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INTRODUCAO

O osso humano é um tecido altamente vascularizado e dindmico capaz de crescer e se auto-regenerar. Trata-
se de um tecido ativo responsavel por diversas funcionalidades no organismo humano, atuando na protecéo de
oOrgdos vitais e na promogdo da estabilidade do corpo (MORENO, 2014). Diante de sua importancia, fraturas e
defeitos nos 0ssos provenientes de traumas e patologias constituem um problema de satde global devido aos altos
custos dos enxertos 6sseos, majoritariamente utilizados nos tratamentos. Além do mais, o elevado risco de infecgdes
e a possibilidade de rejei¢do sdo fatores também limitantes ao uso dos enxertos (VALLEJO, 2014).

Nesse cenario, a engenharia de tecidos surgiu como uma alternativa capaz de propor solugdes para estes
problemas através do desenvolvimento de scaffolds. Tais estruturas viabilizam a fixacao e proliferacéo celular, além
de proverem suporte mecanico para o desenvolvimento do tecido lesado. Dentre os diversos materiais utilizados na
producdo de scaffolds voltados a regeneragdo 0ssea, destacam-se 0s polimeros, tanto naturais quanto sintéticos, e
as ceramicas (VALLEJO, 2014).

Esses materiais podem ser obtidos por meio de diversas técnicas, sendo a eletrofiacdo um procedimento
bastante utilizado devido a sua capacidade de produzir fibras de didmetro controlado e fornecer estruturas porosas
de elevada area superficial (RAYMUNDO, 2017).

Especificamente para a regeneracdo 6ssea, 0 emprego de cargas bioativas faz-se necessario para promover
a formacdo e desenvolvimento do tecido. Os materiais utilizados para este fim séo, principalmente, as cerdmicas
bioativas, como hidroxiapatita (HA), fosfato de célcio, biovidro (bioglass) e suas combinagdes com polimeros
biodegradaveis. Estes materiais promovem a formacao de uma camada de HA que é biologicamente ativa e similar
a porgdo inorganica do tecido 6sseo, agindo como regides de interface entre os tecidos (REZWAN et al., 2006).

Uma questdo relevante a ser considerada é a necessidade de produzir scaffolds com agéo antibacteriana e o
material selecionado para conferir esta caracteristica para este trabalho é 0 ZnO. A propriedade antisséptica do ZnO
é amplamente conhecida de modo que 0 mesmo é aplicado em pomadas (MOORER et al., 1982; WEI et al., 2011)
e em varias areas da medicina (YAMAMOTO, 2001; RAGHUPATHI et al., 2011).

O presente projeto tem como objetivo a colaboragdo no desenvolvimento de scafollds pela técnica de
eletrofiacdo com a incorporacdo de cargas bioativas e suas combinacdes em quitosana (CH) e acetato de celulose
(CA), visando avaliar a microestrutura obtida e seu potencial para uso em regeneracao de tecidos 6sseos. Busca-se
também estudar a viabilidade da obtencéo scaffolds de CH pura a partir da técnica da eletrofiacéo.

METODOLOGIA

MATERIAIS

Foi utilizada CH de baixa massa molar: M = 50,000-190,000 g/mol e grau de desacetilagdo DD = 75%
adquirida da Sigma Aldrich. Ademais, foi empregado CA com massa molar igual a 30,000 g/mol, também
proveniente da Sigma Aldrich. Como solvente, foram utilizados &cido acético glacial e acetona fornecidos pela
Exodo Cientifica e 4gua deionizada. Como cargas bioativas, utilizou-se hidroxiapatita liofilizada (HA), p-trifosfato
de calcio (B-TCP) comprado da Sigma Aldrich e 6xido de zinco (ZnO) adquirido da Synth.
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PREPARO DAS SOLUCOES

Visando a obtencdo de membranas eletrofiadas de CH pura, foram preparadas trés diferentes solugdes de
CH dissolvida em acido acético aquoso 90 % (v/v) nas quais a concentracdo do polimero foi variada entre 2,5%,
3% e 3,5 % (m/v). O preparo de todas as solugdes foi realizado a temperatura ambiente (23 + 2 °C) e sob agitacdo
constante por aproximadamente 20 h com o auxilio de um agitador magnético e uma barra magnética.

Para as membranas contendo CH e CA, utilizou-se como solvente uma mistura composta por 17 g de
acetona e 3 g de agua deionizada. No preparo destas solucGes, dissolveu-se inicialmente 0 CA no solvente mediante
agitacdo constante durante 3 h. Posteriomente, adicionou-se CH a solucdo e o produto foi mantido sob agitacéo por
2 h até a dispersdo completa do biopolimero. A incorporacdo das cargas bioativas foi feita através da adicdo das
mesmas as solucdes de CH e CA previamente preparadas. Tal procedimento também foi realizado a temperatura
ambiente e mediante agitacéo por 2 h.

PRODUCAO DAS MEMBRANAS POR ELETROFIACAO

Para a confecgdo das membranas, uma fonte de alta tensdo do modelo FA+30 kV, fabricada por Faiscas -
Eletronica e Alta Tenséo, foi responsavel pela manutencéo da voltagem constante em 20 kV. O coletor foi revestido
com uma folha de papel aluminio e posicionado a 10 cm da agulha. Cada procedimento foi realizado a temperatura
ambiente sem um controle rigoroso das condi¢es ambientais, com uma taxa de injecéo igual a 1 mL/h.

Na producéo das membranas de CH pura, visando a estudar a viabilidade da eletrofiacéo deste biopolimero,
cada procedimento durou cerca de 4 h. No caso da solugdo com 3,5% (m/v) de CH, utilizou-se uma agulha com
didmetro igual a 1,2 mm, ao passo que nas demais solucbes foram empregadas agulhas de 0,8 mm de didmetro. O
uso da agulha de maior didmetro no primeiro caso deveu-se ao fato de que o entupimento da agulha de 0,8 mm
impossibilitou a eletrofiacdo.

Por outro lado, na eletrofiagdo das membranas com CH e CA e suas combinagdes com as cargas bioativas,
foram empregadas apenas agulhas com 1,2 mm de didmetro. Para estudar a influéncia do tempo de eletrofiacéo nas
caracteristicas estruturais das fibras, cada solucdo foi eletrofiada durante 2 intervalos de tempo distintos
compreendidos entre 15 min e 1h.

CLA\RACTERIZACAO DOS POLIMEROS E CARGAS EMPREGADOS POR MEIO DA TECNICA DE
DIFRACAO A LASER

Visando analisar o tamanho das particulas constituintes das cargas bioativas, bem como dos polimeros,
utilizou-se o Analisador de Tamanho de Particulas por Difracéo & Laser MAZ3000, com os acessorios HYDRO EV
e AERO S, da marca MALVERN INSTRUMENTS. Cada amostra exigiu um preparo diferente, de maneira que,
para o CA, dispersou-se previamente a amostra em um béquer contendo agua destilada e 3 gotas de Tween 80.
Posteriormente, transferiu-se a amostra para a cuba de analise com uso de pipeta Pasteur. No caso do ZnO, a amostra
foi dispersa em um béquer com agua destilada e levada a ultrassom externo por 10 minutos. As outras amostras, por
sua vez, foram diretamente adicionadas a cuba de analise com auxilio de espatula. Nos ensaios foi empregada agua
destilada como meio dispersante e foram obtidas 5 leituras em cada replicata.

CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA DE ALTA RESOLUCAQO E CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A morfologia das membranas resultantes foi analisada por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura de
Alta Resolucdo (MEV-FEG) realizada com o microscépio eletrénico Quattro S da marca TermoFisher Scientific.
As amostras foram previamente fixadas nos porta amostras com fita adesiva dupla face de carbono e metalizadas
com ouro com o auxilio do equipamento Sputter Coater K450 da marca EMITECH. A partir das imagens fornecidas,
foram realizadas cerca de 100 medic6es dos didmetros das fibras para cada amostra e calculou-se a porosidade
através do software ImageJ.

Dado que o polimero pode apresentar alteragdes nas caracteristicas térmicas devido & presenca das
biocargas, as amostras foram submetidas a técnica denominada calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Para
tal, utilizou-se um calorimetro DSC1 da marca METTLER TOLEDO. No preparo das amostras, coletou-se
aproximadamente 5 mg do material com auxilio de microespatula metélica e pinca metalica e pesou-se em cadinho
de aluminio utilizando balan¢a microanalitica XPR2 da METTLER TOLEDO. Realizou-se a prensagem com um
pistdo apropriado e em seguida o cadinho foi selado com sua tampa furada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A difracdo a laser permite fazer a analise granulométrica das amostras, ou seja, conhecer a distribuicdo de
tamanhos das particulas de cada material estudado. Tal caracterizagdo é de extrema importancia visto que muitas
propriedades dos materiais dependem do tamanho das particulas. Sendo assim, a Tabela 1 mostra os resultados
médios obtidos. Nota-se que os compostos poliméricos apresentam particulas muito maiores do que as cargas, visto
gue seu diametro médio de Sauter € mais elevado. Ademais, o valor indicado pelo Span indica a largura da
distribuicdo, o que indica que o ZnO possui uma distribuicdo larga e, portanto, particulas com valores bastante
variados.

Tabela 1 — Diametro de Sauter, Dso, Dgo, Span e uniformidade médios para cada composto estudado.

Composto D Sauter Dso Dgo Span Uniformidade
CA 116,56 219,05 454,80 1,79 0,55
CH 82,14 151,67 285,39 1,49 0,46
ZnO 1,22 1,56 7,21 4,41 1,33
B-TCP 7,40 15,64 34,07 1,88 0,58
HA 6,78 34,01 99,24 2,84 0,89

A partir das imagens fornecidas pelo MEV-FEG de cada amostra, foi possivel ndo somente estudar o
formato das fibras, como encontrar o didmetro médio das mesmas em cada composi¢éo e determinar a porosidade
de cada membrana. A Figura 1 evidencia que nenhuma fibra foi formada ao eletrofiar as solugdes que continham
apenas CH. Dado que os parametros utilizados no preparo das solucdes e na eletrofiacdo desse polimero foram
aqueles considerados 6timos por Vrieze et al. (2007), acredita-se que o grau de desacetilacdo e a baixa massa molar
da CH sejam responsaveis pelo resultado obtido, uma vez que tais propriedades afetam diretamente as demais
caracteristicas do polimero, como sua solubilidade e viscosidade. Os parametros ambientais, tais quais a umidade
do ar, também podem ter sido responsaveis pela ndo obtengéo de fibras.

Figura 1 - Imagens obtidas através da técnica MEV-FEG das amostras com concentragdes de CH iguais a
(@) 2,5% e (b) 3%.

(a)

Quanto a eletrofiacdo das blendas compostas por CA e CH, inicialmente analisou-se a influéncia da variagdo
da concentracdo dos polimeros nas caracteristicas das fibras. Foram avaliadas trés composic6es, sendo estas 11%
de CA com 5% de CH, 13% de CA com 3 % de CH e 15% de CA com 1% de CH. A Figura 2 evidencia que o
didmetro médio das fibras aumentou conforme a concentragdo de CH foi diminuida. Além disso, nota-se que as
fibras produzidas possuem formato de fita, fato que esta relacionado a evaporacdo do solvente durante o trajeto até
o coletor. Ao utilizar solventes volateis, uma fina pelicula de polimero é formada pela rapida evaporagao do solvente
na superficie do jato, resultando em uma estrutura tubular com uma superficie sélida e um interior liquido. Em
fungdo da pressdo atmosférica, quando o solvente presente no interior da fibra evapora, a estrutura colapsa, se
tornando inicialmente eliptica e posteriormente adquirindo formato de fita (KOOMBHONGSE et al., 2001).
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Figura 2 - Imagens obtidas através da técnica MEV-FEG das amostras com (a) 11% de CA com 5% de
CH, (b) 13% de CA com 3 % de CH e (c) 15% CA com 1% de CH.
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Dentre as composi¢Oes analisadas, aquela com 15% CA e 1% de CH foi eletrofiada mais facilmente, sem
que a agulha entupisse. Dessa maneira, tal combinacéo foi selecionada para a incorporacéo das cargas bioativas e a
Figura 3 ilustra as fibras obtidas. E possivel notar que as amostras que continham ZnO produziram fibras com
pequenos granulos em sua superficie, o que pode ser relacionado ao tamanho muito menor das particulas de ZnO
em relagdo aos demais compostos.

Ao analisar o didmetro das fibras, é possivel constatar que em todas as amostras obteve-se uma ampla
distribuicdo de diametros de fibras, o que significa que foram obtidas fibras com didmetros ndo uniformizados.
Além disso, pode-se observar que as fibras se encontram distribuidas de forma randdémica, com a presenca de
imperfeicdes denominadas beads.

Quanto as analises por DSC, em todas as amostras notou-se a existéncia de dois picos endotérmicos, sendo
o0 primeiro e maior deles entre 75 °C e 90 °C, possivelmente associados a evaporacdo de agua adsorvida na amostra.
O outro pico situa-se proximo de 240 °C e esse pode ser associado & fusdo do material. A existéncia de picos
adicionais nas amostras de diferentes composi¢des evidencia que as membranas possuem comportamentos térmicos
distintos diante da incorporacdo de cargas ou da alteracdo das concentracdes
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Figura 3 - Micrografias das amostras (a) 15%CA/1%CH/1g ZnO, (b) 15%CA/1%CH/1g HA, (c)
15%CA/1%CH/0,33g HA/0,33g S-TCP/0,33g ZnO, (d)15%CA/1%CH/0,5g HA/0,5g ZnO, (e) 15%CA/1%CH/0,5¢g
HA/0,5g p-TCP e (f) 15%CA/1%CH/0,5g Zn0/0,5g S-TCP.

CONCLUSOES

Diante dos resultados conclui-se que ndo foi possivel obter fibras por eletrofiacdo da CH pura utilizada
neste projeto e com os parametros ambientais empregados. Entretanto, as blendas formadas por CA e CH formaram
fibras em formato de fita e possibilitaram a incorporagdo da HA, ZnO e B-TCP, o que revela seu potencial na
producdo de scaffolds. Além disso, a adicdo das cargas e mudanca das concentragdes dos polimeros influenciam
ndo somente no didmetro médio das fibras, como nas propriedades térmicas das amostras. A aplicacdo das
membranas de CA e CH requer ainda testes de bioatividade, citotoxicidade, resisténcia mecénica e aplicabilidade,
anélises que devem ser feitas em trabalhos futuros.
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