~exist("xpos")
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figure
plot({1:length(tensao)l,tensac);
[xpos ypos]=ginput(3);
xpos=ceil(xpos);
eval({'save ' fname " lo A xpos’])
plot{deform,tensao); xlabel('deformacio [%]"); ylabel('Tensdo [keffmm 2]);
v=axis:
hold on;
plot(ones(2,1y*deform(xpos(1)),[v(3) v(4)]....
ones(2,1y*deform(xpos(2)),[v(3) v(4)],...
ones(2, 1)*deform(xpos(3)),[v(3) v(4)]);
eval(['title ' fname]);
[p,s]=polyfit(deform(xpos(1):xpos(2)),tensao(xpos( 1 ):xpos(2)),1);
fhame
E=p(D)
trup=max(tensao(xpos(2):xpos(3)))
eval{['save ' fname ' lo A xpos E trup'])

end

% if ~exist('R2"

if1

R2=rsgr(deform(xpos(1):xpos(2)),tensao(xpos(1 y:xpos(2)))
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if isnan(R2)
fname
end
eval(['save ' fname ' lo A xpos E trup R2')

end

elseif{opt==1)
eval(['load ' fname '.asc -ascii']);
[b,aj=buiter(3,0.08);

eval{['intemp=" fname ;T);

if eval({'(exist("'fhame .mat","file"})'])
eval(I'load ' fhame ])

end

if ~exist('A"
eval(['load ' fname ".are -ascii']);
eval{['A=" fhame ';']);

end

if ~exist('lo")



10=9.53; Yornm

end

desloc=intemp(:,2);
kgf=intemp(:,3);
keff=filtfilt(b,a kef);
deform=desloc/lo;

tensao=kgfl/A;

figure
plot(deform,tensao); xlabel('deformacio [%]"); ylabel( Tensiio kgf/mm~2});
v=axis:
hold on;
plot{ones(2, 1y*deform(xpos(1)).[v(3) v(4)],...
ones(2,1*deform(xpos(2)),[v(3) v(4)],...
ones(2, 1)*deform(xpos(3)),[v(3) v(4)]);

eval(['title ' fname?);

elseif(opt==2)
if eval(['(exist("fname ".mat","file"))
eval(['load ' fname 1)

flagi=0;
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if exist('marina.txt)
flagi=1;
end
fixt=fopen({'marina.txt'], ‘a+";
if flagl==0
fwrite(fixt,['arquivo A E R2 N trup inideform fimdeform fimtrup’ setstr(10)]);

end

fwrite(fixt,[fname ' '7);
if exist("A")
farite(fixt,[num2str(A) " T);
else
fwrite(fixt,'0 );
end;
if exist(’E)
fwrite(fixt, [num2str(E) ' 1)
else
fwrite(fixt,'0 );
end;
if exist{'R2")
fwrite(fixt,[num2str(R2) " T);

else
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fwrite(fixt,'0 ");
end:
if length(xposy==3

fwrite(ftoa, [mum2strixpos(2)-xpos(1)) ' 13
else

fwrite(fixt,['0 ' setstr(10)]);

end;

if exist(‘trup’)
fwrite(ftxt, [oum2str(trup) ' T);
else
fwrite(fixt,'0 ;
end;
if length(xpos)=3
fwrite(fixt, [num2str(xpos(1)) ' pum2str(xpos(2)) ' num2str(xpos(2)) ' setstr(10)]);
else
fwrite(fxt,['0 0 O setstr{10)1);
end;
felose(fixt);
end;

end;
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function r2=rsqr (x,y)
%rsqr Returns the correlation coeficient 12

% R2=RSQRX.Y)

Y%swhere X is the input vector [
% Y is the input vector 2
%

%For more information see Biostatistics: a foundation for analysis
% in the health sciences, 2nd Ed, Daniel, W.W., John Wiley & Sons,
ce=polyfit(x.y,1);

r2=cc(1)"2*(sum(x."2)-(sum(x)"2/length(x)))/(sum(y."2)-sum(y)"2/length(y));

function maribat{opt)

% maribat Arquivo autoexecutavel para calcular elasticidade de

% uma fista de dados. Ver funcao ‘marina.m' ¢ ‘maribat.m’
Y

% maribat(opt)

% onde:

% opt=={ calcula a elasticidade

% opt == 1 mostra o caiculo na tela

% opt == 2 cria arquivo marina.txt com
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% nome do arquivo | Area | Mod Young | R2 | N | trup | inideform | fimdeform | fimtrup |
% exemplo: maribat(2)

% resultado: ver arquivo marina.txt

if ~exist("opt’}
opt=0;
end
%emarina('F4’,opt});
Yemarina('’F5',opt);
Y%marina('F6',opt);
.............. (continuar para todos os valores do ensaio)
if opt==0
maribat(1);
maribat(2);

end
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Apéndice B — Anailise estatistica de tensdo de ruptura

Grupos: F, F-FR-L e F-N-L

One Way Analysis of Variance Tuesday, December 17, 2002, 12:27:12

Normality Test: Passed (P=0.195

Equal Variance Test: Passed (P=0.083)

Group N Missing

F 30 0
F-FR-L 50 0

F-N-L 50 0

Group Mean Std Dev SEM

F 1.749E+000 6.847E-001 9.683E-002
F-FR-L 2.857E+000 1.048E+000 1.482E-001
F-N-L 1.955E+000 8.947E-001 1.265E-001

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
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Source of Variation  DF SS MS F P
Between Treatments 2 3.472E+001 1.736E+001 2.199E+001 <0.001
Residual 147 1.160E+002 7.893E-001

Total 149 1.508E+002

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P<0.05
F-FR-L vs.F 1.108E+000 3 8.819E+000 Yes
F-FR-L vs. F-N-L.  9.016E-001 3 7.176E+000 Yes
F-N-Lvs. F 2.064E-001 3 1.643E+000 No

¢ Grupos: G, G-N-L e F-N-L-G

One Way Analysis of Variance Wednesday, December 18, 2002, 14:01:07

Normality Test: Passed (P =0.445)

Equal Variance Test: Passed (P=0.169)
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Group N  Missing

G 50 0

G-N-L 50 0

F-N-L-G 50 0

Group Mean Std Dev SEM

G 2.840E+000 1.317E+000 1.862E-001
G-N-L 3.250E+000 1.465E+000 2.072E-001
F-N-L-G 3.022E+000 1.151E+000 1.628E-001

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.080
The power of the performed test (0.080) is below the desired power of 0.800.

You should interpret the negative findings cautiously.

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 2 4212E+000  2.106F+000 1.214E4+000
Residual 147  2.551E+002 1.735E+000

Total 149 2.593E+002
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The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0.300).
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Apéndice C - Anilise estatistica do médulo de Young

Grupos: F, F-FR-L e F-N-L

One Way Analysis of Variance Wednesday, December 18, 2002, 13:58:49

Normality Test: Passed (P=0.121)

Equal Variance Test: Passed (P =0.642)

Group N Missing

F 50 0

F-FR-L 50 0

F-N-L 50 0

Group Mean Std Dev SEM

F 5.055E+000 1.926E+000 2.723E-001
F-FR-L 6.872E+000 2.164E+000 3.061E-001
F-N-L 4.349E+000 1.912E+000 2.704E-001

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

103



Source of Variation  DF SS MS F P
Between Treatments 2 1.694E+002 8.471E+001 2.109E+001 <0.001
Residual 147 5.903E+002 4.016E+000

Total 149 7.597E+002

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P<0.05
F-FR-L vs. F-N-L 2.523E+000 3 8.902E+000 Yes
F-FR-L vs.F 1.818E+000 3 6.414E+000 Yes

F vs. F-N-L 7.052E-001 3 2.488E+000 No
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¢ Grupos: G, G-N-L e F-N-L-G

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Sunday, February 23, 2003, 20:48:10

Group N Missing

G 50 0

G-N-L 50 0

F-N-L-G 50 0

Group Median  25% 75%
G 7.605 5.590 9.260
G-N-L 5.135 3.440 9.200
F-N-L-G 6.920 5.120 8.110

H =5.601 with 2 degrees of freedom. (P = 0.061)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0.061).
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Apéndice D — Analise estatistica da deformacio

¢  Grupos: F, F-FR-L e F-N-L

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Monday, February 24, 2003, 08:24:51

Group N Missing

F 50 0

F-FR-L 50 0

F-N-L 50 0

Group Median 25% 75%

F 4.000E+001 3.500E+001 4.500E+001
F-FR-L 4.400E+001 3.500E+001 5.500E+001
F-N-L 4.350E+001 3.500E+001 5.000E-+001

H = 1.515E+000 with 2 degrees of freedom. (P =0.469)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P = 0.469)
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¢ Grupos: G, G-N-L e F-N-L-G

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group

G
G-N-L
F-N-L-G

Group

G
G-N-L
F-N-L-G

50
50
50

Missing
0
0
0

Median

3.500E+001
4.000E+001
4.450E+001

Monday, February 24, 2003, 08:26:27

25%

3.200E+001
3.500E+001
3.600E+001

75%

4.000E+001
4.500E+001
4.500E+001

H = 1.419E+001 with 2 degrees of freedom. (P = <0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison

procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison Diff of Ranks P q P<0.05
F-N-L-Gvs G 1.526E+003 3 4.966E+000 Yes
F-N-L-G vs G-N-L 2.775E+002 2 1.353E+000 No
G-N-LvsG 1.248E+003 2 6.084E+000 Yes
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Apéndice E - Anilise estatistica da temperatura de

encolhimento

Grupos: F, F-FR-L e F-N-L

One Way Analysis of Variance Monday, February 17, 2003, 13:58:18

Normality Test: Passed (P =0.738)
Equal Variance Test: Passed (P=0.226)

Group N  Missing

F 50 0

F-FR-L 50 0

F-N-L 50 0

Group Mean Std Dev SEM

F 7.344E+001 1.364E+000 1.929E-001
F-FR-L 7.399E+001 1.190E+000 1.683E-001
F-N-L 7.374E+001 1.640E+000 2.319E-001

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.193

The power of the performed test (0.193) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.
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Source of Variation DF S8 MS F P

Between Treatments 2 7.538E+000 3.769E+000 1.895E+000 0.154
Residual 147  2.923E+002 1.989E+000
Total 149 2.999E+002

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a
statistically significant difference (P =0.154).

¢ Grupos: G, G-N-L e F-N-L-G

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
friday, February 28, 2003, 11:34:59

Group N  Missing

G 50 0

G-N-L 50 0

F-N-L-G 50 0

Group Median 25% 75%

G 8.650E+001 8.390E+001 8.860E+001
G-N-L 8.715E+001 8.530E+001 8.870E+001
F-N-L-G 8.690E+001 8.420E+001 8.840E+001

H = 1.108E+000 with 2 degrees of freedom. (P =0.575)
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The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a

statistically significant difference (P = 0.575).
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Apéndice F — Analise estatistica do ensaio de citotoxicidade

¢ Concentracao do extrato : 100%

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks
Monday, March 10, 2003, 09:27:05

Group N Missing

G 3 0

G-N-L 3 0

cont. pos. 3 0

cont. neg. 3 0

Group Median 25% 75%

G 0.000E+000 0.000E+000 0.000E+000
G-N-L 0.000E+000 0.C00E+000 0.000E+000
cont. pos. 0.000E-+000 0.000E+000 0.000E+000
cont. neg. 1.520E+002 1.355E+002 1.580E+002

H = 1.073E+001 with 3 degrees of freedom. (P = 0.013)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P =0.013)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison

procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :
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Comparison Diff of Ranks p q P<0.05
cont. neg. vs cont. pes. 1.800E+001 4 2.882E+000 No
cont. neg. vs G-N-L 1.800E+001 3 3.795E+000 No Test Needed
cont. neg. vs G 1.800E+001 2 5.555E+000 No Test Needed
G vs cont. pos. 0.000E+000 3 0.000E+000 No Test Needed
G vs G-N-L 0.000E+000 2 0.000E+000 No Test Needed
G-N-L vs cont. pos. 0.000E+000 2 0.000E+000 No Test Needed
+ Concentracao do extrato : 50%

One Way Analysis of Variance Monday, March 10, 2003, 09:33:36

Normality Test: Passed (P=0435)

Equal Variance Test: Passed (P=0.470)

Group N  Missing

G 3 0

G-N-L 3 0

cont. pos. 3 0

cont. neg. 3 0

Group Mean Std Dev SEM

G 0.000E+000 0.000E+000 0.000E+000

G-N-L 5.700E+001 6.557E+000 3.786E+000

cont. pos. 2.367E+001 3.215E+000 1.856E+000

cont. neg, 1.487E+002 6.658E+000 3.844E+000

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
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Source of Variation

Between Treatments

Residual
Total

DF
3

8
11

SS
3.829E+004

1.953E+002
3.848E+004

MS
1.276E+004

F

2.442E+001

P

5.227E+002 <0.001

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison

cont. neg. vs. G

cont. neg. vs. cont, pos.

cont. neg. vs. G-N-L
G-N-L vs. G
G-N-L vs. cont. pos.

cont. pos. vs. G

Diff of Means
1.487E+002
1.250E+002
9.167E+001
5.700E+001
3.333E+001
2.367E+001]

+ Concentracio do extrato : 25%

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed

Equal Variance Test: Passed

(P =0.323)

(P =0.358)

ST N N - N S

q
5.211E+001

4.382E+001
3.213E+001
1.998E+001
1.168E+001
8.296E-+000

P<0.05
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

Monday, March 10, 2003, 09:35:54



Group N  Missing

G 3 0

G-N-L 3 0

cont. pos. 3 0

cont. neg. 3 0

Group Mean Std Dev SEM

G 0.000E-+000 0.000E+000 0.000E+000

G-N-L 1.293E+002 6.028E+000 3.480E+000

cont. pes. 6.633E+001 3.215E+0600 1.856E+000

cont. neg. 1.453E+002 3.512E+000 2.028E+000

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 3 3.954E+004 1.318E+004 8.935E+002 <0.001
Residual 8  1.180E+002 1.475E+001

Total 11 3.965E+004

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means P q P<0.05
cont. neg. vs. G 1.453E+002 4 6.554E+001 Yes
cont. neg. vs. cont. pos. 7.900E+001 4 3.563E+001 Yes
cont. neg. vs. G-N-L 1.600E+001 4 7.216E+000 Yes
G-N-Lvs. G 1.293E+002 4 5.833E+001 Yes
G-N-L vs. cont. pos. 6.300E+001 4 2.841E+001 Yes
cont. pos. vs. G 6.633E+001 4 2.992E+001 Yes
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¢ Concentracio do extrato : 12,5%

One Way Analysis of Variance Monday, March 10, 2003, 09:36:50

Normality Test: Passed (P =0.098)

Equal Variance Test: Passed (P =0.809)

Group N  Missing

G 3 0

G-N-L 3 0

cont. pos. 3 0

cont. neg. 3 0

Group Mean Std Dev SEM

G 0.000E+000 0.000E+000 0.000E+000

G-N-L 1.460E+002 4.583E+000 2.646E+000

cont. pos. 1.043E+002 4.509E+000 2.603E+000

cont, neg. 1.487E+002 7.572E+000 4.372E+000

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 3 4.351E+004 1.450E+004 5.880E+002 <0.001
Residual 8  1.973E+002 2.467E+001

Total 11 4.371E+004

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001).
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Monday, March 10, 2003, 09:38:50

Comparison Diff of Means P
cont. neg. vs. G 1.487E+002 4
cont. neg.vs. cont. pos. 4.433E+001 4
cont. neg. vs. G-N-L 2.667E+000 4
G-N-L vs. G 1.460E+002 4
G-N-L vs. cont, pos. 4.167E+001 4
cont. pos. vs. G 1.043E+002 4

¢ Concentracio do extrato : 6,25%
One Way Analysis of Variance
Normality Test: Passed (P =10.435)
Equal Variance Test: Passed (P =0.463)
Group N Missing
G 3 0
G-N-L 3 0
cont. pos. 3 0
cont. neg, 3 0
Group Mean Std Dev
G 3.767E+001 2.517E+000
G-N-L 1.543E+002 9.074E+000
cont. pos. 1.287E+002 2.517E+000
cont. neg. 1.560E+002 5.000E+000
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q
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1.546E+001
9.300E-001
5.092E+001
1.453E+001
3.639E+001

SEM

1.453E+000
5.239E+000
1.453E+000
2.887E+000

P<0.05
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes



Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

P

Source of Variation DF SS MS F

Between Treatments 3 2.798E-+004 9.326E+003 3.109E+002 <0.001
Residual 8 2.400E+002 3.000E+001

Total 11 2.822E+004

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be

expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p g

cont. neg. vs. G 1.183E+002 4 3.742E+001
cont. neg.vs. cont. pos. 2.733E+001 4 8.644E+000
cont. neg. vs. G-N-L 1.667E+000 4 5.270E-001

G-N-Lvs. G 1.167E+002 4 3.689E+001
G-N-L vs. cont. pos. 2.567E+001 4 8.117E+000
cont. pos.vs. G 9.100E+001 4 2.878E+001
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Apéndice G — Analise estatistica do ensaio de HPLC

¢ Glutaraldeido residual: grupos analisados G e G-N-L

t-test Wednesday, December 18, 2002, 08:40:28

Normality Test: Passed (P = 0.054)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.083)

Group N  Missing
G 3 0
G-N-L. 3 0

Group Mean Std Dev SEM
G 9.897E+000 3.703E+000 2.138E+000
G-N-L 2.359E+000 1.099E-001 6.343E-002

Difference 7.538E-+000
t=3.524E+000 with 4 degrees of freedom. (P = 0.024)

95 percent confidence interval for difference of means: 1.600E+000 to 1.348E+001
The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference between the input groups (P = 0.024).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.721

The power of the performed test (0.721) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.
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¢ Formaldeido residual: grupos analisados G e G-N-L

t-test Wednesday, December 18, 2002, 08:18:39

Normality Test: Passed (P = 0.470)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.263)

Group N Missing

G 3 0

G-N-L 3 0

Group Mean Std Dev SEM

G 2.603E-001 2.120E-002 1.224E-002
G-N-L 2.540E-001 1.212E-002 7.000E-003

Difference 6.333E-003
t=4.492E-001 with 4 degrees of freedom. (P = 0.677)

95 percent confidence interval for difference of means: -3.281E-002 to 4.548E-002

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the
possibility that the difference is due to random sampling variability. There is not a statistically

significant difference between the input groups (P = 0.677).
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.

You should interpret the negative findings cautiously.
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Apéndice H — Crescimento de colonias CHO

Na Placa de Petri controle, em que s6 existiam células CHO e meio de cultura RPMI 1640-
FCS, houve o crescimento de 156 coldnias de CHO (100%).

Os dados abaixo mostram o crescimento de coldnias para o controle positivo, controle

negativo, grupo G e grupo G-N-L, em cada uma das concentracSes dos extratos utilizados.

Concentracio Controle positivo Controle negativo G G-N-L
de extrato ~fenol 0,05 % - ~HDPE ~ {nimero de coljnias) {nidmero de colbnias)
%) (nimero de coldnias) {namero de ¢olonias)
8] 180 0 0
100 0 130 0 0
0 152 0 &)
20 143 0 63
30 25 156 0 50
26 147 g 58
85 145 0 130
3 70 142 0 135
84 149 g 123
109 152 0 147
12,3 100 154 0 150
104 140 0 141
126 181 38 158
6.25 129 161 40 144
131 156 35 161
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