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RESUMO 

 

Sabe-se que após as extrações dentárias ou em decorrência de doenças periodontais, 
ocorre uma perda de tecido ósseo tanto em espessura como em altura, o que pode  
dificultar ou inviabilizar reabilitações protéticas futuras. A busca por biomateriais que 
otimizem a regeneração ou reparo de defeitos ósseos tem sido muito explorada nos 
últimos anos. Tendo em vista os princípios de engenharia tecidual – 
biocompatibilidade, osteogênese, osteocondução e osteoindução – os biomateriais 
aplicados para regeneração de tecido ósseo devem ainda apresentar condições de 
esterilidade para serem utilizados clinicamente. Os arcabouços podem ser produzidos 
utilizando diferentes biomateriais que visam a osteocondução e a osteoindução, além 
de permitir a osteogênese que é dada pela presença de células viáveis. Muitos 
estudos vêm aplicando diferentes biomateriais e técnicas de confecção de 
arcabouços. Contudo, estudos in vitro com culturas celulares e estudos in vivo exigem 
que estes biomateriais estejam estéreis para evitar qualquer tipo de contaminação, 
bem como o uso clínico futuro destes biomateriais. Sendo assim, nesse estudo, 
avaliou-se as alterações físico-químicas causadas pela esterilização utilizando raios 
gama em arcabouços produzidos com ácido polilático-co-glicólico (PLGA) e 
hidroxiapatita (HA) associada a beta fosfato tricálcio (βTCP) e incorporação de 
sinvastatina (SIN). Os arcabouços foram divididos nos seguintes grupos: G1 – 
PLGA+HA/βTCP e G2 – PLGA+HA/βTCP+SIN. Os arcabouços foram confeccionados 
no interior de uma câmara de fluxo laminar. Em seguida receberam os seguintes 
tratamentos: T0 – sem tratamento (controle positivo), T1 – esterilização por raios gama 
e T2 – esterilização por autoclave (controle negativo). Posteriormente, foram avaliadas 
as propriedades físico-químicas dos arcabouços por meio de microscopia eletrônica 
de varredura (MEV), espectroscopia por energia dispersiva (EDS) e difração de raio-
X (DRX). Todas as análises foram realizadas em triplicata. T1 e T2 não interferiram 
na morfologia dos dois grupos (G1 e G2) e alteraram a porcentagem dos elementos 
químicos presentes nas amostras. G1 e G2 apresentaram caráter cristalino, após 
ambos os tratamentos (T1 e T2); contudo, uma interferência maior no pico de 
cristalinidade do material após esterilização por autoclavação (T2) foi observada. 
Desta forma, sugere-se a utilização do tratamento com raios gama para esterilização 
dos arcabouços a base de PLGA+HA/βTCP+SIN, pois não interferiu na morfologia e 
cristalinidade das amostras. 
 
 
 

Palavras-chave: Regeneração 1. Raios Gama 2. Arcabouço 3. Sinvastatina 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT  

 

It is known that after tooth extractions or due to periodontal disease, there is loss of 
bone tissue in both thickness and height, which can make future rehabilitation 
unfeasible. The search for biomaterials that optimize regeneration or repair of bone 
defects has been extensively explored in recent years. Bearing in mind the principles 
of tissue engineering - biocompatibility, osteogenesis, osteoconduction, and 
osteoinduction - the technical biomaterials for bone tissue regeneration must also 
present sterile conditions to be applied clinically. Scaffolds can be obtained using 
different biomaterials that target osteoconduction and osteoinduction, besides to allow 
the osteogenesis that is given by viable cells. Many studies have been using different 
biomaterials and scaffolding techniques. However, in vitro studies with cell cultures 
and in vivo studies demand that these biomaterials to be sterile to avoid any type of 
contamination, as well as future clinical studies. Therefore, in this study, it was 
evaluated the physico-chemical alterations produced by sterilization through gamma 
radiation on scaffolds of polylactic-co-glycolic acid (PLGA) and hydroxyapatite (HA) 
associated with a beta-tricalcium phosphate (βTCP), incorporating simvastatin (SIN). 
The scaffolds were divided into the following groups: G1 - PLGA + HA / βTCP and G2 
- PLGA + HA / βTCP + SIN. The scaffolds were produced inside a laminar flow 
chamber. Then, they received the following treatments: T0 - no treatment (positive 
control group), T1 - sterilization by gamma radiation and T2 - sterilization by autoclave 
(negative control group). Subsequently, the physico-chemical properties of scaffolds 
were evaluated through scanning electron microscopy (SEM), dispersive energy 
spectroscopy (EDS) and X-ray diffraction (XRD). All analyzes were performed in 
triplicate. T1 and T2 did not interferethe morphology of the groups (G1 and G2) and 
altered the percentage of chemical elements present in the samples. G1 and G2 
showed crystalline character after both treatments (T1 and T2); however, a higher 
interference in the peak of crystallinity of the material after sterilization by autoclave 
(T2) was observed. Thus, it is suggested  the application of gamma radiation to sterilize 
scaffolds based on PLGA + HA / βTCP + SIN, as it did not interfere with the morphology 
and crystallinity of the samples. 
 
 
 

Keywords: Regeneration 1. Gamma rays 2. Scaffold 3. Simvastatin 4. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Após extrações dentárias ou decorrente de doenças periodontais, ocorre 

uma perda de tecido ósseo, tanto em espessura como em altura, o que pode dificultar 

ou inviabilizar reabilitações protéticas futuras (LINDHE; ARAÚJO, 2005). Esta perda 

pode ser decorrente de diferentes fatores como traumatismos, perdas dentárias, 

doenças congênitas, infecções ou até mesmo devido a uma falta de função do rebordo 

alveolar (FARDIN et al., 2010). Com isto, existe uma busca por biomateriais que 

otimizem a regeneração ou reparo destes defeitos ósseos (LEKOVIC et al., 1998). 

Tendo em vista os princípios de engenharia tecidual – biocompatibilidade, 

osteogênese, osteocondução e osteoindução -  os biomateriais aplicados para 

regeneração do tecido ósseo perdido devem apresentar algumas propriedades 

desejáveis, incluindo capacidade de osteointegração, possibilidade de adesão e 

diferenciação celular, bem como capacidade de incorporação e liberação de 

substâncias osteoindutoras (CIAPETTI; GRANCHI; BALDINI, 2012).  

 Os substitutos (enxertos) utilizados para repor um tecido perdido são 

classificados de acordo com sua origem em: autógeno (mesmo indivíduo), alógeno 

(indivíduo da mesma espécie, mas geneticamente diferente), xenógeno (origem 

animal / outra espécie) ou aloplástico (sintético) (ELLIS; SINN, 1993). Os enxertos 

autógenos são originados do próprio indivíduo, e apesar da semelhança com o tecido 

ósseo original causam morbidade ao paciente, devido a necessidade de uma segunda 

área cirúrgica durante o procedimento (FARDIN et al., 2010) e risco adicional de 

infecções no leito doador (PEREZ et al., 2018).  

 Assim, pesquisas em engenharia de tecidos ósseos trabalham na busca 

de alternativas com o objetivo de reduzir a morbidade dos procedimentos cirúrgicos, 

alcançando a excelência biológica da regeneração, por meio de um material 

disponível em grande quantidade. Uma das alternativas mais promissoras são os 

biomateriais aloplásticos. Os enxertos sintéticos têm fácil uso e manipulação, não 

necessitam de um segundo sítio cirúrgico (POTTER; MALMQUIST; ELLIS, 2012) e 

estão disponíveis no mercado em diversos tamanhos e formatos (SHINDO et al., 

2015).  

 Com o intuito de diminuir o tempo de tratamento regenerativo, otimizar os 

efeitos da terapia (SILVA et al., 2015), como também favorecer o tratamento de 
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doenças degenerativas (IAQUINTA et al., 2019), torna-se necessário lançar mão da 

utilização de biomateriais capazes de serem degradados (reabsorvíveis) ao longo do 

tempo (IAQUINTA et al., 2019). Assim, os arcabouços tridimensionais agem como 

substitutos temporários ao tecido original que apresenta uma lesão (CIAPETTI; 

GRANCHI; BALDINI, 2012). 

 Dentre os vários materiais poliméricos reabsorvíveis disponíveis para a 

produção de arcabouços tridimensionais, tem-se dado preferência à utilização do 

copolímero ácido polilático-co-glicólico (PLGA, do inglês Poly(Lactic-co-Glycolic Acid). 

Trata-se de material sintético, biocompatível e biodegradável (CHEN et al., 2016) em 

produtos não tóxicos, como ácido láctico, ácido glicólico, dióxido de carbono e água 

(ERBETTA et al., 2012; MIAO et al., 2008). Devido às suas propriedades físico-

químicas desejáveis, resistência mecânica regular (LIU; WU; CAI, 2005) e taxa de 

degradação controlada (SILVA et al., 2015), o PLGA também tem sido muito utilizado 

no transporte e liberação de fármacos (MOTTA; DUEK, 2007). Este polímero é, 

portanto, um candidato atraente  para as pesquisas em regeneração de tecido ósseo 

(MAKADIA; SIEGEL, 2011).  

 As proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs, do inglês Bone morphogenetic 

proteins) são moléculas muito utilizadas quando se trata de regeneração de tecidos 

ósseos, pois regulam fatores relacionados à etapa de diferenciação de osteoblastos. 

Entretanto, possuem um custo muito elevado (CASAGRANDE et al., 2011; CIAPETTI; 

GRANCHI; BALDINI, 2012; SUGIYAMA et al., 2005), o que viabilizou a busca por 

compostos indutores de BMPs como uma alternativa para regenerar osso. Além dos 

efeitos indesejáveis decorrentes da necessidade da utilização de elevadas doses 

destas proteínas clinicamente. Neste âmbito, surgem os estudos com a Sinvastatina 

(SIN), um medicamento do grupo das estatinas utilizado para reduzir as taxas de 

colesterol no sangue (MAEDA; KAWANE; HORIUCHI, 2003). A SIN age por um 

processo que acaba por estimular a proliferação de osteoblastos e resulta em maior 

formação de osso (MUNDY et al., 1999; ZHANG; DRICU; SJÖVALL, 1997). Além 

disso, foi comprovado por Montero et al. (2014) que a SIN atua como anti-inflamatório, 

e possui efeito pró-angiogênese (LIU et al., 2016; SOARES et al., 2018; TAKENAKA 

et al., 2003; XUE et al., 2019). A incorporação de SIN, bem como hidroxiapatita (HA) 

e β-tricálcio fosfato (βTCP) (que são componentes com a estrutura mineral 

semelhante aos ossos e dentes) ao PLGA, tem apresentado resultados promissores 
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na confecção de arcabouços utilizados para regeneração óssea guiada (ROG) 

(HUANG; MIAO, 2007).  

  Contudo, a esterilização destes arcabouços é um passo de extrema 

importância antes de qualquer teste biológico in vitro ou in vivo e é um desafio, visto 

que os polímeros são materiais sensíveis ao calor e a umidade gerados pelos métodos 

de esterilização (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996) e suscetíveis a 

sofrerem modificações em sua estrutura pela quebra de cadeias e inativação de 

substâncias (QI et al., 2018). A esterilidade aos biomateriais pode ser conferida 

através de métodos físicos, por calor seco (estufas), calor úmido (autoclaves), 

radiação gama ou por métodos químicos (óxido de etileno, OE, por exemplo). Devido 

as condições de altas temperaturas utilizadas em autoclaves e estufas, é de 

conhecimento no mundo científico que tais métodos provocam corrosão e 

deterioração em materiais a base de polímeros (HAN et al., 2018; RUTALA; GERGEN; 

WEBER, 1998; SASAKI et al., 2018) e a esterilização por OE, apesar de ser realizada 

em temperatura ambiente, necessita de umidade e gera resíduos nocivos que podem 

prejudicar o desempenho do biomaterial (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 

1996). A esterilização por raios gama, apesar de alguns estudos afirmarem que tem 

custo mais elevado (HAN et al., 2018), devido à possibilidade de esterilizar maiores 

quantidades de produtos (DA SILVA; DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014) tem ótimo 

custo-benefício. Além disso, permite que o processo de esterilização possa ser 

efetuado em condições de baixa temperatura e pressão, gerando o mínimo de 

resíduos (DESAI; KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013; HAN et al., 2018). 

 Assim sendo, selecionamos alguns dos biomateriais sintéticos mais comuns na 

regeneração de tecido ósseo para compor uma estrutura tridimensional, isto é, um 

arcabouço, com propriedades que almejem os princípios de engenharia tecidual. Após 

a produção e caracterização físico-química, propõem-se através desse estudo avaliar 

os efeitos causados após esterilização por radiação gama em arcabouços de 

PLGA+HA/βTCP+SIN no intuito de viabilizar um método eficaz para conferir 

esterilidade a estes biomateriais sem comprometer sua estrutura e função, permitindo 

sua aplicação clínica posteriormente. A esterilização por autoclave foi utilizada como 

controle negativo deste estudo, enquanto que a não esterilização dos biomateriais foi 

o controle positivo. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Tecido ósseo  

  O osso é um tipo de tecido mineralizado especializado que possui estrutura 

bem definida, é vascularizado e fornece sustentação mecânica para o organismo. 

Entretanto, o tecido ósseo é considerado dinâmico, contribuindo com força, regulação 

do pH sanguíneo e manutenção dos níveis de cálcio e fosfato para os processos 

metabólicos do corpo humano (VENKATESAN et al., 2015). É composto 

essencialmente por quatro tipo celulares: (1) os osteoblastos, que são células 

responsáveis por produzir matriz óssea; (2) os osteoclastos, que são células gigantes 

que promovem a reabsorção óssea e a liberação de cálcio no organismo; (3) os 

osteócitos, os quais são as células adultas, menos ativas, que eram anteriormente 

eram chamadas de osteoblastos, mas recebem esse novo nome depois que ficam 

aprisionadas em lacunas de matriz extracelular mineralizada (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2003); e por fim, (4) as células ósseas de revestimento, que poderão ser 

reativadas durante o reparo de fraturas ou outras lesões (CARREIRA et al., 2014).  

  O tecido ósseo possui capacidade limitada de reparação e, quando lesionado, 

requer estratégias complexas para devolver sua estrutura e função, e, em muitos 

casos, não se regenera por completo (AZEVEDO et al., 2007). Um novo osso só se 

forma em locais onde a estabilidade biomecânica é garantida, caso contrário, há 

formação de um tecido intermediário antes da ossificação (HÄMMERLE; KARRING, 

1998). Além disso, quanto maior o defeito ósseo, mais difícil é o reparo.  

   

2.2 Regeneração de tecido ósseo  

 Originalmente, o princípio biológico que contribuiu ao método de regeneração 

tecidual guiada foi descoberto por Nyman e Karring no início da década de 1980, na 

busca por regenerar tecidos periodontais perdidos (HÄMMERLE; KARRING, 1998), 

resultantes de doença periodontal (COSTA et al., 2016).  

 A formação de um novo osso utilizando os métodos de regeneração guiada de 

tecidos foi demonstrada pela primeira vez em animais, inicialmente em coelhos, e 

depois confirmadas através de outras experiências em ratos e cães. Em todas elas, 

apresentou-se um padrão de formação óssea semelhante (HÄMMERLE; KARRING, 

1998). Posteriormente, Nyman et al. (1982) apresentou o primeiro relatório de um 

dente humano tratado de acordo com o princípio de Regeneração Tecidual Guiada 
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(RTG). Assim, após o desenvolvimento da técnica de RTG, a possibilidade de gerar 

tecidos periodontais perdidos tornou-se uma realidade clínica (KARRING et al., 1993). 

A regeneração de tecidos é uma solução muito eficiente na área da Odontologia 

e vem sendo cada vez mais utilizada, principalmente em casos envolvendo o tecido 

ósseo. Após uma perda ou a extração de um dente, o tecido ósseo sofre algumas 

alterações, se tornando atrofiado. Visando a reabilitação protética 

implantossuportada, como forma de repor os dentes que foram perdidos, em casos 

em que a regeneração óssea é imprescindível, torna-se necessário lançar mão de 

biomateriais para a Regeneração Óssea Guiada (ROG).  

Na Odontologia, são utilizados diferentes tipos de enxertos, principalmente em 

se tratando de osso. Estes são classificados de acordo com sua origem em: autógeno 

(mesmo indivíduo), alógeno (indivíduo da mesma espécie, contudo geneticamente 

diferente), xenógeno (origem animal / outra espécie) ou aloplástico (sintético). Os 

enxertos autógenos são originados do próprio indivíduo (ELLIS; SINN, 1993) e são os 

únicos que fornecem células viáveis e imunocompatíveis. Podem ser obtidos de 

diferentes regiões do corpo humano, tais como costelas, tíbia, mandíbula e calota 

craniana (DA SILVA-JUNIOR et al., 2009). Porém, a desvantagem do seu uso é a 

morbidade causada ao paciente, devido a necessidade de uma segunda área 

cirúrgica (CIAPETTI; GRANCHI; BALDINI, 2012; FARDIN et al., 2010). Além disso, há 

riscos mais elevados de infecções e hemorragias, além da quantidade limitada de 

tecido ósseo doador disponível, não sendo assim recomendado para todos os casos 

(PEREZ et al., 2018). Outro tipo de enxerto existente é o alógeno, que é obtido de um 

indivíduo da mesma espécie, geralmente encontrado em banco de tecidos 

musculoesqueléticos. É uma alternativa eficiente, pois não requer um segundo sítio 

cirúrgico e a quantidade disponível de material é maior, porém, esse tipo de enxerto 

não participa da fase I da osteogênese, agindo apenas de forma passiva através de 

fornecimento de matriz de tecido duro. Isso acontece devido a um tratamento 

realizado para reduzir a antigenicidade nestes enxertos antes de serem utilizados, 

visto que, o sítio doador e o receptor serão geneticamente diferentes (SOUZA; JR; 

BARRETO, 2010). Além disto, há a possibilidade da transmissão de doenças 

infecciosas (POTTER; MALMQUIST; ELLIS, 2012). Há também os substitutos ósseos 

retirados de uma espécie e transplantados em outra, que é o caso dos enxertos 

xenógenos. O mais comum na odontologia é o enxerto bovino. A desvantagem de sua 

utilização é a possibilidade de transmissão de doenças infecciosas e/ou priônicas 
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(CARLSON et al., 1995). Contudo, é o tipo de enxerto mais utilizado na prática clínica 

na atualidade. 

 Pesquisas em engenharia de tecidos ósseos trabalham na busca de 

alternativas com o objetivo de reduzir a morbidade dos procedimentos cirúrgicos. Uma 

das alternativas mais promissoras são os biomateriais sintéticos utilizados para 

regeneração de tecido ósseo. O tipo de material utilizado ainda é muito estudado e 

inclui um amplo campo, desde polímeros, cerâmicas, metais e biovidros (BUSER, 

2010;RIBELLES; ANTO, 2010). Utilizam-se biomateriais inertes com o intuito de 

reparar tecidos perdidos ou lesionados (HENCH; POLAK, 2002), porém, muitas vezes, 

os materiais utilizados apresentam propriedades muito diferentes do tecido original, o 

que faz com que se comportem de maneira inadequada, podendo ser até mesmo 

rejeitados pelo organismo, trazendo alguns danos para o paciente (OLIVEIRA et al., 

2008). Os substitutos ósseos classificados como sintéticos têm fácil uso e 

manipulação e a vantagem de não necessitar de um segundo sítio cirúrgico, 

diminuindo assim a morbidade do paciente (POTTER, MALMQUIST; 2012). Além 

disto, estão disponíveis no mercado em ampla quantidade, e variedade de tamanhos 

e formas, podendo ainda ser reabsorvíveis (SHINDO et al., 2015), culminando com 

menor tempo cirúrgico. Todas estas características tornam os materiais sintéticos 

vantajosos ao profissional e ao paciente.  

  O campo da engenharia de tecidos expandiu-se rapidamente desde o ano de 

1997 e pesquisadores trabalham para desenvolver alternativas aos enxertos 

autógenos. Sendo assim, é de interesse na área clínica e científica o estudo de 

arcabouços usados para guiar a regeneração dos tecidos e reparar os defeitos 

gerados (WAGONER JOHNSON; HERSCHLER, 2011). Estes substitutos restauram, 

melhoram e mantêm a função do tecido, além de manter o espaço, para que os 

defeitos possam ser substituídos por osso recém-formado. Além disto, conforme já 

salientado, estes enxertos podem facilitar o procedimento cirúrgico, reduzir o tempo 

da cirurgia, bem como a diminuir a morbidade do paciente (MARTIN; 

BETTENCOURT, 2018). 

 A terapia celular, que é também área da regeneração tecidual, vem crescendo 

muito e aprimorando cada vez mais sua efetividade, sendo uma importante ferramenta 

para substituição de tecidos. A terapia celular envolve biomateriais que devem ser 

biocompatíveis e biodegradáveis para confecção de arcabouços que servirão como 
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suporte para as células serem cultivadas, podendo posteriormente constituir um novo 

tecido (CHEN et al., 2016).  

A combinação de enxertos sintéticos por meio de polímeros e produtos à base 

de hidroxiapatitas e βTCP (WAGONER JOHNSON; HERSCHLER, 2011) expandiram 

a gama de utilizações e, pela segurança, dentre outras vantagens, se tornam cada 

vez mais o material de escolha para a regeneração óssea (BUSER, 2010). Além disto, 

em muitos estudos, estes materiais são associados à outros tipos de substâncias, tais 

como moléculas sinalizadoras e fatores de crescimento, como é o caso das BMPs 

(IAQUINTA et al., 2019; SUN; YANG, 2015).  

 As BMPs são moléculas muito utilizadas em se tratando de regeneração de 

tecidos ósseos, pois estas proteínas regulam fatores relacionados a etapa de 

diferenciação de osteoblastos. Entretanto, possuem um custo muito elevado e uma 

falta de segurança na sua aplicação clínica (CASAGRANDE et al., 2011; CIAPETTI; 

GRANCHI; BALDINI, 2012; SUGIYAMA et al., 2005), o que estimulou a busca por 

compostos indutores de BMPs como alternativas para regenerar osso. Um composto 

exemplar na ativação de BMPs é a SIN, um fármaco facilmente adquirido (MONTERO; 

MANZANO; ALBALADEJO, 2014), usado no tratamento de hipercolesterolemia 

(JADHAV; JAIN, 2006; ZHANG; DRICU; SJÖVALL, 1997) que apresenta potencial de 

estimular a neoformação óssea (MUNDY et al., 1999). Além disso, tem efeito anti-

inflamatório (SAKODA et al., 2006) e angiogênico (MAEDA; KAWANE; HORIUCHI, 

2003). 

 Neste trabalho, confeccionamos arcabouços poliméricos de PLGA e cerâmica 

bifásica composta por HA e βTCP. Estes biomateriais fazem parte dos enxertos 

sintéticos e são alvo de grande parte das pesquisas envolvendo ROG, sendo uma 

opção valiosa de tratamento reabilitador na Odontologia. Sabe-se que os substitutos 

ósseos compostos por polímero-cerâmica imitam bem as características e funções 

naturais do osso (VENKATESAN et al., 2015). Além do mais, devido sua natureza 

sintética, apresentam as vantagens listadas acima, destacando-se a redução da 

morbidade do paciente no pós-operatórios e menor risco à transmissão de doenças 

(KIM; RODRIGUEZ; NOWZARI, 2016). 
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2.3 Propriedades físico-químicas do PLGA+HA/βTCP 

  Os biomateriais feitos a partir de polímeros possuem duas naturezas distintas: 

naturais ou sintéticos. Os polímeros naturais imitam tanto estruturalmente quanto 

bioquimicamente as propriedades do osso natural e incluem, por exemplo, o colágeno 

e a quitosana. Apesar de boa parte da matriz óssea ser composta por colágeno, ele 

na forma pura não possui propriedades mecânicas desejáveis, e por isso, geralmente 

é associado à outras substâncias, como por exemplo, as cerâmicas, para então ser 

utilizado (IAQUINTA et al., 2019). Já a quitosana, é um polissacarídeo importante na 

regeneração de tecidos, biocompatível e biodegradável, porém tem sua eficácia 

limitada por ser um composto instável e que precisa ser protegido contra a degradação 

biológica (PRABAHARAN; MANO, 2005). 

  Quanto aos polímeros sintéticos, estes formam uma classe de biomateriais 

muito utilizados nas últimas décadas (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001) e que possuem 

aplicações de extrema importância, desde o campo da medicina, da agricultura, e até 

na área da engenharia (LIU; WU; CAI, 2005). Há cerca de três décadas, houve um 

crescimento expressivo de pesquisas envolvendo essa classe de polímeros 

(MAKADIA; SIEGEL, 2011). Inicialmente, eram utilizados em materiais para suturas 

cirúrgicas (BROWN et al., 2015; CHEN et al., 2016; SILVA et al., 2015) e reparação 

de fraturas na área de ortopedia e de traumatologia bucomaxilofacial, agindo como 

substituto de dispositivos metálicos (MOTTA; DUEK, 2007). Além destas aplicações, 

desde a década de 60, são também utilizados como sistemas de liberação controlada 

de fármacos (CHEN et al., 2016; FREIBERG; ZHU, 2004; SILVA et al., 2015) com o 

intuito de diminuir o tempo de tratamento regenerativo, os efeitos indesejáveis da 

terapia (SILVA et al., 2015) e favorecer o tratamento de doenças degenerativas 

(IAQUINTA et al., 2019). 

  Para que os polímeros sejam utilizados na ROG, é necessário que apresentem 

algumas características específicas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade. 

A busca por biomateriais biodegradáveis surgiu devido ao grande inconveniente que 

é a necessidade de realizar intervenções cirúrgicas em diferentes sítios, bem como 

uma alternativa para minimizar a morbidade pós-operatória do paciente (POTTER, 

MALMQUIST; 2012). Além disso, a tensão que o metal impõe sobre o osso recém-

formado, facilita a propensão da incidência de uma nova fratura, já que este apresenta 

propriedades mecânicas inferiores ao osso natural (MOTTA; DUEK, 2007). Portanto, 

utilizar biomateriais que sofrem degradação ao longo do tempo, além de evitar uma 
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segunda operação, permite que as cargas sejam gradualmente transferidas para o 

osso, evitando assim, um estresse que pode ser gerado no osso neoformado 

(IAQUINTA et al., 2019). 

 Dentre vários materiais poliméricos disponíveis, os mais utilizados no campo 

da Odontologia são os poliésteres alifáticos, especificamente o ácido poliglicólico 

(PGA) e o ácido polilático (PLA), que através de uma ligação éster formam um 

copolímero sintético biodegradável e reabsorvível, o PLGA (ALMERÍA et al., 2010). 

Apesar de os dois polímeros, PLA e PGA, serem solúveis e apresentarem tempo de 

degradação controlado, apresentam algumas diferenças (IAQUINTA et al., 2019), 

sendo elas: a parte lactídea (PLA) é mais hidrofóbica comparada a glicólica (PGA), a 

qual apresenta características cristalinas (LIU; WU; CAI, 2005). Com essa classe de 

polímeros, é possível modificar as propriedades mecânicas, térmicas e biológicas, 

controlando assim, as taxas de degradação e as condições de superfície de acordo 

com a necessidade e o local que será utilizado (MOTTA; DUEK, 2007; PILLAI; 

PANCHAGNULA, 2001). Contudo, o PLA e o PGA apresentam características 

inadequadas para o crescimento de células de tecido ósseo, devido à baixa 

osteocondutividade. Assim, tem se optado pelo PLGA, pois além de apresentar uma 

resistência mecânica regular (LIU; WU; CAI, 2005) e ser obtido a partir de monômeros, 

apresenta um tempo de degradação relativamente curto (SILVA et al., 2015).  

 O PLGA está entre os candidatos mais atraentes nas pesquisas das últimas 

décadas (MAKADIA; SIEGEL, 2011) por apresentar propriedades físico-químicas 

desejáveis, características de degradação favoráveis e possibilidade de administração 

de fármacos de maneira controlada. Além disto, é um polímero aprovado pela US 

Food and Drug Administration (FDA) para pesquisa clínica (JIANG et al., 2019; LIU; 

WU; CAI, 2005). Devido ao seu design e desempenho, compatibilidade com fármacos, 

cinética de biodegradação e propriedades mecânicas adequadas (MAKADIA; 

SIEGEL, 2011), o PLGA é muito utilizado atualmente. 

 Outra vantagem do PLGA é o fato de ser um copolímero biodegradável em 

ácido láctico, ácido glicólico, dióxido de carbono e água, ou seja, subprodutos não 

tóxicos (ERBETTA et al., 2012; MIAO et al., 2008) os quais são absorvidos pelo 

organismo (ERBETTA et al., 2012). Contudo, por ter características de superfície 

hidrofóbicas (MIAO et al., 2007) e estar relacionado a baixas taxas de adesão e 

proliferação celular (LEBOURG; ANTÓN; RIBELLES, 2010; LIU et al., 2011), estudos 

apontam que suas funções podem ser melhoradas através de uma abordagem 
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combinada entre polímero e compósitos a partir de cerâmicas, tais como HA e βTCP 

(CIAPETTI; GRANCHI; BALDINI, 2012). Apesar das cerâmicas possuírem 

características frágeis devido a sua dureza, são frequentemente associadas à 

derivados do fosfato de cálcio (PEREZ et al., 2018) e conferem assim, ótimas 

características de biocompatibilidade e bioatividade, tornando-se um material 

semelhante ao tecido mineral ósseo (TARAFDER et al., 2013). São capazes de 

minimizar a hidrofobicidade do PLGA (LIAO; ZHANG; HE, 2012), característica que 

compromete a regeneração óssea (CIAPETTI; GRANCHI; BALDINI, 2012; GENTILE 

et al., 2016) e até mesmo promover osteocondução (YANG et al., 2015). 

 O PLGA na odontologia é utilizado na forma de partículas como microesferas, 

microcápsulas, nanocápsulas e nanoesferas, assim como na confecção de outras 

geometrias de arcabouços tridimensionais (BAO, 1993). Com a possibilidade de 

incorporação de substâncias específicas (MAKADIA; SIEGEL, 2011), o arcabouço 

torna-se uma grande promessa no campo da engenharia regeneradora 

(PRABAHARAN; MANO, 2005), visto que além de ser um copolímero biodegradável 

e biocompatível (CHEN et al., 2016), irá melhorar a distribuição local de fármacos e 

medicamentos (IAQUINTA et al., 2019), auxiliar na cicatrização óssea (BROWN et al., 

2015) e ainda fornecer uma estrutura mecanicamente aceitável para o transporte e 

cultivo de células (BAO, 1993). O processo de incorporação destas substâncias ao 

polímero pode ser feito de diferentes maneiras, sejam elas mistura física ou 

carreamento em micropartículas (HASANAIN et al., 2014). 

  

2.4 Propriedades físico-químicas da sinvastatina (SIN) 

  A SIN faz parte do grupo das estatinas que são medicamentos utilizados para 

reduzir taxas elevadas de colesterol. São conhecidas no mundo científico como uma 

alternativa osteoindutora, pois alguns estudos indicam que elas são capazes de 

interagir com proteínas presentes no processo de reabsorção e regeneração óssea 

(MAEDA; KAWANE; HORIUCHI, 2003). O mecanismo de ação das estatinas é, de 

forma resumida, a capacidade de melhorar a atividade osteoblástica e inibir a 

atividade osteoclástica (MUNDY et al., 1999; YAMASHITA et al., 2008; ZHANG; 

DRICU; SJÖVALL, 1997). As estatinas inibem a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril 

coenzima A (HMG-CoA) redutase, impedindo a conversão do HMG-CoA em 

mevalonato, e assim, reduz os níveis de colesterol e bloqueia a atividade de proteínas 

GTPases que mantêm a integridade dos osteoclastos. Este processo de impedir a 
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função das GTPases estimula a expressão das BMPs, mais especificamente a BMP-

2, o que estimula a proliferação dos osteoblastos e ocorre maior formação de osso 

(ZHANG; DRICU; SJÖVALL, 1997). 

  Os primeiros a descreverem o desempenho das estatinas no tecido ósseo 

foram Mundy et al. em 1999. Em seus estudos, foi demonstrado o papel das estatinas 

no aumento de osso neoformado em culturas de células vindas da calvária de ratos. 

Este processo envolve o aumento da expressão das BMPs (MUNDY et al., 1999). 

Além do mais, a SIN aumenta a fosfatase alcalina e tem efeito anti-inflamatório, 

através da diminuição da produção de interleucina-6 e interleucina-8 (SAKODA et al., 

2006). Portanto, a incorporação de estatinas em biomateriais enxertivos tem o intuito 

de reduzir a inflamação e acelerar o desenvolvimento ósseo local (LAÇIN et al., 2019). 

  As vantagens ao fazer uso da SIN associada à biomateriais para a ROG são o 

custo reduzido, toxicidade diminuída e a eficácia no processo de regeneração 

(ENCARNAÇÃO et al., 2016). Apesar de já ser comprovado que a SIN tem a 

capacidade de estimular a formação óssea in vitro e in vivo, assim como possui efeito 

pró-angiogênese através da expressão do fatores de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) (LIU et al., 2016; SOARES et al., 2018; TAKENAKA et al., 2003; XUE et al., 

2019), é necessário que sua entrega ao tecido ósseo seja controlada. Sabe-se que 

as possibilidades para realizar a entrega de fármacos a um tecido específico é muito 

variada, necessitando de um material mediador ou carreador que seja capaz de 

controlar a liberação da SIN de forma lenta e gradual, visto que, em doses elevadas, 

a SIN pode resultar em uma inflamação exacerbada (OLIVEIRA et al., 2016). 

  A administração da SIN na forma clínica é feita por via oral e cerca de 5% dos 

compostos permanecem na circulação sistêmica, resultando em baixíssimas doses 

no local de interesse. Na tentativa de disponibilizar maiores doses, há risco de 

sobredosagem, o que pode ocasionar efeitos colaterais como rabdomiólise, lesões 

hepáticas e insuficiência renal (WANG et al., 2018). Entretanto, o risco da ocorrência 

de tais efeitos é baixo quando a liberação da droga é controlada, especialmente 

quando comparado aos benefícios do uso da SIN (BROWN et al., 2015). 

 Através do método de administração local, alguns estudos foram conduzidos 

na tentativa de realizar injeções subcutâneas diretamente no osso. É interessante que 

a formação de novo osso ocorra nos estágios iniciais do reparo, pois enquanto o novo 

osso não é reposto, ocorre uma migração do epitélio gengival/mucoso para os locais 

de cavidade, dificultando a reparação do defeito ósseo e trazendo prejuízos ao 
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indivíduo (AYUKAWA; YASUKAWA; MORIYAMA, 2009). Sugere-se que com a 

aplicação local de SIN, ocorra um aumento da angiogênese, contribuindo com o 

ambiente adjacente, visto que, a vasculatura é quem fornece a fonte principal para 

recrutamento de células para regeneração (TAN, 2015). Entretanto, este método 

requer inúmeras injeções, o que aumenta a complexidade e o risco de inflamações 

(XUE et al., 2019), tornando-se um sistema clinicamente inviável (WU; LIU; THE, 

2008). 

  Mesmo após 30 anos da prescrição e uso em tratamentos terapêuticos na 

ROG, o sucesso da SIN ainda apresenta resultados controversos. Mundy et al. (1999) 

afirmaram que o papel da SIN subcutânea em ossos cranianos de camundongos, 

assim como por via oral em ratos, aumentou a densidade óssea e apresentou efeitos 

positivos quanto à regeneração. Yang et al. (2013) relataram através de um 

experimento com injeção local de SIN em fêmur e vértebras de ratos, a melhora 

significativa da estrutura óssea, além de neoformação óssea precoce. Resultados 

conflitantes foram apontados por Maritz et al. (2015) e Anbinder et al. (2006). Segundo 

eles, não houve diferença significativa quanto à administração de SIN, seja oral ou 

subcutânea, em defeitos cirúrgicos feitos em ratos; assim como relatado por Rutledge 

et al. (2011) em experimentos com a mesma forma de administração, mas feitos em 

mandíbula de cães. Maritz et al. (2015) ainda afirmam que o fármaco foi incapaz de 

prevenir a perda óssea. 

  Como alternativa à essas formas de injeção local da SIN, surge o uso dos 

polímeros. Um transportador ideal para a SIN deve ser capaz de liberar doses 

suficientes por um período de tempo prolongado e modular a ação anti-inflamatória 

da SIN para favorecer o reparo do tecido. Além disso, a dose liberada não pode ser 

citotóxica ao organismo, ou seja, deve apresentar biocompatibilidade (MARITZ et al., 

2015). 

  Arcabouços de PLGA apresentam excelente potencial dentro da engenharia de 

tecidos, conforme foi discutido anteriormente. Com o uso deste dispositivo 

biocompatível e biodegradável, a liberação da SIN pode apresentar um efeito positivo, 

já que é possível realizá-la de forma controlada. Um estudo de Xue et al. (2019) 

mostrou que conforme a liberação da SIN diminui, as taxas de proliferação das células 

aumentaram, ou seja, é considerado um sistema de liberação de substância eficaz, 

pois fornece estímulo de forma sustentada. Zhang et al. (2019) também 

demonstraram resultados positivos utilizando o PLGA como carreador. Em estudo 
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realizado por Encarnação et al. (2016), foram realizados testes para avaliar o efeito 

da aplicação local de SIN associada a um arcabouço composto por PLGA+βTCP, 

onde concluiu-se que embora tenha ocorrido um aumento da expressão de citocinas 

inflamatórias em tecidos adjacentes, uma formação óssea semelhante, tanto no grupo 

com incorporação de SIN quanto no grupo sem SIN, foi identificada. Sendo assim, o 

fator mais importante ao selecionar um sistema de entrega da SIN, é a taxa de 

liberação. Dependendo da dose do fármaco liberada, há possibilidade de diferentes 

efeitos (PARK, 2009). Stein et al. (1999) descobriram que os sinais clínicos de uma 

inflamação serão reduzidos diminuindo a dose de SIN aplicada (ILLINGWORTH et 

al., 2015). Sendo assim, o PLGA, por apresentar taxa degradação gradual, é capaz 

de liberar a SIN de forma constante e em baixas doses, proporcionando um efeito por 

longo período (WU; LIU; THE, 2008).  

 

2.5 Arcabouços de PLGA+HA/βTCP+SIN 

  Apesar de não existir um material de enxerto ideal, para que um arcabouço seja 

utilizado como matriz de suporte, proliferação e diferenciação celular, algumas 

características básicas são essenciais, como: (1) promover a deposição de matriz 

óssea, processo conhecido como osteogênese, que é realizado pelos osteoblastos; 

(2) promover osteoindução, a partir da presença de fatores de crescimento que 

promovam a diferenciação celular; e (3) permitir a migração e adesão de células, 

promovendo assim, o processo chamado osteocondução (HÄMMERLE; KARRING, 

1998). Além disto, o dispositivo deve conferir permeabilidade para fornecer nutrientes 

às células do local, não apresentar resposta imunológica ao indivíduo e comprometer 

a área, além de apresentar porosidade para permitir uma integração entre as células 

(AZEVEDO et al., 2007). Em resumo, a composição de um substituto ósseo ideal deve 

ser semelhante ao tecido ósseo, bem como permitir a neoformação do tecido ósseo 

em quantidade e qualidade adequadas (COSTA et al., 2016).  

É possível assim, moldar e controlar as características dos arcabouços. A 

porosidade é necessária para acomodar um maior número de células e permitir o 

crescimento celular, vascularização e difusão de nutrientes, e é dada pela adição de 

substâncias, como a sacarose (BAO, 1993), a qual é posteriormente removida por 

dissolução. Segundo um estudo de Encarnação et al. (2019), as amostras de 

PLGA+HA/βTCP+SIN que apresentavam porosidade de 70% tinham muito mais 

interconexões quando comparadas com amostras com porosidade de 30%.  
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 Para modificar a superfície dos biomateriais poliméricos de enxertia e melhorar 

os resultados clínicos, é feita a combinação de diferentes compostos, como é o caso 

das cerâmicas da família dos fosfato de cálcio, por exemplo a HA que induz uma boa 

resposta às células óssea (LEBOURG; ANTÓN; RIBELLES, 2010) e o βTCP, material 

reabsorvível com ampla utilização para reparar tecidos duros (TARAFDER et al., 

2013). Ciapetti et al. (2012) observaram em um estudo in vitro com ratos, um aumento 

na formação óssea após utilização de arcabouços combinados com PLGA e HA. Os 

materiais a base de fosfato de cálcio são considerados seguros e vêm sendo 

intensamente estudados, pois podem ser comercializados, e são facilmente 

disponibilizados em consultórios odontológicos (LE GUÉHENNEC et al., 2020). A 

adição de substâncias como HA e βTCP, além de serem biocompatíveis e passíveis 

de sofrerem degradação, propiciam o crescimento ósseo sobre a superfície do 

arcabouço (HUANG; MIAGO, 2007), tendo assim um papel fundamental dentro da 

matriz confeccionada. Encarnação et al. (2019) apresentaram resultados promissores 

para arcabouços de PLGA com HA e βTCP, melhorando a resistência mecânica e o 

processo de degradação. Arafat et al. (2011) demonstraram que a adição de βTCP e 

HA no arcabouço resultaram em um aumento na proliferação e diferenciação celular 

de células mesenquimais do estroma da medula óssea. Isso também pôde ser 

comprovado por Wang et al. (2018) e Lebourg et al. (2010) que classificaram 

arcabouços com adição destas substâncias como bons candidatos para a reparação 

de defeitos ósseos (IAQUINTA et al., 2019). 

  O biomaterial de enxertia confeccionado é capaz de iniciar vias de sinalização 

e atrair fibroblastos para o local do tecido danificado, fazendo com que ele seja 

reparado através da excreção de colágeno e fatores de crescimento (CHEN et al., 

2016). Entretanto, alguns estudos provaram que a morfologia desse dispositivo 

influencia no mecanismo de distribuição das substâncias, afeta a degradação da 

matriz e interfere na cinética de liberação (ALMERÍA et al., 2010). A adição de 

fármacos como a SIN a arcabouços poliméricos propicia o aumento das taxas de 

mineralização, o estímulo de fatores de crescimento e colabora com a atividade de 

células osteoblásticas, contribuindo assim para que aconteça o processo de 

regeneração óssea. Além disso, estudos de Sakoda et al. (2006) mostraram que a 

SIN apresenta caráter anti-inflamatório, conforme já salientado. 
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2.6 Métodos de Esterilização 

 No processo de desenvolvimento e estudo de arcabouços que contenham os 

materiais necessários e em quantidades ideais, observou-se a necessidade de que os 

mesmos sejam submetidos a um processo de esterilização, pois são considerados 

itens críticos, visto que estarão em contato com tecidos e fluidos corporais (RUTALA; 

GERGEN; WEBER, 1998). No entanto, trata-se de uma perspectiva desafiadora, já 

que a maioria dos métodos utilizados acaba por causar alterações estruturais e 

comprometer a eficácia dos biomateriais (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 

1996).  

 Para a Organização Internacional de Normalização, esterilidade é definida 

como um local livre de micro-organismos viáveis. Além disto, o processo de 

esterilização dos dispositivos médicos é considerado uma etapa essencial do 

processo de fabricação de um produto (LAMBERT; MENDELSON; CRAVEN, 2011). 

Existem diversos métodos de esterilização que envolvem a natureza física, química e 

físico-química. Os métodos físicos englobam calor seco, vapor por autoclave e 

radiação (UV e raios gama). Os métodos químicos, por sua vez, compreendem o 

Óxido de Etileno (OE), Ozônio, formaldeído e fenóis. (HAN et al., 2018).  

 O custo, a praticidade e a eficácia devem ser considerados durante a seleção 

do método de esterilização a ser utilizado; além disso, é importante optar por um 

método que cause mínimas alterações na estrutura e propriedades do biomaterial 

(HAN et al., 2018). É imprescindível conhecer a estrutura do produto a ser esterilizado, 

bem como as propriedades físico-químicas de cada substância que o compõe. Os 

arcabouços são confeccionados com materiais de diferentes composições, e sua 

combinação torna a esterilização um desafio ainda maior, visto que é necessário 

conferir esterilidade de forma particular e reduzir os danos gerados ao biomaterial 

como um todo (LAMBERT; MENDELSON; CRAVEN, 2011). 

 Idealmente, os biomateriais (incluindo os arcabouços) seriam fabricados em 

ambiente asséptico, como em fluxos de cultura celular, com a esterilidade do material 

conferida em cada etapa de processamento (QI et al., 2018). No entanto, para 

confecções em larga escala, isso se torna inviável devido a questões econômicas e 

pela necessidade de prestadores deste tipo de serviço próximo ao local de confecção. 

(LAMBERT; MENDELSON; CRAVEN, 2011).   

 Dentre os métodos físicos, a autoclavação que elimina rapidamente os micro-

organismos (HAN et al., 2018) e está disponível na maioria dos laboratórios biológicos, 
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é considerado viável pela praticidade e baixo custo (ARIAS et al., 2020). No entanto, 

em arcabouços confeccionados a partir de polímeros, provoca corrosão e deterioração 

do material (HAN et al., 2018), devido ao aquecimento com vapor a temperaturas 

maiores que 120ºC e em superfícies fechadas (SASAKI et al., 2018). Esta degradação 

acontece porque o PLGA possui baixa temperatura de transição vítrea (cerca de 54-

60ºC) (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996) e, por esse motivo, a 

esterilização por calor seco também não é indicada em materiais termosenssíveis 

como os polímeros (HAN et al., 2018; RUTALA; GERGEN; WEBER, 1998). Assim 

sendo, outras técnicas de esterilização físicas em baixas condições de temperatura 

são recomendadas, como irradiação gama e ultravioleta (UV). 

 Os dois métodos de esterilização mais utilizados na indústria de dispositivos 

médicos são a radiação gama e o óxido de etileno (LAMBERT; MENDELSON; 

CRAVEN, 2011), cujas aplicações vão desde produtos básicos como aventais 

cirúrgicos, até os itens mais complexos como válvulas cardíacas, cateteres e outros 

dispositivos implantáveis. Há algumas vantagens ao utilizar estes métodos, tal como 

a eficácia em conferir esterilidade, a capacidade de processar grandes volumes de 

produto, a segurança do paciente e por terem um custo relativamente baixo 

(LAMBERT; MENDELSON; CRAVEN, 2011). Mas, ainda com estes métodos, os 

polímeros são suscetíveis a sofrerem modificações em sua estrutura. Degradação de 

polímeros e proteínas pela quebra de cadeias, inativação de substâncias (QI et al., 

2018), oxidação ou formação de radicais livres (RUTALA; GERGEN; WEBER, 1998) 

e comprometimento do desempenho do material são alterações que podem surgir 

após o procedimento esterilizador, trazendo falhas quando aplicados em 

experimentos in vivo (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996).  

 O uso do método químico através de gases como OE é bastante comum - cerca 

de 50% do mercado de esterilização industrial (LAMBERT; MENDELSON; CRAVEN, 

2011) e é considerado o tipo de esterilização de baixa temperatura mais amplamente 

usado em dispositivos na área da saúde (RUTALA; GERGEN; WEBER, 1998). 

Contudo, uma desvantagem é que este método gera resíduos nocivos que podem 

prejudicar o desempenho do biomaterial (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 

1996). Assim, a esterilização por OE requer um tratamento de aeração das amostras 

para remover estes resíduos tóxicos (DESAI; KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013; 

HOOPER; COX; KOHN, 1997). Além disto, segundo Rutala et al. (1998), o uso de OE 

pode trazer riscos para funcionários e pacientes por ser um produto inflamável e 
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potencial cancerígeno. Ainda, o OE tem sua eficácia limitada pela incapacidade de 

envolver os instrumentos em uma embalagem estéril, não sendo recomendado pela 

American Dental Association (HAN et al., 2018). Apesar de Sasaki et al. (2018) 

afirmarem através de um estudo que o tratamento por calor seco induz menor 

formação de biofilme (Staphylococcus aureus) em superfícies de zircônia comparado 

à esterilização por raios gama, este último método, quando utilizado em baixas doses, 

apresenta diversas vantagens que o consideram conveniente para ser utilizado em 

materiais poliméricos (HU et al., 2014; SASAKI et al., 2018). 

 Em resumo, a esterilização por calor seco e a vapor (autoclaves) apresentam 

como principal vantagem a capacidade de não gerar resíduos tóxicos. Entretanto, 

seus prejuízos são consideráveis, já que causam derretimento ou degradação de 

estruturas poliméricas. Já a radiação gama e a esterilização por óxido de etileno, 

apesar das desvantagens (quebra de cadeias no polímero e formação de resíduos 

tóxicos, respectivamente) apresentam vantagens potencializadas, pois utilizam baixas 

temperaturas, o que reduz a deterioração dos polímeros, é eficaz e tem ótimo custo 

benefício (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996).   

 

2.7 Raios Gama  

 A esterilização através de radiação gama é capaz de eliminar todas as formas 

de micro-organismos, não emite gases e resíduos químicos (DESAI; KADOUS; 

SCHWENDEMAN, 2013) e seu processo pode ser efetuado em condições de baixa 

temperatura e pressão (HAN et al., 2018). É capaz de iniciar reações químicas 

indiferente da fase (gás, líquido ou sólido) e sem o uso de catalisadores (SILVA 

AQUINO, 2012). Seu uso tem crescido cada vez mais para conferir esterilidade à 

próteses (CEHRELI et al., 2004), implantes, aloenxertos de tecidos (HARRELL et al., 

2018), como também cosméticos, vacinas (ABUHANOǦLU; ÖZER, 2014) e produtos 

alimentares (DA SILVA; DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014). 

 Os raios gama são ondas eletromagnéticas, ou seja, radiações da mesma 

natureza do raio-X com alta frequência e baixo comprimento de onda, mas que diferem 

quanto a origem. As duas formas passam facilmente por micro-organismos vivos, 

contudo, radiação gama tem maior poder penetrante (MCLAUGHLIN; DESROSIERS, 

1995). 

 O processo de irradiação pode ou não provocar ionização, sendo então 

classificada em radiação ionizante ou não ionizante. A primeira, que é o caso dos raios 
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gama, UV, infravermelho, entre outras, é considerada mais prejudicial porque penetra 

no corpo de forma muito eficiente e em exposição prolongada pode provocar formação 

de câncer (DA SILVA; DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014). O processo de 

esterilização ocorre através de colisões entre a radiação e os elétrons dos átomos do 

material que está sendo esterilizado. Conforme o material vai perdendo elétrons, 

ocorre a formação de íons, pelo processo conhecido como ionização. Este método é 

usado há cerca de 45 anos e ocupa cerca de 40% do mercado de esterilização 

(HASANAIN et al., 2014). Além disto, é considerado seguro, pois os materiais não se 

tornam radioativos nos níveis de energia baixos ao qual são submetidos (DA SILVA; 

DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014). 

 O processo da irradiação gama acontece através de uma fonte de cobalto-60 

(Co-60) (HAN et al., 2018), onde os produtos passam na frente de dispositivo de 

irradiação que emite elétrons que penetram, de forma intensa e rápida (LAMBERT; 

MENDELSON; CRAVEN, 2011), pelas embalagens e inativam a carga microbiana 

existente (DA SILVA; DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014). Esta inativação pode 

ocorrer por um mecanismo direto – através da quebra de cadeias de DNA (RYDBERG 

et al., 1996) ou RNA (BLANCO et al., 2018; HUTCHINSON et al., 1970) dos 

patógenos, ou por inativação indireta – quando a energia é transferida para moléculas 

de água, formando radicais livres que impedem a reprodução microbiana (DA SILVA; 

DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014). 

 Cada material possui uma dose máxima aceitável de irradiação, e antes de 

iniciar o processo esterilizador é preciso conhecer suas propriedades e vida útil, visto 

que poderão sofrer modificações não só a nível visual, alterando seu tempo de 

degradação e interferindo posteriormente no tratamento (ATHANASIOU; 

NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996). É importante estar ciente destas informações para 

que seja determinada quantas vezes o material irá passar em frente à fonte de Co-60. 

Segundo Lambert et al. (2011), o tempo total de exposição dos produtos é em torno 

de 4 a 8 horas e podem passar em frente à fonte por diversas vezes, até que se tornem 

estéreis. 

 O SAL (do inglês, Sterility Assurance Level) é uma definição da dose 

necessária a ser absorvida por um produto para permitir que uma população 

microbiana tenha uma redução de pelo menos 90%. Para produtos médicos utiliza-

se, geralmente, um valor de 10−6 e essas doses devem ser escolhidas de acordo com 
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a carga microbiana inicial de cada material (DA SILVA; DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 

2014). 

 A medida gray (Gy) é comumente utilizada para medir a quantidade de 

exposição à radiação, junto com o rad. 1 Gy corresponde a 100 rads e a aplicação de 

radiação é classificada em: dose baixa (menor que 1kGy), dose média (1 a 10 kGy) e 

dose alta (maior que 10 kGy). Como regra geral, proposta pela Organização 

Internacional de Padronização (ISO) para dispositivos médicos e tecidos biológicos, 

tem-se utilizados doses mínimas de 25 kGy. Tal dose garante esterilidade a nível de 

10−6 (SAL) (DESAI; KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013). Doses baixas agem 

diminuindo a transmissibilidade de parasitas e atenuando a infecciosidade (FARKAS, 

1998), ao passo que, doses elevadas eliminam completamente bactérias e parasitas 

(GRIEB et al., 2005). Contudo, Sakar et al. (2017) observaram que é possível optar 

pelo uso de doses mais baixas, desde que se avalie o tipo de material a ser tratado e 

a carga biológica inicial.  

 Um estudo de Hu et al. (2014) sugere que a dose de irradiação de 25kGy é 

capaz de esterilizar de forma eficaz os micro-organismos. Os micro-organismos 

diminuíram consideravelmente com o aumento das doses de irradiação gama. 

Amostras irradiadas com 5 kGy apresentaram população microbiana de 2,17 UFC/mg 

(unidades formadoras de colônia) e com uma dose de 15 kGy, o resultado foi de 1,00 

UFC/mg. O resultado foi ainda mais promissor quando expostas a doses de 25 e 35 

kGy, diminuindo as populações para abaixo do limite de detecção de 1,00 UFC/mg. 

Este mesmo estudo ainda afirmou que amostras de polímeros tratados com irradiação 

gama foram capazes de aumentar a viabilidade de células endoteliais. 

 Um dos benefícios da esterilização por radiação gama é o baixo custo, além de 

que se tem mais liberdade para acondicionar grandes quantidades de materiais devido 

a compatibilidade com muitos produtos (desde metais à termoplásticos) (HARRELL et 

al., 2018; SINGH; SINGH; SINGH, 2016) e permite esterilizar produtos embalados 

(PREEM et al., 2019; SILVA AQUINO, 2012). Além disto, dispensa reação térmica e 

não necessita de um segundo tratamento para remoção de resíduos (DESAI; 

KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013; HOOPER; COX; KOHN, 1997). 

 Infelizmente, as características estruturais dos dispositivos médicos a partir de 

polímeros sofrem modificações inevitáveis após o processo de esterilização, o que 

pode reduzir, de certa maneira, o seu potencial regenerativo (DA SILVA; KÁTIA; 

ARAÚJO, 2008; STANTON, 1987). Componentes estruturais como fibras colágenas, 
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por exemplo, sofrem alterações que comprometem a resistência e podem resultar em 

trincas ou quebras (DA SILVA et al., 2019; SCHUSTER et al., 2000). As alterações 

nos produtos podem afetar seu uso clínico (HARRELL et al., 2018), incluindo redução 

do peso molecular, geração de subprodutos da radiólise, modificações nas 

propriedades físicas (resistência à tração, alongamento ou ruptura) e interferência na 

liberação de fármacos (DA SILVA; DA SILVA; DA SILVA AQUINO, 2014). Estas 

alterações podem ser evidentes logo após o processo de radiação ou se desenvolver 

ao longo do tempo (ARIAS et al., 2020). Comprometimento em propriedades 

estruturais (cisão ou reticulação de cadeias, oxidação (ADAMUS-WLODARCZYK et 

al., 2018; JEON; LEE; PARK, 2004), formação de radicais livres (CAIRE-MAURISIER 

et al., 2019), alterações na cristalinidade (ZHU et al., 2002) e, por consequência, na 

permeabilidade, e no peso molecular das amostras também podem ser observados 

(DESAI; KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013). As mudanças na morfologia dos 

arcabouços tridimensionais podem alterar a adesão e proliferação celular (LOWERY; 

DATTA; RUTLEDGE, 2010; WONG; BAJI; LENG, 2008), bem como interferir na 

liberação de fármacos (XUE et al., 2017). 

 O efeito prejudicial da irradiação gama depende de alguns fatores, sejam eles 

a dose de radiação, a energia e a distância da fonte, assim como o tamanho e a 

densidade da embalagem, que também interferem no poder de penetração dos raios 

(MCLAUGHLIN; DESROSIERS, 1995). Segundo Blanco et al. (2018), a quantidade, 

ou seja, a dose, e não o tipo de radiação, é considerado o principal fator de dano na 

maioria das moléculas avaliadas em seu estudo. 

 Para reduzir os efeitos da degradação causada pela esterilização, avalia-se a 

dose da irradiação, as condições e a composição do polímero (DELGADO; PANDIT; 

ZEUGOLIS, 2014). Uma alternativa é reduzir o teor de água existente nas amostras e 

assim a atividade dos radicais livres são limitadas, impedindo a degradação acelerada 

(HASANAIN et al., 2014).   

 

 A seguir, são descritas as propriedades que podem ser afetadas pela 

esterilização por radiação gama. 

 

Cristalinidade 

 Um polímero mais cristalino permite maior difusão molecular que um polímero 

amorfo. Com o aumento da cristalinidade do polímero, ocorre diminuição da 
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permeabilidade e com isso menor migração de células. As moléculas pequenas se 

espalham menos por áreas cristalinas do que amorfas e, por isso, as áreas cristalinas 

agem como uma barreira, reduzindo a propagação (CAIRE-MAURISIER et al., 2019). 

O aumento da cristalinidade pela radiação gama pode ser explicado como uma 

consequência da quebra de cadeia, que faz com que reduza o peso molecular médio. 

Com a diminuição do peso molecular, diminui também a resistência mecânica. O 

aumento da cristalinidade é capaz de melhorar a força mecânica (DE CASSAN et al., 

2019). Além disto, a cristalinidade de alguns materiais pode mudar durante o processo 

de esterilização. Este parâmetro deve ser bem avaliado, pois é peça-chave no controle 

de liberação de fármacos, propriedades mecânicas, taxa de biodegradação, e, 

consequentemente, no desempenho funcional do arcabouço (PREEM et al., 2019) 

 

Temperatura de transição vítrea 

 Quando ocorrem pequenas alterações na temperatura de transição vítrea 

significa que o material é pouco amorfo e muito cristalino. Portanto, uma alta dose de 

radiação faz com que diminua a temperatura de transição vítrea do material (DE 

CASSAN et al., 2019). Além disto, a temperatura de transição vítrea diminui conforme 

o polímero se degrada. E faz com que a difusão de água em um arcabouço ocorra de 

forma mais lenta (ENCARNAÇÃO et al., 2016). 

 

Redução de peso molecular 

 Bosworth et al. (2012) mostraram através de seu estudo que amostras feitas 

de polímero diminuíram seu peso molecular a medida que a dose de irradiação foi 

aumentada, assim como diminuíram a resistência mecânica do polímero. 

Adicionalmente, houve um aumento da cristalinidade. A redução do peso molecular 

ocorre pela ruptura e quebra de ligações na cadeia do polímero. Isto faz com que haja 

um aumento da mobilidade da cadeia, que fica menos emaranhada e pode resultar 

em aumento da porosidade (DESAI; KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013). Ao formar 

radicais livres (processo que ocorre principalmente no estado líquido) (BLANCO et al., 

2018; LEE; VOLKOV; LEE, 2001), a cadeia pode se degradar ou se reticular (CAIRE-

MAURISIER et al., 2019). Estes dois processos ocorrem de maneira concomitante de 

maneira a tentar se equilibrar. Porém, no fim, haverá uma proporção dominante, e se 

o resultado for uma reticulação na cadeia, haverá a formação de um polímero mais 

ramificado, consequentemente com um maior peso molecular. Pelo contrário, se o 
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resultado for uma quebra da cadeia, ocorrerá uma mudança na cristalinidade e, 

consequentemente, uma redução no peso molecular do polímero (HASANAIN et al., 

2014). Poliésteres no geral degradam diminuindo o peso molecular, a viscosidade e 

as propriedades mecânicas (HASANAIN et al., 2014), e, conforme observado por 

Bosworth et al. (2012), aumentando a cristalinidade.  

 

Disposição de fibras 

 A disposição e orientação das fibras de um arcabouço (biomaterial) também 

pode influenciar nas propriedades de um material. De Cassan et al. (2019) relataram 

que fibras mais alinhadas eram mais cristalinas do que as que estavam dispostas 

aleatoriamente e que essa disposição interfere nas propriedades mecânicas após o 

processo de esterilização. As fibras de um tipo de polímero proposto por Valente et al. 

(2016) perderam sua orientação após esterilização por OE, porém permaneceram 

sem nenhum dano após esterilização por radiação gama. 

 

Liberação de fármacos 

 A estabilidade do sistema tridimensional também é de extrema importância 

para garantir a eficácia da terapêutica quando se quer a liberação de substâncias 

(PREEM et al., 2019). A liberação de fármacos depende da estrutura química do 

polímero, como também do fármaco que será transportado, da dose de radiação e 

das condições de processamento (HASANAIN et al., 2014). A esterilização de 

produtos que carregam fármacos e outras substâncias podem resultar numa perda 

devido a degradação que ocorre durante o tempo. Contudo, no estudo de Preem et 

al. (2019), a irradiação gama mostrou os efeitos menos prejudiciais nesse quesito. É 

importante avaliar a questão da porosidade em relação a liberação de fármacos, pois 

quanto maiores os poros presentes na matriz, mais acesso e penetração tem o 

medicamento e rapidamente pode ser degradado (PREEM et al., 2019). Apesar de, 

na maioria dos casos, o processo de esterilização afetar a liberação de fármacos 

(MAGGI et al., 2004; PETERSEN et al., 2013), inclusive estudos com liberação de SIN 

(MIKKONEN et al., 2009), no estudo de Hong et al. (2002) a radiação gama foi o 

método que causou menor degradação do fármaco.  
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Quebra de cadeias  

 Quanto mais ocorrer cisão de cadeias moleculares, maior será a geração de 

radicais livres que irão migrar pela matriz do polímero e podem inclusive, induzir a 

riscos de toxicidade (CAIRE-MAURISIER et al., 2019), além de diminuir o peso 

molecular dos compostos. A conversão de radicais livres em peróxidos é um dos 

efeitos indesejados que pode ocorrer após esterilização por radiação gama. Isso 

depende de alguns fatores para acontecer, como a composição e a estrutura do 

polímero, dose de radiação, tamanho da amostra e também alguns fatores ambientais 

como temperatura e oxigênio (DORATI et al., 2008; SINTZEL et al., 1997). Com a 

diminuição de água das amostras, ocorre redução da atividade dos radicais livres e, 

consequentemente, evita-se a degradação do polímero (HASANAIN et al., 2014). 

 

Resposta celular  

 A utilização de radiação ionizante para induzir o sistema imunológico através 

de dispositivos implantados em animais é um método proposto há alguns anos. 

Estudos de Yang et al. (2014) e Shimura et al. (2014) mostraram que baixas doses de 

radiação levam à um desdobramento de proteínas que modificam sua conformação 

de forma a permitir aderência de anticorpos à sua estrutura, induzindo o processo de 

resposta imunológica (FORSSTRÖM et al., 2015).  

 Radiação gama em baixas doses é capaz de induzir a formação de fatores de 

crescimento que estão envolvidos com as BMPs (HARRELL et al., 2018) e alguns 

autores, como Kluger et al. (2003), afirmam que osteoclastos irradiados reduziram a 

capacidade de reabsorção óssea. A radiação de raios gama também é muito 

conhecida por influenciar na atividade celular através de produção de espécies 

reativas de oxigênio (KAWASE et al., 2016). Os efeitos biológicos do tratamento com 

raios gama estão também associados a absorção e adesão celular, de forma a 

diminuir a porcentagem de carbono atômico (UENO et al., 2012). O estudo de True et 

al. (1992) avaliou a resposta celular em torno de um tendão irradiado e concluiu que 

a radiação gama pode ter um efeito de superfície, visto que uma parte do volume de 

enxerto permanece inalterada. Este resultado se mostrou bastante interessante, pois 

seria até mesmo benéfico para um sistema tridimensional, pois promoveria maior 

integração dele ao tecido hospedeiro. (DELGADO; PANDIT; ZEUGOLIS, 2014) 
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2.8 Autoclave 

 A esterilização por autoclave é um procedimento obrigatório em aplicações 

clínicas e é implementada frequentemente em campos médicos. É muito utilizada por 

apresentar praticidade, baixo custo e rapidez (SASAKI et al., 2018). Neste método, os 

micro-organismos tornam-se inviáveis por aquecimento com vapor em uma superfície 

fechada e a uma temperatura de 121 oC (ARIAS et al., 2020; ATHANASIOU; 

NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996; KURIBARA et al., 2012). A autoclavação ainda é o 

método escolhido para eliminação de micro-organismos em instrumentais 

odontológicos (ARIAS et al., 2020), mas no campo das pesquisas in vitro, onde 

frequentemente são utilizados materiais que não suportam altas temperaturas, como 

polímeros (HAN et al., 2018), este método causa deterioração, corrosão e destruição 

de estruturas cristalinas, sendo contraindicado (SASAKI et al., 2018).  

 A elevação das condições de temperatura e de umidade dentro das autoclaves 

faz com que dispositivos de base orgânica, entre outros materiais, sofram alterações 

morfológicas devido à expansão térmica (KURIBARA et al., 2012; UGUZ et al., 2016). 

Mais especificamente, isso ocorre devido ao vapor, que é o mecanismo principal de 

destruição microbiana através de autoclave. Além disto, com a contribuição do calor 

latente à uma alta pressão, ocorre o processo de condensação, que é a transformação 

da água do estado gasoso para o líquido. Este processo umedece e aquece o material 

e provoca a esterilização pela troca de calor (GRAZIANO et al., 2003; PERKINS et al., 

1983). O vapor leva a hidrólise (quebra de moléculas) dos polímeros, processo 

chamado de degradação, por conta de altas condições de temperatura, pressão e 

umidade. Isto foi observado por Ahmed et al. (2013) em membranas porosas de poli 

(carbonato-ureia) uretano não biodegradáveis e biodegradáveis. Estes biomateriais 

não resistiram às condições a que foram submetidos em autoclave e perderam a sua 

integridade. Em contrapartida, em um estudo de Abuhanoglu et al. (2014), observou-

se que a esterilização por autoclave não induziu modificações no peso molecular de 

polímeros. Isto reafirma o que foi apontado anteriormente, onde a susceptibilidade à 

degradação não depende apenas do método esterilizador escolhido, mas também das 

propriedades da matriz (natureza do polímero) (PREEM et al., 2019). 

 Apesar de ainda não existir um método de esterilização dito ideal, é importante 

uma análise específica, tanto in vitro quanto in vivo, para realizar a melhor escolha. O 

tratamento esterilizador deve conferir esterilidade ao biomaterial sem comprometer as 
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propriedades mecânicas e biológicas e evitar contaminações ao paciente, 

contribuindo para sua saúde geral (RUTALA; GERGEN; WEBER, 1998). Sendo 

assim, a decisão do tipo de método esterilizador mais adequado é dependente do 

dispositivo (DELGADO; PANDIT; ZEUGOLIS, 2014) e deve-se levar em consideração 

sua forma, tamanho (KEMPNER; SCHLEGEL, 1979; PETERS; JANSEN; NAUTA, 

1984; VENTER et al., 1983) e composição, bem como, custo, praticidade e segurança 

(DELGADO; PANDIT; ZEUGOLIS, 2014). 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral  

Avaliar a influência da esterilização por raios gama sobre a morfologia, a composição 

química e a cristalinidade de arcabouços de PLGA com HA e βTCP incorporando SIN. 

 

3.2 Objetivos específicos  

● Avaliar a morfologia de arcabouços de PLGA+HA/βTCP, com e sem SIN, por meio 

de MEV. 

● Avaliar a composição química de arcabouços de PLGA+HA/βTCP, com e sem SIN, 

por meio de análises de EDS. 

● Avaliar a cristalinidade de arcabouços de PLGA+HA/βTCP, com e sem SIN, por 

meio de análises de DRX. 

● Comparar os arcabouços esterilizados por raios gama com os grupos sem 

tratamento (controle positivo) e com tratamento por esterilização por autoclave 

(controle negativo). 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 Confecção dos Arcabouços 

A confecção dos arcabouços foi realizada no Laboratório de Virologia Aplicada da 

Universidade Federal de Santa Catarina (LVA – UFSC) seguindo todos os protocolos 

para evitar a contaminação das amostras. A produção das amostras foi realizada com 

base em experimentos relatados anteriormente por Sordi et al., (2017) e Encarnação 

et al., (2016). Os arcabouços foram feitos a partir dos polímeros LT 706S (Poly (L-

lactide-co-trimethylene carbonate, Resomer® Evonik, Essen, Alemanha) e LG 824S 

(Poly(L-lactide-co-glycolide) 82:18, Resomer® Evonik, Essen, Alemanha) e cerâmica 

bifásica composta por HA e βTCP (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos). 

Para o grupo de arcabouço experimental, foram adicionados os mesmos polímeros e 

cerâmica bifásica, com acréscimo de SIN (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados 

Unidos). O método utilizado para a confecção dos arcabouços foi pela evaporação do 

solvente clorofórmio (Synth®, Diadema, SP, Brasil) e a porosidade foi proporcionada 

através da adição de sacarose (Merck®, Darmstadt, Alemanha), a qual foi 

posteriormente removida com banhos de álcool polivinílico (C2H4O)n, Synth®, 

Diadema, SP, Brasil). 

Inicialmente, o copolímero PLGA, na proporção 1:1 (polímero baseado em 

lactídeo:poli (L-ácido lático-co-trimetileno carbonato), foi dissolvido em clorofórmio 

(10% v/m), em temperatura ambiente e sem agitação. Após a dissolução completa 

dos polímeros, foram adicionadas partículas de sacarose (80% m/m) com granulação 

inferior a 500 μm, bem como partículas de cerâmica bifásica (50 μm de HA (70%) e 

βTCP (30%)), na proporção 1:1 entre polímero e cerâmica. Esta solução foi então 

vertida em moldes cilíndricos de 6 mm de diâmetro e mantida nos moldes até a 

evaporação total do solvente. Os cilindros obtidos foram seccionados com lâmina de 

bisturi para obtenção de amostras com espessura de 1 mm. A sacarose foi removida 

das amostras obtidas usando-se solução de álcool polivinílico a 1% em banho de 24h, 

seguido por banho de 24 h com água destilada, ambos os banhos sob agitação 

constante. Para os arcabouços com SIN incorporada, o fármaco a uma concentração 

de 2% (20,4 mg) em relação ao PLGA foi diluído em clorofórmio, ao qual adicionou-

se sacarose e HA/βTCP ao polímero já diluído em clorofórmio. Os demais passos para 

a obtenção do arcabouço com sinvastatina foram os mesmos já descritos acima. Os 

https://www.google.com.br/search?biw=1536&bih=723&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjT946_x6bQAhUDF5AKHeOzBb4QmxMIfigBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1536&bih=723&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjT946_x6bQAhUDF5AKHeOzBb4QmxMIfigBMBA
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arcabouços confeccionados possuíam um peso médio de 18 mg para os arcabouços 

sem SIN e de 25 mg para arcabouços com SIN. 

4.2 Esterilização dos arcabouços  

 Após a produção das amostras, os arcabouços foram separados e embalados 

em papel grau cirúrgico (35x20 cm), os quais continham três unidades de amostra 

para cada embalagem. As amostras foram organizadas em diferentes grupos: G1 – 

PLGA+HA/βTCP e G2 – PLGA+HA/βTCP+SIN. E os grupos foram identificados da 

seguinte maneira: 

1) Arcabouço de PLGA+HA/βTCP não esterilizado 

2) Arcabouço de PLGA+HA/βTCP+2% SIN não esterilizado 

3) Arcabouço de PLGA+HA/βTCP esterilizado por radiação gama 

4) Arcabouço de PLGA+HA/βTCP+2% SIN esterilizado por radiação gama  

5) Arcabouço de PLGA+HA/βTCP esterilizado por autoclave 

6) Arcabouço de PLGA+ HA/βTCP+2% SIN esterilizado por autoclave  

As amostras dos grupos 3 e 4 foram então enviadas para o Centro de 

Tecnologia das Radiações (CETER IPEN/ CNEN, São Paulo, SP, Brasil) para 

esterilização através de radiação gama. A dose de radiação a que foram 

submetidos foi de 18kGy, 2kGy/h. A escolha da dose foi baseada em estudos  

anteriores do nosso grupo de pesquisa, após uma revisão de literatura. (DESAI; 

KADOUS; SCHWENDEMAN, 2013) 

As amostras dos grupos 5 e 6 foram embaladas em grau cirúrgico e levadas 

à Central de Esterilização do departamento de Odontologia da UFSC (CME-

UFSC) para passar pelo processo de autoclavação.  

Todos os grupos passaram pelos testes de caracterização físico-química para 

avaliação dos resultados. 

 

4.3 Caracterização físico-química dos arcabouços 

Todos os grupos foram então avaliados quanto as suas propriedades físico-

químicas utilizando-se microscopia eletrônica de varredura (MEV), espectroscopia 

de energia dispersiva (EDS) e difração de raio-X (DRX) para avaliar possíveis 

alterações nos arcabouços causadas pelos diferentes métodos de esterilização. 
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4.3.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)     

Para as análises morfológicas e dimensionais, foi empregado microscópio 

eletrônico de varredura (JEOL JSM-6390LV Scanning Electron Microscope MEV) 

com fonte de elétrons de Tungstênio, detector de elétrons secundários e tensões 

entre 10 e 15 kV, localizado no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica 

(LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Foram analisadas 

três amostras de cada grupo e, para cada amostra, foram obtidos registros com 

diferentes ampliações (X100 e X500). 

 

4.3.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) 

Os arcabouços foram analisados por EDS associada ao MEV (JEOL JSM-

6390LV Scanning Electron Microscope MEV) para determinar a composição 

química e elementar das amostras, através do mapeamento da composição das 

amostras através de uma análise química qualitativa. 

 

4.3.3 Difração de Raios-X (DRX) 

As amostras foram analisados pelo difratômetro de raio-X (MiniFlex600, 

Rigaku, Texas, USA) para identificar partículas ou minerais, medir propriedades 

estruturais, identificar outros arranjos atômicos e definir se o material é cristalino 

ou amorfo. As amostras foram analisadas com um detector D/teX Ultra e uma 

fonte de cobre que operou a uma tensão de 40kV e corrente de 15 mA. As análises 

foram feitas num intervalo de 5 a 90° (2θ) com step-size de 0,05° e velocidade de 

10º/min. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 As amostras foram analisadas por MEV e as imagens obtidas estão dispostas 

na Figura 1. As amostras apresentaram poros em diferentes dimensões (indicado 

pelas linhas tracejadas em rosa, amarelo e azul). Não se observou nenhuma alteração 

morfológica e as porosidades foram observadas antes e após os tratamentos, tanto 

em T1 quanto T2. Observou-se partículas de HA/βTCP dispersas na estrutura 

polimérica (seta laranja, Figura 1K). A seta roxa indica área de polímero PLGA e a 

seta verde indica área de cerâmica (Figura 1D).  

   

 

Figura 1 - MEV de arcabouços de PLGA+HA/βTCP e PLGA+HA/βTCP+SIN sem 

tratamento e após esterilização por autoclave e radiação gama.  

 

Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) em ampliação de X100 e X500 a 

partir de amostras dos arcabouços de PLGA+HA/βTCP (azul) e PLGA+HA/βTCP+SIN (vermelho). 

Área de polímero (seta roxa, 1D) e área de cerâmica (seta verde 1D). Presença de diferentes 

tamanhos de poros nas amostras (linhas tracejadas). Partículas de HA/βTCP dispersas na estrutura 

polimérica (seta laranja, figura 1K).  
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5.2 Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) 

 As análises de EDS nas superfícies das amostras dos dois grupos 

PLGA+HA/βTCP e PLGA+HA/βTCP+SIN demonstraram que os arcabouços foram 

formados essencialmente pelos elementos Carbono (C) e Fósforo (P). Além deles, é 

possível observar em todas as amostras Oxigênio (O), com bastante alteração 

comparado ao grupo sem esterilização, e Cálcio (Ca), sem alterações significativas. 

Alguns elementos novos surgiram depois das amostras serem esterilizadas. No caso 

da radiação gama, nota-se a presença do Cloro (Cl). Além deles, pode-se perceber 

ainda resquícios de Mercúrio (Hg) e Bismuto (Bi).  
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Figura 2 – EDS de arcabouços de PLGA+HA/βTCP e PLGA+HA/βTCP+SIN sem 

receber tratamento (grupo controle). 

 

 

 

A) Gráficos obtidos a partir da espectroscopia por energia dispersiva (EDS) de arcabouço de 

PLGA+HA/βTCP (G1) não esterilizado. B) Porcentagem dos elementos químicos encontrados em 

diferentes áreas da amostra de G1. C) Gráficos obtidos a partir da EDS de arcabouço de 

PLGA+HA/βTCP+SIN (G2) não esterilizado. D) Porcentagem dos elementos químicos detectados em 

diferentes áreas da amostra de G2. 

 

 

 

 



47 
 

Figura 3 – EDS de arcabouços de PLGA+HA/βTCP e PLGA+HA/βTCP+SIN após 

esterilização por raios gama. 

 

 

 

A) Gráficos obtidos a partir da espectroscopia por energia dispersiva (EDS) de arcabouço de 

PLGA+HA/βTCP (G1) esterilizado por raios gama. B) Porcentagem dos elementos químicos 

encontrados em diferentes áreas da amostra de G1. C) Gráficos obtidos a partir da EDS de 

arcabouço de PLGA+HA/βTCP+SIN (G2) esterilizado por raios gama. D) Porcentagem dos elementos 

químicos detectados em diferentes áreas da amostra de G2. 
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Figura 4 – EDS de arcabouços de PLGA+HA/βTCP e PLGA+HA/βTCP+SIN após 

esterilização por autoclave. 

 

 

 

A) Gráficos obtidos a partir da espectroscopia por energia dispersiva (EDS) de arcabouço de 

PLGA+HA/βTCP (G1) esterilizado por autoclave. B) Porcentagem dos elementos químicos 

encontrados em diferentes áreas da amostra de G1. C) Gráficos obtidos a partir da EDS de 

arcabouço de PLGA+HA/βTCP+SIN (G2) esterilizado por autoclave. D) Porcentagem dos elementos 

químicos detectados em diferentes áreas da amostra de G2. 
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Figura 5 – Esquema representativo das alterações na porcentagem dos 

elementos a partir dos resultados de EDS. 

Os resultados descritos resumem as alterações na porcentagem dos elementos químicos 

detectados nas amostras de G1 (PLGA+HA/βTCP) e G2 (PLGA+HA/βTCP+SIN), após 

esterilização por raios gama (Figura 5A) e por autoclave (Figura 5B) em relação ao grupo 

controle (sem tratamento). 

 

 

5.3  Difração de Raios X (DRX) 

 Em todas as amostras observou-se presença de diversos picos na faixa de 

intensidade de 3.500 u.a, o que indica que o arcabouço de PLGA+HA/βTCP é um 

material cristalino. As regiões de pico observadas (15°, 15,5°, 20°, 20,5° e 35°) nas 

faixas de intensidade entre 3.000 u.a e 4.000 u.a para G1 e 2.500 u.a e 7.000 u.a para 

G2 indicam cristalinidade e se dá devido a presença da cerâmica bifásica. As regiões 

com picos menos proeminentes são áreas de material amorfo (no caso, o PLGA).  

 Conforme a figura 6, observou-se que ambos os grupos PLGA+HA/βTCP (G1) 

e PLGA+HA/βTCP+SIN (G2) apresentaram uma estrutura cristalina após a 

esterilização por raios gama e autoclave, bem como sem tratamento (controle 

positivo), apesar do tratamento por autoclave ter demostrado picos com maiores 

A 

B 



50 
 

intensidades. Observou-se que após tratamento por autoclave (T1), o pico de 

cristalinidade elevou-se nos dois grupos (G1 e G2).  

 

 

 

Figura 6 - DRX de arcabouços de PLGA+HA/βTCP e PLGA+HA/βTCP+SIN após 

esterilização por radiação gama e autoclave. 

 

 

Gráfico obtido através da análise de difração de raios X (DRX) de arcabouços de PLGA+HA/βTCP 

(G1) e PLGA+HA/βTCP+SIN (G2) esterilizados (linha vermelha) ou não (linha preta) por raios gama 

(Figura A e C) e autoclave (Figura B e D). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 A perda de tecido ósseo decorrente de traumas e doenças infecciosas pode 

dificultar ou mesmo inviabilizar as reabilitações protéticas. Assim, tem-se buscado 

constantemente biomateriais que otimizem a regeneração óssea (FARDIN et al., 

2010). Além de todas as propriedades ostoeocondutoras e osteoindutoras que os 

substitutos ósseos idealmente devem apresentar, estes devem ser passíveis de 

serem esterilizados, tendo em vista que serão implantados em tecidos humanos. 

Assim, este trabalho objetivou avaliar a influência da esterilização por raios gama 

sobre a morfologia, a composição química e a cristalinidade de arcabouços de PLGA 

com HA e βTCP incorporando SIN. Em resumo, observou-se por meio de MEV que 

as características morfológicas e de superfície de G1 (PLGA+HA/βTCP) e G2 

(PLGA+HA/βTCP+SIN) mantiveram-se após a esterilização por raios gama (T1) e 

autoclave (T2), em comparação com o grupo controle positivo (T0 - sem tratamento). 

Através de EDS, notou-se alterações na porcentagem dos elementos químicos 

presentes nos dois grupos (G1 e G2), após ambos tratamentos (T1 e T2), comparado 

ao grupo controle não esterilizado (T0). Por meio do teste de DRX, observou-se que 

os G1 e G2 apresentaram caráter cristalino, após ambos os tratamentos (T1 e T2); 

contudo, uma interferência maior no pico de cristalinidade do material após 

esterilização por autoclavação (T2) foi observada. Desta maneira, sugere-se através 

deste trabalho, a utilização do tratamento com raios gama para esterilização dos 

arcabouços a base de PLGA+HA/βTCP+SIN, pois foi o tratamento testado que 

apresentou menor interferência sobre as amostras, visto que não alterou a morfologia 

e a cristalinidade. 

 Comparando os resultados observados em MEV no presente estudo com a 

literatura vigente, observa-se que os achados estão de acordo com diversos autores. 

Bosworth et al. (2012), Augustine et al. (2015) e Preem et al. (2019) afirmam não 

observar alterações morfológicas em arcabouços de Policaprolactona (PCL) após 

esterilização por radiação gama. Desai et al. (2013) obtiveram os mesmos resultados, 

porém em microesferas de PLGA, bem como Mohr et al. (1999) em partículas de 

PLGA carregadas com Estradiol. As amostras também mantiveram suas 

características superficiais nos estudos de Adamus-Wlodarczyk et al. (2018) em 

blocos de Poli (ácido lático) e policarbonato de trimetileno e por Delgado et al. (2014) 

em simples dispositivos com propriedades de colágeno.  
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 Em contrapartida, Neves et al. (2014) e Devanne et al. (2005) observaram 

alterações consideráveis nas características superficiais de amostras irradiadas por 

raios gama. Neves et al. (2014) notaram que uma irradiação de 50 kGy foi capaz de 

favorecer o aumento de grânulos dispersos em dispositivos de redes epoxídicas com 

dois co-monômeros do tipo amina cicloalifática e observou um aplainamento das 

superfícies que foram irradiadas. Devanne et al. (2005) concluíram que as superfícies 

das redes epoxídicas com amina se tornaram fragilizadas após uma dose de radiação 

de 20 kGy e as amostras apresentaram um estado quebradiço, ou seja, foram 

altamente degradadas. Holy et al. (2001), no entanto, afirmam que raios gama não 

alteraram estruturas morfológicas em seu estudo com arcabouços de PLGA; contudo, 

as amostras foram degradadas mais rapidamente quando comparadas àquelas 

submetidas à esterilização por Óxido de Etileno, concluindo que a radiação com raios 

gama seria mais prejudicial, impactando no tempo de meia-vida das amostras 

expostas a este tipo de esterilização. De Cassan et al. (2019) observaram pequenas 

alterações no diâmetro das fibras existentes em um dispositivo a base de 

policaprolactona (PCL), o que poderia trazer alterações nas propriedades mecânicas. 

Nosso estudo utilizou uma dose de radiação menor (18kGy) comparado a outros 

estudos como de Neves et al. (2014) e Preem et al. (2019) que utilizaram 50 kGy. 

Possivelmente por essa razão, observamos menos alterações nas estruturas das 

amostras. 

  No caso da esterilização por autoclave, Uguz et al. (2016)  não observaram 

mudanças significativas na morfologia de um polímero condutor do tipo Poli 

(3,4- Etilenodioxitiofeno) dopado com Poli (Sulfonato de Estireno) (PEDOT:PSS), 

afirmando ser um método viável para esse tipo de material. No entanto, Ahmed et 

al. (2013) testaram este mesmo método em membranas sólidas e porosas de Poli 

(carbonateureia-uretano) (POSS-PCU) e Poli (caprolactona- biodegradável-uréia-

uretano) (POSS-PCL), sendo que as amostras de POSS-PCL não puderam ser 

examinadas detalhadamente, pois foram destruídas. 

 Quanto ao EDS, pode-se afirmar que os arcabouços de PLGA+HA/βTCP são 

compostos essencialmente por carbono (C), oxigênio (O), cálcio (Ca) e fósforo (P). 

Este resultado concorda com o estudo descrito por Encarnação et al. (2016). Tanto os 

grupos que tiveram incorporação de SIN quanto os grupos sem incorporação 

apresentaram composição similar, o que se explica pelo fato de que o PLGA é 

composto por carbono, oxigênio e hidrogênio, assim como a SIN (C25H38O5) (MENG 



53 
 

et al., 2011). Vale ressaltar que o motivo pelo qual o Hidrogênio não apareceu no teste 

EDS se deve ao fato de que só são detectados elementos com número atômico a 

partir de 5, o que não é o caso do Hidrogênio. A presença marcante de Fósforo e 

Cálcio se dá pela cerâmica na composição das amostras, a qual é rica nesses 

compostos e pode ser observada de forma dispersa nas amostras (Figura 1). Assim 

como foi observado por Encarnação et al. (2016) em seu estudo, depois da 

incorporação de SIN surgiram novos elementos como é o caso do Cloro (Cl) (Figura 

3),o que foi justificado pelo uso de PBS como meio de avaliar o comportamento das 

amostras.   

 Ambos os métodos, esterilização por raios gama (T1) e autoclave (T2) 

alteraram a porcentagem dos elementos químicos presentes nos dois grupos (G1 e 

G2), comparado ao grupo sem tratamento (T0), principalmente o elemento Oxigênio. 

Desai et al. (2013) afirmam que a presença de oxigênio nas amostras durante a 

radiação gama leva a formação de radicais livres no polímero, que podem levar a 

quebra de cadeias e formação de novos elementos. Uma investigação detalhada do 

processamento se faz necessária, visto que nossas amostras foram embaladas em 

papel grau cirúrgico, já nesse experimento foram colocadas em ampolas para evitar 

presença de oxigênio.  

 Autores como Adamus-Wlodarczyk et al. (2018), Dorati et al. (2008) e Desai et 

al. (2013) relatam em seus estudos que a esterilização por radiação gama não resultou 

em novos elementos químicos formados nem remoção dos existentes. O que vai de 

acordo com Preem et al. (2019) e Bosworth et al. (2012), que afirmam ser improvável 

que qualquer ligação química tenha sido quebrada ou formada durante o 

procedimento esterilizador, pois não foram observadas nenhuma alteração nos grupos 

funcionais ou na composição química das amostras. No entanto, Augustine et al. 

(2015), em um estudo com arcabouços de policaprolactona, afirmaram que, pela 

clivagem de ligações éster, observou-se uma diferença considerável que indicam 

alterações nos grupos funcionais após a radiação gama. Em concordância, Ahmed et 

al. (2013) testaram membranas de poli caprolactonauréia uretano, as quais passaram 

pelos mesmos tratamento de autoclavação e radiação gama, onde observou-se 

diminuição dos picos de ligação éster, trazendo modificações consideráveis nos 

elementos químicos presentes nas amostras.  

 Com relação às análises de DRX, apesar de ambos os grupos (G1 e G2) 

permanecerem com caráter cristalino antes (T0) e após esterilização, nos dois 
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tratamentos realizados (T1 e T2), é notável a presença de um pico com maior 

intensidade após a autoclavação. Uma das possíveis explicações para isso é que a 

Temperatura de Transição Vítrea do PLGA (82:18, utilizado nessa amostra), que é em 

torno de 54 a 60 ºC (ATHANASIOU; NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996; MOTTA, 2006) 

foi ultrapassada e gerou um pico de cristalinidade (COWIE et al., 1991). Sencadas et 

al. (2012) observaram que em uma das fases do processo de evaporação do solvente, 

a parte amorfa do polímero pode cristalizar acima de sua temperatura de transição 

vítrea, trazendo alterações perceptíveis nos gráficos. É provável que isso tenha 

acontecido também neste estudo, pois sabe-se que uma das etapas da autoclavação 

requer altas temperaturas (cerca de 120ºC) (SASAKI et al., 2018), sendo a razão pela 

alteração observada nos gráficos (Figura 6). 

 É interessante que um substituto implantável seja cristalino ou semi-cristalino, 

pois permitirá maior difusão molecular, bem como adesão e proliferação celular, sem 

degradar rapidamente (CAIRE-MAURISIER et al., 2019). Estudos como de Bosworth 

et al. (2012), Preem et al. (2019) e Valente et al. (2016) que avaliaram tanto amostras 

de policaprolactona (PCL) como poli (ácido láctico) (PLA), mostraram que as amostras 

analisadas apresentavam caráter semi-cristalino, o qual foi mantido, porém com um 

leve aumento nos picos de cristalinidade após esterilização por radiação gama em 

comparação aos grupos sem tratamento. Contrariamente, foi observado por Adamus-

Wlodarczyk et al. (2018) e Jozwiakowska et al. (2011), no mesmo tipo de polímero 

(policarbonato de trimetileno), que houve apenas um leve aumento no pico de 

cristalinidade durante o primeiro aquecimento, não sendo estaticamente considerável. 

Cabe aqui ressaltar que a literatura carece de informações referentes às análises de 

DRX em se tratando de esterilização por autoclave. 

 É imprescindível conhecer as características dos biomateriais que serão 

esterilizados, bem como as propriedades físico-químicas das substâncias que os 

compõe (LAMBERT; MENDELSON; CRAVEN, 2011). Convêm salientar ainda da 

importância deste trabalho para estudos na área de biomateriais, já que o material 

entrará em contato com o tecido humano, bem como aliado ao fato de que há pouca 

literatura disponível sobre o tema.  

 Como limitações deste trabalho, pode-se citar que é um trabalho in vitro e 

incluem-se apenas testes de MEV, EDS e DRX. Assim, sugere-se que sejam feitos 

testes adicionais de Espectroscopia no Infravermelho Transformada por Fourier para 

determinar a qualidade, quantidade e consistência das amostras e testes de 
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proliferação celular e citotoxicidade para avaliar o impacto biológico dos métodos de 

esterilização sobre as amostras. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Com base nos estudos realizados, conclui-se que tanto a esterilização por raios 

gama (T1), quanto por autoclave (T2), não interferiram na morfologia dos arcabouços 

de PLGA+HA/βTCP (G1) e PLGA+HA/βTCP+SIN (G2). Ambos os métodos (T1 e T2) 

alteraram a porcentagem dos elementos químicos presentes nos dois grupos (G1 e 

G2), comparado ao grupo sem tratamento (T0). O método de autoclavação interferiu 

na cristalinidade dos arcabouços (G1 e G2), enquanto a radiação gama não impactou 

na cristalinidade dos grupos analisados. Testes adicionais avaliando o comportamento 

celular frente a esses biomateriais esterilizados são necessários. 
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