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Resumo

A Regeneragio Ossea Guiada (ROG) é uma técnica cirdrgica que utiliza
membranas de barreira para a regeneragdo de defeitos dsseos. A membrana deve
possuir propriedades fisico-quimicas, mecanicas e biologicas adequadas para
proteger o defeito Osseo e estimular a neoformagao 6ssea. Contudo, o rompimento
total ou parcial da membrana € um problema frequente na ROG. Além disso, pode
ocorrer a exposi¢cdo da membrana devido a deiscéncias do tecido mole. Estas
complicac¢des podem resultar em incompleta regeneracdo Ossea e infeccao local
no espaco criado pela membrana. Para superar essas complicagdes e obter uma
membrana com desempenho satisfatorio para ROG, foram desenvolvidas nesta
dissertagdo membranas eletrofiadas de poli (L-acido lactico-co-acido glicélico)
(PLGA), contendo B - fosfato tricalcico (B-TCP). Um estudo foi realizado para
determinar os parametros de eletrofiagdo mais adequados para a obtencdo de
membranas com fibras uniformes e ausentes de defeitos. Subsequentemente,
foram adicionadas diferentes fra¢cdes massicas (5, 10 e 20 m%) de B-TCP para
investigar o efeito na microestrutura, nas propriedades fisico-quimicas,
mecanicas e bioldgicas das membranas. As membranas de PLGA/B-TCP foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV); angulo de
contato; espectroscopia no infravermelho (FTIR); calorimetria diferencial (DSC);
analise termogravimétrica (TGA); analise dinamico-mecanico (DMA) e ensaio
de tragdo. Foi avaliada também a degradagdo in vitro e a citotoxicidade das
membranas. Fibras uniformes e ausentes de defeitos foram obtidas a partir da
eletrofiacdo de uma solugdo de 7,4m% de PLGA, com os seguintes parametros:
tensdo elétrica de 18 kV; distancia agulha/coletor de 25 cm e vazdo de 1 mL.h™L.
As membranas de PLGA/B-TCP apresentaram microestrutura adequada para a
adesdo e proliferacdo celular, com tamanhos de poros entre 4 - 6,5 pm e
porosidade entre 60 - 80%. As particulas de B-TCP ndo aumentaram a
hidrofilicidade das membranas. A estabilidade térmica, o modulo de
armazenamento, o mddulo de elasticidade e a resisténcia a tragdo aumentaram
com a incorporagdo de 5 e 10m% de B-TCP, enquanto reduziram com a adigao
de 20 m% de B-TCP. A degradagdo in vitro das membranas ndo foi evidente no
periodo de 28 dias. As anélises de citotoxicidade apresentaram nao-citotoxicidade
para todas as membranas. Ademais, o aumento da fracdo massica de B-TCP
aumentou a adesao e proliferagdo de células fibroblasticas (L929). Enquanto com
células osteoblasticas (MC3T3), as membranas de PLGA contendo 5% B-TCP
apresentaram o melhor resultado, que sdo, portanto, adequadas para permitir uma
boa integragdo tecidual durante a ROG. Segundo os resultados obtidos, a partir
do ajuste dos pardmetros de eletrofiacdo e da incorporagdo B-TCP foi possivel
determinar que a membrana eletrofiada de PLGA contendo 5m% de B-TCP exibe
desempenho mais satisfatorio para aplicagdo na ROG.

Palavras-chave: Eletrofiagio, Regeneragio Ossea Guiada, poli (L-4cido lactico-
co- acido glicolico), B - fosfato tricalcico.






Abstract

Guided bone regeneration (GBR) is a surgical procedure that uses barrier
membranes to regenerate bone defects. The membranes used must have the
appropriate physicochemical and biological characteristics to protect the bone
defect and stimulate new bone formation. However, partial or total membrane
disruption is an usual problem that occurs in GBR. Furthermore, the membrane
can be exposed due to soft tissue dehiscence. These complications can result in
local infection and incomplete bone regeneration at regeneration sites. To
overcome these complications and obtain a membrane with the appropriate
characteristics for use in GBR, electrospun poly (L-lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) membranes containing B-tricalcium phosphate (3-TCP) were developed
within the scope of thesis. A study was carried out to determinate the most
appropriate electrospinning parameters needed to produce membranes with
uniform fibers devoid of defects. Subsequently, different mass fractions of B-TCP
(5, 10 and 20 wt.%) were added to PLGA solution, and their effects on membrane
properties were examined in terms of microstructure, as well as physicochemical,
mechanical and biological properties. PLGA/B-TCP membranes were
characterized using scanning electron microscopy (SEM), water contact angle,
infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetric analysis (TGA), dynamic mechanical analysis (DMA) and
tensile tests. In vitro degradation and cytotoxicity were also analyzed. Uniform
fibers devoid of defects were obtained from the electrospinning of a PLGA
solution at 7.4 wt.% with the following parameters: 18 kV voltage, distance
between needle and collector 25 c¢m, and flow 1 mL.h-!. PLGA/B-TCP
membranes presented the appropriate microstructure for cell adhesion and
proliferation, with 4 - 6.5 pm pore sizes and 60 - 80% porosity. B-TCP particles
did not increase membrane hydrophilicity. Thermal stability, storage modulus,
Young’s modulus and tensile strength increased with the incorporation of 5 and
10 wt.% B-TCP, while these same properties decreased with the incorporation of
20 wt.% B-TCP. Samples showed no evidence of in vitro degradation during a
period of 28 days. Cytotoxicity analysis indicated non-cytotoxicity for all
membranes. Additionally, increasing the f-TCP mass fractions raised fibroblasts
(L929) adhesion and proliferation. Analyzing adhesion and proliferation using
osteoblastic cells (MC3T3) yielded the best result to PLGA membranes
containing 5 wt.% B-TCP, which are therefore shown to be suitable for enabling
effective tissue integration during GBR. Based on the results obtained from the
electrospinning parameter adjustments and the addition of B-TCP, it was possible
to determine that PLGA membranes with 5 wt.% B-TCP exhibit the most
satisfactory performance for use in GBR.

Keywords: Electrospinning, Guided Bone Regeneration, poly(L-lactic-co-
glycolic acid), B - tricalcium phosphate.
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1 INTRODUCAO

A regeneracdo de defeitos dsseos tem sido um problema na
periodontia e na implantodontia. Usualmente, ocorre a invasao de tecido
epitelial e conjuntivo para dentro do defeito dsseo. A invasdo destes
tecidos dificulta a neoformacdo Ossea e causa uma regeneragdo
insatisfatoria do defeito 6sseo (DAHLIN et al., 1988). Caso haja uma
regeneragdo Ossea insatisfatoria, o defeito € reconstruido com baixo
volume 6sseo, o que impossibilita, por exemplo, o uso de implantes ou
ainda, o reestabelecimento de uma estrutura 6ssea saudavel da regido
afetada em caso de doengas.

A Regeneragio Ossea Guiada (ROG) é uma técnica cirtrgica que
visa a regeneragdo de defeitos 0sseos através do uso de membranas de
barreiras. Esse processo pode ser combinado, ou ndo, de enxerto 6sseo
particulado e/ou substitutos 6sseos (LIU; KERNS, 2014). As membranas
de barreira excluem mecanicamente a invasdo de células do tecido
epitelial e conjuntivo para dentro do defeito 6sseo. Assim, a regeneragao
Ossea ¢ estabelecida através da migragdo de células osteogénicas ou
osteoprogenitoras (se diferenciam em osteoblastos) para dentro do defeito
6sseo (DAHLIN etal., 1988) (RAKHMATIA etal., 2013). Para assegurar
o sucesso das membranas para a ROG, as mesmas devem atender a certos
requisitos, tais como: biocompatibilidade, propriedades de barreira
celular, manutengdo do espaco, integracdo tecidual e ser clinicamente
manuseavel (DEWAIR; BAUR; ZIEGLER, 1985).

As membranas na ROG podem ser divididas em dois principais
tipos: ndo-reabsorviveis e reabsorviveis. Membranas ndo-reabsorviveis,
como de titdnio e poli (tetrafluoretileno) (PTFE), sdo comercialmente
muito utilizadas devido, principalmente, a biocompatibilidade associada
a boa manutengao do espago a ser regenerado, além de ser clinicamente
manuseavel. Entretanto, a principal desvantagem de membranas nao-
reabsorviveis é a necessidade de uma segunda cirurgia para a retirada.
Além disso, devido a rigidez dessas membranas, as mesmas podem ficar
expostas ao meio bucal ¢ aumentar os riscos de infec¢des. Por esse
motivo, gradualmente as membranas reabsorviveis tém substituido as
membranas ndo-reabsorviveis (SAM; MADHAVAN PILLAIL 2014).
Dentre os materiais mais utilizados para a produgdo de membranas
reabsorviveis para a ROG, encontram-se o coldgeno e os polimeros
sintéticos. A principal vantagem do uso destes materiais esta na auséncia
de uma segunda cirurgia para retirada da membrana. Membranas de
coladgeno, como BioGuide® e Collprotect®, apresentam vantagens em
comparacdo aos polimeros sintéticos, como superior biocompatibilidade,
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biodegradabilidade e afinidade celular. Entretanto, o alto custo, fontes
indefinidas, baixas propriedades mecanicas e alta taxa de degradagio,
limitam o seu uso (BEHRING et al, 2008). J4& as membranas
reabsorviveis constituidas de polimeros sintéticos apresentam menor
custo, além de boas propriedades mecanicas e taxas de degradacdo que
podem ser ajustaveis. Sendo assim, o desenvolvimento de membranas
reabsorviveis a partir de diversos polimeros sintéticos, tais como:
policaprolactona (PCL) (CHONG et al., 2007), poli (acido glicolico)
(PGA) (CHEN et al., 2012), poli (L-acido lactico) (PLLA) (SANTOS et
al., 2017) e poli (acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) (ZHAO et al.,
2016) tem sido investigado para a obtencdo de membranas que
apresentem melhores caracteristicas para a ROG.

O desenvolvimento de membranas reabsorviveis deve considerar,
além da composi¢do quimica do polimero, o processamento utilizado para
sua fabricacdo. O processamento e a composi¢do quimica do polimero
influenciam em diversos fatores, como, microestrutura, taxa de
degradacdo, hidrofilicidade e propriedades mecanicas. Estes fatores,
influenciam no desempenho das membranas para a ROG, uma vez que ¢
necessario, por exemplo, obter um perfil de degradagdo que acompanhe a
neoformagdo Ossea. As membranas também devem apresentar, dentre
outras caracteristicas, resisténcia mecanica para sustentar os esfor¢os do
meio bucal sem colapsar, realizando o papel de barreira celular. Portanto,
0 processamento € a composi¢dao quimica do polimero escolhido devem
atender os requisitos necessarios para a aplicagdo das membranas na
ROG.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a produgdo de
membranas para ROG, tais como, evaporacdo de solvente, evaporagédo de
solvente seguida de lixiviagdo, inversdo de fase e eletrofiagdo. A
eletrofiacdo ¢ um método que tem ganhado destaque dentre os demais,
devido sua versatilidade em processar diversos polimeros, além de
permitir o ajuste no tamanho de poro e no diametro das fibras produzidas.
Somado a isso, a partir da eletrofiacdo ¢ possivel produzir membranas
com poros interconectados e com larga area de superficie especifica, o
que promove a adesao e proliferagdo celular (ZHANG et al., 2016). No
processo de eletrofiagdo, um campo elétrico (cerca de 1kV.cm!) é
aplicado a uma seringa metalica pela qual a solugdo polimérica é
alimentada. Apo6s atingido um valor limiar de campo elétrico (inerente a
cada processo), as forgas eletrostaticas superam a tensdo de superficie da
solugdo, formando um jato de solugdo polimérica em diregdo a placa
coletora. Durante o trajeto, o solvente evapora e as fibras (de didmetros
nano a micrométricas) sdo depositadas no coletor metalico, produzindo
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uma membrana (SILL; VON RECUM, 2008) (REN et al., 2017) (REN et
al., 2017).

Dentre os polimeros sintéticos reabsorviveis o PLGA apresenta-se
como um polimero apropriado para a aplicagdo em ROG. O PLGA é um
polimero sintético biocompativel, degradavel e bioreabsorvivel, sendo
aprovado para aplicagdes biomédicas pela Food and Drug Administration
(FDA). A versatilidade em propriedades fisico-quimicas, mecénicas ¢
taxa de degradagdo do PLGA, provém principalmente da manipulagéo de
trés fatores: proporcao de seus mondmeros acido lactico (LA) e acido
glicolico (GA) (LA/GA), composigdo estereoisomérica do acido lactico,
L ou DL (mistura racémica) e massa molar (AVGOUSTAKIS, 2005).
Como exemplo, o PLGA formado pode ser o poli (DL - acido lactico-co-
acido glicdlico) (DL-PLGA) ou poli (L - acido lactico-co-acido glicdlico)
(L-PLGA) (MAKADIA; SIEGEL, 2011).

Membranas eletrofiadas para aplicagdo em ROG sdo tipicamente
produzidas com o DL-PLGA (STACHEWICZ et al., 2015) (ZHANG et
al., 2016) (MENG et al., 2013), no entanto existem poucas pesquisas
sobre a utilizagdo do L-PLGA para essa aplicagdo (SONG et al., 2013).
Enquanto o DL-PLGA ¢ um polimero tipicamente amorfo, o L-PLGA ¢
semicristalino, o que aumenta o tempo de degradagdo de meia vida (50%),
de cerca de 1,5 més para cerca de 4 meses. O uso de L-PLGA pode ser
favoravel na protecdo do defeito 6sseo, uma vez que € necessario um
tempo de 3 a 4 meses para ocorrer a regeneracdo do defeito Osseo
(ZHANG et al., 2016). O PLGA apresenta boas propriedades mecéanicas
e, além disso, sua degradagdo produz acido lactico e glicélico, que sdo
produtos atoxicos para o corpo humano. Porém, o acumulo de acidos
derivados de sua degradacdo pode implicar em inflamacdo. Somado a
isso, a alta hidrofobicidade, proveniente do acido lactico, ocasiona a falta
de sitios de reconhecimento celular e, consequentemente, a redugdo de
osteocondutividade (MO et al., 2015).

Com o objetivo de superar as complicacdes apresentadas pelo
PLGA, pesquisas tém realizado o desenvolvimento de membranas
eletrofiadas carregadas com fosfatos de célcio, como hidroxiapatita (Hap)
e o B-fosfato tricalcico (B-TCP). Em Fu et al. (2017), por exemplo, foi
investigado o potencial de membranas eletrofiadas de PLGA/Hap. Os
resultados do uso de fosfatos de calcio demostram o aumento da
biocompatibilidade e osteocondutividade, alcangando a ativa¢do do
reconhecimento celular, e além disso, a neutralizagdo dos produtos de
degradacdo do PLGA (JI et al., 2012) (YANG et al., 2008). Ainda,
polimeros combinados com fosfatos de calcio podem apresentar melhores
propriedades mecanicas quando comparados com polimeros puros (FU et
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al., 2017). Dentre os fosfatos de calcio, o B-TCP, Ca3(POs)2, é uma
bioceramica, amplamente aceita pelo corpo humano como biomaterial.
Isso se deve a sua bioatividade, ostecondutividade, biocompatibilidade e
bioreabsor¢do. Esta bioceramica mimetiza a composi¢ao quimica do 0sso
mineral nativo, favorecendo a osteogénesis, osseointegracdo e a
regeneracgdo do tecido 6sseo (ZHOU; WU; XIAO, 2012). No entanto, esta
dissertacdo identificou uma lacuna no estudo sobre o potencial de
membranas eletrofiadas de L-PLGA com a adi¢do de B-TCP.

Dentro desse contexto, o presente estudo objetiva o
desenvolvimento de membranas eletrofiadas de PLGA/B-TCP, com
microestrutura, propriedades fisico-quimicas, mecénicas e bioldgicas
para aplicagdo em ROG. O didmetro e tamanho dos poros das membranas
eletrofiadas foram investigados através da microscopia eletronica de
varredura (MEV). A resisténcia mecénica e taxa de degradacdo, também
foram investigadas. Adicionalmente, células fibroblasticas (L929) foram
cultivadas nas membranas para investigar a citotoxicidade celular e a
linhagem celular osteoblasticas (MC3T3), para verificar a adesdo,
proliferagdo dssea e, consequentemente, seu potencial uso em ROG.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver membranas eletrofiadas de PLGA/B-TCP, com
microestrutura, propriedades fisico-quimicas, mecanicas e bioldgicas
satisfatorias para aplicagdo em ROG.

1.1.2 Objetivos especificos

e Investigar e determinar a concentracdo polimérica da solugdo e
os parametros de processo mais adequados para a obtencdo de
membranas eletrofiadas de PLGA puro, baseado na morfologia
das fibras.

e Analisar a influéncia de diferentes fragdes massicas de B-TCP na
condutividade da solugdo, na morfologia, na hidrofilicidade, nas
propriedades fisico-quimicas e mecanicas das membranas de
PLGA/B-TCP.

e Desenvolver membranas eletrofiadas de PLGA/B-TCP sem
defeitos aparentes, com didmetro de fibras, tamanho de poro e
propriedades mecanicas suficientes para proteger defeitos 6sseos
e estimular a ROG.

e Investigar a potencial aplicacdo de membranas eletrofiadas de
PLGA/B-TCP como barreiras oclusivas na ROG, a partir do teste
de degradagdo, da atividade metabolica e da viabilidade celular
in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 REGENERACAO OSSEA GUIADA

A Regeneragio Ossea Guiada (ROG) é um procedimento cirtirgico
que apresenta sucesso para a regeneragdo de defeitos 6sseos. O uso da
ROG na periodontia e implantodontia proporciona a reposi¢do do volume
6sseo em regides que ndo dispdem de estrutura ossea saudavel. O volume
0sseo € um dos pré-requisitos necessarios, por exemplo, para o sucesso
de implantes dentarios, além de reestabelecer areas afetadas por
deiscéncias e fenestragoes.

O principio basico da ROG, Figura 1, envolve a insercdo cirurgica
de uma membrana de barreira, ou também chamada de membrana
oclusiva, com a finalidade de proteger e isolar o defeito 6sseo contra a
invasdo de tecido epitelial e conjuntivo para dentro do defeito 6sseo
(RETZEPI; DONOS, 2010). Assim, a membrana permite a migragdo de
células osteogénicas ou osteoprogenitoras em um espago excludente para
a regeneragdo Ossea. A ROG pode ser combinada com enxerto 6sseo
particulado e/ou com substitutos dsseos. Estes servem de suporte
mecanico para prevenir o rompimento da membrana e auxiliar no
processo de regeneragdo ossea (LIU; KERNS, 2014). Porém, em alguns
casos a ROG pode ser aplicada sem o uso destes materiais.

Figura 1 - Exemplo de aplicagdo de membranas em ROG.

Defeito dsseo

Fonte: Adaptado de (MASOUDI RAD et al., 2017).

Para assegurar o sucesso das membranas para a ROG, as mesmas
devem atender a certos requisitos, tais como: biocompatibilidade,
propriedades de barreira celular, manutencdo do espaco, integracdo
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tecidual, além de serem clinicamente manuseaveis (DEWAIR; BAUR;
ZIEGLER, 1985). A biocompatibilidade refere-se a compatibilidade com
os tecidos, ou seja, sem apresentar efeitos adversos no que diz respeito,
por exemplo, a resposta imunoldgica, a toxicidade e a sensibilizagdo. A
propriedade de barreira celular relaciona-se com uma porosidade
suficiente da membrana para impedir a invasdo de células epiteliais e
conjuntivas, e permitir a difusdo de fluidos, oxigénio, nutrientes e
substancias bioativas. A manutencdo do espago refere-se a resisténcia
mecanica da membrana em suportar a pressdo externa, sem se romper. A
integragao tecidual envolve a adesdo do tecido hospedeiro & membrana,
garantindo a estabilidade do processo e a integridade da membrana.
Espera-se que a membrana seja clinicamente manuseavel, ou seja,
apresente maleabilidade para o wuso clinico sem complicagdes
(RAKHMATIA et al., 2013).

As membranas podem ser divididas em duas principais categorias:
ndo-reabsorviveis e reabsorviveis. Diversos materiais tém sido estudados
experimentalmente e clinicamente na producdo de membranas para a
ROG. Membranas ndo-reabsorviveis, como de politetrafluoretileno
(PTFE) e titanio (Critéria®), sio membranas comercialmente utilizadas
para regeneracao ossea e periodontal pelos seus resultados favoraveis na
ROG. No entanto, ha limitacdo no uso destes materiais devido a
insolubilidade em meio corpéreo e necessidade de uma segunda cirurgia
de remocdo da membrana. Além disso, existe uma maior taxa de
exposi¢cdo da membrana ao meio bucal, o que resulta em desconforto para
o0 paciente, além do aumento de custos e possivel infec¢do pos-cirirgica,
o que pode resultar em ineficacia da regeneracao 6ssea (GOTFREDSEN
et al., 1993) (SELVIG et al., 1992) (SIMION et al., 1994). Para superar
esses problemas, uma variedade de membranas reabsorviveis foi
desenvolvida.

2.2 MEMBRANAS REABSORVIVEIS PARA APLICACAO EM
REGENERACAO OSSEA GUIADA

Membranas reabsorviveis sdo absorvidas e metabolizadas pelo
corpo humano sem a necessidade de uma segunda cirurgia, reduzindo o
risco de dano tecidual e dor ao paciente. O termo reabsorvivel, refere-se
a eliminacdo total do material e dos subprodutos de degradacdo sem
efeitos colaterais residuais (VERT, 1935). Exemplos de membranas
reabsorviveis sdo: colageno, poliésteres alifaticos tais como poli (acido
glicolico) (PGA), poli (4cido lactico) (PLA) e seus copolimeros (PLGA),
policaprolactona (PCL) (BRUNEL et al., 1998) (GOTTLOW, 1993)
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(GREENSTEIN; CATON, 1993) (SANDBERG; DAHLIN; LINDE,
1993). Algumas membranas tornaram-se comerciais, tais como Bio
Guide® (colageno I e III) e Pratix® (PLGA).

Um dos grandes desafios relacionado ao desenvolvimento de
membranas envolve a taxa de degradacdo controlavel, estrutura que
mimetiza a matriz extracelular (MEC) e, além disso, que apresente
propriedades mecénicas que possibilitem seu uso.

A taxa de degradagdo da membrana torna-se um fator diferencial
no processo de ROG. O processo normal de cicatrizagdo dura cerca de 40
dias, enquanto o tempo para uma regeneracdo completa e bem sucedida
de um defeito 6sseo requer em média 3 — 4 meses (LIU; KERNS, 2014).
Entretanto, a membrana deve manter sua funcionalidade no minimo até a
cicatrizagdo. Membranas de poli (D, L acido lactico) (PDLLA), por
exemplo, tem uma baixa taxa de degradagdo, o que resulta em um longo
periodo de degradacdo (maior que 10 meses), o que limita o seu uso na
ROG (ZHANG et al., 2016). Ao contrario, se a membrana degrada-se
rapidamente, como as membranas de colageno Bio-Guide® e
Collprotect®, que se degradam entre 1 - 3 meses, pode ocorrer a redugio
de funcdo de barreira celular e, consequentemente, apresentar menor
regeneragdo Ossea (ORTOLANI et al., 2015) (SAM; MADHAVAN
PILLAI 2014). Membranas de PLGA possuem a vantagem de possuirem
a taxa de degradacdo controlada, dentre outros fatores, pela propor¢do
entre seus mondmeros, acido lactico e acido glicolico, e pela composicao
estereoisomérica do acido lactico, L ou DL (mistura racémica). O tempo
de degradacgdo pode variar, por exemplo, de cerca de 1,5 més para o poli
(DL - 4cido lactico-co-glicolico) 50/50, para cerca de 4 meses no caso do
poli (L - acido lactico-co-glicolico) 80/20 (ZHANG et al., 2016).

Em ROG, para a estabilidade da membrana ¢ importante a adesdo
de células osteoblasticas na superficie inferior da membrana,
possibilitando assim a produc@o de matriz 6ssea ndo apenas pelas paredes
dos defeitos 6sseos, mas também a partir da superficie da membrana. No
lado superior, em contato com o tecido conjuntivo, ¢ desejada a adesdo
de células para o fechamento e prote¢cdo da membrana em exposicao.

A adesdo celular na superficie da membrana ¢ influenciada,
principalmente, pela sua morfologia e hidrofilicidade. O tamanho de poro
garante a oclusdo celular contra a invasdo de células epiteliais e
conjuntivas para dentro defeito 6sseo (BEHRING et al., 2008). Chen et
al. (2013), analisaram a penetracdo de fibroblastos em membranas
eletrofiadas de PLLA/quitosana, com tamanho de poros ~3 um e
constataram apenas penetra¢do celular superficial, conforme apresentado
na Figura 2. Zhang et al. (2016) também constaram o mesmo, através de
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testes in vivo, em seus estudos com membranas eletrofiadas de
PDLLA/PLGA e com tamanho de poros de 10 - 15 um. A porosidade das
membranas também garante a troca de nutrientes através da membrana.
Porosidades entre 60-80% sdo consideradas satisfatorias para essa troca
(MASOUDI RAD et al., 2017).

Figura 2 - Imagem de fluorescéncia de uma membrana eletrofiada de
PLLA/quitosana, com penetracdo superficial de células fibroblasticas NIH 3T3
em 5 dias de cultura.

Fonte: (CHEN et al., 2013).

Outro fator morfologico que influencia na adesdo celular é o
diametro da fibra, que estd relacionado diretamente com sua area de
superficie. Kumbar et al. (2008), analisaram a influéncia do didmetro de
fibras eletrofiadas de PLGA e constataram um aumento significativo na
adesdo e proliferacdo de fibroblastos, para membranas com fibras na faixa
de 350-1100 nm.

A hidrofilicidade afeta na ades@o e proliferacdo celular, assim
como no aumento da taxa de degradagdo da membrana. Com objetivo de
aumentar a hidrofilicidade em membranas poliméricas, diversas
estratégias sdo atualmente utilizadas, tais como, modificagdes superficiais
aplasma (ROH et al., 2016), compdsitos com colageno (SADEGHI et al.,
2016), quitosana (GANJI; ABDEKHODAIE, 2010) e B-TCP
(MASOUDI RAD et al., 2017). Membranas eletrofiadas de PCL/PGS/p-
TCP, com a presenga de 10% de B-TCP, apresentaram além do aumento
da hidrofilicidade, aumento na biocompatibilidade e propriedades
mecanicas (MASOUDI RAD et al., 2017).

Boas propriedades mecanicas sdo desejaveis para evitar que as
membranas se rompam, para que assim possam manter e proteger o
defeito 6sseo a ser regenerado. Estudos realizados por Ortolani et
al.(2015), analisaram as propriedades mecanicas de membranas fibrosas
de colageno comercial, Bio-Guide®, apresentando como modulo de
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elasticidade de 15,7 MPa e resisténcia maxima a tracdo de 4,8 MPa. Outro
estudo obteve valores similares, com resisténcia maxima a tragao de 5,3
MPa, em membranas eletrofiadas de PLGA puro (ZHANG et al., 2016).

Outras propriedades como osteocondugdo, osteoindugdo e
osteointegracao sdo importantes na ROG para a propagagdo e proliferacio
celular na face da membrana em contato o defeito 6sseo. Bioceramicas
como a Hap e o B-TCP, induzem essas propriedades. Em (QI et al., 2016)
foi constatado que a presenca de Hap aumentou a proliferacdo de
osteoblastos em membranas eletrofiadas. O mesmo efeito foi verificado
por Masoudi Rad et al. (2017), em membranas eletrofiadas de PCL
contendo B-TCP.

Diversos métodos tém sido utilizados ultimamente para a producgao
de membranas para ROG, tais como evaporagdo de solvente, evaporagao
de solvente seguida de lixiviacdo, inversdo de fase e eletrofiacdo, a partir
de diversas composicdes, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Estado da arte de alguns estudos (2015 - 2017), destacando-se a
composicado e os diferentes métodos utilizados na fabricagdo de membranas para
aplicacdo em ROG.

Composicao ?:lf:(i)gz:)cgs Referéncia
PLGA/PO,/SiO, Evasl(’;l"rlii‘: de (CASTILLO-DALI et al., 2017)
urico solventeviagto  (SAARANIetal. 2017
PLGA/Hap Inversao de fase (FU et al., 2017)
PLGA Eletrofiagao (STACHEWICZ et al., 2015)
PCL/gelatina Eletrofiagdo (REN et al., 2017)
PCL/PGS/ B-TCP Eletrofiagao (MASOUDI RAD et al., 2017)
Proteina da seda Eletrofiagdo (LU et al., 2015)

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

A técnica de evaporacdo de solvente ¢ amplamente utilizada na
producdo de membranas para a ROG devido a sua praticidade. No
entanto, as desvantagens da técnica é principalmente devido a estrutura
ndo porosa ¢ a possivel colonizagdo de bactérias na interface tecido
conjuntivo-membrana (CASTILLO-DALI et al., 2017). Métodos como
evaporacdo de solvente com lixiviagdo de particulas melhoraram a
obten¢do de estruturas porosas, entretanto, o dificil controle da
uniformidade e do tamanho dos poros € um fator limitante (SAARANI et
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al.,, 2017). A eletrofiagdo tém ganhado destaque na producdo de
membranas para a ROG que possuem microestrutura formada de micro e
nanofibras. Com isso, a eletrofiacdo apresenta como vantagens fibras
capazes de mimetizar a MEC, além de alta porosidade (60 - 80%) e alta
area de superficie (1 - 100 m%.g™"), possuindo composi¢do ajustavel e,
permitindo assim, atingir propriedades e funcionalidade desejadas (REN
etal., 2017) (MASOUDI RAD et al., 2017) (LU et al., 2015).

2.3 DESENVOLVIMENTO DE MEMBRANAS POR ELETROFIACAO

A técnica de eletrofiacdo foi patenteada em 1934 pelo pesquisador
Formhals (FORMHALS, 1934). O processo de eletrofia¢do ¢ uma técnica
considerada relativamente simples e robusta na producao de fibras nano
e micrométricas, a partir de uma grande variedade de polimeros. Fibras
eletrofiadas sdo reportadas na literatura a partir de varios polimeros
sintéticos e naturais, tais como: poli (acido lactico-co-acido glicolico)
(STACHEWICZ et al., 2015), poliuretanos (STANKUS; GUAN;
WAGNER, 2004), fibroina da seda (KIM et al., 2005), colageno
(MATTHEWS etal., 2002), celulose (MA; KOTAKI; RAMAKRISHNA,
2005) e quitosana/colageno (CHEN; MO; QING, 2007), blendas que
podem incluir proteinas (OHGO et al., 2003) (WNEK et al., 2003) ¢
acidos nucléicos (TAYLOR; FANG; RENEKER, 1997).

Fibras eletrofiadas foram investigadas nas ultimas décadas em
diversas aplica¢des, como por exemplo: filtragdo, scaffolds bioldgicos,
biomedicina, farmacia, biotecnologia, eletronicos Opticos, engenharia
ambiental, sensores Opticos e quimicos, Regeneracdo Tecidual Guiada e
Regeneragdo Ossea Guiada. Com o foco em Regeneragio Ossea Guiada,
a arquitetura das membranas eletrofiadas influencia fortemente no
processo de adesdo e migragdo celular. Por esse motivo torna-se
importante a compreensdo do sistema e dos pardmetros envolvidos.

A configuragdo de um equipamento de eletrofiagdo (Figura 3)
consiste basicamente em trés principais componentes: fonte de alta tensao
elétrica, seringa com agulha metalica acoplada a uma bomba de infuséo e
uma placa coletora metalica.
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Figura 3 - Esquema da configurac¢do basica do processo de eletrofiacdo.
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Fonte: Adaptado de (KHAN et al., 2017).

A técnica de eletrofiagdo utiliza forcas eletrostaticas para a
produgdo de fibras a partir de solugdes poliméricas ou polimeros fundidos
(CHEW etal., 2006). A solugdo polimérica ¢ obtida através da dissolugao
do polimero em um solvente apropriado, a qual € posteriormente
introduzida em uma seringa para a eletrofiagdo. A gota da solucdo
polimérica, retida na ponta da agulha, devido a tensdo de superficie, ¢
submetida a um campo elétrico. Cargas elétricas sdo induzidas na gota
pendente, de modo que a mesma se alongue, passando a ter um formato
conico, chamado de cone de Taylor. Apos ser atingido um valor critico
de campo elétrico (especifico para cada sistema), ou seja, um valor
suficiente para superar as forgas viscosas e de tensdo de superficie da gota,
a solucdo polimérica ¢ ejetada do cone de Taylor, formando um jato
estavel entre a ponta da agulha e o coletor. Durante o trajeto entre a agulha
e o coletor, a solugdo é continuamente alongada, ocorrendo a evaporagéo
do solvente, de modo que fibras secas sao depositadas no coletor, levando
a formac¢do de uma membrana constituida por fibras (TAYLOR, 1969)
(YARIN; KOOMBHONGSE; RENEKER, 2001).
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As fibras eletrofiadas podem apresentar imperfeigdes, como
estiramento desuniforme, unido longitudinal, devido a evaporagdo
insuficiente do solvente, e defeitos do tipo beads. Dentre os defeitos mais
comuns, encontram-se os beads, que sdo regides de aumento localizado
no didmetro das fibras. Os beads podem surgir devido a baixa
condutividade da solugdo ou a baixa concentra¢do polimérica, resultando
em estiramento insuficiente do jato polimérico (MOHAMMADIAN;
HAGH]I, 2005).

A distribui¢do das fibras pode ser controlada através do tipo de
coletor e velocidade de rotagdo. Ha dois tipos principais de coletores: os
fixos e os rotatorios. Os coletores fixos permitem a produgdo de fibras
aleatoriamente distribuidas (Figura 4, a), enquanto os coletores rotatdrios
tendem a produzir fibras alinhadas (Figura 4, b) (STACHEWICZ et al.,
2015).

Figura 4 - Micrografia MEV de fibras eletrofiadas de PLGA, a) fibras aleatdrias
e b) fibras alinhadas.

Fonte: (STACHEWICZ et al., 2015).

Membranas eletrofiadas de PLGA, com fibras alinhadas ou
aleatoriamente distribuidas, podem apresentar diferentes respostas no
comportamento do crescimento celular. De acordo com Stachewicz et al.
(2015), membranas compostas por fibras alinhadas de PLGA limitaram o
crescimento celular rapido, sendo apenas na superficie das membranas,
(Figura 5, b). Enquanto fibras aleatoriamente distribuidas promoveram a
integracdo dos osteoblastos para dentro das membranas, promovendo
uma regeneragdo tecidual mais extensiva. Isso ocorreu pelo aumento do
espago entre as fibras, permitindo a penetragdo das células, (Figura 5, a).
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Figura 5 - Micrografia MEV de fibras eletrofiadas de PLGA com osteoblastos
aderidos nas membranas: a) no interior das fibras aleatorias e b) na superficie das
fibras orientadas.
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Diversos pardmetros influenciam na morfologia e didmetros das
fibras formadas, os quais podem ser classificados em: pardmetros da
solugdo, pardmetros de processo e pardmetros ambientais. Os pardmetros
da solug¢do incluem principalmente: viscosidade, concentracao, tensdo de
superficie e condutividade. Os pardmetros de processo incluem: tensao
elétrica aplicada, vazio de alimentacdo, distancia agulha/coletor e o tipo
de coletor. Por ultimo, os parametros ambientais incluem a umidade e a
temperatura (CHONG et al., 2007). Dessa maneira, para a obtengdo de
membranas com morfologia e didmetro de fibras adequados ¢ necessario
o entendimento da influéncia de cada pardmetro (LASPRILLA-
BOTERO; ALVAREZ-LAINEZ; LAGARON, 2018), como ¢ detalhado
a seguir.

2.3.1 Parametros da solucio

Uma solugdo polimérica deve ter viscosidade, concentragio, massa
molar, tensdo de superficie e condutividade apropriados para a formagéo
de fibras uniformes e ausentes de defeitos beads.

2.3.1.1 Viscosidade e concentragdo da solucao

A viscosidade da solugéo relaciona-se com a concentragdo ¢ com
a massa molar polimérica. A viscosidade aumenta com o aumento da
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concentragdo polimérica e da massa molar, como comprovado em
(SUPAPHOL; MIT-UPPATHAM; NITHITANAKUL, 2004), em seus
estudos na eletrofiacdo de poliamida-6 (PA-6). Esse aumento da
viscosidade esta relacionado com o aumento do grau de emaranhamento
das cadeias poliméricas em solucao.

A concentracdo ideal para a formagdo de fibras uniformes e
ausente de defeitos beads ¢, portanto, inerente a cada sistema polimero-
solvente. Em valores abaixo dessa concentracdo ideal, o grau de
emaranhamento das cadeias poliméricas em solugdo ndo ¢ suficiente. Isso
ocasiona instabilidade no jato polimérico e espalhamento eletrostatico,
formando gotas ou fibras com defeitos (SILVEIRA, 2016). Enquanto em
solugdes mais concentradas, ha um maior tempo de relaxagdo, o que pode
dificultar a vazdo de alimentac@o e o estiramento do jato, resultando em
fibras com maiores didmetros. Liverani e Boccaccini (2016) investigaram
a influéncia do aumento da concentracdo polimérica tanto no didmetro de
fibras eletrofiadas de PCL, quanto na formagdo de defeitos beads,
conforme as micrografias apresentadas na Figura 6. Foi constatado que o
aumento da concentragdo tende a aumentar o diametro das fibras e reduzir
os defeitos beads. Além disso, com o aumento da concentragdo o formato
dos defeitos beads muda de esféricos para fusiformes, até finalmente
formar fibras continuas e uniformes.

Figura 6 - Micrografias de fibras eletrofiadas de PCL: a) 12 % m/v, b) 15 % m/v
ec) 18% m/v.
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Fonte: (LIVERANI; BOCCACCINI, 2016).

Outro efeito observado com o aumento da concentragio polimérica
¢ a reducdo do estiramento do jato polimérico. Como consequéncia, as
fibras sdo depositadas em uma menor area. Ademais, em solugdes
altamente concentradas, a gota formada pode secar na ponta da agulha e
impedir a eletrofiacdo da solu¢do (PHAM; SHARMA; MIKOS, 2006).
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2.3.1.2 Tensdo de superficie da solugdo

A tensdo de superficie estd relacionada com a composicao do
solvente presente na solugdo. Além da tensdo de superficie, outras
propriedades do solvente, como constante dielétrica e temperatura de
ebulicdo, afetam a processabilidade e a taxa de evaporagdo do solvente.
Consequentemente, afetam a morfologia das fibras (MEGELSKI et al.,
2002). Diferentes solventes podem contribuir com diferentes tensdes de
superficie, como verificado por Manee-in, Nithitanakul e Supaphol
(2006), na analise da influéncia de varios tipos de solvente, tais como
dimetilformamida (DMF) e dicloroetano (DCE), na tensdo de superficie
em solugdes de poliestireno (PS). Verificou-se, por exemplo, cerca de 37
(mN/m?) de tensdo de superficie para a solugdo PS-DMF e cerca de 30
(mN/m?) para a solugdo PS-DCE.

De maneira geral, altas tensdes de superficie causam instabilidade
no jato, gerando goticulas (HOHMAN et al., 2001). Enquanto baixas
tensdes de superficie permitem a formacgdo de fibras uniformes e em
menores campos elétricos. Entretanto, nao necessariamente solu¢des com
baixas tensdes de superficie sdo vidveis para a eletrofiagcdo
(BHARDWALJ; KUNDU, 2010). Por esse motivo, a escolha adequada do
solvente ¢ uma etapa importante.

2.3.1.3 Condutividade da solugao

Como o processo de eletrofiacdo requer a transferéncia de cargas
elétricas da agulha até o coletor, um minimo de condutividade ¢ essencial
para que haja o estiramento da solugdo e, consequentemente, a formacao
de fibras. A condutividade ionica ¢ influenciada tanto pelo polimero e
solvente, quanto pela concentracdo polimérica e a presenga de aditivos.

Manee-in, Nithitanakul e Supaphol (2006), realizaram também a
analise da influéncia de varios tipos de solvente na condutividade das
solugdes de PS. Os valores obtidos foram 7 pS/cm para solugdes de PS-
DMF e 3,8 uS/cm para solu¢des de PS-DCE. Ainda, a presenca de
aditivos condutores pode aumentar a condutividade da solu¢do. Merlini
(2014), observou esse efeito, alcangando um aumento de 1 uS/cm para
240 pS/cm, com a adigdo de polipirrol (Py) em solucdo de poli (fluoreto
de vinilideno), PVDF. O efeito do aumento da condutividade da solugéo
foi observado no estudo realizado por Mit-uppatham, Nithitanakul e
Supaphol (2004). Os resultados mostram que, com o aumento da
condutividade da solugdo, houve reducdo no didmetro das fibras, como
uma consequéncia do maior estiramento da solucao polimérica.
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2.3.2 Parametros do processo

Os parametros de processo incluem a tensao elétrica, a distancia
agulha/coletor e a vazao de alimentagdo. Estes pardmetros influenciam no
desempenho do processo ¢ na morfologia das fibras. Estes pardmetros
devem ser ajustados para cada sistema polimero-solvente, afim de obter
fibras uniformes e ausentes de defeitos beads.

2.3.2.1 Tensao elétrica

A tensdo elétrica aplicada na solugdo ¢ um fator critico na
formagdo das fibras, visto que o processo de eletrofiacdo inicia-se
somente apds uma tensdo limiar ser atingida. Dessa maneira, cargas sdo
suficientemente induzidas na solugdo, através do campo elétrico
(BAUMGARTEN, 1971). Durante esse processo, até a tensao limiar, a
gota formada na ponta da agulha (gota pendente) sofre mudangas
conformacionais. Primeiramente, a gota fica suspensa por tensdo de
superficie, posteriormente, com o aumento da tensdo elétrica, a gota se
alonga devido ao aumento do campo elétrico, e entdo é formado o Cone
de Taylor (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015), conforme ilustrado na
Figura 7.

Figura 7 - Formagdo do cone de Taylor.
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Fonte: Adaptado de (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).

Existe uma divergéncia na literatura a respeito do efeito da tensdo
elétrica no processo de eletrofiacdo. Em (ZHANG et al., 2005) o aumento
dos valores de tensao (5 - 13kV), na eletrofiacdo de poliacetato de vinila
(PVA), favoreceu a formacao de fibras com maiores didmetros, devido a
redugdo do Cone de Taylor e maior velocidade do jato polimérico.
Enquanto, como reportado por Megelski et al. (2002), o aumento da
tensdo elétrica (5 - 12kV) na eletrofiagdio de os causou um maior
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estiramento da solucdo, devido ao aumento das forgas eletrostaticas
repulsivas na solug¢do e a forte acdo do campo elétrico, reduzindo o
diametro da fibra de 20 para 10 pm. Por outro lado, outros autores como
Merlini (2014), constataram que o aumento da tensdo elétrica ndo
influenciou significativamente no didmetro e na morfologia das fibras.

Em (DEITZEL et al., 2001), foi comprovado o aumento na
probabilidade de aparecimento de beads em tensdes superiores a ideal (no
caso estudado, acima de 5,5 kV) na eletrofiacdo do poli (6xido de etileno)
PEO. Isso ocorreu devido a instabilidade do jato. Assim como, em tensdes
excessivamente altas, a evaporacdo do solvente é favorecida, podendo
causar até a solidificacdo da solu¢do na ponta da agulha (HAIDER;
HAIDER; KANG, 2015).

2.3.2.2 Distancia agulha/coletor

A distancia entre a agulha e o coletor influencia no tempo de
evaporacdo do solvente. Portanto, a distancia deve ser suficiente para que
ocorra a evaporagdo do solvente e a fibra seca seja depositada sobre o
coletor. Caso isso ndo ocorra, as fibras podem coalescer. Além disso, em
distdncias muito pequenas ou demasiadamente grandes ha formagdo de
defeitos beads (GENG; KWON; JANG, 2005). Normalmente sdo
utilizadas distancias agulha/coletor de 5 a 30 centimetros (MERLINI,
2014).

2.3.2.3 Vazao de alimentagao

A vazdo de polimero determina a taxa de material transferido e a
velocidade do jato. A vazdo de alimentag@o deve ser ajustada para cada
sistema polimérico. No trabalho reportado por Merlini (2014) taxas entre
0,5 a 2,5 ml.h"! foram testadas na producdo de membranas de PVDF com
polipirrol e foram analisadas as alteragdes morfologicas das fibras. Foi
observado que em baixos valores de vazdo polimérica, as fibras
apresentaram menores didmetros, uma vez que menos solugdo foi
expelida pela agulha e, consequentemente, houve um maior estiramento
das fibras. Entretanto, um minimo de vazao ¢ necessario para que nao haja
interrupgdes no jato. Em geral, maiores vazdes sdo mais desejadas por
permitir maiores taxas de produgdo. Porém, o aumento da vazio causa um
aumento no didmetro das fibras, assim como a incidéncia de defeitos
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Além disso, em altas vazdes pode nao
haver tempo suficiente para a evaporagdo do solvente, resultando em
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fibras imidas na placa coletora, e adicionalmente, a solugcdo pode se
acumular na ponta da agulha.

2.3.3 Parametros ambientais

Os principais parametros ambientais sdo a temperatura ¢ umidade
relativa do ar. Segundo Mit-uppatham, Nithitanakul e Supaphol (2004), o
aumento da temperatura de 25 para 60 °C reduziu o didmetro de fibras de
PA-6. Isso foi atribuido a redugdo da viscosidade, como consequéncia do
aumento da temperatura. Portanto existe uma relacdo inversa entre a
viscosidade e a temperatura.

O aumento na umidade relativa do ar (maior que 60%) influencia
no aparecimento de poros na superficie da fibra ou at¢é mesmo a
coalescéncia das fibras. Este caso foi observado em (CASPER et al.,
2004) na eletrofiacdo de poliestireno (PS). Por outro lado, em baixos
valores de umidade, o solvente pode evaporar rapidamente e, em algumas
situagdes, a taxa de evaporagdo pode ser mais rapida do que o
fornecimento de material, solidificando o polimero e interrompendo a
eletrofiagio (BAUMGARTEN, 1971).

2.4 POLI (ACIDO LACTICO-CO-ACIDO GLICOLICO)

O Poli (4cido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) é um poliéster
alifatico sintético, biocompativel, biodegradavel e bireoabsorvivel,
pertencente ao grupo dos poli (a-hidréxi ésteres) saturados (GENTILE et
al., 2014), conforme a estrutura quimica apresentada na Figura 8. E um
polimero aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso
em humanos. Suas aplicagdes incluem, suturas, fixagdes ortopédicas,
sistemas de liberagdo controlada de farmacos (MAKADIA; SIEGEL,
2011), Regeneragdo Tecidual Guiada (ZHANG et al, 2016) e
Regeneragdo Ossea Guiada (SAARANI et al., 2017).

Figura 8 - Representagdo da estrutura quimica do PLGA.
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Fonte: Adaptado de (PAN; DING, 2012).
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A versatilidade em propriedades fisico-quimicas, mecanicas e taxa
de degradagdo do PLGA, provém principalmente da manipulagdo de trés
fatores: propor¢ao de seus mondmeros acido lactico (LA) e acido
glicolico (GA) (LA/GA); composigdo estereoisomérica do acido lactico,
L ou DL (mistura racémica) ¢ massa molar (AVGOUSTAKIS, 2005).
Como exemplo, o PLGA formado pode ser o poli (DL-4cido lactico-co-
acido glicolico) (DL-PLGA) ou poli (L- acido lactico-co-acido glicolico)
(L-PLGA) (MAKADIA; SIEGEL, 2011).

Tipicamente, o PLGA ¢ sintetizado via policondensa¢ao do acido
lactico e acido glicolico ou pela abertura de anel de lactideos e glicolideos.
Preferencialmente, a polimerizagdo por abertura de anel é escolhida pelo
fato de produzir polimeros de maiores massas molares e,
consequentemente, melhores propriedades mecanicas (GENTILE et al.,
2014). Polimeros com alta massa molar (cerca de 160 kDa) podem ser
sintetizados por uma variedade de catalizadores, como os acidos de Lewis
e compostos organometalicos ¢ seguem o mecanismo de reagdo por
coordenagdo. O catalisador octanoato de zinco ¢ o mais utilizado por ser
aceito pela FDA (AVGOUSTAKIS, 2005).

O PLGA degrada-se por hidrélise das ligacdes ésteres, através de
erosdo heterogénea ou em massa. A degradagdo pode ser descrita
sucintamente em quatro etapas: (i) hidratacdo, em que ha penetragdo de
agua nas regides amorfas, reduzindo a temperatura de transicdo vitrea
(Ty); (i1) degradacgdo inicial, através da clivagem de ligagdes covalentes,
com redugdo da massa molar; (iii) degradagdo, clivagem por autocatalise,
resultando perda de integridade e (iv) solubilizagdo, gerando fragmentos
ainda menores (ENGINEER; PARIKH; RAVAL, 2011). A degradacdo
extracelular do PLGA, gera como subprodutos metabodlicos o éacido
lactico e acido glicdlico, conforme ilustra a Figura 9, que serdo
posteriormente hidrolizados em lactado e glicolato, e entdo fagocitados.
Em resumo, os subprodutos sdo convertidos em piruvato dentro das
células, posteriormente entram no Ciclo de Krebs e terminam sua rota
metabolica em gas carbonico e agua, que podem ser eliminados através
da urina e da respiragdo (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005)
(AVGOUSTAKIS, 2005).

A taxa de degradacdo ¢é influenciada por diversos fatores, dentre
eles estdo: 1) a massa molar: o aumento da massa molar aumenta o tempo
de degradacdo, podendo ser de algumas semanas para meses; ii) a
propor¢do LA/GA: PLGA com maior percentual de LA ¢ mais
hidrofobico devido a presenga do grupo metil (CH3), o que dificulta o
acesso de agua por impedimento estérico, absorve menos agua e
consequentemente, degrada mais lentamente, iii) a estereoquimica:
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regides amorfas permitem a penetragdo de agua, o que acelera a
degradacdo do PLGA; iv) os grupos finais: os grupos ésteres possuem
maior tempo de degradacdo de meia vida quando comparados com grupos
finais carboxilicos; v) as caracteristicas do produto: tamanho, forma e
porosidade, influenciam na area de contado do material com o meio; vi)
o ambiente de degradacdo: a temperatura e o pH do meio também podem
interferir na taxa de degradagdo (AVGOUSTAKIS, 2005) (WU; WANG,
2001). O efeito da propor¢do LA/GA na degradacdo in vitro do L-PLGA
avaliada em relacdo ao tempo de meia vida do material pode ser
observado na Figura 10.

Figura 9 - Degradagdo por hidrolise do PLGA
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Fonte: Adaptado de (DEYOUNG et al., 2011).

Figura 10 - Tempo de meia vida in vivo de L-PLGA com diferentes propor¢des
(LA/GA).
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Fonte: Adaptado de (MILLER; BRADY; CUTRIGHT, 1977).
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A cristalinidade do PLGA depende da composi¢do quimica, da
proporc¢ao (LA/GA) e da composigdo estereoisomérica dos mondmeros.
DL-PLGA contendo 0-75% de é4cido glicélico sdo amorfos, assim como
0 L-PLGA contendo 25-75% de 4cido glicolico. Sendo assim, os PLGAs
semicristalinos s3o obtidos fora das faixas de acido glicdlico previamente
citadas (AVGOUSTAKIS, 2005). A Figura 11 a) apresenta o grau de
cristalinidade, a Figura 12 b) as temperaturas de transicdo vitrea (Ty) ¢ as
temperatura de fusio (Tr) de diferentes L-PLGAs.

Figura 11 - a) Grau de cristalinidade, b) temperatura de transi¢do vitrea e
temperatura de fusdo de diferentes PLGAs. Temperatura de transi¢éo vitrea (0) e
(@) temperatura de fusao.
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Fonte: Adaptado de (AVGOUSTAKIS, 2005).

As desvantagens do PLGA, por sua vez, incluem principalmente a
falta de sitios de reconhecimento celular e hidrofobicidade. Além disso,
apesar da ndo-toxicidade do PLGA, o acimulo de produtos de degradagéo
e o inchamento do polimero, podem alterar o pH local e provocar irritagdo
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mecanica no tecido e, em alguns caso, pode provocar resposta
inflamatoria (JUNG et al., 2011).

Para superar esses problemas, estratégias utilizam membranas
contendo fosfato de calcio, como por exemplo o B-TCP, que possui
excelente biocompatibilidade e osteocondutividade. O B-TCP estimula a
atividade celular e pode neutralizar os produtos acidos de degradagéo do
PLGA, através de interacdo i6nica (FU et al., 2017). Além da estrutura
quimica do B-TCP, sua morfologia irregular contribui para o aumento da
adesdo e proliferacao de células osteoblasticas.

2.5 B-FOSTATO TRICALCICO

Bioceramicas contendo fosfatos de calcio s3o usadas em
aplicagdes biomédicas, devido a sua excelente biocompatibilidade,
bioatividade e osteocondutividade (ARBEZ; LIBOUBAN, 2017)
(LEGEROS, 2002). Por esse motivo, sdo frequentemente utilizadas como
substitutos 6sseos no preenchimento de defeitos 6sseos em cirurgias
maxilofacial (GUILLAUME, 2017) e na Regeneragido Ossea Guiada
(MASOUDI RAD et al., 2017).

Os fosfatos de célcio mais utilizados sdo Hap, Caio(POs)s(OH)s,
razdo Ca/P = 1,67 e B-TCP, Caz(PO4)2, razdo Ca/P = 1,5 (DOROZHKIN,
2010) (KWON et al., 2003). As propriedades dos fosfatos de calcio sdo
dependentes da razdo Ca/P. Com a redugéo da razdo Ca/P esses materiais
tornam-se menos estaveis ao pH do meio fisiologico e a dissolugdo é mais
rapida (DOROZHKIN, 2010). Por esse motivo, a escolha do fosfato de
calcio mais adequado relaciona-se com a aplicac@o desejada.

O fosfato tricélcico (TCP), possui duas formas alotrdpicas, B € a.
B-TCP ¢ estavel em temperaturas abaixo de 1125° acima disso
transforma-se em oo — TCP (KUMTA et al., 2005) (MACIEJEWSKI et al.,
2008) (KWON et al., 2003). A Figura 12 representa a estrutura cristalina
do B-TCP, conforme o padrao ICSD 97500. Além disso, a estabilidade de
cada fosfato de calcio ¢ afetada ndo apenas por pequenas mudangas na
composi¢do, mas também por variagdes no pH, solvente, temperatura,
pressdo e outros agentes usados na cinética de reacdo (KUMTA et al.,
2005). Por exemplo, Kwon et al. (2003) obtiveram TCP como tnica fase
em pH = 7,4. Por isso, a sintese dos fosfatos de calcio ndo é um processo
trivial.

O B-TCP nao pode ser sintetizado diretamente por precipitacdo em
meio aquoso, devido a sua instabilidade em agua (KUMTA et al., 2005).
Por esse motivo, normalmente o B-TCP ¢ sintetizado através da
calcinacdo a 900°C de TCP. Diversos métodos sdo utilizados, dentre eles



50

a neutralizagdio de CaCO; e H3POs4, a precipitagdio por dupla
decomposi¢ao de Ca(NOs), e (NH4),HPOj e sintetizagdo pelo método de
sol-gel (CHAAIR; LABJAR; BRITEL, 2017).

Figura 12 - Estrutura cristalina do B-TCP padrdo ICSD 97500.

Fonte: (ICSD, 2017).

Um dos primeiros estudos reportados na literatura do uso de
fosfato de calcio in vivo foi em 1920, em que foi usado com sucesso
fosfato de calcio como enxerto 6sseo em ossos de coelhos (ALBEE,
1920). Nao houve rea¢do adversa ou toxicidade. Além disso, a
osteogénese foi estimulada com a presen¢a do TCP com uma regeneragao
Ossea mais rapida.

Na década de 70, através de estudos histologicos, foi observada a
capacidade de bioreabsor¢do do PB-TCP. A bioreabsor¢do ocorreu
simultaneamente a deposi¢do de 0sso novo, apds o recrutamento de
osteoblastos. Em testes in vivo, realizados com ratos como modelos, a
reabsor¢ao do B-TCP ocorreu apds 2 semanas da sua insercao, associada
com a formagdo de osso novo apés 5 semanas (SURINDAR et al., 1971).

Os mecanismos de degradacdo do B-TCP ainda ndo sdo claros.
Basicamente, a degradagcdo do B-TCP ¢é composta por dois estigios:
dissolugdo do material e reabsor¢do celular (ARBEZ; LIBOUBAN,
2017). Os osteoclastos e macrofagos sdo os principais responsaveis por
esse processo. A degradacdo do substituto 6sseo ¢ influenciada por
diversos parametros, tais como: o tamanho e localizagdo do defeito 6sseo,
bem com a composi¢do e porosidade do material (SHEIKH et al., 2015)
(SCHAEFER et al., 2011).

Para que ocorra a neoformagio dssea na superficie da membrana
sdo necessarias as etapas de recrutamento de células osteoprogenitoras, a
partir de células mesenquimais, seguido de ades@o, proliferacdo e
diferenciacdo (ARBEZ; LIBOUBAN, 2017) (SAINIEVETHITHA et al.,
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2017). Estas etapas sdo dependentes da composi¢do, rugosidade e
topografia da membrana (LEGEROS, 2002).

Diversos estudos utilizam o B-TCP na produgao de scaffolds de
PLGA para a regeneragdo dssea (PANG et al., 2007) (YANG et al., 2008)
(ROH et al., 2016) (KHOJASTEH et al., 2016). O B-TCP tem sido
utilizado devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade,
osteoinducdo e osteocondugdo, somada a rapida dissolugdo em meio
corporeo. Em (MASOUDI et al., 2017), membranas eletrofiadas de
PCL/PGS contendo B-TCP apresentaram, além do aumento da
biocompatibilidade, o aumento da resisténcia maxima a tra¢do. Com isso,
o B-TCP apresenta-se como um material promissor na Engenharia do
Tecido Osseo.

2.6 Resumo e discussio da literatura

Devido principalmente as caracteristicas apresentadas pelo PLGA,
este material é utilizado na produgdo de membranas reabsorviveis para a
ROG. A biocompatilidade e a bioreabsor¢ao caracterizam fatores que
permitem a aceitacdo do PLGA no corpo, além da reabsor¢do dos
produtos atoxicos gerados por sua degradagdo. Com isso, o uso de
membranas de PLGA ndo requer uma segunda intervengao cirargica para
sua remoga0, 0 que caracteriza uma vantagem quando comparadas com
as membranas ndo reabsorviveis.

A producdo de membranas de PLGA, quando realizada a partir da
técnica de eletrofiacdo, permite a formagdo de membranas com alta area
de superficie e porosidade (REN et al., 2017). Dessa forma, as membranas
apresentam condi¢des favoraveis para a adesdo e proliferagdo celular,
possibilitando uma boa integragdo tecidual e consequentemente a
protecdo de defeitos 6sseos na ROG. Como exemplo, Stachewicz et al.
(2015) produziram membranas eletrofiadas de PLGA puro, confirmando
o crescimento de células osteoblasticas. Contudo, o PLGA puro apresenta
hidrofobicidade e a sua biodegradacdo em meio corporeo gera produtos,
que apesar de atoxicos, podem ocasionar rea¢des inflamatdrias nos
tecidos. Com intuito de minimizar essas limitagdes, trabalhos como (FU
et al., 2017) e (KHOJASTEH et al., 2016) incorporaram os fosfatos de
calcio Hap e B-TCP. O uso de fosfatos de calcio aumenta a
biocompatibilidade e a osteocondutividade, possibilitando o maior
reconhecimento celular, o que favorece a osteointegragdo (J1 et al., 2012).
Além disso, membranas eletrofiadas contendo fosfatos de calcio podem
apresentar aumento nas propriedades mecanicas, como observado por Fu
et al. (2017). Os fosfatos de calcio sdo biodegradaveis e bioreaborviveis
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e o tempo de absor¢do dos fosfatos de calcio ¢ dependente da razdo de
Ca/P. A Hap possui razdo Ca/P de 1,67 e tempo de absor¢do que varia de
1 a 7 anos, dependendo das caracteristicas do material (DOROZHKIN,
2010). Enquanto o B-TCP possui razéo Ca/P de 1,5 e tempo de absor¢do
de cerca de 2 semanas apds sua inser¢do (SURINDAR et al., 1971).
Tendo em vista que o tempo de cicatrizagdo da ferida é de cerca de 40
dias e que a regeneracdo completa do defeito o6sseo € entre 3 e 4 meses, €
interessante que haja a absorc¢do tanto do fosfato de calcio quanto da
membrana reabsorvivel durante o processo. Assim, o PLGA ¢ o 3-TCP
tornam-se mais apropriados para a aplicagdo em ROG. Testes in vivo
realizados por Surindar et al. (1971), observaram além da dissolugdo do
B-TCP em 2 semanas, a neoformagdo 6ssea apds 5 semanas. Apesar de
existir trabalhos utilizando PLGA contendo B-TCP para a regeneragao
6ssea, como na producdo de scaffolds em (PANG et al., 2007) (YANG et
al., 2008) (ROH et al., 2016) (KHOJASTEH et al., 2016), no entanto,
nenhum deles utiliza a técnica de eletrofiacdo para a producdo de
membranas eletrofiadas de PLGA, que contenham B-TCP, para a
aplicacdo em ROG.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

O polimero utilizado para o desenvolvimento das membranas foi o
PLGA (L-lactideo e glicolideo 82:18), com dados do fabricante:
Resomer® LG 824 S, viscosidade inerente 1,7 ~ 2,6 [dL/g], Evonik
Industries (Germany). Particulas de B-TCP, formula quimica Caz(POs),,
foram sintetizadas no laboratorio CERMAT- UFSC. Os reagentes
utilizados foram carbonato de calcio (CaCQ3), fosfato de amonio bibasico
((NH4),HPO4) e alcool etilico absoluto (C;HsO). Como solventes,
Dicloroetano (DCE) e Dimetilformida (DMF), fabricados pela empresa
Vetec. Algumas propriedades dos solventes utilizados sdo apresentadas
na Tabela 2.

Para os teste in vitro foram utilizados fibroblastos (1929),
osteoblastos (MC3T3), solugdo tampdo fosfato-salino (phosphate
buffered saline) (PBS), CellTiter 96® Aquous One Solution (MTS)
(Promega Corporation, EUA), Kit Live/Dead® Viability/Cytotoxicity
(Invitrogen, Brasil), Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (Gibco®,
EUA), soro bovino fetal (SBF) (Gibco®, EUA), penicilina e
estreptomicina (Gibco®, EUA), tripsina (Gibco®, EUA).

Tabela 2 - Propriedades dos solventes utilizados neste estudo.

Tensio Constante Parametro

. C e Temperatura  Densidade o Condutividade
Solvente st(lrll);rrfl'ilc]l;ll dlelz:t)rlca ebuli¢io (°C) (g.cm™) Sozll\l/})ll)l;()i]z;zde (uS/em)
DCE 32,5 10,2 83,5 1,25 20,2 0,7
DMF 37,1 38,3 153,0 0,95 24,0 6,72

Fonte: Adaptado de (MANEE-IN; NITHITANAKUL; SUPAPHOL, 2006) e
(CORREA, 2008).

3.2 METODOS
3.2.1 Sintese das particulas de B-TCP

O procedimento adotado para sintese de B-TCP foi baseado no
procedimento descrito por Corréa (2008) e Park et al. (2008). A sintese
de B-TCP foi realizada através das misturas de 30g de carbonato de célcio
(CaCO0:3) e 23 g de fosfato de amonio bibasico ((NH4),HPO4) em 500 mL
de alcool etilico absoluto (C2HsO). A mistura foi colocada em um jarro
de alumina de 2 litros, contendo bolas de 5 tamanhos diferentes,
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preenchendo 50% do jarro, e colocado para moer durante 10 horas em um
moinho de rolos. Apds este periodo, a mistura foi colocada em vasilhames
com papel filtro qualitativos e deixada para secar a temperatura ambiente,
até tomar a forma de po. O pd coletado foi moido manualmente e
armazenado em recipientes vedados. Posteriormente, o pd foi calcinado
a 300°C por 10h, para a remogdo de CO,, NH; e H,O e finalmente
calcinado a 950°C por 2h30, para a obtencdo da fase B-TCP. O
fluxograma utilizado ¢ apresentado na Figura 13.

Figura 13 - Esquema da obten¢do do B-TCP.

NH4)2HPO, e alcool etilico em moinho de bolas
Tempo: 10h

[ Mistura e homogeneizagio da CaCO3
(

Determinar a razio P o
[ ca/P ] Calcinagdo a 300 °C
\ Tempo: 10h

Remover COy, NH3 NN
. Calcinagdo a 950 °C
e dgua
\ Tempo: 2h30
PR
Formacéo do B-TCP

3.2.2 Obtenciao de membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/B-
TCP

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

A obtengdo das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/B-
TCP foi dividida em duas etapas: a preparacdo da solugdo polimérica e a
eletrofiagdo.

3.2.2.1 Preparag@o da solug¢do polimérica

Para a obtencdo da concentracdo da solugdo de PLGA puro mais
adequada para o sistema, quatro concentragdes foram testadas (4,8 m%,
5,7 m%, 6,5 m% e 7,4 m%). Baseado no procedimento adotado por Yang
etal. (2016), solubilizou-se 0o PLGA em DCE/DMF 3:1 (v/v) sob agitacdo
magnética e aquecimento a 50°C, por 2h. A partir desse estudo foi
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determinada a concentragdo mais adequada para o sistema e para a
obten¢do de fibras uniformes e sem defeitos, a qual foi utilizada para a
incorporagdo do B-TCP .

A partir da solugdo de PLGA puro, foram preparadas as solugoes
de PLGA/B-TCP variando a fragdo massica de f-TCP em 5, 10 e 20 (m%).
Para isso foram preparadas duas solucdes, que ao final foram misturadas.
A primeira solugdo, 1,129 g de PLGA foi dissolvido em DCE/DMF 3:1
v/v (6 mL de DCE e 2 mL de DMF), sob agitagdo magnética e
aquecimento a 50 °C, por 2h. Em outro béquer, as particulas de B-TCP (5,
10 e 20 m%), foram dispersas em DCE/DMF 3:1 v/v (3mL de DCE e
ImL de DMF), sob agitacdo magnética, por 2h. A fragdo massica de [3-
TCP foi calculada em relagdo a massa total (B-TCP + PLGA).
Posteriormente, as duas solugdes foram misturadas em um tnico béquer,
sob agitacdo magnética, por 1h. Por fim, a mistura final foi dispersa por
ultrassom durante 5 minutos e, entdo, eletrofiada. A lista das composigdes
das solugdes preparadas ¢ apresentada na Tabela 3 e o esquema ilustrativo
da preparagio das membranas eletrofiadas de PLGA/B-TCP ¢
apresentado no fluxograma da Figura 14.

Tabela 3 - Lista das composicdes referente as solugdes finais de PLGA puro e
PLGA/B-TCP.

Fracao massica de

BTCP (m%) PLGA (g) B-TCP(g)  DCE/DMF (g)*
0 1,129 0 14,111
5 1,129 0,059 14,111
10 1,129 0,125 14,111
20 1,129 0,282 14,111

*14,111g de DCE/DMF corresponde a 9 mL de DCE e 3 mL de DMF (3:1 v/v)
Fonte: Desenvolvido pela Autora.

Figura 14 - Esquema ilustrativo da preparacdo das membranas eletrofiadas de
PLGA/B-TCP. T—‘T
¢ |

PLGA DCE/DMF
Jilwiv
—
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=
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9 por 5min Iu’w’
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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3.2.2.2 Eletrofiacdo do PLGA puro e PLGA/B-TCP

As membranas de PLGA puro e PLGA/B-TCP foram obtidas pelo
processo de eletrofiagdo (equipamento Instor), conforme mostra a Figura
15 (a). O processo de eletrofiacdo foi realizado no Laboratorio Policom -
UFSC. As solugdes foram eletrofiadas com a utilizacdo de uma seringa
de 5 mL, agulha de 23 gauge (0,6 mm), durante 45 minutos. Os
parametros ambientais foram definidos em temperatura de 22 + 3°C e
umidade relativa de 55 = 5%. Com o objetivo de otimizar as condigdes
de eletrofiagdo e verificar a influéncia dos parametros do processo na
morfologia das membranas, previamente, foram investigados os
parametros de processos mais adequados para a eletrofiacdo da solugdo
de PLGA puro, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Lista dos parametros de processo investigados.

Parametro Valores Investigados
Tensao (kV) 16; 18 ¢ 20
Taxa de alimentacdo (mL.h™) 0,5;1,0e2,0
Distancia entre a agulha e o coletor (cm) 15;20 ¢ 25

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

Com base nos resultados do efeito da concentragdo polimérica e
dos parametros de processos, que serdo apresentados na Se¢do 4, foi
determinado o melhor conjunto de parametros para a obtencdo de
membranas de PLGA puro. Apés o ajuste de pardmetros foram
incorporadas diferentes fragdes massicas de B-TCP (5, 10 e 20 m%). As
membranas foram coletadas em uma folha de aluminio, conforme mostra
a Figura 15 (b).

Figura 15 — a) Equipamento de eletrofiagdo e b) Membrana eletrofiadas de
PLGA/B — TCP (espessura 0,03 £+ 0,02 mm).

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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3.3 CARACTERIZACAO
3.3.1 Microscopia eletronica de varredura

A microestrutura das membranas eletrofiadas de PLGA puro,
PLGA/B-TCP e das particulas de B-TCP, foi analisada a partir do
microscopio eletronico de varredura (MEV), fabricado pela empresa Jeol,
modelo JSM-6390LV, e pelo microscopio eletronico de varredura por
emissdo de campo (MEV-FEG), da marca Jeol modelo JSM6701F.
Ambos localizados no Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME) — UFSC.

As amostras foram aderidas em porta amostras com fita de carbono
dupla face, posteriormente recobertas com ouro e observadas com tensao
elétrica de 10 kV (MEV) e 5 kV (MEV-FEG).

A partir das imagens obtidas pelo MEV e MEV-FEG das
membranas eletrofiadas, analisou-se o didmetro médio das fibras e o
tamanho de poro médio das membranas, utilizando o software livre
Imagel 1.51j. Para cada amostra foram selecionadas aleatoriamente 50
medidas. Foram observadas também a uniformidade e a presenga de
defeitos tipo beads nas fibras.

3.3.2 Densidade

A densidade das particulas de B-TCP foi determinada por
picnometria a hélio. A densidade foi obtida pelo equipamento
Multipycometer Quantachrome, disponivel no laboratério LabMat —
UFSC. Para cada amostra foram realizadas sequéncias de 5 leituras.

3.3.3 Difracao de Raios-X

A difragdo de Raios - X (DRX) das amostras foi realizada com o
objetivo de verificar a composi¢do quimica e a formagdo da fase § das
particulas de B-TCP. Utilizou-se um difratometro de Raios-X, modelo
Philips X'pert, localizado no Laboratério de Caracterizagdo
Microestrutural (LCM) — UFSC. A radiagdo Cu-Ka foi fixada em A =
1,5418 A°, operando a poténcia de 40 kV e 30 mA. As medidas foram
realizadas usando geometria Bragg—Brentano (6-20), em intervalo de
medida de 5° a 80°, com tamanho de digitalizacdo de passo 0,02 ou 0,05°.
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3.3.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), no modo de reflexdo total atenuada (ATR), foi utilizada para
analisar a composi¢do quimicas das membranas eletrofiadas de PLGA e
PLGA/B-TCP. Os dados foram obtidos a partir de um espectrometro
Bruker, modelo TENSOR 27, disponibilizado pelo Laboratério de
Materiais (LabMat) — UFSC.

As amostras de particulas de B-TCP foram prensadas e analisadas
em forma de pastilhas, enquanto as membranas eletrofiadas foram
analisadas em forma de filme. Os espectros foram obtidos em numeros de
onda de 4000 a 600 cm!, por acimulo de 32 varreduras e com resolugdo
de 4 cm.

335 Angulo de contato

A hidrofilicidade das membranas foi analisada através da analise
do angulo de contato. O experimento foi realizado a temperatura de 24°C
em um gonidémetro Drop Shape Analyzer DSA25 da KRUSS, localizado
no Laboratorio de Materiais (LabMat) — UFSC. Uma gota de 10uL de
agua deionizada foi depositada por uma seringa colocada verticalmente
em relagdo a superficie da membrana. Apds a gota ser depositada por 5s,
o angulo de contato foi medido, de acordo com o procedimento reportado
por Roh et al. (2016). Foram feitas cinco gotas para cada amostra, em
triplicata. O método utilizado foi gota séssil (sessile drop — SD).

3.3.6 Area de superficie especifica pelo método BET

A area de superficie especifica foi determinada pelo método de
adsorg¢do de nitrogénio BET, na Central de Analises - EQA, UFSC.

Foram realizados ensaios de fisissor¢do para determinar a
area BET, pelo procedimento BET (Brunauer, Emmet e Teller) - Norma
ASTM D 6556. As amostras foram previamente secas em temperaturas
de 70 °C, sob vacuo (107 torr) e entdo a adsor¢do de nitrogénio gasoso foi
medida a 77K, em valores de pressdo relativa na faixa de 0 a 1,0.

3.3.7 Porosidade
A porosidade das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/

B-TCP foram avaliadas de acordo com o método descrito por Chong et al.
(2007). A porosidade das membranas eletrofiadas, Equagdo 2 foi
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estimada a partir do célculo da densidade aparente, Equacdo 1, das
membranas eletrofiadas e membranas densas, obtidas por meio da
evaporacdo de solvente (considerada Bulk).

Massa (g)

Densidade aparente; p (m/v) = (1)

espessura (mm)xarea (mm?2)

Densidade da membrana (g.cm™3)

Porosidade (%); =1 —
(/0)’ Bulk densidade (g.cm™3)

x 100 (2)

3.3.8 Calorimetria exploratoéria diferencial

As analises de calorimetria diferencial (DSC) foram realizadas
para determinar a temperatura de transic¢do vitrea (Tg), a temperatura de
fusdo (T) e a entalpia de fusdo (AH;) das membranas. O equipamento
utilizado foi o TA DSC2010, disponibilizado pelo Departamento de
Engenharia Mecéanica, da Universidade de Parma, Italia. As andlises
foram realizadas a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"! em uma faixa
de temperatura de 30 a 220 °C, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de
100 mL.min™".

3.3.9 Analise termodinimica-mecanica

A andlise termodindmica-mecéanica (DMA) foi realizada em um
equipamento modelo NETZSCH DMA 242E, fabricante Artemis, sob o
modo de tracdo, localizado no Laboratério de Materiais (LabMat) —
UFSC, Figura 16. Para a realizagdo das andlises, foram utilizados corpos
de prova com largura de 5 mm e com comprimento de 10 mm. Os corpos
foram ensaiados com frequéncia de 1 Hz, em uma faixa de temperatura
de 25 a 125 °C, a uma taxa de aquecimento de 5 °C.min"! e deslocamento
de pico a pico de 60 um.

Figura 16 - Equipamento NETZSCH DMA 242E durante o ensaio DMA.

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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3.3.10 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o
equipamento Mettler Toledo TGA/SDTAS851e, disponibilizado pelo
Departamento de Engenharia Mecanica da Universidade de Parma, Italia.
As anadlises foram realizadas em uma faixa de temperatura de 20 a 500
°C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"!, com fluxo de nitrogénio
de 50 cm®.min"!.

3.3.11 Resisténcia a tracéo

O ensaio de tracdo foi realizado nas membranas eletrofiadas,
baseado no método e parmetros utilizados por Zhang et al. (2016),
utilizando o equipamento TesT GmbH model 112,2, disponibilizado pelo
laboratério de Ensaios de Materiais, da Universidade de Parma, Italia.
Todas as amostras foram cortadas em formas retangulares de 10 mm de
largura e 20 mm comprimento. A distincia entre as garras foi de 10 mm.
O teste mecanico foi executado a uma velocidade constante de 10
mm.min’!, & temperatura ambiente. A amostras foram ensaiadas em
quadruplicata.

3.3.12 Capacidade de absorc¢ao

A capacidade de absor¢do das membranas eletrofiadas de PLGA
puro, PLGA/B-TCP com diferentes fragdes massicas 5, 10 e 20 (m%), foi
avaliada no Laboratério de Tecnologias Integradas (Intelab), localizado
no Departamento de Engenharia Quimica e de Engenharia de alimentos —
UFSC.

O ensaio foi realizado com o uso de uma solugdo tampao fosfato-
salino/PBS (phosphate buffered saline) pH 7,4. As amostras com
dimensdes (1 x 1 cm) foram pesadas inicialmente, determinando assim a
massa seca inicial (Mseca). Posteriormente, as amostras foram imersas em
10 mL de PBS, a 37 °C, durante 7, 14, 21 e 28 dias. A cada tempo, o
excesso de solucdo sobre a superficie de cada membrana foi removido
com papel absorvente, ¢ as amostras foram pesadas para determinar a
massa umida (Mamida). A absor¢do (%) para cada amostra foi entdo
determinada conforme a Equacdo 3. Neste mesmo ensaio, foi
determinado o pH ao longo dos 28 dias.

Absorgao (%) = —mide—tecs x 100 (3)

seca
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3.3.13 Degradacio in vitro

A degradacdo in vitro das membranas eletrofiadas de PLGA puro,
PLGA/B-TCP com diferentes fra¢cdes massicas 5, 10 e 20 (m%), foi
avaliada no Intelab, localizado no Departamento de Engenharia Quimica
e de Engenharia de alimentos — UFSC.

Foi utilizada uma solugdo tampao fosfato-salino/PBS (phosphate
buffered saline) pH 7,4 para o ensaio. As amostras com dimensdes (1 x 1
cm) foram pesadas inicialmente para determinar a massa seca inicial
(Mlseca). Posteriormente as amostras foram imersas em 10 mL de PBS, a
37 °C, em periodos de 7, 14, 21 e 28 dias. Apds cada periodo, as amostras
foram retiradas do PBS, congeladas (Ultra-Freezer -80 °C) por 24 horas,
liofilizadas por 24 horas e pesadas secas (MFseca). O ganho de massa das
amostras foi determinado de acordo com a Equacgéo 4.

MFsecq—Mlseca

Ganho de massa (%) = o F

x 100 )

3.3.14 Citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade em membranas eletrofiadas de
PLGA contendo diferentes fragdes massicas de B-TCP (5, 10 e 20%), foi
realizada conforme a norma ISO 10993-5 (2009), no Intelab, localizado
no Departamento de Engenharia Quimica e de Engenharia de alimentos —
UFSC. Foram utilizados fibroblastos de tecido conectivo de camundongo
(linhagem L1.929) que foram avaliados pelos ensaios de atividade
metabolica (MTS) e viabilidade celular (live/Dead). Os fibroblastos de
tecido conectivo de camundongo 1929 foram mantidos em nitrogénio
liquido, posteriormente descongelados e cultivados em meio de cultura
celular Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM). O meio DMEM
foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) e 1% de
penicilina/estreptomicina em atmosfera umida, a temperatura de 37 °C
com 5% de CO». Foi utilizada uma placa de cultura de tecidos (TPP,
Suica) para a propagacao celular. Apo6s atingir a confluéncia de 80% de
preenchimento das placas de cultura, as células foram lavadas com PBS
para a remog¢do das proteinas do SBF da superficie das células; em
seguida, foi adicionada uma solugdo de tripsina em volume suficiente
para cobrir as células. As placas de cultura de tecidos foram transferidas
e mantidas na estufa de CO» (Ultrasafe HF 212UV, Brasil) durante 5 min,
para a ativacdo da tripsina e descolamento das células aderidas na placa
de cultura. A tripsina e as células foram transferidas para tubos de plastico
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de 2 mL e centrifugadas por dois minutos a 24 °C e 5000 RPM. A solugéo
sobrenadante (tripsina) foi removida e as células foram ressuspendidas
em meio de cultura, e as células viaveis foram quantificadas em camara
de Neubauer (SP Labor, Brasil).

As amostras foram adicionadas nos 96 pocos de cultura de tecidos,
e imersas em meio de cultura sem soro durante 24h. Fibroblastos de tecido
conectivo de camundongo, da linhagem L929, foram semeados na
densidade 9 x 103 células/cm?. ApOs a incubagdo durante 1, 3 e 7 dias, as
membranas foram lavadas com PBS, e a mudanca na viabilidade e na
morfologia das células aderentes a membrana foram avaliadas. A
viabilidade foi determinada pela atividade metabolica (MTYS).

3.3.14.1 Atividade metabdlica

As alteragdes na viabilidade celular apés 1, 3, 5 e 7 dias de cultura
foram determinadas pela inferéncia da atividade mitocondrial, medida
com o uso do CellTiter 96® Aquous One Solution (MTS) (Promega
Corporation, EUA) por ensaio colorimétrico realizado de acordo com as
instrug¢des do fabricante. Inicialmente, o meio de cultura foi removido e
as células foram lavadas suavemente com PBS. Posteriormente, foram
adicionados 100 pL de meio DMEM e 20 pL do reagente MTS nas
células. As placas foram mantidas em atmosfera umidificada (5% CO»),
incubadas a 37 °C durante 2 h, e ao abrigo da luz. Apos a incubagdo, cada
amostra foi homogeneizada e 100 pL da solug@o foram transferidos para
uma nova placa de 96 pogos. A absorbancia (ABS) do sobrenadante foi
medida a 490 nm, utilizando espectrofotdmetro (Molecular Devices,
EUA). O grupo controle foi constituido de cé€lulas cultivadas em uma
placa de cultura. A atividade metabolica das células foi calculada em
relacdo as células controle, determinado pela Equacao 5.

ABS tratamento

.. N
Atividade metabolica (%) “BS controle

x 100 (5)

3.3.14.2 Viabilidade celular

Paralelamente ao ensaio de MTS, foi realizada a analise qualitativa
de viabilidade celular pelo do ensaio Live/Dead® (Invitrogen, Brasil). Foi
preparada uma solugdo com calceina e homodimero de etidio (4:1) em
PBS, e 100 puL desta solu¢do foram adicionados sobre cada amostra
contendo 100 pL de meio de cultura. Posteriormente, a placa de cultura
foi incubada por 30 minutos a uma temperatura 37°C e atmosfera de 5%
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de CO,. Apoés incubagdo, as amostras foram colocadas em laminas e
visualizadas em um microscopio de fluorescéncia de modelo Eclipse Ci-
L (Nikon, Japdo). A acetometoxi-calceina, ao entrar nas células vivas, &
clivada por esterases celulares, liberando a calceina (excitagdo/emissao
495/515 nm), um composto que fluoresce na cor verde e que fica retido
no interior da célula. O iodeto de propidio apenas penetra em células
mortas e se intercala no DNA destas células, assumindo uma
fluorescéncia na cor vermelha (excitagdo/emissdo 495/635 nm).

3.3.15 Adesio e proliferaciao de células osteoblasticas

A avaliacdo da adesdo e proliferacdo de células de osteoblasticas
em membranas eletrofiadas de PLGA contendo diferentes fragoes
massicas de B-TCP (5, 10 e 20%), foi realizada conforme a norma ISO
10993-5 (2009), utilizando osteoblastos (linhagem MC3T3). As
membranas foram cultivadas em meio Alfa-MEM pelos ensaios de
atividade metabolica (MTS) e viabilidade celular (Live/Dead®), como
descrito na Subse¢do 3.3.14. A metodologia utilizada para os testes in
vitro foi esquematizada conforme resumo apresentado na Figura 17.

Figura 17 - Esquema da metodologia utilizada no teste in vitro.
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Atividade
Metabélica

Viabilidade Celular

Células semeadas nas
membranas

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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3.3.16 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se os
softwares Origin, 16 ¢ Minitab 17. Os resultados experimentais foram
expressos como a média + erro padrao e comparados através da Analise
de Variancia One-WAY (ANOVA) seguida pelo teste Tukey,
considerando-os estatisticamente diferente quando p < 0,05.

3.3.17 Resumo

Com o intuito de apresentar uma visdo geral dos materiais e
métodos descritos neste capitulo, um resumo foi elaborado em forma de
esquema. A Figura 18 ilustra os principais materiais ¢ métodos utilizados
para o desenvolvimento e caracterizagdo das membranas eletrofiadas de
PLGA e PLGA/B-TCP.

Figura 18 - Esquema geral da metodologia utilizada na pesquisa
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA PURO

Devido a grande complexidade de combinagdes dos parametros de
processo, da solucdo e ambiental, optou-se por fixar alguns pardmetros
com base em estudos realizados na literatura, como (ZHANG et al.,
2016), (YANG et al., 2016) e (SADEGHI et al., 2016). Ainda, outros
parametros foram fixados com base em estudo realizado no equipamento
de eletrofiacdo utilizado para os experimentos deste trabalho, disponivel
no Laboratério de Polimeros Compositos (POLICOM) da UFSC
(RACHADEL, 2017). Sendo assim, os parametros fixados foram a razao
do solvente DCE/DMF em 3:1 (v/v), a temperatura 22 + 3 °C e a umidade
relativa do ar 55+ 5 %.

Com o intuito de determinar os pardmetros mais adequados para o
sistema e posteriormente adicionar diferentes fragdes massicas de B-TCP,
foi necessario investigar o efeito da concentragdo polimérica, da tensao
elétrica, da distdncia agulha/coletor e da vazdo de alimentacdo na
morfologia, didmetro médio e na distribuicdo de tamanho das fibras
obtidas.

4.1.1 Efeito da concentracido polimérica

Inicialmente, para a obten¢do da concentragdo polimérica mais
adequada para o sistema, fixou-se a distdncia agulha/coletor em 25 cm, a
vazdo de alimentagdo em 1 mL.h"!' € a tensdo elétrica em 18 kV. Os
parametros fixados foram obtidos a partir de ajustes realizados em um
estudo piloto. O estudo piloto considerou como base os parametros
apresentados em (RACHADEL, 2017). Ainda, foi possivel observar
nestes testes preliminares, que a condicdo minima que evitasse o
gotejamento da solucdo e iniciasse a formagao das fibras seria no minimo
de 13 kV. Entdo, variou-se a concentragdo de polimero na solugdo,
considerando os seguintes valores: 4,8 m%, 5,7 m%, 6,5 m% e 7,4 m%
de PLGA.

As micrografias de MEV e a distribuicdo dos diametros das
membranas eletrofiadas a partir de solugdes 4,8 m%, 5,7 m%, 6,5 m% e
7,4 m% de PLGA estdo apresentadas na Figura 19.
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Figura 19 - Micrografias das membranas eletrofiadas a partir das solugdes
poliméricas de PLGA 4,8 m%, 5,7 m%, 6,5 m% e 7,4 m%, com vazdo de
alimentacdo 1 mL.h"!, tensdo elétrica 18 kV e distancia agulha/coletor 25 cm. Os
histogramas com a distribui¢do do didmetro das fibras também sdo apresentados.
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uma quantidade elevada de defeito do tipo beads. Esse efeito esta
associado ao curto tempo de relaxagdo, associado as propriedades
viscoelasticas da solu¢do (concentragdo e massa molar polimérica).
Assim, quando uma solu¢do de baixas concentracdo polimérica é
submetida ao campo elétrico, esta ndo apresentara uma deformacao
continua dos emaranhados das cadeias poliméricas, gerando defeitos
beads. O mesmo efeito foi observado por Liverani e Boccaccini (2016) e
Merlini (2014).

O aumento da concentragdo polimérica tende a gerar fibras mais
regulares e com maiores didmetros. Isto estd relacionado com o alto
numeros de emaranhados poliméricos, o que dificulta o estiramento do
jato pelo campo elétrico (MOHAMMADZADEHMOGHADAM et al.,
2016). Com o aumento da concentragdo polimérica de PLGA para 5,7
m% e 6,5 m%, conforme a Figura 19, verificou-se que as fibras
produzidas apresentaram maior uniformidade e maiores diametros. No
entanto, ainda é possivel observar a presenca de fibras desuniformes e
com defeitos.

Os resultados destes testes, demostraram que a solugdo polimérica
de concentragcdo 7,4 m% foi a mais adequada. Isso porque resulta em
membranas constituidas com fibras uniformes (distribuicdo de tamanho
estreita), com didmetro de 706,1 + 142,4 nm e sem a presenga de defeitos
beads. Como esperado, o aumento da concentra¢do polimérica favoreceu
o desemaranhamento continuo das cadeias poliméricas, ndo apresentando
defeitos beads. Por esse motivo, a solu¢do PLGA 7,4 m% foi utilizada
nos demais experimentos realizados, sendo referenciada como solugéo de
PLGA puro.

4.1.2 Efeito da tensdo elétrica

Para a solu¢do de PLGA puro, anteriormente escolhida (7,4 m%),
foi investigado o efeito de diferentes tensdes elétricas na morfologia e nos
diametros das fibras. Para esse sistema, a tensdo elétrica critica é de 13kV,
a partir da qual ja € possivel observar a formagdo de fibras, no entanto
existe a presenga de goticulas. Por esse motivo investigou-se o efeito de
tensdes em 16 kV, 18 kV ¢ 20kV, de acordo com as micrografias de MEV
e a distribui¢@o dos didmetros apresentadas na Figura 20.

Com o aumento da tensdo elétrica de 16 kV para 18 kV, ndo
ocorreu uma grande mudanga na morfologia das fibras. No entanto, houve
um aumento significativo no didmetro médio das fibras, de 554,4 £ 151,4
nm para 706,1 = 142,4 nm, conforme apresentado pela andlise de
variancia— ANOVA (APENDICE A). Esse aumento pode ser justificado
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por uma pequena redugdo do tempo de relaxagao das fibras, devido a uma
maior velocidade do jato em direg¢@o ao coletor. Fibras eletrofiadas com
tensodes de 20 kV apresentaram desuniformidades morfolédgicas, devido a
maior instabilidade do jato. Por esse motivo, optou-se por manter a tensdo
elétrica em 18 kV, pois demonstrou maior estabilidade do jato observado
no processo, além do didmetro médio de 706,1 + 142,4 nm ser satisfatorio
para a adesdo e proliferagdo celular.

Figura 20 - Micrografias de MEV das membranas eletrofiadas de PLGA puro em
fungdo da tensdo elétrica aplicada: 16 kV, 18 kV e 20 kV. Distancia
agulha/coletor 25 cm e vazdo de alimentagdo 1 mL.h"!. Os histogramas com a
distribuicdo do diametro das fibras também so apresentados.
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Como estudo do efeito da vazdo de alimentagdo, a Figura 21
apresenta as micrografias de MEV e a distribuicdo dos diametros das
membranas eletrofiadas, a partir de diferentes vazdes de alimentagdo da

solugdo polimérica (0,5 mL.h"!, 1 mL.h"! e 2 mL.h").

Figura 21 - Micrografias de MEV das membranas eletrofiadas de PLGA puro em
fungdo da vazdo de alimentagdo de: 0,5 mL.h", 1 mL.h"' e 2 mL.h"\. Tensdo
elétrica aplicada 18 kV, distancia agulha/coletor 25 cm. Os histogramas com a
distribuigdo do didmetro das fibras também sdo apresentados.
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eletrofiagdo. Com o aumento da vazdo para 0,5 mL.h'!' e 1 mL.h"!, os
defeitos do tipo beads desapareceram e houve o aumento do diametro da
fibra, 633,3 £ 226,5 nm e 706,1 = 1424 nm respectivamente,
apresentando didmetros uniformes. Isso ocorreu devido a um maior
volume de solugao submetido ao estiramento do campo elétrico. Acima
de 1 mL.h"!, foi possivel observar a presenga de alguns defeitos de
estiramento das fibras (destacados por setas nas micrografias) para as
membranas eletrofiadas a 2 mL.h'!. Isso devido a instabilidade do jato
polimérico para essa vazdo de alimentacdo. Com estes resultados,
baseado na uniformidade e na auséncia de defeitos das fibras, comprovou-
se que a vazdo de 1 mL.h"' é mais adequada para esse sistema.

4.1.4 Efeito da distancia agulha/coletor

Para estudo do efeito da distdncia agulha/coletor, a Figura 22
apresenta as micrografias MEV e a distribuicdo dos didmetros das
membranas eletrofiadas de PLGA, considerando durante a eletrofiacdo as
distancias agulha/coletor de 15, 20 e 25 cm.

Para essa etapa, a tensdo foi fixada em 18 kV e vazdo de
alimentagdo em 1 mL.h"', conforme resultados anteriores. A partir das
micrografias apresentadas na Figura 22, observa-se que a utilizacdo da
menor distancia entre a agulha e o coletor (15 cm) resulta em fibras com
morfologia desuniforme e unidas longitudinalmente. Isto ocorre devido
ao tempo insuficiente de evaporagdo do solvente, durante o trajeto da fibra
até o coletor, resultando em deposi¢ao de fibras com solvente residual.
Com o aumento da distancia de 15 cm para 20 cm (Figura 22), verifica-
se que as membranas apresentam fibras com maior uniformidade, mas
ainda ¢ possivel observar a unido longitudinal de algumas fibras. Por fim,
com a distancia agulha/coletor em 25 cm, o didmetro aumentou
significativamente de 586,9 + 204,2 nm para 706,1 £ 142,4 nm ANOVA
(APENDICE C), com a formagdo de fibras uniformes, ausente de
coalescéncias e de defeitos beads. O aumento do didmetro da fibra, como
efeito do o aumento da distancia agulha/coletor, pode ser explicado pela
reducdo do campo elétrico e, consequentemente, a redugéo o estiramento
do jato. Com esses resultados, baseado na auséncia de defeitos e
uniformidade das fibras, a distancia agulha/coletor de 25 cm foi
considerada como a mais apropriada.
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Figura 22 - Micrografias MEV das membranas eletrofiadas de PLGA puro com
distancia agulha/coletor de: 15 cm, 20 cm e 25 cm. Tensdo elétrica aplicada 18kV
e vazdo de alimentagio 1mL.h™l. Os histogramas com a distribui¢do do didmetro
das fibras também sdo apresentados.
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4.1.5 Consideracdes parciais

A concentragdo da solugdo é um parametro que influencia
fortemente na morfologia das fibras. A eletrofiagdo de solugdes com
concentracdo de 4,8 m% de PLGA resultou em fibras desuniformes ¢ com
defeitos beads. No entanto, com o aumento da concentragio (de 4,8 m%
para 7,4 m% de PLGA), houve uma reducdo no niamero de defeitos beads
e a obtencdo de fibras uniformes. A tensdo elétrica teve um efeito menos
pronunciado na morfologia das membranas eletrofiadas, influenciando
apenas nos valores de didmetro das fibras. A distincia entre a agulha e o
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coletor influenciou significativamente na obtengao de fibras uniformes e
sem coalescéncias, sendo que a distancia agulha/coletor de 25 cm
apresentou os melhores resultados em termos de morfologia. Por ultimo,
a vazdo de alimentagdo influenciou na uniformidade e na presenca de
beads. O aumento da vazdo reduziu o niimero de beads e aumentou o
diametro das fibras. A membrana com maior uniformidade morfologica e
ausente de beads foi eletrofiada a 1 mL.h"".

A partir dos resultados apresentados, verificou-se que as condi¢des
mais apropriadas para a obtencdo de membranas eletrofiadas com fibras
uniformes e livres de defeitos sdo: concentracdo de PLGA de 7,4m%,
tensdo de 18kV, distancia agulha/coletor de 25cm e vazio de alimentagio
de ImL.h"!. Para essas condigdes, as membranas apresentaram didmetros
médios de 706,5 + 142,4 nm. Com isso, as membranas produzidas com
estes parametros apresentam potencial morfologico para aplicagdo em
ROG.

4.2 MEMBRANAS ELETROFIADAS DE PLGA/B-TCP

As membranas eletrofiadas de PLGA/B-TCP foram preparadas a
partir da eletrofiagdo de uma solu¢do de PLGA puro (7,4 m%), com
solvente DCE/DMF 3:1 v/v e incorporagdo de diferentes fragdes massicas
de B-TCP (5, 10 e 20 m%).

4.2.1 Caracterizacio das particulas de p-TCP

O B-TCP sintetizado apresenta densidade de 2,10 g.cm™ e tamanho
de particula (d50 < 5,77 um), Anexo 1. As particulas exibem uma
morfologia constituida de aglomerados, conforme pode ser observado nas
micrografias da Figura 23.
Figura 23 - Micrografia MEV das particulas de B-TCP.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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A Figura 24 apresenta o difratograma de Raios-X das particulas de
B-TCP produzidas e a simulagdo pelo método de Rietveld, utilizando a
carta ICSD-97500 (RIETVELD, 1969; YOUNG, 1993). Os picos de
difracdo do B-TCP produzido, correspondem aos picos da carta padrido
(ICSD-97500). Esse resultado confirma a obtencao do B-TCP.

Figura 24 - Difratogramas de DRX do B-TCP fabricado no CERMAT- UFSC e
B-TCP padrao.

—— B-TCP obtido
. Simulago ICSD 97500 (3-TCP)
*  Simulag&o ICSD 9770 (Alumina)

Intensidade (u.a.)

‘
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
20 (graus)

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

O espectro de FTIR das particulas de B-TCP ¢ apresentado na
Figura 25. A banda caracteristica PO4>- aparece em 1000 cm™!, 596 cm’!
e 542 cm’. A banda COs* localiza-se na regido 1545-1360 cm,
possivelmente derivado de residuos do reagente carbonato de célcio
(CaCOs). Ja a banda 868 cm! refere-se ao grupo HPO4*, que pode ser
derivada de um reagdo de hidratagdo do grupo PO4*, conforme também
observado por (PARK et al., 2008) (KUMBAR et al., 2008) ou derivado
de residuos do reagente fosfato de amonio bibasico ((NH4),HPO4).
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Figura 25 - Espectro de FTIR das particulas de B-TCP.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
4.2.2 Caracterizacio das membranas eletrofiadas

As micrografias de MEV-FEG e a distribuicdo de diametro das
membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA contendo diferentes fracdes
massicas de B-TCP (5, 10 e 20 m%), sdo apresentadas na Figura 26. Com
a adigdo de B-TCP ¢ possivel verificar que a morfologia das membranas
se manteve uniforme e sem a presenca de defeitos. Porém, sdo observados
aglomerados e encapsulamento de particulas, sendo o efeito mais
pronunciado para as fibras de PLGA/20% B-TCP.

A Tabela 5 apresenta os valores de didmetro médio das fibras
(conforme a Figura 26), area de superficie, tamanho de poro, porosidade
percentual (%) e o angulo de contato das membranas eletrofiadas de
PLGA puro e PLGA/B-TCP, que serdo descritos na sequéncia. Existe uma
tendéncia de redugdo do didmetro médio das fibras com a adi¢ao de fB-
TCP. Houve uma reducdo de 706,1 = 142,4 nm, referente as fibras de
PLGA puro, para 649,9 £ 196,1 nm, referente as fibras produzidas com
PLGA/20% B-TCP. No entanto, estatisticamente a diferenca entre as
médias ndo ¢ significativa (p < 0,05), conforme a analise ANOVA
(APENDICE D). Dessa forma, mesmo com a adi¢io de B-TCP, as faixas
de diametros obtidas sdo consideradas apropriadas (dentro de 300 - 1100
nm) Kumbear et al. (2008). Isso pois, dentro da faixa de 300-1100 nm, as
fibras exibem alta area de superficie para a adesdo e proliferacdo de
fibroblastos na superficie das membranas.

A area de superficie das membranas de PLGA/B-TCP aumentou
significativamente com a fragdo massica de B-TCP, de 7,7 m?.g’!
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(PLGA/5%pB-TCP) para 46 m’.g"' (PLGA/20%B-TCP). Isso pode ser
explicado pela redug¢do do tamanho médio do didmetro das fibras com
adi¢do de B-TCP. O tamanho (didmetro médio) dos poros variou entre 4,2
+0,6 nm e 6,5 £ 1,9 nm, enquanto que a porosidade percentual variou de
64 + 2% (PLGA puro) para 77 + 4% (PLGA/10% B-TCP).

Figura 26 - Micrografias MEV-FEG das membranas eletrofiadas de PLGA puro
com diferentes fragdes massicas de B-TCP (5, 10 e 20 m%), tensdo elétrica 25
kV, vazdo de alimentagdo de 1 mL.h"! e distancia agulha/coletor de 25 cm. Os
histogramas com a distribui¢éo do didmetro das fibras também sdo apresentados.
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Os tamanhos de poros obtidos (entre 3 ¢ 20 um) e a porosidade
(entre 60 e 80 %) sdo considerados satisfatorios. Com esses valores hé o
impedimento da penetragdo de fibroblastos para o interior do defeito
0sseo e propicia a adesdo de células na interface, favorecendo a integragao
tecidual (CHEN et al, 2013) (MASOUDI RAD et al., 2017).
Adicionalmente, a alta porosidade permite a difusdo de fluidos, oxigénio,
nutrientes e substancias bioativas (MO et al., 2015).

O teste de angulo de contato em membranas eletrofiadas ¢ um
método comumente utilizado para avaliar a hidrofilicidade da superficie.
A hidrofilicidade é uma caracteristica importante em biomateriais devido
a sua influéncia na adesdo e proliferagdo celular (TEODORA et al., 2015).
Membranas eletrofiadas de PLGA puro apresentaram angulo de contato
125,13° £ 4,17, sugerindo um comportamento fortemente hidrofébico,
conforme apresenta a Figura 27. A incorporagdo de B-TCP ndo alterou as
propriedades da superficie da membrana, como era esperado. Essa
caracteristica hidrofobica das membranas de PLGA e PLGA/B-TCP pode
ter sido dependente da estrutura/rugosidade da membrana e ndo apenas
da composi¢do da superficie.

Figura 27 - Teste de angulo de contato na membrana eletrofiada de PLGA puro.

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

Tabela 5 - Area de superficie especifica, didmetro das fibras, tamanho de poro,
porosidade e angulo de contato das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/B-
TCP.

Area de Tamanho

Membrana Superficie Dti“lfl‘)T:st?l)nrﬂ;s de poro Por?os/i(;ade é)l:lgtgig ((i.;
(m’.g™) (pm)

PLGA puro - 706,1 +1424  6,5+1,9 64+2 125,1+42

PLGA/5% B-TCP 7,7 727,1 £150,5 4,7+1,2 67+12 125,6 +3,3

PLGA/10% B-TCP 31 672,9+1342  42+0,6 77 +4 126,5+4,5

PLGA/20% B-TCP 46 649,9 + 196,1 54+09 75+ 13 132,1£0,6

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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A Figura 28 apresenta os espectros de FTIR das membranas
eletrofiadas de PLGA puro, das membranas de PLGA com diferentes
fracdes massicas B-TCP (5,10 e 20 m%) e B-TCP puro, em uma faixa de
2000 cm! a 600 cm!. Todas as bandas identificadas foram atribuidas, de
acordo com os dados apresentados na Tabela 6 e 7. Os espectros das
membranas eletrofiadas de PLGA/B-TCP apresentam bandas similares ao
de PLGA puro sem qualquer deslocamento. Por esse motivo, pode-se
inferir que as particulas de B-TCP ndo interagiram quimicamente com a
matriz polimérica.

Figura 28 - Espectro de FTIR das membranas eletrofiadas de PLGA puro e
PLGA/B-TCP e particulas de 3-TCP.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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Tabela 6 - Atribui¢des das bandas de absor¢ao na regido do infravermelho das
membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/B-TCP.

Banda de Absorgio (cm™) Atribuigdes
1751 Estiramento C=0 do COO
1453 Deformagao 6 CHz e CH»
1379 Deformagdo CH; e CH
1265 Deformacao simétrica angular CHz e CH,
1181 Deformagdo C-O do COO
1130-1088 Estiramento C-O do CH-O e CH,-O
869 Estiramento C-COO e vibragdo P-O—H no
grupo HPO4 %
756 Deformacdo CH

Fonte: Desenvolvido pela Autora, adaptado de (PARK et al., 2008).

Tabela 7- Atribui¢des das bandas de absor¢do na regido do infravermelho das
particulas de B-TCP.

Banda de Absorcdo (cm™) Atribuigoes
1405 Grupo carbonato CO3 >
1000 Estiramento do grupo fosfato PO,
874 Vibragio P-O-H no grupo HPO, >
596 Deformagdo angular do grupo fosfato PO4*
542 Deformagdo angular do grupo fosfato POs*

Fonte: Desenvolvido pela Autora, adaptado de (MERLINI, 2014).
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As curvas termogravimétricas (TG) e de suas respectivas primeiras
derivadas da variacdo da massa (DrTG), em relagdo a temperatura, das
membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/B-TCP sao apresentadas
na Figura 29 (a e b). A Tabela 8 apresenta os intervalos de degradagdo
térmica e os valores de temperatura de degradacdo méxima (ponto
maximo da curva DrTG) das membranas.

Figura 29 - Curvas de (a) TG e (b) DrTG das membranas de PLGA puro e
PLGA/B-TCP com diferentes fragdes massicas de 3-TCP.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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Tabela 8 - Intervalo de degradagdo térmica e temperatura de degradagdo maxima
(DrTg) das membranas de PLGA puro ¢ PLGA/B-TCP com diferentes fragdes
massicas de B-TCP.

Membrana Intervalo de degradaciao Temperatura de
térmica (°C) degrada¢io maxima (°C)
PLGA puro 278 - 367 347
PLGA/5% B-TCP 292 -410 351
PLGA/10% B-TCP 285 - 415 350
PLGA/20% B-TCP 272 -352 340

Fonte: Desenvolvido pela Autora

A membrana de PLGA puro apresenta temperatura de degradagio
maxima de 347 °C, atribuida a decomposi¢do da cadeia polimérica. A
temperatura de degradacdo maxima das membranas eletrofiadas com
diferentes fragcdes massicas de B-TCP foi deslocada para maiores valores,
de 347 °C para 351 °C para as membranas de contendo 5 ¢ 10% B-TCP.
Enquanto que para as membranas contento 20% de B-TCP foi deslocada
para menores valores, de 347 °C para 340 °C. Esse resultado demonstra
que a adicdo de B-TCP manteve a estabilidade térmica das membranas
com 5 e 10% de B-TCP.

A Figura 30 apresenta os termogramas DSC das membranas de
PLGA puro e das membranas PLGA/B-TCP com diferentes fracdes
massicas de B-TCP. A membrana de PLGA puro exibe a temperatura de
transi¢do vitrea (Tg) em 59,49 °C, a qual varia entre 59,96 - 60,27 °C nas
membranas PLGA/B-TCP. O pico endotérmico durante a fase de
aquecimento estd centrado em 155,39 °C na membrana de PLGA puro,
relativo a fusdo da fase cristalina do PLGA. Apos a incorporacao de [3-
TCP, as temperaturas de fusdo (Tm) reduziram de 155,39 °C para valores
entre 152,45 - 154,73 °C. Sendo assim, pode-se observar que a adi¢do de
B-TCP ndo alterou significativamente a Tg € Tpn.

Como apresentado na Tabela 9, a entalpia de fusdo (AH,) da
membrana de PLGA puro foi de 20,93 J/g, enquanto as membranas de
PLGA/B-TCP variaram entre 17,97 J/g - 24,91 J/g. Os resultados sugerem
que a adi¢do de 5% B-TCP pode ter influenciado a organizagdo das
cadeias poliméricas de PLGA, sendo que o B-TCP pode estar atuando
como agente nucleante, favorecendo a cristalizagdo do PLGA. O
contrario ocorreu com a adi¢do de 10% B-TCP e 20% B-TCP. Além disso,
verifica-se um pico exotérmico em 96,13°C para o PLGA puro, referente
a temperatura de cristaliza¢do do polimero (T¢), durante o aquecimento.
A presenga deste pico de cristalizacdo é decorrente da inabilidade de
formacg@o total da fase cristalina (maxima possivel para amostra) durante
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o processo de eletrofiagdo. Apesar do estiramento do jato polimérico na
eletrofiagdo, a formagdo dos dominios cristalinos foi reestabelecida e
finalizada durante o aquecimento realizado no ensaio de DSC.

Figura 30 - Curvas DSC das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/pB-
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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Tabela 9 - Resultados extraidos das curvas DSC das membranas eletrofiadas de

PLGA puro e PLGA/B-TCP.

Membrana T4 (C®) AH. (J.g1) Ti (°C) AH; (J.gh)
PLGA puro 59 22,47 155 19,54
PLGA/5% B-TCP 60 27,15 152 21,78
PLGA/10% B-TCP 60 21,77 154 13,06
PLGA/20% B-TCP 60 17,48 155 18,44

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

A analise DMA foi realizada nas membranas eletrofiadas de PLGA
puro e PLGA/B-TCP. As curvas de modulo de armazenamento (E’) em
funcdo da temperatura sdo apresentadas na Figura 31 (a). Ao longo de
todo o intervalo de temperatura, os valores de E’ da membrana de
PLGA/B-TCP apresentaram um aumento consideravel em relagdo as
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membranas de PLGA puro, com maiores valores para as membranas
PLGA/10% B-TCP. Esse efeito pode ser atribuido a atuacdo das particulas
de B-TCP como refor¢o. Houve apenas uma pequena redugdo do médulo
de armazenamento com a adi¢do de 20% B-TCP em relagdo a membrana
com 10% B-TCP. Essa redugdo pode ser atribuida a grande quantidade de
particulas e aglomerados de B-TCP nas fibras.

A Figura 31 (b) apresenta as curvas da tangente de perda (Tan 9)
em fun¢do da temperatura das membranas eletrofiadas de PLGA puro e
PLGA/B-TCP. A temperatura de transicao vitrea em aproximadamente 77
°C ndo ¢ afetada pela presenga de B-TCP, assim como observado na
analise DSC. A intensidade do pico, correspondente a temperatura de
transicao vitrea, reduziu com o aumento da fragdo massica de f-TCP. No
entanto, na membrana eletrofiada PLGA/20% B-TCP a intensidade da tan
0 ¢ praticamente a mesma da membrana de PLGA puro. Esse
comportamento, esta relacionado ao grande nimero de aglomerados de
B-TCP na matriz polimérica, ocorrendo uma saturagdo das particulas,
anulando o efeito da presenga destas particulas na matriz polimérica. Esse
comportamento também foi observado por Merlini (2014).

Figura 31 - Curvas de DMA apresentando (a) modulo de armazenamento e (b)
tangente de perda em fung@o da temperatura para as membranas eletrofiadas de
PLGA puro e PLGA/B-TCP.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.

A Tabela 10 apresenta os valores obtidos no ensaio de tragdo das
membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/B-TCP. As membranas
de PLGA puro apresentaram resisténcia maxima a tracao de 3,04 + 1,74
MPa, médulo de elasticidade de 30,07 + 7,70 MPa e deformagao de 55 +
5 %. A adigdo de 5% e 10% B-TCP apresentou uma tendéncia de aumento
nas propriedades mecanicas analisadas. Enquanto que a adi¢@o de 20% de
B-TCP reduziu a resisténcia maxima a tragdo ¢ o modulo de elasticidade,
com apenas um pequeno aumento na deformagfo. O aumento das
propriedades mecanicas nas membranas de PLGA/5% B-TCP e
PLGA/10% B-TCP também foi observado no ensaio de DMA. A reducdo
nas propriedades mecanicas para a membrana de PLGA/20% B-TCP pode
estar relacionada a presenca de aglomerados de particulas de B-TCP ao
longo das fibras. Os valores obtidos no ensaio de tracdo sdo satisfatorios
para o uso em ROG, visto que a membrana comercial BioGuide®,
comercialmente muito utilizada, apresenta valores de 4,8 Mpa de
resisténcia maxima a tragdo (ORTOLANI et al., 2015). Por esse motivo,
as membranas desenvolvidas de PLGA/5% PB-TCP com resisténcia
maxima a tragdo de 4,17 + 0,55 MPa e PLGA/10% B-TCP com 3,11 +
0,54 MPa possuem grande potencial em relagdo as propriedades
mecanicas para o uso em ROG.
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Tabela 10 - Propriedades mecanicas das membranas de PLGA puro e PLGA/B-
TCP com diferentes fracdes massica (5, 10 e 20 m%).

Membrana Resisténcia maxima a Moédulo de Deformacgio
tracio (MPa) Elasticidade (MPa) (%)
PLGA puro 3,04+ 1,74 30,07 +7,70 55+5
PLGA/5% B-TCP 4,17 +0,55 41,43 +£3,14 82+11
PLGA/10% B-TCP 3,11+0,54 38,95+ 13,05 69 £ 10
PLGA/20% B-TCP 1,17 +0,59 9,51 +£3,81 70+5

Fonte: Desenvolvido pela Autora.

A Figura 32 mostra a capacidade de absor¢do de solugdo de PBS
das membranas eletrofiadas de PLGA puro e PLGA/B-TCP. O teste de
absorcao foi realizado durante o teste de degradacao, que sera apresentado
posteriormente, as membranas foram avaliadas apos de 7, 14, 21 e 28 dias
em PBS a 37 °C. Os resultados obtidos ao longo dos 28 dias de exposigdo
demonstraram que as membranas de PLGA/5% B-TCP absorveram mais
solugdo em relagdo as demais composi¢des. Por esse motivo, apesar dos
resultados de angulo de contato ndo terem se alterado com a adigao de p-
TCP e sugerir um comportamento fortemente hidrofobico, os resultados
de absor¢do sugerem que a adi¢@o de 5% de B-TCP, favoreceu a interagao
da membrana com a solug@o e aumentou a hidrofilicidade. O aumento da
hidrofilicidade com a adicdo de B-TCP também foi observado em
(MASOUDI RAD et al.,, 2017). Consequentemente, o aumento da
hidrofilicidade pode influenciar no aumento da adesdo e proliferagdo
celular, como observado em (PARK et al., 2017) e (DUTRA MESSIAS;
ARAGONES; APARECIDA DE REZENDE DUEK, 2009). Além disso,
a absor¢ao de solugdo diminui ao longo do tempo para todas as
composi¢des. Esse processo pode ser atribuido ao inicio da degradacgdo
por hidrélise das cadeias poliméricas do PLGA, reduzindo assim a
capacidade de absor¢do das membranas.
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Figura 32 - Absor¢ao das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/B-TCP. Os
valores representam a média + erro padrdo da média em triplicata e comparados
através da analise de varidncia one-way (ANOVA) seguida pelo teste Tukey,
considerando-os estatisticamente diferentes quando p < 0,05.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora

A Figuras 33 e 34 apresentam, respectivamente, o ganho de massa
e o pH das membranas eletrofiadas de PLGA puro e de PLGA/B-TCP
durante o teste de degradacao in vitro, apds exposigdo de 7, 14, 21 e 28
dias em PBS a 37°C. Segundo os resultados do teste de degradacao, as
membranas apresentaram ganho de massa, o que ndo era esperado. O
aumento de massa das membranas pode ser justificado pela formacgao de
cristais de PBS (Anexo 2). Os cristais de PBS foram formados devido ao
fato de que as membranas ndo foram lavadas antes da liofiliza¢do e da
pesagem. Apesar disso, percebe-se que ao longo do periodo de 28 dias
houve redugdo no ganho de massa, sugerindo a degradacdo do PLGA. Na
analise de pH, os valores reduziram de cerca de 7,5 para 6,5 na primeira
semana, mantendo-se constante em 6,5 até o final do experimento (28
dias) para todas as composi¢des. Essa diminui¢do pode estar relacionada
aos produtos de degradacdo (4cido lactico e acido glicédlico) do PLGA no
meio ou a produtos derivados do metabolismo celular. No entanto nao
houve confirmagdo da degradacdo. A degradagdo ndo confirmada das
membranas eletrofiadas no periodo de 28 dias pode ser explicada pela alta
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propor¢do do monémero LA em relagdo ao GA (82/18) e também devido
a semicristalinidade deste PLGA, o que reduz o acesso de dgua nas
regides amorfas durante a degradagdo hidrolitica e aumenta o tempo de
degradacio. E possivel observar que a membrana contendo 5% de B-TCP
apresentou os maiores valores de ganho de massa em comparagdo com as
demais membranas. Isso pode ser correlacionado com o aumento da
cristalinidade das membranas de PLGA/5% B-TCP, como verificado no
ensaio de DSC. Assim, consequentemente, a membrana de PLGA/B-TCP
pode apresentar maior tempo de degradagao.

Figura 33 - Ganho de massa das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/B-
TCP. Os valores representam a média + erro padrdo da média em triplicata e
comparados através da analise de varidncia one-way (ANOVA) seguida pelo teste
Tukey, considerando-os estatisticamente diferentes quando p < 0,05.
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Figura 34 - Valores de pH da solugdo de PBS durante o teste de degradagao in
vitro. Os valores representam a média + erro padrdo da média em triplicata e
comparados através da analise de varidncia one-way (ANOVA) seguida pelo teste
Tukey, considerando-os estatisticamente diferentes quando p < 0,05.
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Fonte: Desenvolvido pela Autora

Os ensaios de atividade metabodlica (Figura 35) e viabilidade
celular Live/Dead® dos fibroblastos 1929 (Figura 36) foram realizados
com o intuito de investigar o comportamento dessas células em contato
com a superficie das membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/B-TCP,
em relagdo a citotoxicidade, adesdo e proliferagdo celular. Os testes foram
realizados com fibroblastos de tecido conectivo de camundongo
(linhagem 1L929), ap6s 1, 3 e 7 dias de cultivo. Foi possivel observar que
a partir do 3° dia de cultura, a atividade metabdlica aumentou com o
aumento da fragdo massica de B-TCP em relagdo a membrana de PLGA
puro. Apo6s esse periodo, a atividade metabolica manteve-se praticamente
constante até o 7° dia, apresentando uma boa adesdo e proliferagdo dos
fibroblastos. Além disso, os resultados de atividade metabdlica a partir do
3° dia encontram-se acima de 70% (linha pontilhada), indicando a ndo
citotoxicidade das membranas. O teste de viabilidade celular (Figura 36)
apresentou o aumento da aderéncia, propagacgao e proliferacao das células
fibroblasticas (L929) com o aumento da fragdo massica de B-TCP em
relacdo as membranas eletrofiadas de PLGA puro. Estes resultados
demonstraram a 6tima viabilidade celular destas células aderidas sobre as
membranas.
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Figura 35 - Atividade metabolica realizados com fibroblastos (L929). Os valores
representam a média + erro padrdo da média em triplicata e comparados através
da analise de varidncia one-way (ANOVA) seguida pelo teste Tukey,
considerando-os estatisticamente diferentes quando p < 0,05.
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Figura 36 - Viabilidade dos fibroblastos (L929), utilizando o kit Live/Dead®. Em
verde podem ser visualizadas as células vidveis e em vermelho as células mortas.
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Os ensaios de atividade metabdlica e viabilidade celular dos
osteoblastos MC3T3 foram realizados com o intuito de investigar o
comportamento dessas células em contato com a superficie das
membranas eletrofiadas de PLGA e PLGA/B-TCP, em relacdo a
osseointegracdo e osteocondugdo, através da adesdo e proliferacdo. A
adesdo celular ¢ um comportamento celular importante, visto que afeta
diretamente na proliferagdo e na osteogéneses (KHOJASTEH et al.,
2016) (ORTOLANI et al., 2015). As Figura 37 e 38 apresentam a
atividade metabolica e viabilidade celular de osteoblastos MC3T3, apds
1, 3 e 7 dias de cultivo. Pela analise da atividade metabdlica, constata-se
que todas as membranas ndo apresentaram citotoxicidade. Os
osteoblastos apresentaram uma redugdo na atividade metabdlica e na
viabilidade celular no 3° dia de cultura, em comparacdo com o 1° dia,
mantendo-se praticamente constante até o 7° dia. Pode-se observar que,
apesar da reducdo da atividade metabolica e viabilidade celular no 3° dia,
os resultados foram satisfatorios. A membrana de PLGA/5% B-TCP
apresentou desempenho superior as demais, seguida pela membrana de
PLGA puro e PLGA/10% B-TCP. Esse resultado indica que a fracdo
massica de 5% B-TCP apresentou a melhor adesdo de osteoblastos em
detrimento as demais fragdes massicas de B-TCP.

Figura 37 - Atividade metabolica de células osteoblasticas (MC3T3). Os valores
representam a média + erro padrdo da média em triplicata e comparados através
da analise de varidncia one-way (ANOVA) seguida pelo teste Tukey,
considerando-os estatisticamente diferentes quando p < 0,05.
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Figura 38 - Viabilidade das células osteoblasticas (MC3T3), utilizando o kit
Live/Dead®. Em verde podem ser visualizadas as células vidveis e em vermelho

as células mortas.
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PLGA/10% B-TCP PLGA/20% B-TCP

3 dias 1 dia
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Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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5 CONCLUSAO

A partir do estudo realizado nessa dissertagdo, foi possivel
determinar a concentragdo massica polimérica e os parametros de
processos mais adequados na obten¢do de membranas eletrofiadas de
PLGA puro, sem defeitos e uniformes. Conclui-se que a morfologia das
membranas de PLGA ¢ influenciada por todos esses pardmetros, com
efeito mais pronunciado na concentragdo massica polimérica.

A incorporacdo de diferentes fragdes madssicas de B-TCP ndo
alterou a uniformidade da fibra, no entanto, aumentou a presen¢a de
aglomerados para maiores fragdes massicas de B-TCP. Foi constatado que
o aumento da fragdo massica de B-TCP direcionou a reducdo do diametro
da fibra e, consequentemente, aumentou a area de superficie da fibra. Foi
possivel o desenvolvimento de membranas PLGA/B-TCP com tamanhos
de poros e porosidade (%) aceitdveis para a ROG, viabilizando a
penetracao superficial de fibroblastos, a troca de gases e de nutrientes.

A presenca de B-TCP ndo alterou a condutividade idnica da
solugdo, assim como ndo alterou a hidrofilicidade, analisada pelo angulo
de contato. No entanto, através do ensaio de absor¢do, a membrana de
PLGA/5%p-TCP apresentou maiores valores de absor¢do em relagdo as
demais, indicando o aumento da hidrofilicidade para essa fragdo massica
de B-TCP.

A estabilidade térmica das membranas aumentou brandamente
com a adi¢do de 5 ¢ 10% de B-TCP. Porém, ndo foram observadas
alteracdes significativas na Ty e Ty com a adi¢do de B-TCP.

A vpartir da analise termodindmica-mecéanica conclui-se que a
adi¢do de B-TCP aumentou o modulo de armazenamento e reduziu os
valores de Tan d, com melhores resultados para as membranas PLGA/5%
B-TCP e PLGA/10% B-TCP. Através dos ensaios de tracdo também foi
constatado o aumento das propriedades mecanicas, como o com aumento
na tensdo de ruptura, no modulo de elasticidade e na deformacao, para
membranas com 5 ¢ 10% de B-TCP. No entanto, em ambas analises a
membrana de PLGA/20% B-TCP apresentou redugdo nas propriedades
mecanicas, devido a presenca de aglomerados de B-TCP que reduzem a
resisténcia mecanica.

A degradac@o das membranas de PLGA puro e PLGA/ B-TCP nao
foi confirmada no periodo de 28 dias, apresentando um ganho de massa
devido a formagdo de cristais de PBS. Assim, as membranas indicam
potencial para proteger o defeito 6sseo sem perder sua integridade fisica.

A partir das analises dos testes in vitro, todas as membranas foram
comprovadas como ndo citotdxicas, tanto para as células fibroblasticas
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(L929) quanto para as osteoblasticas (MC3T3). Ademais, através dos
resultados de atividade metabolica e viabilidade celular, conclui-se que o
aumento da fracdo massica de B-TCP favoreceu a adesdo e proliferagdo
de células fibroblasticas. Enquanto para a linhagem de células
osteoblasticas, as membranas de PLGA/5% pB-TCP apresentaram a
melhor resposta celular, oferecendo condi¢des satisfatdrias para a
integracdo tecidual na interface para aplicacdo em ROG.

Dentro deste contexto, a partir dos resultados apresentados,
conclui-se que foi possivel desenvolver membranas eletrofiadas de
PLGA/B-TCP com microestrutura, propriedades mecénicas e bioldgicas
apropriadas para serem utilizadas na Regeneragio Ossea Guiada. Dentre
as composigdes avaliadas, a membrana de PLGA/5% B-TCP exibe
propriedades mais satisfatorias para serem utilizadas na aplicagdo
proposta.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Otimizar a dispersdo de B-TCP nas fibras.

e Repetir o ensaio BET para verificar em triplicata a area de
superficie das membranas.

e Realizar ensaio de tragdo pelo ensaio DMA.

e Realizar degradagdo in vitro no minimo 4 meses, para verificar o
tempo de meia vida e a influéncia do B-TCP no pH do meio.

e Caracterizar o polimero por reometria (massa molar) e
acompanhar a reducdo da massa molar com o teste de
degradacéo.

e Realizar teste de penetracao de fibroblastos.

e  Repetir testes in vitro e verificar adesdo com o auxilio do MEV.

e Realizar um estudo das membranas com adi¢do de colageno ou
quitosana com foco na adesdo celular.

e Realizar um estudo de uma membrana bicamada.
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APENDICE A Anilise da Varidncia (ANOVA) para a influéncia da

tensdo elétrica (kV) aplicada no processo na distribuicdo de diametros
(nm) das fibras de PLGA puro

As médias diferem?

Amostra Diferem de

Quais médias diferem?

0005 a1 =05 -
1BV 3
Yes T | No 2 ey
F= qant ERRE Y 1
As diferencas entre as médias sdo significativas (p < 0,03)
Carta de comparacio de médias
% kV —_—
20 kV _——
kv —_—
550 600 650 00 750
Estatisticas Intervalo de confianca
Amostra Tamanho da amostra Meédia Desvio Padrio  93%
16 kv 50 580,43 143,29 (558,71;640,15)
18 kv 50 706,13 142,39 (665,66; 746,60)
20 kv 50 663,75 214,23 (602,87;72463)

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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APENDICE B - Andlise da Variancia (ANOVA) para a influéncia da vazdo de
alimentagdo na distribuicao de diametros (nm) das fibras de PLGA puro

Quais médias diferem?

As médias diferem?

Amostra Diferem de
[T =05 .
105 mlh
Yes TN | No 2 Teind None Iden tiied
P08 3 Zmilh-1
Carta de comparagdo de médias
05 mLh-1 —_— e
1mLh-1 —_— .
2 mLh .
00 640 680 20 T80
Fistatisticas Intervalo de confianca
Amostra Tamanho da amostra Média Desvio Padrdo  95%
0.5 mLh-1 50 633,31 226,55 (568,93; 697,69)
1 mLh-1 50 706,13 142,39 (665.66; 746,60)
2 mLh-1 50 70315 193,99 (648,02; 758.28)

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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APENDICE C - Anilise da Variancia (ANOVA) para a influéncia da distancia
agulha/coletor (cm) na distribui¢do de didmetros (nm) das fibras de PLGA.

As médias diferem?

Amostra Diferem de
0 6o o 05
1 20ecm 3
Yes T | Mol 2 2Eem 13
F = QO 3 15em 12

Carta de comparacdo de médias

25 cm —_—
15 em —_—
600 750 900 W50 1200
Estatisticas Intervalo de confianca
Amostra Tamanho da amostra Média Desvio Padrio  93%

15 cm 50 10279 433,09 (904,84;1151,0)

20 cm 50 586,94 204,18 (528,91; 644,96)

25 cm 50 706,13 142,39

(665,66, 746,60)

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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APENDICE D - Anilise da Varidncia (ANOVA) para a influéncia das

diferentes fra¢des massicas de B -TCP na distribui¢do de didmetros (nm) das
fibras de PLGA.

As médias diferem?

Quais médias diferem?

Amostra Diferem de

0005 o1 >05 i
1 20%8-TCP
Yes Mo 2 0% E-TEP
F =i 3 PLGApuro Mone Identfied
4 S%BTCP
As diferencas entre as médias sio significativas (p < 0,03)
Carta de comparacéio de médias
wupTR| ————
W B-TCR _
PLGA purc —_—
5% BTCR —_—
600 640 &0 720 T80
Estatisticas Intervalo de confianca
Amostra Tamanho da amostra Média Desvio Padrao  93%
PLGA puro 50 706.13 142.39 (665.66: 746,60)
5% B-TCP 50 727.07 150,51 (684,29: 769.84)
10% B-TCP 50 672,90 134,18 (634,76; 711,03)
20 % B-TCP 50 649,94 196,14 (594,20; 705,68)

Fonte: Desenvolvido pela Autora.
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ANEXO 1 - Distribuigdo do tamanho de particulas de B-TCP.

Sample Name Average of ‘amostra2’ Measurement Date Time 21/06/2017 12:36:17

Operator Name UFSC Analysis Date Time 21/06/2017 12::
SOP File Name HydroEV.cfg Result Source Averaged

17

Particle Name [EROWSE] Particle Refractive Index 2200
Dispersant Name Ethanol Dispersant Refractive Index 1,360
Particle Absorption Index 0,100 Laser Obscuration 10,12 %
Weighted Residual 2,27 % Scattering Model Fraunhafer
Analysis Model General Purpose Analysis Sensitivity Normal

Concentration 0,0040 % Span 1,583
Uniformity 0,481 Result Units Yolume
Specific Surface Area 2140 m™/kg Dv (10) 145 ym
D [3:2] 2,80 um D (50) 5,77 um
D [43] 593 um Dv (90) 106 um

Frequency (compatible)

15,0
& 10,0
=y
H
a
@
g
] 5,0
0.0 T T T TTTTI] T T TTTTTT T T TTTITTI T T T T Trrrm
01 10 10,0 100,0 1.000,0 10.000,0
Size Classes (um)
[4] Average of ‘amostra2’-21/06/2017 12:36:17

274 0.00

in
0.00 0405 036 165 192 672 913

1 0.00 454 0.00
0,00 0461 041 188 213 764 901 311 000 127 000 516 0,00
0.08 0523 047 236 858 813 353 0.00 144 0.00 586 0.00
0584 056 266 086 653 401 000 163 0.00 666 0.00
0675 056 307 12 445 456 0.00 186 0.00 756 0,00
7 079 3.65 127 233 518 0.00 211 0.00 858 0.00
LEH 3585 442 145 031 589 000 240 000 976 0,00
024 0981 112 403 540 164 000 669 000 0.00 1110
026 113 131 458 652 187 000 760 000 310 0.00
0314 029 128 151 521 212 0.00 864 0.00 352 0.00
0357 0. 145 172 582 8.60 241 0.00 251 0.00 400 0.00
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ANEXO 2 — Micrografias MEV apresentando os cristais de PBS formados
durante o ensaio de degradagdo em 7 e 28 dias nas membranas de PLGA contendo
diferentes fragdes massicas (5,10 ¢ 20 m%). Aumento de 500 x ¢ 5000 x.

7 dias 28 dias

PLGA/10%p-TCP PLGA/5%3-TCP PLGA puro

PLGA/20%B-TCP

THW3030 0613 2018/04/08 200pm  TM3030 0636

Fonte: Desenvolvido pela Autora.



