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RESUMO

Cellprene® epoxidado é uma blenda polimérica produzida a partir de um
polimero sintético, o poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) e um polimero natural
(poli(isopreno)) que apresentou potencial para aplicagbes como biomaterial devido
as suas caracteristicas de biocompatibilidade, hidrofilicidade, propriedades
mecanicas quando obtida em forma de membrana pelo método de solvent casting.
Em se tratando de um novo material, a producdo de fibras, caracterizacdo e
avaliacdo de sua resposta como biomaterial para aplicagdes na engenharia de
tecidos faz-se necessaria. O processamento de materiais via electrospinning € um
método relativamente simples e versatil que possibilita a producao de fibras com
dimensdes micro e nanométricas através do controle de parametros como tensao
aplicada, distancia entre agulha e coletor, fluxo de solucédo polimérica, concentracao
de solugcdo polimérica, etc. A andlise de ressonancia magnética nuclear proténica
demonstrou que a reacdo de epoxidacao do poli(isopreno) natural atingiu um grau
de epoxidacdo de 53,9 + 5,7 mol%. As membranas fibrosas de Cellprene®
epoxidado foram produzidas com os seguintes parametros: distancia entre agulha e
coletor de 20 cm, tenséo aplicada de 15 kV, taxa de fluxo de material de 5 mL/h e
concentracdo de solucdo de 5 %ml/v. As fibras foram avaliadas e apresentaram
diametro médio de 4,3 £+ 2,7 um. Analises termogravimétricas e calorimetria
exploratdria diferencial indicaram que a blenda continua imiscivel, a analise de FTIR
mostrou que ndo houve mudanca quimica dos grupos funcionais apos o
processamento do material. O ensaio mecanico de tragdo mostrou um aumento de
cerca de 10 vezes no moédulo de elasticidade e reducdo de aproximadamente 3
vezes na deformacdo das membranas fibrosas de Cellprene® epoxidado quando
comparadas as membranas obtidas via solvent casting. As membranas fibrosas néo
demonstraram efeito citotdxico na andlise de cultura celular e apresentaram
comportamento hidrofébico. Com isso, as membranas fibrosas apresentaram
caracteristicas que demonstram potencial para aplicacbes como biomaterial na

producao de scaffolds.

Palavras chave: PLGA, poli (isopreno), Cellprene® epoxidado, Engenharia de
tecidos, electrospinning.



ABSTRACT

Epoxidized Cellprene® is a polymer blend made from a synthetic polymer, poly
(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and a natural polymer (poly (isoprene)) that has
potential for applications as a biomaterial due to its biocompatibility, hydrophilicity,
mechanical properties when obtained in membrane form by solvent casting method.
In the case of a new material, fiber production, characterization and evaluation of its
response as a biomaterial for tissue engineering applications is necessary.
Electrospinning material processing is a relatively simple and versatile method that
enables the production of micro- and nanometer-sized fibers by controlling
parameters such as applied tension, needle-collector distance, polymer solution flow,
polymer solution concentration. Proton nuclear magnetic resonance analysis showed
that the epoxidation reaction of natural poly (isoprene) reached an epoxidation
degree of 53.9 + 5.7 mol%. Epoxidized Cellprene® fibrous membranes were
produced with the following parameters: 20 cm of needle-collector distance, 15 kV of
applied tension, 5 mL / h of material flow rate and 5% m/v of solution concentration.
The fibers were evaluated and presented an average diameter of 4.3 + 2.7 um.
Thermogravimetric analysis and differential exploratory calorimetry indicated that the
blend remains immiscible, FTIR analysis showed that there was no chemical change
of the functional groups after material processing. Mechanical tensile testing showed
a 10 times increase in modulus of elasticity and a 3 times reduction in deformation of
epoxidized Cellprene® fibrous membranes compared to solvent casting membranes.
Fibrous membranes showed no cytotoxic effect on cell culture analysis and showed
hydrophobic behavior. Thus, the fiborous membranes presented characteristics that

demonstrate potential for applications as biomaterial in the production of scaffolds.

Keywords: PLGA, poly (isoprene), Epoxidized Cellprene®, Tissue Engineering,

electrospinning.
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1. INTRODUCAO

A qualidade de vida de um individuo é definida como sensacéao de intima de
conforto, bem-estar ou felicidade no desempenho de fungdes fisicas, intelectuais e
psiquicas dentro da realidade de sua familia, do seu trabalho e dos valores da
comunidade a qual pertence, e tém sido cada vez mais valorizada (Nobre et al.,
1994). Antigamente, a remoc¢ao da por¢ao lesada era a pratica mais utilizada quando
ocorriam grandes lesdes teciduais devidas a traumas mecanicos ou doencas
degenerativas. Isso levava a um decréscimo significativo da qualidade de vida ao
portador da enfermidade (Santos e Wada, 2007).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude indicam o aumento da expectativa
de vida humana em cinco anos, no periodo de 2000 a 2015, que é o avanco mais
rapido desde a década de 60. Este aumento da expectativa de vida humana e a
busca pela qualidade de vida fazem com que a busca por metodologias para a
substituicdo e regeneracao de tecidos lesados seja uma necessidade (Hench, 1998;
OMS, 2015). Para isso a Engenharia de Tecidos tem como objetivo regenerar
tecidos danificados através da combinacdo de células com biomateriais, que
funcionam como suportes (scaffolds) altamente porosos na orientacdo do
crescimento de novos tecidos.

Diversos biomateriais tém sido desenvolvidos, e diferentes técnicas de
fabricacdo tém sido utilizadas para a producdo de scaffolds para aplicagdo em
diferentes tecidos. Os scaffolds devem apresentar: biocompatiblidade,
biodegradabilidade, arquitetura e propriedades mecéanicas adequadas, e viabilidade
clinica e comercial (O’Brien et al., 2011). Algumas das técnicas utilizadas para a
producdo de scaffolds sdo: solvent casting, liofilizacdo, prototipagem rapida,
electrospinning, entre outras (Eltom et al., 2019).

A técnica de electrospinning possibilita a formacéo de fibras poliméricas com
dimensbes na escala micro e nanométrica, e a membrana produzida a partir do
electrospinning apresenta porosidade que é de grande importancia na Engenharia
de Tecidos. A porosidade permite que as redes celulares realizem, através de vias
interconectadas, o transporte de nutrientes e a proliferacdo celular, reproduzindo o
ambiente da matriz extracelular nativa na estrutura implantada (Chan e Leong,
2008).
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Cellprene® é uma blenda polimérica de poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA)
e poli(isopreno) da borracha natural que foi desenvolvida no Laboratorio de
Biomateriais da Universidade Federal do Rio grande do Sul que apresentou
potencial para aplicagcbes como biomaterial e mostrou-se imiscivel (Marques, 2011).
O PLGA é um polimero sintético da familia dos poli(ésteres) que é bastante utilizado
na producdo de scaffolds pois sdo biocompativeis e biodegradaveis. Uma vez
degradado, os componentes monoméricos de cada polimero sdo removidos por
caminhos naturais (Gentile et al., 2014). O poli(isopreno) € um polimero natural
presente no latex da borracha natural que € extraido da arvore da espécie Hevea
brasiliensis e tem sido aplicado como biomaterial devido sua atividade angiogénica e
cicatrizacdo de feridas (Borges et al., 2017).

Para melhorar as caracteristicas do Cellprene®, Guerra (2018) promoveu a
reacdo de epoxidacdo do poli(isopreno) para aumentar a reatividade e a
hidrofilicidade e, consequentemente, aumentar miscibilidade e biocompatibilidade
da blenda. Os resultados obtidos por Guerra (2018) e Henckes e colaboradores
(2018) demonstram a elevada biocompatibilidade do Cellprene® epoxidado,
permitindo a proliferagdo de células-tronco mesenquimais em membranas obtidas
por solvent casting. No entanto, para uso em engenharia de tecidos, os scaffolds
necessitam da presenca de estrutura porosa, que permita a proliferacdo celular.
Neste sentido, o presente trabalho procurou estudar um método de obtencdo de
estruturas porosas para scaffolds, utilizando Cellprene® epoxidado como material
base, baseado na eletrofiagcdo (electrospinning).

Diante disso, este trabalho teve como objetivos:

15



2. OBJETIVOS

Obter e caracterizar fibras da blenda Cellprene® epoxidada produzida através do
método de electrospinning e avaliar seu potencial para aplicacdes na Engenharia de
Tecidos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Por se tratar de um trabalho de natureza multidisciplinar, fez-se necessaria a
revisao bibliografica para tratar de assuntos relacionados as ciéncias da saude como
Engenharia de Tecidos, que faz parte da Medicina Regenerativa, e também

assuntos voltados a engenharia como biomateriais e processamento de materiais.

3.1. Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos € um campo de pesquisa multidisciplinar, que
envolve medicina, biologia, ciéncia dos materiais e engenharia. O principal objetivo
da engenharia de tecidos € desenvolver scaffolds de biomateriais que permitem a
contencédo de células e moléculas, e servem como um suporte transplantavel, para
permitir a regeneracdo funcional do tecido dentro do hospedeiro como uma
alternativa ao transplante de o6rgdos e métodos de reconstrucdo de tecidos
convencional (Chen et al., 2013).

A engenharia de tecidos foca na integracdo de scaffolds, células e fatores
bioativos para produzir tecidos biolégicos funcionais (Manoukian et al., 2019). A
criacdo de tecidos e Orgdos artificiais ocorre através de um processo que envolve
transplante de células e subsequente transformacdo em novos tecidos e érgaos
tendo integridade funcional e estrutural homéloga a natural. O processo requer
scaffolds de biomateriais que suportem a adesé&o, crescimento, proliferacao e
diferenciacéo celular (Ghosal et al., 2019). As técnicas utilizadas para a fabricacao
dos scaffolds dependem das propriedades do material usado e da aplicacéo final,
pois o tecido em que o scaffold sera implantado determinara o tipo de estrutura
necessaria (Castillo-Dali et al., 2015). Existem diversos tipos de biomateriais
utilizados na engenharia de tecidos, mas eles sédo obtidos principalmente de
polimeros naturais, polimeros sintéticos e tecidos descelularizados, que sé&o
produzidos por diversas técnicas como prototipagem rapida, descelularizacdo de
tecidos e electrospinning (Steffens et al., 2018).
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3.2. Biomateriais

O termo biomaterial pode ter duas interpretacdes, a primeira € biomaterial
com o sentido de material biologico, e a segunda forma de entendimento é como
material do implante que substitui a funcdo do material biolégico (Park, 1979). Os
biomateriais sdo definidos por diversos autores, algumas definicbes apresentam
maior e outras menor abrangéncia. Durante o conselho de Biomateriais de
Clemson, no 6° simpdsio anual internacional de biomateriais em 1974, biomaterial foi
definido como uma substancia farmacologicamente e sistemicamente inerte,
projetada para implantagcé&o dentro ou incorporado a um sistema vivo. Segundo Park
(1979) biomateriais sao tudo que, de modo continuo ou intermitente, entra em
contato com fluidos corporeos, mesmo que esteja localizado fora do corpo. Na
Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicacbes Clinicas, 1982,
biomateriais foram definidos como toda substancia (com exce¢do de drogas) ou
combinacdo de substancias, de origem sintética ou natural, que durante um periodo
de tempo indeterminado é empregado como um todo ou parte integrante de um
sistema para tratamento, ampliacdo ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgaos ou
funcdes corporais. Outra definicdo de biomaterial €: material ndo biologico utilizado
em um dispositivo médico, com intencdo de interagir com sistemas biol6gicos
(Williams, 1987). Mirtchi et. al., (1989) definiram os biomateriais como substancias
de origem natural ou sintética que sao toleradas de forma transitoria ou permanente
pelos diversos tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos.

Segundo Helmus e Tweden (1995) os biomateriais sdo polimeros sintéticos,
metais, ceramicas, e macromoléculas naturais que sao produzidos e processados
como dispositivo médico. Os biomateriais ndo devem produzir respostas bioldgicas
adversas, locais ou sistémicas. Assim, devem ser ndo-toxicos, nao-carcinogénicos e
nao-trombogénicos. Para que os biomateriais possam ser utilizados na confeccéo de
implantes é necessario que 0s mesmos sejam: biocompativeis, biofuncionais,
esterilizaveis, e sua degradacéo deve ocorrer de forma controlada.

Hench e Wilson (1993) classificaram os biomateriais em quatro grupos de
acordo com sua resposta biolégica ou quimica:

e Biotoleraveis: sdo isolados dos tecidos adjacentes pela formacdo de tecido

fibroso. Quanto maior a espessura da camada de tecido fibroso, menor é a

tolerabilidade do material pelo organismo.
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e Bioinertes: nédo liberam nenhum tipo de componente, sendo a camada de
tecido fibroso praticamente inexistente.

e Bioativos: ligacdes quimicas sao feitas entre o material e o tecido devido a
sua alta compatibilidade.

e Bioabsorviveis: sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo
apos certo periodo de tempo em contato com os tecidos.

Os biomateriais tém um papel fundamental na engenharia de tecidos, pois
funcionam como uma matriz extracelular artificial de suporte na regeneragao (Chen
et al., 2013). Os biomateriais sdo materiais sintéticos ou naturais que sao utilizados
para reparar, através da interacdo com sistemas vivos, partes do corpo que foram
danificadas. Esses materiais sdo usados para substituir um componente do corpo
humano ou para auxiliar nas funcbes fisiolégicas. Para isso, os biomateriais
interagem com células, tecidos e érgdos humanos, e podem desempenhar suas
funcbes. Em geral, os biomateriais podem ser divididos nas seguintes categorias:
metais, ceramicas, polimeros e compoésitos. Nas Ultimas décadas, todas as classes
de materiais atrairam atencdo de engenheiros e cientistas para aplicacfes
biomédicas (Bose et al., 2018).

Os metais sdo os mais utilizados para implantes que necessitam suportar
cargas, sendo amplamente utilizados na ortopedia, onde podem ser empregados
como fios, placas de fixagcdo ou proteses para joelhos, tornozelos e ombros. Dentre
0s biomateriais metalicos mais utilizados estdo o aco inoxidavel, titanio puro, ligas de
titanio e ligas de Cobalto (ASM International, 2003).

Caracteristicas como alta biocompatibilidade, resisténcia a corrosao,
resisténcia a compressao e baixas condutividades térmicas e elétricas fazem dos
biomateriais ceramicos materiais adequados aos implantes. Além disso, 0S 0sso0s
possuem fases minerais presentes nas ceramicas, fato que permite que as mesmas
sejam utilizadas como substituto 6sseo ou promotor da regeneracado 6ssea. Fosfatos
de calcio e alumina sdo exemplos de biomateriais ceramicos. A hidroxiapatita tem
lugar de destaque nesta classe de materiais, sendo utilizada em cirurgias
odontolégicas como substituto 6sseo e também como recobrimento de implantes
metalicos odontoldgicos e ortopédicos (Saenz et al., 1999).

Biomateriais poliméricos séo utilizados quando formas complexas ou alta

flexibilidade s&o requisitos da aplicacdo (Saenz et al., 1999). Alguns exemplos de
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aplicacdo de biomateriais poliméricos na engenharia de tecidos incluem reparos de
cartilagem, pele, musculos, vasos sanguineos entre outros (Tang et al., 2014).
Poli(acido latico) (PLA) e poli(caprolactona) (PLC) sdo alguns dos materiais mais
utilizados entre os polimeros sintéticos enquanto elastina e acido hialurénico sédo
alguns exemplos de polimeros de origem natural.

Os compdésitos se referem a combinacdo de dois ou mais materiais que
diferem em composicdo ou morfologia para obter propriedades quimicas, fisicas e
mecanicas especificas. Os biomateriais compositos podem produzir scaffolds
multifuncionais, podendo ser aplicados a 0ssos, ligamentos e cartilagens (Gloria et
al., 2010).

3.2.1. Biomateriais Poliméricos

Os biomateriais derivados de polimeros podem ser divididos em duas
categorias: sintéticos e naturais. Materiais a base de colagenos, alginatos e
guitosana sao exemplos de biomateriais provenientes de recursos naturais, ja 0S
polimeros de origem sintética podem ser classificados como bioerodiveis e néo
bioerodiveis. Os polimeros bioerodiveis tém se tornado muito importantes na
engenharia de tecidos, por descartarem procedimento cirargico adicional para
remocao dos implantes (Khan et al., 2015).

Os biomateriais poliméricos sintéticos e naturais sao de grande interesse para
a producdo de scaffolds devido a sua abundancia e suas caracteristicas fisico-
guimicas e biologicas (Abbasian et al., 2019). Bioatividade, biocompatibilidade,
degradagcdo de subprodutos ndo toxicos e semelhanca com a matriz extracelular
(ECM) nativa sdo algumas caracteristicas positivas dos polimeros naturais para
aplicacbes em engenharia de tecidos. Por outro lado a dificil reprodutibilidade das
composi¢cdes e propriedades associadas aos diferentes lotes de producdo e a
antigenicidade surgem como pontos negativos desse tipo de material (Sell et al.,
2010; Rao et al., 2018).

Enquanto isso, polimeros sintéticos sdo produzidos sob condicdes
controladas, o que faz com que estes materiais apresentem propriedades mecanicas
e fisicas como resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade e taxa de degradacao
previsiveis (Dhandayuthapani et al., 2011). Entretanto, as principais desvantagens

destes materiais sdo: baixa biocompatibilidade, liberagdo de produtos de
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degradacdo &cidos e propriedades mecéanicas limitadas (Gunatillake e Adhikari,
2003; Gunatillake et al., 2006).

3.2.2. Polimeros bioabsorviveis e biorreabsorviveis

Os polimeros bioerodiveis podem ser classificados em bioabsorviveis e
biorreabsorviveis. Os polimeros biorreabsorviveis sofrem degradacdo através de
clivagem das cadeias, com reducdo da massa molar formando oligbmeros e
monbémeros, que sdo eliminados por rotas metabodlicas do organismo (Vert et al.,
1992). Segundo Barbanti et al., (2005) biorreabsorcdo corresponde a eliminacdo de
todo material e subprodutos de degradacao sem efeitos colaterais.

Polimeros bioabsorviveis sdo materiais poliméricos e dispositivos que podem
se dissolver em fluidos corp6reos sem cisdo da cadeia molecular ou reducdo da
massa molar. H4 uma dissolugdo do material em soluto organico, mas ndo ha
clivagem quimica das cadeias (Chu, 1999). A dissolucdo lenta de implantes em
fluidos organicos se da pela bioabsorcédo. Se as macromoléculas sdo excretadas um
polimero bioabsorvivel pode ser biorreabsorvivel (Barbanti et al., 2005). O uso de
biomateriais poliméricos biorerabsorviveis tem a vantagem de eliminar a segunda
intervencao cirurgica para remogao do implante, além de evitar os riscos de corrosdo
ou desgaste quando comparados aos implantes metalicos (Santos Jr, 2010). Uma
das desvantagens é a possibilidade do colapso durante a degradacéo, resultando na
perda da fungédo de barreira e consequentemente a invasdo de outros tecidos na
area de regeneracdo, levando a falha no procedimento (Sousa et al., 2013).

3.2.3. Blendas poliméricas

Blendas poliméricas sdo misturas homogéneas macroscopicas de dois ou
mais polimeros nas quais a quantidade dos integrantes esta acima de 2 % em
massa. Na maioria dos casos as blendas sdo homogéneas em escalas maiores que
o comprimento de onda da luz visivel, os constituintes da blenda séo separaveis por
métodos fisicos e ndo € levada em consideracdo a miscibilidade ou imiscibilidade
das macromoléculas que fazem parte da blenda (IUPAC, 1997; Utracki e Wilkie,
2002).

Para que materiais poliméricos sejam capazes de atender aos requisitos para
aplicagcbes em engenharia de tecidos, eles devem possuir caracteristicas fisico-

guimicas, mecanicas, bioldégicas e de biocompatibilidade aprimoradas, o que
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dificilmente ocorre em um Unico polimero, seja natural ou sintético. Uma alternativa
bastante usada para suprir a caréncia de um material é a mistura fisica com outro
material que possibilite a combinacdo e otimizacdo de propriedades dos diferentes
componentes da mistura (Goonoo et al., 2015).

Biopolimeros naturais sdo mais dificeis de produzir que polimeros sintéticos
devido as suas complexas estruturas quimicas, baixa solubilidade e alta tensédo
superficial, o que torna suas aplicacdes limitadas, pois também apresentam baixas
propriedades mecénicas e rapida biodegradacdo. Com o objetivo de melhorar as
caracteristicas apresentadas pelos biopolimeros naturais séo utilizados os sistemas
hibridos, que consistem na mistura de um biopolimero natural e um polimero
sintético biocompativel (Liu et al., 2017).

Diversos autores tém desenvolvido blendas entre polimeros naturais e
sintéticos para aplicagcbes em engenharia de tecidos, como por exemplo: amido de
hidroxpropil (HPS)/ poli(6xido de etleno) (PEO) (Silva et al., 2013), PLGA/ colageno
(Sadeghi-Avalshahr et al., 2017), PLGA/ poli(isopreno)/ hidroxiapatita (Oliveira et al.,
2019).

3.2.4. Poli (4cido lactico-co-glicolico) - PLGA

Dentre os polimeros sintéticos, os mais utilizados na regeneracéo tecidual sao
os polimeros alifaticos, que incluem poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicolico)
(PGA), poli(acido latico-co-glicolico) (PLGA), poli(E-caprolactona) (PCL) entre outros.
O PLGA tem recebido atencdo devido as suas caracteristicas mecénicas, taxa de
degradacéo e biocompatibilidade quando implantado in vivo (Igbal et al., 2019).

O PLGA €& um copolimero linear sintético semicristalino de poli(acido latico)
(PLA) e poli(acido glicdlico) (PGA) que pode ser usado em forma de filmes,
membranas, scaffolds porosos, hidrogéis ou microesferas em aplicacdes biomédicas
(Sun et al., 2017; Gentile et al., 2014). O PLGA é utilizado como biomaterial desde a
década de 70, quando foi utilizado como suturas, sendo empregado posteriormente
como implantes, enxerto de tecidos e como dispositivos protéticos e terapéuticos
(Swider et al., 2018).

O PLGA , assim como o PLA e o PGA pode ser completamente degradado
através de hidrélise e enzimdlise, e os produtos de degradacdo podem ser
reabsorvidos ou removidos pelo corpo com toxicidade sistémica minima. As

propriedades mecanicas, taxa de degradacéo e biofuncionalidades do PLGA podem
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ser ajustadas controlando, por exemplo, 0 peso molecular e a propor¢cdo das
unidades lactico/glicdlico (Shan et al., 2018)

Martins et al., (2018) descreveram o PLGA como um polimero versatil,
biocompativel e biodegradavel, com propriedades que o tornam unico e o polimero
mais desejado para aplicacdes médicas. Devido as suas caracteristicas particulares,
0 PLGA pode adquirir diferentes tamanhos e formas, e quando combinado com
outros polimeros pode ser o candidato perfeito para ser aplicado como scaffold na

regeneracgao tecidual.
3.2.5. Borracha Natural

O termo borracha natural refere-se ao produto coagulado ou precipitado que é
obtido do latex da borracha natural. Com propriedades elasticas e apds o processo
de cura, a borracha natural é ductil e usada para a producéo de elastdmeros (Rose e
Steinbtichel, 2005). O latex da borracha natural € uma solucdo branca e leitosa que
€ extraida quando a arvore denominada Hevea brasiliensis € submetida ao processo
conhecido como “sangria”, e é apontado como um biomaterial promissor. O latex da
borracha natural é um sistema coloidal polidisperso e polifasico que € constituido de
30 a 45 % em massa de moléculas da borracha, poli(cis-isopreno), 4 a 5 % em
massa de outros componentes como lipidios, proteinas, carboidratos e acucar, e
aproximadamente 50 % em massa de agua (Ferreira et al., 2009; Ribeiro et al.,

2017). A Figura 1 mostra o processo de obtencgéo do latex da borracha natural.

Figura 1. Processo de sangria para obtencdo do latex da borracha natural (Kerche-Silva et
al., 2017).
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A borracha natural tem demonstrado estimular a angiogénese, adesao celular
e formacédo de matriz extracelular, além de promover a substituicdo e regeneracao
de tecidos (Kerche-Silva et al., 2018). Biocompatibilidade, hipoalergenicidade,
impermeabilidade, elasticidade, flexibilidade, baixo custo e resisténcia também s&o
caracteristicas do latex (Ribeiro et al., 2017). A borracha natural, composta por
unidades cis-1,4-poli(isopreno), possui baixa polaridade e é incompativel com
polimeros polares. Isso faz com que sejam realizadas modificacdes na borracha
natural para melhorar a compatibilidade com outros polimeros polares (Salaeh et al.,
2018; Guerra, 2018).

A reacdo de epoxidacdo da borracha natural € um método de modificacéo
guimica que introduz o grupo epoxi, o qual é muito reativo, dentro da cadeia do
poli(isopreno), e provoca o aumento da compatibilidade entre carga-polimero e
facilita misturas fisicas poliméricas (Jorge et al., 2009). Ou seja, 0 objetivo principal
desta modificacdo é introduzir grupos polares, ao longo das cadeias de
poli(isopreno) como uma forma de melhorar propriedades fisico-quimicas do material
(Mascia et al., 2017). Estudos prévios da blenda polimérica de PLGA e poli(isopreno)
com a utilizagdo do poli(isopreno) em sua forma natural e modificado através da
reacao de epoxidacdo demonstraram que o material tem potencial para aplicacdes
na engenharia de tecidos como scaffold para regeneracdo de tecidos epiteliais

(Marques, 2015; Guerra, 2018)

3.3. Electrospinning

O processo de electrospinning necessita de quatro componentes basicos para
seu funcionamento: uma seringa contendo a solucdo polimérica, uma agulha
metalica, uma fonte de tensdo e um coletor metélico. Adaptacdes e ajustes nesse
sistema podem ser feitos como, por exemplo, a utilizacdo de um equipamento para
manter o fluxo da solugcdo polimérica continuo. Exemplos de electrospinning com

diferentes coletores sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Esquema de processo de electrospinning (a) com coletor estatico e (b) com
coletor em rolo (Li, Bou-Akl, 2016; Leach et al., 2011). Adaptado.

O principio de funcionamento da técnica denominada electrospinning é
simples: cargas elétricas sdo aplicadas pela fonte de tensédo a solucdo polimérica
através da agulha metalica, que gera instabilidade na solucao polimérica. O aumento
da diferenca de potencial aplicada ao sistema faz com que a gota de solugcao
polimérica na ponta da agulha tome a forma c6nica (Cone de Taylor). Quando a
carga eletrostética aplicada supera a tenséo superficial da solucéo polimérica, fibras
ultrafinas emergem desta gota e logo em seguida, perdem estabilidade, na zona de
instabilidade (whipping). Depois da zona de instabilidade as fibras seguem reduzindo
seu diametro e secando até que o coletor metélico posicionado a uma distancia

adequada da agulha seja alcancado (Haider et al., 2018; Stepanyan et al., 2016). A
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Figura 3 apresenta o trajeto feito pela solu¢cdo polimérica no processo de

electrospinning.

Agulha metalica

Cone de Taylor {
Fibra ejetada {

O+
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'Qﬁ R,
ey

/
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Figura 3. Producéao de fibras via electrospinning (Stepanyan et al., 2016). Adaptado.

Os scaffolds sdo formados pelas fibras que sdo depositadas no coletor de
forma aleatéria (desorientada) e geram membranas porosas. A técnica de
electrospinning € vantajosa quando comparada as técnicas de solvent casting e
separacao de fase, pois as fibras produzidas através do electrospinning apresentam
maior razdo area/ volume e grande numero de poros tanto nas fibras quanto entre
elas. Além disso, os scaffolds fibrosos se assemelham a arquitetura fibrilar da matriz
extracelular, que gera grandes vantagens na engenharia de tecidos (Jun et al., 2018;
Reneker e Fong, 2006). A Figura 4 mostra a formacéo do cone de Taylor na ponta

da agulha metalica.
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Figura 4. Formacdo do cone de Taylor na ponta da agulha metélica, durante o
desenvolvimento do presente trabalho.

3.3.1. Influéncia dos parametros de electrospinning na producao de
fibras

O processo de electrospinning € afetado por diversos fatores na obtencédo de
fibras lisas e livres de beads. Autores afirmaram que beads séao defeitos originados
de instabilidades do jato de solucdo polimérica, e sua ocorréncia € devida
principalmente a diferenca de potencial aplicada, tensédo superficial da solucdo e a
baixa concentracao de polimeros na solucéo (Fong et al., 1999; Zeng et al., 2003).

Os parametros envolvidos na produgéo de fibras via electrospinning podem ser
divididos em parametros do processo de electrospinning, parametros de solucao e
parametros ambientais. Dentre os parametros do processo de electrospinning estéo:
diferenca de potencial elétrico aplicado, o fluxo da solucéo, velocidade de rotacdo do
coletor, distancia entre agulha e coletor. Os parametros de solucdo sao: solvente,
concentracdo polimérica, viscosidade e condutividade da solugcdo. Ja os parametros
ambientais incluem umidade relativa e temperatura (Haider et al., 2018). Os
parametros de processamento e ambientais podem ser controlados, enquanto os
parametros de solucdo sao interdependentes e seu impacto na morfologia da fibra
nao pode ser tratado individualmente (Rogina, 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao do Cellprene® epox

Para a obtencdo do Cellprene® epoxidado, ou Cellprene® epox, foram
seguidos os procedimentos indicados por Marques (2011) e Guerra et al.(2018). As

etapas do processo sao apresentadas fluxograma que segue (Figura 5):

Latex da Borracha

Natural

Purificacao

Poli(isopreno) da
Borracha Natural

Epoxidacgéao

Cellprene® epox

Figura 5. Fluxograma de obtencao de Cellprene® epox.

O poli(acido Lactico-co-Glicolico) também conhecido como PLGA, utilizado na
producdo de Cellprene® epoxidado, foi adquirido da empresa PURAC Biomaterials
com razdo de massa 85/15, com nome comercial Purabsorb® PLG8531. O latex
natural centrifugado 60%, de onde foi extraido o poli(isopreno), € comercializado
pela empresa MAFER Industria e Comércio de artefatos de borracha e tem origem
na Malasia.

O processo de purificagdo consiste em separar o poli(isopreno) contido no
latex natural de outros componentes como proteinas, carboidratos, etc. A purificagdo
do latex natural € feita através de secagem em estufa a 40°C por 48 horas, seguida
de solubilizacdo em cloroférmio (Synth-Brasil) (10 g de latex seco em 500 mL de
cloroférmio) e reprecipitacdo em metanol (Synth-Brasil) (500 mL da solucao anterior
em 500 mL de metanol) seguida de secagem em estufa semi-aberta a 40°C por 2
horas. O processo de reprecipitacdo e secagem em estufa semi-aberta é repetido
trés vezes. A Figura 6 mostra o fluxograma do processo de purificacdo do latex da

borracha natural detalhado e obtencéao do poli(isopreno).
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Latex natural centrifugado 60%

Secagem em estufa (40°C, 48h)

Solubilizagao em cloroférmio (10g, 500mL)

Reprecipitacdo em metanol (500mL)
3 vezes

Secagem em estufa semi-aberta (40°C, 2h)

Figura 6. Fluxograma de obtencéo do poli(isopreno).

Apoés a purificacdo do latex da borracha natural e consequente obtencdo do
poli(isopreno), o mesmo deve passar pelo processo de epoxidacédo. Nesta etapa de
processamento do material, 5 g poli(isopreno) sdo dissolvidos em 400 mL de
cloroformio. Com o poli(isopreno) totalmente dissolvido, a solugcédo é aquecida a 50
°C. Feito isso, 5 gotas de surfactante Tween 20 (Sigma-Brasil) e 6 mL de acido
férmico (Dindmica-Brasil) foram adicionados a solucdo a uma agitacdo de 200 rpm.
O gotejamento lento de 15 mL de peréxido de hidrogénio 35 % (Vetec-Brasil) €
iniciado. Para alcancgar o grau de epoxidacdo desejado, a solucdo deve ser mantida
em agitacdo (200 rpm) e temperatura (50 °C) constante durante 4 horas. Apos 4
horas, a solucdo é neutralizada com Hidroxido de Amdénio (Sigma-Brasil). Para
remover os residuos decorrentes da neutralizacédo e o perdxido de hidrogénio foram
realizadas lavagens com agua deionizada. Apos as lavagens, a fase organica foi
precipitada em metanol e o poli(isopreno) epoxidado (Pl epox) foi levado a estufa a
40 °C durante 24 horas. A Figura 7 mostra o fluxograma do processo de epoxidacéo

do poli(isopreno) e a Figura 8 apresenta a comparacao do latex seco e Pl epox.
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Solubilizagao do Pl em cloroférmio
(5g em 400mL)

Aquecimento e agitagao da solugao
(50°C, 200 rpm)

5 gotas de Tween 20 + 6 mL de acido
férmico

Gotejamento lento de 15 mL de
peroxido de hidrogénio 35%

Agitagao e temperatura constante por
4h

Neutralizagao da solugdo com
hidréxido de aménio

Lavagem em agua deionizada

Reprecipitacdo em metanol

Secagem em estufa (40°C, 24h)

Figura 7. Fluxograma do processo de epoxidacao do poli(isopreno).

Figura 8. Comparagédo entre latex seco (esquerda) e Pl epox (direita).

O PLGA e o poli(isopreno) epoxidado foram pesados e misturados 60 % de

PLGA e 40 % de Pl epox em massa. A blenda foi solubilizada em cloroférmio (10 g

da blenda em 500 mL de cloroférmio), seca em estufa (40 °C durante um periodo de

24 horas) e armazenada. A Figura 9 apresenta a membrana de Cellprene® epox

formada apds a secagem em estufa.
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Figura 9. Membrana de Cellprne® epox apbs secagem em estufa.

Apés a producdo do Cellprene® epox, o material foi submetido ao processo
de electrospinning para a formacdo de membranas constituidas de fibras. Feito isso,
analises foram conduzidas a fim de caracterizar cada material. A Figura 10
apresenta a membrana de Cellprene® epox obtida por electrospinning e a Figura 11
indica o fluxograma de analises realizadas com cada constituinte da blenda

polimérica bem como com o Cellprene® epox.

Figura 10. Membrana de Cellprene® epox obtida por electrospinning.
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Cellprene® epox
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vitro
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Figura 11. Fluxograma de analises realizadas em cada constituinte da blenda e com o
Cellprene® epox.

4.2. Electrospinning

Para a produgdo de fibras de Cellprene® epox via processo de
electrospinning as membranas obtidas através de solvent casting foram recortadas e
dissolvidas em cloroférmio. Feito isso, a solucdo polimérica foi submetida ao
processo de electrospinning. Os parametros do processo foram escolhidos fixando
todos os parametros com exce¢do do que estava sendo ajustado. Os parametros
iniciais foram escolhidos com base nos estudos de Marques (2015) e Guerra (2018).
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Assim que o valor do parametro que estava sendo ajustado foi escolhido, ele se
manteve fixo e os outros foram variados e escolhidos um a um. O coletor foi mantido
estéatico até que todos os parametros fossem testados e escolhidos. A escolha dos
parametros foi realizada através da observacdo de imagens obtidas com o
microscopio digital manual Dino-Lite. Foi realizada microscopia 6ética para a escolha
dos parametros de electrospinning, mas as imagens obtidas no Dino-Lite
apresentaram melhor qualidade, facilitando a compreensdo das mesmas, sendo
estas as apresentadas no trabalho. O didmetro da agulha metalica (0,7 mm) foi
mantido em todos os testes. A Tabela 1 apresenta os parametros variados na busca

pela melhor combinacdo de parametros na obtencéo de fibras de Cellprene® epox.

Tabela 1. Escolha e variagdo dos parametros utilizados no processo de electrospinning.

Parametro Variagéo
Distancia agulha-coletor (cm) 10, 15, 20
Tenséao aplicada (kV) 10, 15, 20
Taxa de fluxo de material (mL/h) 5, 10, 20
Concentracéo (% massa/volume) 1,3,57

4.3. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de H (RMN-H) foi
utilizada para a investigacdo do grau de epoxidacao atingido nas amostras de Pl
epox. Para a aquisicdo de dados foi utilizado o espectrometro de ressonancia
magnética nuclear modelo Bruker 400 Ultrashield Avance 400 MHz. As trés
amostras de Pl epox foram dissolvidas em Cloroférmio Deuterado (CDCI3). Os
espectros foram gerados a partir dos dados previamente obtidos e processados com
o auxilio do software MestReNova versdo 9.0.1. O grau de epoxidacao foi obtido

através da equacao 1 (Santin, 2001).

Au (2,7 a3 ppm)
Au (2,7 a3 ppm)— Au (5,1 ppm)

% epoxidacao = ( )x 100 (1)

Onde Au (2,7 a 3 ppm) é a area unitaria das bandas referentes a regido entre
2,7 e 3 ppm. Au (5,1 ppm) é o valor da area referente a banda na regido de 5,1 ppm.
Os picos em 5,1 ppm séao referentes aos hidrogénios das ligacées duplas cis-trans,
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enguanto a regiao 2,7- 3 ppm é relacionada aos hidrogénios dos anéis epéxi (Santin,
2001).

4.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Com objetivo de analisar a morfologia das fibras produzidas pela técnica de
electrospinning, foram realizadas microscopias eletronicas de varredura com o
equipamento JEOL 6060 com parametro de tenséo ajustado em 10 kV. Previamente
a realizacdo das microscopias, as amostras receberam recobrimento com ouro. Os
didmetros das fibras foram medidos com auxilio do software ImageJ. As amostras
gue foram submetidas ao ensaio de degradacgdo in vitro também foram analisadas

por microscopia eletrénica de varredura.

4.5. Viscosidade

As solucbes testadas no processo de electrospinning foram submetidas a
analise de reometria em um reémetro modelo ARES G2, produzido pela empresa TA
Instruments. Foi realizada a analise da viscosidade dindmica em um ensaio cone-
placa através do método flow ramp, com taxa de cisalhamento de 0 a 300 1/s a uma
temperatura de 25 °C. Os dados foram obtidos pelo software TRIOS e os gréficos

foram plotados com o auxilio do software Origin 2015.

4.6. Anélise FTIR-ATR

Para a identificacdo dos principais grupos funcionais do PLGA, Pl epox e da
blenda Cellprene® epox foi realizada a analise de Espectroscopia no Infravermelho
com transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR). Foi utilizado
um espectrometro PerkinElmer modelo Frontier, em temperatura ambiente. Os
dados foram obtidos na regido de 650 a 4000 cm™ e os espectros foram gerados a
partir dos dados processados no software Origin 2015. As amostras que foram
submetidas ao ensaio de degradacao in vitro também foram analisadas por FTIR-

ATR para averiguacdo dos grupos funcionais apés os tempos de degradacao.

4.7. Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) foi aplicada as fibras de Cellprene® epox

em um equipamento modelo TGA 4000 produzido pela empresa PerkinElmer, com
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uma taxa de aquecimento de 20 °C/ min entre 30 e 900 °C. Os termogramas foram

gerados utilizando o software Origin 2015.

4.8. Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Foi realizada analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) em
amostras de PLGA, Pl epox e membranas de Cellprene® epox obtidas através do
processo de electrospinning. Nas andlises realizadas, foram identificadas as
temperaturas de transicdo vitrea dos materiais. Foi utilizado o equipamento
NETZSCH modelo Pegasus® DSC 404 F3. Para investigacao das temperaturas de
transicdo vitrea dos materiais a analise variou a temperatura da seguinte forma:
aguecimento de 25 °C a 190 °C, resfriamento de 190 °C a -100 °C, seguido de novo
aguecimento de -100 °C a 190 °C, todos a uma taxa de 10 °C por minuto. Os dados
foram tratados com auxilio do software Origin 2015 e Proteus 6.1.

4.9. Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Para avaliar as massas moleculares das amostras de PI, Pl epox e PLGA, foi
realizada a analise de cromatografia de permeacdo em gel. As amostras foram
dissolvidas em Tetraidrofurano (THF) e injetadas no equipamento Viscotek modelo
VE2001, com um detector Viscotek modelo TDA 302 acoplado, equipado com 4 de
colunas. O volume e taxa de injecdo foram 200 pL e 1 mL/min, respectivamente.

Para a construcao das curvas de calibragéo o padréo utilizado foi o poliestireno.

4.10. Ensaio Mecéanico de Tragao

Os ensaios mecanicos de tracao foram realizados com base na norma ASTM
D882, a qual descreve o procedimento de preparacao de corpos de prova e método
de ensaio de resisténcia a tracdo para placas e filmes poliméricos com espessura
menor que 1 mm. Foram testados 5 corpos de prova de geometria retangular com
dimensdes de 55 mm de comprimento, 5 mm de largura e aproximadamente 0,04
mm de espessura. Os testes foram feitos no equipamento de ensaio de tracéo
Instron série 3369. Foi utilizada uma célula de carga de 2 kKN e uma taxa de

deslocamento de 5 mm/min.
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4.11. Analise de Degradacdo in vitro

A andlise de degradacdo in vitro tem como objetivo quantificar a perda de
massa da blenda polimérica Cellprene® epox quando colocada em meio aquoso por
determinado tempo. A degradacao do material foi verificada em trés meios aquosos
diferentes: agua deionizada, solu¢do Ringer (7,2 g de cloreto de sodio [Dinamica —
Brasil], 0,17 g de cloreto de calcio dihidratado [Dinamica — Brasl] e 0,37 g de cloreto
de potassio [Vetec — Brasil] em 1 L de agua destilada) e solucéo fisioldgica ( 0,9 g de
cloreto de sédio [Dindmica — Brasil] em 1 L de agua destilada). Foram selecionadas
3 amostras com dimensdes de aproximadamente 10 x 60 mm para a analise em
cada meio aquoso. As amostras foram mantidas a uma temperatura de 37 °C por
periodos de 7, 14, 21 e 28 dias em aproximadamente 5 mL de solucdo. Apds cada
periodo as amostras foram secas em estufa a 37 °C por 24 horas e pesadas em
balanca de 4 casas. A quantidade de massa perdida em percentual foi determinada
pela seguinte equacao (2):

—Mp

m
% perda de massa = (m—) x 100 (2)
0
Onde my é a massa inicial da amostra e m, € a massa da amostra no periodo

analisado.

4.12. Molhabilidade

Foi realizada a analise de angulo de contato em amostras de Cellprene®
epox obtidas através do método de solvent casting e em amostras de Cellprene®
epox obtidas pelo método de electrospinning para averiguar se 0 material
processado apresenta comportamento hidrofébico ou hidrofilico, e se houve alguma
alteracéo resultando do processo de obtencdo do material. Os angulos de contato
foram medidos com auxilio do equipamento DAS 100 (Drop Shape Analyzer) e do
software DSA4. Os angulos de contato foram medidos trés vezes para cada
amostra, em quantidades de cinco e dez microlitros de &4gua deionizada para as
membranas produzidas via solvent casting, e cinco vezes com quantidades de 25
microlitros para as membranas obtidas via electrospinning. Foram utilizadas trés
amostras para cada um dos métodos de processamento do material. As médias e
desvios padrao foram calculados com o software Microsoft Excel 2010.
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4.13. Anélise de Cultura Celular

As células-tronco mesenquimais foram cultivadas em placa de 6 po¢os a uma
densidade de 2x10° células/poco, contendo 14 mm de diametro cada amostra de
Cellprene® epox. Cada amostra passou por um tempo minimo de 24 horas de
hidratagdo. O crescimento celular ocorreu em Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM, Gibco, USA) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco) e
1% de penicilina/estreptomicina (Gibco). A placa foi incubada a 37 °C com 5 % de
COzpor 48 horas. Este protocolo de cultivo celular no Cellprene® epox foi
previamente padronizado pelo grupo em experimentos anteriores (Henckes et
al., 2019).

Para a realizacdo da coloracdo DAP (4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma,
USA), as amostras foram lavadas com tampdo PBS (phosphate buffered saline,
Laborclin, Brasil) e, em seguida, fixadas em 4 % de paraformaldeido (Medquimica,
Brasil) durante 20 minutos. As amostras foram analisadas em microscopia

fluorescente a fim de verificar a adeséo celular nas amostras de Cellprene® epox.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Andlise de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Com o objetivo de avaliar o grau de epoxidacédo alcancado no poli(isopreno)
epoxidado, foram realizadas anélises de ressonancia magnética nuclear. A Figura 12
apresenta um dos espectros obtidos na andlise RMN-H. As amostras apresentaram
grau de epoxidacao igual a 53,9 = 5,7 mol%. Utilizando o mesmo processo de
epoxidacdo, Guerra (2018) atingiu um grau de epoxidacdo de aproximadamente 55

mol%.

.30 525 520 5.15 5.10 2.85 280 275 270 28!
3 (ppm) d (ppm)

.5.2 48 44 40 36 32 28 24 20 1:6 12 08 04 0..0
S (ppm)
Figura 12. Espectro RMN-H obtido para uma das amostras de poli(isopreno) epoxidado.

5.2. Parametros de obtencao de fibras de Cellprene® epox

Neste subcapitulo foram analisados os efeitos dos parametros do processo de
electrospinning e do material na formacédo de fibras de Cellprene® epox. Foram
discutidos e avaliados os efeitos da variagcao da distancia entre a agulha e o coletor,

da tensao aplicada, taxa de fluxo de solucdo e da concentracdo da solugao.

5.2.1. Efeito da distancia entre agulha e coletor

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor tem um papel fundamental na
determinacdo da morfologia da fibra obtida pelo método de electrospinning. A
distancia ideal entre a agulha e o coletor varia de acordo com a solucdo polimérica

utilizada. A morfologia da fibra é afetada por este parametro porque ela depende do
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tempo de deposicéo, taxa de evaporagcdo do solvente, e intervalo de instabilidade
(Matabola e Moutloali, 2013). Uma distancia 6tima deve ser mantida para a obtencao
de fibras uniformes e lisas e, qualquer alteracdo nesta distancia afetara a morfologia
das fibras (Bhardwaj e Kundu, 2010). Diversos pesquisadores concluiram que fibras
defeituosas e com grande diametro sdo formadas quando esta distancia é pequena,
enquanto o didmetro da fibra diminui a medida que a distancia é aumentada
(Baumgarten, 1971; Matabola e Moutloali, 2013; Wang e Kumar, 2006). Contudo, em
alguns casos, a alteracdo na distancia entre a agulha metédlica e o coletor ndo
apresentou nenhum efeito (Zhang et al., 2005).

Para determinar a melhor distancia, foram mantidos fixos todos os parametros
(tensdo aplicada, fluxo de material, concentracdo da solucédo) e apenas a distancia
entre agulha e coletor foi variada. Com a distancia de 10 cm, grande parte do
solvente ndo evaporou ao longo do trajeto entre a ponta da agulha metélica e o
coletor, 0 que sugere gue uma distancia maior deve ser ajustada. Mantendo a
distancia em 15 cm, poucas fibras comecaram a ser formadas apresentando beads,
mas a maior parte do material ejetado da agulha ainda chegou na forma liquida ao
coletor. A uma distancia fixa de 20 cm entre a ponta da agulha e o coletor, grande
guantidade de fibras foi formada, ainda apresentando beads, porém distancias
maiores nao possibilitaram a formacéo de fibras. Com isso, a distancia escolhida no
processo de electrospinning foi 20 cm e os outros parametros foram variados. A
Figura 13 mostra o material obtido com as variagdes feitas na distancia entre agulha
e coletor na formacéo de fibras de Cellprene® epox.
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Figura 13. Efeito das varla(;oes feltas na distancia entre agulha e coletor na formacgédo de
fibras de Cellprene® epox.

Outros autores encontraram valores de distancia entre agulha e coletor
metalico préximos aos relatados neste estudo: 15 cm para a blenda PLGA/PLA (Liu
et al., 2012), 20 cm para a blenda PVA/ latex da borracha natural (Panichpakdee et
al., 2019) e distancias de 14 a 24 cm para a producéo de fibras da blenda PLA/
borracha natural epoxidada (Mascia et al., 2017).

5.2.2. Efeito da tenséao

A tenséo aplicada para a formacao do Cone de Taylor varia de acordo com as
propriedades de cada solugdo polimérica. Sill e von Recum (2008) afirmaram que a
formacdo de nanofibras com menores didmetros com o aumento da tenséo aplicada
€ resultado do estiramento da solugcédo polimérica em correlacdo com a repulsdo de
carga dentro do jato polimérico. Tensao aplicada além do valor critico resultard na
formacdo de beads e aumento no didmetro das fibras. Esse efeito € consequéncia
da reducdo do tamanho do Cone de Taylor e aumento da velocidade do jato
polimérico para um mesmo fluxo de material (Haider et al., 2018).
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Apés a realizagdo de testes variando apenas a tensdo aplicada no processo
de electrospinning, foi observado que com o valor de tensdo aplicada igual a 10 kV
houve grande formacdo de beads. Com valores de tensdo de 15 kV os beads
diminuiram e houve formagéo de fibras de forma mais continua, enquanto com valor
de tensdo aplicada igual a 20 kV o aumento do diametro das fibras foi percebido.
Como consequéncia destes resultados, para os parametros testados a tenséo
aplicada selecionada foi 15 kV. A Figura 14 mostra a comparacao das fibras obtidas

com diferentes valores de tenséo aplicada.

10kV20 mL/h20cm 3 % 15kV20 mb/h20cm 3 %
Xl T e T By '

N TS

Figura 14. Efeito da varacdo da tensdo apiad na foma(;éo de fibras de Cellprene® epox.

Para a producao de microfibras de poli(isopreno) por electrospinning autores
utilizaram tenséo aplicada de 15 kV (Hao et al., 2010), enquanto para a obtencéo de
fibras de PLGA através do electrospinning autores relataram valores de 17 kV (You
et al., 2004).

5.2.3. Efeito da taxa de fluxo de material

O fluxo de material tem influéncia direta na formacéao das fibras, pois controla

7

a quantidade de material que é empurrado pela bomba a ponta da agulha e é
40



exposto a tensdo aplicada pela fonte de tensdo. Assim como a tensdo aplicada, o
fluxo da solucdo polimérica possui um valor critico que varia para cada sistema,
acima do qual ocorre a formacdo de beads, surgimento de poros nas fibras e
defeitos semelhantes a fitas. Valores altos de fluxo de material provocam a
incompleta evaporacdo do solvente e baixo estiramento da solugdo no caminho
entre a ponta da agulha e o coletor (Megelski et al., 2002). Com isso, o valor critico
do fluxo de material tende a ser um valor que mantem o equilibrio entre a solucdo
gue sai da agulha para o coletor e a solucdo que chega a ponta da agulha. Valores
de fluxo abaixo do valor critico ndo disponibilizam material suficiente para a
formacdo do Cone de Taylor, e com isso, permitem a ocorréncia de jatos recuados
(jatos que saem diretamente da agulha, sem formar gotas ou cones aparentes), que
ndo séo estaveis e sdo responséaveis pelo aumento do didmetro das fibras (Zargham
et al., 2012). Através da variacdo do parametro de fluxo de material foi possivel notar
que com fluxo de material igual a 5 mL/h houve formacdo de fibras com menor
diametro enquanto fluxos maiores de material apresentaram maior diametro e maior
ocorréncia de beads. Fluxos inferiores a 5 mL/h foram testados, mas ndo houve
formacao de jato polimérico continuo. Com isso, o fluxo de material de 5 mL/h foi
escolhido como mais adequado para a formagao de fibras de Cellprene® epox pelo
processo de electrospinning. A Figura 15 mostra o efeito da variacdo do fluxo de

material na formacéao de fibras de Cellprene® epox no processo de electrospinning.
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Figura 15. Efeito da variacao o fluxo de material na rmagéo de fibras de Cellprene®
€pox.

You e colaboradores (2012) relataram a producédo de fibras de PLGA com
fluxo de solugdo polimérica de 4 mL/h. Marques (2015) utilizou fluxo de material de
30 mL/h na obtencdo de fibras de PLGA/ poli(isopreno), enquanto Mascia e
colaboradores (2017) produziram fibras de PLA/ borracha natural com fluxo de

solucao polimérica igual a 1,9 mL/h.

5.2.4. Efeito da concentracéo da solucéo polimérica

A concentracdo da solucdo polimérica também possui uma faixa onde a
formacdo de fibras é facilitada. Altas concentracdes apresentam mais cadeias
poliméricas emaranhadas e o jato polimérico comeca a estabilizar-se formando
estruturas semelhantes a fibras; quanto maior a concentracdo de polimero, maior o
didametro da fibra. A partir de certa concentracdo a formacédo do jato polimérico é
impedida devido a maior tenséo superficial. Baixas concentracdes apresentam redes
menos entrelacadas e instabilidades na formacdo do jato polimérico geram gotas e
fiboras contendo beads (Rogina, 2014; Brenner et al.,, 2012; Genk et al., 2005;
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Beachley e Wen, 2009; Lasprilla-Botero et al., 2018; Wang et al., 2008; Yordem et
al., 2008; Luo et al., 2012).

Assim como a concentracdo da solucao polimérica, a viscosidade influencia
na determinacdo da morfologia e no tamanho da fibra no processo de
electrospinning. A viscosidade tem o0 mesmo efeito da concentragdo; baixa
viscosidade faz com que surjam beads durante a formagédo das fibras, enquanto
altas viscosidades causam a secagem do polimero ainda na ponta da agulha (Tiwari
e Venkatraman, 2012).

Para definir a melhor concentracdo para os parametros j4 estabelecidos
anteriormente, foram testadas concentracbes em % massa de Cellprene®
epox/volume de solucdo de 1%, 3%, 5% e 7%. A solugcdo polimérica com
concentracdo de 1% nao formou jatos poliméricos. Acredita-se que este fato se deve
as redes menos entrelacadas e menor tensdo superficial como mencionado
anteriormente. Solu¢des com 3% de concentracdo formaram jatos, ndo uniformes,
nem continuos, o que sugere que a concentracdo deve ser aumentada. Quando a
concentracdo de 5% foi testada ela apresentou jatos uniformes e continuos
indicando ser a concentracdo mais apropriada para o processo de electrospinning. A
solucdo polimérica com concentracdo de 7% n&o formou jatos poliméricos, pois
devido ao pouco solvente para a quantidade de polimero, a solugdo secou na ponta
da agulha impedindo a formacao de fibras. A Figura 16 mostra o efeito da variacéo
de concentracdo polimérica na formacao das fibras no processo de electrospinning.

Figura 16. Efeito da variagdo da concentra¢do da solu¢do polimérica na formacgéo de fibras
de Cellprene® epox pelo processo de electrospinning.

Wang e Zang (2012) encontraram valores de concentragdo da solugéo

polimérica entre 5 e 9% para a preparacao de fibras ultrafinas de PLGA. Marques
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(2015) produziu fibras de PLGA/ poli(isopreno) com concentragdo polimérica igual a
3%, enquanto Liu e colaboradores (2012) tornaram possivel a obtencdo de scaffolds
nanofibrosos da blenda PLGA/PLA com concentracdes poliméricas de 5%. Autores
prepararam microfibras de poli(isopreno) através do electrospinning a partir da
concentracéo de 5% (Hao et al., 2010).

A analise da viscosidade foi realizada para amostras com as concentracfes
testadas na producéo de fibras de Cellprene® epox por electrospinning. A Tabela 2

mostra a viscosidade para solu¢gées com concentracdes de 1, 3, 5 e 7% m/v.

Tabela 2. Viscosidade para cada concentracdo testada no processo de electrospinning.
Concentracéo (% m/v) Viscosidade (Pa.s)

1 0,019362 + 0,00011
3 0,065275 + 0,00008
5 0,219207 = 0,00615
7 0,935783 + 0,01742

O valor de concentracdo tomado como ideal (5% m/v) apresentou viscosidade
igual a 0,22 Pa.s. E possivel notar que ha um crescimento da viscosidade com o
aumento da concentragdo, o aumento de 1 para 7% m/v gerou um valor de
viscosidade 45 vezes maior, passando de 0,02 Pas para 0,93 Pas
aproximadamente.

Como discutido anteriormente, a viscosidade esta relacionada a concentragcao
e tem influéncia consideravel na producao das fibras por electrospinning. Drew et al.
(2006) constataram que o0 aumento da viscosidade do material levou ao
desaparecimento dos defeitos chamados beads em fibras de poli(6xido de etileno)
(PEO). Entretanto, o aumento da viscosidade fez com que o diametro das fibras
também aumentasse.

Feitas as andlise das fibras obtidas em diferentes condi¢cbes de
processamento e solucdo, os parametros escolhidos para a producédo de fibras de

Cellprene® epox por electrospinning sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros escolhidos para a obtencéo de fibras de Cellprene® epox.

Parametro Valor escolhido
Distancia agulha-coletor 20 cm
Tensao aplicada 15 kv
Taxa de fluxo de material 5 mL/h
Concentragdo da solucéo 5% mlv

5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das fibras produzidas pelo processo de electrospinning sob as
condicbes citadas anteriormente foi analisada com o auxilio da microscopia
eletrbnica de varredura. As micrografias apresentaram fibras com diametro igual a
4,3 + 2,7 um e superficie porosa. A Figura 17 apresenta a micrografia obtida através

da microscopia eletrbnica de varredura.

fiEkw xS, 888 S tirn

iy

: " ; ‘
Figura 17. Micrografia das fibras de Cellprene® epox produzidas pelo processo de

electrospinning.

A porosidade pode ser resultado da evaporacdo do solvente utilizado ou de
um fenbmeno chamado ‘“breath figure” que envolve um polimero hidrofébico
dissolvido em um solvente que é imiscivel em agua. Durante o processo de
electrospinning da solucdo polimérica em um ambiente Umido, o resfriamento
evaporativo do solvente pode causar a condensacdo das moléculas de agua

proximas a superficie do filme polimérico. Apos a evaporacdo da agua, 0s espacos
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preenchidos anteriormente pela agua se transformam em poros (Huang e Thomas,
2018; Liu et al., 2019).

Huang e Thomas (2018) estudaram diferentes mecanismos de fabricacédo de
fiboras de PLA porosas via electrospinning. Segundo os autores, as fibras de PLA
altamente porosas e biocompativeis tém potencial para aplicagdes em biomedicina,
como por exemplo, liberacdo controlada e eficaz de farmacos, cicatrizacdo de
feridas e engenharia de tecidos. Fibras porosas possuem razao area/volume ainda
maior que fibras lisas, o que pode aumentar a funcionalidade das mesmas. Na
engenharia de tecidos, os poros presentes nas fibras podem mimetizar a matriz
extracelular e facilitar a ligacao celular, que é de suma importancia na restauracao e
regeneracdo de tecidos e Orgdos. Esta porosidade, no entanto, tende a reduzir as
propriedades mecanicas do scaffold em questdo (Huang e Thomas, 2018; Li et al.,
2014).

5.4. Analise FTIR-ATR

Para verificar se houve alguma alteracao nos grupos funcionais causada pelo
processo de obtencdo da blenda e electrospinning, foi realizada a analise FTIR-ATR
do PLGA, PI, Pl epox e Cellprene® epox. Para fins de comparagdo entre os
espectros em um mesmo grafico, todos 0s espectros foram normalizados. A Figura

18 apresenta os espectros FTIR obtidos na amostra de PLGA.
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Figura 18. Espectro FTIR-ATR da amostra de PLGA.

Erbetta e colaboradores (2011) realizaram a andlise dos espectros obtidos

pela técnica de FTIR para PLGA 50/50 e 70/30 e observaram que os espectros dos
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copolimeros estudados foram praticamente idénticos sendo apresentados na Tabela
4.

Tabela 4. Bandas caracteristicas do copolimero PLGA (Erbetta et al., 2011).

Banda caracteristica (cm™)  Grupo funcional

3700 — 3100 OH

3000 — 2900 CH, CH, e CH3
1750 — 1740 C=0
1500 - 1250 CHs e CH;
1350 - 1150 CH; e CH
1300 - 1150 C-O

O PLGA apresentou bandas de absorcdo em 1749 cm™ referentes ao
estiramento da ligacdo C=0, enquanto as bandas em 1180 cm™ e em 1081 cm™
podem representar os estiramentos referentes aos grupamentos C-C(=0)-O e O-C-
C, respectivamente. Resultados similares foram apresentados por Guerra (2018). As
bandas caracteristicas do grupamento OH, na regi&o entre 3100 e 3700 cm™, que
indicam a presenca de umidade na amostra ndo foram encontradas na amostra de
PLGA (Erbetta et al., 2011).

Na amostra de Pl epox analisada através do FTIR-ATR, foi identificado o
surgimento de um pico no nimero de onda igual a 872 cm™ quando comparada com
a amostra de PI, pico que é caracteristico do grupo epdxi assim como o pico em
1250 cm™. Van Zyl e colaboradores (2003) estudaram a borracha natural epoxidada
com contetido de epoxidacdo de 50 mol%. Os autores indicam as bandas 870 cm™ e
1250 cm™ como bandas caracteristicas do grupo epoéxi, sendo referentes a
deformacdo assimétrica e simétrica do anel epOxi, respectivamente. Segundo 0s
autores, a banda 1450 cm™ é atribuida ao grupo etil (CH,CHs) e a banda 1370 cm™
é referente ao grupo metil (CHs). O grupo funcional apresentado com numero de
onda 1080 cm™ pode ser atribuido ao grupo funcional -C-O-C, e o grupo funcional
C=C pode ser identificado no nimero de onda 1650 cm™. A presenca de diois,
ésteres, furanos e grupos hidroxidos podem ser formados durante as reagfes de
abertura do anel epoOxi (reacbes secundérias), e sdo detectadas na banda

caracteristica com nimero de onda igual a 3600 cm™, que é banda caracteristica de
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grupamentos hidroxila (-OH) (Santin, et al., 2012). A Figura 19 mostra 0s espectros

FTIR obtidos nas amostras de Pl e Pl epox.

Pl
)
1)
£ 2960') 2851
=
= 2915
4
E~—Plepox
-
o
o~ X 1077 \ 834
CH_IV CH i
SCH 2 CHz CH3 125(,) .
2 anel epoxi anel epoxi
— T T T T T T T T T~ T T~ T " T T T T T " T 1

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Numero de onda (cm™)

Figura 19. Espectros FTIR-ATR obtidos nas amostras Pl e Pl epox.

A Figura 20 apresenta os espectros do PLGA, Pl epox e Cellprene® epox.
Através da comparacdo dos espectros € possivel notar que alguns picos e bandas
caracteristicas se sobrepde, como é o caso da banda em torno de 870 cm™, que
estd presente no espectro do Pl epox e do PLGA, por exemplo. Além disso, é
possivel notar o deslocamento da banda referente a C=0O de 1749 cm™ do PLGA
para 1756 cm™ na blenda Cellprene® epox. O deslocamento do grupamento C=0O
para numeros de onda maiores foi relatado como um indicio de possivel interagédo
entre o grupo carboxilico de cadeias de PLA e o grupo epOxi da borracha natural
epoxidada (Cosme et al., 2016). A banda caracteristica referente ao grupamento
C=C, presente no espectro do Pl epox em 1650 cm™, teve sua intensidade reduzida
e tornou-se praticamente imperceptivel na andlise do espectro da blenda Cellprene®

epox. Este comportamento também foi observado por Marques (2015).
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Figura 20. Espectros FTIR-ATR das amostras de PLGA, Pl epox e Cellprene® epox.

A andlise FTIR-ATR das amostras de Cellprene® epox permitiu a comparacao
do espectro do mesmo com os espectros de cada um dos constituintes separados,
PLGA e Pl epox, e ndo indicou alteracdes nos grupamentos funcionais ap6s o

processamento do material.

5.5. Anélise Termogravimétrica (TGA)

A anadlise termogravimétrica permite a identificacdo das temperaturas de
degradacdo dos polimeros e a mensuragdo da perda de massa do material com o
aumento da temperatura, possibilitando relacionar a perda de massa com a
degradacéo dos componentes do material. As Figuras 21 e 22 apresentam as curvas
de percentual de perda de massa versus temperatura e a derivada do termograma
(DTG) versus temperatura, respectivamente.
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Figura 21. Andlise termogravimétrica do PLGA, Pl epox e das fibras de Cellprene® epox.
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Figura 22. Andlise térmica diferencial do PLGA, Pl epox e das fibras de Cellprene® epox.
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O termograma das fibras de Cellprene® epox ndo apresentou perda de

massa relativa a presenca de umidade, o que condiz com o comportamento
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hidrofébico do material. A degradacdo completa da blenda polimérica ocorreu apos a
inflexdo observada a 455 °C. A curva DTG versus Temperatura apresenta 3 picos
gue podem ser relacionados a imiscibilidade dos materiais da blenda e a falta de
homogeneidade na epoxidacdo do poli(isopreno). Como resultado desses fatores, 0
PLGA apresenta um pico e o Pl epox outros dois picos. Marques (2015) observou
um desvio no comportamento linear da curva TGA da blenda PLGA/ Pl a 360 °C,
com uma massa restante de aproximadamente 40%, e sugeriu que esse poderia ser
o fim do estagio de degradacdo do PLGA e inicio da degradacdo do PI. Um
comportamento semelhante é observado na curva TGA das fibras de Cellprene®
epox a aproximadamente 350 °C.

Guerra et al.,, (2018) reportou em seu estudo uma pequena inflexdo em
aproximadamente 380 °C, que segundo os autores pode ser atribuida a ligaces
duplas que ainda existiriam no poli(isopreno) epoxidado. Os autores também
indicaram a temperatura maxima de degradacao da blenda a 420 °C. A inflexdo em
380 °C citada por Guerra et al., (2018) pode ser comparada com a inflexao

apresentada em 390 °C das fibras de Cellprene® epox no grafico da Figura 22.

5.6. Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Através da analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi possivel
identificar as temperaturas de transicdo vitrea (Tg) dos componentes da blenda,
indicando a imiscibilidade da blenda polimérica. Esta imiscibilidade da blenda ja
havia sido constatada por Guerra et al., (2018) onde duas temperaturas de transicao
vitrea foram encontradas: 13 °C para o poli(isopreno) com grau de epoxidacdo 55
mol% e 21 °C para o PLGA. Foram realizados dois ciclos de aquecimento, pois 0
primeiro ciclo é afetado pelo histérico de processamento do polimero, e pode néo
indicar as propriedades originais do material polimérico (Hausberger e Deluca,
1995). Com isso, os valores de Tg foram tomados no segundo ciclo de aquecimento
das amostras.

Na analise DSC do Pl epox a temperatura de transi¢do vitrea encontrada foi
-6,8 °C. Como néo houve ocorréncia de pico endotérmico referente a temperatura de
fusdo, que é indicativo de cristalinidade do polimero, o Pl epox pode ser considerado

um polimero amorfo.
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Ja o PLGA apresentou uma temperatura de transicéo vitrea na faixa de 63 °C
e temperatura de fusdo a 152 °C, a qual é observada no primeiro ciclo de
aguecimento do material. Ainda no primeiro ciclo de aquecimento do PLGA, um pico
exotérmico pode indicar a temperatura de cristalizacdo do material a 94 °C. Marques
(2015) observou o pico referente a temperatura de fusdo do PLGA a 149,4 °C.

A membrana produzida via electrospinning apresentou valores de Tg iguais a
-19,6 °C, 9 °C e 59,3 °C. Os primeiros valores acredita-se que sejam referentes ao
Pl epox, ja o ultimo valor de temperatura de transi¢do vitrea supde-se que seja do
PLGA, visto que o mesmo quando em condic&o isolada possui Tg a 63,2 °C. As
Figuras 23, 24 e 25 apresentam as temperaturas de transi¢cao vitrea para o Pl epox,

PLGA e para a blenda Cellprene® epox, respectivamente.
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Figura 23. Andlise de DSC para o Pl epox.
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Figura 24. Analise de DSC para o PLGA.
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Figura 25. Andlise de DSC para o Cellprene® epox produzido via electrospinning.

A Figura 25 apresenta um pico no primeiro aquecimento em
aproximadamente 147 °C que pode ser considerada correspondente a temperatura

de fusdo do PLGA, visto que o0 mesmo apresentou temperatura de fusdo a 152 °C
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guando analisado em separado. O surgimento de picos relacionados a temperatura
de fuséo é tipico de materiais poliméricos semicristalinos, como € o caso do PLGA.

Dahham e colaboradores (2018) encontraram a Tg da borracha natural com
grau de epoxidacdo 50 mol% igual a -17,7 °C. Kinasih e colaboradores (2017)
analisaram o efeito do grau de epoxidacdo na temperatura de transi¢cdo vitrea da
borracha natural para graus de epoxidacéo de 10, 20, 30, 40 e 50 mol%. Os autores
constataram que para graus de epoxidacdo de 10, 20, 30 e 40 mol% o processo de
epoxidacdo mostrou-se homogéneo, ja para 50 mol% a borracha natural epoxidada
apresentou duas temperaturas de transi¢do vitrea, -41,7 °C e -19,4 °C, fato que foi
atribuido a heterogeneidade do processo de epoxidacdo da borracha natural.
Acredita-se que o surgimento de temperaturas de transicéo vitrea em -19,6 °C e 9
°C seja consequéncia da falta de homogeneidade no processo de epoxidagao do
poli(isopreno) como relatado por Kinasih et al., (2017).

5.7. Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

Para investigar os tamanhos de cadeia dos materiais utilizados e comparar a
alteracdo no tamanho de cadeia proveniente da epoxidagdo do poli(isopreno) foi
realizada a analise de cromatografia de permeacdo em gel. A Tabela 5 apresenta os
valores de massa molar numérica média (Mn), massa molar ponderal média (Mw) e
indice de polidispersividade (IPD), que € o quociente entre Mw e Mn, para o PI, Pl
epox e PLGA.

Tabela 5. Valores de GPC para PI, Pl epox e PLGA.

Propriedade Pl Plepox PLGA
Mn (g/mol)  317.604 44.904 170.471
Mw (g/mol)  940.086 332.206 364.271
IPD (Mw/Mn) 2,96 7,39 2,13

Observando a Tabela 5 notamos que ha uma consideravel reducdo de
tamanho de cadeia do poli(isopreno) ap6s a reacdo de epoxidacéo. Isto é esperado
j& que o processo de epoxidacdo promove a cisdo de ligacdes quimicas entre
atomos de carbono, e com isso, o tamanho de cadeia tende a reduzir. Também é
possivel notar o aumento do indice de polidispersividade (IPD) de 2,96 para 7,39
apos a reacao de epoxidacdo do PI. O IPD corresponde a distribuicdo da massa
molar das cadeias dentro do polimero (Canevarolo, 2002), portanto o Pl epox
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apresenta maior variagdo de tamanho de cadeia que o PI, fato decorrente da
epoxidacdo. O alto IPD pode ser um indicativo da suposta heterogeneidade de
epoxidacdo do PI sugerida na analise de calorimetria diferencial exploratéria, pois
ndo houve quebra das cadeias de forma uniforme, e fez a blenda Cellprene® epox

apresentar mais de duas temperaturas de transi¢cao vitrea.

5.8. Ensaio Mecanico de Tracao

O ensaio mecanico de tracdo foi realizado com o intuito de analisar as
propriedades mecanicas da membrana de Cellprene® epox produzida através do
electrospinning e compara-las com as propriedades mecéanicas de tecidos vivos. A
curva tenséo x deformacédo das membranas de Cellprene® epox sdo mostradas na

Figura 26.

2,0

118—

1,6

1.4 1

1.2 -

1,0 +

0,8

Tensao (MPa)

0,6

0.4

0,2 1

0,0

Deformacéao (%)
Figura 26. Curva tensao versus deformagédo das membranas de Cellprene® epox.
Os resultados apresentam certa variacao devido a dificuldade de manter tanto
as fibras quanto a espessura da membrana formada pelas fibras com dimensées

homogéneas. Outro fator importante é o ndo preenchimento total da area transversal

do corpo de prova que é tomada como continua para os calculos de tensdo que o
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material € submetido. A Tabela 6 informa as propriedades mecéanicas obtidas nos

ensaios de tracao do material.

Tabela 6. Propriedades mecéanicas da membrana de Cellprene® epox.

Propriedade Mecanica Valor
Mdédulo de Elasticidade (MPa) 329+5,6
Tensdo maxima de ruptura (MPa) 1,43+0,16
Deformacao na tensdo maxima de ruptura (%) 23,46 + 4,21

Os valores obtidos podem ser comparados com resultados de outras
pesquisas. Guerra et al., (2018) estudando as propriedades mecanicas de
membranas do PLGA/PI epox produzido via solvent casting, atingiu valores de
modulo de elasticidade de 2,97 MPa, cerca de 10 vezes inferior ao modulo da
membrana produzida via electrospinning. Em termos de tensdo maxima, as
membranas produzidas por electrospinning apresentaram valores inferiores assim
como a deformacdo na tensdo maxima, de 3 e 2,5 vezes menor, respectivamente.
Marques (2015) avaliou o comportamento mecanico da blenda PLGA/ PI produzida
por electrospinning com fibras orientadas e chegou a valores de médulo de
elasticidade de 103 MPa, deformacdo na tensdo méaxima de 2,26 % e tensdo
maxima de ruptura de 1,4 MPa. As diferencas no modulo de elasticidade podem ser
explicadas pela epoxidacdo do poli(isopreno), pois a rigidez molecular do
poli(isopreno) é afetada pela inclusdo dos grupos epoxidos (Guerra et al., 2018).

Acredita-se que a diferenca da deformacdo na tensdo maxima de ruptura
ocorra pelo fato das fibras estarem emaranhadas neste estudo, enquanto Marques
(2015) realizou o ensaio em fibras orientadas. Esse emaranhamento faria com que a
fibra que ndo estivesse na direcdo de tracdo suportasse um alongamento adicional
guando submetida a tracdo até que a mesma fique paralela a direcdo da forca
aplicada.

No que diz respeito a substituicdo de tecidos moles, a propriedade mecéanica
de elasticidade do material tem figura de destaque, pois a estrutura elastica
determina a resiliéncia, textura e qualidade do tecido gerado (Marques, 2015).
Quando compara-se as propriedades mecanicas da membrana de Cellprene® epox
com as propriedades de tecidos, nota-se que o biomaterial formado por fibras pode
ser utilizado em algumas aplicacGes especificas. As membranas de Cellprene® epox

apresentaram propriedades mecanicas que podem ser aplicadas a tecidos moles ja
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gue as mesmas possuem valores de modulos de elasticidade relativamente baixos.
Sao exemplos disso: pele das costas de uma crianca (0,42 MPa), cartilagem de
joelhos (0,13 a 1,91 MPa), musculo dos ombros (4,1 a 16,6 MPa), eso6fago (0,077
MPa) e ligamentos (20 MPa) (Agache et al., 1980; Armstrong, Mow, 1982; Akizuki et
al., 1986; Itoi et al., 1995; Nachemson e Evans, 1968). Compdésitos nanofibrosos de
PLGA/ quitosana e gelatina/colageno/poli(caprolactona) sdo exemplos de scaffolds
gue demonstraram potencial para aplicagcdes na reconstrucdo de tecidos de pele
(Ajalloueian et al., 2014; Wei et al., 2019).

5.9. Degradacao in vitro

A andlise da perda de massa do material quando mantido em solugcédo por
diferentes periodos de tempo foi realizada. As membranas utilizadas no ensaio de
degradacédo apresentaram inchamento inicial, onde suas massas aumentaram em
relacdo a massa inicial, e por isso, foram submetidas a secagem em ambiente com
vacuo. A Tabela 7 apresenta os valores de perda de massa para cada periodo de
tempo em cada solucéo utilizada.

Tabela 7. Perda de massa das membranas de Cellprene® epox para periodos de tempo de
7,14, 21 e 28 dias.

Solugéao Perda de massa acumulada (%)
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Agua deionizada 1,09+1,10 1,10+1,84 256+3,83 2,56+3,83
Fisiol6gica 237+0,79 17,10+6,95 17,92+7,27 19,83+5,37
Ringer 17,90+ 3,06 19,67+4,97 21,21+3,28 21,65+ 3,95

A analise de degradacdao in vitro mostrou-se mais agressiva para as amostras
mantidas em solucdo fisiologica e Ringer, porém, levando em conta 0os desvios
apresentados para as mostras em solucéo Ringer e fisioldgica, ndo podemos afirmar
gual delas obteve resultados superiores em termos de degradacdo. As amostras
perderam 17,9% de sua massa nos primeiros 7 dias em solugéo Ringer, nos demais
periodos a perda acumulada foi de 19,6%, 21,2% e 21,6%. As amostras submetidas
ao ensaio de degradacéo em solucdo fisiologica atingiram uma perda de massa total
de 19,8% da massa inicial. No periodo dos primeiros 7 dias a perda de massa foi de
2,3%, enquanto ao final de 14 e 21 dias em solu¢do, as amostras mostraram uma
reducdo de 17,1% e 17,7% de sua massa inicial. As membranas que apresentaram
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menor perda de massa foram as colocadas em contato com agua deionizada, 2,5%
ao final de 28 dias. Antes disso, as membranas tiveram suas massas reduzidas em
1,09%, 1,10% e 2,5% apds o contato com agua deionizada por 7, 14 e 21 dias,
respectivamente.

Os resultados de degradacgao superiores aos apresentados por Guerra (2018)
podem ser atribuidos a porosidade apresentada nas amostras produzidas via
electrospinning, ja que as membranas produzidas via solvent casting né&o
possibilitam que a solucdo alcance o interior das amostras desde o inicio da andlise.
Bolgen et al., (2005) explicam que fatores morfoldégicos e geométricos influenciam a
degradacdo, uma alta razdo superficie/ volume provoca um penetracdo de agua
superior, que leva a taxas de degradacédo também superiores.

Foram realizadas analises FTIR das amostras submetidas ao ensaio de
degradacéo para identificar se houve alguma alteragcdo nos grupos funcionais das
mesmas. A Figura 27 apresenta os espectros FTIR das amostras ap6s 28 dias de

ensaio de degradacéo.
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Figura 27. Comparacdo dos espectros obtidos por FTIR das membranas submetidas ao
ensaio de degradacao.
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A andlise FTIR feita nas amostras colocadas em diferentes solu¢cdes mostrou
gue ndo houve alteracdo nos grupamentos quimicos apds 28 dias em solucdo
guando comparados ao material que nao foi submetido ao ensaio de degradacao in
vitro.

As amostras que foram mantidas em solucdo por 28 dias também foram
analisadas por microscopia eletrébnica de varredura. As amostras que foram
colocadas em solucao fisiologica e solu¢do Ringer apresentaram particulados junto
as fibras. Acredita-se que possam ser sais provenientes das solu¢gfes agregados na
membrana polimérica. As Figuras 28, 29 e 30 apresentam as microscopias feitas das
membranas colocadas em agua deionizada, solu¢cdo Ringer e solucéo fisiolégica,

respectivamente.

Figura 28. Microscopia da amostra degradada por 28 dias em agua deionizada.
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Figura 30. Microscopia da amostra degradada por 28 dias em solucao fisiolégica.

5.10. Molhabilidade

O angulo de contato foi medido com o objetivo de determinar se o material
tem caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas, de importancia fundamental para
adesdo celular. A fibra produzida pelo método de electrospinning apresentou um
perfil hidrofébico, com angulo de contato igual a 128 + 8,1°. Uma superficie &
definida como hidrofébica quando o angulo de contato na superficie € maior que 90°
(ASTM D7334-08, 2013). A Figura 31 mostra a gota depositada sobre a membrana
produzida por electrospinning para a medi¢cdo do angulo de contato.
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Figura 31. Gota depositada sobre a membrana obtida via electrospinning para a medic&o do
angulo de contato.

Este comportamento pode ser explicado pela alta rugosidade superficial
apresentada devido a grande quantidade de poros, e elevada area superficial das
fiboras que tém seu didmetro em escala micrométrica. Autores sugerem que a
grande quantidade de ar nos poros pode aumentar a hidrofobicidade do material
(Guerra, 2018; Li et al., 2010). Ceylan (2009) relatou que as medidas de angulo de
contato ndo dependem somente do diametro das fibras, mas também da estrutura
guimica do polimero e da rugosidade das fibras. Liu et al., 2019, demonstraram que
a umidade influencia na porosidade das fibras eletrofiadas e consequentemente no
angulo de contato. Os autores testaram a producéo de fibras com 40% e 80% de
umidade, e as fibras produzidas em condi¢cdes de maior umidade apresentaram
aumento de porosidade de 81% para 92%. Quando avaliado o angulo de contato, as
fibras lisas mostraram 126 ° e as fibras porosas, com maior rugosidade, 150 °.

O angulo de contato para as membranas produzidas via solvent casting
também foi analisado e apresentou 83,6 + 3,1 °. A Figura 32 mostra a gota

depositada sobre a membrana produzida através do método solvent casting.

Figura 32. Gota depositada na membrana de Cellprene® epox obtida via solvent casting.

Comparando o carater hidrofébico/hidrofilico do material, a producédo de
membranas de Cellprene® epox via solvent casting demonstrou comportamento
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ligeiramente hidrofilico, enquanto as membranas produzidas via electrospinning
apresentaram comportamento hidrofébico. Pesquisadores observaram o angulo de
contato de fibras eletrofiadas e filmes produzidos via solvent casting de PLGA,
apresentando angulo de contato de 133 ° e 90 °, respectivamente (Wang e Wang,
2012).

5.11. Analise de Cultura Celular

Para avaliar se a blenda polimérica Cellprene® epox produzida pelo método
de electrospinning possui potencial para uso como scaffold em engenharia de
tecidos, foi realizada a analise de cultura celular com a utilizacdo de células-tronco
mesenquimais. Membranas com 14 mm de diametro foram incubadas em pocos a
uma densidade de 2x10° células/ poco por 48 horas. A Figura 33 mostra a

membrana em regime de controle e apds o cultivo celular.

Figura 33. Ensaio de cultura celular nas membranas obtidas via electrospinning em (a)
regime de controle e com (b) células aderidas.

A andlise de viabilidade celular mostrou que as células cultivadas aderiram e
proliferaram satisfatoriamente nas membranas fibrosas de Cellprene® epox,
demonstrando que o material ndo apresentou efeitos citotoxicos e mostrou-se
biocompativel com células-tronco mesenquimais. As membranas de Cellprene®
epox apresentaram uma arquitetura que mesmo tendo caracteristicas hidrofébicas,

facilitaram a adesao celular através de espacos entre as fibras.
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6. CONCLUSOES

Este estudo mostrou que a producao de fibras da blenda polimérica Cellprene®
epox é viavel. O poli(isopreno) atingiu um grau de epoxidacao igual a 53,9 £ 5,7
mol%. Para a producdo das fibras a viscosidade mais adequada da solucéo
polimérica foi 0,219 Pa.s, que corresponde a concentracdo de 5% massa da blenda/
volume de cloroformio.

As fibras produzidas via electrospinning apresentaram diametro médio de 4,3 +
2,7 um, limite de resisténcia a tracdo igual a 1,43 + 0,16 MPa e modulo de
elasticidade igual a 32,9 £ 5,6 MPa. A membrana formada por fibras mostrou-se
hidrofébica com um angulo de contato igual a 128 + 8,1 °, 0 ensaio de degradacéao
apresentou uma reducdo de massa de aproximadamente 20% em 28 dias quando
as amostras foram colocadas em solucdo fisiologica e Ringer. Andlises FTIR
mostraram que ndo houve alteracdo nos grupos funcionais ap6s o processamento
do material e ensaio de degradacdo. A analise de calorimetria diferencial de
varredura e a termogravimetria indicaram que a blenda € imiscivel.

Avaliando os resultados de propriedades mecanicas e adesédo celular
apresentados na andlise de cultivo celular para células-tronco mesenquimais, a
blenda Cellprene® epox tem potencial na engenhara de tecidos para aplicacdes de
regeneracdo tecidual como scaffold bioerodivel, podendo ser potencialmente
utiizada na reparagdo de tecidos moles por possuir caracteristicas mecanicas

similares.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar o uso de outros solventes para producao da blenda e utilizagdo no
processo de electrospinnning;

Executar o electrospinning em uma camara com controle de temperatura e
umidade;

Verificar se fibras com diametro em escala nanométrica apresentam melhor
resposta a adesao e crescimento celular;

Avaliar adeséao celular de fibras produzidas com coletor em movimento (fibras
alinhadas);

Avaliar a utilizacdo de aditivos com objetivos de facilitar a producéo de fibras
de didmetro nanométrico;

Produzir fibras do material através do método de fiacdo por sopro de solucéo,
que possibilita a deposicdo do material diretamente sobre a regidao de

interesse;
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