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RESUMO

O polimero Poli(caprolactona) (PCL) tem sido amplamente usado como biomaterial nas
ultimas décadas. Sua biocompatibilidade e boas propriedades termo-mecanicas sdo as principais
caracteristicas que levam a selecdo desse material para aplicagdo nas dreas biotecnoldgica,
farmacéutica e téxtil. Neste trabalho, montou-se um equipamento para realizar o processamento
de eletrofiacdo e caracterizacdo de mantas formadas por fibras de PCL e nanocompdsitos de
PCL/nanotubos de carbono (NTC). Recorreu-se a eletrofiacdo com a aplicacdo de um campo
elétrico gerado por uma corrente alternada (CA) e por uma corrente continua (CC)
simultaneamente (CA/CC) visando o controle da estabilidade do escoamento do jato polimérico
durante o processamento a fim de determinar os parametros de processo e comparar os efeitos das
diferentes frequéncias durante o processamento. Foram obtidos também nanocompdsitos de
PCL/6xido de grafeno (GO) com aplicagdo de um potencial elétrico em corrente continua (CC), a
fim de determinar os parametros de processos em diferentes concentracdes de 6xido de grafeno.
As solugdes/suspensdes utilizadas no processo foram caracterizadas através de medigdes de
condutividade elétrica, tensdo superficial e propriedades reolégicas. As fibras obtidas na forma de
mantas porosas nao-tecidos (non woven) foram caracterizadas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTI-R),
Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC), Anélise Termogravimétrica (TGA), Resistividade,
Angulo de contato, ensaios mecinicos de tracdo e ensaios bioldgicos in vitro com células tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) e células (MG63). Observou-se que o diametro médio das
fibras depende da frequéncia CA aplicada durante a eletrofiagdo. A analise por FTI-R mostrou
que houve a interacdo entre o PCL e o NTC, e as andlises biologicas indicaram que as mantas de

PCL/GO e PCL/NTC sao promissoras para uso como biomaterial.

Palavras-chave: Poli(caprolactona); Nanocompdésito; Eletrofiagdo; Nanotubo de Carbono; Oxido

de grafeno
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ABSTRACT

Poly (e—caprolactone) (PCL) has been widely used as biomaterial in the last decades. Its
biocompatibility and good thermomechanical properties are the main features that lead to the
selection of this material for applications in biotechnological, pharmaceutical and textile areas. In
this work, an equipment was set up to perform electrospinning; characterization of fibrous mats
formed by pure PCL fibers and nanocomposites of PCL/carbon nanotubes (CNT).
Electrospinning based on the application of an electric field generated by an alternating current
(AC) and a direct current (DC) simultaneously (AC/DC) was performed aiming to control the
stability of the jet flow of the polymer during processing in order to determine the process
parameters and compare the effects of different frequencies during processing. Nanocomposites
of PCL/graphene oxide (GO) with application of a DC electrical potential were also obtained in
order to determine the process parameters at different concentrations of graphene oxide.
Solutions/suspensions employed in the process were characterized by measurements of electrical
conductivity, surface tension and rheological properties. The fibers obtained in the form of non-
woven porous mats were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Differential canning Calorimetry (DSC),
Thermogravimetric Analysis (TGA), resistivity, contact angle and mechanical properties was
measured, and in vitro biological assays with human mesenchymal stem cells (hMSCs) and
(MG63) was evaluated. It was observed that the average diameter of the fibers depends on the
AC frequency applied during electrospinning. The FT-IR analysis showed that there was
interaction between the PCL and the CNTs, and biological analysis indicated that the mats of
PCL/CNT and PCL/GO are promising for use as a biomaterial.

Keywords: Poly (e—caprolactone); Nanocomposite; Electrospinning; Carbon nanotube; Graphene

oxides.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

Neste capitulo serd feita uma breve introducdo ao processo de eletrofiacdo, apresentando
suas principais caracteristicas quanto aos pardametros de processamento. Também serdo

expostos os objetivos deste trabalho.

Eletrofiacdo € uma técnica de producdo de fibras poliméricas que vem despertando
interesse em diversas areas tecnoldgicas devido a sua capacidade de produzir fibras na faixa
submicrométrica e nanométrica. O processo consiste na aplicacdo de um forte campo elétrico em
uma solucao polimérica ou um polimero fundido o qual pode ser aplicado em uma variedade de
polimeros, algo dificil de atingir utilizando outras técnicas de fiagdo. Além disso, € uma técnica
relativamente robusta e simples, que permite o controle sobre a morfologia (Maheshwari e Chang
2009, Bhardwaj e Kundu, 2010; Leung e Ko, 2011). Uma desvantagem oferecida por esta técnica
¢ seu baixo rendimento, que limita sua aplicacdo. No entanto, vérios grupos de pesquisa tém
desenvolvido sistemas de eletrofiagdo mais sofisticados para aumentar a taxa de producdo de

nanofibras (Bhardwaj e Kundu, 2010).

O sistema de eletrofiacdo consiste basicamente em uma bomba de infusdo, uma fonte de
alimentacdo de alta voltagem, uma seringa com a solu¢do polimérica ou o polimero fundido, e
um sistema coletor (Bhardwaj e Kundu, 2010). O coletor pode apresentar diversas formas como,
por exemplo, uma chapa ou um cilindro, que sdo confeccionados de material condutor para que
as cargas possam ser dissipadas, facilitando a deposi¢do continua das fibras. O tipo de coletor

influencia a disposicdo das fibras na manta. Coletores mais simples como uma chapa metélica



produzem nanofibras com orientacOes aleatérias na manta. No entanto, estudos relatam que

também € possivel produzir nanofibras orientadas (Baji et al., 2010).

O processo de eletrofiagdo em corrente alternada (CA) e corrente continua (CC)
simultaneamente pode ser utilizado para modular o padrao de escoamento do jato durante o
processo de eletrofiagdo. No método, é empregada uma combinacdo de poténcias CA/CC, cuja
relacdo entre as varidveis especificas do processo CA € a frequéncia e a magnitude de
deslocamento CC o que possibilita um nimero maior de parametros para o controle do processo
(Lee, Yoon e Kim, 2009). Nos ultimos anos, alguns trabalhos sobre a aplicacdo de um campo
elétrico alternado (CA) no processo de eletrofiacdo demonstraram novas estruturagdes de fibras
(Lee, Yoon e Kim, 2009; Ochanda et al., 2012; Sarkar, Deevi e Tepper, 2007). A aplicacdo de
campos elétricos de corrente alternada (CA) pode favorecer a formacdo de fibras orientadas
devido a supressdo das instabilidades de escoamento do jato, o que denota a dependéncia da
frequéncia alternada com os padrdes de escoamento e, consequentemente, com as caracteristicas
finais da fibra formada (Lee, Yoon e Kim, 2009; Ochanda et al., 2012; Sarkar, Deevi e Tepper,
2007; Ishii, Sakai e Murata, 2008).

As fibras formadas por essa técnica apresentam caracteristicas Unicas como alta édrea
superficial e porosidade controlada, as quais sdo interessantes para diferentes aplicacdes. Na drea
biomédica, as nanofibras estdo sendo desenvolvidas para utilizacdo em diversas aplicacdes como,
por exemplo, nanocompdsitos, suportes para engenharia tecidual, curativos para feridas e
sistemas de liberacdo de farmacos (Agarwal, Wendorff e Greiner, 2008; Xie, Li e Xia, 2008;
Maheshwari e Chang, 2009). Outras areas em destaque s@o a de biosensores, de suportes para

imobilizacdo de enzimas e de filtragdo (Bhardwaj e Kundu, 2010; Burger, Hsioa e Chu, 2006).

Tendo em vista o intenso desenvolvimento de novos materiais e processos para obtencao de
estruturas aptas a substituir e regenerar tecidos e 6rgaos humanos, os biomateriais (todo material
nao vivo usado em dispositivos médicos para interacdo com o sistema) podem desempenhar um
papel importante na satde. Os biopolimeros sdo os principais tipos de biomateriais € podem,
segundo suas propriedades de degradacdo, ser classificados em biodegraddveis e ndo

biodegraddveis. (Ramos, 2011; Tian et al., 2012).



Dentre os polimeros biocompativeis, destaca-se a poli(e—caprolactona) PCL, um polimero
sintético hidrofébico biodegraddvel, de taxa de degradacdo lenta (12 a 24 meses), que possui
resisténcia a tragdo e moédulo de elasticidade superiores a de outros biopolimeros, encontrando
aplicacdes em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, recobrimentos de canulas uretrais e
em engenharia tecidual de tecido epidérmico, muscular, dsseo e cartilaginoso (Sasmazel et al.,
2008; Schueren et al., 2011; Jiang et al., 2013). A eletrofiacdo de polimeros biocompativeis e
reabsorviveis faz com que essa técnica seja promissora para o desenvolvimento de fibras
nanoestruturadas de nanocompdsitos, como indicam artigos recentes publicados na literatura

(Kim e Kim, 2011; Kumar et al., 2012).

Atualmente, os nanotubos de carbono (NTCs) vém despertando interesse por apresentarem
diversas aplicagdes em tecnologias voltadas para drea médica, eletrOnica, agricultura e meio
ambiente, devido a suas exclusivas propriedades fisicas e versatilidade quimica (Martinez, 2011).
Estudos também relatam a biocompatibilidade dos NTCs, onde sua presenca pode proporcionar
crescimento de células (Harrison e Atala, 2007). Um nanocompdsito polimérico biocompativel
reforcado com NTC pode, potencialmente, ser usado como uma nova geracao de materiais para
implantes, pois poderia estimular o crescimento celular e a regeneracao do tecido pela facilidade

da transferéncia de sinal fisioelétrico (Zang et al., 2006).

Os oxidos de grafeno (GO) sdo materiais promissores que vem se destacando em diversas
aplicacdes na drea de biomateriais, tais como reforco em compdsitos de matriz polimérica
proporcionando o aumento das propriedades mecéanicas e melhores propriedades elétricas e
térmicas. Um nanocompdsito polimérico biocompativel reforcado com GO pode apresentar
potencial para terapias do cancer e para implantes. Estudos relatam propriedades antibacterianas,
biocompatibilidade e biodegradabilidade do GO. (Dong e Chen, 2010; Potts et al., 2011; Tapan e
Smita, 2013).

O processo de eletrofiagdo permite produzir fibras de nanocompositos para diferentes
aplicacdes, possibilitando a incorporacdo de nanoparticulas, como os nanotubos de carbono
(NTC) e 6xido de grafeno (GO) na solugdo polimérica (Costa ef al., 2012; Ramaswamy, Clarke e
Gorga, 2011).



Células mesenquimais humanas (hMSCs) vém despertando grande interesse devido ao seu
potencial em medicina regenerativa. As hMSCs sdo células multipotentes com capacidade de
diferenciagdo em vdrias linhagens celulares, de se auto-renovar e intrinsecamente reparar e
regenerar tecidos danificados. Estudos reportam o potencial dos scaffolds eletrofiados para
engenharia tecidual, que além de fornecerem suporte estrutural para cultura de células tronco,
também fornecem sinais topograficos, influenciando na diferenciacido celular, facilitada pela

arquitetura nanoestruturada fornecida pelas fibras (Chew et al., 2006; Pereira et al., 2010).

O processo de eletrofiacdo é promissor na engenharia tecidual, onde a dificuldade do
controle da morfologia e propriedades de fibras obtidas por eletrofiacdo € um desafio ainda a ser
superado (Szentivanyi et al., 2006; Teo e Ramakrishama, 2006). Assim, neste trabalho foram
obtidas fibras por eletrofiacio de nanocompositos de PCL/GO e PCL/NTC, aplicando campo
elétrico alternado CA/CC e continuo (CC). Para isso foi necessaria a montagem do equipamento
de eletrofiacdo. Foram estudados os efeitos do processo na formacdo das mantas de fibras, onde
essas foram caracterizadas. A biocompatibilidade foi avaliada por testes in vitro utilizando
hMSCs e MG63. Pelo conhecimento da autora, ndo ha estudos publicados na literatura
reportando a obten¢do de mantas formadas por fibras eletrofiadas de nanocompdsitos de PCL/
GO e PCL/NTC pelo processo de eletrofiac@o, utilizando campo elétrico alternado CA/CC e a
avaliacdo de sua aplicabilidade em hMSCs e MG63.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi obter fibras de PCL e de nanocompositos de PCL/NTC e
PCL/GO por eletrofiagdo em corrente continua e corrente alternada e avaliar a viabilidade desses

como biomateriais.

Sendo assim, os seguintes objetivos especificos deste trabalho foram:

» Montagem de um equipamento de eletrofiagdo para corrente continua (CC) e

corrente alternada (CA) simultaneamente.



Determinacdo de parametros de eletrofiacdo para CA/CC simultaneamente com

intuito de avaliar o efeito do campo elétrico alternado na morfologia das fibras.

Caracterizacdo das solucdes através de ensaios reoldgicos, medi¢des de tensdo
superficial e condutividade elétrica para melhor compreensdo dos parametros que

favorecem processo de eletrofiacao.
Producdo de mantas formadas por nanofibras de:
v" Policaprolactona — PCL;

v" Nanocompdsitos de Policaprolactona / 6xido de grafeno - (PCL / GO) e
Policaprolactona / Nanotubo de carbono - (PCL/NTC);

Caracterizagdes Térmicas por Andlise de Calorimetria Diferencial Exploratéria
(DSC) e Andlise Termogravimétrica (TGA) e Analises Quimicas por

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR).

Avaliacdo da biocompatibilidade das mantas de PCL, PCL/NTC e PCL/GO através

dos seguintes ensaios in vitro:

v" Proliferacdo celular por Microscopia Confocal e Eletronica de Varredura

frente a cultura de células mesenquimais humanas.

v Avaliagéo da atividade da fosfatase alcalina.

v" Avaliagdo/proliferacéo celular das mantas de PCL e PCL/NTC com células
MG63.

v Avaliagdo da influéncia das diferentes propor¢des de 6xido de grafeno

(0,15%; 0,3 % e 0,5%) no crescimento e proliferacdo de (hSCMs).



1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Este trabalho estd organizado em oito capitulos:

No capitulo 1 é abordado uma breve introducao ao processo de eletrofiagdo, suas principais

caracteristicas quanto aos parametros de processamento os materiais e os objetivos deste trabalho.
No capitulo 2, € apresentada uma revisao da literatura sobre a temética aqui discutida, com
a necessdria fundamentagdo tedrica sobre o processo de eletrofiacdo, biomateriais, nanofibras,

nanocompositos, poli(caprolactona) e suas aplicagdes.

No capitulo 3, apresenta-se de forma detalhada a fase que compde a montagem do

equipamento de eletrofiacdo CA/CC e teste preliminares.

No capitulo 4, apresenta-se de forma detalhada a fase experimental que compde esta

pesquisa, apds a montagem do equipamento de eletrofiacao.

No capitulo 5, estdo apresentados os resultados obtidos do sistema PCL/NTC, bem como a

analise e discussao dos mesmos.

No capitulo 6, estdo apresentados os resultados obtidos do sistema PCL/GO, bem como a

analise e discussao dos mesmos.

No capitulo 7, apresentam-se as conclusdes do trabalho e as sugestdes para trabalhos

futuros.

No capitulo 8, apresentam-se as referencias bibliograficas.



Capitulo 2

2. REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo apresenta uma revisdo da literatura sobre o tema deste trabalho.

2.1 ELETROFIACAO

O processo de eletrofiacdo foi inicialmente patenteado por J. F. Cooley e W. J. Morton
(1902). Nesta patente, foi proposto o método baseado em fontes de alta tensdo para produzir
filamentos, o qual originou o primeiro processo conhecido como electrospinning. Essa técnica
permitiu a formacdo de fibras e indicava que para se obter sucesso nesse processo, trés fatores
fortemente relevantes deveriam ser cumpridos: 1) viscosidade do fluido, ii) escolha de solventes

suficientemente volateis , iii) a intensidade do campo elétrico ideal.

Em geral, o sistema de deposi¢cdo para eletrofiacdo consiste em trés componentes basicos:
uma fonte de alta tensdo em corrente continua (CC) ligada eletricamente a um fluido (solugdo
polimérica), um coletor alvo (a0 qual podem ser adicionados substratos) e um dispositivo de
infusdo (“bomba”) para realizar a injecdo do fluido. Para uma eletrofiagdo bem sucedida, devem
ser ajustados diversos parametros, tanto de processo quanto de solucdo. Os principais parametros
de processo sdo: vazao, distancia do alvo coletor, voltagem aplicada e didametro da agulha. Dentre
os parametros de solugdo, os principais sdo tipo de polimero, a concentracio e o solvente, que por

sua vez determinam as propriedades fisicas da solucdo como viscosidade, tensdo superficial,



condutividade elétrica e outras propriedades reoldgicas do fluido (Teo e Ramakrishna, 2006;

Bhardwaj e Kundu 2010).

Nesta técnica, o polimero, solubilizado em algum solvente ou no estado fundido, é
introduzido em um tubo capilar. Inicialmente, o fluido polimérico € mantido pela sua tensdo
superficial na forma de uma gota na extremidade do capilar. Um campo elétrico é aplicado entre
o capilar e o coletor, e uma carga elétrica é induzida sobre a superficie do liquido. Com o
aumento da tensdo elétrica, a superficie da gota se alonga para formar um cone, conhecido como

cone de Taylor (Bhardwaj e Kundu, 2010).

Apesar desta, ser a forma mais conhecida, hd trabalhos que mostraram que o cone de
Taylor ndo representa uma forma critica unica, podendo existir outras formas (Reneker et al.,
2007). Quando o campo elétrico aplicado atinge um valor critico, as forgas elétricas repulsivas
superam as forcas da tensdo superficial e um jato eletricamente carregado € ejetado da
extremidade do capilar. Durante a trajetdria do jato, o solvente evapora e o polimero se solidifica,

formando fibras que se depositam sobre o coletor metdlico (Li e Xia, 2004; Bhardwaj e Kundu,

2010).

2.2 FORMACAO DAS FIBRAS POR ELETROFIACAO

O processo de formacdo de fibras por eletrofiacdo pode ser dividido em cinco etapas:
carregamento do fluido, formacdo do cone, afinamento do jato, instabilidade do jato e coleta da

fibra (Rutledge e Fridrikh, 2007).

A forma do cone de Taylor € modificada pelo fluxo da solucdo e pela carga elétrica quando
se inicia a formacdo do jato. Podem-se definir trés regides distintas proximas do inicio do jato:

cone de Taylor, zona de transi¢do e jato fino conforme ilustrado na Figura 2.1.



Quando o jato € eletricamente acionado, a solu¢do sofre significativos alongamentos na
zona de transicdo, entre o cone de Taylor modificado, onde a tensdo € pequena, e o inicio da zona
de jato fino, onde o liquido ja pode ser significativamente pré-esticado. Como resultado deste
pré-estiramento, o jato eletricamente carregado pode possuir uma tensdo inicial significativa na
secdo transversal de didmetro 2a. (Figura 2.1), o qual pode afetar sua evolugdo posterior.
Portanto, os jatos podem ser submetidos a significativas tensdes longitudinais na zona de
transicdo. Na eletrofiacdo de solucdes poliméricas viscoeldsticas, o comprimento inicial do
filamento inicial do jato eletrificado é determinado pelo nivel de tensdo viscoeldstica longitudinal

e por forcas elétricas (Han, Yarin e Reneker, 2008).

Taylor  Transition
Cone zone

1.0 mm

Figura 2.1: Zona do cone de Taylor modificado com a zona de transi¢do, come¢o do um jato fino

e um jato eletricamente dirigitdo (Han et al., 2008)

O alongamento do jato ocorre devido a forca eletrostatica, ou seja, quando as cargas livres
se movem dentro do fluido em resposta ao campo elétrico aplicado, elas rapidamente transferem
uma for¢a para o fluido polimérico. Com o alongamento, o didmetro do jato é reduzido, o que
causa acimulo de carga sobre a fibra, gerando uma regiao de instabilidade devido a repulsio
entre as cargas. A Figura 2.2 ilustra um processo de eletrofiacdo na regido de instabilidade do
jato e uma Figura de um jato tipico capturado com uma camera de alta velocidade mostrando a

regido de instabilidade (Han, Yarin e Reneker, 2008; Xie et al., 2008; Sarkar et al., 2009).



capilar , <~ ~ < Cone de taylor

3 \
Solucio <

Seringa
Regiio do jato

capilar

Regiio de
instabilidade do jato

T

Fonte de alimentacio

v

Figura 2.2: Tlustragcdo do processo de eletrofiacdo na regido de instabilidade do jato (Fonte:
Adaptado: Sarkar et al., 2009) e um jato mostrando a regido de instabilidade (Fonte: Xie ef al.,

2008)

Quando aplicado um campo elétrico suficiente na ponta de um capilar, a gota formada ¢é
transformada no cone de Taylor. Neste cone hd um balanco de forgas, tais como, i) forca
gravitacional e a 1i) tensdo aplicada pelo campo elétrico as quais tendem a alongar a gota,
auxiliadas pela tensdo elétrica tangencial presente na superficie do fluido, enquanto a viscosidade
desacelera a formagdo do cone; iii) a tensdo superficial, que tenta minimizar a drea superficial da
gota puxando a superficie para dentro; iv) uma for¢a oposta a tensdo elétrica normal, tenta

maximizar a distancia entre as cargas da superficie, ampliando a drea superficial (Sigmund et al.,

2006).

Além de fibras, € possivel encontrar gotas (beads) dependendo das condicoes
experimentais, as quais sdo resultado da atuagdo da tensdo superficial que favorece formas
esféricas com menor area superficial por massa (Reneker e Yarin, 2008). De fato, sabe-se que a

condicdo para a formagdo de fibra a partir de uma solucdo polimérica depende da capacidade
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desta em formar jatos suficientemente estaveis de modo que os filamentos ndo quebrem antes que
as fibras se formem. No entanto, ainda permanece a questao em relagdo aos mecanismos precisos

que sdo responsdveis pela estabilidade de um jato (Chen, 2011).

Quando as forgas eletrostéticas repulsivas superam a tensdo superficial (que tenta manter a
gota intacta) um jato fino carregado € ejetado e se move em direcdo ao coletor. Esta transicao
eletrohidrodinamica cone - jato é um fendmeno dnico, que permite a produgdo de um jato fino
fluido a partir de uma agulha com didmetro muito maior. A estabilidade dessa transi¢do é de
grande importancia para as aplicacdes praticas. (Regev et al., 2010; Chen, 2011). Entretanto, é
necessdria uma viscosidade extensional suficientemente elevada durante todo o processo de
afinamento a fim de evitar o rompimento do filamento em gotas, essa viscosidade extensional
pode ter diversas fontes, como a viscosidade do solvente, uma contribuicdo eldstica do polimero
dissolvido no jato, ou uma estrutura anisotrépica na qual se desenvolve no jato, dando origem a

um espessamento na extensao (Regev et al., 2010).

2.3 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM NA ELETROFIACAO

Estudos relatam que o sucesso desse processo de eletrofiacdo exige parametros que
influenciam diretamente na morfologia das fibras produzidas, e podem ser dividido em trés

classes ( Teo e Ramakrishana, 2006; Bhardwaj e Kundu, 2010):

» Parametros da solucio:
v Concentragio de polimero na solugdo;
v" Viscosidade;
v’ Tensdo superficial;

v" Condutividade elétrica;

11



» Parametros de processamento:
v Tensdo aplicada;
v Vazio da solucdo;

v" Distancia do capilar ao coletor;

> Parametros de ambiente:

v" Umidade e temperatura;

2.3.1 Parametros da Solucao

Concentracdo

A concentragdo da solucdo estd relacionada aos limites de formacdo da fibra devido a
varia¢do na viscosidade e tensdo superficial da solucdo. Por sua vez, a concentracdo critica é a
concentracdo minima para formacdo de fibras, suficiente para criar emaranhamentos entre as
cadeias poliméricas. Abaixo da concentragdo critica, ocorre a formacdo de gotas, e acima dela, a
alta viscosidade pode restringir a movimentagdo das cadeias. (Bhardwaj e Kundu, 2010; Qin e

Wu, 2012).

Viscosidade

A viscosidade estd relacionada a extensdo do emaranhamento das cadeias poliméricas com
a solugdo. A producdo de nanofibras requer uma viscosidade adequada, pois solucdes com baixa
viscosidade ndo apresentam emaranhamentos suficientes para formacgdo de fibras e sim de gotas.
Solugdes altamente viscosas impedem a processabilidade, pois a formagdo do jato € dificultada.
A viscosidade é um dos parametros mais importantes no processo de eletrofiacdo, que por sua
vez depende do peso molecular do polimero, da concentracio e do solvente da solu¢do (Bhardwaj

e Kundu, 2010; Qin e Wu, 2012).
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Tensdo superficial

A tensdo superficial ¢ uma forca contrdria ao estiramento do jato da solug@o polimérica.
Uma baixa tensdo superficial da solu¢do permite que a eletrofiagdo ocorra com um campo
elétrico mais baixo, uma vez que a for¢a necessdria para superar a barreira imposta pela mesma é
menor. J4 uma alta tensdo superficial da solu¢do geralmente inibe o processo de eletrofiacdo, pois
causa instabilidade nos jatos e gera gotas pulverizadas. Em geral a reducdo da tensdo superficial

leva a obtengao de fibras mais uniformes. (Bhardwaj e Kundu, 2010).

Condutividade elétrica

A condutividade elétrica de uma solu¢do € determinada principalmente pelo tipo de
polimero, pelo solvente usado e pela presenca de espécies idnicas. Uma baixa condutividade da
solucdo resulta em alongamento insuficiente do jato para produzir fibras uniformes e, portanto,
gotas podem também ser observadas. (Bhardwaj e Kundu, 2010). Além de aumentar a
uniformidade das fibras por reduzir a geracdo de gotas, o aumento da condutividade da solucdo
também leva, aparentemente, a uma diminuic¢do significativa no didmetro das fibras eletrofiadas
(Bhardwaj e Kundu, 2010), o que pode ser explicado pelo maior estiramento sofrido pela solucdo

em virtude da maior mobilidade das cargas elétricas.

2.3.2 Parametros de Processo

Tensdo Aplicada
Existe uma voltagem minima a partir da qual a formagao de fibras comega a ocorrer, ou

seja, uma voltagem capaz de induzir as cargas necessarias sobre a solucdo para que as forcas de

repulsdo eletrostaticas superem a tensao superficial (Bhardwaj e Kundu, 2010).
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Yijun e colaboradores (2012) observaram uma diminui¢do do didmetro da fibra polimérica
com o aumento da voltagem aplicada. Esse efeito na reducdo do didmetro das fibras pode ser
explicado pelo fato de o aumento da voltagem causar um aumento na aceleracdo do jato,

resultando em um maior estiramento da solugao.

Vazao

Trata-se do pardmetro que determina a velocidade de ejecdo da solucdo e a taxa de
transferéncia de massa. A vazdo utilizada deve permitir um fluxo continuo de solucdo para que o
solvente tenha tempo suficiente para evaporar. Em geral, uma baixa vazao é mais desejavel, uma

vez que possibilita mais tempo para a evaporagdo do solvente (Bhardwaj e Kundu, 2010).

Distancia do Alvo Coletor

E necessdria uma distdncia minima entre a extremidade do capilar e o coletor para que
ocorra a evaporacdo do solvente para secagem das fibras antes de alcangarem o coletor
(Bhardwaj e Kundu, 2010). A distancia de trabalho estd diretamente relacionada a intensidade do
campo elétrico. O aumento na distancia de trabalho causa uma diminui¢do no campo elétrico
resultando em uma menor aceleracdo do jato. Além disso, as fibras sofrem menor estiramento, o
que pode levar a um aumento no didmetro. Quando aumenta o campo elétrico, o jato € estirado

rapidamente, o que pode levar a quebra das fibras.

2.3.3 Parametros do Ambiente

Umidade e Temperatura
A temperatura e a umidade sdo fatores que influenciam as caracteristicas da formacgao das

fibras durante o processamento. A temperatura altera a viscosidade da solucdo, influenciando a

morfologia final das fibras (Bhardwaj e Kandu, 2010).
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2.4 ELETROFIACAO POR CORRENTE ALTERNADA - (CA)

Pesquisas realizadas (Kessick, Fenn e Tepper, 2004; Sarkar, Deevi e Tepper, 2007;
Maheshwari e Chang, 2009; Lee, Yoon e Kim, 2009) demonstraram novas possibilidades de
estruturacdo de fibras quando o processo € realizado em campo elétrico alternado, método que
minimiza a instabilidade inerente do jato durante o processo de eletrofiagdo. Nesse método, é
empregada a combinacdo de um potencial corrente CA/CC simultaneamente, como varidveis
especificas de processamento a amplitude de frequéncia CA e a magnitude CC visando a
estabilidade do jato resultando em fibras uniformes e alinhadas. A tensdo alternada aplicada
apresenta alternancia positiva e negativa nas regides das fibras, conforme ilustra Figura 2.3 o que
resulta em uma diminui¢do da repulsdo eletrostitica € um aumento na estabilidade do jato.

(Sarkar, Deevi e Tepper, 2007, Ochanda et al., 2011).

P coletor

taylor

jato

=

Figura 2.3: Ilustracao eletrificada durante a eletrofiacdio CA/CC: alternincia positiva e negativa

nas regides das fibras (Adaptado de Ochanda, et al., 2011)

Segundo Kessick, Fenn e Tepper, (2004), a aplicacdo de campos elétricos de corrente
alternada (CA) favorece a formacgao de fibras orientadas, devido a supressdao das instabilidades de

escoamento do jato.

As caracteristicas das fibras tal como a uniformidade e alinhamento requerem dois
requisitos a serem seguidos: i) A magnitude CC deve ser inferior 2 metade da amplitude total do
potencial CA; ii) A frequéncia CA deve estar entre 500Hz a 1000Hz para a estabilidade da fibra

ideal.
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Lee et al., (2009) relatam que um controle preciso do alinhamento de fibras € um desafio. O
processo de eletrofiacdo com aplicacdo de um potencial CA/CC com alvo coletor de placa plana
apresentou fibras bem alinhadas na direcdo do campo elétrico. Embora o alinhamento das fibras
esteja criticamente relacionado com a frequéncia aplicada, foi observado que o alinhamento das
fibras foi bem sucedido em baixas frequéncias, porém apresentou menores didmetros das fibras

com frequéncia acima de 5S00Hz.

O escoamento desenvolvido no processo de eletrofiacdo consiste no chamado escoamento
eletrohidrodinamico (EHD), que € essencialmente o mesmo tipo de escoamento encontrado em
processos de spray eletrostatico (electrospraying). Yeo et al., (2005) desenvolveram estudos
preliminares em campos elétricos CA para electrospraying e eletrofiagdo de biomaterias, para a
formacdo de spray no caso de estruturas para encapsulamento de farmacos. Esses autores
verificaram que, em corrente alternada, obtém-se um tamanho de gota maior e estabilidade da
mesma, além da formacdo das gotas a uma tensdo de ejecdo a cerca 1kV, bem menor quando

comparado quando produzidas com corrente continua, que € em torno de 10-30kV.

Os poucos trabalhos publicados sobre eletrofiagio em CA mostram que hid uma
dependéncia da frequéncia alternada com os padrdes de escoamento do jato e, consequentemente,
com as caracteristicas finais da fibra formada, como orientacdo e diametro médio. (Kessick, Fenn
e Tepper, 2004; Sarkar, Deevi e Tepper, 2007; Lee, Yoon e Kim, 2009; Ochanda et al., 2011;
Khiabani et al., 2012).

2.5 BIOMATERIAIS

Materiais destinados ao uso em organismos humanos requerem um planejamento especifico
de obtencdo para garantir propriedades caracteristicas dos locais onde serdo colocados. Esses
materiais sa3o denominados biomateriais. Apds a Segunda Guerra Mundial houve um aumento

significativo de pesquisas para desenvolvimento de biomateriais.
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Helmus e Tweden, (1995) definiram o termo biomaterial como: “parte de um sistema que
trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo”. Esta definicdo surgiu
durante o Consensus Conference of the European Society for Biomaterials, que descreve
biomaterial como todo material ndo vivo usado em dispositivo médico, objetivando interacio

desse material ndo vivo com o sistema bioldgico (Willians, 1987).

Um biomaterial pode ser definido como um material destinado a interface com os sistemas
biolégicos para avaliar, tratar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou func¢do do corpo,
desempenhando um papel importante na satide humana. Os biopolimeros correspondem a um dos
principais tipos de biomateriais e, segundo suas propriedades de degradacdo, podem ser ainda

classificados em biodegraddveis e ndo biodegradaveis.

Uma grande variedade de biomateriais sdo rotineiramente utilizadas em aplicacdes médicas
como dispositivos para terapias, contraste por diagndstico de imagens, dispositivos de
distribuicao controlada de farmacos (Guo, et al., 2010), assim como para estimulo em reparo de

nervos ou tecidos.

Um dos principais objetivos do uso de biomateriais € a restauracdo de fungdes dos tecidos e
orgdos do corpo humano. Quando se trabalha com biomateriais é importante o entendimento da
correlacdo entre propriedades, funcdes e estruturas dos materiais biolégicos e sintéticos e das

interacOes entre estes (Park e Bronzino, 2003).

Os biomateriais podem ser bioinertes, bioativos e reabsorviveis. Os materiais bioinertes,
também conhecidos como biotolerdveis, sdo materiais tolerados pelo organismo, mas ndo sao
capazes de ligar-se a um dado tecido, formando uma cépsula de tecido fibroso entre o biomaterial
€ 0 organismo; os materiais bioativos interagem com o corpo humano ligando-se fortemente aos
tecidos; os biomateriais reabsorviveis sdo aqueles consumidos pelo organismo apds um
determinado periodo de tempo caracteristico de cada material, sendo substituidos pelo tecido

original (Hench et al., 2004).
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Os biomateriais devem ser purificados, sintetizados e esterilizados utilizando métodos
tradicionais. Nao devem conter impurezas, aditivos, iniciadores, estabilizadores e poderdo seguir
conceitos de biofabricagdo que consistem na aplicacio de técnicas de engenharia para viabilizar a

obtencdo de substitutos bioldgicos para tecidos vivos ou 6rgaos humanos (Maia et al., 2010).

2.6 POLI(CAPROLACTONA) - (PCL)

Nas ultimas décadas, os polimeros biodegraddveis t€ém recebido significativa atengdo
devido a questdes ambientais e também tém sido amplamente utilizados em aplicacdes
biomédicas. Entre os mais promissores, destaca-se o poli(e—caprolactona) (PCL), um polimero
sintético com boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, muito utilizado em aplicacOes de
liberacdo controlada de farmacos, scaffolds e regeneracao Ossea. Seu longo tempo de degradacao
e bioatividade torna-se um candidato apropriado para enxerto vascular e estimulo a regeneracdo
celular (Zang et al., 2006, Argwal, Wendorff e Greiner, 2008; Shueren et al., 2011; Qin e Wu,
2012).

O PCL é um poliéster alifatico, com carater semicristalino e hidrofébico. Sua cristalinidade
tende a diminuir com o aumento do peso molecular e possui temperatura de transicdo vitrea
abaixo da ambiente de -60 °C e ponto de fusdo entre 59 - 64 °C. (Sinha, et al., 2004; Woodruff e
Hutmacher, 2010).

O PCL ¢ sintetizado por meio de polimerizagdo por abertura de anel, é soldvel em
cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-
nitropropano em temperatura ambiente. Apresenta baixa solubilidade em acetona, 2-butanona,
acetato de etila, demetilformamida, acetonitrila, é insolivel em &lcool, petrdleo éter (benzina) e

em éter dielitico. A Figura 2.4 apresenta sua estrutura quimica (Sinha, et al., 2004).
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Figura 2.4: Estrutura quimica do PCL (Park, et al., 2004).

Scaffolds para a engenharia tecidual tornaram-se um grande foco de atencdo de pesquisa.
O PCL € reabsorvivel e podem ser utilizados como scaffolds, devido a sua versatilidade e

facilidade de processamento (Park, et al., 2004; Woodruff e Hutmacher, 2010).

2.7 NANOTECNOLOGIA DE COMPOSITOS

A ciéncia e a tecnologia em nanoescala t€m atraido atencao nos ultimos anos, em funcdo da
expectativa quanto ao impacto que os materiais nanoestruturados podem causar em diversas 4reas
tecnologicas. Materiais nanoestruturados apresentam pelo menos uma de suas dimensdes em
escala nanométrica. Nesta escala de tamanho, esses materiais podem apresentar novas
propriedades Gticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas, etc., antes ndo observadas

quando em tamanho micro ou macroscépico (Zarbin, 2007; Araki, 2007).

Os compositos representam uma classe de materiais onde duas ou mais substancias sao
combinadas passando a exibir propriedades Unicas, que ndo sdo possiveis de serem obtidas a
partir de seus componentes individuais. O compdsito possui uma fase continua e uma fase
dispersa, onde a fase dispersa normalmente responsavel pelo aumento de uma ou mais
propriedades do compdsito. Para formagdo de um nanocompdsito, pelo menos uma das
constituintes do compdsito deve possuir suas dimensdes em escala nanométrica. Os
nanocompositos podem ser formados pela combinagdo de diferentes materiais do tipo inorganico-

inorganico ou organico-inorganico (Mano, et al., 2005; José e Prado, 2005).
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A possibilidade da combinacdo das propriedades dos nanomateriais com outros tipos de
materiais, formando os chamados nanocompdsitos, estdo sendo desenvolvidos para as mais
diversas aplicagdes. Para aplicacdes biomédicas, vém sendo investigadas novas aplicagdes a fim
de desenvolver novos materiais, com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas, elétricas,
taxas de degradacdo, indices de biocompatibilidade e biodegrabilidade, e que podem funcionar
como materiais inteligentes que estimulam a proliferacdo celular através da aplicacdo de

estimulos elétricos no local. (Mano, et al., 2005; Cheung, et al., 2010).

2.8 NANOTUBOS DE CARBONO - NTC

A nanotecnologia tem sido amplamente investigada para aplicacdes na drea biomédica.
Ap6s lijima ter descoberto, em 1991, os nanotubos de carbono (um dos materiais mais
representativos em potencialidades exclusivas em propriedades elétricas, mecénicas e de
superficie), a nanotecnologia de carbono vem se desenvolvendo rapidamente para uma ampla

area de aplicacgdes, incluindo as biomédicas (Souza Filho e Fagan, 2007, Li, Fan e Watari, 2010).

Por causa das muitas propriedades tnicas, os nanotubos de carbono tém demonstrado um
grande potencial para ser integrado em vdrias tecnologias existentes. As propriedades elétricas e
mecanicas dos nanocompdsitos poliméricos reforcados com nanotubos de carbono em baixa
concentracdo podem ser melhorada em alguns casos (Zang et al., 2006; Souza Filho e Fagan,

2007, Maiti et al., 2013).

Os nanotubos de carbono podem ser classificados em duas formas: nanotubos de multiplas
camadas “multi-walled carbon nanotubes — MWNTs” e camada simples “single-walled carbon
nanotubes — SWNTs”. Um tipo especial de nanotubo de carbono é denominado como nanotubo
de camada dupla “double-walled carbon nanotube — DWNTs”. Os nanotubos funcionalizados
apresentam estruturas quimicamente modificadas, as quais podem facilitar o uso na interacao dos

nanotubos com moléculas organicas e espécies bioldgicas,s tais como: farmacos, moléculas
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téxicas, virus e bactérias. No uso de catalisadores metélicos, tais como niquel, quando utilizado
para o crescimento de nanotubos, hd uma preocupacdo quanto a toxicidade do nanotubo de
carbono. Faz-se necessdria, portanto, a purificagdo dos nanotubos antes de serem utilizados para
aplicagdes biomédicas (Souza Filho e Fagan, 2007; Harrison e Atala, 2007; Li, Fan e Watari,
2010).

O uso de NTC em aplicacdes biomédicas teve inicio em 2004. Na engenharia tecidual, ha
quatro dareas em que o NTC pode ser utilizado de forma relevante: rastreamento celular e
rotulagem, comportamento celular e crescimento celular e reforco em matrizes celulares
(Harrison e Atala, 2007). Os NTCs podem também ser incorporados em suportes que oferecem
refor¢co estrutural, de forma a fornecerem novas propriedades unicas tais como condutividade
elétrica e ajudar no direcionamento do crescimento celular. Efeitos citotdxicos potenciais Vila et
al., 2012) associados aos nanotubos de carbono podem ser reduzidos quimicamente por
funcionalizacdo da superficie. Em geral, os nanotubos de carbono podem desempenhar um papel
fundamental como biomaterial para engenharia tecidual (Harrison e Atala, 2007). A
funcionalizacdo quimica pode ser uma maneira eficaz para melhorar o desempenho biolégico dos

NTCs (Li, Fan e Watari, 2010; Harrison e Atala, 2007; Mata et al., 2012).

Embora alguns estudos tenham sido realizados com diferentes tipos de células, como
osteoblastos, mostrando excelente adesdo e crescimento celular, existem alguns desafios a serem
superados em relacdo a toxicidade e biodegradacdo. Deve-se ressaltar que a biocompatibilidade

depende da taxa de degradacdo dos materiais e da concentracdo dos NTCs utilizados.

2.9 OXIDO DE GRAFENO - GO

O grafeno foi descoberto em 2004, na Universidade de Manchester, na Inglaterra, pelos
pesquisadores Andre Geim e Konstantin Novoselov, obtido pelo processo de exfoliacdo de
grafite. Em 2010, os pesquisadores ganharam o Prémio Nobel da Fisica relacionado ao

experimento inovador da obtenc@o do material bidimensional (Novoselov et. al., 2004; 2010).
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O grafeno modificado quimicamente (CMG) tem sido estudado nos ultimos anos para
diversas aplicacdes, como em compdsitos poliméricos, sensores, materiais relacionados com
armazenamento de energia e aplicacdes biomédicas, devido suas excelentes propriedade térmicas

e mecanicas (Geim e Novoselov, 2007; Park e Ruoff, 2009).

O ¢6xido de grafeno € proveniente do grafite, e pode ser funcionalizado com grupos como:
dcidos carboxilicos, hidroxilos e epdxidos. Estes grupos funcionais de oxigénio reativos torna o
6xido de grafeno um bom candidato para utilizacdo nas aplicacdes citadas acima (Park e Ruoff,

2009).

A incorporacdo de nanoparticulas de 6xido de grafeno (GO) na solugdo polimérica, se
adequadamente dispersos, podem resultar na formacdo de um nanocompdsito, aumentando

significativamente as propriedades mecanicas do material (Ramaswamy, Clarke e Goga, 2011).

2.10 CELULAS MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo multipotentes, tém a capacidade de se auto
renovar e intrinsecamente reparar e regenerar tecidos danificados. O transplante de células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) que permite a diferenciacdo em células da linhagem
condrogénica abriu novas abordagens terapéuticas importantes para reparacdo de defeitos da

cartilagem articular. (Pereira et al., 2010).

Descritas primeiramente por Friedenstein e colaboradores na década de 80 (Friedenstein,
1980), as chamadas célula-tronco mesenquimais multipotentes, podem ser originadas de diversos
tecidos, como o estroma de medula 6ssea, corddo umbilical, tecido adiposso, As células-tronco
mesenquimais possuem a capacidade de se diferenciar em linhagens de origem mesodérmica, tais

como: musculo esquelético, ossos, tenddes, cartilagem e tecido adiposo, quando submetidas a
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meios de cultura suplementados com fatores de crescimento e hormonios especificos (Castro-

Malaspina, et al., 1980; Barry, et al., 2004; Pittenger, et al., 1999).

As células-tronco possuem propriedades essenciais tais como a capacidade de auto
renovacdo e a diferenciacdo em outras linhagens sob condi¢des apropriadas. As células tronco
podem ser classificadas de acordo com o potencial de diferenciacio: totipotente, pluripotente,
multipotentes, oligotentes e unipotentes. Sendo as células multipotentes derivadas de tecidos ja
desenvolvidos e do corddo umbilical e podem se diferenciar em vdrios tipos celulares (Cardoso,

2013).

McCanless et. al., (2012) avaliaram a biocompatibilidade e potencial de diferenciagdao
osteocondral de um compdsito alginato/CaPO4 parcialmente hidratado com liberador de produto
concentrado de plaquetas humanas (hCPR) usando MSCs derivadas de medula de rato. Os
autores confirmaram culturas MSC, para assumir rapidamente um fendtipo consistente, com nao
hipertrofia de condrdcitos, com base em perfis de expressdo génica e continua atividade

mitogénica

Hu, Y. et al., (2012) realizaram simulagdo em microambiente extracelular do osso, com
estrutura de camadas multiplas de um par bioativo de gelatina/quitosana, que contém a proteina
morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) e fibronectina (FN). Foi construido em superficie de Ti6Al4V
por meio de uma técnica de camada-a-camada do conjunto e observaram que a estrutura de
Gel/Chi agiu como um reservatério biomimético, para controlar a entrega local de BMP2 com
concentracdo desejada em torno dos implantes. Por sua vez, Guan, et. al, (2011) construiram
tecido imitando nanofibras e estrutura anisotrépica com propriedades mecanicas similares ao do
miocardio para estimular a diferenciacdo cardiaca de MSCs e concluiram que os resultados
representam uma nova abordagem para melhorar MSC em diferenciacdo cardiaca em uma

estrutura 3-D, sem o uso de agentes bioquimicos ou de co-cultura com outras células.
Chew et al., (2006) estudaram a biocompatibilidade, a adesao e proliferacdo das hMSCs em

scaffollds formados por nanofibras eletrofiadas de PLGA, fibroina/PEO. Em um estudo mais

aprofundado pelo grupo, pesquisou-se o potencial das mantas formadas pelas nanofibras
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eletrofiadas de PCL como um suporte para diferenciacdo em multiplas linhagens de MSCs, junto
as linhagem adipogénica, condrogénicas e osteogénicas, os autores concluiram que as nanofibras

eletrofiadas mostraram-se versitil o suficiente para suportar multiplas linhagens.
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Capitulo 3

Este capitulo aborda a montagem do equipamento CA/CC e os testes iniciais de

funcionamento do equipamento.

3. MONTAGEM DO EQUIPAMENTO DE ELETROFIACAO

Como mencionado na revisdo da literatura, um equipamento bdsico de eletrofiacdo

necessita de fonte de alta tensdo, uma bomba de infusdo e um anteparo para a coleta do material.

No presente trabalho, o equipamento de eletrofiacdo foi construido pela autora desta tese.
Foi projetada uma caixa em acrilico de 600 x 400 x 300 mm com suas laterais desmontaveis. Ha
um furo com @ 10 mm na parte frontal para encaixe e apoio da parte final da seringa e um furo
com @ 12 mm na lateral da caixa para entrada de cabo. A tampa da caixa é composta por um
rasgo e uma régua graduada para controle da distancia, um pardmetro importante no processo de

eletrofiacdo.

Como anteparo coletor, foi utilizada uma placa de cobre de 155,5 x 190 x 1,0 mm. Durante
o processamento, a placa € coberta por papel aluminio para facilitar a coleta do material
eletrofiado. Para fixacdo da placa coletora, foi confeccionado um guia de fixacdo em acrilico, no
qual a placa € fixada por um pino de PVC e depois encaixada no rasgo da tampa com uma folga
deslizante para o controle da distancia da eletrofiagdo. A Figura 3.1 ¢ um esquema ilustrativo da

caixa, ao qual cabe salientar que o projeto foi previsto também para tamanhos de anteparos

menores.
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Guia de fixacio

Tope da
tampa

Guia deslizante

Plaocas loterais
desmontdveis - A Coixa

Placas frontais Régua graduada
fixas
Encaixe para
seringa
Alve coletor

Figura 3.1: Esquema ilustrativo da caixa de acrilico

A fonte de alimentacdo com CA/CC simultinea € um equipamento capaz de gerar, ao
mesmo tempo, tensao continua de 0 a +16 kV com corrente de saida de até 15 mA, bem como um
gerador de sinal alternado capaz de fornecer tensdo alternada de até 7V pico a pico. Ela dispde de
um controlador para ajuste individual da frequéncia e a amplitude (voltagem) de tensdo alternada,
que pode ser variada de 50 Hz a 2 kHz continuamente. A fonte alternada é implementada em um
transformador externo com ambos os terminais flutuantes em relac@o ao terra, de tal maneira que
podem ser ligadas as duas fontes em série. Isto permite obter tensdes somadas, ou seja, uma
tensdo alternada sobreposta a uma tensdo continua. A Figura 3.2 mostra o conjunto que compde

o equipamento de fonte de alimentacdo CA/CC.

Figura 3.2: Foto que compde o conjunto da fonte de alta tensdo: a) transformador; b)

controlador de frequéncia; c) fonte de alta tensao
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Existem dois instrumentos de medi¢do no painel frontal da fonte. O da esquerda mede
tensdo e corrente continua e o da direita mede tensdo alternada. Para evidenciar a operacdo de
medi¢do adequada da fonte, foi utilizado um osciloscépio Tektronix modelo TDS-2002 e uma
ponteira de alta tensdo P6015A, que através de um programa permite transportar para a tela todos
os dados captados durante o processamento por eletrofiacdo para monitoramento do processo. A
fim de importar dados da corrente trafegada pelo circuito ao longo do tempo, foi utilizado um

multimetro ICEL modelo MD6450. A Figura 3.3 identifica os itens citados.

g
<o

Figura 3.3: Foto do: a) osciloscépio; b) ponteira de alta tensdo; ¢) multimetro

Deve-se ressaltar que as duas fontes podem também ser operadas separadamente. Pode-se
manter o transformador desconectado e utilizar apenas a fonte CC (maleta). A Figura 3.4 mostra

um diagrama esquematico do circuito.

VPP=10 kV Somatoria deCCe CA

Gerador de Sinal =90 - 2kHz
- =
CA ¢ & + Suporte para
porta alvo
30 VAC 20 kVAC
L =

L — Ponteira
| AltaTensio |

Transformador |i} alta tens&o

s
cc 1 I f\\/ @»——Osm‘losoﬁpm

Maleta

r T:orgd: 1

A o
o3¢
- Até 12 mA = Terra do sistema

Figura 3.4: Diagrama esquematico do circuito da fonte de alta tensdo.
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Como saida do material, utilizou-se uma seringa vidro de 20 mL, conectada a uma agulha
com @ 1,0 mm no capilar em ago inox, alocada em uma bomba de infusdo KD Scientific, mod.
KD-100. Para auxiliar na altura do alojamento da seringa da caixa foi adaptada uma mesa

hidraulica.

3.1 ESQUEMA DE LIGACAO DO SISTEMA

Um fator importante no equipamento que deve ser ressaltado refere-se as ligacdes do
circuito, que foram projetados de modo a permitir que, fora de funcionamento, pudessem ser
desmontados. Por questdes de seguranca, a ligacdo do circuito requer um bom isolamento devido
a alta tensao. Assim, foram utilizados cabos de ignicdo com @ 8,0mm para minimizar a perda de
cargas ao longo do circuito de todo o sistema. Foram montados 04 cabos com suas extremidades

com conectores do tipo banana e jacaré, recobertos com fitas isolantes de alta tensdo.
A ligagdo do sistema tem a seguinte sequéncia:
» Ligar no terminal terra “Com” do multimetro ao terra do sistema; (haste do prédio)

» Conectar um cabo em série do “Com” do multimetro para o terminal terra do

osciloscépio;

» Conectar um cabo no terminal “mA” do multimetro para o terminal terra da maleta

(terminal preto);

» Conectar os terminais primarios de cor azul e cinza do transformado externo na

parte traseira do controlador de frequéncia;

28



» Conectar um terminal secundério amarelo do transformado externo na fonte de alta

tensdo (maleta) na saida de CC (conector vermelho) e o outro na ponteira de alta

tensao;

» Tomar a saida de tensao para o experimento de um cabo da saida da ponteira até a

ponta do capilar (agulha).

» Conectar um cabo do terminal terra da ponteira até o alvo coletor sendo este a saida

do terra para o experimento.

A Figura 3.5 ilustra o esquema de ligacdo do circuito acima descrito.

Colocar a chave do
multimetro na posicdo
"200mA™

ligar no preto da fonte
e no "V/mAfohm"

Frente

Parte traseira

. Asaida de tensio para o experimento é tomada dos Regulador de Frequéncia e Tensdo CA

pontos marcados com * e TERRA DO SISTEMA i
ligar no terminal

= sendo o * aligagdo do terra do sistema. “Com" do multimeten

Figura 3.5: Esquema de ligacdo do circuito.
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Segue na Figura 3.6 um diagrama ilustrando a sequencia de montagem do equipamento

Bombade "y
Infusdo
Coletor

Panteira Dsﬁloscép]a

Controlador de frequéncia
30 Hz — 2kHz

A\ 20.000 Vac

Fio terra

Multimetro

—>

I

| o

terra do sistema

A

Figura 3.6: Diagrama esquemadtico do equipamento montado.
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3.2 TESTE PRELIMINAR

Para teste inicial do equipamento foram preparadas solu¢des de Poli(fluoreto de vinilideno)
(PVDF), Poli(6xido de etileno) (PEO) Sigma Aldrich, PEO/Polipirrol (PPy) estabelecendo

condic¢des favordveis para conducao do processo de eletrofiagao.

Foi utilizado PVDF (MM 45.000) fornecido pela empresa Sigma Aldrich. Dentre as
solucdes realizadas e testadas, a solugdo que obteve a formacdo de fibras sem a presenga de gotas
foi uma mistura de DMF/acetona (Synth 99,8%) e (Synth 99,5%), na propor¢do 75/25 em massa.
A adic¢do da acetona como solvente foi realizada para tornad-la uma solu¢do mais volatil e facilitar

a formacao das fibras no processo de eletrofiacao.

Uma concentracdo de 25% em massa de PVDF foi dissolvida inicialmente em DMF sob
aquecimento (40 a 60°C) por 4 horas. Em seguida, a solu¢do foi completada com acetona mantida
sob agitacdo em todo o tempo de preparacdo da solucdo. A Tabela 3.1 mostra as condi¢des de

processamento.

Tabela 3.1: Condi¢des de processamento para obtencao das fibras.

Tensdo  Tensdo Frequéncia Distancia  Vazdo

Amostra

(AC) (CO) (Hz) (mm) (ml/h)
1- CA/CC 7,2kV 12,5kV 60=62 240,0 2,5
2- CC —— 15,0kV — 170,0 2,5

As condi¢des mostradas na Tabela 3.1 foram monitoradas por um computador conectado
ao osciloscopio, em que a corrente trafegada pelo circuito, conforme medi¢ao do multimetro foi
de 11 mA. A Figura 3.7 apresenta micrografias obtidas por MEV das amostras 1a, 1b, 2a e 2b, e
indica a morfologia da fibra de PVDF e os diametros das fibras apds processo de eletrofiacio em
CA/CC simultaneamente e apds processo convencional no mesmo equipamento de CC. Ha
indicacdo também de imagens capturadas pelo osciloscOpio durante o processamento de ambas as

amostras.
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1) 60 Hz Imagem do ociloscopio

2) CC

Figura 3.7: Micrografias das fibras de PVDF processadas em duas condi¢des de processamento:

amostra (la) processado em potencial CA/CC simultaneamente a 60Hz de frequéncia; (1b)
ampliacdo da imagem(la); amostra (2a) processado em potencial CC; (2b) ampliacdo da

imagem(2a).

As figuras la e 1b foram eletrofiadas aplicando um potencial elétrico alternado (CA), a
60Hz as Figuras lc e 1d a um potencial corrente continua (CC), ou seja, pelo método
convencional evidenciando o funcionamento do equipamento nas duas condicdes de
processamento. A Figura 3.8 mostra o equipamento montado, o qual foi utilizado para execugao

deste trabalho.
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Figura 3.8: Foto do equipamento montado no Laboratério de Biopolimeros e Eletrofiacdo da

Faculdade de Engenharia Mecanica da Unicamp.
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Capitulo 4

4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, descreve-se a parte experimental do trabalho, o qual foi dividido em duas
partes. Incialmente é abordada a eletrofiacdo em CA/CC dos nanocompdsitos de PCL/NTC e
caracterizacdo das mantas eletrofiadas. E a seguir, é abordada a eletrofiacdo dos
nanocompositos de PCL/GO eletrofiados em CC, seguidos dos procedimentos de viabilidade

celular.

Para execucgdo deste trabalho, os procedimentos experimentais foram realizados conforme o

esquema mostrado na Figura 4.1.

Montagem do Equipamento

Preparaciio das Pardmetros de

Solugdes Processamento
\—[ Caracterizacdes ]—l
I
[ Solugdes ]—[ Mantas Eletrofiadas ]—[ Avaliacdo invitro ]

Viabilidade/Proliferacio

Tensdo Superficial Térmicas - DSC celular
Pch:-pIi’ed.ades TGA Fosfatase alcalina
eologicas p
8 Quimica —FT-IR S

- osteoblasticos
Angulo de contato

Resistividade

Ensaio de Tragdo

Figura 4.1: Esquema do procedimento experimental.
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4.1 MATERIAIS

v" Foi utilizado PCL (MM 70.000 - 90.000) fornecido pela empresa Sigma Aldrich;
Cloroférmio (Merck 99,0 %); acetona (Synth 99,5 %);

v Nanotubos de carbono de parede mdltiplas (CNT Co. Ltda.).
Os nanotubos foram submetidos a trés processos quimicos consecutivos sob refluxo
convencional: 9M HNO; por 3 horas, 0,1 M NaOH por 1 hora e SM HCI por 6
horas, visando sua funcionalizac@o e purificagdo. Esse processo foi realizado pelo
Laboratério de Quimica do Estado Sélido do Instituto de Quimica da Unicamp.
ApOs esses tratamentos, os nanotubos foram denominados de amostra NTC;

(Anexo-1)

v" Oxido de grafeno a partir de uma conversio catalitica.
O ¢6xido de grafeno do Laboratorio de NanoEngenharia e Diamante — NanoEng. da
Faculdade de Engenharia Elétrica e Computag¢do da Unicamp foi preparado a partir
de uma conversao catalitica, utilizando um substrato de cobre. Uma solu¢do de 1,0
mL de polianilina diluida em dimetil-formamida foi colocada sobre o substrato seco
em temperatura ambiente por duas horas. Sobre o substrato com polianilina, foi
colocada uma solug@o 0,2 mL de nitrato de niquel diluida em acetona. O substrato
de cobre foi imerso em um reator de deposi¢do quimica e, a partir da fase vapor, foi
assistido por um filamento quente (HFCVD). O reator € alimentado por uma fonte
de carbono formado pela mistura de canfora, acetona e acido citrico e, apds sua

conversdo, foi denominado amostra GO;
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4.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES

Foram realizadas trés solucdes diferentes para o PCL e para PCL/NTC até chegar a solucio
ideal para o processamento. Na Tabela 4.1 sdo apresentadas as solucdes preparadas para PCL e
para PCL/NTC.
Tabela 4.1: Solucdes preparadas para PCL e PCL/NTC.

Mistura Solu¢do 1 | Solucido 2 | Solucao 3
Cloroférmio/acetona 1:1 1:1 1:1
PCL (% massa) 20 13,6 11

* Para solu¢cado PCL/NTC ¢ inserido 0,5 % de NTC nas solucdes acima.

As solugdes de PCL foram dissolvidas no solvente e mantidas sob agitacio mecanica por
24h. Para a solucao de PCL/NTC, os NTC foram dispersos na solu¢do em um ultrassom de ponta
marca Sonic, modelo Vibra cell a uma amplitude de 35% a temp. de 25°C por 5Smin. nos
solventes e, apds dispersdo, foram mantidos sob agitacdo mecanica por 24h.

Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as solugdes realizadas para PCL/GO.

Tabela 4.2: Solucdes realizadas para PCL/GO.

Mistura Solug¢do 1 | Solugdo 2 | Solugio 3
Cloroférmio/acetona 1:1 1:1 1:1
PCL (% massa) 11 11 11
GO (% massa) 0,15 0,30 0,5

Os GO foram dispersos em um ultrassom de ponta marca Sonic, modelo Vibra cell a uma

amplitude de 35% a temp. de 25°C por Smin. nos solventes. Apds dispersdo, a solucdo foi

mantida sob agitagdo mecanica com a concentracdo de PCL por 24h.
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4.3 PROCESSO DE ELETROFIACAO

4.3.1 Parametros de Processo para CA/CC

Na Tabela 4.3 sdo apresentadas as condi¢des de processamento para PCL e PCL/NTC com
aplicagdo de potencial elétrico (CA/CC), potencial elétrico (CC), vazdo de infusdo da solucao,
distancia entre a saida do capilar até o coletor aterrado. Para controle da vazdo, é carregada uma
seringa de vidro graduada de 20 mL com um capilar com didmetro interno de 1,0 mm e
comprimento da agulha de 30 mm, utilizando uma bomba de infusdo, tal como mencionado no

Capitulo 3.

Tabela 4.3: Condi¢des de processamento de obtenc¢do das fibras em CA/CC.

Tensao (CA) | Tensao (CC) Freqiiéncia Distancia Vazao
Amostra
[kV] [kV] [Hz] [mm)] [ml/h]
PCL/NTC 7,2 12,0 60 /205 /350 120 8,0
PCL 7,2 12,0 60 /205 /350 120 8,0

4.3.2 Parametros de Processo para CC

Na Tabela 4.4, sdo apresentadas as condi¢des de processamento para PCL e PCL/NTC
com aplicacdo de potencial elétrico (CC), vazao de infusdo da solucdo, distancia entre a saida do
capilar até o coletor. Para controle da vazao, € carregada uma seringa de vidro graduada de 20 ml
com um capilar com diadmetro interno de 1,0 mm e comprimento de 30 mm utilizando uma

bomba de infusdo, como ja indicado no Capitulo 3.



Tabela 4.4: Condi¢des de processamento de obtencdo das fibras.

Tensao (CC) Distancia
Amostra Vazao [ml/h]
[kV] [mm)]
PCL/GO
12,5 120 8,0
PCL 12,0 120 8,0

44 CARACTERIZACOES

4.4.1 Caracterizacao das Solucoes

As solugdes foram caracterizadas quanto a tensdo superficial, condutividade elétrica, pH e

reologia.
Tensdo Superficial

As medig¢des de tensdo superficial foram realizadas em um tensidometro Kruss modelo K-12

em triplicata no Laboratorio de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp.

Condutividade Elétrica

As solucdes foram caracterizadas quanto a condutividade elétrica em um condutivimetro
termocompensado automaticamente Analion modelo C 708 — Plus (célula C801/1 Anailon), com
célula de condutividade K=lcm™ e gama de medicdo na faixa de 0 - 200us e resolugdo de 0,1ps
com precisdo relativa de 1,5% da leitura no Laboratério de Blendas e Compdsitos da Engenharia

Quimica da Unicamp.



Propriedades reologicas

As propriedades reoldgicas foram analisadas através de um redmetro Haake, RheoStress 1,
indicadas pela variagdao da viscosidade com a taxa de cisalhamento, e pelos médulos eléstico e
viscoso (G” e G”, respectivamente). Os testes reoldgicos foram realizados empregando-se
geometria Double Gap — DG 43 Ti. O sistema foi termostatizado a 25 °C por um banho
circulatério modelo Thermo Haake DC-30, com uma variacdo de temperatura de 0,1 °C. As
medi¢des em regime oscilatério foram conduzidas na regido viscoeldstica linear, com uma tensao
de oscilagcdao de 1,0 Pa, em uma faixa de frequéncia de 0,1 a 100 Hz. As medicdes em regime

permanente foram efetuadas com taxas de cisalhamento entre 0,01 e 100 s,

4.4.2 Caracterizacao das Fibras Eletrofiadas

Morfologia das Fibras

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia das fibras foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV)
utilizando um equipamento ZEISS (Modelo Evoma-15). Para a observacdo pelo MEV, as
amostras foram revestidas em ouro com o uso de um equipamento Sputter Coater, Bal-Tec
(Modelo SCD-050). Os diametros médios das fibras foram determinados por andlise das
imagens de MEV com o programa ImageJ, com o qual foram medidos os diametros de 100 fibras

de cada amostra aleatoriamente.

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As amostras foram observadas em grelhas sem filme pelo equipamento de transmissao

modelo Hitachi H-9000-NA a uma voltagem de 200 kV, realizadas no Instituto Politécnico de
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Setubal — Escola Superior de Tecnologia Setubal de Lisboa, seguindo os seguinte procedimento:
Foi cortado um pequeno pedaco da membrana e com uma pinca fina de MET foi puxado um
pequeno pedago o suficiente s6 para ficar na ponta da pinga (pouca amostra e fina), coletada
cuidadosamente sem exercer forca, para nao alterar as caracteristicas da amostra. Apds a amostra
na ponta pinga, foi colocado no, porta amostra do tipo grelha e depois foi colocada outra grelha

igual por cima.

4.4.3 Caracterizacao das Mantas Formadas Pelas Fibras

Resistividade das Mantas

A resistividade elétrica das mantas foi determinada pelo método padrao de duas pontas,
utilizando-se uma fonte de corrente Keithley 6220 e um eletrometro Keithley Model 6517A para
medir a diferenca de potencial. As andlises foram realizadas no Laboratério de Polimeros

Condutores da Faculdade de Engenharia Mecanica — UFSC.

Angulo de Contato

A medida do angulo de contato foi realizada para avaliar a hifrofilicicdade da superficie das
mantas. Foi utilizado para o ensaio o programa de andlise acoplado ao equipamento Attension
C201. O equipamento libera uma gota de dgua destilada (10uL, pH=7,4) sobre a superficie e
realiza-se a medida do angulo formado pela gota. As andlises foram realizadas em triplicata no
Laboratorio de Fisico-quimica de Catélise em Sistemas Moleculares e Nanoestruturados do

Instituto de Quimica da Unicamp.
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4.4.4 Propriedades Térmicas

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas conforme a Norma ASTM D 3418, conduzidas em
atmosfera inerte de nitrogénio sob fluxo de 50 cm3/min., taxa de 10°C/min., em um intervalo de
temperatura entre —100 e 25°C em cadinho de aluminio (tampa furada) com massas de corpos de
prova aproximadas de 5 mg. Os corpos de prova foram submetidos ao seguinte ciclo térmico: (i)
resfriamento de 10 ° C/min. até -100 ° C e mantidos nesta temperatura por 3 min.; (ii)
aquecimento com a mesma taxa até 200 °C, isoterma de 3 min. e, resfriamento a mesma razao

(10°C/min'1) até 100°C, isoterma de 3 min., (ii1) aquecimento até 200°C.

Para as mantas eletrofiadas em CA/CC, foi utilizado o aparelho da TA Instruments, mod.
DSC 2920 modulated DSC no Laboratorio de Analises Térmicas da Faculdade de Engenharia
Quimica da Unicamp, e para as mantas eletrofiadas em CC, ou seja PCL/GO, foi utilizado o
aparelho NETZSCH-Proteus 6.0 nas mesmas condi¢des descritas acima no Labororatério de

Multi-Usudrios da Faculdade de Engenharia Mecanica da Unicamp.

Andlise Termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA foram obtidas com um aparelho TA Instruments modelo SDT 2960
Simultaneous DTG — TGA com taxa de aquecimento de 10°C/min., no intervalo entre 25°C a
700°C, sob atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 ml/min. em cadinho de alumina, com
massas de corpos de prova £10 mg para as amostras puras (como recebidas) de PCL e das mantas
eletrofiadas. As andlises foram realizadas no Laboratério de Quimica do Estado Sélido do

Instituto de Quimica da Unicamp.
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4.4.5 Propriedades Quimicas

Espectroscopia de Absorcdo na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTI-R)

As andlises de FTI-R das mantas de PCL e PCL/NTC eletrofiadas em CA/CC foram feitas
pela técnica de reflectancia. Os espectros obtidos através do acessério PIKE Miracle foram

realizados no Centro de Pesquisas de Paulinia — Quimica Analitica e Fisico Quimica da Rhodia.

Para as mantas PCL/GO e granulo de PCL as andlises foram realizadas nas e nos com
resolucao 4.0 e 100 corridas do tipo ATR; F=3,0 max absorbancia. Para a amostra de 6xido de
grafeno puro, usou-se o KBr para a producio de pastilhas contendo 0,2 mg de amostra. As
andlises foram realizadas no Instituto de Pesquisa INEB em parceria com a Universidade do

Porto.

4.4.6 Propriedades Mecanicas

Tracao

O ensaio de tracdo foi realizado conforme a Norma D 882 09. Utilizou-se uma mdquina
Universal de Ensaios MTS Tensile (Simple Servo) pelo método de garras retangular com uma
célula de carga 1500N e velocidade de 50 mm/min. no Laboratério de Multiusudrios, da

Faculdade de Engenharia Mecanica com ilustrado na Figura 4.2.

Foram realizados oito corpos de provas de cada amostra com dimensdes retangulares de

130,0 x 12,5 x 0,50 mm.
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Figura 4.2: Ensaio de Tragdo

(Fonte: Laboratério de Multiusudrios da Faculdade de Engenharia Mecanica da Unicamp)

4.4.7 Avaliacao Bioldgica In Vitro das Mantas Eletrofiadas

Mantas de PCL/NTC

As mantas eletrofiadas com os nanocompésitos de PCL/NTC e PCL foram avaliadas por
viabilidade/proliferacdo celular por ensaio da rezasurina e a atividade da fosfatase alcalina em
culturas de células humanas (MG63) um marcador do fenétipo osteobldstico. As avaliagdes
foram realizadas no Laboratério de Metabolismo e Regeneracdo Ossea da Faculdade de Medicina

Dentaria da Universidade do Porto.

Protocolo Experimental

Para o cultivo das linhagens celulares MG63 (osteoblasto de osteosarcoma humano —
ATTCC) foram em meio de cultura alfa-MEM (Minimum Essential Medium Eagle, alpha
modification, Sigma) contendo 10% de soro bovino fetal (FBS, Sigma), 50 pg/ml de acido
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ascorbico (Sigma), Penicilina/Estreptomicina (10 unidades/ml e 2,5 pg/ml; solucdo P/S,
Sciencell) e 2,5 pg/ml de fungizona. As culturas foram mantidas numa incubadora a 37°C num

ambiente de 5%CO2/ar.

As mantas de PCL e PCL/GO foram cortadas em discos de 1 cm de didmetro e esterilizados
com Oxido de etileno. Posteriormente, foram semeadas com células MG63 a uma densidade de

5x104 células por cm2 e cultivadas durante 7 dias, nas condi¢des acima descritas.

Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada em lisados celulares (0.1% Triton, 5 min),
pela hidrélise do p-nitrofenilfosfato em tampdo alcalino (pH ~10,3; 30 min, 37 °C) e
determinac¢do colorimétrica do produto formado (p-nitrofenol) no comprimento de onda de 400
nm, utilizando um leitor ELISA (Synergy HT, Biotek). A atividade da fosfatase alcalina foi

normalizada pelo conteido em ALP e expressa em nmol/min.ugALP-1.

Mantas de PCL/GO

As mantas eletrofiadas com os nanocompdsitos de PCL/GO e PCL foram avaliadas em
culturas de células mesenquimais humanas cultivadas durante 14 dias, nas condicdes descritas no

protocolo experimental a seguir.

As mantas colonizadas foram avaliadas ao longo do tempo de cultura por observagdo em
microscopia confocal e microscopia eletronica de varredura e também em relacdo ao conteido
em ADN. As condi¢cdes de cultura utilizadas (meio de cultura alfa-MEM suplementado com
acido ascorbico) favorecem o desenvolvimento do fendtipo osteoblastico. Deste modo, as mantas
colonizados também foram avaliadas para a atividade da fosfatase alcalina, um marcador precoce

do fendtipo osteobldstico, e expressdo de alguns genes osteobldsticos. As avaliagdes foram
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realizadas no Laboratério de Metabolismo e Regeneracio Ossea da Faculdade de Medicina

Dentéaria da Universidade do Porto

Protocolo Experimental

As células tronco mesenquimais humanas derivadas de medula 6&ssea (Human
Mesenchymal Stem Cells-bone marrow derived, HMSC-bm, Innoprot) foram cultivadas em meio
de cultura alfa-MEM (Minimum Essential Medium Eagle, alpha modification, Sigma) contendo
10% de soro bovino fetal (FBS, Sigma), 50 pg/ml de 4cido ascérbico (Sigma),
Penicilina/Estreptomicina (10 unidades/ml e 2,5 pg/ml; solu¢do P/S, Sciencell) e 2,5 pug/ml de
fungizona. As culturas foram mantidas numa incubadora a 37°C num ambiente de 5%CO,/ar. As

células da 3* subcultura foram utilizadas para avaliar o comportamento biolégico das mantas.

As mantas de PCL e PCL/GO foram cortadas em discos de 1 cm de didmetro e esterilizados
com Oxido de etileno. Posteriormente, foram semeadas com células mesenquimais a uma

densidade de 5x10* células por cm? e cultivadas durante 14 dias, nas condi¢Oes acima descritas.

Microscopia Confocal

As mantas colonizadas, apés 1 dia de cultura, foram fixadas (3,7% de formaldeido, 15
min), permeabilizadas com uma solucdo de Triton (0,1%), e incubadas com albumina humana
(10 mg/ml em tampao fosfato, 1 h), para bloquear as interacdes nio especificas. Seguidamente,
foi efetuada uma coloracdo imunohistoquimica para o citoesqueleto de F-actina (Alexa Fluor®
488-conjugated phalloidin, Invitrogen, 1:100 em tampao fosfato, 20 min.) e nicleos (iodeto de
propideo, 10 mg/ml em tampdo fosfato, 5 min.). As amostras foram cobertas com meio de
montagem (Vectashield®, Vector laboratories) e observadas num microscépio confocal (Leica

SP5 AOBS, Leica Microsystems®).
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Microscopia Eletronica de Varredura

As mantas colonizadas foram fixadas (1,5% glutaraldeido em 0,14 M tampao de cacodilato
de sédio, pH=7,3 - 10 min.), desidratadas em &lcoois de graduagdo crescentes, cobertas com um
filme de Au/Pd (SPI Module Sputter Coater equipment) e observadas num microscopio

eletronico de varredura (Environmental Scanning Electron Microscope, Quanta 400 FEG ESEM).

Contetido de ADN

O contetido de ADN da camada celular presente nas mantas foi quantificado nos dias 1; 4;
7; 10 e 14, utilizando o Kit PicoGreen DNA quantification assay (Quant-iT™ PicoGreen®
dsDNA Assay Kit, Molecular Probes Inc., Eugene), de acordo com as instru¢des do fabricante.
As culturas foram tratadas com uma solugdo de Triton (0,1%) e a fluorescéncia foi medida num
leitor ELISA (Synergy HT, Biotek) nos comprimentos de onda de excitacdo de 480 nm e de
emissdo de 520 nm. O conteido de ADN foi calculado por extrapolagdo numa curva padrio
obtida com uma solu¢do standard de ADN presente no Kit. Os resultados sdo expressos em

ng/cmz.

Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada em lisados celulares (0.1% Triton, 5 min),
pela hidrélise do p-nitrofenilfosfato em tampao alcalino (pH ~10,3; 30 min, 37 °C) e
determinac¢do colorimétrica do produto formado (p-nitrofenol) no comprimento de onda de 400
nm, utilizando um leitor ELISA (Synergy HT, Biotek). A atividade da fosfatase alcalina foi

. L . 1
normalizada pelo contetido em ADN e expressa em nmol/min.gapn -
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Expressdo de Genes Osteobldsticos por RT-PCR

A camada celular presente nas mantas de PCLpuro e PCL/GO foi analisada ao dia 14, por
RT-PCR, relativamente a expressdo do gene controle GAPDH (glyceraldehydes-3-phosphate
dehydrogenase) e dos genes osteobldsticos RUNX-2 (Runt-related transcription factor 2), Col
(colagénio tipo I), FA (fosfatase alcalina), BMP-2 (Bone morphogenic protein-2), OC
(osteocalcina) and OP (osteoprotegerina). O RNA foi extraido com o Kit RNeasy® Mini Kit
(QIAGEN) de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza e a concentracdo do RNA foram
determinadas por espectrofotometria (A = 260 nm). Em seguida, utilizou-se um protocolo
standard de RT-PCR. Os Primers utilizados estdo indicados na Tabela 1. Apds a eletroforese, as
bandas presentes no gel de agarose foram analisadas por densitometria com o software Imagel
1.41, para uma anélise semi-quantitativa. Os resultados foram normalizados com a banda do gene

GAPDH.

Andlise Estatistica

Foram efetuadas trés experimentos independentes. Em cada experimento, os ensaios
quantitativos foram efetuados em triplicata e os ensaios qualitativos em duplicata. Os resultados
sdao apresentados como Média + desvio padrdao. As diferencas estatisticas entre os resultados
obtidos na manta de PCL puro (controle) e as mantas de PCL/GO foram analisadas pelo teste T-

student. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS E DISCUSSOES - NANOCOMPOSITOS DE
PCL/NTC

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados e discussoes da eletrofiacdo por
aplica¢do de CA/CC simultaneamente dos nanocompositos de PCL/NTC e PCL assim como as

caracterizagoes das mantas produzidas.

5.1 ELETROFIACAO DE CORRENTE CA/CC

5.1.1 Parametros Preliminares

Para as solucdes preparadas, diversos testes foram conduzidos visando obter as melhores
condi¢des de processamento, ou seja, as condi¢des onde foi possivel realizar adequadamente a
eletrofiacdo. Esses parametros foram fixados de acordo com os valores apresentados na Tabela
4.3. Para o processamento de PCL, a solucdo que apresentou melhor resultado de processamento
foi a solu¢do denominada solucdo 2. Para PCL/NTC 0,5% foi a solu¢do denominada solucdo 3.
Essas solugdes foram as que ndo apresentaram problemas como, por exemplo, gotejamento da
solucdo na ponta do capilar durante o processamento e, portanto, foram as tinicas condicdes onde
foi possivel realizar a eletrofiacio de maneira controlada. Isso provavelmente ocorreu devido as

propriedades dessas solugdes.

Na Tabela 5.1 estdo apresentados os resultados das caracterizacdes de condutividade

elétrica, tensdo superficial e pH das solugdes de PCL e PCL/NTC 0,5%.
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Tabela 5.1: Média das medidas de condutividade elétrica, tensdo superficial e pH das solucdes

de PCL e PCL/NTC 0,5%.
Condutividade elétrica Tensdo superficial
Solugoes pH
(uS/cm) (mN/m)
PCL PCL/NTC PCL PCL/NTC PCL PCL/NTC
1 0,5 0,5 25,6 28,0 6 6
2 0,8 0,6 25,0 26,8 6 6
3 0,4 0,9 26,2 23,5 6 6

Para a solucdo de PCL, observou-se que, embora a tensdo superficial e o pH tenham se
mantido semelhantes para as trés solucdes, a condutividade elétrica das solucdes 1 e 3 foi menor
quando comparada a da solu¢do 2. Uma baixa condutividade pode resultar em alongamento
insuficiente do jato para produzir fibras uniformes (Bhardwaj e Kundu, 2010), o que pode ser um

fator pelo qual a solugdo 2 foi a que apresentou melhor processabilidade.

Para PCL/NTC 0,5%, nota-se que nas solugdes 1 e 2 a condutividade elétrica foi menor e a
tensdo superficial foi maior quando comparadas a solug@o 3. A alta tensdo superficial da solugdo
geralmente inibe o processo de eletrofiacao causando instabilidade no jato (Bhardwaj e Kundu,

2010), conforme apresentado no Capitulo 2.

Para o sistema PCL/NTC, a solugdo 3 apresentou maior condutividade elétrica € menor
tensdo superficial em relacdo as solucdes 1 e 2. Isso indica o fato de que a solugdo 3 apresentou

melhores resultados de processamento.

E reportado pela literatura que para a obten¢io de um processamento de sucesso, as
propriedades da solucdo sdo fatores relevantes, tais como, condutividade elétrica, tensdo
superficial e o comportamento reoldgico da solugdo. A concentracio da solucdo define o limite
para formagdo das fibras devido a maior viscosidade. (Bhardwaj e Kundu, 2010, Pekar et al.,
2011). Para os nanocompdsitos, a reologia € importante, tanto do ponto de vista de

processamento, quanto de aplicacOes, pois estd relacionada ao estado de dispersdao dos



nanocompdsitos, em aspectos como formato, orientacdo e interagdes entre as nanoparticulas e

cadeias poliméricas (Ahmed et al., 2012; Lim e Kyung, 2013).

A Figura 5.1 mostra o comportamento reolégico no ensaio em regime oscilatério de
pequena amplitude, onde sdo apresentados os moédulos de armazenamento (G’) e perda (G”) em

funcdo da frequéncia. A Figura 5.2 apresenta a variacdo da viscosidade em fun¢do da taxa de

cisalhamento, em ensaio de cisalhamento em regime permanente, das diferentes solu¢des de PCL

e PCL/NTC.

PCL PCL/NTC

——G' Sol.3 ——G' Sol-3
1E-3 5 —+—6G" Sol-3] 1E-3 5 —3—G" Sol 3| -

1E4 : : 164 : : :

0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
Frequeéncia (Hz) Frequencia (Hz)

Figura 5.1: Modulo de armazenamento (G’) e de perda (G”) das diferentes solucdes de PCL e
PCL/NTC.
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Figura 5.2: Viscosidade em funcio da taxa de cisalhamento das solu¢des de (a) PCL e (b)

PCL/NTC.
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O comportamento reolégico em regime oscilatério estd de acordo com o comportamento
viscoeldstico esperado para solucdes de polimeros flexiveis lineares (Ahmed et al., 2012), ou
seja, os valores de G’ em baixas frequéncias ¢ menor do que G”’, indicando o carater viscoso da
solucdo. No caso das solucdes 1 e 3, pode-se observar o ponto de cruzamento (crossover) em
frequéncias intermedidrias, indicando que o tempo de relaxacdo caracteristico (inverso da

frequéncia de crossover) das solucdes 1 e 3 é maior do que o tempo de relaxacdo da solugdo 2.

Deve-se observar, no entanto, que a producdo de fibras requer uma viscosidade adequada,
uma vez que a baixa viscosidade ndo apresenta emaranhamentos moleculares suficientes para
formacdo de fibras (Bhardwaj e kundu, 2010; Qin e Wu, 2012). As curvas de viscosidade
apresentadas na Figura 5.2a, mostram um comportamento pseudopldstico das solugdes de PCL,
ou seja, observa-se uma redugdo na viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento na faixa
trabalhada (Bretas e d’Avila, 2005). Pode-se observar que a viscosidade da solucdo 3 apresentou
valores consideravelmente menores em comparagdo as solugdes 1 e 2. Isso pode ser devido a
menor concentracdo da solucdo. No entanto, a solucdo 2 apresentou os maiores valores de
viscosidade, apesar de sua concentragdo ser menor do que a concentragdo da solugdo 1. Porém,
esses valores sdo préximos aos valores da solucdo 1, o que pode indicar que a concentracdao da
solucdio 3 pode estar abaixo de uma concentragdo critica de modos de interagcdes

intermoleculares.

Os resultados obtidos de G* e G”* apresentado na Figura 5.1b para o sistema PCL/NTC
indicou maior predominancia da propriedade viscosa (G’> > G’) em baixas frequéncias, sendo
que para a solugio 2 e 3, pode-se observar o ponto de crossover. E reportado pela literatura que
G’ em baixas frequéncias ¢ muito sensivel a uma mudanga na estrutura interna de compdsitos
poliméricos (Lim e Kyung, 2013). Em geral, € relatado que os nanocompdsitos exibem
comportamento predominante de s6lido acima do limiar de percolacdo, onde G’ > G’ em baixas
frequéncias, que estd relacionado com a formacao da rede fisica da nanoparticula (Ahmed et al.,
2012). No caso deste trabalho, esse comportamento ndo foi observado, mostrando que ndo houve

a formacdo de uma rede percolada na solu¢do de PCL com NTC disperso.
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A presenga de nanotubos de carbono nas solu¢des de PCL/NTC levou a uma reducio
viscosidade das solucdes 1 e 2, que pode ser observado comparando-se os resultados da Figura
5.2b com os resultados da figura 5.2a. Ainda, a presenca do NTC nas solucdes 1 e 2 levou essas a
ter comportamento Newtoniano. Estudos sugerem que as particulas anisotropicas podem ser
alinhadas com a dire¢@o do fluxo, o que pode acarretar em reducdo da viscosidade da solugdo e a

menor dependéncia da viscosidade com a taxa de cisalhamento.

Por outro lado, a presenca de NTC na solucdo 3 acarretou num aumento considerdvel da
viscosidade, indicando um mecanismo diferente de interacdo entre o NTC e a solucdo. Esse
aumento de viscosidade na solucdo 3 fez com que essa solugcdo atingisse uma viscosidade
adequada para realizar a eletrofiagdo, sendo que para o caso da solucdo 3 sem NTC, a baixa

viscosidade da solucdo impossibilitou a realizagcdo da eletrofiacao.
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5.1.2 Eletrofiacao e obtencao das mantas de PCL e PCL/NTC

Na Figura 5.3 sdo apresentadas as imagens de MEV que indicam a morfologia e os

diametros das fibras de PCL obtidas por eletrofiagdao em diferentes frequéncias a partir da solucio

¢) 60 Hz d) CC
Figura 5.3: Imagens obtidas por MEV das fibras de PCL obtidas por eletrofiacdo aplicando
potencial elétrico CA/CC simultaneamente, (a) 350 Hz, (b) 205 Hz, (c¢) 60 Hz, e (d) aplicando

corrente continua CC.

As Figura 5.3a - ¢ revelam que as morfologias das fibras se apresentam de forma continua
quando aplicado um potencial elétrico CA/CC simultaneamente. Tal ocorréncia pode ser oriunda
da estabilidade do jato com a aplicacdo do campo elétrico CA (Ochanda, et al., 2012). Na
imagem 5.3d, onde as fibras foram obtidas pelo método convencional, aplicando apenas um
potencial elétrico CC, ficam evidenciadas ramificagdes e descontinuidade entre as fibras. Pode-se

notar que os didmetros variam nas figuras apresentadas.
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Na Figura 5.4 sdo apresentadas as imagens de MEV que indicam a morfologia e os

diametros das fibras de PCL/NTC 0,5% obtidas por eletrofiacdo a partir da solucdo 3.

b) 205 Hz

¢) 60 Hz d) CC

Figura 5.4: Imagens obtidas por MEV das fibras do sistema PCL/NTC eletrofiadas aplicando
potencial elétrico CA/CC simultaneamente (a) 305 Hz, (b) 205Hz, (c) 60Hz e (d) aplicando

corrente continua (CC).

De maneira diferente as fibras de PCL, pode-se notar que as fibras dos nanocompdsitos
obtidas, apresentaram continuidade na morfologia para todas as condi¢des. Isso pode ser devido
ao fato da solugdo 3 contendo NTC apresentou o maior valor de condutividade elétrica, menor
tensao superficial e viscosidade adequada a realizagdo da eletrofiacdo, conforme discutido na

secdo 5.1.1.

Na Tabela 5.1, sdo apresentados os didmetros médios das fibras de PCL e PCL/NTC nas
diferentes frequéncias CA. Os diametros médios foram medidos a partir das imagens de MEV, de

acordo com o procedimento descrito no Capitulo 4.
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Tabela 5.1: Diametros médios das fibras formadas pelas fibras eletrofiadas.

Amostras Diametro médio das fibras [nm]
PCL PCL/NTC 0,5%
350 Hz 580 +332 576 +231
205 Hz 712 £328 651 £299
60 Hz 819 £ 452 745 + 354
CcC 1354 + 498 638 £215

Pela Tabela 5.1, pode-se observar uma diminui¢cdo do didmetro médio das fibras com o
aumento da frequéncia, principalmente para a eletrofiacdo do PCL, onde a dependéncia do
diametro médio com a frequéncia é mais acentuada. O uso do sistema CA/CC tende a diminuir
diametros médios com a elevacdo das frequéncias durante a eletrofiagdo, além de permitir a
diminui¢do da instabilidade inerente ao jato. Estudos anteriores relatam que para melhor controle
dos diametros pode-se alterar a tensdo aplicada do sistema (Ishii, Sakai e Murata, 2008; Yijun,
Qinghua e Riguang, 2012). A aplicacdo de campos elétricos gerados por corrente alternada (CA)
propiciou um favorecimento das caracteristicas morfoldgicas finais das fibras sem a necessidade
do aumento da tensdo aplicada. No caso dos nanocompdsitos, a dependéncia do didmetro das
fibras em funcdo da frequéncia foi menor, sendo que o didmetro médio obtido pelo método
convencional (CC) foi menor do que os diametros médios obtidos para as frequéncias de 60 e
205Hz. Pode-se observar que o didmetro médio das fibras de PCL sao maiores do que o didmetro
médio das fibras de PCL/NTC, quando processados em CC. Por outro lado, quando processados
em CA/CC os diametros médios do PCL e PCL/NTC apresentaram didmetros com valores
proximos. Essa observagdo também mostra o efeito da presenga do campo elétrico alternado na
eletrofiacdo, onde este influencia nos padrdes de escoamento e na estabilidade do jato durante o

processo (Kessick, Fenn e Tepper, 2004; Lee, Yoon e Kim, 2009).

As fibras eletrofiadas formam mantas com aspecto macroscopico flexivel, de facil
manipulagdo, possibilitando o dobramento e o corte, similar a de um tecido. As dimensdes do
didmetro de uma manta podem se aproximar da area do coletor e apresentar espessura de até 0,50

a 0,80 mm dependendo do volume da solugdo a ser eletrofiada, conforme pode ser visualizado na
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Figura 5.5. Estudos relatam que, dependendo do tipo de material eletrofiado, como o PCL,
mantas com tais caracteristicas podem ser utilizadas para auxiliar em regeneragdo tecidual. (Xie,

Li e Xia, 2008).

b)

Figura 5.5: Fotografias das mantas obtidas por eletrofia¢do: a) PCL e b) PCL/NTC.

5.1.3 Caracterizacao por Espectorscopia de Absrocio na Regido de Infravermelho com

Transformada de Fourier (FT-IR)

Para investigar a interagdo entre a composi¢do quimica do PCL e do NTC nas mantas
eletrofiadas, foram analisados os espectros vibracionais obtidos por espectroscopia de absorc¢ao

na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).
Na Figura 5.6a, sdo mostrados os espectros do FT-IR do PCL das mantas eletrofiadas nas

diferentes frequéncias. Na Figura 5.4b, estdo os espectros das mantas nas diferentes frequéncias

eletrofiadas de PCL/NTC .
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Figura 5.6: Espectros de FT-IR do (a) PCL como recebido e das mantas PCL; b) mantas de
PCL/NTC.

No espectro da Figura 5.6a, foram observadas bandas caracteristicas de ligagdo C-H
alifatico a 2942 e 2865 cm’ (estiramento), a 1467 e 1365 cm’ (deformacgado) e a 731 cm’
(deformagao). Também foram observadas bandas caracteristicas de ligacdo C=0O de ésteres
(acrilatos) a 1723 cm’', assim como as bandas a 1238, 1164 ¢ 1104 em’! sdo caracteristicas de

ligacdo C-O, também do grupo funcional éster.
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Pela atribuicdo espectroscOpica, nota-se que o espectro da amostra apresenta bandas
caracteristicas da Poli(caprolactona) (PCL), mostrando que ndo houve alteracdo da estrutura

molecular do polimero durante o processamento.

Para as amostras apresentadas nas Figura 5.6b, os espectros de infravermelho possuem o
mesmo padrio de bandas presentes no espectro das amostras de PC. E possivel caracterizar essas
amostras como PCL também, exceto pela banda por volta de 1600 cm'l, observada nas amostras
(em relacdo a amostra de PCL), atribuidas as ligacdes C-C (Saeed et al., 2006). Esses resultados
sugerem a formacdo do nanocompésito PCL/NTC, em que os NTCs foram incorporados as

fibras.

5.1.4 Propriedades Térmicas

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Utilizou-se o DSC a fim de analisar se houve a ocorréncia de alteragdo nas temperaturas de
transi¢des do PCL durante a preparacdo da solucdo e processamento das mantas. Nessa técnica, €
possivel determinar temperaturas de transicdo caracteristicas dos materiais estudados, como as

temperaturas de transicao vitrea (Tg), cristalizacdo (Tc) e fusao cristalina (Tm).

Na Figura 5.7 estdo os termogramas do 1° aquecimento. Na curva de resfriamento, estdo
indicadas as temperaturas de transi¢des (Tg e Tc) e, no 2° aquecimento, a temperatura de fusdo
(Tm) das mantas de PCL e PCL/NTC. Na Tabela 5.2 estdo apresentadas as temperaturas de
transi¢do, assim como as entalpias das respectivas transicoes e o grau de cristalinidade calculado

a partir da entalpia de fusao (AHy).
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Figura 5.7: Curvas de DSC para os sistemas PCL, PCL/NTC e PCL tal como recebido do

fornecedor.

Tabela 5.2 — Dados obtidos a partir das curvas de DSC do PCL tal como recebido e das mantas
eletrofiadas de PCL e PCL/NTC .

Primeiro aquecimento Resfriamento Segundo aquecimento

Amostra | Tm AHf Xc Tg Te AHc Tm AHf Xc
O | U | (%) | CCO | CCO | ) | CO | ) | (%)

PCL em

67,2 74,8 55 -58,5 18,3 53,6 57,5 57,8 42
granulo

PCL 62,1 62,4 45,8 -55.4 25,3 57,0 56,4 56,5 41,5
PCL/NTC | 62,6 65,7 48 -55,0 33,0 56,8 57,5 63,7 46,6

* AHf do PCL 100% cristalino = 136 J/g (Ruelle et al., 2012).
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Na Figura 5.7, pode-se observar que para ambas as amostras no primeiro € no segundo
aquecimento ocorreu apenas um evento endotérmico, associado a fusdo do polimero, o que indica
nao haver indicios dos solventes utilizados nas mantas. Para um processo de eletrofiacio bem
sucedido € importante que o polimero seja totalmente dissolvido durante a preparacao da solugao
e o solvente utilizado seja totalmente evaporado durante o processamento (Bahardwaj e Kundu,
2010). Pelo fato de os solventes possuirem propriedades toxicas, € invidvel a presenca de tais

substancias no uso biolégico das mantas.

As temperaturas Tm e Tg mantiveram-se semelhantes, porém a Tc apresentou um aumento
substancial em torno de 8°C. Algo semelhante foi relatado em outras pesquisas com a
incorporacdo de NTC e outros tipos de nanoparticulas. Mitner et al. (2002) destacam que tal
ocorréncia se deve ao alto impacto do NTCs na nucleacio de cristais do PCL (Ahamed et al.,

2012; Ruelle et al., 2012).

Observa-se pela Tabela 5.2 que no primeiro aquecimento, as amostras de PCL/NTC
apresentaram maior grau de cristalinidade, comportamento provdvel devido ao efeito da
nucleacdo com a interacdo do NTC (Trujillo et al., 2012; Ruelle et al., 2012). Ainda, no segundo
aquecimento, ap6és o histérico de processamento ter sido eliminado, é claramente observada a
influéncia da adigdo de NTC nas fibras. Os resultados obtidos das amostras de PCL como
recebido e da amostra de PCL eletrofiada, ambos obtiveram menor grau de cristalinidade no
segundo aquecimento com valores semelhantes, o que mostra o efeito nucleante dos nanotubos de

carbono.

Comparando-se os graus de cristalinidade Xc calculados para o primeiro e segundo
aquecimentos, pode-se observar um maior grau de cristalinidade das fibras (primeiro
aquecimento). Essa observacdo estd de acordo com o esperado, pois o processo de fiacdo induz

uma forte orientacdo molecular, promovendo a cristalizacdo do polimero.
A literatura reporta que fibras de menor didmetro ou produzidas a partir de solucdes de

menor concentracdo de polimero na solugcdo apresentam maior grau de orientacdo molecular e

cristalinidade (Lim, Tan e Ng, 2008). Conforme ja mencionado na sec¢do 5.1.2, o didmetro médio
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das fibras do sistema PCL/NTC foi menor do que o diametro médio da amostra de PCL. No
entanto, pode-se observar que esse efeito ndo foi significativo para o grau de cristalinidade, pois,
comparando-se as entalpias de fusdo do PCL e do PCL/NTC no primeiro e segundo
aquecimentos, pode-se observar que a diferenca entre os graus de cristalinidade do PCL/NTC e
do PCL foi maior no segundo aquecimento. Isso mostra que o aumento do grau de cristalinidade

do nanocompdsito foi devido, predominantemente, a presenca dos nanotubos de carbono.

Andlise Termogravimétrica (TGA)

As Figura 5.8 mostram as curvas de TGA no intervalo de 25-700 °C, em que se apresenta
a temperatura inicial da perda de massa e o pico de maxima velocidade de decomposi¢do das

mantas de PCL e PCL/NTC.

Através dessa técnica, foi possivel verificar a presenca de solventes e aditivos pelo
deslocamento dos termogramas. Os solventes cloroférmio e acetona apresentam ponto de
evaporacao de 56°C e 61°C, respectivamente. Pelas curvas de TG, pode-se observar que nao
houve nenhuma alteracdo visivel nesses intervalos de temperatura, apenas as variagdes de massa,
indicativas da degradag@o do polimero, tendo em vista que os polimeros PCL sdo degradados na

faixa de 200 a 350°C (Ruelle et al., 2012).

A Tabela 5.3 mostra os resultados obtidos de perda de massa e picos de temperaturas de

maxima velocidade de decomposigao.
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Figura 5.8: Curvas de TGA do PCL em granulo, da manta eletrofiada de PCL e PCL/NTC.

Tabela 5.3 — Dados termogravimétricos obtidos nas curvas de TGA do PCL tal como recebido e

das mantas eletrofiadas de PCL e PCL/NTC.

Amostra Tinicial (°C) Tiinal (°C) Picodecomposigﬁo °O)

PCL em granulo 325 455 410
PCL 310 535 410
PCL/NTC 330 560 410

Os termogramas mostram que as mantas de PCL e PCL/NTC apresentaram estabilidade
térmica, similares. Porém, a Tabela 5.3 mostra que a temperatura inicial de massa para

PCL/NTC ¢ 20°C superior ao PCL, indicando que a incorporacdo de NTC no PCL exerce um



efeito na degradagdo térmica das fibras. Estudos anteriores concluiram que a adi¢do de pequenas
quantidades de NTC na matriz de PCL pode influenciar na sua estabilidade térmica (Saeed et al.,

2006; Chen € Wu, 2007).

5.1.5 Caracterizacao Mecanica

Tracao

A Figura 5.9 apresenta curvas de tensdo versus deformacdo das mantas eletrofiadas de
PCL e PCL/NTC processadas a 305 Hz, que foram as amostras que apresentaram o menor
diametro das fibras. Na Tabela 5.4, sdo apresentados os valores das propriedades relativas aos
ensaios de tragdo, com valores referentes a uma média de oito repeticoes de cada manta

eletrofiada de PCL e PCL/NTC.
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Figura 5.9: Curva tracdo versus deformacio das mantas de PCL e PCL/NTC.

Tabela 5.4: Média dos valores obtidos nas andlise das propriedades mecanicas.

Tensao na Moédulo de elasticidade | Alongamento
Amostra
ruptura (MPa) (MPa) (%)
<102,76 £
PCL 0,638 +£0,109 4,376 + 0,622
25,68
PCL/NTC 0,686 + 0,199 1,812 £ 0,408 66,40 £+ 18,42




Para as amostras de PCL, os corpos de provas nao chegaram a ruptura total, pois as fibras
vao formando camadas umas sobre as outras. Assim, quando se rompe uma camada, a outra
continua alongando. J4 as amostra processadas com os nanocompdsitos de PCL/NTC
apresentaram rompimento total, que ocorreu préximo a garras de fixagdo. Nao houve ocorréncia
de materiais que ndo chegaram a ruptura dentre as amostras de PCL. Quando uma camada se

rompeu, a outra se manteve alongando até o mdximo do equipamento.
Pode-se observar que o modulo das mantas de PCL/NTC foram menores do que das mantas
de PCL. Apesar de se esperar um aumento do médulo com a adi¢cdo de NTC nas fibras, fatores

como porosidade, orientacdo das fibras, forma de deposi¢cdo das camadas das fibras, podem

influenciar nas propriedades mecanicas das mantas (Liao et al., 2012).

5.1.6 Resistividade

Na anélise de resistividade, foi possivel observar que as mantas de PCL/NTC na propor¢ao

de 0,5% de NTC mantiveram-se isolantes conforme resultados indicados na Tabela 5.5,

Tabela 5.5: Valores de resistividade obtidos para as mantas de PCL e PCL/NTC.

PCL PCL/NTC
4 96E+13 2,26E+14
Resistividade 5,60E+13 1,35E+14
(ohm/cm) 4,43E+13 1,28E+14
4,05E+13 2,35E+14
4,57TE+13 1,76E+14

Em nanocompésitos poliméricos, quando ocorre a dispersdo de nanoparticulas, pode

ocorrer a formagdo de uma estrutura de rede interligada condutora continua na matriz polimérica
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acima de uma concentragdo critica das nanoparticulas, conhecida por limiar de percolacgdo.

Portanto, no caso do nanocompésito de PCL/NTC, o limiar de percolagcdo ndo foi atingido.

Estudos relatam que para obter o cardter condutivo, a propor¢do de carga condutora deve
atingir a limiar de percolacdo entre os materiais (Maiti, et al., 2013). A literatura relata também
que compositos poliméricos com nanotubos de carbono apresentam um baixo limiar de
percolacdo para a condutividade elétrica, devido as suas proporcdes elevadas a limiar de
percolacdo. Nesses casos, a limiar de percolacdo com a mistura de nanocompdsitos se da acima
de 1 a 1,5% em massa entre materiais, (Ramaswamy, Clarke e Gorga, 2011; Maiti, et al., 2013).
Lim e Kyung, 2013 observaram em um estudo de nanocompdésitos de PCL/NTC que houve um

aumento consideravel da condutividade em concentra¢des acima de 0,5% de NTC.

5.2 AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO DAS MANTAS
ELETROFIADAS DE PCL/NTC

A resposta a viabilidade/proliferacdo das células as mantas de PCL e PCL/NTC foi avaliada
em culturas celular em osteoblastos humanos (MG63), por ensaio da Rezasurina e a atividade da
Fosfatase alcalina. A Figura 5.10 apresenta atividade metabdlica ao longo do tempo de acordo

com o procedimento descrito no capitulo 4.
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Figura 5.10: Viabilidade/proliferacao celular em osteoblastos humanos (MG63) cultivadas na

superficie das mantas de PCL e PCL/NTC (os valores sdo a média e desvio padrao)
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Os resultados da viabilidade/proliferacdo celular sdo expressos em termos de unidades
relativas de fluorescéncia, entretanto mostraram que as células osteobldsticas aderiram as mantas
de PCL e PCL/NTC e que proliferaram ao longo do tempo de cultura. A manta de PCL/NTC

causou um estimulo no crescimento celular, o qual foi notério no dia 3. No dia 7 de cultura a

viabilidade celular foi semelhante para ambos os materiais.

Atividade de Fosfotase Alcalina

Foi analisada a atividade da fosfatase alcalina, uma enzima que constitui um marcador do

fenétipo osteobldstico. A Figura 5.11 apresenta no gréfico os resultados obtidos.
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Figura 5.11: Atividade de fosfatase alcalina (FA) das culturas de MG63 cultivadas na superficie
das mantas de PCL e PCL/NTC.

As células cultivadas nas mantas de PCL e PCL/NTC sintetizaram fosfatase alcalina, ndo
demonstrando diferencas entre os dois materiais, concluindo-se que a manta de PCL/NTC

demonstrou induzir o crescimento celular, sem interferir com a atividade funcional das células.
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Capitulo 6

6. RESULTADOS E DISCUSSOES — NANOCOMPOSITOS DE
PCL/GO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussoes da eletrofiacdo dos
nanocompositos de PCL/GO, assim como as caracterizacoes das mantas produzidas, seguidas da

avaliagcdo dos procedimentos de viabilidade celular.

6.1 CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES DE PCL/GO

Foram preparadas solucdes de PCL em cloroférmio e acetona, onde diferentes
concentracoes de GO foram dispersas na solugcdo, conforme descrito nas secdes 4.2 e 4.3. A
Tabela 6.1 apresenta os valores medidos de condutividade elétrica e tensdo superficial para as

diferentes solugdes preparadas.

Tabela 6.1: Valores médios de condutividade elétrica, tensdo superficial e pH das solu¢des de

PCL e PCL/GO.
Amostra PCL PCL/GO 0,15% | PCL/GO 0,3% | PCL/GO 0,5%
Condutividade elétrica

0,4 0,5 0,9 0,6

(uS/cm)
Tensao superficial

26,2 26,9 26,5 27,5

(mN/m)
pH 6 6 6 6
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Pode-se observar que os valores de tensdo superficial e pH para todos os casos foram
similares. Em rela¢do a condutividade elétrica, pode-se observar que a presenga de GO acarretou
em um aumento desta propriedade, devido ao fato do GO possuir alta condutividade elétrica. No
entanto, o maior valor de condutividade foi observado para a solucdo com 0,3% de grafeno. Tal
ocorréncia pode ter se dado devido a técnica de sonificagdo comumente usada para dispersdo do
GO, o que pode reduzir a proporcao de plaquetas esfoliadas, podendo afetar negativamente como
reforco nas propriedades elétricas e térmicas. Assim, técnicas de suspensdo pode promover um
controle da morfologia, ou seja, mais alongada ou alinhada, influenciando nas propriedades do

GO (Potts, 2011).

A Figura 6.1 mostra o comportamento reolégico em ensaio em regime oscilatério de
pequena amplitude dos modulos de armazenamento (G’) e de perda (G”) das solugdes de PCL e

de PCL/GO nas diferentes concentracdes de GO.
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Figura 6.1: Modulo eléstico (G’) e viscoso (G”) das solucdes de PCL/GO nas diferentes

concentragdes e PCL.

Os resultados apresentados na Figura 6.1 indicam que as solucdes/suspensdes possuem

comportamento predominantemente viscoso a baixas frequéncias (G’> > G’). Pode-se observar
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que o comportamento reolégico para a solu¢do de PCL € tipico do comportamento de solugdes
poliméricas de polimeros lineares, onde G’> > G’ em baixas frequéncias e G’’<G’ em altas

frequéncias, indicando o caréter viscoelastico da solucao.
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Figura 6.2: Viscosidade em fun¢do da taxa de cisalhamento da solu¢do de PCL e das solucdes

de PCL/GO nas diferentes concentracoes.

Com a adicao do 6xido de grafeno na solucdo de PCL observa-se o aumento da viscosidade
da solugdo. Porém quando comparada entre as diferentes concentracdes nas solugcdes de PCL/GO
€ possivel observar, pela Figura 6.2, que com o aumento da concentracdo de GO na solucao

(0,5%), ocorre uma diminui¢do na viscosidade, com comportamento pseudoplastico.
Conforme discutido no Capitulo 5, a solu¢do de PCL nao formou fibras, tal ocorréncia,

pode ter se dado devido a baixa viscosidade da solu¢@o, onde esta nao apresenta emaranhamentos

suficientes para formacao de fibras, e sim de gotas. (Bhardwaj e kundu, 2010; Qin e Wu, 2012).
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6.2 ELETROFIACAO E OBTENCAO DAS MANTAS DE PCL/GO POR
APLICACAO DE POTENCIAL CC

Na Figura 6.3 sdo apresentadas as imagens de MEV que indicam a morfologia e os

diametros das fibras de PCL/GO obtidas por eletrofiacdo com aplica¢do de um potencial CC com

diferentes proporc¢des de GO na solugdo.

Figura 6.3: Imagens das mantas de PCL/GO obtidas por MEV a) 0,15%; b) 0,3%; c¢) 0,5%

E possivel visualizar nas figuras acima que com as diferentes propor¢des de GO na solugio,
as fibras obtiveram particularidades em sua morfologia, que podem ser atribuidas a diferenca de
viscosidade das solu¢des como apresentado pela Figura 6.2 causada com a adi¢do do GO, assim
como o efeito da presenca de GO na condutividade elétrica. Na Tabela 6.2 sdao apresentados os

diametros médios das fibras e a resistividade das mantas formadas.

Tabela 6.2: Diametros médios das fibras e resistividade das mantas formadas pelas fibras

PCL/GO.
Diametro médio Resistividade
Amostras
[nm] (ohm/cm)
PCL/GO 0,15% 819 + 453 7,73E+13
PCL/GO 0,30% 712 £ 328 5,08E+13
PCL/GO 0,50% 581 + 333 6,40E+13

70



Nota-se pela Tabela 6.2 que correu um decréscimo nos didmetros médios das amostras
com o aumento da concentracdo de GO na solu¢do. O menor didmetro médio observado foi para
a amostra com 0,5% de GO, provavelmente, devido ao fato da baixa viscosidade da

solucdo/suspensao para este caso.

Pode-se observar que em todas as amostras a resistividade elétrica foi elevada, mostrando
que presengca de GO em diferentes propor¢des ndo influenciou significativamente nas
propriedades elétricas das mantas, que se mantiveram isolantes. Tal ocorréncia indica que o

limiar de percolacdo das nanoparticulas ndo foi atingido.

A Tabela 6.3 apresenta os valores obtidos do angulo de contato externo de uma gota de

dgua com a superficie das mantas secas em temperatura ambiente.

Tabela 6.3: Resultados obtidos de angulo de contato das mantas formadas pelas fibras de

PCL/GO e PCL.
Angulo de Contato
Amostras
(graus)
PCL/GO 0,15% 128,5
PCL/GO 0,30% 119,0
PCL/GO 0,50% 1233
PCL 138,8

Pode-se observar pela Tabela 6.3 que todas as amostras apresentaram-se hidrofébicas, que
€ uma caracteristica do PCL. No entanto, pode-se observar uma diminui¢ao do angulo de contato
com a presenca do GO, sendo que a amostra PCL/GO com concentra¢do de 0,30% apresentou

menor angulo de contato quando comparada com as demais amostras.
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6.3 INTERACAO ENTRE PCL E GO

Para investigar a interacdo entre a composi¢do quimica do PCL e do GO nas mantas
eletrofiadas, foram analisados os espectros vibracionais obtidos por espectroscopia no

infravermelho por transmitancia utilizando-se pastilhas de KBr/GO

Na Figura 6.4, ¢ mostrado os espectros do FT-IR do PCL como recebido do fabricante e

das mantas eletrofiadas de PCL PCL/GO e do GO.
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Figura 6.4: Espectros de FT-IR das mantas eletrofiadas de PCL/GO, PCL, do PCL como
recebido e do 6xido de grafeno (GO).

Nos espectros da Figura 6.4 foi possivel detectar apenas as bandas que caracterizam o PCL
para todas as amostras. Para as bandas caracteristicas do 6xido de grafeno, as mesmas podem ter
se ocultado devido sua aproximacgdo de bandas caracteristicas do PCL (Zanin et al., 2013).

Assim, para verificar a presenga de GO nas fibras de PCL, foi realizada microscopia eletronica de
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transmissdo (MET), onde as imagens obtidas estdo apresentadas na Figura 6.5. Pode-se observar
a presenca do 6xido de grafeno nas mantas formadas pelas fibras do nanocompdésito de PCL/GO.

Também pode-se observar a presenga de GO aglomerado na superficie das fibras.

Figura 6.5: Microscopia eletronica de transmissdo da manta de PCL/GO 0,5%.

6.4 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES TERMICAS

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Utilizou-se o DSC a fim de determinar temperaturas de transicdes do PCL e o grau de

cristalinidade.
Na Figura 6.6 estdo os termogramas do 1° aquecimento. Na curva de resfriamento, estdo

indicadas as temperaturas de transi¢des (Tg e Tc) e, no 2° aquecimento, a temperatura de fusdo

(Tm) das mantas de PCL e PCL/NTC. Na Tabela 6.4 estao apresentadas as temperaturas de
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transi¢do, assim como as entalpias das respectivas transicoes e o grau de cristalinidade calculado

a partir da entalpia de fusao (AHy).
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Figura 6.6: Curvas de DSC das mantas eletrofiadas de PCL e PCL/GO.

Tabela 6.4 — Dados obtidos a partir das curvas de DSC das mantas eletrofiadas de PCL e

PCL/GO.
Primeiro aquecimento Resfriamento Segundo aquecimento
Amostra Tm AHf Xc¢ Tg Te | AHe| Tm AHf Xc
CO | dg) | (%) | CCO) | CO) || CO | J/g) | (%)
PCL 62,1 62,4 458 | -554 | 253 | 57,0 564 56,5 41,5

PCL/GO 0,15% | 61,8 67,3 49,4 -60 | 27,5 | 58,6 | 56,9 65,6 48,1
PCL/GO 0,3% 62 61,6 45,2 -60 | 27,6 | 55,2 | 56,3 61,24 | 449
PCL/GO 0,5% | 61,8 64,5 47,2 -60 | 27,3 | 58,6 | 56,8 69,0 50,5

* AHf do PCL 100% cristalino = 136 J/g (Ruelle et al., 2012).



Na Figura 6.6, pode-se observar que para ambas as amostras no primeiro € no segundo
aquecimento ocorreu apenas um evento endotérmico, associado a fusdo do polimero, o que indica
nao haver indicios dos solventes utilizados nas mantas. Conforme discutido na secdo 5.1.4, para
um processo de eletrofiacdo bem sucedido é importante que o polimero seja totalmente dissolvido
durante a preparacdo da solu¢do e o solvente utilizado seja totalmente evaporado durante o

processamento (Bahardwaj e Kundu, 2010).

Observa-se pela Tabela 6.4 que as temperaturas Tm, Tc e Tg mantiveram-se semelhantes,
porém no primeiro aquecimento, as amostras de PCL/GO apresentaram maior grau de
cristalinidade, comportamento esperado pela literatura devido ao efeito da nucleacdo com a
interacao da nanoparticula (Trujillo et al., 2012; Ruelle et al., 2012). Entretanto para a amostra de
PCL/GO 0,3% o grau de cristalizacdo foi menor em comparacdo com as demais concentragoes.
De acordo com a literatura, dependendo do tipo de polimero, a incorporacio de GO na matriz
polimérica pode provocar aumentos, diminui¢do ou nenhuma alteracdo no grau de cristalinidade
(Potts et al., 2011). Ainda, no segundo aquecimento, apos o histérico de processamento ter sido
eliminado, é claramente evidenciada a influéncia da adicdao de GO nas fibras. Os resultados
obtidos das amostras de PCL eletrofiada, obteve menor grau de cristalinidade no segundo

aquecimento, o que mostra o efeito nucleante do 6xido de grafeno.

Comparando-se os graus de cristalinidade Xc calculados para o primeiro e segundo
aquecimentos, pode-se observar que os valores foram préximos, porém, pode-se observar um
maior grau de cristalinidade das fibras (primeiro aquecimento) para a amostra de PCL/GO 0,5%.
Essa observagdo estd de acordo com o esperado, pois o processo de fiacdo induz uma forte

orientagdo molecular, promovendo a cristalizacdo do polimero.

A literatura reporta que fibras de menor didmetro ou produzidas a partir de solu¢des de
menor concentracdo de polimero na solugdo apresentam maior grau de orientacdo molecular e
cristalinidade (Lim, Tan e Ng, 2008). Conforme ja mencionado na secdo 6.2, o diametro médio
das fibras do sistema PCL/GO 0,5% foi menor do que o didmetro médio das demais amostras de
PCL/GO. No entanto, pode-se observar que esse efeito ndo foi significativo para o grau de

cristalinidade, pois, comparando-se as entalpias de fusdo do PCL e do PCL/GO no primeiro e
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segundo aquecimentos, pode-se observar que a diferenca entre os graus de cristalinidade do
PCL/GO e do PCL foi maior no segundo aquecimento. Isso mostra que o aumento do grau de
cristalinidade do nanocompésito foi devido, predominantemente, a presenca dos oxidos de

grafeno.

Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A
Figura 6.7 e 6.8 apresentam as curvas de TGA no intervalo de 25 — 700 °C das mantas de

PCL e PCL/GO para as diferentes propor¢oes de GO.

E possivel visualizar pelas curvas obtidas na
Figura 6.7, que nas variadas propor¢des a ocorréncia apenas de um deslocamento dos
termogramas para cada amostra, evidenciando assim a provavel evaporagdo total dos solventes

utilizados na preparacdo da solugdo das amostras analisadas.

A Tabela 6.5 mostra os resultados obtidos de perda de massa e picos que indicam as

temperaturas de maxima velocidade de decomposi¢do conforme Figura 6.8
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Figura 6.7: Curvas de TGA: Perda massa das mantas eletrofiadas de PCL e PCL/GO.
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Figura 6.8: Curvas de TGA: Perda de massa com pico de decomposicdo das mantas de PCL e

PCL/GO.

Tabela 6.5 — Dados termogravimétricos obtidos nas curvas de TGA das mantas eletrofiadas de

PCL e PCL/GO.

Amostra Tinicial (°C) | Thinal (°C) | Picogecomposicao ("C)
PCL 310 455 410
PCL/GO 0,15% 320 540 410
PCL/GO 0,3% 320 550 408
PCL/GO 0,5% 320 550 402
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Através da Tabela 6.5 é possivel verificar que em todas as amostras com a adicdo de GO
apresentam perda de massas iniciais semelhantes, porem superior a 10°C quando comparado com
a amostra de PCL, denotando assim maior estabilidade térmica das amostras, o que reforca os
resultados das andlises de MET a interagao entre o PCL e GO (Potts et al., 2011; Pant et al.,
2012).

6.5 CARACTERIZACAO MECANICA

Tracao

A Figura 6.9 apresenta a comparacdo das curvas tensdo versus deformacdo das mantas
eletrofiadas nas diferentes propor¢des de PCL/GO e PCL. Na Tabela 6.6, sdo apresentadas as
propriedades relativas aos ensaios de tracdo. Os valores encontrados se referem a uma média de

oito repeti¢des de cada manta de PCL/GO e PCL.
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Figura 6.9: Curva tracdo versus deformacio das mantas de PCL e PCL/GO.
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Tabela 6.6: Média dos valores obtidos nas andlise das propriedades mecanicas.

Moédulo médulo

Tensao na Alongamento
Amostra de elasticidade
ruptura (MPa) (%)

(MPa)
e —
PCL 0,638 0,109 4,376 £ 0,622 <100
PCL/GO 0,15% 0,644 + 0,109 6,950 £ 0,574 <100
PCL/GO 0,3% 0,793 £ 0,180 4,681 £0,798 <100
PCL/GO 0,5% 0,818 £0,117 5,149 + 0,675 <100

Assim como nas amostras de PCL, os corpos de prova formados pelos nanocompdsitos de
PCL/GO ndo chegam a ruptura total, rompendo apenas uma camada da manta e permanecendo o
alongamento até o maximo do equipamento de ensaio. Pode ser considerada, assim, a

probabilidade de um alongamento aproximadamente maior que 100% até a ruptura.

De acordo com a Tabela 6.6 pode ser observado um leve aumento da tensdo na ruptura nas
diferentes amostras com a adi¢do de GO, porém para o moddulo apresentaram algumas

particularidades, as quais podem estar relacionadas a dispersdao das nanoparticulas.

A forma como as nanoparticulas sdo dispersadas na matriz polimérica pode efetivamente
reduzir os valores de moddulo. As folhas de GO quando tendem a se adaptar, a acdo do
estiramento, de forma ondulada ou enrugada ou de esfoliagdo incompleta de plaquetas individuais
e como plaquetas que tendem a desdobrar em vez de estiramento no plano sob uma tensdao de

tracdo aplicada podem levar a valores de médulo inferior (Singh et al., 2011; Potts, 2011).

Melhorias nas propriedades mecanicas estdo correlacionadas com a dispersdao da
nanoparticula na matriz polimérica, quando dispersada de forma melhorada, ou seja, alinhada na
matriz polimérica. Esta interacdo entre a nanoparticula e a matriz polimérica pode aumentar a

caracteristica como refor¢o para o nanocomposito. (Potts, 2011)



6.6 AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO DAS MANTAS
ELETROFIADAS DE PCL/GO

Adesao Celular

As mantas de PCL e PCL/GO colonizados com células mesenquimais foram observados
ap6s 1 dia de cultura, por microscopia confocal e microscopia eletronica de varredura, para

avaliacdo do processo de adesdo celular.

As imagens da Figura 6.10 mostra a microscopia confocal dos materiais colonizados e

corados para o citoesqueleto de F-actina e nucleo.

PCL PCL/GO 0,15% PCL/GO 0,3% PCL/GO 0,5%

100 wm

Figura 6.10: Fotografias de microscopia confocal de culturas com 1 dia de células mesenquimais
humanas cultivadas na superficie das mantas de PCL e PCL/GO, apds coloragdo das células para

o citoesqueleto de F-actina (coloracdo verde) e nucleo (coloracdo vermelha).
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As imagens mostraram que as células aderiram a todas as superficies, mas observaram-se

diferengas de morfologia entre as células cultivadas na manta de PCL e nas mantas de PCL/GO.

Assim, nas mantas de PCL, as células apresentaram uma morfologia alongada e uma
organizagdo normal do citoesqueleto (maior intensidade de colorag@o nos limites da célula) e um
nicleo bem definido. Este comportamento € tipico das células mesenquimais apds 1 dia de

cultura.

As mantas de PCL/GO mostraram células alongadas, mas também agrupamentos de células
arredondadas que ainda ndo tinham completado o processo de expansdo citoplasmdtica para
aquisicdo da morfologia normal. As imagens relativas a manta de PCL/GO 0,5% sdo sugestivas

de um menor nimero de células aderidas a superficie do material.

Proliferacdo Celular

As imagens da Figura 6.11 mostram as imagens de microscopia eletronica de varredura —
MEV apés 01 dia de cultura que permitiram avaliar a interacdo das células com a estrutura

fibrilar das mantas.
PCL PCL/GO 0,15% PCL/GO 0,3% PCL/GO 0,5%

o

Figura 6.11: Imagens de MEV de culturas com 1 dia de células mesenquimais

humanas cultivadas na superficie das mantas de PCL e PCL/GO.
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As imagens de grande ampliagdo mostram uma interacdo celular intima com as fibras de
PCL, em que os prolongamentos citoplasmaéticos estabelecem um contato perfeito com as fibras.
De maneira semelhante ao que foi observado em microscopia confocal, as células presentes nas
mantas de PCL mostraram uma morfologia mais alongada quando comparadas com as células
presentes nas mantas de PCL/GO, em que se observou a presenca de células alongadas, mas
também de células com morfologia arredondada, portanto ainda com um processo incompleto de

expansao citoplasmatica.

As mantas de PCL e PCL/GO foram observadas por microscopia eletronica de varredura ao
longo do tempo de cultura, nos dias 4, 7 e 14, para avaliar a proliferacdo celular e a organizacao
da camada celular. As imagens da Figura 6.12 mostra as imagens de microscopia eletronica de
varredura — MEV apds 04, 07 e 14 dias de cultura que permitiram avaliar a interacdo das células
com a estrutura fibrilar dos mantas.

Dia PCL PCL/GO 0,15% PCL/GO 0,3% PCL/GO 0,5%

e i

07

Figura 6.12: Imagens de MEV de culturas com 4, 7 e 14 dias de células mesenquimais humanas

cultivadas na superficie das mantas de PCL e PCL/GO (barra de ampliacdo: 100 mm).
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As mantas de PCL e PCL/GO foram observadas por microscopia de varredura ao longo do
tempo de cultura, nos dias 4, 7 e 14, para avaliar a proliferacdo celular e a organiza¢do da camada
celular. As imagens de baixa amplia¢do da Figura 6.12 mostraram proliferacio celular em todas
as mantas, observando-se um aumento significativo da camada celular ao longo dos 14 dias de
cultura. Comparativamente a manta de PCL, a organizacdo da camada celular foi semelhante nas
mantas de PCL/GO 0,15% e PCL/GO 0,3% de o6xido de grafeno; no dia 14, as mantas

apresentavam-se totalmente cobertos por uma camada celular.

No entanto, na manta de PCL/GO 0,5%, observou-se uma camada celular de aspeto mais
compacto, que cobria parcialmente a superficie. Este comportamento € também visivel na Figura
6.12, que mostra imagens de maior ampliagdo. As imagens sugerem que as c€lulas parecem ter
maior dificuldade em proliferar nestas mantas, formando zonas de camada celular densa, mas

descontinua.
A maior ampliagdo permite avaliar a interacdo celular com a estrutura fibrilar nas mantas
durante o processo de proliferagdo celular. Assim, no dia 4, parece existir uma interagdo celular

estreita com todas as mantas. No entanto, nos dias 7 e 14, esta interacdo parece estar dificultada

na manta de PCL/GO 0,5% comparativamente com as demais mantas.

ADN Total

A proliferacdo celular foi também avaliada quantitativamente pela determinacdo do ADN

total ao longo do tempo de cultura. A Figura 6.13 apresenta o conteido ADN ao longo do tempo.
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Figura 6.13: Conteddo de ADN das culturas de células mesenquimais humanas cultivadas na

superficie das mantas de PCL e PCL/GO (0,15%; 0,3%; 0,5%).

Os resultados estdo apresentados de conteddo de ADN aumentou ao longo do tempo de
cultura em todos os materiais. Comparativamente ao filme de PCL, as mantas de PCL/GO 0,15%
e PCL/GO 0,3% apresentaram valores superiores em comparac¢do as demais amostras, porem 0
aumento foi estatisticamente significativo no dia 7 de cultura. A manta de PCL/GO 0,5%

apresentou valores aproximadamente 20% mais baixos.

Atividade de Fosfotase Alcalina

As células mesenquimais que foram cultivadas no meio de cultura alfa-MEM que contém
acido ascorbico, uma molécula que favorece a diferenciacdo osteoblastica o contetido ADN ao
longo do tempo. Assim as mantas colonizadas foram analisadas para a atividade da fosfatase
alcalina, uma enzima que constitui um marcador precoce do fenétipo osteoblastico. A Figura

6.14 apresenta no gréfico os resultados obtidos.
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Figura 6.14: Atividade de fosfatase alcalina (FA) das culturas de células mesenquimais

humanas cultivadas na superficie das mantas de PCL e PCL/GO (0,15%; 0,3%; 0,5%).

As mantas colonizadas foram analisadas para a atividade da fosfatase alcalina, uma enzima
que constitui um marcador precoce do fendtipo osteobldstico. A atividade desta enzima,
normalizada pelo conteido em ADN total ou de proteina total, foi semelhante em todas as
mantas. Este resultado sugere que as células mesenquimais presentes nas mantas de PCL e nas

mantas de PCL/GO apresentam atividade funcional semelhante.

Expressdo de Geneses Osteobldsticos

Conforme os resultados discutidos na secdo 6.6 as condi¢des de cultura favorecem a
diferenciac@o osteobldtica das células mesenquimais. De acordo com o procedimento descrito no
Capitulo 4 secdo 4.4.7, assim, avaliou-se também a expressao de alguns genes caracteristicos
deste fenotipo, nomeadamente o Runx2, colagénio tipo I, fosfatase alcalina, BMP-2, osteocalcina

e OP. A Figura 6.15, representa as culturas com 14 dias.
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Figura 6.15: Expressdo de genes osteobldsticos nas culturas de células mesenquimais humanas
cultivadas na superficie das mantas de PCL e PCL/GO: A) Bandas representativas dos genes

analisados, no gel de agarose; B) Andlise semi-quantitativa das bandas.
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Capitulo 7

7. CONCLUSAO

O equipamento de eletrofiacdo construido mostrou-se adequado para a realizagdo da

eletrofiacdo em corrente alternada.

A eletrofiagdo do PCL e PCL/NTC com a aplicacio de um campo elétrico CA/CC
simultaneamente leva a formacdo de fibras, diminui¢cdo dos didmetros médios com o aumento da
frequéncia e uma tendéncia a uniformidade das fibras e estabilidade do jato durante o

processamento de eletrofiagao.

A andlise por espectro de FT-IR demonstrou a interacdo entre o PCL e o NTC e, pelas
andlises térmicas, que a incorporagdo do NTC influencia as temperaturas de transicdo e grau de

cristalinidade do PCL e exerce pouca influéncia na degradacao térmica das fibras

As mantas de PCL e PCL/NTC permitiram a adesdo e a proliferacdo das células
osteoblasticas — MG63, denotando ainda que as mantas de PCL/NTC propiciou um estimulo
notério para o crescimento celular no dia 3, demonstrando ter potencial para induzir o
crescimento celular sem interferir com a atividade funcional das células, o que permitird a

continuacdo de futuras caracterizagdes para aplica¢do na drea biomédica.
Em relacdo aos nanocompdsitos de PCL/GO, pode-se concluir que com as diferentes
concentracdoes de Oxido de grafeno, houve mudangas na morfologia e um decréscimo nos

didmetros das fibras com o aumento da propor¢ao de GO.

As mantas de PCL e PCL/GO permitem a adesao e a proliferacdo de células mesenquimais

humanas. Nas condi¢des experimentais utilizadas, estas células apresentaram caracteristicas do
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fendtipo osteobldstico, nomeadamente, sintetizaram fosfatase alcalina e expressaram genes
osteobldsticos. Dentre as amostras estudadas a manta de PCL/GO 0,3% apresentou valores de
proliferagdo celular ligeiramente superior as demais amostras, sendo que a manta de PCL/GO
0,5% apresentou uma proliferacdo menor. Contudo, a atividade de fosfatase alcalina e a
expressao génica foram semelhantes para todas as amostras de PCL/GO e PCL Estes resultados
sugerem que as mantas de PCL/GO apresentam caracteristicas bioldgicas compativeis com

aplicacdes na area biomédica.

Relativamente as propriedades mecanicas, os testes efetuados mostraram que todas as
membranas produzidas apresentaram uma boa flexibilidade e resisténcia mecénica, pois em
nenhum dos testes de tracdo houve ruptura, porém a adi¢do das nanoparticulas ndo acarretou em
reforco mecanico, onde para as mantas de PCL/NTC, o mddulo elastico PCL/NTC do

apresentou-se bem abaixo das demais amostras.
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7.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, estdo apresentadas algumas sugestdes para

trabalhos futuros:

- Estudar com maior profundidade a influéncia da variagdo da aplicag¢do da tensao AC na
morfologia das fibras em diferentes frequéncias, utilizando outros sistemas poliméricos e

nanocompdsitos.

- Adaptar o equipamento existente de eletrofiacio CA/CC simultaneamente de coletor
vertical para coletor rotacional em condi¢cdes intercambidvel, de multiplos diametros
possibilitando o alinhamento das nanofibras para producio de mantas na forma de tubos e mantas

formados pelas fibras eletrofiadas.

- Realizar testes in vivo das mantas, para avaliar melhor o desempenho destes como

biomaterial.
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ANEXO -1

Laboratério de Quimica do Estado Sélido do Instituto de Quimica
da Unicamp - LQES/IQ/UNICAMP

Amostra: NTC-LQES7C (NTCPM-p)

Caracterizacao fisico-quimica dos NTCPM-p

Na Tabela 1 estdo representados os principais resultados da caracterizacao fisico-quimica
dos nanotubos de carbono de parede multiplas purificados (NTCPM-p) utilizados neste trabalho.
Os nanotubos foram purificados, caracterizados e fornecidos pelo Laboratério de Quimica do
Estado Sélido do 1Q-UNICAMP. A distribui¢do de tamanho dos NTCPM-p foi estimada pelas
técnicas de microscopia eletronica de transmissdao [TEM; Carl Zeiss Libra-120] e de varredura
[FEG-SEM; FEI NanoLab200]. Area superficial especifica foi determinada através de isotermas
de adsorcdo de N, [BET method; ASAP 2010 Micromeritics Intruments]. Andlise de carga
superficial (potencial-zeta) foi determinado (Milli-Q water) utilizando o equipamento Zetasizer
nano-ZS [Malvern Instruments] em &4gua deionizada. A temperatura de decomposicdo foi
determinada através de andlise termogravimétrica (TGA; STDQ600 TA Instruments). Andlise
elementar quantitativa foi realizada utilizando a técnica de espectroscopia de energia dispersiva
de raios-X [EDS; JEOL 660-LV]. O teor de residuo metalico final na amostra foi quantificado
utilizando microbalanca analitica [AD-6; Pekin-Elmer].

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica dos nanotubos de carbono de paredes multiplas
purificados (NTCPM-p).

Propriedades NTCPM-m
(A) Diimetro (nm) 10 - 40
(B) Comprimento (um} =50
(C)  Area Superficial (m?/'g) 246
(D} Potencial Zeta (mV) -24£5.0
(E) Temperatura de Decomposigio (°C) 605£10
(F)  Anilise Elementar Qualitativa C. 0, Fe
(G) Residuo Metilico [éxido de ferro] (%) =20
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ANEXO -2

Laboratorio de NanoEngenharia e Diamante — NanoEng. da
Faculdade de Engenharia Elétrica e Computacao da Unicamp

Amostra: - Oxido de Grafeno - GO

Caracterizacao fisico-quimica dos - GO

Na Tabela 1 estao representados os principais resultados da caracterizacao fisico-quimica
dos nanosheets de 6xido de grafeno — GO utilizados neste trabalho. Os nanosheets, foram
caracterizados e fornecidos pelo Laboratério de NanoEngenharia e Diamante — NanoEngenharia
da Faculdade de Engenharia Elétrica e Computacido da Unicamp.

Tabela 1. Caracterizacdo fisico-quimica dos nanosheets - GO

Propriedades GO
a) Tamanho da folha (nm) 200 a 300
b)  espessura da folha (nm) 4a5s
c¢) Potencial Zeta (mV) -22.3
d) Temperatura de decomposi¢cao(°C ) 450
e) Analise quantitativa C,0O,Ni, Cu
f)  Residuo Metdlico (Ni e Cu) % <1.0
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