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Resumo

O uso e pesquisa do polimero Policaprolactona (PCL) como biomaterial vem sendo
amplamente difundido nas ultimas décadas. Sua capacidade de interagir aom o organismo,
propriedades mecanicas e capacidade de reabsorc¢do sdo as principais caracteristicas que levaram
a escolha deste material para o desenvolvimento de uma estrutura que aja como suporte celular
para uso em Engenharia Tecidual. Neste trabalho, o objetivo foi produzir e caracterizar
membranas de PCL obtidas pelo processo de eletrofiacdo ou “electrospinning”. Este processo,
que utiliza uma diferengca de potencial para extrair “fios” a partir de uma solugdo polimérica
eletricamente carregada, € relativamente novo e versdtil, sendo capaz de produzir redes
macrométricas a partir de um emaranhado de “fios” que variam de didmetros nano até
micrométricos. As amostras foram devidamente analisadas e caracterizadas utilizando
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
Termogravimetria (TG), Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR), Andlise Dinamico
Mecanica (DMA) e ensaio in vitro com células tronco mesenquimais de tecido adiposo (MSCs).
As membranas exibiram propriedade de biocompatibilidade, o que levou a crer que a por¢ao de
solvente utilizada para fabricagdo dos fios foi eliminada, possibilitando adesao, penetragao e

proliferacdo celular através da estrutura.

Palavras-chave: Eletrofiacdo, Policaprolactona, Biomateriais, Engenharia Tecidual.
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Abstract

The Policaprolactone polymer has been widely investigated as cellular support for tissue
engineering purposes. Its biocompatibility, adequate mechanical properties and resorption
capability are the main aspects that has led to the choice of this material for a possible use as
tissue engineering scaffolds. In this work, the objective was to prepare and characterize PCL non-
woven fibrous networks obtained through the electrospinning process. This process, which uses
electrical potential in order to extract fibers from a electrically charged polymer solution is
relatively new and versatile, being capable to produce a macroscopic structure composed of non-
woven networks of fibers varying from the nanoscale to the microscale range. The samples were
characterized using Scanning Electron Microscopy (SEM), Scanning Differential Calorimetry
(DSC), Thermogravimetry (TG), Infrared Fourrier Transform (FTIR), Dynamic Mechanical
Analysis (DMA) and in vitro tests with Mesenquimal Stem Cells (MSCs). The membranes were
considered biocompatible, which led to believe that the solvent portion was eliminated during the

process, enabling adhesion, penetration and cellular proliferation within the structure.

Keywords: Electrospinning, Polycaprolactone, Biomaterials, Tissue Engineering.
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Capitulo 1:
INTRODUCAO

O intenso desenvolvimento de novos materiais e processos para obtencdo de estruturas
aptas a serem utilizadas para substituir, regenerar ou assistir tecidos e 6rgaos humanos fez com
que a area de biomateriais e engenharia de tecidos obtivessem um grande reconhecimento nos
dias atuais. Esta drea de pesquisa, estimulada por diversos motivos, dentre eles as doencas
provenientes do aumento da expectativa de vida do ser humano, doencas relacionadas ao trabalho
intenso e casos relacionados a acidentes trigicos, toma seus passos em busca de processos e
materiais de ponta para sanar e melhorar a condi¢cdo de vida humana.

Desta forma, produtos nio bioldgicos, sejam materiais ou equipamentos, vem sendo
desenvolvidos desde o inicio dos tempos para ajudar a sanar problemas relacionados a saude
humana, quando o proprio corpo ndo € totalmente capaz. Partindo desde bandanas para ossos
quebrados, uso de plantas medicinais, e objetos cirdrgicos egipcios, a trajetoria humana vem
sempre em uma busca paralela de evitar o sentimento de dor ou até mesmo a morte do proximo.
Dentro deste contexto, conclui-se que os chamados biomateriais, que sdo tidos como qualquer
substancia (que ndo seja uma droga) ou combinacdo de substincias, de origem sintética ou
natural, que pode ser utilizada por um periodo de tempo, como um todo ou parte de um sistema
que trata, regenera ou substitui qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢do corpérea (WILLIAMS, 1987),
podem ser provenientes de qualquer classe ou combinacdo de classes de materiais: metalicos,

ceramicos ou poliméricos.



Ainda no contexto de evitar o sentimento de dor ou até mesmo a morte do préximo, ou seja,
melhorar a condi¢do de vida do ser humano, o avango que houve na drea médica e de materiais
médico-hospitalares € realmente notdavel. Em especial, o uso das chamadas células tronco (CT),
que tem caracteristicas pluripotentes, sendo capazes de se diferenciar em diversos tipos de células
especificas do corpo humano, vem sendo cada vez mais investigado neste sentido. Terapias para
regeneracio da medula espinhal (BARNABE-HEIDER, 2010), utilizacio de células tronco para
terapias cardiacas (PITTENGER, 2004), estudos pré-eliminares em ratos para reconstrucdo de
defeitos femurais (TSUCHIDA, 2003) e reparo de defeitos cartilaginosos em ratos (IM, 2001) sao
alguns poucos exemplos da capacidade de utilizagdo destas células para reconstruir e recuperar
fungdes vitais de tecidos e 6rgdos humanos.

A partir da necessidade de obtencdo destas células em grande quantidade, novas
investigacdes foram e ainda estdo sendo realizadas para localizar outras fontes. Dentre estas, as
fontes que estdo provendo as maiores quantidade de CT sdo: cordao umbilical, medula 6ssea e
tecido adiposo. Em especifico, do tecido adiposo (gordura) é possivel isolar as chamadas Células
Tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo (MSCs).

Como a aplicagao destas células pluripotentes estd para se tornar uma realidade nas terapias
médicas atuais fica a necessidade de produzir estruturas em que estas células possam aderir,
serem transportadas e alocadas nos sitios defeituosos com a maxima eficicia. Desta forma, o
material celular podera ser oferecido ao sitio defeituoso de forma focalizada, a fim de minimizar
riscos de descontrole de diferenciagcdo e proliferacdo ou diferenciacdo em tecidos celulares ndo
eficientes para o tratamento em questao.

Sendo assim, neste trabalho foi dada atencio a produ¢do de uma estrutura que fosse capaz
de oferecer um suporte propicio a estas células. Neste suporte, as caracteristicas fisicas que foram
evidenciadas a se obter foram: alta porosidade superficial, porosidade interconectada, estrutura
moldével (flexibilidade) e resisténcia. Para isso, e baseado em investigacdes anteriores, foi
decidido utilizar um material polimérico, mais especificamente, a Policaprolactona (PCL). Este
polimero termopléstico j4 vem sendo investigado nos ultimos anos e diversos estudos foram
realizados comprovando sua viabilidade como biomaterial (THOMSON,1995; OH, 2007;

BRUDER, 1998). Quando denso, possui propriedades mecanicas relativamente boas (médulo de



armazenamento na ordem de 300MPa) além de exibir biocompatibilidade e capacidade de
reabsor¢do pelo organismo (ROSA, 2004)

Para fabricar tal estrutura desejada, foi necessdrio montar um equipamento de
electrospinning ou eletrofiacdo. Este processo utiliza uma solu¢do polimérica (polimero mais
solvente) que é eletricamente carregada e direcionada a um alvo metélico aterrado. Desta forma,
um campo elétrico € gerado e, como conseqiiéncia disto, a solucdo polimérica € atraida e
depositada no alvo em forma de fios continuos. Estes fios, que podem ter didmetros nas faixas
nanométricas até micrométricas, sdo coletados no alvo até formar uma membrana macrométrica.
Esta técnica € extremamente interessante devido ao fato de que, quando coletados os fios em um
alvo fixo, forma uma membrana de fios dispostos e sobrepostos aleatoriamente. Além disso, a
técnica permite criar membranas compostas de fios com didmetro controlado, apenas variando os
parametros de processo.

Para comprovar que estas membranas porosas sdo capazes de atingir as propriedades
esperadas, diversas caracterizagdes e andlises foram realizadas. Primeiramente foram realizados
ensaios visuais: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Confocal; ensaios
térmicos: Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Termogravimetria (TG); ensaios
fisicos: Andlise Dinadmico-Mecanica (DMA) e Infravermelho por Transformada de Fourrier
(FTIR); e finalmente ensaios in vitro, que foram, em seguida, caracterizados visualmente (MEV e
microscépio de fluorescéncia e microscopia optica).

Desta forma, os ensaios fisicos, térmicos e visuais caracterizaram inicialmente o material e
a estrutura para verificar se havia possibilidade de se prosseguir com os testes mais especificos,
de natureza biologica. Fatores como presenga de solvente pds processamento, porosidade
interconectada, porosidade e resisténcia a tensOes ciclicas em temperatura corpérea foram
verificados e aprovados. Vale ressaltar que a estrutura obtida bem como a desejada, com
porosidade realmente interconectada e de tamanhos variados, permitindo um “caminho” de
penetracdo das células para dentro da estrutura e também o emaranhado de fios aleatdrios
fornecem uma boa capacidade de adesdo para a estrutura celular. Esta propriedade foi de fato
facilitada pela alta dispersdo de didmetros dos fios obtidos, que variaram de 500nm a Sum. Outro
fator que ficou evidente é que se pdde considerar que a por¢ao de solvente utilizada foi eliminada

durante o processo de eletrofiagdo, remanescendo somente o material biocompativel captado em
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forma de membrana no alvo coletor. Os ensaios in vitro demonstraram a capacidade da estrutura
em oferecer adesdo, sendo que as células ficaram visivelmente entrelacadas aos fios havendo

penetracdo e proliferacio celular.



Capitulo 2:

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Engenharia Tecidual

O intenso desenvolvimento dos biomateriais e, consequentemente, das técnicas, das
aplicacdes atuais e do potencial das futuras aplicacdes destes, gerou um termo que engloba ainda
mais o uso dos biomateriais para aplicacdo médica.

A engenharia tecidual pode ser definida como “a aplicagdo dos principios ¢ métodos da
engenharia e ciéncias da vida visando o entendimento fundamental das correlagdes envolvendo
estrutura e funcdo em tecidos de mamiferos normais ou patologicamente afetados e
desenvolvimento de substitutos biologicos para restaurar, manter ou melhorar as fungdes
tissulares” (OREFICE, 2006).

Desta forma, além do uso dos biomateriais, sintéticos ou naturais, a propria estrutura celular
e seu desenvolvimento sobre o material, acabam sendo tratados como materiais passiveis de
construcdo. Na engenharia tecidual, o biomaterial € utilizado como estrutura tridimensional com
caracteristicas e propriedades capazes de guiar e controlar a proliferacdo celular dentro do tecido
a ser reparado.

O objetivo da engenharia tecidual € a utilizacdo de células para o crescimento de tecidos,
guiada por uma estrutura tridimensional: os suportes porosos. A maioria dos suportes € produzida

com materiais biodegraddveis ou bioreabsorviveis para que apds a implantacdo do conjunto
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célula/suporte ndo haja a necessidade de uma nova interven¢do cirdrgica para a retirada do
material de suporte. Ao final, sdo estes novos tecidos reconstruidos e repostos que irdo aliviar
dores, restaurarem mecanicamente a estabilidade, além de recuperar a funcdo biolégica
(LANGER, 1993).

Existem duas linhas principais por onde a engenharia tecidual pode ser aplicada para a
regeneracdo de 6rgdos e tecidos vivos: na primeira, € mais importante e representada na figura 1,
h4 a coleta de material celular de um individuo, que € dissociado em células especificas do tecido
ou 6rgdo em questdao, em seguida cultivadas sobre um suporte biolégico ou sintético, para entao
serem implantadas neste mesmo paciente. Em outra linha, o suporte celular é apenas introduzido
no paciente, sem uma cultura celular implantada previamente, desta forma, essa estrutura
implantada necessita conter fatores de inducado e proliferacdo para gerar atracio e adesao celular

para o tecido em questdo ser reparado com efici€ncia (KAIGLER, 2001).

% A: S 1r B[opsLx

ke ==y o

—~—

COLETA DE CELULAS
DESENVOLVIMENTO DO TECIDO

/7 '\
_r
piamie ¢ [ p—

Q , s

CULTIVO CELULAR

PROLIFERACAO CELULAR

Figura 1: Esquema bésico da Engenharia Tecidual autéloga.



2.2.  Células tronco mesenquimais

As células tronco do estroma de medula dssea atualmente sdo conhecidas como células
tronco mesenquimais (mesechymal stem cell - MSC) e foram primeiramente descritas por
Friedenstein (1980) e colaboradores na década de 80. As células tronco mesenquimais possuem a
capacidade de diferenciar-se em linhagens de origem mesodermica, tais como: musculo
esquelético, ossos, tenddes,cartilagem e tecido adiposo, quando submetidas a meios de cultura
suplementados com fatores de crescimento, diferenciagdo e hormonios especificos (CASTRO-
MALASPINA, 1980; BARRY, 2004; PITTENGER, 1999), mas atualmente, vem se descobrindo
que também possuem a capacidade de se diferenciarem em células de tecidos de outras origens,
tais como células neuronais e hepéticas (BANAS, 2008; FRANCHINI, 2003). Além disso, as
células tronco mesenquimais possuem outras caracteristicas tais como: efeito imunomodulador,
facil obtengdo, grande capacidade de proliferacdo, grande aderéncia e comportamento migratério
(NASEF, 2008; GNECCHI, 2006; CHAMBERLAIN, 2007). A primeira e principal fonte de
obtencdo das MSCs foi a medula éssea, no entanto, sdo poucas, e geralmente correspondem a 1
em cada 10.000 células nucleadas da medula. Em seguida, outras investigacdes levaram a
descoberta de outras fontes de MSCs, como: sangue de corddo umbilical, figado fetal, liquido
amnidtico, polpa dentdria e tecido adiposo (CAMPAGNOLI, 2001; ERICES, 2000; IN’T
ANKER, 2004; LEE, 2004; WANG, 2004 ¢ YOSHIMURA, 2006).

2.2.1.  MSCs de tecido adiposo

O tecido adiposo possui uma organizacdo complexa, formado basicamente por adipdcitos
maduros, adipdcitos imaturos, fibroblastos, células da musculatura lisa vascular, células
endoteliais, macréfagos, linfécitos e células tronco mesenquimais (WEISBERG, 2003 e XU,
2003). Atualmente ndo existe consenso na literatura sobre a denominacdo das células tronco de
tecido adiposo (CTTA), mas neste projeto usaremos o termo “células tronco derivadas de tecido
adiposo”, pois esta nomenclatura vem sendo utilizada com maior freqii€ncia em trabalhos
publicados recentemente. As CTTA também possuem o potencial de se diferenciar em

adipdcitos, ostedcitos e condrdcitos (SHI, 2005; IM, 2005; HUI, 2005 e HONG, 2006), em
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células endoteliais e vasculares (URBICH, 2004; PLANT-BENARD, 2004; BOQUEST, 2007),
hepatdcitos (SEO, 2005), células pancredticas (TIMPER, 2006), progenitores hematopoéticos
(CORRE, 2006), entre outras, que sdao células extremamente especializadas do organismo
humano. Estas células, sdo caracterizadas principalmente por serem células que passaram por
vdrias passagens em cultura a fim de se obter uma populagdo homogénea, morfologicamente
apresentam grande capacidade de diferenciacio em diversas linhagens (principalmente a
adipdcita, cartilaginosa e dssea) e apresentam caracteristicas moleculares iguais as outras células
tronco.

Atualmente, a lipoaspiragdo é um processo bastante rotineiro na medicina estética e, além
de ser um procedimento cirdrgico bastante simples, propicia a obten¢do de grande quantidade de
tecido adiposo. O isolamento de MSCs do tecido adiposo (CTTA) € realizado através de um
processo enzimdtico simples, o que demonstra que este tecido é uma fonte de MSC bastante
atrativa para pesquisadores e clinicos em terapia (CASTEILLA, 2005 e OEDAYRAJSINGH-
VARMA, 2006). Anélises comparativas de célulastronco isoladas de sangue de cordao umbilical,
medula 6ssea e tecido adiposo (fontes mais utilizadas para obtengdo destas células) demonstram
que as CTTA ndo sdo diferentes nem em relacdo a morfologia, fenétipo imune, freqii€éncia na
formacdo de coldonias e nem na capacidade de diferenciacdo em outras células mais especificas
(KERN, 2006). Em um estudo comparativo, Wagner (2005) analisa a expressdo global dos genes
de células tronco obtidas de medula 6ssea, tecido adiposo e cordao umbilical através de
microarranjos. Os resultados demonstraram que quando as células foram cultivadas em meios de
cultura idénticos a expressio de genes envolvidos na producdo de proteinas da matriz
extracelular, morfogénese e desenvolvimento foi semelhante, sugerindo que as células de

diferentes fontes, do ponto de vista de expressao génica, sdo semelhantes (WAGNER, 2005).

2.3, Biomateriais

Os biomateriais ou materiais biomédicos existem hd muito tempo, praticamente, desde
quando um ser humano prestou qualquer tipo de assisténcia médica a outro, que tenha sido

necessario a utilizacdo de uma ferramenta qualquer. Comecaram a ser utilizados principalmente



para fabricar ferramentas auxiliares como bisturis, pingas, agulhas, serras e outros, que apenas
permaneciam em contato com o corpo humano por um curto periodo de tempo. Depois disso, e
utilizando este pouco conhecimento prévio de materiais que interagiam com O oOrganismo
humano, foram desenvolvidos novos instrumentos e equipamentos médicos (assim como técnicas
de esteriliza¢do) capazes de uma maior permanéncia do material\equipamento, desempenhando
determinada funcao.

Hoje em dia, com o grande avango da drea médica e na drea de novos materiais, diversos
materiais foram descobertos, desenvolvidos ou adaptados para que uma gama muito maior de
aplicagdes, que incluem até materiais para estruturas de implantacdo definitiva, fosse
possibilitada. Dentro destas, estdo sistemas para liberacdo controlada de drogas, operagdes
ciriirgicas minimamente invasivas e proteses para substituicao total de quadril.

Desta forma, pode-se definir os biomateriais de acordo com diversos pontos de vista.
Segundo Bruck (1980), biomateriais sdo “materiais de origem sintética ou natural em contato
com tecido humano, sangue e fluidos biolégicos, destinados para uso em diagndstico, terapia,
prosthetic ou armazenamento, que nao afeta negativamente O organiSmo Vivo € seus
componentes”. O Consensus Development Conference define biomaterial como “qualquer
substancia (que ndo sejam drogas) ou combinagdo de substancias, de origem sintética ou natural,
que pode ser uti7lizada por qualquer periodo de tempo, como um todo ou uma parte de um
sistema que cura, auxilia o desenvolvimento ou substitui, qualquer 6rgio, tecido ou funcdo
corporal” (WILLIAMS, 1987). Segundo Black (1992): “um material usado em um dispositivo
médico, destinado a interagir com sistemas biologicos”. De acordo com o Clemson Advisory
Board for Biomaterials, “biomaterial ¢ uma substancia sistémica e farmacologicamente inerte
designada para implante ou para incorporag@o em sistemas vivos” (PARK, 2007). Desta forma, o
termo biomaterial engloba todos os materiais usados para aplicacoes médicas que estejam em
interfaces com sistemas vivos ou outros sistemas desenvolvidos para usos extracorporeos.

Atualmente, tanto os biomateriais que sdo produzidos industrialmente ou os que ainda estdao
na fase de pesquisa e desenvolvimento englobam todos os grupos de materiais: metais, ceramicas,
polimeros naturais, polimeros sintéticos e compdsitos. Apesar disso, o uso ainda permanece
restrito a aplicagOes estruturais, de auxilio vascular e de auxilio regenerativo de pequeno grau.

Isto se deve a imensa complexidade do sistema biolégico humano, necessitando que propriedades
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quimicas, elétricas e eletroquimicas especificas sejam ainda pesquisadas e desenvolvidas em
novos materiais, principalmente quando se trata de regeneracdo e recuperacdo de tecidos
nervosos, do figado e musculares (MEYER, 2009).

Para que um biomaterial seja eficiente, ele necessita apresentar a propriedade de
biocompatibilidade, ou seja, ndo pode gerar uma resposta imunolédgica significativa do organismo
frente ao material. Assim, um biomaterial e seus produtos de degradacdo devem ser tolerados
pelos tecidos envoltérios e ndo podem acarretar prejuizo ao organismo a curto, médio e longo
prazo. Atualmente, para afirmar que um material é biocompativel, existem normas padronizando
testes e andlises que testam as respostas dos biomateriais no organismo. Os danos sdo observados
e classificados, segundo os conceitos de algumas normas como a American Society for Testing
Materials (ASTM), a International Standards Organization (ISO) e a United States
Pharmacopeia (USP).

Tendo em vista que a biocompatibilidade € uma propriedade intrinseca para o uso humano
dos biomateriais em contato com o corpo humano, fica evidente a necessidade de estudo prévios
regulamentadores, in vitro (submetendo o material\estrutura em culturas celulares controladas) e
in vivo (implantagdo do material\estrutura em animais de laboratério). Sdo estes estudos que irdo
avaliar o comportamento simulado da estrutura organica frente ao que estd se desenvoolvendo.
Dentro deste contexto, a norma ISO 10093, sob o titulo geral de avaliagdo bioldgica de
dispositivos médicos, apresenta como o principal objetivo a preservacdo da saide dos seres
humanos, com a sua funcdo de servir como uma armag¢do para o planejamento das avaliagcdes
biologicas que minimizem o nimero e exposi¢ao de animais (ISO, 1992).

Outra propriedade importante relacionada a utilizacao dos biomateriais em seres humanos
€ a biofuncionalidade, que € a capacidade que biomaterial\estrutura tem de realizar a funcao
(dentro do organismo humano) que lhe foi atribuida quando foi projetado. Um exemplo dessa
propriedade é quando um material € selecionado e tem sua estrutura projetada para fixar uma
fratura. Desta forma, para esta aplicacao especifica, deve ser dada mais atencdo as propriedades
mecanicas da “peca” e do material, para que se possa obter um produto eficiente em todos os
aspectos.

O sucesso de um biomaterial e/ou de sua implantacdo estd relacionado diretamente as

propriedades de biocompatibilidade e biofuncionalidade, e ndo menos importante, a condi¢cao do
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sitio receptor e a competéncia do cirurgido que implanta e monitora a proservagdo. Os
biomateriais sdo utilizados em diferentes aplicagdes, sendo destinados a substituicao de tecidos
moles, duros e aplicacdes no sistema cardiovascular. Segundo Hench (1993), os biomateriais
podem ser classificados de acordo com o seu comportamento fisiol6gico em: biotolerdveis,
bioinertes, bioativos e bioreabsorviveis.

Muitas vezes, ao substituir o tecido 0Osseo, sdo utilizados materiais denominados de
bioativos, ou seja, promovem ligacdes de natureza quimica entre material e tecido 6sseo, em
funcdo da similaridade quimica entre estes materiais e a parte mineral dssea natural, ocorrendo
osteoconduc¢do e osteoinducdo. Exemplos de materiais bioativos sdo: a hidroxiapatita e suas fases
de fosfato de calcio, vidros bioativos e vitro-ceramicas.

Materiais biotolerdveis sdo materiais apenas tolerados pelo organismo, ou seja, em sua
presenca ocorre apenas a formagdo de uma camada de tecido fibroso ao redor do implante. De
acordo com a espessura desta camada serd definida a toxicidade do material. Exemplos destes sdo
grande parte dos polimeros sintéticos e dos metais.

No entanto, quando essa camada fibrosa formada ao redor do implante € extremamente fina
e praticamente inexistente, o material € classificado como bioinerte, ou seja, o material ndo
estimula resposta imunologica e o organismo “aceita” sua presenga como se ignorasse-o. Os mais
comuns sdo a alumina, zircOnia, titanio, ligas de titdnio e carbono pirolitico.

Os materiais classificados como bioreabsorviveis sdo aqueles que, apds certo periodo de
tempo em contato com o tecido e fluidos bioldgicos, sdo degradados, solubilizados ou
fagocitados pelo proprio organismo. Estes materiais sdo de grande interesse em aplicacdes onde
ndo sdo desejaveis intervencdes cirurgicas subseqiientes, como para a engenharia tecidual ou
suturas para cirurgias muito internas. Dentre estes, temos apoli (e-caprolactona), o B-fosfato

tricalcico (B-TCP) o a-fosfato tricalcico (a-TCP).

2.4.  Suporte celular (Scaffolds)

Nos dias de hoje constata-se uma grande procura para transplantes de 6rgdos e sistemas

bioldgicos em funcionamento. Apesar de o transplante ser uma solucido eficiente, em muitos
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casos ocorrem rejei¢des severas. Além disso, a propria drea de reconstrugdo facial, estética, e
corretiva relaciona a acidentes vem sendo cada vez mais solicitada. Assim, o campo da
engenharia tecidual abre novas possibilidades para pacientes que necessitam com urgéncia de
substituicdo ou reparacdo de tecidos e 6rgdos. Sabendo que na engenharia tecidual faz-se uso de
suportes celulares, também conhecidos como scaffolds, eles acabam tendo como principal
objetivo de mimetizar a0 maximo todos os aspectos e propriedades do tecido e estrutura base para
que ocorram adesdo e proliferacao celular, e logo, crescimento e reconstrucdo do tecido lesado
tendo como base o biomaterial/scaffold (MURPHY, 2000).

Desde 1980, pesquisadores desenvolvem diversas técnicas de fabricacdo destes suportes, o
que acabou resultando em suportes com propriedades especificas para cada tipo de tecido ou
6rgao a ser tratado (MURPHY, 2000). As caracteristicas dos suportes devem ser analisadas de
acordo com sua aplicagdo, assim deve ser selecionado o polimero, os componentes adicionais e
as técnicas de fabricacdo. A superficie do material e seus produtos de degradacdo devem ser
biocompativeis e o processo de fabricacdo ndo deve afetar a biocompatibilidade e a
biodegradabilidade dos suportes.

Para que o suporte seja eficiente, na maior parte das vezes, € desejavel que este apresente
uma estrutura tridimensional que seja capaz de suportar migracdo celular, proliferacdo celular,
transporte de nutrientes, transporte de residuos metabdlicos e vascularizacdo do tecido ou 6rgdo
que vem sendo reconstruido. Desta forma, a capacidade de controle do tamanho, homogeneidade
e interconectividade daporosidade da estrutura é essencial para um bom desenvolvimento e
formacdo da nova drea bioldgica, o que ird permitir vascularizacdo, transporte de nutrientes e
residuos metabdlicos durante todo o processo de regeneracao tecidual.

As propriedades mecanicas dos suportes variam de acordo com as propriedades do
polimero utilizado, da geometria da matriz tridimensional, da incorporagdo de materiais que
atuam como refor¢cos mecanicos e das técnicas de fabricagdo. Por exemplo, polimeros
bioreabsorviveis com alta cristalinidade exibem maior resisténcia a esfor¢os mecanicos e
apresentam taxa de degradacdo mais lenta. J4 os métodos de fabricacio podem alterar a
cristalinidade do polimero e logo, alteram a vida util do suporte conseqiientemente suas

propriedades mecanicas.
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Em conseqiiéncia disto, para se decidir qual ou quais matériais que deve-se levar em conta
ndo s6 a processabilidade do polimero, mas também os custos de matéria prima e do préprio
processo. A maior parte destas técnicas envolve a aplicagdo de calor e/ou de pressdo ao polimero,
ou a dissolucdo por solventes organicos ou inorganicos. Desta forma, o material poderd ser
conformado na estrutura desejada. As principais técnicas de fabricacdo de suportes poliméricos
relatadas sdo: evaporacdo de solvente com adi¢do de sal (solvent-casting particule-leaching)
(MIKOS, 1993), injecao de gas (gas foaming) (HARRIS, 1998), inversdo de fases (phase
separation) (PEZZIN, 2002), deposicdao por fusdo (melt moulding) (HUTMACHER, 2004) e
freeze drying (PATIST, 2004). Apesar disso, técnicas mais atuais estdo sendo desenvolvidas e
testadas para este fim, como a eletrofiacdo (electrospinning), rotofiacdo (forcespinning) e
métodos de prototipagem rapida (Fused Deposition Modeling — FDM).

A técnica de evaporacdo de solvente com adicdo de sal (solvent-casting and particule-
leaching) foi desenvolvida para aumentar o controle da porosidade e do didmetro dos poros
gerados no suporte. Essa técnica envolve a dissolu¢do do polimero e adicdo de um agente
porogénico (geralmente se utiliza sal de tamanho de cristais controlados), que apds a secagem e
solidificacdo do polimero, € retirado (geralmente utilizando passagens em dgua destilada)
permitindo assim a criacdo de uma rede de poros interconectados (MURPHY, 2000; MIKOS,
1993). Esta técnica permite boa reprodutibilidade, mas a interconex@o dos poros nem sempre é
total e a estrutura ainda pode reter particulas de sal em seu interior. Para Harris (1998), existem
desvantagens nos processos de preparacdo de amostras porosas que requerem o uso de solventes
organicos, jJa que pode deixar residuos que influenciardo na cultura celular. Ja a técnica de
eletrofiacio, permite a producdo de estruturas com porosidade totalmente aberta e interconectada,
uma vez que a estrutura tridimensional é formada pela sobreposicdo de fios que vao de didmetros
nano até micrométricos. Estes fios sdo formados utilizando uma solucdo polimérica, que €
eletricamente carregada através da acdo de um campo elétrico formado entre a saida do material
(ponta capilar) e um alvo coletor metélico. E justamente durante a sua trajetéria até o alvo
metélico que a solu¢cdo polimérica tem efetuado seu controle dimensional (didmetro de fio) e a
porcao de solvente utilizada € praticamente evaporada inteiramente. Apesar disso, esta técnica

ndo permite a producdo de macroestruturas muito complexas, sendo necessdrio um pos-

13



processamento mais adequado caso o formato do alvo ndo seja suficiente (RAMAKRISHNA,
2005)

Os suportes porosos implantados em tecidos dsseos apresentam discordancias em relacdo
ao didmetro ideal da porosidade para que ocorra crescimento e regeneracdo tecidual. Alguns
autores falam em variagdes de didmetro entre 300-400 um (HARRIS, 1998) (MIKOS, 1993),
outros ddo intervalos ainda mais amplos, na ordem de 200-400 pum (CHOONG,2004). Assim, o
diametro ideal dos poros € algo a ser elucidado. Existe a suposicdo de que quando apresentados
poros inferiores a 100 pm, ndo se permite uma vascularizagdao no suporte e quando superior a 500
um, ndo se fornece uma mimetizacdo da estrutura dssea, fazendo com que a superficie ndo seja
adequada para a adesio e proliferacao celular.

Para a engenharia tecidual é muito interessante a utilizagdo de suportes bioreabsorviveis
que tenham a taxa de absor¢do controlada, além de exibirem propriedades mecanicas e fisicas
controladas de acordo com as condi¢cdes de aplicacdo desejadas. Estes suportes sao
principalmente formados a partir de polimeros bioreabsorviveis, devido a similaridade quimica e
estrutural destes com algumas proteinas e tecidos humanos. Entretanto, reabsor¢des de diferentes
tipos de polimeros podem ocorrer dependendo das interacdes das espécies e das adesdes
intermoleculares, as quais induzem a diferentes aspectos nos ataques hidroliticos, o que ird

caracterizar mudancas nos efeitos do comportamento da degradagdo final do material.

2.5. Polimeros bioreabsorviveis

Os polimeros sdo materiais organicos ou inorganicos cujas estruturas sdo formadas por
unidades de repeti¢do, os meros, unidos por ligacdes covalentes. Dentre os polimeros que sio
utilizados hd mais de duas décadas na drea médica, estdo os poli (o-hidroxi 4cidos), que sdo
considerados uma das familias de polimeros mais promissoras na area dos bioreabsorviveis. Sua
grande vantagem estd na sua forma de degradagdo, que ocorre por hidrélise de suas ligacOes
ésteres. Como exemplo de polimeros bioreabsoviveis, podem ser citados o poli(acido latico)
(PLLA), o poli(acido glicélico) (PGA) e o polimero poli(e-caprolactona) (PCL), que ja obtiveram
a aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA) (SALGADO, 2009).
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Como cada polimero possui caracteristicas distintas, ao utilizar apenas um tipo de polimero
para a fabricacdo dos suportes celulares, muitas vezes ndo € atingida todas as caracteristicas
necessdrias para a determinada aplicacdo clinica. Desta forma, pesquisas mais atuais tém se
direcionado para o estudo de blendas, copolimeros e compdsitos que aperfeicoem as propriedades
fundamentais dos suportes, tais como a permeabilidade, taxa de absorcdo e propriedades eldsticas
(ZHANG, 1995). Apesar disso, ainda fica a necessidade de se obter o maximo de informacdes
possiveis a respeito do comportamento de um polimero especifico, principalmente quando se
utiliza em um processo em que as varidveis sao diversas, como a eletrofiacdo, para que em outras
etapas de investigacdes o comportamento de blendas e copolimeros possam ser previstos com
mais facilidade.

Partindo desta propriedade extremamente interessante, da possibilidade do polimero ser
bioreabsorvivel, um dos grandes, se ndo o maior, desafio no uso destes materiais é produzir um
suporte que seja degradado e reabsorvido pelo organismo na mesma taxa de formacdo e
reconstru¢do do tecido novo desejado. Desta forma, com este sincronismo quimico-biologico,
seria possivel que a estrutura mantivesse suas principais propriedades fisicas ao longo da
restauragdo, mantendo uma continuidade do suporte para com o tecido organico.

Do ponto de vista de degrada¢do do material polimérico dentro do organismo humano,
estes podem ser classificados como: biodegraddveis, bioerodiveis, bioreabsorviveis e
bioabsorviveis (VERT, 1993).

Os polimeros biodegradaveis sdo aqueles nos quais ocorre degradacdo macromolecular,
porém sem a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo, ao contrdrio dos
bioerodiveis, que sdo caracterizados por uma perda de massa, sendo os produtos e subprodutos
reabsorvidos pelo organismo.

Ja os bioreabsorviveis sdo degradados através da reducdo de tamanho e sdo reabsorvidos in
vivo, sendo entdo eliminados por vias metabdlicas. Quando sua dissolu¢do ocorre em fluidos sem
qualquer clivagem das cadeias moleculares ou por uma diminui¢do da massa molecular, podemos
chamd-los de bioabsorviveis.

Dentre os muito fatores que podem influenciar a degradacao polimérica podem ser citados:

o local de implantacdo do implante, solicitagdo mecanica no local, massa molar do polimero,
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distribuicdo da massa molar, composicdo quimica, cristalinidade, morfologia, pH do meio
biolégico, entre muitos outros (MIDDLETON, 2000).

J4a a cristalinidade dos polimeros € proporcional a velocidade de degradacdo, devido a
disposicdo espacial das cadeias poliméricas nas regides amorfas e cristalinas, sendo muito mais
dificil ocorrer uma hidrolise em uma estrutura compactada e organizada (cristalina) do que em
uma regido desorganizada e espacada (amorfa). Na maior parte dos casos, a degradacdo
polimérica ocorre em duas etapas principais: primeiramente ocorre penetracdo e difusdo das
moléculas de dgua por entre as macromoléculas nas regides amorfas do polimero, e,
subsequentemente ocorre uma cisdo hidrolitica das ligacdes ésteres das cadeias. Posteriormente,
quando uma por¢ao considerdvel da regido amorfa estd degradada, as regides cristalinas vao
perdendo sua organizacdo espacial, permitindo assim, a a¢@o hidrolitica nos cristais poliméricos e
assim sucessivamente. Vale notar, que durante este processo de degradacdo ocorre um aumento
relativo da cristalinidade do material, j4 que as cadeias de menor massa molar originadas do
processo de degradacdo vao se rearranjando, mas em estruturas muito menos complexas (DUEK,
1999).

O aspecto estrutural do suporte também influi diretamente na taxa de degradacdo do
material. Isto se deve a capacidade de fluxo de fluidos e células através da estrutura (4rea
superficial em contato com fluidos e tecidos), o que € controlado pelos processos de fabricacao

do préprio suporte. (MIKOS, 1993).

2.5.1.  Policaprolactona (PCL)

A poli (g- caprolactona), ou policaprolactona (PCL) € um polimero sintético biocompativel
€ que possui composicdo atdmica apresentada na figura 2. Apresenta um carater hidrofébico
(AMASS, 1998) e pertence a familia dos poliésteres alifdticos, sendo sintetizado por meio de
polimerizacdo por abertura de anel de €- caprolactona, para a obten¢@o da unidade repetitiva. Este
polimero é, por definicdo, um produto de condensacdo de um grupo hidroxilico e um carboxilico

dentro da mesma molécula.
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Figura 2: Composicao atomica do polimero PCL

O polimero € semicristalino e apresenta alta cristalinidade, o que garante um pico de fusao
bem definido e intenso. Sua massa molecular pode variar de 5.000 a 80.000 Da. Apresenta como
caracteristicas especiais um carater hidrofébico (AMASS, 1998) permitindo que sua estrutura
final permaneca inalterdvel na presenca de dgua, uma baixa ordem de toxicidade, baixo ponto de
fusdo (50-60 °C), temperatura de transi¢do vitrea abaixo da temperatura ambiente (-60°C), grande
miscibilidade ou compatibilidade mecanica com outros tipos de polimeros (SINHA, 2004), baixa
viscosidade e densidade no valor de 1.13 g/cm’ (MOONEY, 1992). As propriedades de baixa
viscosidade e grande miscibilidade tornam esse polimero um bom auxiliar de processamento de
polimeros, reduzindo assim a temperatura de transicdo vitrea e o modulo de elasticidade de
blendas (MARIANI, 2005).

As aplicag¢des desse polimero sdo diversas, como: em sistemas para liberagao controlada de
farmacos, recobrimento de canulas uretrais e na engenharia tecidual, em tecido epidérmico,
muscular, dsseo e cartilaginoso (SASMAZEL, 2008).

Como citado anteriormente, o processo de obtengdo da policaprolactona consiste na
polimerizagdo por abertura de anel, proveniente do mondmero de g-caprolactona, resultando
como produto um poliéster alifatico, conforme mostra a figura 3 (JONES, 2004). Em 1958, foi
descrita a primeira sintese do PCL, devido a abertura do anel do mondmero pela adi¢do de
carbonato de potdssio, em uma temperatura de 150 °C por 5 horas, sintetizando a primeira poli(e-

caprolactona) (NATTA, 1958).
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Figura 3: Polimerizacao por abertura de anel (NATTA, 1958)

O PCL € um polimero solivel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono,
benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2- nitropropano em temperatura ambiente. Além disso, possui
uma lenta solubilidade em acetona, 2- butanona, acetato de etila, dimetilformamida, acetonitrila e
¢ insolivel em dlcool, petréleo éter (benzina) e em éter dietilico (SINHA, 2004).

Quando implantado, o PCL sofre um processo de bioreabsor¢do auto catalitico (PITT,
1990). Os padrdes cinéticos da degradag¢do consistem em um processo no qual hd liberacdo do
acido carboxilico havendo hidrélises e clivagem de grupos ésters. A degradacdo é um pouco mais
lenta se estendendo por um periodo maior de um ano, sendo dividido em trés etapas. Na primeira
etapa o material sofre um processo de degradacdo ndo enzimdtica que resulta na susceptibilidade
da ligacdo éster a hidrdlise. A segunda etapa € caracterizada por um declinio da taxa de cisdes das
cadeias e um aparecimento de perda de massa molar, formando oligdmeros de cadeia curta. A
perda de massa tem uma grande probabilidade de ser relacionada as cisdes das cadeias de peso
molecular mais baixo, as quais irdo produzir um fragmento pequeno capaz de difundir para fora
do volume do polimero, produzindo particulas menores e aumentando a facilidade de serem
fagocitadas por macrofagos. Na terceira e ultima etapa, o PCL de baixo peso molecular é
fagocitado por macréfagos e metabolizado pelo ciclo dos édcidos tricarboxilicos ou eliminado pela
excre¢do renal (TOLLON, 2005).

A degradagdo de polimeros in vitro difere da degradacdo in vivo, principalmente porque no
ultimo, o suporte\implante estd submetido a diversas influencias como variagcdes de pH, esforcos
mecanicos, fluxos biologicos e etc. Apesar disso, para simular o comportamento do
materrial\estrutura ensaios in vitro sdo capazes de fornecer informacdes muito valiosas. Nestes

ensaios pode-se alterar diversas propriedades (como composi¢do quimica, morfologia e aspecto
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superficial do implante), principalmente a fim de se ter uma no¢do da taxa de degradacdo do
polimero antes de implanta-lo. Em etapas anteriores, pode-se ainda utilizar o teste de degradacao
em solugdo tampdo para avaliar propriedades especificas, como a massa molar inicial, a

distribui¢do de massa molar, o grau de cristalinidade e a taticidade do PCL (ELST, 1996).

2.6.  Processo de Eletrofiagao

O processo de eletrofiagdo tem a sua origem em 1902 com uma patente do processo
depositada por J. F. Cooley (1902) e W. J. Morton (1902), na qual uma deposi¢cdo de um
polimero viscoso induzida por forcas eletrostdticas ocorre sobre um eletrodo carregado
positivamente, estando perto de um eletrodo de carga oposta. Alguns anos depois, Formhals
(1934) patenteou uma seqiiéncia de adaptacdes ao processo e equipamento de eletrofiacdo. Ele
foi capaz de introduzir um alvo coletor mével, o que permitiu a obtengdo de fibras com um certo
grau de orientacdo. Além disso, ele confirmou a necessidade de “secar” os fios ou fibras ao
atingirem o coletor. Também desenvolveu métodos para eletrofiar diferentes materiais a0 mesmo
tempo, obtendo membranas e fibras compostas de um ou mais materiais. Muitos
desenvolvimentos e produtos subseqiientes a partir desta técnica também foram patenteados.

Através desta técnica é possivel obter fios e fibras que variam de didmetros nano até
micrométricos a partir de uma diversidade de materiais, principalmente solucdes ceramicas e
poliméricas. Didmetros da ordem de 3 a 5nm ja foram obtidos, mas ndo podem ser obtidos
grandes quantidades, nem mesmo em escala laboratorial (ZHOU, 2003)

Até entdo, este processo tem sido investigado para diversos usos. Na maior parte para
cosméticos como mascaras para pele, tratamento e terapia de pele com medicamentos
(KUMBAR, 2008). Para aplicacdo médica mais especifica, tem-se utilizado o processo para
produzir estruturas para liberagdo controlada de farmacos, equipamentos hemoestiticos e
recobrimento de ferimentos (KIM, 2007). Na engenharia de tecidos, as membranas porosas vem
sendo investigadas para regeneracdo de pele, tubos sanguineos e tecido nervoso, além de atuarem
como scaffolds tridimensionais para regeneracdo nervosa, Ossea, cartilaginosa, entre outros

(LANNUTTI, 2007 e SILL, 2008). Além disso, pode ser utilizado para uso militar, produzindo
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tecidos protetores com minima impedancia ao ar e eficiéncia em isolar particulas de aerosol e
gases anti-bioquimicos. O uso como nanosensores térmicos, sensores piezoelétricos e sensores
bioquimicos também vem sendo estudado (DING, 2009 e WANG, 2002).

O equipamento minimo necessério para obter fibras pelo processo de eletrofiacdo precisa

conter oS seguintes componentes:

- Material em estado viscoso armazenado;
- Um eletrodo conectado a uma agulha capilar de saida do material;
- Um gerador de alta tensdo conectado ao eletrodo;

- Um alvo metdlico com carga oposta a do eletrodo em contato com o material,;

Quando o gerador de alta tensao € ligado, um campo elétrico é criado entre o alvo metalico
e a agulha de saida do material. Este campo elétrico, quando atinge uma voltagem critica, é capaz
de gerar uma forga elétrica na superficie do material viscoso, provocando uma atragdo do
material ao alvo de carga oposta. Esta atracdo faz com que o material se desloque da ponta da
agulha capilar, atingindo o alvo coletor. Ao sair da ponta da agulha, o “fio” ou “fibra” formado,
tende a chicotear constantemente ao formando uma trajetdria cOnica devido as grandes mudancas
de densidades de cargas na superficie do fio. Desta forma, as densidades de carga acabam
“puxando” e trefilando o fio, formando assim estruturas de didmetros da ordem de micrémetros e
nandmetros ao serem coletadas.

E ficil perceber que este processo envolve uma quantidade significativa de pardmetros que
influenciam diretamente na qualidade final do fio obtido no coletor. Estes podem ser divididos
em dois grandes grupos: parametros relacionados ao material, como concentragdo de solugao,
volatilidade e solubilidade do solvente, tensdo superficial da solu¢do, condutividade elétrica da
solu¢do, temperatura, peso molecular do polimero (para solu¢des poliméricas), e parametros
relacionados ao processo, como voltagem aplicada ao sistema, taxa de infusdo da solugio,
distancia entre o alvo coletor e a saida do material, ambiente gasoso, tipo de alvo utilizado e
propriedades dielétricas do sistema. Alguns destes parametros serdo melhor detalhados mais

adiante na se¢do 2.9.
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Para ser bem estudada, a obtencdo dos fios por eletrofiacio € divida em determinadas
etapas. Inicialmente ocorre a geracdo da goticula, em seguida ha a formagdo do cone de Taylor,
elongacado do fio continuo, geracdo de regides de instabilidade e finalmente solidificacdo do fio

sobre o coletor (RAMAKRISHNA, 2005 e ANDRADY, 2008).

2.6.1.  Estagio I - Geragao da goticula

Nos processos mais atuais de eletrofiacdo a solu¢do de material € bombeada através de uma
ponta capilar metdlica em baixa taxa de infusd@o. Deste modo, se ndo for submetida a um campo
elétrico, as goticulas simplesmente iriam se formar na ponta do capilar e cair devido a forca da
gravidade. J4, se o sistema for submetido a um campo elétrico critico, a forca gravitacional serd
somada a forca elétrica dentro do material, contra a energia superficial do material.

Neste caso, a forca gravitacional e a forga elétrica irdo se opor a forca superficial capilar, o
que ird reduzir significativamente o raio da gota principal, formando um filamento ou fio que sera

atraido ao alvo de carga oposta no sistema (ANDRADY, 2008).

2.6.2.  Estégio II - Formagdo do cone de Taylor

Quando a voltagem é aplicada e o campo elétrico é formado, as goticulas alongadas na
ponta do capilar, ja a ponto de formagao do fio, assumem uma forma tipo cone e assim o jato de
filamento € ejetado deste local. Isto acontece devido a alta concentracdo de cargas na superficie
da solugdo, mais especificamente na ponta do cone formado. Como ilustrado na figura 4, o cone é
formado em uma voltagem critica aplicada na goticula na ponta do capilar. E esta mudanca de
goticula em cone de Taylor que permite a formacdo dos fios continuos em dire¢do ao alvo de

carga oposta (TAYLOR, 1964 e ANDRADY, 2008).
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Figura 4: Cone de Taylor (KAMEOKA, 2003)

2.6.3.  Estagio III - Lancamento do filamento

Idealmente, o filamento do material deve sair pelo cone de Taylor de forma estdvel e
continua. Infelizmente isso nem sempre ocorre. Devido as diferentes concentragdes e constantes
alteracdes de concentragdo de cargas ao longo da superficie da goticula ocorre a saida de
miltiplos jatos. Nestes casos existe a tendéncia de um jato primdrio manter-se continuo e estdvel,
enquanto os outros perderiam efeito e alongamento apds determinado tempo. Além disso, se
determinados parametros que regem o processo forem exagerados o material ao invés de formar
fios continuos ao final do processo, forma uma espécie de spray, produzindo camadas de

pequenas fibras ou goticulas sobre o alvo coletor (ANDRADY, 2008).

2.6.4.  Estagio IV - Alongamento do fio

O fio continuo gerado a partir da ponta do cone de Taylor € continuamente estirado durante
a sua trajetoria em direcao ao alvo coletor. Este processo continuo de reducio de didmetro do fio
ocorre devido as forcas de atracdo geradas a partir do campo elétrico no sistema, que vao se

alocando e se concentrando na ponta do filamento.
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2.6.5. Estagio V - Regioes de instabilidade

Diversos tipos de regides de instabilidade do jato polimérico ao longo de sua trajetéria em
direcdo ao alvo coletor sendo estudadas e identificadas ao longo dos anos. Sabe-se que o modo e
a intensidade da instabilidade do fio dependem diretamente do campo elétrico aplicado ao
sistema, sendo que campos elétricos mais intensos favorecem o desenvolvimento destas
instabilidades, e que € durante esta regido que ocorrem os maiores decréscimos de didmetro dos
fios, aumentando significativamente sua drea superficial, como mostra a figura 5. Neste contexto,
diversos estudos buscam explicar matematicamente estas instabilidades e divergéncias de direcao

dos filamentos, mas os fatores que influem sdo diversos e alguns nem sdo sequer conhecidos

(ANDRADY, 2008).

Em geral, o filamento dentro da regido de instabilidade € governado por 6 forcas:

e Forca gravitacional em dire¢dao ao chio;

e Forca eletrostatica, que “puxa” o jato-filamento em dire¢do ao alvo coletor. Esta forga é
principalmente governada pelo campo elétrico aplicado e pelas caracteristicas do material;

e Forcas de repulsao Coulombianas, que atuam na superficie do jato, introduzindo
instabilidade e movimentos do tipo chicote. Estas forcas dependem das caracteristicas do
material e do solvente utilizado.

e Forcas viscoelasticas, que atuam contra a for¢a de estiramento do filamento;

e Forcas de tensdes superficiais, que atuam também contra o estiramento do filamento.
Dependem do tipo de material, solvente e aditivos utilizados no processo;

e Forcas de friccdo entre a superficie do jato-filamento e o ar ou gds exterior.
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Figura 5: Regioes de instabilidade e “chicotes” (KAMEOKA, 2003)

2.6.6.  Estagio VI - Solidificacio e formacao do fio/fibra

Neste estdgio, a solu¢do polimérica deixa O grande aumento da drea superficial do jato-
filamento durante a regidao de instabilidade promove um aumento significativo da taxa de
evaporacao do solvente da solugdo. Por sinal, este é um fator de grande influéncia da duragdo, em
tempo, do filamento na regido de instabilidade, uma vez que se for utilizado um material
dissolvido em um solvente muito volatil a viscosidade da solu¢do tende a aumentar muito
rapidamente. Isto acaba deixando pouco tempo para que os fios se alonguem o que
conseqiientemente fard com que ocorra a geracao e captacdo de fios de didmetros maiores ao final
do processo. Este fator faz com que a escolha do solvente da soluc¢io se torne um dos pardmetros

essenciais do processo (ANDRADY, 2008)

2.7.  Parametros basicos de processo

Utilizando um processo de eletrofiagdo simples, e sabendo que a formacdo dos fios passa
por todos esses estdgios descritos acima, que sdao muito sensiveis, ainda pode-se controlar
aspectos morfoldgicos e espaciais dos fios gerados controlando alguns parametros basicos de

Processo:
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2.7.1.  Voltagem aplicada

A voltagem que € submetida ao sistema reflete diretamente na morfologia e dispersdo dos
fios gerados. Aumentando a voltagem no sistema, deixando os outros parametros fixos, aumenta-
se a concentracdo de cargas na superficie da solucdo e a forca elétrica, gerada pelo campo
elétrico, também € aumentada. Isso facilita a saida dos fios a partir da goticula no capilar,
iniciando o processo mais rapidamente. O aumento excessivo da voltagem geralmente resulta em
uma espécie de jato de spray, em que niao se formam fios no coletor, formam-se gotas muito
pequenas. Apesar disso, deve-se controlar bem a voltagem a ponto que se obtenha a saida de um
unico filamento da ponta da goticula, formando um cone de Taylor ideal. Obtendo um unico
filamento de saida no processo, é mais provavel se obtenha uma menor variacdo de didmetros de

fios no alvo coletor, tornando o processo mais estavel.

2.7.2. Taxa de infusao de material

Este parametro controla a quantidade de material que ¢ “oferecido” ao sistema. Ele ¢
ajustado na bomba de infusdo e deve sempre estar em sintonia com a voltagem aplicada ao
sistema. Isto, porque para uma voltagem fixa, se a taxa de infusio for muito alta, o fio de saida
altera sua morfologia até certo ponto, no caso o didmetro do fio aumentaria, e apds iSso ocorre
um excesso de material na ponta da agulha, favorecendo a formacgdo de gotas, e assim a solucao
acaba “pingando” esse excedente pela forca da gravidade. J4, se a taxa de infusdo for muito
baixa, a forga elétrica que acaba “puxando” o material acaba também alterando a morfologia dos
fios, reduzindo o didmetro destes, mas at€ um ponto em que a quantidade de material oferecida é
interrompida, justamente pela falta de fornecimento continuo de material para esta voltagem
especifica. Desta forma, a taxa de infusdo e a voltagem do sistema devem estar em sintonia, para
que a quantidade de material “fiado” seja proporcional a quantidade de material bombeado. Isto

facilita a formacdo de fios continuos e com pouca variagao de morfologia.
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2.7.3. Distancia do alvo coletor

O alvo coletor, que nele estd conectado o pdlo negativo e saida de aterramento do sistema,
deve estar a uma distancia minima da ponta da agulha capilar. Esta distancia € medida tanto
visualmente durante o processo, em que se observa o comportamento da saida ou ejecdo do fio
através do capilar e a chegada do material no coletor, ou apds o processo, em que se faz uso de
técnicas de microscopia para verificar a morfologia do fio formado. Essa distancia € muito
importante no processo, pois € durante este espaco que os fios irdo formar sua trajetéria, passando
por todos os estdgios citados acima, de forma a possibilitar que o material chegue ao coletor com
praticamente todo o seu solvente evaporado. Caso isso ndo aconteca, os sinais mais classicos sao:
escorrimento do material pelo alvo coletor (pode ser observado a olho nu, e indica que permanece
uma grande quantidade de solvente no material coletado) e fusdo dos fios no coletor (observado
em andlises de microscopia, e indica que ainda resta uma quantidade de solvente apds o processo

suficiente para dissolver a superficie do fio anterior e assim “colarem”.

2.74.  Concentracao e composi¢cao da solucao

Este € um parametro que deve ser levado em consideragdo, pois modifica de forma
significativa a morfologia dos fios e alguns aspectos do sistema apenas por alterar as
propriedades reoldgicas do material. Fixando os outros parametros de sistema, o aumento ou
reducdo da porcao polimérica na solu¢do promove, na maior parte das vezes, aumento e redugao
de didmetro dos fios, respectivamente. Isto se deve, em grande parte, devido a alteracdo das
tensdes de superficie que a forca elétrica deve romper e & maior ou menor “oferta” de material
polimérico (em massa) para uma mesma sec¢do transversal do capilar. Além disso, pode-se
alterar a composi¢do da solucdo a fim de produzir efeitos como mudanga da tensdo superficial da
solugdo e taxa de evaporacdo de solvente ao longo da trajetdria do fio (adicionando dois solventes

com volatilidades diferentes).

26



2.1.5.  Tipo de alvo

O “design” do alvo também ¢ um fator que influencia diretamente na estrutura final obtida.
Formas planas, como chapas metdlicas, fazem com que os fios apenas sejam depositados sobre a
placa subseqiientemente de forma a preencher a totalidade da drea com o material. Caso ocorra
uma mudanga de alvo, como uso de placas paralelas, os fios irdo se depositar tanto nas placas,
como também por entre as placas, fazendo uma espécie de “ponte”. Alvos rotatorios, onde um
eixo cilindrico metdlico serve de alvo para os fios, geram deposi¢des mais ordenadas, formando

uma estrutura final totalmente anisotrdpica.
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Capitulo 3:

MATERIAIS E METODOS

3.1.  Sistema de Eletrofiacao

Antes de iniciar qualquer teste pratico, foi necessario montar o sistema de eletrofiagao.
Trata-se de um processo relativamente simples, mas extremamente sensivel quando em
funcionamento. O sistema foi montado seguindo o modelo (figura 6), que acabou sendo o mais

simples possivel, composto por:

I - Bomba de infusao (KD Scientific, mod.KD-100);
II - Gerador de alta Tensao (0-30kV);

III - Placa de cobre 90x70mm;

IV - Seringa/agulha.
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Figura 6: Modelo para montagem do aparato de eletrofiacio

3.2.  Solucao polimérica

Materiais:

- Policaprolactona (PCL) fornecido pela Sigma-Aldrich de massa molecular média
80,000;

- Cloroférmio (CHCls) fornecido pela Merck, 99%;

- Acetona ((CH3)2CO) fornecida pela Synth, 99.5%.
Composi¢do e preparacdo da solugdo polimérica:

- 20%peso de PCL;

- Propor¢ao de 1:1 de cloroférmio/acetona.

Para preparar a solugdo polimérica inicialmente foi pesada a quantidade de PCL e em
seguida adicionada a quantidade respectiva de cloroférmio. Essa mistura foi deixada sob agitacdo
constante até que a totalidade do polimero fosse dissolvida. Imediatamente apds a dissolucdo em
cloroférmio foi adicionada a porcdo de acetona. Finalmente, toda a mistura foi deixada sob
agitacdo constante por um tempo minimo de 24h a fim de que fosse obtida uma solugdo

polimérica mais homogénea.
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3.3.  Producdo das membranas de PCL

Feita a solu¢do polimérica o préximo passo foi produzir as membranas propriamente ditas
através do processo de eletrofiacdo. Para fazer isso, 15ml de solucdo foram colocadas em uma
seringa de vidro graduada de 20ml e foi acoplada uma agulha, com didmetro interno de 0.8mm,
para promover a acdo capilar do sistema.

A seringa carregada de material foi entdo corretamente alocada na bomba de infusdo do
sistema e o conector de pdlo positivo do gerador de tensdo foi devidamente posicionado na ponta
da agulha capilar. Em seguida foi preparado o alvo coletor metélico recobrindo a placa de cobre
com uma camada de folha de papel aluminio, tomando o cuidado de deixar com que o papel
aluminio ficasse em contato com os terminais de entrada do pélo negativo/aterramento e saida de
aterramento. Feito isso, o alvo coletor foi devidamente posicionado dentro do sistema com seu
centro alinhado a ponta de saida da agulha capilar e a uma distancia de 12 cm.

Na bomba de infusdo foi estabelecida uma taxa de 18ml/h e durante alguns momentos,
cerca de 2 minutos, foi necessario deixar ela ligada antes de ligar o processo inteiro, para que
fosse estabilizada a saida do material na forma de gotas pelo capilar. Finalmente, foi ligado o
sistema utilizando uma faixa de voltagem de 16 a 20kV. Esta faixa de voltagem foi utilizada pois
um dos objetivos secundérios do trabalho foi de produzir membranas compostas de fios com
variacdo de didmetro. E justamente esta variacio de didmetros, juntamente com a sobreposicio
dispersa dos fios, que possibilita a formagao de espagos vazios e porosidade interconectada ao
longo da estrutura. Como o controle da intensidade de voltagem no sistema é manual, a cada
tempo, estabelecido em aproximadamente de 20 em 20 minutos, a voltagem foi alterada de 16

para 20 kV e 20 para 16 kV sucessivamente.

Tabela 1: Principais parametros de processo

Parametros Valores

Voltagem 16-20kV

Distancia alvo 12cm

Taxa de infusdo | 18ml/h
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Ap6s 4 horas de processo uma camada de 1.6mm de espessura foi depositada sobre o alvo
coletor. Para retirar a camada do alvo, o papel aluminio foi retirado e a camada polimérica foi
destacada inteiramente utilizando pingas.

No total foram produzidas duas membranas de 20x50x1.7mm. Estas membranas foram, em
seguida, caracterizadas e testadas utilizando ensaios visuais, térmicos, fisicos e bioldgicos para

verificar a viabilidade do material em desempenhar as fungdes a ele atribuidas.

3.4. Ensaios Visuais

3.4.1.  Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia e dispersdo dos fios nas membranas poliméricas foram observadas e
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura utilizando um microscépio Jeol (JXA 840
A). Todas as amostras utilizaram recobrimento de ouro por meio do Sputer Coater (Bal- Tec-
SCD 050) com corrente de 40 mA durante 200 segundos, com tensao de operagao em 10 kV.

Para as amostras ap0ds ensaio in vitro, foi realizada a fixacao celular, utilizando uma solucao
de glutaraldeido em tampdo de cacodilato de sédio a 0,1 Molar, para que as células aderidas ao
material ndo sofram nenhum tipo de alteracdo morfoldgica e disposicional quando submetidas em

ambientes a vacuo.

3.4.2.  Microscopia Confocal

A Microscopia Confocal é uma técnica utilizada para a visualizagcdo de uma diversidade de
materiais, inorganicos ou organicos. Para gerar as imagens digitais, o microscopio utiliza uma
fonte de laser que € capaz de promover excitagdo dos mais diversos tipos de grupos moleculares.
Utilizando um conjunto de lentes, o microscopio € capaz de focar um cone de luz laser em uma
profundidade predeterminada da amostra a ser estudada. Ao alterar o ponto focal (mantida a

profundidade) € possivel iluminar todo o plano em estudo, ponto a ponto. Ao retornar pelo
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mesmo caminho 6ptico, a luz devida a fluorescéncia, gerada a partir das excitacdes moleculares,
¢é separada por um conjunto de espelhos (divisor de luz). Em seguida, a luz separada passa por um
pequeno orificio, chamado pinhole, capaz de separar apenas a luz proveniente do ponto focado,
eliminando a luz emitida por pontos fora de foco. Assim, somente a luz de pontos em foco é
registrada, utilizando tubos fotomultiplicadores. Estes sinais sdo processados por um computador
e imagens bidimensionais podem ser construidas. Para obter imagens tridimensionais, devem ser
tiradas imagens sucessivas de diferentes planos da mesma amostra.

Foi utilizado um equipamento de Microscopia Confocal invertido LSM 510 Axiovert
220M, fabricado pela Carl Zeiss. As imagens foram feitas a partir de amostras de Sx5mm com

adicdo de dgua.

3.4.3. Imunofluorescencia

Para poder visualizar melhor a morfologia e a disposi¢do espacial das células sobre a
membrana, a técnica de Imunofluorescencia foi utilizada. Esta técnica parte do principio de que
um material emite uma energia detectdvel como luz visivel quando este € irradiado com uma luz
de um especifico comprimento de onda (laser). O material ou amostra pode ser auto-fluorescente
(fluoresce em seu estado natural), como clorofila e outros minerais, ou ser tratado com alguns
agentes quimicos fluorescentes. Desta forma, esta técnica de andlise € aplicada em diversas dreas
de pesquisa, principalmente nas dreas médica e bioldgica, justamente por fazer possivel a
identificacdo de células e componentes celulares com alto grau de especificidade. Por exemplo,
determinados anticorpos e condi¢des de doencas ou impurezas em materiais inorganicos podem
ser estudados e identificados com a microscopia de fluorescéncia.

Para as andlises neste projeto, as amostras foram “escaneadas” a laser em um LSM-510
(Zeiss) montado sobre um microscopio Axioplan (Zeiss), utilizando objetivas de 40x. As
amostras foram tingidas com agentes quimicos DAPI (utilizado para revelar os nicleos celulares)

e Rodamina-Faloidina (utilizada para revelar o corpo celular).
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3.5. Ensaios Térmicos

3.5.1. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e
Termogravimetria (TG)

O funcionamento do DSC parte do principio da captacdo de sinais de energia quando um
sistema absorve (reacOes endotérmicas) ou libera (reacdes exotérmicas) energia. Para realizar as
medidas, que sdo plotadas em um grafico de energia especifica (mW/mg) x Temperatura (°C),
uma pequena massa do polimero € colocada em um cadinho, geralmente de alumina, e este
cadinho € entdo alocado dentro do aparelho. Este cadinho fica localizado dentro de um pequeno
forno ao lado de outro cadinho, que deve permanecer vazio para que se estabeleca um meio
comparativo e assim obter dados de variacdo de energia.

A técnica de Termogravimetria (TG) foi realizada simultaneamente ao DSC. Na TGA, o
que se analisa é a perda de massa da amostra ao ser gradualmente aquecida resultando em uma
visualizacdo gréfica de %massa x Temperatura (°C). Para se obter estes dados, o equipamento é
dotado de uma balanca muito sensivel na base de cada cadinho. Desta forma, qualquer composto
que durante a faixa de temperatura estabelecida é liberado da amostra, em sua maioria na forma
de gases, reflete diretamente na massa da amostra inicial.

Ambas as andlises foram realizadas principalmente para verificar se a membrana possui
tragcos de solvente apds o processamento. Verificar isso € de extrema importancia, pois 0s
solventes que sdo utilizados devem ser eliminados totalmente durante o processo, uma vez que
exibem carater toxico se entrarem em contato com material bioldgico.

Foi utilizado o equipamento NETZSCH (STA 409) para um intervalo de 0 a 200°C e com

taxa de aquecimento de 10°C/min.
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3.6. Ensaios Fisicos

3.6.1.  Analise Dinamico-Mecanica (DMA)

O DMA € uma técnica utilizada para caracterizar materiais poliméricos através da medida
do comportamento mecinico do material em solicitagdo oscilatdria. O equipamento caracteriza o
comportamento viscoeldstico de um material quando este é submetido a forcas dindmicas
(freqiiéncia — carga oscilantes) em um sistema capaz de controlar a temperatura. O sistema utiliza
um oscilador conectado a uma haste que € acoplada a um dos variados tipos de mddulos de
operagdo para esfor¢cos mecanicos. Estes médulos, que podem ser de tracdo, flexdo, compressao,
fadiga ou cisalhamento, sd@o entdo fechados por um pequeno forno, que controla a temperatura
durante o ensaio.

Este ensaio foi realizado para se ter uma indicacdo do comportamento fisico das
membranas quando submetidas a esforcos mecanicos ciclicos em diversas freqii€ncias. O
aparelho NETZSCH (DMA 242) utiliza um porta-amostra semelhante ao de ensaio de tracao,
com dimensdes muito menores, onde amostras de dimensdes 5x15mm sdo devidamente fixadas.
Tensdes trativas sdo impostas a amostra com forca e conjunto de freqiiéncias determinadas. Além
disso, foi determinada uma temperatura fixa para o ensaio que procura simular a temperatura que
se encontraria dentro do corpo humano. Um total de oito amostras foram testadas utilizando
sempre os mesmos parametros: Forca de 2N, temperatura constante de 36°C , taxa de

aquecimento de 3°C/min, freqii€ncias 0,5/1,0/2,0/3,3/5,0 e 10,0Hz e tempo de ensaio de 120min.

3.6.2.  Espectroscopia no Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR permitem a visualizacdo de diversos fatores que envolvem a
alteracdo da estrutura e composi¢do molecular de um polimero ou compdsito. O equipamento €
capaz de captar dados de energia resultantes do estimulo por irradiagdo com ondas na regido do

infravermelho, que ao serem incididas no material seja por transmissdao ou por atenuancia fazem a
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estrutura molecular e de compostos quimicos presentes vibrar. Deste modo, cada tipo de
molécula ou ligacao interatdmica possui uma respectiva intensidade vibracional quando irradiada
por um determinado comprimento de onda no infravermelho, tornando o espectro infravermelho
(I.V.) de um composto quimico caracteristico de cada material e, por conta disto, a
espectroscopia na regido do I.V. tem extensa aplicacdo na identificacdo dos compostos. Além
disso, diversos resultados podem-se ter a partir do espectro 1.V. de um composto, dentre eles,
orientacdo molecular, cristalinidade, andlises de superficie.

Para este estudo, foi utilizado o aparato Thermo Scientific - Nicolet NR100. Os respectivos
espectros das amostras foram realizados utilizando varredura média de comprimento de onda IV
de 500 a 4000 cm’".

Os espectros de FTIR do material foram tirados para quatro tipos de amostras. A primeira é
a pcl_base, que é uma membrana de PCL resultante da evaporacdo da porcdo de solvente da
solu¢do PCL 20% a temperatura ambiente. A segunda é a pcl_A, em que se utilizou uma
membrana de PCL pds-processamento e foi feito uma separacdo e estiramentos dos fios
manualmente. A terceira amostra, pcl_B, foi feita utilizando KBr e uma separagdao simples e
delicada, feita com pincas, da membrana pds-processamento. Finalmente, a quarta amostra,

pcl_C, foi feita com pastilha de KBr e um simples pedaco de membrana pds processamento

3.7.  Ensaios Bioldgicos

Foram realizados para determinar tanto se o material exibe quaisquer reagdes toxicas frente
ao sistema bioldgico, quanto para verificar, em uma etapa inicial, o comportamento de células

vivas quando em contato com o suporte celular.

3.7.1. Testes in vitro

O material foi submetido a uma cultura in vitro com células tronco mesenquimais
provenientes de tecido adiposo (MSCs). Inicialmente, o material passou por um processo de

esterilizacdo com dlcool 70% durante duas horas e em seguida foi lavado com solucdo tampao
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salina (PBS) por mais 20 minutos. Em seguida, o material foi cortado em pequenos pedacos de
lem® e colocados em placas de 24 pocos. Para cada pedaco foi adicionado pela superficie cerca
de 5x10’ células de MSCs diluido em 30u1 de meio de cultura DMEM. Para a adesdo e infiltracio
ao material, essas células foram encubadas por uma hora numa estufa a 37 C com 5% de CO.,.
Em seguida, adicionou-se 1ml de meio de cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino e as
células foram mantidas por 6 dias em cultura.

Para este teste in vitro, somente uma andlise inicial foi realizada para verificar a adesao e
disposicdo das células ao longo da superficie do material. Foram estipulados dois tempos de
cultura para que se pudesse fazer uma comparacdo de desenvolvimento das células: 3 e 6 dias.
Ap6s cada tempo as amostras foram retiradas do meio e passadas por protocolos para andlises em

microscopia de fluorescéncia e eletronica de varredura.
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Capitulo 4:
RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.  Processo de Eletrofiacao

Os componentes do processo foram devidamente conectados segundo as instrucdes tedricas
e de acordo com experi€éncias anteriores com o processo. Na figura 7, o aparato e seus
componentes estao identificados.

Desta forma, como pode ser visto na figura 8, o campo elétrico formado fica localizado no
espaco entre a entrada de material (conectada ao pdélo positivo do gerador de tensdo) e o alvo
metdlico (conectado ao pélo negativo e aterramento do sistema). E justamente este campo
elétrico que é responsdvel pela geragdo de uma forga de atracdo da solucdo polimérica ou forca
elétrica (Fe) que somada a forca gravitacional da goticula (Fg), acaba rompendo a tensdo

superficial da solu¢do em dire¢do ao alvo metalico coletor.
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Figura 7: Equipamento montado: a. Fonte de alta tensdo b. Bomba de infusao c. Alvo coletor.

Figura 8: Principais forcas resultantes e funcionamento do sistema.
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Uma vez produzidas as membranas, diversas andlises foram realizadas para verificar a
viabilidade de seu uso. Para isso, ensaios térmicos, fisicos e bioldgicos foram feitos e os seus

respectivos resultados serdo apresentados.

4.2.  Aspecto Macroscopico das Membranas

Como mostra a figura 9, as membranas possuem um aspecto macroscOpico continuo e
denso, similar ao de um tecido convencional. As dimensdes da membrana ocuparam a totalidade

do alvo metdlico coletor, ou seja, 90x70mm e com espessura de 1,3mm.

23/09/ek

Figura 9: Membrana apés o processo de eletrofiacio

Sua flexibilidade e capacidade de manipulagcdo fazem com que o material seja facilmente
cortado e utilizado para os mais diversos casos.

H4 casos em que estas membranas sdo produzidas na forma de tubos, justamente para
reconstrucdo de vasos sanguineos (RING, 2007), ou entdo simplesmente utilizadas como
membranas em duas dimensdes para auxiliar a regeneracao tecidual em queimados (LIU, 2010) e
até mesmo como bloqueio fisico para casos em que ndo se deseja o contato entre tecidos apos

cirurgia (ZONG, 2004) .
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4.3.  Microscopia Eletronica de Varredura das Membranas

Esta andlise foi feita para avaliar tanto a dispersdo dos fios formados ao longo da amostra,
quanto para verificar a variagdo de didmetros de fios obtidos a partir dos parametros de processo
utilizados. Também foi feita uma andlise da porosidade da membrana, mas foi apenas para se ter
uma no¢do qualitativa.

As figuras revelam que realmente as membranas produzidas utilizando os parametros
estabelecidos s@o compostas de um emaranhado de fios dispostos aleatoriamente uns sobre os
outros, como pode ser visto mais amplamente na figura 10. Fica evidente também a alta
porosidade da estrutura, que pode ser notada pelos espacos vazios por entre os fios de material
nas figuras 11 e 12. Nestas imagens também se pode notar que os parametros estabelecidos no
processo fizeram com que os didmetros dos fios variassem bastante, de valores da ordem
nanométrica até micrométrica. Esta capacidade de controle de didmetro dos fios apenas alterando
a voltagem do sistema também € investigada por Fridrikh (2003) e Ishiil (2008). Isso contribuiu
bastante para a geracdo da estrutura porosa. Neste caso, sdo estes poros e interconexdes que irdo
supostamente promover uma melhor adesdo e proliferagao das células na membrana, permitindo
que o material e células possam ser transportados e alocados de forma mais eficiente.

Esta possibilidade de transporte e alocacdo celular por entre a estrutura de fios também ¢é
avaliada por Zhu (2008), em que a membrana produzida promove adesdo de células HDFs

(Fibroblastos da Derme Humana).
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Figura 11: Microestrutura da membrana visualizando a alta dispersao de diametro dos fios
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Figura 12: Microestrutura da membrana evidenciando a interconectividade e espacamento da
porosidade

4.4, Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e

Termogravimetria (TG)

A figura 13 mostra os resultados das andlises de DSC (curva azul) e TG (curva verde)
realizados no material apds o processamento. O objetivo principal destes ensaios € demonstrar
que a membrana, apds o processamento, ndo possui tracos significativos dos solventes utilizados.

Sabendo que os solventes acetona e cloroférmio apresentam pontos de evaporagio de 56 °C
e 61°C, respectivamente, pode-se notar que na curva de TG, que avalia a perda de massa do
material durante o ensaio, ndo houve nenhuma alteracdo visivel nestas temperaturas. Apenas as
variacOes de massa que representam a degradacdo do polimero podem ser vistas. Além disso, a
curva de DSC também ndo apresenta variacdes que significariam pontos de saida de solvente,
apenas indicando a temperatura de fusdo do polimero PCL e as variacdes de degradacdo do
polimero. Desta forma, pode-se concluir que houve a eliminacdo do solvente durante o processo

de eletrofiac@o no trajeto do jato entre a saida do capilar e o alvo coletor.
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Figura 13: Curvas de DSC (azul) e TG (verde) do material apos eletrofiacio

4.5. Andlise Dinamico-Mecanica (DMA)

O ensaio de DMA teve como objetivo analisar o comportamento dindmico-mecanico da
membrana ao ser submetida a uma temperatura fixa (que se assemelha a temperatura interna do
corpo humano) e solicitada com uma tensdo de amplitude fixa, onde variou-se apenas a
freqliéncia de solicitacdes. Na figura 14, € mostrada uma curva base do comportamento da
membrana quando submetida a este ensaio. De acordo com os dados obtidos, a propriedade
mecanica do material parece melhorar significativamente apds um periodo de 70 minutos de
ensaio. O que pode estar ocorrendo, para todas as freqiiéncias utilizadas, € que no inicio do ensaio
as membranas apresentam um modulo de armazenamento relativamente baixo. Ao longo do
tempo os fios que compde as membranas vao se reorganizando e até rompendo ou se soltando das
garras fixadoras da maquina, até restar apenas uma determinada quantidade de fios que se

alinham com a tensdo aplicada. E justamente esta drea transversal de fios, além do alinhamento
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das macromoléculas dentro do préprio fio polimérico, acarretando no aumento do médulo de
armazenamento, o que implica no aumento da elasticidade do material.

E importante salientar que o mecanismo apresentado para explicar o aumento no médulo de
armazenamento em func¢do do tempo ndo € conclusivo, sendo necessdrio realizar estudos mais
detalhados deste efeito.

Como os parametros utilizados para este ensaio estdao fora dos padrdes normais para andlise
de ensaio de DM A em membranas produzidas por eletrofiacao fica dificil estabelecer uma andlise
comparativa de resultados com pesquisas anteriores. Apesar disso, os resultados mostram que
quando submetida a tensdes uniaxiais e em temperatura de 36°C, o material é capaz de absorver e

ainda melhorar sua capacidade de absorc¢do de tensdes para uma variedade de freqiiéncias de
solicitagao.
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Figura 14: Curvas de Médulo de armazenamento (E') e tan d, onde 1, 2, 3, 4, 5, 6 sdo referentes as
freqiiéncias 0,5/1,0/2,0/3,3/5,0 e 10,0Hz, respectivamente.
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4.6.  Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)

A figura 15 mostra a comparacao de espectros para quatro situagdes de andlise do polimero
PCL. Baseado na estrutura quimica das macromoléculas, trés faixas de picos caracteristicos
podem ser observadas. O primeiro pico est4 situado na faixa de 2300 a 2600 cm™ e diz respeito s
bandas C-H do material. Na primeira amostra, pcl_base, este pico estd muito claro, pois a amostra
estd com sua regido amorfa muito dispersa, o que faz com que exista bastante espaco para que
ocorram estiramentos vibracionais resultantes destas ligacdes mais fracas. Nas outras amostras
pcl_A, pcl_B e pcl_C apenas tracos deste pico aparecem, ji que o processo de eletrofiacao
utilizado resulta em organizacdo molecular, o que acaba limitando e ndo permitindo
movimentacdes destas ligacdes. Esta condi¢do pode ser ainda melhor verificada na faixa de 1300
a 1600 cm” que representa as bandas C-O. Para estas ligacdes, observa-se um gradiente de
reducdo de detec¢dao nos espectros. No primeiro espectro (pcl_base) as macromoléculas estao
muito espagadas, permitindo espago vibracional. J4 no espectro seguinte, pcl_A, ainda ocorre
uma deteccao vibracional destas ligagcdes, causada principalmente pelo método de preparacdo da
amostra, em que, para poder realizar a transmitancia do infravermelho através da amostra, esta foi
estirada manualmente, de forma a esticar a estrutura, causando forcas de separacdo das
macromoleculas. No espectro da amostra pcl_B tracos de deteccdo das ligacdes C-O podem ser
observados, pois para realizar a transmitancia a amostra pds-processamento teve um desfiamento
utilizando pingas, o que permitiu um afastamento das macromoléculas e desarranjo da estrutura
final do material. J4 na amostra pcl_C poucos tracos da faixa de deteccao das bandas C-O
puderam ser observados pois a amostra é referente a um pequeno pedaco da membrana apds o
processo de eletrofiacdo sem qualquer alteragcdo estrutural. Finalmente, a faixa de comprimento
de onda referente as bandas C=0O (de 1800 a 2000 cm™) ndo sofreu nenhuma alteracio para
quaisquer amostras, uma vez que esta € uma ligacdo muito forte, que caracteriza o material. Desta
forma, as alteracOes observadas nos espectros levam a crer que apesar de o processo nao alterar a
cristalinidade do polimero, ele acaba alterando a organizacdo espacial das macromolélulas,
orientando e empacotando-as. Em estudo parecido, Hiep (2010) também relaciona estas

mudancas estruturais moleculares ao processo de obten¢do dos fios.
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Figura 15: Espectros de FTIR para amostras de PCL

4.7.  Microscopia Confocal

As amostras foram analisadas visualmente utilizando microscopia confocal para avaliar

com mais detalhes a porosidade da membrana formada pela sobreposicdo de fios. Esta andlise

também € qualitativa, mas € capaz de mostrar regidoes da amostra tridimensionalmente. Conforme

mostra a figura 16 (vista em perspectiva lateral), a porosidade e espacamentos dos fios da

amostra € bem alta, promovendo regides tanto de emaranhado, em que fios ficam sobrepostos,

quanto regides de espacamentos considerdveis. E possivel observar também a diferenca de

diametros dos filamentos e que estes nao se apresentam ordenados, e sim totalmente aleatdrios,
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com dareas de entrelacamentos e “nos”. Esta ¢ uma varredura de um pequeno volume da

membrana, cerca de apenas uma faixa do material,

Figura 16: Vista 3D da membrana por Microscopia Confocal

4.8. Ensaio in vitro:

Realizadas as caracterizacOes fisicas e térmicas, em que se procurou obter informacdes a
respeito da viabilidade funcional das membranas, as proximas etapas seguem para avaliagdes do

comportamento do material e sua estrutura quando submetidas a meios biolégicos.

4.8.1.  Microscopia Eletronica de Varredura

Esta andlise visual foi realizada para se obter informacdes de comportamento das células
conforme a estrutura e topografia oferecidas ao material biologico, ou seja, as MSCs de tecido

adiposo.
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As figuras mostram que as células puderam interagir com a topografia da estrutura e que,
principalmente, o material se mostrou biocompativel. Além disso, o material ndo sofreu nenhuma
alteracdo morfolégica dos fios e conseqiientemente da sua estrutura fisica a curto e médio prazo,
jd& que o material polimérico possui propriedade hidrofébica. Isso € uma propriedade
extremamente positiva, pois se pode prever melhor como a estrutura do material ird se comportar
quando em contato com solu¢do liquida. Existem casos em que o material utilizado para suporte
celular altera seu aspecto estrutural, geralmente ao absorver dgua, levando a uma mudanca de
comportamento frente a solicitacdes mecanicas e até o comportamento das proprias células frente
ao material (SILVA, 2008).

Analisando as imagens obtidas pela Microscopia, podemos tirar conclusdes muito
importantes a respeito da interacdo estrutura\células: Nas figuras 17 e 18 podemos ver um
comparativo do avango das células sobre a membrana ao longo do tempo, quase que cobrindo a
totalidade da amostra apds o tempo final de cultura. Nas figuras 19 e 20 as células estdo sobre a
estrutura e realmente ancoradas por entre os fios, o que leva a crer que a adesdo neste tipo de
superficie € mais eficiente e de maior contato célula/material, onde as células interagem
tridimensionalmente com a estrutura. Na figura 21 podemos observar claramente que as células
penetraram por entre a porosidade da membrana, se alocando no interior da estrutura,
aumentando a capacidade de a membrana conter as células, promovendo sua proliferacdo nao
somente através da superficie, mas também em seu interior. Finalmente, na figura 22, as células
apresentam uma cobertura total da estrutura, deixando um aspecto quase que “liso”” da superficie,

com células todas conectadas.
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Figura 17: Microscopia mais ampla apés 3 dias de cultura celular.

Figura 18: Microscopia mais ampla apés 6 dias de cultura celular.
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Figura 20: Maior recobrimento celular sobre o suporte.

50



Figura 22: Recobrimento praticamente total de uma sec¢io do suporte com células.
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4.8.2. Imunofluorescéncia

As imagens de imunofluorescencia foram realizadas ndo somente para evidenciar que as
células estdo aderidas a membrana, mas também para se ter uma no¢ao de homogeneidade destas
células ao longo da estrutura. Para isso, foi realizado um tingimento com rodamina-faloidina para
revelar o corpo celular, e tingimento com DAPI para revelar o nicleo das células.

As imagens mostram qualitativamente que para ambos os tempos de cultura, sendo que a
imagem da figura 23 se refere ao tempo de 3 dias e a imagem da figura 24 ao de 6 dias, sdo
encontradas células na superficie da membrana. Os gradientes de tons de azul e vermelho dizem
respeito a profundidade em que a célula ou estrutura celular se encontra. Tons mais fortes da
coloragdo se referem a niveis mais superiores, superficiais, da membrana e em contrapartida, tons

mais claros se referem a niveis mais interiores da estrutura.

—

13um

Figura 23: Niucleos e estrutura celular dispostos sobre a estrutura.
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Figura 24: Detalhe de momento em que se sugere uma divisao celular.

Pode-se visualizar também os fios do material, que aparecem como segmentos
“transparentes”, mas visiveis na imagem 24.

Outro ponto importante a ser observado € que se sugere que em determinadas células,
regido inferior esquerda da imagem 24, e regido central direita da imagem 23, estaria ocorrendo
processos de divisdo e multiplicagdo celular, evidenciado pelo “empescogamento” ou extrema
proximidade de nicleos celulares (pontos azuis).

Segundo Alves da Silva (2010) e Yoshimoto (2002), a estrutura de porosidade
interconectada, formada a partir da sobreposicdo dos fios poliméricos, fornece um excelente
substrato para adesdo e confinamento celular, ja que as células penetram em niveis internos do

material, sem perda de contato entre elas e, além disso, permitindo o fluxo de fluidos corpdreos.
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Capitulo 5:
CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Com os resultados das analises realizadas foi possivel concluir diversos fatores.
Primeiramente, o aspecto visual macroscopico das membranas, que apresentaram uma espessura
considerdvel, especificamente para o processo utilizado, foi muito eficiente, possibilitando facil
manuseio. As micrografias de varredura deixaram claras a alta dispersdo de diametros dos fios e
alta porosidade aparente interconectada, o que beneficiou a estrutura como um suporte mais
“amigavel” para as células. Outro fator de extrema importancia foi a evidencia de que, pds-
processamento, o material ndo reteve ou reteve em quantidades insignificantes, porcdes dos
solventes utilizados. Isto fica ainda mais evidente na cultura celular in vitro, uma vez que as
células puderam aderir e proliferar em sua superficie. Além disso, pdode-se observar que para uma
temperatura fixa, que € a temperatura média do corpo humano, a estrutura, quando solicitada
mecanicamente, exibe um comportamento tipico de estruturas formadas por filamentos
desordenados. Pode-se concluir também, que o processo estimulou uma organizagdo e
ordenamento das macromoléculas do polimero, ndo aumentando sua cristalinidade, mas
aumentando o seu grau de empacotamento molecular. Quando submetido a cultura celular, a
estrutura se comportou como da forma esperada, ndo havendo modificacdes morfologicas dos
fios e promovendo adesdo, proliferacio e penetracdo celular. Finalmente, conclui-se que o
material se torna muito eficiente como suporte celular, pois permite que as células fiquem
ancoradas e entrelagcadas em meio a sua estrutura, favorecendo seu transporte e alocagdo em sitios

defeituosos (pds-cultura celular). Além disso, como o material possui propriedades de
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bioreabsor¢cdo, ndo existe a necessidade de novas intervengdes cirdrgicas para retira-lo do
hospedeiro/paciente. Desta forma, fica a possibilidade de uso deste material para: suporte celular
em engenharia tecidual, recobrimento de queimaduras e defeitos dérmicos, barreira fisica entre
tecidos, recobrimento de fraturas (como bandanas dsseas) e estrutura de focalizacdo celular em
sitios defeituosos, principalmente para que as células sejam oferecidas mais localizadamente.
Tendo em vista a potencialidade apresentada por estas membranas, ficam algumas
sugestoes de trabalhos futuros. O préximo passo, € mais importante, seria a implantacdo deste
material in vivo, em animais, principalmente para verificar sua toxicidade e reabsorcdo apds
longo periodo de implantagdo. Outro passo seria realizar uma comparativo de testes in vivo, em
que seriam implantadas membranas sem e com cultura in vitro de células tronco derivadas de
tecido adiposo do préprio animal, para avaliar a possibilidade de diferenciacdo e comunicacio
celualar. Além disso, um estudo mais especifico das propriedades mecanicas das membranas
seria de grande valia, mesmo utilizando o aparelho de Andlise Dinamico Mecanica, para se
estabelecer o comportamento do material frente a diversos esforcos, além de melhor caracteriza-

lo.
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