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RESUMO

O objetivo geral desta pesquisa foi a producdo de arcabougos poliméricos a partir
do poliglicerol arborescente, PGA, utilizando a técnica de eletrofiacio. A membrana de
PGA cletrofiada é um produto com grande potencial para utilizacdo na Engenharia de
Tecidos Bioldgicos. O PGA foi sintetizado a partir de um nticleo de decaglicerol através
da reacdo de polieterificacdo do glicerol na presenca de um catalisador basico. A
eletrofiacdo do PGA foi realizada a 15 cm de distancia da placa coletora, velocidade de
fluxo de 0,5 mL/h e uma tensdo aplicada de 20 kV. A microscopia de fluorescéncia e
microscopia electronica de varredura (MEV) revelou que o didmetro médio e a
porosidade das fibras de PGA eletrofiadas foi de aproximadamente 12,23+0,91 pum e
73+£5%, respectivamente. As membranas eletrofiadas de PGA exibiram um expoente de
difusdo com tendéncias Fickianas para o transporte de fluido corporal simulado. Os dados
da analise por DSC indicou que as membranas eletrofiadas de PGA possuem
caracteristicas de polimero amorfo. O arcabougo de PGA eletrofiado foi biocompativel e
sustentou a adesdo e o crescimento de células de fibroblastos. Estudos in vitro de cultura
celular de fibroblastos indicaram que os arcabougos de PGA eletrofiado promoveram a
adesdo celular e 0 mais importante, promoveram o crescimento celular. As caracteristicas
bioldégicas e fisico-quimicas dos arcaboucgos eletrofiados de PGA indicam sua adequagao

para utilizagdo na engenharia de tecidos bioldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Poliglicerol arborescente, Engenharia de Tecidos, Células de
fibroblasto, Arcabouco.
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ABSTRACT

The overall goal of this research was to produce porous polymeric scaffolds with
arborescent polyglycerol, PGA, by electrospinning technique. The electrospun PGA
membranes have a great potential for applications in Tissue Engineering. The PGA was
synthesized from a decaglycerol core through the polyetherificationof glycerol in the
presence of basic catalyst. The PGA electrospinning was conducted with a fixed plate
distance of 15cm, flow rate of 0,5 mL/h and an applied voltage of 20 kV. The optical
fluorescence microscopy and scanning electron microscopy (SEM) analysis showed that
the average diameter and porosity of the electrospun PGA membranes were
approximately 12.23 +0.91 um and 73 £ 5%, respectively. The electrospun PGA
scaffolds showed diffusion exponent with Fickian trends in relationship to their
permeability for simulated body fluid transport. DSC data indicate that electrospun PGA
membranes have lower crystallinity degree with characteristics of amorphous polymer.
The PGA electrospun scaffold exhibits biocompatible property and supports the adhesion
and growth of fibroblast cells. The in vitro culture studies of fibroblast cells revealed that
electrospun PGA scaffolds promoted cell spreading during the initial stage of cell
attachment and, more importantly, promote the cell growth rate. In vitro cell infiltration
studies showed that the electrospun PGA effectively support the fibroblast migration into
the microfibrous scaffolds. The physicochemical and biological characteristics of

electrospun PGA membranes make it suitable for tissue engineering applications.

KEYWORDS: Arborescent polyglycerol, tissue engineering, fibroblast cells, Scaffold.



ASPECTOS GERAIS DA TESE

A presente Tese incide sobre a sintese e
caracterizagdo de membranas eletrofiadas de
poliglicerol arborescente para utilizagdo na
Engenharia de Tecidos Bioldgicos. O capitulo que
se segue ¢ dedicado a apresentar os avangos obtidos
na Engenharia de Tecidos Biologicos e sua
relevancia para a  medicina  regenerativa
ambientando o leitor ao contexto do trabalho. O
capitulo contém exemplos de algumas aplicagdes
dos materiais sintéticos na Engenharia de Tecidos
Bioldogicos e fornece as motivagdes contextuais que
levaram o autor a conduzir o trabalho. Ao final sao

apresentados os objetivos e a estrutura da Tese.
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1.1 Introducao

A Engenharia de Tecidos Biologicos (ETB) ¢ um campo multidisciplinar
que aplica os fundamentos das Ciéncias da natureza (Fisica, Quimica e Biologia) e das
Engenharias para a obtencdo de substitutos biolégicos que restaurem, mantenham ou
melhorem a fungdo de um dado tecido biologico enfermo. O fator que rege a eficiéncia da
producdo de um tecido biolégico sintético biofuncional ¢ o entendimento exato da
relacdo quantitativa entre a estrutura quimica do material e a influéncia de suas

propriedades bioldgicas na restauragdo do tecido bioldgico e /ou 6rgao.

Um dos pilares fundamentais da ETB sdo os arcabougos moleculares que, obtidos
a partir de materiais sintéticos, pode ser colonizado por células biologicas e
posteriormente implantado na regido lesionada para sua reparagao. Tais materiais devem
propiciar uma melhora significativa do processo de reparagdo natural que,
constantemente produz cicatrizes nao funcionais ou pobremente funcionais em lugar de

um tecido normal.

Muitos tecidos biologicos se apresentam nao somente como uma “colecdo” de
células distribuidas aleatoriamente, mas também possuem caracteristicas de organizagao
altamente detalhadas as quais estdo relacionadas a sua fun¢do biologica. O papel da ETB
¢ reconhecer a arquitetura do tecido bioldgico e projetar o arcabougo molecular de tal
forma que ele proporcione os meios bioldégicos, quimicos € mecanicos adequados para o

processo de regeneracao celular.

De modo geral os arcabougos moleculares devem ser projetados de acordo com o
tecido biologico ou 6rgdo a que se destinam. Assim, arcabougos moleculares porosos
permitirdo uma colonizacdo celular e crescimento em seu interior. Mudangas no
arcabougo molecular a nivel microestrutural podera levar a um aumento de porosidade ou
do espago entre eles o qual levara a uma maior orientacdo no crescimento celular. Por
outro lado, as propriedades de superficie podem ser projetadas para facilitar a adesdo e

proliferacdo celular de modo seletivo.

Atualmente uma grande énfase tem sido dada ao projeto de arcabougos
moleculares biodegradaveis. Nesse caso o arcabougo ¢ perfeitamente integrado ao tecido

hospedeiro e apdés um intervalo de tempo apropriado é absorvido pelo organismo do
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paciente. A biodegradabilidade permite a substituicdo gradual e ordenada do arcabougo
molecular pelo tecido biolégico funcional, prevenindo ao mesmo tempo as respostas

adversas ao arcabougo sintético.

Devido a grande variedade de tecidos bioldogicos no organismo humano,
dificilmente um unico tipo de material, seja polimero, metal ou ceramica, podera
satisfazer a todas as exigéncias da ETB. A secdo a seguir expde os fundamentos basicos
da ETB que normalmente auxiliam no projeto de arcaboucos moleculares sintéticos

adequados para os processos de adesdo, crescimento e proliferacao celular.

1.2 A Engenharia de Tecidos Bioldgicos

A ETB surgiu ha aproximadamente trés décadas como uma abordagem alternativa
para a reconstrucdo de tecidos ou Orgdos danificados por traumas fisicos ou doengas a
exemplo do cancer, anomalias congénitas e traumas onde as terapias clinicas convencionais
nao apresentam eficiéncia na recuperacdo de cicatrizes ou queimaduras ou adequada

velocidade de regeneragdo do o6rgao [1].

Nas ultimas quatro décadas, a ETB sofreu um grande avanco causado em grande parte
pela multidisciplinaridade atingida entre as ciéncias da natureza (biologia, quimica, fisica) e a
tecnologia, particularmente a engenharia de materiais. Aliada as ciéncias da natureza, a
tecnologia tem levado a profundas transformag¢des na medicina do século XXI [2].
Atualmente, arcabougos moleculares que atuam como suporte para o cultivo de células ja

estao disponiveis no mercado para suas aplicagdes clinicas [3-4].

O conceito basico da ETB consiste na retirada de células do paciente seguida de sua
semeadura em arcaboucgos sintéticos (poliméricos, ceramicos) e posterior implantagao no
proprio paciente [4]. O projeto dos arcaboucos sintéticos estd fundamentado nos
conhecimentos das areas de ciéncia e engenharia de materiais, biologica e médica. Apods a
semeadura celular, deve ocorrer a expansao in vitro de células vidveis do paciente doador
sobre os suportes sintéticos bioreabsorviveis. Dessa maneira, o suporte degrada enquanto
um novo orgao ou tecido ¢ formado [5]. Portanto, o objetivo especifico da ETB ¢é criar
novos tecidos/6rgdos combinando a triade arcabougos moleculares, células biologicas e

fatores de crescimento. A Figura 1, ilustra o desenvolvimento idealizado da técnica ETB.
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Principios Basicos de Engenharia de Tecidos
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Figura 1 - Principios basicos da Engenharia de Tecidos Biologicos. Adaptado de [1].

A ETB busca em sua esséncia superar as limitagdes dos tratamentos convencionais
tais como o transplante de 6rgdos (enxertos aloplasticos/xenoplasticos) [6-7] havendo
uma grande €nfase nas pesquisas objetivando a producdo de 6rgaos ou tecidos sintéticos
imunologicamente tolerantes. Esta estratégia forneceria uma solugdo permanente para
orgaos ou tecidos danificados sem a necessidade de terapias adicionais que suprimem a
atuacdo do sistema imunologico frente ao 6rgdo "estranho" [8]. Ao mesmo tempo, a
producdo de 6rgdos ou tecidos pela ETB reduziria drasticamente os problemas associados
ao transplante do proprio paciente, doador compativel ou mesmo a falta doadores e os

riscos associados a transmissao de doencas.

Atualmente uma das técnicas mais promissoras em desenvolvimento na ETB ¢ a
utilizagdo de arcabougos moleculares biodegraddveis obtidos através da técnica de
eletrofiacdo que promovem a adesdo celular e suportam o crescimento, proliferagdo e
diferenciagdo celular com o objetivo especifico de regenerar de forma controlada o tecido
danificado. Para que esta regeneracdo acontega, os arcaboucos moleculares tém que
cumprir determinados requisitos relacionados ao material sintético utilizado. Desta

maneira, a porosidade, as propriedades da superficie e mecanicas tais como a forga
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compressdo, resisténcia a fadiga, moédulo de elasticidade, velocidade adequada de
degradagdo e biocompatibilidade s@o descritores importantes para a obtencdo de
arcabou¢os moleculares adequados para crescimento ¢ proliferagdo celular [9]. Tais
propriedades favorecem a integragdo do tecido/6rgao artificial com o tecido biologico e

seu microambiente, vascularizacdo e a baixa ativagao do sistema imunolédgico [7-9].

As técnicas usadas na fabricagdo de arcaboucos moleculares dependem
essencialmente das propriedades do material e do tipo de sua aplicagdo final. Os
arcaboug¢os moleculares podem ser fabricados a partir de polimeros, metais, ceramicas ou
compositos. A utilizagdo de um dado material dependerd essencialmente do tipo de tecido
biolégico a ser tratado ou a ser substituido. No caso dos tecidos moles como a pele,
tenddo, ligamentos, vasos sanguineos, valvulas cardiacas, musculo, cartilagem entre
outros os arcaboucos moleculares sao fabricados principalmente a partir de polimeros

sintéticos e biopolimeros.

A funcdo primaria de um arcabougo molecular ¢ a de permitir a adesdo,
proliferagdo e diferenciacao celular. Ao mesmo tempo deve prover um ambiente no qual
as células possam manter seu fenotipo e também a sintese de proteinas e demais

biomoléculas necessarias para seu crescimento/diferenciagao.

A fabricagdo de arcaboucos para a ETB pode-se dividir basicamente em dois
métodos, convencional e prototipagem rapida (PR). Os métodos convencionais incluem
as técnicas de formagdo de espumas, liofilizagdo, lixiviacdo, separacdo de fase e
eletrofiagdo. De modo geral tais técnicas ndo permitem um controle rigoroso da
arquitetura interna do arcaboug¢o molecular e ndo € possivel se ter um controle preciso de

sua porosidade.

Os métodos PR apareceram mais recentemente e ainda estdo numa fase inicial de
desenvolvimento. Entre as técnicas de prototipagem rapida encontram-se a impressao
tridimensional (3D), a estereolitografia, a sinterizacdo laser e a extrusdo multimaterial.
Estas técnicas sdo muito promissoras devido a sua versatilidade e rapidez de processo
que permitem fabricacdo de arcabougos moleculares de geometria complexa e com maior
controle da arquitetura interna e porosidade do material [10-11]. Entretanto, o custo das
técnicas de PR ainda ¢ significativamente elevado, principalmente das matérias primas,

equipamentos, modelos e softwares. Adicionalmente, muitas vezes a rugosidade da peca
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obtida ¢ muito elevada para os padrdes da ETB, podendo ativar eventos bioldgicos

danosos ao paciente a exemplo da trombogenicidade superficial do material [12].

As caracteristicas basicas de um arcabougco molecular ideal sdo sua alta
porosidade, maxima darea superficial, propriedade mecanica adequada, estrutura
tridimensional e biodegradabilidade. Ao mesmo tempo deve direcionar o crescimento
celular dos tecidos adjacentes e das células semeadas em sua superficie. Para isso o
material deve prover uma adequada adesdo celular e, em certos casos, deve favorecer

também a migracao das células.

A estrutura porosa prové ao arcabou¢o molecular duas fun¢des criticas. Primeiro,
os canais dos poros prové a porta de entrada para a migragao celular por capilaridade. Em
segundo lugar, a existéncia de poros maximiza a area superficial do material para a

interacdo de numerosas células especificas.

Existem muitos materiais biocompativeis que podem ser utilizados para a
obtencdo de arcaboucos moleculares. Dentre estes, devido as suas propriedades de
processamento e variabilidade molecular, os polimeros ocupam um lugar de destaque. Os
polimeros podem ser obtidos em um grande leque de composi¢cdes quimicas e
propriedades mecanicas adequadas para a area da ETB. Os polimeros biodegradaveis
proporcionam a obtengcdo de arcabougos moleculares biodegradaveis. Nesse caso,
proporcionam uma base de sustentagdo para as células bioldgicas semeadas até que essas

sejam capazes de secretar sua propria matriz extracelular.

Atualmente a ETB ¢ utilizada com sucesso em muitas areas da medicina regenerativa
destacando-se o tratamento de vitimas de queimaduras, em que ¢ feita a colheita e
crescimento de amostras de pele seguida do transplante para o paciente para reparar as areas
danificadas pelas queimaduras. Outras dreas da medicina regenerativa que se encontra em
constante desenvolvimento na ETB sdo (Figura 2) a ortopédica (reparacdo ou substitui¢do de
cartilagens, tecido Osseo e ligamentos), vascular (constru¢do das paredes de vasos
sanguineos), pulmonar (construcdo de estruturas bronquiais, a exemplo de veias do térax),
oftalmologicas (reconstrugdo da cornea). Uma meta ambiciosa, mas ndo impossivel com os
recursos atuais da ETB e biotecnologia, ¢ a constru¢do de 6rgdos novos incluindo coracao,

pancreas, figado e bexiga.
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(1)

(V)

Figura 2- Ilustragdo de algumas aplicacdes ETB ja em fase clinica. (I) restauragdo ossea utilizando a
bioceramica de hidroxiapatita. Observa-se na seqiiéncia a falha dssea (a), inser¢do da biocerdmica (b) e
integracdo da biocerdmica com o tecido 6sseo (c). (II) O enxerto cardiovascular macroporoso fabricado a
partir do polimero PLLA (A) ¢ embebido em fibrina (B) ¢ implantado na artéria de animal (C). (III)
Traquéia produzida integralmente a partir de técnicas da ETB. (IV) Codrnea de paciente danificada
(esquerda) e regenerada por técnica da ETB (direita). Adaptado de [13-14].

A utilizacdo de arcaboucgos moleculares porosos na ETB parece ter evoluido

inicialmente a partir das idéias de Voorhees [15] e Wesolewski [16], que comprovaram a
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eficiéncia de préteses cardiovasculares porosas na reconstru¢do ventricular relativamente

as proteses cardiovasculares com auséncia ou baixa distribuicdo de poros.

Devido ao seu baixo custo e relativa simplicidade a técnica de processamento de
polimeros através da eletrofiacdo ¢ muito promissora para a obten¢do de arcaboucos
moleculares para a ETB devido ao seu baixo custo além de permitir a obtencdo de
arcaboucos moleculares de elevado cociente area/volume de porosidade e de superficie

similares morfologicamente a matriz extracelular biologica [17].

1.3 O emprego da eletrofiacio para a obtencido de arcaboucos moleculares

poliméricos

A utilizagdo da técnica de eletrofiacdo de polimeros (EFP) para a obtengdo de
arcabougos moleculares ¢ uma técnica bem difundida na ETB. A técnica EFP ¢ uma
extrusao exercida por forcas eletrostaticas de um polimero em solu¢do ou no seu estado
de fusdo, resultando em fios poliméricos eletricamente carregados que apos serem
depositados em uma placa coletora formam uma rede ou malha porosa de micro ou

nanofibras [18]. A Figura 3 ilustra a técnica de eletrofiacao.

Seringa contendo a
solucdo polimérica

Placa Coletora

5-20cm

|" A
in TN } |

| | Cone de Taylor
l. \

¢/

Y, Regigo Estavel
T Potencial Aplicado

10-25 kV

Regiéo Instavel

Figura 3- Ilustracdo da técnica de eletrofiacdo. O polimero estd dissolvido em seu solvente ideal.
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O equipamento de eletrofiagdo consiste basicamente de quatro partes: uma bomba
infusora constituida por uma seringa com a finalidade de controlar o fluxo da solucao
polimérica, uma agulha de aco que atua como eletrodo, uma fonte de tensdo para gerar o
campo elétrico e uma placa coletora, normalmente de aluminio, que atua como contra-
eletrodo para o depdsito das fibras poliméricas. Sob a agdo de um campo elétrico de baixa
intensidade, a gota pendente da solugdo polimérica é estabilizada pela tensdo superficial da
solu¢do. A medida que a diferenca de potencial aumenta, as cargas eletrostatica distribuidas
na solu¢do do polimero levam a uma distor¢ao na geometria da gota e esta adquire uma forma
conica, conhecida como cone de Taylor. A formag¢do do cone se deve as forcas opostas,
tensdo superficial e fora eletrostatica, distribuidas na gota da solugdo polimérica. A uma
tensdo critica, as forcas eletrostaticas vencem a tensdo superficial e um fio da solucao

polimérica emerge do cone e se deposita na placa coletora, conforme ¢ ilustrado na Figura 3.

A técnica de eletrofiacdo possui como varidveis dependentes os parametros da solugao
polimérica (concentra¢do, constante dielétrica do solvente), parametros de processo
(velocidade de fluxo, tensdo aplicada, distancia entre a agulha e a placa coletora) e também da

temperatura e umidade relativa da camara onde se realiza o processo [19-20].

O objetivo desta Tese envolve a obtencdo de arcabougos moleculares porosos
baseados no polimero poliglicerol arborescente (PGA) utilizando a técnica de eletrofiagdo,
buscando desenvolver um campo de aplicagao na area de tecidos moles da ETB. A estrutura

do PGA ¢ ilustrada na Figura 4.
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Figura 4- ITlustracdo da estrutura quimica (A) e simulagdo computacional (B) do PGA. Em (B), a cor
vermelha indica deficiéncia de elétrons ¢ a cor azul excesso de elétrons.

O PGA ¢ um polimero solivel em agua, o que dispensa a utilizagdo de solventes
tornando possivel, assim, se desenvolverem rotas de sintese de arcabougos moleculares
porosos através da técnica de eletrofiagdo utilizando a quimica verde (green chemistry). Ao
mesmo tempo, a eliminagdo de solventes organicos contribui para que o arcabouco molecular

obtido mantenha as caracteristicas biocompativeis do PGA.

O PGA tem sido intensamente estudado em nossos laboratorios na UNIFEI ha cerca
de uma década, devido as suas promissoras aplicagdes como sistemas transportadores de
principios bioativos, podendo ser obtidos a partir da rota de sintese quimica do glicerol,
particularmente interessante para o Brasil, o maior produtor de glicerina como subproduto da

sintese do biodiesel do mundo [21-22].

A aplicacdo do PGA na obtencdo de arcabougos moleculares porosos para a ETB
utilizando a técnica de eletrofiacdo ndo tem sido abordado pela literatura até o presente
momento. Observa-se portanto, uma lacuna de conhecimentos sobre a utilizagdo de
arcabougos moleculares baseados no PGA para a ETB, particularmente voltada para a

regeneragdo de tecidos moles a exemplo do tecido cardiaco infartado.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal investigar a aplicabilidade de um
poliglicerol arborescente (PGA) na obtengdo de um arcabou¢o molecular macroporoso
com potencial aplicacdo na Engenharia de Tecidos Bioldgicos. As caracteristicas fisico-
quimicas do PGA levaram a escolha da técnica de eletrofiagdo para a obtencao do
arcaboug¢o molecular. O arcabouco de PGA celetrofiado foi investigado quanto a sua

capacidade de interacao com fibroblastos.

1.4.2 Objetivos Especificos

. Aperfeigcoar o processo de eletrofiagdo para a obtencao de arcaboucgos moleculares

baseados no PGA.

. Caracterizar o arcaboug¢o de PGA através das técnicas de intumescimento ¢

microscopia eletronica de varredura (MEV).

. Avaliar as propriedades biocompativeis do arcabougo de PGA através do ensaio

de citotoxicidade.

. Avaliar o processo de adesdo e proliferacao de fibroblastos no arcabouco de PGA

utilizando as técnicas MEV e microscopia de fluorescéncia (MF).

1.5 Estrutura da Tese

Esta Tese estd dividida em cinco capitulos, sendo que, neste capitulo foi
apresentado a pesquisa resgatando as motivagdes para a realizagdo desse estudo. Em
seguida, sdo apresentadas algumas consideragdes sobre a tematica escolhida, bem como

sdo apresentados os objetivos e as questdes norteadoras da presente pesquisa.
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No segundo capitulo, ¢ apresentada a revisdo da literatura a respeito dos principais
polimeros utilizados na fabricacdo de arcaboucos moleculares para a ETB. Conceitos
importantes como bioreabsor¢do e biodegradabilidade. As principais técnicas utilizadas na
obten¢do de arcabougos moleculares porosos, as possibilidades de aplicagdo e limitagdes de

cada técnica também sdo discutidas neste capitulo.

No terceiro capitulo, apresenta-se a metodologia da pesquisa. E apresentada a rota
de sintese do PGA e o processo de eletrofiacdo para a obtencdo de arcabougos
moleculares para a ETB. Também sdo apresentadas as técnicas de caracterizacdo fisico-

quimica e bioldgica do arcabougo de PGA eletrofiado.

O quarto capitulo, ¢ dedicado a apresentagdo dos resultados obtidos e sua analise
quanto ao processo de sintese do PGA e sua eletrofiacdo. Sdo examinados os resultados
das caracterizagdes fisico-quimicas e biologicas e o processo de adesao e proliferacdo de
células fibroblasticas nas membranas eletrofiadas obtidas utilizando-se as técnicas de

microscopia fluorescente e eletronica de varredura.

Por fim, no quinto capitulo, como consideragdes finais, sdo apresentadas as

principais conclusdes deste estudo e as implicagdes para futuras pesquisas.



REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo a literatura relacionada com o tema
desta Tese ¢é revista, procurando analisar os
diversos estudos empiricos, os diferentes tipos de
metodologia empregados para a obtengdo de
arcabougos poliméricos e os resultados alcangados.
E igualmente proposito deste capitulo efetuar uma
retrospectiva dos fatos mais relevantes do passado
que contribuiram para a Engenharia de Tecidos
Biol6gicos  contemporanea, destacando-se o
processo de eletrofiacdo. A aplicagdo de
métodos computacionais no estudo e no
planejamento de arcaboucos moleculares baseados
no poliglicerol arborescente e que utilizam a rota de

sintese a partir do glicerol também ¢ apresentado.

34
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2.1 A utilizac¢io de polimeros para a obtencio de arcaboucos moleculares

Atualmente, existe uma ampla variedade de familia de polimeros utilizados na
fabricagdo de arcaboucos para a semeadura de células bioldgicas. A caracteristica
principal desses materiais ¢ sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de

bioreabsor¢ao [23].

Considerando a estrutura da matriz polimérica, uma série de abordagens podem ser
utilizadas na ETB, envolvendo desde a utilizagdo de um polimero biodegradavel, a
exemplo de poli(L-acido lactico) (PLLA) ou mesmo de polissacarideos a exemplo do

amido [24-25]. A Figura 5 ilustra as estruturas do PLLA e do amido, utilizados na ETB.

T ¢
R-CH,——C—0—CH—-R —
n

Poli(L-4cido lactico)

CH,0H CH,OH CH,OH
OH OH OH >
OH 0 0 OH
OH OH 1 OH

Biopolimero de Amido

Figura 5 - Ilustragdo de estrutura quimica com o mapa eletrostatico (Software -HyperChem) do PLLA e do

biopolimero de amido, dois polimeros amplamente utilizados na obten¢do de arcabougos moleculares.

Os polimeros podem ser classificados como naturais (biopolimeros) e sintéticos.
Com relagdo a seu comportamento no fluido fisiolégico podem ser classificados em

absorviveis ou nao absorviveis [26].
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Os polimeros naturais, a exemplo do colageno (Figura 6) s3o possuidores de
propriedades bioldgicas especificas como matriz de sustentagdo de nanocristais de
hidroxiapatita, contudo apresentam as desvantagens inerentes dos materiais alogenos e
exdgenos (disponibilidade, seguranga e variagdes fisico-quimicas entre os lotes

produzidos) [27].

Para sua aplicacdo na ETB, os polimeros sintéticos devem ser necessariamente

biocompativeis, biodegradaveis ou bioreabsorviveis [28].

A utilizagdo de materiais bioreabsorviveis ou biodegradaveis possuem como
principal vantagem a elimina¢do de cirurgias para sua remocao posteriormente ao

processo de cicatrizagdo e formag¢dao do novo tecido biologico [29-30].

Os polimeros sintéticos a exemplo dos poliésteres alifaticos poli(tereftalato de
etileno) (PET), poli(acido glicélico) (PAG), poli(l-acido lactico) (PLLA) e poli(E-
caprolactona) (PCL) sao os polimeros biodegraddveis mais comumente usados para a
fabricacdo de arcabougos moleculares. Esses materiais ja sdo utilizados para aplicacoes
clinicas, aprovados pelo FDA (“Food and Drug Admnistration” — EUA) e estdo
disponiveis no mercado nacional para diversas aplicagdes na regeneragao do tecido dsseo
[31]. A Figura 6 ilustra as estruturas quimicas de alguns dos polimeros

biodegradaveis/bioreabsorviveis mais utilizados na ETB.
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Figura 6- Ilustracdo das estruturas quimicas e aplicagdes clinicas de alguns polimeros reabsorviveis:
Dacron®-PET ¢ utilizado na fabricacdo de varios tipos de stents, PGA ¢ utilizado na fabricagdo de tubos
para a reconstrucdo de veias e artérias, PLLA ¢ utilizado como enxerto de falhas 6sseas e o PCL a é muito

utilizado na fabricacdo de traquéias artificiais. Adaptado de [32-33].

Os polimeros PLLA, PET e PCL sdo polimeros de condensagdo pertencentes a

familia dos poliésteres alifaticos biodegradaveis, por possuirem carbonilas que atuam

como nucleofilico que sofrem hidrélise no meio fisiologico catalisado pela dgua, um

agente eletrofilico.
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No caso da hidrélise da ligagdo éster ser catalisada por meio da a¢do de enzimas, a
cadeia polimérica deve se ajustar aos sitios ativos das enzimas. Tal fato é favorecido pela
flexibilidade das cadeias poliméricas alifaticas, o que ndo ocorre com os poliésteres
aromaticos que proporcionam elevado impedimento estérico que inviabilizam a reagao

hidrolitica do material [34].

Os polimeros PLLA, PGA e PCL sdo os poliésteres mais utilizados na fabricagdo
de suturas absorviveis e possuem como grande vantagem a sua biodegradabilidade por
hidrolise simples da cadeia do éster em meio aquoso, ou seja, na presenca dos fluidos
corporais. O polimero PCL tem sido atualmente um dos polimeros mais utilizados na
fabricacdo de matriz para a liberacao controlada de farmacos. Sua biodegradacao ocorre
particularmente através da hidrolise da ligagdao éster pelas enzimas presentes nos fluidos
biolégicos [35]. A Figura 7 ilustra a degradagao dos poliésteres alifaticos sintéticos em meio

aquoso [36].
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Figura 7- Ilustracdo de degradagdo de poliésteres alifaticos sintéticos. Adaptado de [37].

Outros polimeros de origem natural a exemplo da seda também tem sido utilizados
como suportes para o crescimento de vdarios tipos de tecidos bioldgicos [38]. O
biopolimero seda ¢ sintetizado pelo bicho-da-seda da espécie Bombyxmori sendo
constituido pelas proteinas sericina e fibroina. A fibroina ¢ uma proteina estrutural das
fibras de seda composta principalmente pelos aminoacidos glicina, alanina, tirosina e

serina. A fibroina de seda ¢ um polimero natural que apresenta grande potencial para
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aplicacdo como biomaterial devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, minima
reagdo inflamatoria e propriedades mecanicas adequadas, além de alta permeabilidade

para oxigénio e vapor d’agua.

Recentemente nossa atengdo tem se voltado para a aplicagdo de PGA para a
obtencdo de arcaboucos para a ETB [39-40]. Os PGA(s) tem sua origem na reagdo de
polieterificacdo da glicerina, um mondmero de origem natural, além de serem
biocompativeis e biodegradaveis [41]. O PGA pertence a familia dos poliéteres com
elevada densidade de grupos hidroxila em sua periferia (Figura 8). Sua estrutura quimica
primaria € muito similar aos polimeros poli(dlcool vinilico) (PVOH) e poli(etileno glicol
(PEG), tradicionalmente utilizados na industria farmacéutica para a fabricacdo de
sistemas transportadores de firmacos ou curativos para o tratamento de feridas. A

Figura 8 ilustra comparativamente as estruturas quimicas do PVOH, PEG e PGA.

g SO
(©)

Figura 8 - Ilustragdo das estruturas quimicas do PVOH (A), PEG (B) e PGA (C). Adaptado de [42].

Com o objetivo de se produzir PGA capazes de atuarem como arcabougos
moleculares para a engenharia de tecidos bioldgicos, este trabalho apresenta os resultados
tedricos e experimentais sobre a sintese de hidrogéis de PGA, utilizando-se um nucleo

oligomérico de glicerol como precursor da rede polimérica.

Na reacdo de polimerizagdo, as unidades de glicerol sofrem condensagdo através dos
grupos hidroxilas, formando éteres, que podem ter cadeias carbonicas de massa molecular

variada, dependendo das condi¢des reacionais [42]. A Figura 9 ilustra as possibilidades de
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condensacdo do glicerol para a obtengdo de seus nucleos oligoméricos lineares (diglicerol,

triglicerol, tetraglicerol, pentaglicerol e hexaglicerol) [43].

OH OH OH OH
HO \)\/ OH —+:Lf]::01 > HO \)\l 0 \)\L 0 \)\/ OH
2 \ )

n-1

n =1 (diglicerol)

n = 2 (triglicerol)

n = 3 (tetraglicerol)
n =4 (pentaglicerol)

Glicerol

Figura 9 - Ilustragdo do mecanismo de condensagdo do glicerol para a producdo de seus oligdmeros.
Adaptado de [44].

2.2 Propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de arcaboucos moleculares

A principal fungdo de um arcabouco molecular ¢ atuar temporariamente como suporte,
facilitando e guiando o crescimento celular até a completa regeneracdo do tecido biologico.

Para alcangar esse objetivo ¢ necessario que o arcabouco mantenha a morfologia e as

propriedades mecanicas adequadas ao longo de todo o processo regenerativo [45].

Um arcabougo molecular adequado para ETB deve atuar como um modelo
tridimensional para o crescimento in vitro € in vivo da célula bioloégica. Para alcancar esse
objetivo o arcabouco deve consistir de uma rede de poros interconectados em escala
micrométrica e/ou macrométrica de forma a permitir o transporte de nutrientes através dos
poros, migracao celular, adequada vascularizagcdo e consequentemente o crescimento tecidual

no local [46].

A biocompatibilidade de um dado arcabougo polimérico ¢ uma caracteristica
fundamental, pois garante que o material ¢ seguro para uso in vivo, ndo induzindo respostas
inflamatorias. Como o material implantado no corpo humano deve permanecer ali por um
determinado tempo, os subprodutos originados de sua interagdo com o meio celular ndo
devem produzir qualquer efeito nocivo ao corpo. Para tanto, um requisito basico ¢ que seja

degradado naturalmente ao longo do tempo e absorvido pelo corpo sem gerar efeitos
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colaterais. Esse processo permite que o organismo recupere sua funcionalidade gradualmente

evitando sequelas.

Com relacdo aos fenomenos degradacdo e absorcao, entende-se que o material deve se
decompor naturalmente, mas seus subprodutos devem ser excretados por intermédio de
alguma via metabolica normal ao organismo, sem que haja o acimulo ou biodistribui¢do em
algum 6rgao do corpo humano [47]. A biodegradabilidade dos arcabougos ¢ necessaria para
que se permita que a matriz extracelular ocupe o espago vazio enquanto o material ¢
degradado. A hidrolise e a degradacdo enzimatica mediada principalmente pelas enzimas
circulantes no organismo biologico sdo as duas formas bésicas de degradacdo de um

arcabouco polimérico biodegradavel implantavel [48].

Também deve ser considerado que as dimensdes dos poros exercem uma influéncia
importante nas propriedades biologicas do arcabouco molecular. O arcabougo deve ndo
somente possuir uma estrutura porosa para que possa difundir nutrientes e permitir a
eliminacdo de residuos, mas também devem apresentar interconectividade para favorecer a
difusdo celular bem como viabilizar as atividades metabdlicas da célula [49]. Para a
regeneracdo Ossea os tamanhos de poros variam entre 100 e 440um [50]. No caso de
arcaboucos com finalidade de liberagdo de farmacos, as dimensdes dos poros variam entre

150 € 200 um [45].

Uma vez que ao final do processo de regeneracdo celular, toda a carga suportada pelo
arcabouco sera transferida para o tecido regenerado, as propriedades mecanicas do arcabouco
devem ser similares ao tecido neoformado. Nesse caso, a velocidade de degradagdao do
arcabouco deve ser compativel com a formagdo do novo tecido, que ocupard o local do

arcabouco apds sua biodegradagdo [49].

A interacdo entre o tecido biologico e o arcabougo molecular sintético estéd
intrinsecamente ligado a energia livre da adesdo celular e exercerd influencia significativa nas
respostas subséquentes na capacidade das células em se proliferarem e diferenciarem apds

contato com o implante [45].

A adesdo celular a um biomaterial est4 relacionada a dois fendmenos distintos. Em um
primeiro fenomeno a fase de adesdo ocorre rapidamente, envolvendo eventos como interagdes
coulombiana e de van der Walls entre as células e o arcabougo. Posteriormente podera haver a

adsor¢ao de moléculas bioldgicas como proteinas de matriz extracelular, proteinas de
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membrana celular e do citoesqueleto que interagem conjuntamente para induzir a transdugao
do sinal celular promovendo assim a acdo de fatores de transcricao e regulacdo da expressao

génica da célula em crescimento na matriz sintética [45].

A adesdo celular ¢ mediada por diferentes tipos de proteinas receptoras trans-membrana
conectada ao citoesqueleto celular [46]. Os aspectos da dindmica da adesdo celular necessitam
de regulagdo destes receptores de adesdo celular, que se encontram na superficie da célula.
Este fendmeno ¢ crucial para a unido de células individuais em tecidos tridimensionais de
mamiferos. As células ndo se juntam simplesmente e formam tecidos, na verdade elas estdo

organizadas em padrdes diversos e altamente distintos.

A capacidade adesiva dos conjuntos de receptores de adesdo ou dos processos
associados ao citoesqueleto tais como o espalhamento celular, ¢ crucial para uma boa adesao
celular, controle do crescimento e mobilidade celulares. A morfogénese tecidual requer a
cooperacao entre o processo fisico de adesdo celular e os processos de sinalizagdo mediados
por proteinas que controlam a transferéncia da informacdo entre as células. Portanto, os
sistemas de adesdo celular podem ser reconhecidos como mecanismos que ajudam na
traducao da informagdo genética basica nos complexos padroes tridimensionais das células

nos tecidos bioldgicos.

As caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas dos arcaboucgos sdo muito importantes
entre as interagdes entre as células biologicas e a matriz sintética uma vez que, geralmente; as

células biologicas aderem mais fortemente a superficies de materiais mais hidrofilicos [51].

A migracao celular estd envolvida em diversos fendmenos bioldgicos, sendo parte
fundamental na formacao dos orgaos e tecidos. Sua importancia permanece mesmo em
organismo adulto, tanto na fisiologia, quanto em sua patologia. Por exemplo, a migracdo dos
fibroblastos e células endoteliais vasculares ¢ essencial para a cura de feridas. Para que a
célula se movimente, primeiramente ela deve aderir ao suporte para que sejam desencadeados
0s eventos que provocarao seu movimento, incluindo a contragdo dos filamentos de actina que
conectam os complexos de adesdo célula-suporte como estruturas intracelulares [52]. A

Figura 10 ilustra o processo de adesdo celular ao arcabougo molecular.
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Figura 10 - Ilustragdo do processo de adesdo e movimento celular na superficie de um arcabougo
molecular. O processo de movimento celular se inicia quando a célula adere na superficie do arcabougo
via moléculas de adesdo tais como vinculina, talina e integrina. Adaptado de [52].

As mudancgas nas formas dos tecidos biologicos freqlientemente envolvem migragdes
celulares em um processo coordenado tanto espacialmente quanto temporalmente. Nesse caso,
as células podem migrar individualmente ou como uma parte aderente do tecido bioldgico,

acompanhando suas mudancas morfogenéticas [47].

Os desafios atuais no projeto de arcaboucos moleculares para a ETB estdo
associados ao entendimento quantitativo das relagdes entre a composicdo quimica das
macromoléculas e os fendmenos fisico-quimicos e bioquimicos envolvidos na interface
arcabougo/tecido biologico que favorecem o processo de proliferagdo, crescimento e

diferenciagao celular.

Pesquisas recentes apontam a biomimetizagdo como sendo um passo importante no

aperfeicoamento do processo de adesdo celular em arcabougos moleculares sintéticos. O
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processo de biomimetizacdo se baseia na imobilizagdo de biomoléculas na superficie do
material a fim de reproduzir a fungdo biologica da matriz extracelular [53]. Diversas
pesquisas apontam as proteinas da matriz extracelular atuando como locais especificos para o
processo de adesdo das células e de pois nas etapas posteriores de migragdo, crescimento e

diferenciacdo celular.

Alguns processos que propiciam a obtengdo de arcabougos moleculares
biomimetizantes sdo: a modificacdo quimica de grupos funcionais, adigdo de carga
eletrostatica a superficie e alteracdes da molhabilidade hidrofilicidade /hidrofobicidade [54-

55].

As proteinas de cadeia longa da matriz extracelular tais como a fibronectina,
vitronectina e laminina, com seqiiéncias de peptideos, como RGD (Arg-Gly-Asp), podem ser
utilizadas de forma eficiente na modificagdo da superficie de um arcabougo sintético. A
ligacao dessas proteinas ou peptideos a matriz polimérica pode ocorrer de forma covalente ou

adsorcao fisica [47].

Para a confec¢do de um material biomimetizado, devem ser consideradas
caracteristicas como a afinidade da ligacdo entre o ligante presente no biomaterial e o receptor
a ser inserido, a densidade de ligagdes presentes no ligante e a sua distribuicdo espacial [48].
Dependendo da natureza das forgas envolvidas na interacdo macromolécula-substrato e da
aplicacdo projetada para o arcabougo, o processo de imobilizagdo das biomoléculas no
arcabouco pode ser permanente ou temporario. De maneira geral, existem trés possiveis
técnicas para a imobiliza¢ao de biomolécula sem um arcabougo molecular destinado a ETB:

adsorcao fisica, imobilizagdao por aprisionamento ou ligacao covalente [46].

A adsorgao fisica ¢ uma técnica que retém a biomolécula de interesse na superficie do
arcabouco molecular através de forcas de ligacdo de hidrogénio, forcas de van der Waals ou a
formagdo de complexos de transferéncia de carga. As vantagens desta técnica envolvem o
baixo custo ¢ a auséncia da necessidade de modificar-se quimicamente o arcabougo.
Entretanto, as forgas de ligacdo no processo de adsorcdo sdo suscetiveis a lixiviagdo por

gradientes de pH, temperatura, concentragao ou forga idnica do meio.

Outro processo de imobilizagdo de biomoléculas na superficie do arcabougo molecular
de forma a promover a adesdo e o crescimento celular € a técnica do aprisionamento fisico da

biomolécula diretamente na matriz polimérica. A imobilizagdo por aprisionamento envolve a



45

utilizacdo de uma barreira fisica para a retencao da biomolécula na matriz polimérica que
compde o arcabougo. A imobilizagdo por aprisionamento pode ser de carater permanente ou
temporario, dependendo de cada sistema. O inconveniente dessa técnica de imobilizagdo esta
no fato de que as biomoléculas imobilizadas ndo permanecem na superficie, o que leva a uma
reducdo significativa no processo de inducdo da adesdo e proliferagdo celular. Como
desvantagem da técnica de aprisionamento fisico pode-se apresentar a elevada barreira de
difusdo de nutrientes para o crescimento celular ou mesmo a eliminacdo de subprodutos

resultantes da biodegragdo/bioreabsor¢ao do arcabouco sintético.

No processo de imobilizagdo via ligacdo covalente os grupos funcionais do
arcaboug¢o molecular sdo ativados de forma a se acoplar quimicamente a molécula
biolégica de interesse. A ligagdo quimica entre o arcabouco sintético e a biomolécula
pode ser efetuada em meio tamponado similar ao do meio celular, utilizando-se
simultaneamente aditivos e estabilizadores que preservam a atividade de reconhecimento
das biomoléculas. Esta técnica apresenta como vantagem a baixa resisténcia difusional ao
passo que a principal desvantagem reside no fato de que o arcaboug¢o molecular ndo

poderia ser biodegradavel.

A Figura 11 resume as principais técnicas de imobilizacdo de compostos bioativos
em arcabougos moleculares de forma a promover a adesdo, crescimento, proliferacdo e

diferenciagao celular.
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Figura 11 - Técnicas para o aprisionamento de espécies bioativas em arcabougos moleculares para a ETB.
Adaptado de [56].

2.3 Aplicacao de hidrogéis na engenharia de tecidos biologicos

Uma classe de polimero comumente utilizada na obtencdo de arcabougos

\

moleculares devido a sua constituicdo similar ao do tecido biolégico quanto ao seu
contedo de agua sdo denominados de hidrogéis. Um hidrogel representa uma rede

macromolecular tridimensional com elevado contetido de agua [57].
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Figura 12 - Ilustragdo da microestrutura tipica de um hidrogel. Adaptado de [58].

Uma importante caracteristica do hidrogel ¢ que, em escala macroscopica, se
comportam como solidos enquanto que, ao nivel molecular, apresentam propriedades
similares as solucdes verdadeiras [59]. Esta propriedade ¢ particularmente importante
para a medicina uma vez que ¢ possivel se imobilizar componentes biolégicos como
células e proteinas no arcabougco macromolecular, obtendo assim um microambiente que

mimetiza a fisioldgia de tecidos e orgdos bioldogicos dos mamiferos [60].

Um gel pode ser definido como uma rede tridimensional de cadeias flexiveis
constituidas por segmentos conectados através de interagdes fisicas ou, ligadas
covalentemente e, solvatadas por um determinado liquido (Figura 12). Se o liquido que
solvata as cadeias poliméricas ¢ de natureza organica, o sistema recebe o nome de
organogel. Por outro lado, se a solvatagdo ¢ feita pela 4gua o material se denomina de

hidrogel [61-62].

A atencdo sobre a aplicacdo dos hidrogéis na medicina iniciou-se a partir dos
trabalhos de Wichterle e Lim (Figura 13) sobre a fabricacdo de lentes de contato a partir

do polimero hidrofilico poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA) [63-64].
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Figura 13 - Os quimicos tchecos inventores da lente de contato, Otto Wichterle (esquerda) e Drahoslav
Lim (direita). Adaptado de [65].

Os hidrogéis sdao polimeros hidrofilicos, insoluveis em agua, apresentando modulo
de elasticidade muito proximo ao dos tecidos moles (cartilagens) que incham na presenca
de agua até alcangarem o equilibrio termodinamico. No estado desidratado os hidrogéis

sao denominados de xerogéis e exibem cristalinidade.

O foco das pesquisas atuais a respeito da aplicagdo dos hidrogéis para a fabricacdo
de arcaboucos moleculares estd dirigido principalmente para a compreensdo da relagdo

entre a estrutura quimica e sua atividade bioldgica (Figura 14).
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Figura 14 - Relagdo entre estrutura quimica e as propriedades bioldgicas do arcabougo molecular exercem
influéncias significativas que afetam diretamente a interacdo entre a célula biologica e o material
sintético.

Dessa maneira, observa-se que a estrutura quimica resultante de um arcabougo
molecular tipo hidrogel sdo resultantes de um conjunto de condi¢gdes de processamento

que influi decisivamente nas suas aplicagdes como arcabouco molecular para a ETB.

A estabilidade dimensional do arcabougo molecular dependerd diretamente do
conteudo de agua absorvida pelo hidrogel e depende diretamente da estrutura quimica
primaria do material e da distribuicao de massa molecular no material. A distribuicdo de
massa molecular, ou seja, a polidispersao (PD) ¢ influenciada por varios parametros,
destacando-se as condicdes reacionais empregadas na reacdo de polimerizagdo para a

obtencdo do hidrogel.

De modo geral, os hidrogéis podem ser obtidos a partir da reticulacdo quimica e
reticulacdo fisica [66]. O método de reticulagdo quimica (Figura 15) envolve a formagao
de reticulagdes através do uso de agentes reticulantes. Entretanto, os métodos de
reticulacdo quimica tendem a apresentar sérias limitagdes na fabricacdo de arcaboucos
moleculares para a ETB uma vez que a remocdo do excesso de agentes reticulantes
geralmente ¢ incompleta tendo-se como residuos a presenga de compostos toxicos

resultantes de seu processo de sintese.



Figura 15 - Ilustragdo dos principais métodos de reticulagdo quimica para a obtengdo de hidrogéis:
polimerizacdo de monomeros vinilicos (a) e macromondmeros (b), reagdo através de grupos funcionais
(c), utilizagdo de radiacdo de alta energia (raios-y) (d), condensagdo de aminoacidos (e), fotoreticulacio
com luz UV através de grupos reativos da benzofenona (f). Adaptado de [67].

Os hidrogéis fisicos (Figura 16) também chamados de reversiveis, possuem as
redes poliméricas mantidas juntas por emaranhados moleculares ou forgas secundarias
incluindo a coulombiana, ligacdo de hidrogénio ou forgas hidrofobicas. Caso o polimero
seja semicristalino, a formagdo de cristalitos podera levar ao ancoramento das cadeias da
parte amorfa da macromolécula e servir como pontos de reticulagcdo. Nesse caso, partindo
do resfriamento de uma solu¢do polimérica, formam-se cristalitos, que sdao caracteristicas

dos géis fisicos, também denominados de criogéis [67].

Formados por dominios hidrofébicos e agrupamentos de emaranhados moleculares
dao aos hidrogéis fisicos uma inomogeneidade caracteristica. As terminagdes de cadeia
podem gerar defeitos nesses géis, como por exemplo, a diminui¢do do grau de

cristalinidade, necessario para o ancoramento das cadeias poliméricas.
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A combinacdo de um ion multivalente com um polieletrélito gera um hidrogel
fisico denominado de ionotrdpico (a exemplo o alginato de calcio, Fig. 16(a)). Quando se
mistura polieletrolitos de cargas opostas eles precipitam ou gelificam, dependendo da
concentracdo ¢ pH da solugdo, o resultado dessa "'reticulagdo i6nica’” sd3o os chamados
complexos coacervados (Fig. 16(b)). Hidrogéis de complexos coacervados tém se tornado
atraente para o preparo de arcabougos moleculares para a ETB devido a simplicidade de
seu preparo. Entretanto, deve ser observado que as interagdes fisicas sdo reversiveis e

podem ser desestabilizadas por gradientes de for¢a idnica, pH, temperatura e aplicacao de

tensdo (campos elétricos).
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Figura 16 - Ilustracdo dos métodos de obtencdo de hidrogéis via reticulagdo fisica: interagdo idnica (a),
interacdo hidrofobica (b), automontagem com formagio de um complexo estereoquimico (c), interagdo
entre espirais enroladas, interacGes através de reconhecimento molecular especifico. Adaptado de [68].

2.4 Caracteristicas fisico-quimicas do hidrogéis de PGA

A grande maioria dos arcabougos moleculares desenvolvidos atualmente para a
ETB ¢ constituida por polimeros. Os polimeros sintéticos bioabsorviveis com a
capacidade de degradar-se sob a ac@o de reacdes hidroliticas nas condi¢des fisioldgicas e

eliminar-se completamente através das vias metabolicas tém sido os materiais mais
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atrativos para a ETB. Os arcabougos moleculares elaborados a partir desse tipo de
polimero oferecem a possibilidade de se criar tecidos biolégicos completamente naturais
eliminando os problemas associados a respostas inflamatérias e formagao de tecido

fibroso associado normalmente aos implantes permanentes.

Recentemente, estudos tém demonstrado que oligdmeros do glicerol e poliglicerois
arborescentes (PGA) exibem boas propriedades de biocompatibilidade tornando-os sistemas

atraentes para a obten¢do de arcabougos moleculares para a ETB [69-70].

E importante observar que além da distribui¢do da massa molecular, a arquitetura
molecular (Figura 17) do polimero também poderd exercer uma influéncia marcante nas

propriedades do arcabouco molecular pretendido.

Polimeros sintéticos tradicionais

linear ciclico ramificado estrelada

@ ) 11, i

Arborescente

Hiperramificados Enxertos arborescentes

S ek

Dendrons Dendrimeros

Figura 17 - O quimico alemao Hermann Staudinger é considerado o “pai” da quimica macromolecular. Em
1953 ele ganhou o prémio Nobel em virtude de seus trabalhos envolvendo a elucidagdo da arquitetura
molecular dos polimeros. Adaptado de [71].

Sdo os trabalhos de Hermann Staudinger que evidenciam a grande variedade das
propriedades fisico-quimicas dos polimeros em fun¢do de sua diversidade de estruturas.
Devido a rotacdo da ligagdo C-C, uma macromolécula ideal possui muitos graus de liberdade

e pode assumir muitas configuracdes diferentes. Dessa maneira, € a liberdade rotacional sobre
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cada ligacdo C-C que faz a molécula de um polimero linear parecer um longo pedaco flexivel
de uma corda (Fig. 18). Entretanto, deve ser observado que, para cadeias reais de polimeros
existem impedimentos que restringem cada ligacdo a um pequeno numero de estados
rotacionais distintos e a faixa de valores acessivel para o angulo ¢ ¢ severamente restrita

por interferéncias estéricas entre as sucessivas unidades da cadeia.

Figura 18- Representagdo de um polimero de cadeia linear formado por N unidades monoméricas e

caracterizado pela distancia ponta-a-ponta por R e seu raio de giro (Rg). CM representa o centro de massa
da cadeia polimérica. R é o comprimento médio que representa o tamanho do polimero.

Devido as inimeras conformagdes que a cadeia polimérica pode assumir, a melhor
representacdo da morfologia de uma particula polimérica ¢ a de um “novelo aleatoério” de
baixa energia (Figura 19). Polimeros com grupos laterais grandes impdem dificuldades
ao empacotamento destas cadeias em arranjos cristalinos por impedimento estérico o que

resulta em polimeros amorfos.
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Figura 19 - Novelo aleatério formado por polimeros lineares representando uma particula microscopica
[72].

E fato que cadeias poliméricas ocupam um volume no espago e suas dimensdes
sao influenciadas por angulos de ligagdao e por interagdes entre os elementos da cadeia.
Estas interagdes podem ser classificadas interagdes de curto alcance e interagcdes de longo
alcance. A interacdo de curto alcance ocorre entre &tomos vizinhos ou grupos de atomos e
sao usualmente forcas de repulsdo estérica causadas pela sobreposicdo de navens
eletronicas. As interagdes de longo alcance sdo compostas de forcas atrativas e
repulsivas, (interacdes van der Waals) entre segmentos separados em uma cadeia que

ocasionalmente se aproximam devido a flexibilidade molecular.

A energia das macromoléculas depende também das interagcdes entre atomos ou
grupos de atomos ndo ligados intra- e intermolecularmente. Assim, das muitas
conformagdes possiveis teoricamente, apenas algumas sdo energeticamente favoraveis.
As distribuigcdes destas conformagdes sdo governadas pelas leis da termodindmica e da
mecanica estatistica. As conformagdes de mais baixa energia sdo preferidas pelo fator de

E
Boltzmann, (e *T}), onde E ¢ a energia da molécula numa conformacédo particular, T ¢ a

temperatura absoluta e k ¢ a constante de Boltzmann [73].
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Se um polimero ¢é feito de N ligagdes, com 7, representando a n-ésima ligagdo, o

vetor ponta-a-ponta R ¢ dado por:

N

*=ZTH 2.1)

n=1

O tamanho médio da cadeia macromolecular pode ser calculado considerando-se a

média do quadrado de (R2):

(R2) = Z PRCES @2)

Desde que nao existe correlagdo entre as direcoes de diferentes vetores de ligacdo, se

n#m, {r,r, )} = (r,} = (r,.) = 0. Logo, o tamanho da cadeia polimérica ¢ dado por (R?):

N
(R?) = Z{’Pf} = Nb* (2.3)
n=1

Sendo: b o comprimento de cada ligagdo ¢ N o nimero de meros presentes na cadeia
polimérica. Nb representa, no caso, o limite termodindmico do comprimento da cadeia

polimérica (linear).

Caso nao exista a presenga de interagdes entre as unidades méricas na cadeia
polimérica, a energia do polimero ¢ independente de sua geometria o que significa
fisicamente que o sistema estd em equilibrio termodindmico. Nesse caso, todas as

configuragdes possiveis sdo provaveis de ocorrer flutuando no tempo de acordo com a

ungao de distribuicdo de Maxwell-Boltzmann, P[I_?:, N):

3/2 _355
) g INB: (2.4)

P(RN) = (zsmfbf
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Por razdes termodindmicas, o polimero tende a se enovelar a medida que o
produto Nb aumenta uma vez que, quanto maior a distdncia entre as pontas da cadeia
maior a energia da conformagdo. A estrutura de um gel corresponde a ligacdo covalente das
cadeias de polimeros lineares entre si que, numa primeira aproximacao, podem ser ditas como

ramificadas.

O raio de giro, R, ¢ uma grandeza que permite a diferenciagdo entre as
arquiteturas de diferentes polimeros e corresponde a distancia de rotacdo em torno de um
eixo fixo no espaco. Dessa forma, qualquer objeto tem um niimero ilimitado de raios de
giro, pois hda um numero ilimitado de eixos correspondentes. No exemplo de uma
molécula esférica, o eixo passa pelo seu centro de gravidade e o raio de giro estabelece o

tamanho da cadeia polimérica [74].

A Figura 20 demonstra uma correlagdo da distancia calculada para o raio de giro (Ry) e
o raio hidrodinamico (Ry), que ¢ calculado pela técnica de espalhamento de luz dindmico, a

partir do centro de gravidade de um polimero em solugao.

Raio hidrodinimico

Polimero

Figura 20- Comparagdo entre raio hidrodindmico e raio de giro de um polimero em solu¢do. Adaptado de
[75].

O raio de giro ¢ um dado importante na avaliacdo do comportamento da estrutura
ao longo do tempo. Esta andlise ¢ responsavel pela verificagdo da compactacdo da

molécula. O crescimento deste pardmetro, R, significa que a molécula aumentou seu
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volume, o que pode influenciar na utilizagdo do material, principalmente para materiais

biocompativeis.

O raio de giro pode ser obtido através do programa g gyrate, pacote pertencente

ao software Gromacs, que utiliza a equagao 2.5:

Sl )
R, = Z—m (2.5)

sendo »; a posicao do atomo i em relagdo ao centro de massa e m; sua respectiva massa.

Contrariamente aos seus isOmeros lineares, poliglicerois, o PGA possui uma
arquitetura globular possuindo uma baixa polidispersdo quanto a distribuicao de sua massa

molar, ocupando a0 mesmo tempo um volume hidrodindmico menor [76].

O grau de ramifica¢do (GR) desempenha também um importante papel no controle
da massa molecular e polidispersao (PD) dos polimeros arborescentes. Os dendrimeros
possuem um GR ideal igual a 1, enquanto que nos polimeros lineares GR = 0 [77].
Consequentemente polimeros hiperramificados se situam no intervalo 0<GR<I1, conforme

demostrado na Figura 21.
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Figura 21- Comparagdo das arquiteturas poliméricas como uma fun¢do do grau de ramificacdo GR: D-
dendritica, L- linear e T- unidades terminais). Adaptado de [77].
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Apresentando uma elevada densidade de grupos hidroxilas em sua superficie o PGA ¢
um polimero ndo-idnico, amorfo, termopldstico e muito soluvel em agua. O PGA
apresenta uma estrutura mimetizante do poli(etileno glicol) (PEG) e poli(6xido de etileno),
dois polimeros hidrofilicos extensamente utilizados na produ¢@o de sistemas para aplicagdes

clinicas [78].

A elevada densidade dos grupos 1,2 diol na periferia do PGA poderd também
permitir a biofuncionalizagdo seletiva do arcabougo sintético com moléculas promotoras
de adesao celular. A biofuncionalizagdo do arcabougo baseado no PGA podera permitir o
desenvolvimento de arcabougos moleculares capazes de mimetizarem a complexicidade e
dinamismo da matriz extracelular nativa dos tecidos biologicos de tal forma que os
mesmos estimulem, inicialmente, as interagdes bioldgicas na interface arcabougo/tecidos
receptores, ocasionando uma resposta bioldgica reparatéria e funcional do tecido
solicitante a curto e longo prazo, apos implante do arcaboug¢o no organismo bioldgico
[79]. A Figura 22 ilustra uma série de reacdes de ativagdo a que podem ser submetidas as
unidades méricas do glicerol presentes no PGA para uma posterior biofuncionalizacdo

especifica do arcabouco.
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Figura 22 — Reacgdes especificas de ativagdo dos grupos 1,2 diol presentes no PGA que poderdo favorecer
a biofuncionaliza¢do do PGA. Adaptado de [80].

Adicionalmente, a temperatura de transicao vitrea (Tg) do PGA situa-se em torno
de -20 °C, comportando-se como um liquido viscoso a temperatura ambiente o que pode
favorecer a obtencao do arcabouco. Sua alta solubilidade em agua permite, ao mesmo

tempo a obten¢ao de arcabougos moleculares liofilizados [81].

O PGA ¢ sintetizado a partir de um nucleo oligomérico de glicerol. Oligdmeros de
glicerol sdo produtos biodegraddveis que sdo conhecidos desde o inicio do século 20. No
entanto, somente na ultima década ¢ que foram desenvolvidas rotas de sintese de reacdes de
eterificacdo para a obtencdo de produtos de elevada pureza [77]. Oligoéteres de glicerol sdo
estruturas moleculares ndo i0nicas, que tém sido usados por muitos anos como emulsificantes

em alimentos e emolientes na area cosmética.
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2.5 Tecnologias para a produc¢io de arcaboucos moleculares

Um grande nimero de tecnologias foram desenvolvidas nas tltimas décadas para a
producdo de arcaboucos moleculares poliméricos para a ETB. Cada processo apresenta
suas vantagens ¢ desvantagens que cada técnica de elaboragdo confere ao arcabougo
molecular caracteristicas estruturais diferentes, de forma que ¢ importante selecionar a

técnica mais adequada de acordo com sua aplicacao na ETB.

As técnicas mais importantes para a producdo de arcabougos moleculares para a

ETB estao resumidas na Tabela 1.

Tabela 1- Tecnologias mais utilizadas para a fabricacdo de arcaboucos moleculares.
Adaptado de [82].

Propriedades Tamanho de
Porosidade do Morfologia
Tecnologia do polimero poros obtidos
arcabouco (%) observada
base (um)
o Microporos
Liofilizagdo Solavel <300 <97 )
interconectados
Separagao de )
Microporos
fases induzida Soluvel <200 <97 )
) interconectados
termicamente
Laminagao por Porosidade
Soluvel 30-300 <85 )
membranas irregular
Lixiviagao Soluvel 30-300 20-50 Poros esféricos
) Estrutura
Tecnologia de )
microporosa
fluido Amorfo <100 10-30

) com poros ndo
supercritica )
interconectados
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2.5.1 Liofilizacao

A liofilizagdo ¢ um processo de secagem no qual a dgua ¢ cristalizada a baixas
temperaturas e entdo sublimada. No entanto, para que o processo de sublimagdo ocorra é
necessario que a zona de operagdo esteja abaixo do ponto triplo (ponto onde ha
coexisténcia das fases solida, liquida e vapor), conforme apresentado na Figura 23 [83].
O diagrama de fases da agua (Figura 23) ¢ uma representagao grafica das propriedades da
agua em termos de pressdao e temperatura, e ilustra as regides onde a fase sélida, liquida e

vapor coexistem em equilibrio.

O ponto triplo, que ocorre a uma temperatura de 0,0098°C e uma pressao de 4,58
mmHg, ¢ onde ocorre a intercessao das trés linhas correspondentes aos estados da agua.
Ao fornecer calor ao um material em condi¢des abaixo do ponto triplo, a 4gua contida
neste produto passara diretamente do estado sdélido ao de vapor, sendo esse processo

chamado de sublimacao.
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Figura 23- Diagrama de fases P-T para a 4gua e os respectivos processos correspondentes as transi¢des de
fase. Os respectivos equilibrios entre as fases sdo: linha DB = equilibrio liquido-vapor, linha DA =
equilibrio sélido-liquido e linha DC = equilibrio sélido-vapor. Adaptado de [83].
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O processo de sublimagdo origina a morfologia porosa do arcabougo molecular

resultando em uma estrutura esponjosa deixada pela saida de dgua a exemplo da Figura
24 [84].

Figura 24 - Arcabougo molecular tipo esponja fabricado a partir da liofiliza¢do do colageno. Em (A) o
arcabougo foi liofilizado ap6s lavagem com solugdo de acido acético 0,25 M e em (B) apos lavagem com
agua. Adaptado de [84].

2.5.2 Gelificacao térmica

A utilizagdo da técnica de gelificacdo térmica consiste inicialmente na dissolugao
do polimero em seu solvente ideal. Em seguida a solugdo polimérica ¢ aquecida em um
molde até sua gelificacdo. O gel obtido ¢ entdo tratado por uma solucdo precipitante (ndo
solvente) até se obter a estrutura porosa desejada (Figura 25). A principal desvantagem
da técnica de gelificagdo térmica estd no fato de que os poros produzidos ndo apresentam

interconectividade [85].
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Figura 25 - Arcabougo molecular de PLLA produzido pela técnica de gelificacdo térmica. Adaptado de
[85]

2.5.3 Lixiviacao de particulas da matriz polimérica

No processo de producdo de arcaboucos moleculares via lixiviagdo de particulas,
incorpora-se a solugdo (organica) polimérica sais inorganicos soliveis em agua, a
exemplo do cloreto de s6dio ou substancias organicas a exemplo da sacarose [86]. A
mistura ¢ transferida para um molde, o solvente ¢ evaporado ou liofilizado. O arcabouco
obtido ¢ lavado continuamente com agua destilada ou solucdo tampao de baixa forga
idnica para dissolugdo do sal ou agucar da matriz restando, entdo, os poros (Figura 26). A
limitagdo desta técnica esta na obtencdo de membranas muito finas e presenca de sal

residual no arcabouc¢o molecular obtido.

Uma variante do método de lixiviagdo consiste na adigdo de microesferas de
parafina como agentes formadores de poros a matriz polimérica. As microesferas de
parafina sdo removidas apos a lavagem do suporte polimérico por um solvente organico
adequado promovendo interconectividade e boa geometria esférica dos poros formados

(Figura 27) [87].
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Figura 27 — Micrografia eletronica de varredura de arcabouco de PLLA preparado utilizando microesferas
de parafina. O tamanho de poros varia de 420-500 um. Adaptado de [87].



65

2.5.4 Separaciao de fase induzida termicamente

Na sua esséncia o processo de separagdo de fases induzida termicamente (SFIT)
ndo ¢ mais do que um processo de liofilizagdo, gerando estruturas com tamanhos de
poros de 10-100 um. Inicialmente o polimero ¢ dissolvido em seu solvente a temperatura
elevada e a separacdo de fase ¢ induzida pelo resfriamento do material previamente

congelado por sublimagao.

A base do processo SFIT envolve a absor¢do de calor pela amostra congelada de
forma a vaporizar o gelo. Nesse caso, a utilizacdo de uma bomba de vacuo para aumentar
a remocdo do vapor de agua da superficie da amostra aumenta a velocidade de
sublimac¢do deixando poros microscopicos na estrutura resultante devido aos cristais de

gelo que sublimam, deixando aberturas (ou poros) no seu lugar.

Os arcabougos poliméricos obtidos através da técnica SFIT sdo altamente porosas
com morfologias tubulares anisotropicas e boas interconectividade dos poros. A
microporosidade das matrizes produzidas pela técnica de TIPS, a morfologia dos poros,
as propriedades mecanicas, a bioatividade e a taxa de degradagdao podem ser controladas
simplesmente se variando a concentracdo do polimero na solucao, fragdo volumétrica da
fase secundaria, bem como a temperatura de resfriamento da composi¢do sistema
polimero/solvente. O método de separagdo de fase induzida termicamente foi
intensivamente estudado durante os ultimos 20 anos. Em 1981, Castro foi o primeiro a
usar a técnica SFIT para preparar membranas microporosas [88]. Nos anos 1990, Lloyd
estudou sistematicamente o mecanismo de separacdo de fase [89]. Os polimeros mais
usados para a fabricagdo de matrizes pela técnica SFIT, sdo os polimeros biodegradaveis,

em particular, os poli (a-hidroxiacidos), a exemplo do poli(acido latico) (PLLA).
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Figura 28 - Micrografia eletronica de varredura de arcabougo molecular de PLLA fabricado através da
técnica SFIT. Adaptado de [87].

2.5.5 Fluido Supercritico

Fluido supercritico ¢ qualquer substancia em uma temperatura e pressdao acima do
seu ponto critico (Pc, Tc e Vc), no qual as fases liquida e gasosa sao indistinguiveis uma
vez que as suas densidades sdo iguais. O fluido supercritico pode sofrer efusdo através de
uma substancia s6lida podendo assim dissolver materiais a semelhanca de um liquido.
Além disso, perto do seu ponto critico, pequenas alteracoes em sua pressdo ou
temperatura resultam em grandes mudangas de densidade, permitindo assim que as
propriedades pressdo, volume, temperatura ou densidade do fluido possam ser ajustadas

de acordo com sua aplicacao [90].

O dioxido de carbono (CO;), ¢ um gas com um baixo ponto critico
particularmente interessante para aplicagdes industriais devido a sua baixa toxicidade (Tc
=31 ° C Pc = 73,8 bar e Vc = 2,137dm’/kg) é o mais amplamente utilizado no campo
fluido supercritico na produg¢do de arcaboucos moleculares [91]. Esta técnica para a
producdo de arcabougo molecular usando fluido supercritico (conhecido também como
"gas foaming”), utiliza um gas para criar poros no interior do arcabougo de polimero,
como por exemplo: poli (DL-l4ctico acido) (PDLLA) e o poli (4cido lactico-co-glicolico
DL-lactico) (PLGA), eliminando assim a necessidade de utilizacdo de grandes volumes
de solventes organicos. O CO, costuma ser mais comumente utilizado como fluido
supercritico para a obtencdo de arcaboucos moleculares dadas sua inercia quimica e baixa

toxicidade para o ambiente celular [92].
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O arcabouco molecular precisam ter poros de tamanho adequado e
interconectividade, sendo estas propriedades fundamentais para utilizacdo na engenharia
de tecidos. Estas propriedades influenciam significativamente o crescimento celular. No
entanto, o processo de formagdo de arcabougo por técnica de fluido supercritico ¢ dificil
de controlar em relacdo ao tamanho e estrutura dos poros principalmente no interior da
matriz [90]. A Figura 29 ilustra um equipamento para fabricagdo de arcabougo molecular

utilizando a técnica de fluido supercritico.
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Figura 29 — Diagrama esquematico que mostra o equipamento utilizado para fabricacdo de arcabougo.
Adaptado de [90].

2.5.6 Prototipagem Rapida

A prototipagem répida (PR) ¢ uma técnica recentemente adotada na fabricacdo de
arcaboucgos para a ETB. A técnica de PR envolve a construcao de objetos 3D usando a
estratégias de fabricagdio em camadas. Embora existam diversas variantes desta
tecnologia, o processo geral envolve a producdo de um modelo gerado por computador
através da técnica de desenho assistido por computador (Computer Aided Dispatch -
CAD). Os dados do modelo sdao implementados no CAD para producdo fisica da
estrutura, que sdo reproduzidas em camadas transversais. A partir da primeira camada
(camada de base) constroem as camadas posteriores, cada camada recém-formado adere a

anterior. Com dados obtidos do paciente como Tomografia Computacional (TC) ou
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Ressonancia Magnética (RM) dos tecidos danificados, podem ser criadas estruturas
especificas no CAD e reproduzir arcabougos personalizados para corre¢do do tecido
danificado e consequentemente, um arcabou¢o que possuém uma forma exata para
correcdo [93]. A Figura 30 Ilustra a fabricagdo de arcabouco usando Prototipagem

Répida.

1-3D Desing de arcabouco 2-2D Repartir 3-RP Fabricagdo

Figura 30 - Ilustrag@o de fabricacdo de arcabougos usando Prototipagem Rapida (RP).

2.5.7 Eletrofiacao

No processo de eletrofiacdo uma solugdo polimérica € sujeita a um campo elétrico
aplicado na extremidade de um tubo capilar. A medida que a intensidade do campo
elétrico aumenta, o liquido presente na extremidade do tubo se alonga, adquirindo um
formato conico conhecido como cone de Taylor. Quando o campo elétrico atinge um
valor que supera a tensdo superficial da solugcdo, um jato eletricamente carregado ¢
expelido da extremidade do cone. Neste trajeto pelo ar, o solvente ¢ evaporado, o
polimero ¢ seco e recolhido em uma placa de metal [94]. A Figura 31 ilustra o processo

de eletrofiacao.
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Figura 31- Ilustrag@o do processo de eletrofiacdo. Adaptado de [95]

Com a evaporagdo do solvente, o jato da solucdo polimérica ¢ acelerado pela
diferenga de potencial aplicada, as cargas elétricas condensam-se provocando uma
instabilidade no jato, que geralmente adquire uma forma espiralada, embora varias outras
configuragdes tenham também sido observadas na literatura [96]. A Figura 32 ilustra os
exemplos de configuragdes que podem ser adquiridas pelo jato de uma solugdo

polimérica sob a acdo de um campo elétrico [97].

Figura 32 - Alguns exemplos das configuracdes que podem ser adquiridas pelo jato de uma solugdo
polimérica durante o processo da eletrofiacdo [98].
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Dentre as metodologias para a produ¢do de arcaboucos moleculares para a ETB a
técnica de eletrofiacdo se destaca devido a possibilidade de obtengdo de suportes para o
crescimento de tecidos bioldogicos com diferentes funcionalidades e com diadmetros e
geometrias ajustaveis [99-100]. Adicionalmente a técnica permite a obtencdo de
arcabou¢os moleculares com elevada porosidade e poros interconectados, caracteristicas

essas desejaveis para a ETB [101-102].

Embora a técnica de eletrofiagdo possua a capacidade de propiciar uma produgao
de arcabougos moleculares para a ETB, existem algumas limitacdes que influenciam
diretamente a consolidagdo desta técnica como uma opg¢do para a producdo em escala
industrial tais como [103-104]:

(a) A solugao polimérica deve ser suficientemente viscosa,
(b) Os solventes utilizados devem ser suficientemente voldteis para evaporarem e
permitirem a obten¢ao do polimero sélido,

(c) A intensidade do campo elétrico deve ser ajustada a um valor ideal.

Atualmente existe um forte crescimento na pesquisa cientifica e tecnoldégica quanto a
obten¢do de materiais eletrofiados, conforme demonstra o nimero de artigos cientificos

publicados no periodo de 1999-2014 (Fig. 33).
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Figura 33 - Numero de artigos publicados com a palavra-chave eletrofiagdio no periodo 1997-2014.
Adaptado de [105-106].

A Figura 34 ilustra os paises que possuem investimentos no desenvolvimento
cientifico e /ou tecnoldogico de materiais eletrofiados. Entretanto, atualmente existe
apenas um pequeno grupo de empresas que estdo produzindo produtos comerciais
eletrofiados indicando que ha a necessidade de se ampliar os investimentos em pesquisas

cientificas e tecnoldgicas nesta area [105-106].
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Figura 34 - Paises que apresentam produgdo cientifica e/ou tecnologica na area de eletrofiagdo. Adaptado
de [105].

2.5.8 Limitacoes da utilizacao dos arcaboucos moleculares na ETB

Existem algumas limitagdes para criagdo de arcabougos moleculares 3D. Embora
varias pesquisas tenham demonstrado o sucesso desses materiais na regeneragao do
tecido biologico, sua biodegradagdo altera o microambiente fisiologico alterando por
exemplo; seu pH natural através da liberagdo de subprodutos [107]. Assim, o acido
lactico liberado pelo PLLA durante sua biodegradagdo, reduz o pH do microambiente,
acelerando sua velocidade de degradacdo devido a autocatédlise causando alteragdes

significativas na fun¢do da célula biologica [108].

Estudos também tem comprovado que as particulas liberadas durante a
biodegradacdo do arcaboug¢o molecular podem afetar seriamente os processos de
regeneragdo celular provocando uma resposta inflamatéria que pode levar a necrose

tecidual ou mesmo a formagao de tumores [109].
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A estrutura de arcabougos sintéticos ndo possui uma composicdo quimica de
superficie que mimetizante do tecido celular. O tecido celular produz naturalmente uma
matriz extracelular composta principalmente de colageno, elastina, glicoproteinas,
proteoglicanos, laminina e fibronectina. O colageno ¢ o componente principal da matriz
extracelular e é reconhecido pelas células, além de ser quimiotatico podendo induzir uma
resposta imune. Nesse caso, a antigenicidade do coldgeno pode ser reduzida por

tratamento com pepsina para remocao das regides telopeptidicas ou por reticulagao [110].

Também deve ser observado que algumas das técnicas de fabricacdo de
arcabougos sdo incapazes de controlar com precisdo o tamanho dos poros, sua geometria,

distribuicdo espacial e a constru¢do de canais no interior do arcabouco.

No processo de producdo de arcabougos por gelificagdo térmica as particulas de
lixiviagdo ndo podem assegurar a interligagdo entre os poros, porque isso depende das
particulas de sal adjacentes que estdo em seu interior. Além disso, as camadas de
peliculas formadas durante a evaporagdo do solvente levam a aglomeragao de particulas
tornando muito dificil o controle de uma distribuicdo de tamanhos de poros no interior do

arcabouco [49].

As técnicas que utilizam solventes organicos, como cloroférmio e cloreto de
metileno, para dissolver inicialmente os polimeros sintéticos € um problema significativo
devido aos riscos de toxicidade e carcinogenicidade que a presenca residual desses

solventes representa para as células biologicas [111].

Uma limitagao séria na producao de arcaboucgos moleculares esta no fato de que as
células na superficie ndo podem migrar profundamente devido a falta de nutrientes,
oxigénio e a remogdo insuficiente de residuos. A colonizacdo de células na periferia do
arcabouco consome os nutrientes forma uma barreira eficaz para a difusdo de oxigénio e
nutrientes para o interior. Além disso, para a ETB, as altas velocidades de transferéncia
de nutrientes e oxigénio promovem a mineraliza¢do da superficie, impedindo a entrada de
nutriente e oxigénio, limitando ainda mais a transferéncia de células para o interior do

arcabougo [109].

Experiéncias tém demonstrado que as células biologicas s6 sdo capazes de

sobreviver perto da superficie do arcabouco [109]. Neste contexto, nota-se que nenhuma
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célula, com exce¢do de condrocitos, consegue sobreviver em poros de 25-100um devido

em grande parte a sua natureza 3D [112].

O tecido epitelial apresenta topologia aproximadamente 2D e parece ndo ser
dependente de se¢des transversais espessas, explicando assim o sucesso da produgdo
deste tecido com técnicas de fabricacdo convencional [49]. No entanto, a maioria de

outros tecidos 3D exige uma alta concentragcdo de oxigénio e nutrientes.

O corpo humano fornece para os tecidos bioldgicos concentracdes adequadas de
oxigénio e nutrientes através dos vasos sanguineos. Os arcaboucos de engenharia de
tecidos devem ser desenvolvidos de tal forma a ser vascularizado o suficiente para o
transporte de oxigénio e nutrientes no interior do arcabougo, remo¢do de residuos e de
subprodutos indesejaveis [113]. A Figura 35 apresenta um resumo do mecanismo de
difusdo das células biologicas para o interior do arcaboug¢o molecular e a influéncia do O,

e nutrientes na forma¢ao de uma matriz extracelular.

O e
Nutrientes
Dg =
Nutrientes

A) Celula acima do arcabougo. Oxigénio e B) Semeadura de células em arcabouco.
nutrientes s&o fornecidos a partir do meio
liquido de cultura de células.

O e
Nutrientes
Dg c
Nutrientes

C) As células comegam a proliferar e migrar para D) As células colonizam completamente os poros
0s poros do arcabougo. e comegam a estabelecer sua propria matriz
extracelular.

Figura 35 - Diagrama esquematico mostrando as limita¢des de difusdo no arcabouco. Adaptado de [113].
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2.6 Modelagem in silico do mecanismo reacional de sintese e propriedades fisico-

quimicas do PGA

O objetivo da modelagem computacional nesse trabalho foi investigar tanto o
processo de sintese dos oligdmeros PGL como o processo de hidrélise do arcabougo

molecular baseado no PGA.

A modelagem molecular ou, modelagem in silico, representa atualmente uma
importante ferramenta utilizada na interpretacdo de resultados experimentais e na
construcdo de novos biomateriais com propriedades fisico-quimicas especificas. A base
da modelagem molecular estd em relacionar todas as propriedades moleculares
importantes do sistema como estabilidade, reatividade e propriedades eletronicas com a
estrutura molecular do biomaterial. Desta forma ¢ possivel se desenvolver algoritmos
capazes de calcular uma estrutura molecular com uma propriedade do arcabouco
molecular como sua biodegradabilidade e correlaciona-la com as propriedades

moleculares apresentadas pelo material.

A descricao de um sistema quimico através de métodos computacionais requer a
formulagdo de um modelo fisico cuja complexidade estd determinada pelo sistema em
estudo. Nesse caso, o sistema pode ser uma molécula ou um conjunto destas que podem
interagir entre si ou nao. A modelagem computacional se inicia com a representacao
grafica da molécula em uma estrutura plana para, em seguida, ser transladada ao espago
3D onde os atomos sdo representados como um conjunto de fungdes matematicas para a
determinacdo de suas propriedades fisico-quimicas, através de um algoritmo de célculo

presentes em pacotes de programas, a exemplo, do Hyperchem.

O Hyperchem ¢ um pacote de programas para a modelagem computacional que
possui os algoritmos da mecénica quantica, mecanica molecular e dindmica molecular
que se complementam com uma sofisticada interface grafica que permite a visualizacao
3D das propriedades moleculares de um dado sistema, como do potencial eletrostatico e os
orbitais de fronteiras HOMO e LUMO [114-115]. A Figura 36 ilustra as principais

aplicacdes do Hyperchem.
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Figura 36 - Ilustragdo das principais aplicacdes do pacote de programas Hyperchem (MM = Mecéanica
Molecular e QM = Mecanica Quantica).

A energia de interagdo de uma molécula com um atomo com carga unitaria positiva ¢é
definido como o potencial eletrostatico (€,). Representando um balanco entre as interagdes de
repulsdo, envolvendo os nucleos dos atomos carregados positivamente, € as interacdes de
atracdo, envolvendo os elétrons carregados negativamente [115]. As regides de uma molécula

em que o potencial eletrostatico € negativo delineiam os locais que sofrem ataque eletrofilico.

Uma informagdo que pode ser adicionada a qualquer iso-superficie ¢ utilizagdo de
cores para representar valores das propriedades eletrostéaticas. Cores num extremo do espectro
visivel representam valores menores que as cores no outro extremo [116]. Por exemplo, o

valor do potencial eletrostatico mapeado sobre uma superficie de densidade eletronica
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constante pode ser empregado para distinguir regides ricas e deficientes em elétrons, mostrada
em cores diferentes. Em geral, no caso do mapa de potencial eletrostatico, inicia-se pela cor
vermelha (alta densidade eletronica) e passando por varias nuances até o azul (baixa
densidade eletronica). Assim, cores proximas ao vermelho indicam altos valores de potencial
negativo, enquanto cores proximas do azul representam altos valores de potencial positivo

(cores laranja, amarela e verde representam valores de potencial intermediario).

O mapa de potencial eletrostatico fornece as regides de densidade eletronica
correspondente, tamanho da molécula e o potencial eletrostatico. A constru¢do do mapa de
potencial eletrostatico envolve: a) a construcdo da superficie de densidade eletronica da
molécula; b) a construcao da superficie de potencial eletrostatico; c) a aplicacdo de cores a
superficie obtida para designar valores de potencial. Dentre os modelos graficos, os mapas de
potencial eletrostatico mostram também estruturas moleculares, estabilidade, reatividade
quimica e seletividade, que sdo ferramentas com as quais, concluimos investiga¢des quimicas

[117].
O € ¢ definido como a energia de interagdo de um ponto p de carga positiva

localizada no nucleo e os elétrons da molécula, demonstrado na equacao 2.6.

nucleo ZA funcdes de base (!5;,(1') (ﬁv (1)
= - p [f g (2.6)
Tae T T

O primeiro termo da equagao 2.6 ¢ uma somatoria sobre o nucleo A. Os Z, sao os

nameros atomicos e RAp sdo as distancias entre o nucleo e o ponto de carga. O segundo termo

da equagéo é composto de somatorias sobre as fungdes de base @, P ¢ a matriz de densidade e

as integrais refletem interagdes Couldombicas entre os elétrons e o ponto de carga, onder ¢ a
p
distancia que separa os elétrons e o ponto de carga. Nas regides onde € ¢ positivo, prevalece o
p

efeito do nticleo concentrado sobre os elétrons dispersos. Na maioria das moléculas ocorrem
rearranjos de carga eletronica que acompanham a formacdo das mesmas, produzindo
normalmente uma ou mais regides de potencial negativo relatado, por exemplo, como pares
de elétrons livres ou elétrons m de moléculas insaturadas [118-119]. Cada regido como estas
descritas, possuem um ou mais locais de minimos (ex: o mais negativo dos valores negativos).

Na Figura 37 ilustra o €, do glicerol e diglicerol.



78

+0.781

In
-0.126

Glicerol

+0.573

Diglicerol

Figura 37 - Potencial eletrostatico calculados no HyperChem 5.1 sobre a superficies moleculares do
glicerol e diglicerol. Faixa de fun¢io mapeadas de cores: Vermelho, mais negativo e azul escuro, mais
positivo.

Neste caso os mapas de potencial mostram claramente o efeito do grupo doador e do

grupo retirador de densidade eletronica. No glicerol e também no diglicerol observamos
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regides de potencial negativo na extremidade onde encontra os oxigénios. O € , constitui a
p

mais comum e mais importante ferramenta dentre os modelos graficos (mapas de LUMO, de

potencial de ionizagdo, potencial de polarizagdo, dentre outros.). E importante enfatizar que g,

¢ uma propriedade fisica real, e observavel, a qual pode ser determinada experimentalmente,

por técnicas de difra¢do de raios X [120], assim como computacionalmente.

Os orbitais moleculares (OM) de um s6lido estdo fortemente sob & influéncia uns dos
outros e também das moléculas adjacentes, de forma que os niveis de energia ndo sio
observados para cada um isoladamente, mas sob a forma de um conjunto de niveis de energia
muito proximos entre si, conhecidos por bandas de energia. Tais bandas dependem da
estrutura geométrica da célula unitaria do s6lido e da sua composicdo quimica. A banda
constituida dos niveis ocupados de menor energia ¢ denominada banda de Valéncia, enquanto

que aquela contendo os niveis mais altos de energia e desocupada ¢ a de condugdo.

A regido existente entre essas duas regides ¢ chamada “gap” ou banda proibida que
define uma regido energeticamente proibida aos elétrons e indica a natureza do material.
Numa molécula também ¢ possivel se observar o agrupamento de niveis eletronicos em faixas
de energia, embora os niveis energéticos sejam nitidamente discretos. Por analogia a
nomenclatura adotada para sélidos, ¢ usualmente identificada por estas faixas como bandas de

Valéncia, conducao ou proibida.

Na banda de valéncia o nivel eletronico ocupado de maior energia ¢ chamado HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital). Na banda de condugao o nivel eletronico desocupado

de menor energia ¢ chamado LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital).

As energias de HOMO e LUMO sao descritores muito eficientes das propriedades
eletronicas de um material. Estes orbitais tem papel fundamental na determinagdo da
reatividade dos compostos poliméricos e das suas bandas eletronicas. Estes orbitais também
determinam a formagdo de complexos de transferéncia de carga. A formagdo dos estados de
transicoes em reacgoes se deve a interagdo entre os orbitais de fronteira HOMO e LUMO das
espécies reagentes. Portanto o tratamento diferenciado para estes orbitais moleculares ¢

baseado em principios gerais que governam a natureza das reagdes quimicas.

A energia de HOMO ¢ diretamente relacionada ao Potencial de lonizacdo, grandeza
que caracteriza a suscetibilidade da molécula ao ataque de eletrofilos. A energia do LUMO ¢

relacionada a afinidade eletronica, e caracteriza a suscetibilidade ao ataque por nucleéfilos. A
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energia de HOMO e LUMO sdo importantes no caso de reacdes radicalares. O conceito de
“dureza” e “moleza” para nucleofilos e eletrofilos também esta diretamente ligado a razao
HOMO/LUMO [121]. Nucleéfilos “duros” tem HOMO de baixa energia, e nucledfilos
“moles" tem LUMO de alta energia. Eletrofilos duros tem alto LUMO e eletrofilos moles tem

baixo LUMO.

A lacuna entre HOMO e LUMO ¢ um importante indicador de estabilidade quimica.
Uma grande diferenca entre 0 HOMO e LUMO significa que a molécula tem alta estabilidade,
ou baixa reatividade em reacdes quimicas. A diferenca entre HOMO e LUMO pode ser usada

para aproximar a energia de excitagdo eletronica da molécula.

No caso de uma molécula doadora de elétrons, a densidade eletronica do HOMO ¢
fundamental para a transferéncia de carga. O descritor utilizado para este carater da molécula

G _ HOMO
Ja

no atomo “a , € definido pela equacao 2.7.

FE0 =5 (Chono 2.7)

9

sendo: C'yomo € n os coeficientes dos “n” orbitais atdmico da camada de valéncia do 4tomo

a” no HOMO. Analogamente para um receptor de elétrons, a densidade eletronica do

LUMO ¢ importante. Para o orbital LUMO o descritor utilizado ¢ definido pela equagao 2.8.

£ = Z (Cf UMO ): (2:8)

sendo: C'LUMO e n os coeficientes dos "n" orbitais atdmicos da camada de valéncia do

atomo “a’’ no orbital LUMO.

O mapa da distribui¢do espacial [y mol]* de um dado OM permite tragar uma
superficie, que delimita a regido onde ha probabilidade de se encontrar um elétron que ocupe
esse orbital . O mapa LUMO mostra as regides de uma molécula onde a populacdo de elétrons
¢ menor. J& o mapa do HOMO mostra as regides onde a populagdo de elétrons ¢ maior. A

Figura 38 ilustra os orbitais HOMO — LUMO para a molécula do Glicerol.
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Figura 38 - Representag@o dos orbitais moleculares HOMO (A) e LUMO (B) para a molécula do Glicerol
no Software HyperChem 5.1.

A definicdo da natureza qualitativa esta relacionada com polarizabilidade, geralmente
a diminuicdo na diferenca de energia entre HOMO e LUMO facilita a polarizacao da
molécula submetida a um campo eletromagnético orientado. As densidades eletronicas nos
orbitais de fronteira sdo uma maneira de caracterizacdo detalhada das possiveis interagdes
entre doadores e receptores de elétrons. Espera-se que a maioria das reagdes quimicas

acontega na posicao das densidades eletronicas dos OM's HOMO e LUMO.



MATERIAIS E METODOS

Este capitulo reune de forma detalhada as
metodologias empregadas para a preparacdo do
poliglicerol arborescente e sua caracterizagao fisico-
quimica. Também sdo apresentados os parametros
fisico-quimicos utilizados para sua eletrofiacdo e as
condi¢des nas quais foram conduzidas as técnicas
de caracterizacdo fisico-quimica e biologicas das
membranas de poliglicerol arborescente

eletrofiadas.
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3.1 Sintese e caracterizacao do PGA

Para a sintese do PGA foi utilizado um nucleo oligomérico de poliglicerol (PGL).
O nucleo oligomérico utilizado para a sintese foi preparado a partir da eterificagdo da
glicerina sob aquecimento (230°C), utilizando o Na,COj; (0,34% m/m) como catalizador
em atmosfera de nitrogénio sob pressao de 50 mmHg e destilagdo azeotropica da agua
reacional obtendo-se o ntcleo oligomérico de decaglicerol ou poliglicerina (PGL-10). O
mecanismo da oligoeterificagdo segue um mecanismo de reacao de Williamson onde o
glicerol sofre desprotonacdo em meio alcalino [122]. O rendimento da reagdo foi
maximizado conduzindo a reagdo em duas fases, sendo a primeira rica em glicerol
(contendo o catalisador alcalino) e a segunda contendo olefina, formando poliéteres que

podem ser facilmente separados [123].

A purificacdo do PGL-10 obtido foi feita através da destilagdo azeotropica da
glicerina nao reagida, com tolueno sob pressao de 10 mmHg (p.e. = 85 °C). A reacdo de

eterificacdo do glicerol para obtengao do PGL-10 estd ilustrada na Figura 39.
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Figura 39 - Ilustracdo no da reagdo de obtengdo do nticleo oligomérico de PGL-10. O indice n representa o
numero de moléculas de agua removidas durante a reagdo. Para n = 1,2,3,4,5, 6,7,8 ¢ 9; os oligdmeros
formados sdo: diglicerol, triglicerol, tetraglicerol, pentaglicerol, hexaglicerol, heptaglicerol, octaglicerol,
nonaglicerol e decaglicerol; respectivamente.

O indice de hidroxila (Nog) do PGL-10 foi determinado apds acetilacdo do
polimero (0,5-0,6 g) com 10 mL de uma solu¢do de anidrido acético/piridina (1:9). Apos
refluxo por 30 minutos a solucdo resultante foi titulada com KOH 1,0 utilizando-se
fenolftaleina como indicador. O Nog foi calculado de acordo com a Equagdo (3.1) [124]:

Vy —1,)x56,1
( 2z 1} +NA

3.1)

Nou =
m

sendo Nop o indice de hidroxila (mg NaOH/g de polimero), V; o volume de KOH
utilizado na titulacdo da prova “branca”, V, o volume de KOH utilizado na titulacdo da
amostra, m a massa de PGL-10 empregada e 56,1 representa o equivalente-grama do

KOH. Ny representa o numero (ou indice) de acidez da amostra.
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O Nou pode ser utilizado para determinar o nivel de avangco do processo de
eterificagdo do glicerol, estando relacionado com sua massa molecular (MM) e
funcionalidade (F) através da Equacdo (3.2):

MM — F56l (3.2)
(Ma+ Nog)

Sendo Na o niimero de acidez. Por sua vez, F representa o numero de hidroxilas por mol

de PGL-10.

A determinacdao de N, foi efetuada apds a titulacdo de 0,2 g de PGL-10
previamente dissolvido em mistura de agua/etanol (2:1) com solucdo padronizada de
KOH 0,05 M, utilizando-se fenolftaleina como indicador até aparecimento de coloracdo
rosa. Todas as medidas foram determinadas em triplicata e o calculo de N4 foi efetuado

através da Equacao (3.3) [124-125]:

_ VKGH:X:{]_,-J.XSE_,-].

iva
m

(3.3)

sendo N4y [mg KOH/g PGL-10] o numero de acidez, Vkon [L] € o volume de solucdo de
KOH utilizada na titulacao, 56,1 representa o equivalente-grama do KOH e m a massa da

amostra.

A relagdo entre a perda de dgua e a evolucdo da massa molecular dos oligomeros
de glicerol esta representada na Figura 40. A massa de 4gua removida durante o processo
de eterificacdo do glicerol foi determinada em separador Dean-Stark. Observa-se uma
boa relagdo linear entre a quantidade de 4dgua removida durante o processo de
desidratacdo (n) e a evolugdo da massa molecular do poliéter (MM), sendo observado um

coeficiente de correlagdo de Pearson igual a 0,999 (MM (Da)=75,51n + 90,18).
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Figura 40 - Relacdo entre massa molecular (MM) e o niimero de desidratacdes (n) envolvidas no processo
de oligomerizagdo do glicerol.

A Figura 40 também apresenta os resultados de Noy em funcdo de n. Foi
observada uma reducdo de Nopy inerente ao processo de eterificacdo, sendo que para o
PGL-10 o valor de Noy determinado foi igual a 895,1 mg(KOH)/g, equivalente a um
numero hidroxilas igual a 12 ¢ MM de 762,1 g/mol.

A Figura 41 ilustra o espectro de massa (EM) do PGL-10. Uma quantidade de
aproximadamente 10 mg de amostra foi solubilizada em 10 mL de solucdo
agua:metanol(1:1) sendo adicionado 0,1% de hidréxido de amonio. Os espectros de ESI-
MS e ESI-MS/MS foram adquiridos no modo negativo, num espectrometro de massa Q-
TOF2 Micromass (Manchester, UK). Para as andlises 2,5 mL de solu¢do contendo o
PGL-10 foi diluida em 200 mL de uma solu¢do 50:50:0.1 (v/v/v) de dgua:metanol:acido
formico. As amostras foram introduzidas na fonte de ESI a um fluxo de 10 mL/min.
Tanto nas andlises por MS como nas andlises por MS/MS a resolu¢do do analisador de
massa de tempo de voo (TOF) foi estimada em aproximadamente 10.000. A voltagem do

cone foi de 35 V e a voltagem aplicada no capilar foi de 3 kV. A temperatura da fonte foi
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ajustada para 80 °C e a temperatura de dessolvatacdo foi de 150 °C. Os espectros de
MS/MS foram obtidos utilizando argdénio como gas de colisdo, estando as energias de
colisdo situadas entre os 20 e 45 eV. Os resultados foram processados utilizando o

software MassLynx.

A analise do EM permite a identificagdo dos ions de massa referente ao PGL-10,
pois a massa molar do glicerol é 92u. Uma vez que a cada etapa de desidratagdol mol de
glicerol (massa molar 92 u) ¢ incorporado apds a perda de uma molécula de agua, se tera
a massa molecular de 166 Da para o diglicerol. O processo de eterificacdo para formagao
do PGL-10 leva a perda de 162 Da de 4gua, o que fornece uma massa molar para o PGL-
10 igual a 758 u. A analise dos espectros de massa de ESI-MS revelou um valor de m/z

igual a 757,3, correspondente ao (PGL-10 — H).

7573
100
678.,4
39'- |
665,3
0- m/z

200 400 600 800 1000 1200 1400

Figura 41 - Espectro de ESI-MS obtido para o PGL-10.

O PGA de geracdes (G) 0, 2 e 4 foi sintetizado pelo método divergente seguindo-
se uma sequéncia catalitica repetitiva de alilagao e di-hidroxilacdo a partir do nacleo de
PGL-10, seguindo metodologia adaptada da literatura [126-127]. A Figura 42 ilustra o
processo de obtengdo do PGA a partir do nticleo de PGL-10.
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Figura 42 - Ilustragdo do processo de sintese dos PGA G= 1, 2, 3 e 4 utilizando a rota sintética adaptada
de Williamson. TBABr = Brometo de tetrabutil amoénio, NMO = N-6xido de N-metil morfolina, OsO,4 =
tetroxido de 6smio (solugdo aquosa), PC = purificagdo cromatografica [128-129].

A pureza dos PGA (G=0, 2 e 4) foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Foi observado o tempo de retencdo (tr) de 28,6 min. para o PGA de
geracdo 3 (G = 3,0) (Figura 43-A). A dependéncia de t, em funcdo de G esté ilustrado na
Figura 43-B. Os valores do tempo de retencdo neste sistema de analise (filtracdo em gel)
estdo diretamente relacionados com o tamanho molecular do composto que estd sendo
analisado, portanto, o PGA de maior G apresentard a filtracdo mais lenta por ser a
molécula maior. O melhor ajuste na andlise da dependéncia de tgr em fungdo de G indicou

ser o exponencial (Figura 43-B).



&9

maAl
200+

175
] (A)
50 }

(B)

2% 566

150
1 45 |

G

125 40+ tyr =3,85e161 4212 (R =0,97)

35
100+ |
30
754 1
25 |

50- 20

Tempo de retencdo (min)

] 15 4
25+

10

Geracéo

20 30

Figura 43 - Perfil cromatografico CLAE do PGA (G3) (A) e dependéncia entre tg € o nimero de geracdo
do PGA (B).

O rendimento do processo de sintese foi de 88% (G=3,0), tendo os PGA obtidos as
seguintes  caracteristicas espectroscopicas (os espectros foram obtidos em
espectrofotometro Bruker ARX300 a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente): RMN-H,
(300 MHz, D,0), deslocamentos (6, ppm): 4,8 (OH); 4,04 (CH,-OH; CH-OH; CH,-O-
CH,; CHO-CH,); RMN-"C (75 MHz, D,0), deslocamentos (8, ppm): 64-64 (CH-CH,-O-
CH,) 70-75 (CH-OH; O-CH,; CH,-OH) E 80(CHO-CH;). Os sinais obtidos na

espectroscopia de RMN estdo em boa concordancia com os valores da literatura [130].

3.2 Processo de Eletrofiacio do PGA

Para a obten¢cdo de membranas eletrofiadas foi utilizado um PGA de geragdo G4.
PGA de geracdes inferiores ndo levaram a obtencdo de membranas estaveis,
provavelmente devido a sua massa molecular mais elevada relativamente aos PGA de
menor geragdo. A literatura indica que uma das variaveis de processo da eletrofiagdo de

polimeros consiste em se garantir uma massa molecular suficientemente adequada para se
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atingir niveis de viscosidade de solugdo que propiciem o entrelagamento entre as cadeias
do polimero [131-132]. Assim, a massa molecular elevada do PGA G=4 parece levar a
um aumento do nivel de entrelagamento entre as cadeias do polimero, evitando assim a
quebra do jato da solugdo polimérica que estd sendo alongada durante o processo de

eletrofiagao.

No processo de eletrofiagdo do PGA foi utilizada uma mistura de DMF/acetona na
proporg¢do 75/25 em volume. A adig¢do da acetona como solvente foi realizada de modo a
se obter uma solucdo volatil o suficiente para facilitar a formacdo das fibras no
processamento de eletrofiagdio. Uma concentragdo de 25% em massa de PGA foi
dissolvida inicialmente em DMF a temperatura ambiente (25 °C) por 4 horas. Em
seguida, a solugdo foi completada com acetona e mantida sob agitagdo durante todo o

tempo de preparagao da solucao.

O processo de eletrofiacdo foi realizado a temperatura ambiente (~25°C)e umidade
de aproximadamente 50% (desumidificador de ar GR2, Maxlabor). A montagem do
equipamento envolveu a utilizagdo de uma bomba infusora (B. Braun), seringa de vidro
de 20 mL conectada a uma agulha de aco para raquianestesia de 120 mm de comprimento
e 0,53 mm de didmetro (Braun 25 G), uma fonte de alta tensdo (20 kv) e uma placa de
acrilico de 100 mm x 200 mm revestida de aluminio (anteparo coletor). O sistema para

eletrofiagdo estd ilustrado na Figura 44.
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Figura 44 - Montagem experimental para o processo de eletrofiagdo: Bomba infusora (Braun), Seringa de
vidro (20 mL) (B), fonte de alta tensdo (Phywe) (C), detalhe do cone de Taylor formado apos aplicagdo do
campo elétrico (D), placa coletora de aluminio (E), deposi¢do das fibras (F), aspecto da membrana
formada (G) e microestrutura da membrana formada (H) caracterizada através da microscopia eletronica
de varredura (I).

As condi¢des operacionais de eletrofiacdo favoraveis para a formacdo de
membranas efetuaram-se com base em observacdes visuais e imagens das membranas
obtidas com auxilio da microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram efetuadas
observacoes quanto a tensdo aplicada, distancia agulha-coletor e o fluxo da solugdo. As
condi¢gdes aperfeicoadas para a obtengdo de membranas estaveis mecanicamente sao

apontadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Pardmetros utilizados no processo de eletrofiagdo de modo a se obter membranas
estavelis.

Distincia capilar-coletor Tensdo Fluxo da solucio PGA/Solvente
(cm) (kV) (mL/h)

15 20 0,5
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A distancia entre a agulha e o coletor foi de 15 cm. Distancias inferiores a 15 cm
levaram a perda da solug@o polimérica por deposicdo fora do coletor. O fluxo da solucdo
durante o processo de eletrofiagdo foi de 0,5 mL/h pois fluxos inferiores levam a
formagao de defeitos como estrutura de gotas devido a desestabilizacdo do cone de
Taylor. Aplicou-se valores de tensdo de 20 kV para a formacdo de membranas. Valores

inferiores a 20 kV ndo contribuiram para a formagdo de membranas estaveis.

As solucdes poliméricas foram transferidas para uma seringa de vidro de 20 mL,
ligou-se a fonte e aplicou-se a tensao de 20 kV apo6s a formagdo da primeira gota na
agulha. Quando a tensdo foi aplicada entre o capilar e o coletor a gota adquiriu a forma
do cone de Taylor ocorrendo em seguida a formacdo de um jato aleatdério da solugdo
polimérica que se dirigiu para o coletor revestido de papel aluminio. O solvente evaporou
durante a trajetéria do jato formando-se uma membrana estivel mecanicamente no
coletor de aluminio. Em seguida, as membranas foram submetidas a luz UV de 280 nm

para cura por 30 min, lavadas com dgua bidestilada e liofilizadas.

3.3 Modelagem in silico do mecanismo reacional de sintese e propriedades fisico-

quimicas do PGA

O pacote de modelagem molecular utilizado neste trabalho foi o Hyperchem,
disponivel na web com diferentes versdes de “demos”. Inicialmente desenhou-se as
moléculas de oligomeros de PGL no software e realizou os céalculos quanticos utilizando
o método semi-empirico PM3 (parametric method 3), proximagcdao RHF e gradiente
inferior a 0,1 ps. Em seguida foi feita a otimizagdo geométrica da molécula. A otimizacao
da geometria ¢ uma técnica que visa encontrar um conjunto de coordenadas que
minimizam a energia potencial do sistema de interesse, deixando a molécula em sua
conformagdo de menor energia. Desta etapa obteve-se as Cargas de Mulliken,
determinacdo dos orbitais de fronteira HOMO-LUMO, Calor de formagdo, Mapa de

potencial eletrostatico, Momento de dipolo e a Superficie de van der Waals.
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3.4 Metodologia - Gromacs

Para investigar a estrutura dos oligdmeros de polieteres foram realizadas simulagoes
de Dinamica Molecular (DM). Este método consiste em resolver as equacdes de Newton
acopladas para todas as particulas do sistema. Logo, ¢ necessario o uso de um programa tipo

"core" (programa que realiza os calculos cientificos) como o Gromacs.

O primeiro passo para se iniciar a simulagdo de (DM) foi inserir um arquivo de

estrutura molecular (arquivo. pdb) para cada oligdmeros de PGL(s) e de PGA.

Se desenhou as moléculas no Software HyperChem 5.1 para realizagdo dos calculos
quanticos e utilizando o método semi-empirico PM3 (parametric method 3) e em seguida
foi feita a otimizacdo geométrica da molécula. A otimizacdo da geometria ¢ uma técnica
que visa encontrar um conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do
sistema de interesse, deixando a molécula em sua conformacdo de menor energia. Desta
etapa obtém-se as Cargas de Mulliken, utilizadas como arquivo de entrada para o
programa Mktop. Utilizando o programa Open Babel (programa que converte formatos
de arquivos gerados por softwares quimicos) transformando o arquivo de extensdo.hin
(gerado pelo HyperChem) para extensdo.pdb. Para iniciar a preparacdo da dindmica
molecular no Gromacs ¢ necessario ter o arquivo de extensdao.pdb e o arquivo de
topologia. O arquivo de topologia (extensdo.top) foi gerado pelo programa Mktop [ 133],
software gratuito capaz de construir topologias moleculares para o GROMACS,
utilizando o campo de forca OPLS-AA. Para que a topologia fosse gerada foi necessario
dois arquivos de entrada, o arquivos.pdb e o arquivo.txt, sendo este Ultimo o que contém

as cargas de Mulliken.

As simulagdes moleculares foram realizados utilizando software GROMACS 4
[134]. Em cada sistema simulacdo, a 4gua foi modelada com o modelo TIP3P [135] e as
proteinas foram modelados com o campo de forca OPLS -AA [136] implementado no
GROMACS; cada sistema também incluiu 100 mM de NaCl, com parametros utilizados
da literatura para descrever os fons [137-138], a um sistema de pH de 7,0. NaCl foi usado
devido ser os ions predominantes presente no organismo biolégico humano. O tamanho
do sistema de cada simulagdo foi dependente do volume especifico de cada proteina,
determinada por Hydropro [139], o volume final da caixa foi ajustado de modo a que

cada sistema contivesse 100 , 200 ou 300 mg / mL de PGL 3350 com 6, 12 e 18
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moléculas PGL, respectivamente. Todas as simula¢des usuram uma caixa dodecaédrica
com aproximadamente 80A de distancia entre o centro de um sistema para o outro da

imagem, e aplicada com condi¢des de contorno periddicas.

Todas as estruturas de PGL foram primeiramente energia minimizada utilizando o
algoritmo mais ingreme de descida para 1000 passos e, em seguida, gradualmente
aquecido a 310 K (37° C) ao longo de 500 ps no conjunto TNP , durante este periodo
inicial, a uma pressdo de 1 atm, foi mantido com a Berendsen barostato [140] e a
temperatura foi mantida com termostato Berendsen [141]. Imediatamente apds, cada
sistema foi equilibrada por mais de 10,5 ns no conjunto NPT, a mudanga para os sistemas
de acoplamento candnicos do Parrinello -Rahman bardstato a pressao de 1 atm e o
termostato Nosé -Hoover [142-143] em 310 K. Cada simulagdo de produgao durou 500 ns
no esquema de ligacdo candnica. Pontos de corte para ambos os de curto alcance
eletrostaticas e van der Waals foram definidos a 10 A, e as interacdes eletrostaticas de
longo alcance utilizado o método [144] Particle malha Ewald (PME). Um intervalo de
tempo de 2,5 fs foi empregado com todas as ligagdes covalentes restringidas usando o
algoritmo LINCS [145]. Todas as coordenadas atomicas foram salvas em um intervalo PS

para analise posterior.

Os passos de simulagdo (DM) no Gromacs podem ser vistos no fluxograma abaixo

na Figura 45 [146]:
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3.5 Avaliacao Bioldgica dos Arcaboucos

3.5.1 Citotoxicidade

Os estudos sobre a citotoxicidade do material foram conduzidos segundo a norma
ISO 10993 [147] e a técnica aplicada nos experimentos foi a de coloragdo com o corante
supra vital MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-

2Htetrazolico) e reagente acoplador de elétrons PMS (fenazina metasulfato).

Foi preparado um extrato do polimero em meio RPMI contendo 10% de SFB (soro
fetal bovino), 1% de L-glutamina e 1% de antibidtico/antimicético, na propor¢io de 6cm”
da amostra para cada mL de meio extrator. O meio extrator em contato com as amostras
foi incubado por 24 horas a 37°C e em seguida filtrado com filtros de seringa com poros
de 0,22um. A solugdo resultante foi submetida a diluicdo seriada 1:2 até a concentracao
de 6,25%. Em uma placa de 96 pogos, uma suspensdo celular em meio RPMI com soro de
100pL com 1x10* células de linhagem permanente de células de ovario de hamster chinés
(CHO-K1) foi previamente incubada por 24 horas, antes da exposicdo com o extrato das
amostras. Apos este periodo, 100uL de cada extrato foram pipetados em quadruplicata e
100uL de meio de cultura RPMI com soro pipetado nos pog¢os controle e nos pogos do
branco. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa com 5% de CO, a 37°C.
Posteriormente, uma solucao de 80ul de meio RPMI com soro e 20uL da solugao 20:1
MTS/PMS foi adicionada em cada poco e as placas incubadas em estufa com 5% de CO;
a 37°C por duas horas. Os resultados foram lidos em espectrofotdmetro SpectraMax 190

(Molecular Device®) no comprimento de onda 490nm.

A disposicao do extrato, dos controles e do branco nas placas de 96 pocos esta

ilustrada na Figura 46.
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Figura 46 - Ilustracdo da distribui¢do em uma placa de cultura de 96 pogos do branco, dos controles e das
dilui¢des do extrato de uma amostra em um teste de citotoxicidade.

3.5.2 Adesao Celular nos Arcaboucos

3.5.2.1 Cultura Celular

A andlise da adesdo celular foi promovida com células do tipo fibroblastos, da
linhagem celular imortalizada BALB3-T3 (ATCC). As células foram previamente
cultivadas em placas de cultura e posteriormente aplicadas nos suportes poliméricos com
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) contendo 10% de DBS
(Donor Bovine Serum), 1% de L-glutamina e 1% de antibidtico/antimicotico. Os suportes
foram acondicionados em duplicata em placas de 12 pogos e esterilizadas com radiagdo
gama. Apos esta etapa, foi aplicado meio de cultivo DMEM (10% DBS, 1% L-glutamina,
1% antibidtico/antimic6tico) para acondicionamento das membranas por 20 minutos. Os
fibroblastos BALB/3T3 (ATCC) foram semeados na concentragio de 1x10* sobre os
suportes com o auxilio de um anel de aco inoxidavel de 1cm de didmetro, delimitando
desta maneira a area de aplicagdo. Apds 48 horas de cultivo os anéis foram retirados e o

meio de cultura DMEM (10% DBS, 1% L-glutamina, 1% antibi6tico/antimicético) foi



98

trocado. Apds mais 24 horas, as células foram fixadas nos suportes com glutaraldeido

2,5% por 10 minutos, lavadas com PBS e secas a temperatura ambiente (25 °C).

3.5.2.2 Microscopia Optica de Fluorescéncia

As amostras foram acondicionadas por cinco minutos com o fluoréforo alaranjado
de acridina diluido em PBS na concentragio 6,67 x 10 ¢ analisadas em um microscépio

de fluorescéncia Carl Zeiss, modelo Axioskop 40, nas ampliagdes de 20x e 40x.

3.5.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para observacdo da morfologia celular, as amostras foram previamente
desidratadas em solugdo etanolica seriada (20%, 30%, 50%, 70% e 90%), secas no ponto
critico ¢ metalizadas com ouro e analisadas por meio de um microscopio eletronico de

varredura da marca JEOL, modelo JSM-7401F.

3.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Radiagdes eletromagnéticas com energias inferiores as energias do espectro
visivel sdo chamadas de radiacdo no infravermelho. A radiagdo infravermelha (IR) ¢
classificada como uma radiagdo térmica. Desta forma, uma radiacdo IR ¢ capaz de
estimular as moléculas de nossa pele e fazé-las vibrar. As vibragdes sao detectadas pelas

c¢lulas nervosas que interpretam o sinal como uma sensagao de calor (Figura 47).
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Figura 47 - Termografica (IR) do corpo humano. Adaptado de [148]

As radiagdes eletromagnéticas na regido do espectro IR sdo divididas em trés
regides: IR proximo (14000 - 4000 cm™), IR médio (4000 - 200 cm™) e IR distante (200
-10 cm™).

A espectroscopia IR ¢ uma técnica que pode também ser utilizada para identificar
moléculas através da andlise da frequéncia vibracional de suas ligagdes quimicas. Cada
ligacdo quimica em uma molécula vibra a uma frequéncia caracteristica e, geralmente,

esta frequéncia se encontra dentro do intervalo de radiacao infravermelha.

Considerando uma molécula diatomica, os atomos se mantém unidos através da
ligacdo covalente mediante a sobreposicdo de seus varios orbitais atdmicos. A uma certa
distancia internuclear existe um balanco entre as forgas atrativas (elétron-nucleo) e
repulsivas (elétron-elétron, nucleo-nicleo). Considerando o sistema como um oscilador
harmonico, pode-se escrever que a relagdo entre a frequéncia de vibracdo e a constante de

forca da mola (ligagdo quimica) a frequéncia vibracional sera dada por:
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e 1 |k
~ o P (3.4)
M, M
p=—2 (3.5)
M, + M,

Sendo v a frequéncia normal de vibragdo das massas, k ¢ a constante de forca (medida de

sua rigidez e p € a massa reduzida).

Observa-se experimentalmente que quanto mais forte ou rigida for a ligagdo
quimica, maiores serdo as frequéncias observadas. Por outro lado massas atOomicas
menores tendem a originar frequéncias maiores. Portanto, as observagdes experimentais

estdo em boa concordancia com a Equacgao (3.4).

Apesar do éxito, existem algumas limitagdes da Equacdo (3.4), principalmente nos
extremos de vibragdo molecular onde a expressdo deveria contemplar tanto a repulsdo
inter-eletronica quanto a dissociagdo molecular. Adicionalmente ndo se pode deixar de
mencionar que a teoria quantica para a matéria mostra que os niveis de energia sdo
quantizados de acordo com a teoria ondulatéria de Schroedinger onde as energias

permitidas sdo dadas pela equagao (3.6):

1
E=hv (v +§) r=12.. (3.6)

O estado energético do oscilador harmdnico ndo possui energia vibracional zero,
mas E = 1/2hv, enquanto que a separagdo entre os niveis de energias adjacentes ¢ dado

por Av.

As vibragdes nas moléculas poliatomicas sdo muito mais complexas do que
simples molécula diatomica que sé vibra pelo modo estiramento. O nimero de modos de
vibragdo independentes em uma molécula de N atomos ¢ calculada assumindo que o
movimento de cada 4&tomo pode ser descrito em termos de deslocamentos ao longo de trés
direcdes espaciais, por isso vamos considerar deslocamentos 3N (a molécula tem 3N

graus de liberdade). Trés combinagdes destes deslocamentos resultam no movimento no
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espago de toda a molécula e deste modo, corresponde a tradugdo do seu centro de massa.
Se a molécula é ndo-linear, trés outras combinagdes de deslocamentos especificam a
rotagdo de toda a molécula em torno do seu centro de massa, que sdo combinagdes de
atomos de 3N-6 deslocamentos saiam do centro de massa ¢ orientacdo a molécula ¢

inalterada, ¢ sdo distor¢des de molécula de interesse.

0 N -
/L.T/.\g 4\@ 4-1/;\1}
-

NG I N

e 2

Figura 48 - Modos normais de vibragdo de uma molécula. Adaptado de [149].

Estes modos sdo normais e assim os movimentos independentes norteiam o grupo de
atomos que formam a molécula, uns com os outros e a sua caracteristica de frequéncia de
vibragdo (Figura 49). Embora esses movimentos sdao coletivos, em muitos casos, ¢ possivel

identificar o tipo de vibragcdo como alongamento principalmente ou flexao.
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Figura 49 - Os tres modos normais de H,O vl = 3652 em™, v2 =1595 cm™, vl = 3756 cm™. Adaptado de
[149].

A medida que aumenta o nimero de 4tomos na molécula maior, o niimero de modos
normais e a dificuldade de visualiza-los individualmente. O conhecimento da simetria da
molécula como um todo € simetrica para cada modo normal, crucial para racionalizar o estudo
das vibragdes moleculares. A Teoria de grupo aborda o conhecimento em profundidade de
simetria ¢ ¢ uma obrigacdo para a compreensao teorica da ferramenta de espectroscopia

vibracional.

Nem todos os modos normais de uma molécula necessariamente aparecem no
espectro nos picos de absor¢ao, que ¢ determinada para a seleccdo da simetria da mesma

molécula:

* O requisito geral para absorver a radiacdo infravermelha ¢ que a vibragdo deva
produzir uma alteragdo liquida no momento dipolar da molécula. (Inativo N=N; C=0

ativa),

* Moléculas altamente simétricas freqlientemente pares ou trios de modos sdo
idénticos. Neste caso, eles sdo chamados modos de vibragao degenerados dando origem a

uma Unica banda. (Ex. W (CO) 6 uma tnica faixa que se estende),
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* Regra de exclusdo: Se uma molécula ndo possui um centro de inversdo de seus
modos normais pode estar ativo em um momento em IR e Raman, que pode ser um modo

de repouso em ambos,

* As vibragdes tém frequéncias muito préximas, muitas vezes aparecem como uma

unica banda,
* As vibragdes de baixa intensidade ndo podem ser observadas.

Neste trabalho foi utilizado o espectrometro IR PerkinElmer Spectrum 'M100 do

Laboratério de Biomateriais da UNIFEI (Figura 50).

Figura 50 - Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

3.7 Espectroscopia de UV-Vis

A espectroscopia de UV-Visivel baseia-se na absor¢do de energia, por atomos e
moléculas, na regido de comprimento de onda (A) de 190-800 nm, gerando-se portanto,
transi¢des eletronicas do estado fundamental a estados excitados (Figura 51). A absor¢do
da radiacdo estd diretamente ligada ao fato de as moléculas terem elétrons que pode ser

promovidos a niveis de energia mais elevados por decorréncia da absorcdo da radiacao.
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Desta forma cada transicdo eletronica que ocorre resultara em uma absor¢ao especifica e

caracteristica [150].
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Figura 51- Niveis de energia eletronicos e seus estados de transicdo. Adaptado de [151].

A aparicdo de uma banda no espectro de UV-Vis estd diretamente
vinculada a presenca de um grupo cromoéforo no composto em questdo. Um grupo
cromo6foro, por tanto, € um grupo funcional que possui elétrons capazes de absorver
energia UV-Vis e passar a um estado energético excitado. Quando da perda deste
excedente de energia, os elétrons retornam ao seu estado fundamental, emitindo um féton

de luz equivalente a banda no respectivo espectro.

Por conta de restrigdes envolvendo simetria, que controlam a intensidade das
transi¢oes eletronicas, somente quatro transigdes sdo observadas e permitidas, sendo elas:
r ~ . . . e . . > * — *
elétrons ndo ligantes para orbitais antiligantes de mesma simetria (o c*en *)
e de elétrons ndo ligados, ou seja, elétrons de orbitais atdmicos, para orbitais moleculares

—

antiligantes (n P os*en n*) [152]. Na Figura 52 ilustragdo do Espectrofotometro

UV-vis Varian Cary 50 UV-Vis do Laboratorio de Biomateriais da UNIFEI.
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Figura 52 - Espectroscopia de UV-Vis.

3.8 Analise Térmica

Andlise térmica ¢ o termo utilizado para definir um grupo de técnicas por meio
das quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reagdo ¢
medida em funcdo da temperatura, enquanto essa substancia ¢ submetida a um software
que controla a temperatura [153]. Dentre as técnicas termoanaliticas (TA), a derivada

termogravimétrica (TGA) e a calorimetria exploratdria diferencial (DSC).

3.8.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial DSC

Um polimero pode existir em trés estados fisicos: vitreo, altamente elastico e
fluido viscoso. E importante ressaltar que a passagem de um estado fisico a outro nio
ocorre em uma temperatura definida, mas em certo intervalo de temperaturas onde existe
uma variacdo gradual nas propriedades termodindmicas do material. Neste caso os
valores médios da temperatura na regido de transi¢cao sdo denominados de temperatura de

transi¢do [154].

A transi¢do do estado vitreo para o estado altamente eldstico ¢ denominada de

temperatura de transicdo vitrea (Tg) e comumente se associa a este estado a estrutura de
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um liquido congelado. A temperatura de Tg ¢ comumente associada a uma transicao de
fase de segunda ordem uma vez que os potenciais termodindmicos sdo continuos, mas a
primeira e segunda derivada sdo caracterizadas por exibirem uma variacao brusca com a

temperatura, conforme a Equacao (3.7):

=-0 (3.7)

A temperatura de transicdo vitrea pode ser medida experimentalmente pela
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), uma técnica que tem sido amplamente
utilizada na obtengcdo de informagdes relativas ao estado so6lido das substancias
macromoleulares [155]. Neste caso, na transi¢do de fase correspondente a temperatura
vitrea (Tg) a técnica DSC exibird uma resposta endotérmica correspondente a uma
variacdo na capacidade calorifica do material. Embora exista uma certa controvérsia com
relagdo ao equilibrio de fases em um sistema macromolecular, existe um consenso no
meio cientifico de que a Tg de um material polimérico esta diretamente relacionada as
interacdes intermoleculares de longo ou curto alcance bem como interagdes

intramoleculares na cadeia da macromolécula [156].

A natureza da estrutura arborecente com relagao a existéncia de grupos funcionais
polares ou apolares na periferia da macromolécula exerce uma influéncia significativa
nas propriedades macroscopicas do polimero destacando-se a temperatura de transigao
vitrea e seu comportamento reoldogico. Na Figura 53 ilustra o Termoanalisador Shimadzu

DSC -60 do Laboratério de Biomateriais.
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Figura 53 - Ilustra o calorimeto exploratério diferencial do Laboratorio de Analise Térmica da UNIFEI.

3.8.2 Analise Termogravimétrica - TGA

A andlise termogravimétrica (TGA) ¢ uma técnica simples que permite medir a
variacao de massa de uma amostra em fungdo da temperatura e/ou do tempo. As medidas sao
realizadas numa determinada atmosfera, geralmente gas nitrogénio (para condicao de
atmosfera inerte), ou em ar ou gas oxigénio (para uma atmosfera oxidante), onde a massa da
amostra ¢ monitorada por uma balanga eletronica altamente sensivel. E utilizada para
caracterizar a decomposicao e estabilidade térmica dos materiais bem como para examinar as
cinéticas dos processos fisico-quimicos que ocorrem na amostra. Na Figura 54 o
Termoanalisador TA 4000, Mettler, dotado de uma microbalanca M3 com capacidade
maxima para 150 mg e sensibilidade de 1 mg; forno TG50 capaz de operar at¢ 1000 °C,

controlado por um microprocessador TC-11 do Laboratério de Biomateriais da UNIFEL
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Figura 54 — Equipamento de analise da marca Metler Toledo do laboratério de analise térmica do
Laboratoério de Biomateriais.

3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS)

O microscopio eletronico de varredura ¢ um equipamento capaz de produzir imagens
de alta ampliagdo (até 300.000 x) de resolugdo. As imagens fornecidas pelo MEV possuem
um carater virtual, pois o que € visualizado no monitor do aparelho ¢ a transcodifica¢do da
energia emitida pelos elétrons, ao contrario da radiagdo de luz a qual estamos habitualmente

acostumados.

O principio de funcionamento do MEV consiste na emissdo de feixes de elétrons,
gerados dentro da coluna de alto vacuo, por um filamento capilar de tungsténio (eletrodo
negativo), mediante a aplicagdo de uma diferenga de potencial que pode variar de 0,5 a 30 kV.
Essa varia¢do de voltagem permite a variacdo da aceleracdo dos elétrons, e também provoca o
aquecimento do filamento. A parte positiva em rela¢do ao filamento do microscopio (eletrodo
positivo) atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa aceleragdo em direcdo ao

eletrodo positivo. O feixe gerado passa por lentes condensadoras que reduzem o seu didmetro
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e por uma lente objetiva que o focaliza sobre a amostra. Logo acima da lente objetiva existem
dois estagios de bobinas eletromagnéticas responsaveis pela varredura do feixe sobre a

amostra.

A Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), ¢ um acessorio essencial no estudo de
caracterizacdo microscopica de materiais. Quando o feixe de elétrons incide sobre
determinado material, os elétrons mais externos dos atomos e os ions constituintes sdo
excitados, mudando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua posi¢ao inicial, liberam a
energia adquirida a qual ¢ emitida em comprimento e onda no espectro de raios-X. Um
detector instalado na cdmara de vacuo do MEV mede a energia associada a esse elétron.
Como os elétrons de um determinado atomo possuem energias distintas, ¢ possivel, no ponto
de incidéncia do feixe, determinar quais elementos quimicos estao presentes naquela amostra.
O diametro reduzido do feixe permite a determinagdo da composicao atdmica em amostras de
tamanhos muito reduzidos (<5 pm), permitindo uma andlise quase que pontual. Na Figura 55
a ilustragdo do Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) Shimadzu SS550 Superscan

do Laboratorio de Biomateriais.

Figura 55 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Shimadzu, modelo SS 550.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo organizadas as informacgoes
obtidas e os comentarios relevantes sobre a sintese
e caracterizacdo fisico-quimica do poliglicerol
arborescente, precursor polimérico das membranas
eletrofiadas. Acreditou-se que a apresentagao dos
resultados paralelamente as discussdes pertinentes,
tornard o capitulo mais inteligivel e sequenciado.
Sao apresentados os resultados das caracterizagoes
fisico-quimicas e bioldogicas das membranas
eletrofiadas. No que concerne as caracterizagoes
fisico-quimicas das membranas eletrofiadas, foram
exploradas as técnicas espectroscopia vibracional
(FTIR), as técnicas termoanaliticas TGA e DSC, a
difusdo de fluido simulado do corpo e a
microscopia eletronica de varredura para a
investigacdo microestrutural. O método de
dindmica molecular utilizando o software Gromacs
foi utilizado na interpretacdo do processo de
intumescimento das membranas de poliglicerol
eletrofiadas em solucdo de fluido simulado do
corpo. O comportamento da membrana eletrofiada
de poliglicerol arborescente quanto a sua

citotoxicidade a células de mamiferos e aos

110



111
processos de adesdo e proliferagcdo celular sdo apresentados.

4.1 Sintese do poliglicerol (PGL) como nucleo oligomérico

E bem conhecido na literatura que o glicerol sofre oligomerizagdo na presenga de
catalisadores de carater basico tais como NaOH, Na,COs, CaO em um mecanismo do tipo
SN2 (Substituicdo Nucleofilica de Segunda ordem) com destilagdo direta da agua
reacional originando poliéteres alifaticos cuja estrutura geral esta ilustrado na Figura 56

[157-158].
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Figura 56- Estrutura mérica de poliéter derivado do poliglicerol. Quando n= 0 a estrutura resultante ¢ do
diglicerol, n=1 a estrutura ¢ do triglicerol, n=2 a estrutura ¢ do tetraglicerol e assim sucessivamente.

Na reagdo de eterificacao do glicerol ocorre a condensacdo dos grupos hidroxilas
do poliol em um mecanismo reacional com a formacdo de poliéteres de cadeias
carbonicas de comprimento e complexidade variada. Embora existam na literatura varios
estudos abordando a oligomerizagcdao do glicerol no intervalo de obtencdo de produtos
com grau de polimerizacdo (n) no intervalo 1 <n <18 geralmente esses trabalhos
apresentam moléculas de cadeia curta e simples como produto. No entanto, a
polimerizacdo para a formac¢do de poliglicerdis arborescentes ainda foi pouco estudada

até o presente momento.

No presente trabalho, estudou-se a reagdo de sintese do PGA utilizando um nucleo
oligomérico de poliglicerol (PG) com n=8. As reacdes de sintese para o preparo do PGA
foram conduzidas em bateladas, empregando a técnica de polimerizagdo em massa sob
atmosfera de nitrogénio. Foi utilizado um reator de vidro com capacidade de 1 litro,
equipado com sistema de agitacdo pneumatico, coluna de Vigreaux, Dean Stark,

condensador e injetor de nitrogénio. Para aquecimento do reator foi, utilizada uma manta
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elétrica e a temperatura do meio reacional foi monitorada com o auxilio de um
controlador de temperatura e uma termorresisténcia do tipo PT-100. A Figura 57
apresenta o equipamento utilizado na sintese do poliglicerol, conforme descrito

anteriormente.

Figura 57- Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado na sintese do nucleo oligomérico PG:
Termopar controlador de temperatura (1), baldo tribulado (2), manta de aquecimento (3), sistema Dean -
Stark para remogdo de agua (4), cilindro de nitrogénio (5).

A extensdo da reacao de eterificagdo para obtengdo do poliglicerol pode ser seguida
refratometricamente ou avaliando-se experimentalmente o nimero de hidroxila (Noy) ¢ a
massa molar por técnicas como o GPC. A Figura 58 (A) mostra o percentual de conversao da
glicerina em poliglicerol oligomérico com n=8, correspondente ao decaglicerol, em fungao do
tempo no qual foi conduzida a reacdo. Percebe-se que a massa molar limite correspondente ao
decaglicerol, com massa molar de 835,32 g/mol (Fig. 58(B)), foi obtida apos 10 horas de

reacdo com significativa diminui¢do de seu nimero de hidroxila (Nog).
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Figura 58- Relagdo entre o porcentual de conversdo do glicerol a decaglicerol e o tempo de reagdo (A) e,
dependéncia da viscosidade dinamica e a massa molar dos poliglicerdis (B). As medidas de viscosidade
dinamica foram efetuadas em viscosimetro Brookfield a 25 °C utilizando-se spindles LV-3 e LV-4.

O mecanismo de oligoeterificagdo parece obedecer a um mecanismo de substitui¢ao
nucleofilica de 2* ordem (SN2) e esta representado na Figura 59. A molécula de glicerol

possui o grupo -OH que ¢ suscetivel a reagdes de substituicdo possuindo carater nucleofilico

[147].

Na catdlise basica inicialmente o glicerol sofre ataque nucleofilico do par de
elétrons ndo ligantes do oxigénio da hidroxila do catalisador havendo assim um aumento
na densidade eletronica da hidroxila do poliol com a consequente formagao de um
intermedidrio tetraédrico que vai dar origem a um ion alcoxido apos eliminagdo de agua.
O alcoxido formado remove um proton de outra molécula do glicerol, com a formagdo de
uma molécula de diglicerol, regenerando assim o sitio bdsico para um novo ciclo

catalitico [147].
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Figura 59 -Mecanismo de formagdo de poliéteres do glicerol a partir da catalise alcalina. Adaptado de
[147].

A avaliagdo da viscosidade pode fornecer de modo indireto a massa molecular e o
grau de polimerizacdo do poliglicerol e pode ser adotada, portanto; como varidvel de

controle de processo.

Os poliglicerois sintetizados foram caracterizados por um aumento da viscosidade
com o decréscimo do valor de Noy, indicando assim; o aumento de sua massa molecular
(Figura 58 (B)). O Nog ¢ uma medida do conteudo de hidroxila (OH) no poliglicerol e
pode ser definido como o miliequivalente de hidroxila existente em um grama de
amostra. A determinacdo do Nog do PG foi feita empregando-se o método da acetilagao
com os grupos OH do poliglicerol sendo acetilado com um excesso de anidrido acético

em piridina [159-160].

A viscosidade dindmica dos poliglicerdis obtidos foi determinada utilizando-se um
viscosimetro da marca Brookfield (Modelo LVDV-III+). O instrumento ¢ equipado com
cilindros de diametros diferentes (spindles), em que ¢ utilizado o cilindro adequado
conforme a viscosidade do fluido. O viscosimetro foi acoplado a um banho termostético,
permitindo assim mensurar a viscosidade dos poliglicerois obtidos a 20 °C, com precisdo

na temperatura de 0,5 °C.

Observou-se uma relagao linear entre a viscosidade dindmica e a massa molecular
dos poliglicerdis sintetizados (Fig. 58(B)). A cromatografia de permeagdo em gel com
deteccdo por indice de refracdo (SEC-RI) foi empregada para analisar a curva de
distribuicdo de massas moleculares dos poliglicerdis. A distribuigdo de massa molecular

do diglicerol até o decaglicerol obedeceu a uma equacao do tipo y = 4,61X - 474,24 com
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r* = 0,9950, sendo y a viscosidade dinidmica e X a massa molecular do poliglicerol

obtido.

O mecanismo de oligomerizagdo do glicerol e sua relacdo com a massa molecular do
composto ainda ¢ pouco estudado utilizda na quimica quantica computacional. Sob esse
aspecto, a motivagdo para estudar os oligomeros de glicerol utilizando as ferramentas da
quimica computacional deriva do potencial para adequar as propriedades macroscopicas
do sistema desejaveis a exemplo da viscosidade, e as caracteristicas de processamento
por manipulagdo da estrutura quimica primaria. Assim, seria relativamente “facil” se
projetar a viscosidade do sistema ao nivel dos orbitais moleculares do sistema incluindo
nesse caso, o controle de comprimento do oligdmero. Assim, regulando os niveis de
energia dos orbitais moleculares torna-se possivel um ajuste fino da viscosidade do
sistema, propriedade esta de grande importancia para a obtencdo de uma membrana

estavel mecanicamente através da técnica de eletrofiacao.

4.2 Analise da sintese do PGL utilizando quimica quantica computacional

Atualmente a quimica computacional conquistou seu espaco entre as metodologias
que investigam os fendOmenos quimicos uma vez que ¢ possivel se obter resultados
confidveis a partir do estudo in-silico de varios problemas de interesse do quimico tais
como a cinética de reacdo (estados de transi¢do), propriedades magnéticas bem como a

reatividade e estabilidade conformacional de moléculas [ 161-162].

E nos trabalhos de Fukui que se inicia a utilizagdo da quimica computacional na
identificacdo dos orbitais moleculares de fronteira (OMF) HOMO-LUMO como um
agente descritor das reagdes quimicas organicas bem como na previsdo da estabilidade
conformacional das moléculas formadas [163-164]. Entretanto, ¢ somente a partir da
década de 80 que uma grande quantidade de estudos utilizando a teoria dos OMF se
dedicam ao estudo do mecanismo das reagdes organicas [165-166]. Vale mencionar que
isto s6 € possivel devido a significativa melhoria das técnicas de cédlculos e ao grande
avango na tecnologia dos computadores, o que resultou no desenvolvimento de métodos e
pacotes de programas de livre acesso, tanto para realizacdo de calculos como para

visualizagdo de seus resultados.
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Nesse trabalho utilizaram-se as energias dos orbitais moleculares nos calculos das
energias do orbital molecular mais alto ocupado (HOMO) e do orbital molecular mais
baixo desocupado (LUMO). A energia do HOMO mede o carater elétron-doador de um
composto e a energia do LUMO mede o carater elétron-aceitador. Destas defini¢des deve
ser observado que quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade elétron-
doadora. Ao mesmo tempo, quanto menor a energia do LUMO menor sera a resisténcia
para aceitar elétrons. As energias do HOMO e do LUMO tém sido utilizadas como
indices de reatividade quimica e sdo comumente correlacionadas com a afinidade
eletronica e potencial de ioniza¢do através de um indice denominado dureza absoluta (1)

[167-168]:

1
=—(—-A4 4.1
n 2( ) (4.1)

sendo / o potencial de ionizagdo e 4 afinidade eletronica.

Por sua vez, o0s OMF HOMO-LUMO estao relacionados ao potencial de ionizacao

(I) e a afinidade eletronica (A) através das relagdes [169]:

— (4.2)
I'=—=€y010
A==€ 0 (43)
Logo, a dureza absoluta (1) pode ser reescrita como:
1
n= E(su,-'_-\-r() = €pomo ) (4.4)

sendo eLumo-€nomo caracterizada como o “gap” de energia da molécula.

A diferenca entre as energias dos orbitais HOMO-LUMO ¢ um importante
indicador de estabilidade molecular. Moléculas com baixo valor de “gap” sdo reativas,
enquanto moléculas com alto valor de “gap” indicam alta estabilidade da molécula, logo

apresenta baixa reatividade nas reagdes [170].

Considerando a reacdo de eterificacdo do glicerol, as estruturas oligoméricas

foram aperfeicoadas utilizando os célculos semi-empiricos PM3 e ZINDO/1, no vécuo.
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Os célculos termodinadmicos foram realizados com estes métodos semi-empiricos
disponiveis no programa MOPAC 2007, PM3 (Parametric Method 3) e ZINDO/1 a fim
de verificar se as estruturas obtidas estavam localizadas realmente em um minimo e para
conhecer o comportamento energético envolvido na formacao das espécies oligoméricas

do poliglicerol.

Na quimica quantica computacional o calor de formagdo pode ser relacionado a
estabilidade do composto. Quanto mais negativo o calor de formagdo, mais estavel sera o
composto em consideracao. Pacotes computacionais, a exemplo do HyperChem, calculam

o calor de formacgdo através de uma modelagem semi-empirica, a partir da Equacao 4.5:

nuclear

AH ' =E}" +E/. .~ Ej+> AH} (4.5)
A A

mol mol . - . .
sendo Ee; e L, 100, as energias de repulsdo eletronica e nuclear, respectivamente, e

E} ¢ AH " ia eletréni a i :
el © # a energia eletronica e o calor de formagdo experimental para o atomo A

1soladamente.

Em um sistema no estado fundamental, isto significa que a geometria ¢ tal que o
calor de formagdo (AHy) ¢ um minimo irredutivel (na verdade um minimo irredutivel
local), ou seja, todas as suas constantes de forca sdo positivas; para estados de transigao,
o sistema deve ter exatamente uma constante de for¢a negativa. Deste modo, tem-se
tornado pratica comum nos trabalhos teoéricos de qualidade a avaliacdo de todas as
segundas derivadas (constantes de for¢a) da energia molecular em fun¢ao dos parametros
moleculares, para se determinar inequivocamente a natureza dos pontos estaciondrios

encontrados no processo de aperfeicoamento da geometria molecular.

Nesse trabalho, os calculos de otimizacdo de geometria foram realizados com o
programa HyperChem Release 6.02 [171] em um computador com processador Core 2
Duo (3 GHz), com 4,00 Gb de RAM. Os parametros energéticos como a energia total,
calor de formacdo, a energia dos orbitais moleculares de fronteiras (HOMO e LUMO) e
a diferenga de energia entre os orbitais HOMO e LUMO (“gap”), foram utilizadas para
correlacionar estrutura, estabilidade e a reatividade das moléculas, sendo obtidos pelo

método semi-empirico PM3.
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As Figuras 60-61 apresentam uma ilustracdo das geometrias otimizadas dos
oligdmeros de glicerol e a Figura 62, apresenta a variacdo do calor de formagdo em

fun¢do do crescimento da cadeia oligomérica.

A partir dos dados das Figuras 60-62 pode-se perceber que ambos, ZINDO e PM3
apresentam a mesma tendéncia e indicam que os calculos fornecem as estruturas dos
oligdbmeros de glicerol como minimos de energia (com relacdo as coordenadas dos
atomos). A maioria dos comprimentos de ligacdo calculados apresenta um erro menor
que 0,0ZA, algo aceitavel dentro da precisdo esperada para calculos semi-empiricos.
Observa-se também que o método ZINDO/1 exibe valores de AHf mais negativos,
indicando que o aumento na massa molecular do oligdbmero leva a estruturas de

oligdmeros mais estaveis, comportamento este similar ao observado no método PM3.

(c) (d)

(e (f)

Figura 60- Ilustracdo da geometria aperfeicoada dos oligomeros de glicerol no nivel PM3: glicerol (a),
diglicerol (b), triglicerol (c), tetraglicerol (d), pentaglicerol (e) e hexaglicerol (f).
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() (d)

(e) 0

Figura 61- Ilustragdo da geometria otimizada dos oligdmeros de glicerol no nivel ZINDO/1: glicerol (a),
diglicerol (b), triglicerol (c), tetraglicerol (d), pentaglicerol (e) e hexaglicerol (f).
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Figura 62- Variag@o no calor de formacdo (AHy) para a reacdo de eterificagdo do glicerol em fungédo da
massa molecular do oligémero sintetizado: (#)PM3 e (0)ZINDO/1.

Para elucidar o mecanismo de eterificacdo do glicerol foram calculados os
descritores relacionados as energias dos OMF, com a finalidade de wverificar a
estabilidade das moléculas estudadas em funcdo dos seus “gap’s” de energia. No caso da
formacao de oligdmeros do glicerol, quando duas moléculas do poliol se aproximam para
reagir, ocorre recombinagdo de seus orbitais moleculares relacionados aos grupos —OH
da molécula. A combinacdo de orbitais moleculares que contenham dois elétrons resulta
em um aumento da energia potencial. Por isso, a diminuicdo de energia potencial pela
combinacio HOMO+LUMO tem que ser superior ao aumento mencionado para que o
produto tenha menos energia que os materiais (reagentes) de partida. E essencial,
portanto, que a diferenga de energia entre HOMO e LUMO seja relativamente pequena.
Considerando que quanto menor o valor do “gap”, menor serd a estabilidade da molécula,
e quanto maior o valor do “gap” mais estdvel serd a molécula. Sendo assim, a

estabilidade da molécula ¢ diretamente proporcional ao valor do “gap”.
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Conhecendo a relacdo entre a viscosidade e o “gap” fica claro que poderiamos
determinar a partir de qual valor de diferenga de energia HOMO/LUMO a reagdo
proporciona a viscosidade mais adequada para o processo de eletrofiacdo tornando
possivel prever a viscosidade ideal para o processo de eletrofiacdo utilizando unicamente

os OMF.

A Figura 63 ilustra os OMF para alguns dos oligomeros de poliglicerol estudados
nesse trabalho. A superficie de cor vermelha indica a parte negativa da funcdo de onda e
a de cor azul, a parte positiva. Ao se observar a localizagdo dos elétrons mais energéticos
no glicerol, nota-se que parte -CH,OH ¢ a que apresenta uma maior localizagdo da
densidade eletronica. De forma similar, ¢ possivel destacar que os estados com maior
energia nao preenchidos (LUMO) apresentam uma densidade eletronica virtual localizada
sobre o hidrogénios do grupo -OH. Portanto, os resultados sugerem que o processo de
oligomeriza¢cdo, ocorrera preferencialmente onde os orbitais HOMO-LUMO estdo
localizados, favorecendo a formacgao de poliéteres. Observa-se ainda que o aumento da

massa molecular parece levar ao espalhamento da carga eletronica ao longo da molécula.

Outro ponto importante a ser explorado ¢ se a posi¢do energética dos OMF pode
ser utilizada como algum parametro de correlagao entre a viscosidade do poliglicerol, ou
seja, entre sua massa molecular. Para tanto, foi construida a Figura 64, que evidencia a
diferenga de energia entre os niveis HOMO-LUMO, determinada pelo método semi-

empirico PM3 e a massa molecular dos poliglicerois.

A reagao SN2 se processa por meio da doagcdo de densidade eletronica de um
orbital de fronteira preenchido (HOMO) do nucleo6filo para um orbital de fronteira vazio
(LUMO) do eletroéfilo. A aproximagdo de um grupo rico em densidade eletronica (-OH)
provoca o afastamento do grupo oposto até sua posterior eliminagdo (H,O). Assim, a
correlacdo observada na Figura 64(B) ¢ altamente satisfatoria (R? = 0,9975), mesmo com
tamanho reduzido de amostras. Correlagdo semelhante foi observada também no
ZINDO/I (resultados ndo apresentados). A tendéncia observada vai de encontro aos
fundamentos da teoria dos OMF. Quanto maior o HOMO, maior a capacidade elétron-
doadora e, quanto menor o LUMO menor serd a resisténcia para aceitar elétrons. A
energia de HOMO esté relacionada ao potencial de ionizacdo do composto e caracteriza a

capacidade da molécula em realizar ataques nucleofilicos. Na Figura 64 ¢ mostrado o
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LUMO da glicerina e dos poliglicerois, e pode-se notar que esta regido estd diretamente

ligada a afinidade eletronica, e caracteriza a suscetibilidade ao ataque por nucle6filos.

Os coeficientes relativamente elevados em ambos os casos indicam que ha
correlagdo entre a energia de interagdo orbitalar com a carga liquida transferida, mesmo

com o tamanho reduzido da amostra.

Através de calculos tedricos semi-empiricos usando o método PM3, foi construido
o mapa de potencial eletrostatico (Figura 65) no qual se pode visualizar o melhor local

para ocorrer o ataque SN2 durante a reagdo de oligomerizagao do glicerol.

Na Figura 65, as cores proéximas ao azul mostram regides de potenciais mais
positivos, ou seja, de deficiéncia de elétrons, enquanto as zonas vermelhas correspondem
a potenciais mais negativos e, portanto, a maiores densidades eletronicas. Nao havendo
qualquer impedimento estérico, o ponto mais eletrofilico da molécula do glicerol ou seus
oligdmeros ¢ a regido em que o ataque nucleofilico ¢ mais efetivo, formando-se uma
ligacdo mais forte entre o nucleo6filo (ion alcoxido) e o substrato (glicerol), formando-se
assim um sistema mais estavel. Observa-se ainda que os atomos de oxigénio do grupo
¢ter do esqueleto da cadeia de poliglicerol apresentam uma carga negativa que tende a se
tornar positiva com o aumento da massa molecular do oligdbmero. Por outro lado, os
atomos de oxigénio dos grupos hidroxilas laterais apresentam uma carga muito negativa e
parecem apresentar uma dependéncia da massa molecular do polglicerol o que favorece a
formacdo de ligagao de hidrogénio intra- e intermolecular com consequente aumento da

viscosidade do sistema.
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HOMO LUMO

Figura 63- Densidade eletronica dos OMF calculados ao nivel PM3 para os oligomeros de glicerol
estudados nesse trabalho: glicerol (A), diglicerol (B), triglicerol (C), tetraglicerol (D) e hexaglicerol (E).
Os atomos em azul claro representam o carbono, em vermelho o oxigénio e em cinza o hidrogénio.
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Figura 64- Relacdo entre os orbitais moleculares de fronteira (HOMO-LUMO) e a massa molecular dos
oligdbmeros de glicerol (A) e, relagdo entre a dureza absoluta e a massa molecular dos oligomeros de

poliglicerol (B).
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Figura 65- Mapas de potencial eletrostatico para os oligdmeros de poliglicerol construido utilizando PM3:

glicerol (a), diglicerol (b), triglicerol (c), tetraglicerol (d) e hexaglicerol (e).
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4.3 Sintese de membranas de PGA por eletrofiacio e estudo de suas caracteristicas

fisico-quimicas

A forma e o comprimento das ramificagdes presentes na cadeia macromolecular
tém um papel importante nas propriedades fisico-quimicas que afetam a formacdo de
fibras poliméricas através da técnica de eletrofiagdo. Os fundamentos da técnica de
eletrofiacdo foram lancados ha aproximadamente sete décadas por Anton Formhals
através da publicacdo de cerca de 20 patentes entre os anos de 1931 e 1944 descrevendo
montagens experimentais para a producdo de filamentos de polimeros usando a forca

eletrostatica [172-173].

Observagdes experimentais evidenciam que solucdes de viscosidade elevada
permitem a obtencdo de fibras continuas, enquanto que solucdes de baixa viscosidade

levam a formag¢ao de fibras mais curtas [174-175].

No caso do PGA, deve ser observado que as ligacdes de hidrogénio e as interagdes
dipolo-dipolo, ao lado de forcas de van der Waals, que atuam nessas macromoléculas,
criam resisténcia muito maior no caso de oligomeros de poliglicerol de massa molecular
maior do que no caso de oligobmeros de poliglicerol de massa molecular menos elevada.
Em solucdo, essas interagdoes entre PGA de alta massa molecular acarretam um
pronunciado aumento da viscosidade o que podera proporcionar melhores condigdes para

o processo de eletrofiacao.

Como ja mencionado anteriormente, a técnica de eletrofiacdo ¢ um processo para
produzir fibras muito finas ao for¢ar um polimero viscoso sob a agdo de um campo
elétrico através de orificio, na maior parte dos casos numa ponta metdlica de uma agulha.
O campo elétrico transforma a goticula pendente na agulha da seringa submetida a um

campo elétrico numa estrutura chamada cone de Taylor (Figura 66).
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Figura 66- Experimento acerca da formag¢ao do Cone de Taylor pela agdo de um campo elétrico sobre
uma gota de 10 mL de agua realizado em um ambiente de microgravidade. Fonte [176].

A estabilidade do cone de Taylor e conseqiientemente da formagdo do jato da
solugdo polimérica ¢ mantida pela viscosidade da solu¢do. Se a viscosidade e a tensdo
superficial da solucdo forem apropriadas, a quebra do cone de Taylor ¢ evitada e um jato
estavel da solu¢do é formado. A medida que o jato continua a alongar-se, a sua area
superficial aumenta e por esse motivo, a perda de solvente também aumenta. A um dado
momento todo o solvente ¢ perdido e o jato deixa de ser um fluido e transforma-se num
material com um moddulo de elasticidade em vez de uma viscosidade o que leva a uma
alteragao no modo de elongacdao do material aproximando-se de um alongamento elastico

o que reduz a velocidade de alongamento do jato [176].

Desta forma, a fim de se obter solugdes poliméricas com elevada viscosidades,
efetuou-se a sintese do PGA a partir de um nucleo oligomérico de decaglicerol. A
obten¢cdo de PGA com nucleo oligomérico baseado no decaglicerol parece favorecer o
processo de eletrofiagdo uma vez que pequenas concentracoes do polimero
proporcionardo solucdes de elevada viscosidade. Solugdes de viscosidades mais elevadas
significardo maior interagdo entre as moléculas de solvente e, assim, quando a solucao
polimérica for esticada sob a influéncia das cargas originadas pela acdo do campo
elétrico, as moléculas do solvente tendem a se espalhar sobre as moléculas do polimero o

que permite a estabilizagdo do cone de Taylor e do jato polimérico, respectivamente.

A sintese do PGA foi acompanhada por espectroscopia RMN, sendo os resultados
obtidos apresentados na Figura 67. O espectro de RMN de 'H (Fig. 67-A) mostra na
regido de 3,2 e 4,1 ppm os sinais referentes aos hidrogénios dos carbonos CH, e CH da
cadeia do poliéter. J4 o sinal proximo a 5,0 ppm corresponde ao sinal do hidrogénio da
hidroxila (OH). No espectro de RMN de '*C (Fig. 67-B) aparecem os sinais
correspondentes ao CH, terminais (60-64 ppm), -CHOH- (68-73 ppm), -CH,-O- (72-75
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ppm) e —CH-O (79-82 ppm). Os sinais obtidos na espectroscopia de RMN estdo em boa

concordancia com os valores da literatura [177-178].

-CH,OH

. -CHOH-
-CH -0-
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|
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Figura 67- Espectro RMN de hidrogénio e carbono do PGL sintetizado nesse trabalho: 'H-RMN (A) e "*C-
RMN (B). Os espectros RMN foram obtidos a temperatura ambiente (25°C).

A pureza dos PGA’s (G=0, 2,3 e 4) foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Foi observado o tempos de retengdo (tg) de 28,6 min para o PGA
de geracdo 3 (G = 3,0) (A). A dependéncia de t; em fun¢do de G estd ilustrado na Figura
68-B. Os valores do tempo de retengdo neste sistema de analise (filtracdo em gel) estao
diretamente relacionados com o tamanho molecular do composto que estd sendo
analisado, portanto, o PGA de maior G apresentard a filtracdo mais lenta por ser a
molécula maior. O melhor ajuste na analise da dependéncia de tg em fun¢do de G indicou

ser o exponencial (Fig. 68-B).
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Figura 68- Perfil cromatografico CLAE do PGA (G3) (A) e dependéncia entre t, € o nimero de geracdo do
PGA (B).

A técnica de eletrofiacdo representa atualmente a tecnologia mais barata para a
producdo de membranas para a medicina regenerativa e pode representar uma
importancia significativa para o crescimento cientifico e econdomico do Brasil com

relacdo ao desenvolvimento de novos materiais para a area da satude.

A técnica de eletrofiacdo ¢ um processo que produz membranas muito finas de PGA
ao forcar o polimero arborescente viscoso através de uma ponta metdlica de uma agulha
submetida a acdo de um campo elétrico. O campo elétrico transforma a gota de PGA pendente
em uma estrutura denominada de cone de Taylor. Se a viscosidade e a tensdo superficial da
solucdo de PGA sdo apropriadas, a quebra deste cone ¢ evitada e a formagdo de um jato
estavel ¢ favorecida. A eletrofiagdo ¢ uma técnica particularmente atrativa para o
processamento de biomateriais poliméricos permitindo o controle simultineo de sua

porosidade e composigao.

A Figura 69 ilustra a micrografia 6tica (na regido visivel) das membranas de PGA
obtidas por eletrofiacdo apds o aperfeicoamento do processo (concentracdo da solucdo e

campo elétrico).
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Figura 69- Aspecto otico das membranas de PGA obtidas pela técnica de eletrofiagdo. As membranas
estdo fixadas em laminas de vidro para a estabilidade mecanica.

Para as solugdes de PGA o resultado do processo de eletrofiacao levou a formagao
de fibras bem definidas como as apresentadas na micrografia MEV da Figura 70. A
elevada massa molecular do nucleo oligomérico do PGA parece ter garantido que mesmo
em baixas concentragdes o sistema em solugdo apresente enovelamento de suas cadeias,
suficiente para ser estirado pela agao do campo elétrico. O didmetro médio das fibras de
PGA obtidas através da técnica de eletrofiagao foi de aproximadamente 12,23 + 0,91 pum.
A porosidade das membranas de PGA eletrofiadas estimadas pela sua adsor¢dao de

hexadecano foi de 73 + 5%.

Conforme pode ser observado na Figura 71, a eletrofiacdo do PGA utilizando
nucleos oligoméricos de tetraglicerol ou hexaglicerol leva a formagao de fitas e uma
estrutura heterogénea de fibras pode ser observada. A mudan¢a na morfologia das fibras
eletrofiadas de PGA em fun¢do da massa molecular do nutcleo oligomérico de
poliglicerol, passando de uma forma cilindrica para forma de fita com juncdes pode ser
explicada pela diminuicao do didmetro médio das fibras durante a eletrofiagdo o que

facilita a evaporagdo do solvente durante a sua deposi¢ao no coletor.
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Figura 70- Micrografia MEV de membranas do PGA eletrofiado utilizando como nucleo oligomérico o
decaglicerol.
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Figura 71- Micrografia MEV de membranas do PGA eletrofiado utilizando como nucleo oligomérico o
tetraglicerol (A) e o hexaglicerol (B).

A espectroscopia FTIR foi utilizada para caracterizar a microestrutura da
membrana de PGA eletrofiada. Os resultados dos espectros FTIR obtidos sdo

apresentados na figura 72.

Observa-se (Fig. 72) que o espectro FTIR apresenta caracteristicas do espectro
vibracional de um poliol-poliéter apresentando bandas de absorcdo no intervalo de 3500-
3000 cm™ (estiramento do grupamento O-H e ligagdes de hidrogénio) e uma banda

. -1 . . . ,
intensa em 1035 cm™ devida ao estiramento assimétrico C-O-C. Ao mesmo tempo ¢
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importante observar o desaparecimento da banda a 1700 cm™ apds o processo de
eletrofiacdo quando a membrana ¢ submetida a luz UV. O desaparecimento da banda de
absor¢io a 1700 cm” corresponde ao processo de reticulagio da banda C=C do
metacrilato de glicidila (GMA) incorporado ao PGA, garantindo assim a estabilidade

mecanica da membrana obtida.
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Figura 72-Espectroscopia FTIR de membranas do PGA eletrofiado comparativamente aos oligdmeros de
glicerol. Em vermelho observa-se o FTIR do PGA apos o processo de eletrofiagdo e em azul o FTIR antes
da eletrofiagdo.

A Figura 73 do calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ilustra o efeito do
campo elétrico do diametro médio das fibras eletrofiadas em duas concentragdes de PGA.
Observa-se que o aumento do campo elétrico leva a uma diminuicdo no didmetro médio
das fibras. Entretanto, existe uma controvérsia na literatura com relagdo a reducao do
didmetro médio de fibras eletrofiadas em fungcdo do campo elétrico aplicado.
Observagdes experimentais indicam que o didmetro da fibra eletrofiada depende da

viscosidade da solucdo através da Equagdo (4.6) [179].

d=n (4.6)

sendo d o didmetro e n a viscosidade da solucao.
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Observa-se experimentalmente que didmetro do jato torna-se cada vez mais fino
ao longo do trajeto até o polo oposto devido ao continuo alongamento do jato em fungao
do campo elétrico e a evaporagdo do solvente. Desta maneira, os trabalhos na literatura
discutem uma relagdo entre a tensdo aplicada e o didmetro do jato sem que haja,

entretanto; uma teoria conclusiva a esse respeito [180-181].

Com a finalidade especifica de se investigar a presenga de cristalitos na membrana
de PGA eletrofiada realizou-se experimentos de DSC. A técnica de DSC ¢ uma das
técnicas mais adequadas para a andlise de transigdes de primeira ordem a exemplo da
fusdo e cristalizagdo. Observa-se um pequeno pico relacionado a endoterma de fusdo
(Figura 73) o que indica a presenca de uma Unica fase amorfa apresentando pequenos

cristalitos distribuidos uniformemente pela membrana [182].
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Figura 73 - Curva DSC normalizada da membrana eletrofiada de PGA. A razdo de aquecimento utilizada
foi de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio gasoso.

A estabilidade térmica da membrana de PGA eletrofiada foi avaliada através da

analise termogravimétrica (TGA) realizada em uma termobalanca Mettler modelo TA
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4000. As amostras foram aquecidas em cadinhos de alumina sob atmosfera inerte de N,
desde a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) até 800 °C utilizando-se as

velocidades de aquecimento de 10 °C/min, 20 °C/min e 30 °C/min.

A Figura 74(A) ilustra as curvas termogravimétricas e suas correspondentes
derivadas (Fig. 74 (B)) para a membrana de PGA cecletrofiada. Observa-se que a
degradacdo térmica da membrana de PGA ocorre essencialmente em dois eventos
térmicos em atmosfera de N, (Fig. 74). O primeiro se inicia a aproximadamente 250 °C
com uma perda de massa de aproximadamente 50%. O segundo evento incia a
aproximadamente 350 °C com perda de massa igual a 50 %. Nao foi observada a
formacdo de residuo referente a formacao parcial de carbono elementar durante a

decomposicdo do material.
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Figura 74- Curva termogravimétrica da membrana eletrofiada de PGA. A analise foi efetuada em atmosfera
dindmica de N, e velocidade de aquecimento de 10 °C/min, 20 °C/min e 30 °C/min.

O estudo da cinética de decomposicdo térmica da membrana eletrofiada de PGA
por TG foi efetuado segundo o método de Kissinger [183]. Essa metodologia considera
que o fluxo de calor consumido pela amostra ¢ diretamente proporcional & massa da
macromolécula arborescente que ¢ volatilizada, e que também pode ser detectado mais
eficientemente pela curva DTGA, cujo pico indica efetivamente a condi¢do de maxima

taxa de volatilizagdo da amostra.
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Durante o aquecimento da membrana de PGA, considera-se que a velocidade de
sua decomposi¢dao térmica ¢ diretamente proporcional ao fluxo térmico recebido pela
amostra, sendo o calor de decomposicdo fungdo da velocidade de aquecimento.
Admitindo-se que durante a decomposicao térmica das membranas de PGA eletrofiadas
ocorra somente a volatilizagdo, a velocidade de volatilizagdo sera directamente
proporcional ao fluxo térmico recebido pela amostra, sendo o calor de volatilizacao

funcdo da temperatura de operagao.

Todo estudo cinético pode ser descrito pela equacdo basica que relaciona a
velocidade de reacao da/dt, também chamada de velocidade de conversdao, em fun¢ao da
concentracdo de um dos reagentes g(a) por meio da constante de velocidade k a
temperatura constante como descrito pela Equacao 4.7 [184]:

du_ . @7
a0 :

O fator de conversdo (a) (também chamado grau conversdo) do o processo

decomposicao ao longo do tempo ¢ dado pela Equacao 4.8 [185]:

mi —m

a = (4.8)

mi —mf
sendo mi e mf correspondem a massa inicial e final da amostra, respectivamente, ¢ m

representa a massa em determinado instante.

A "forca motriz" da reagdo de decomposicido da membrana de PGA ¢ a
temperatura, e seu efeito ¢ introduzido através da equacdo de Arrhenius na determinagao

da constante de velocidade associada a perda de massa, k£ (Equacao 4.9):
—E
k= Ae" &t - (4.9)
sendo A ¢ o fator pré-exponencial de Arrhenius (também chamado de fator de frequéncia
por representar o numero de colisdes inter-atomicas durante a reagao de decomposigao da
amostra, Ea ¢ a energia de ativagdo em J, R a constante dos gases (8,3145 J mol-1k-1), e

T a temperatura absoluta em K.

Substituindo £ na Equagdo 4.7, de acordo com a equacao de Arrhenius obtém-se:
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do —Eo

E=fle~w-.g(o§]

(4.10)

Para sistemas termofixos que obedecem a uma cinética de reacdo de ordem n, a
velocidade de conversdo ¢ funcdo do consumo do reagente, decomposicdo do composto,
assumindo-se que g(a)=(I-a)n, onde o grau de conversdo a ¢é a concentragdo fraciondria

dos reagentes consumidos no tempo ¢, tem-se a Equagao 4.11:

d E
d—f=ﬂe'~ P (1— a)" 4.11)

sendo n a ordem da reagdo e a a fracdo massica volatilizada.

Diferenciando-se a Equagdo 7.5, para uma dada taxa constante de aquecimento J3,
a degradacdo maxima se dard em uma correspondente temperatura 7, expressa na

Equagao 4.12 como [183]:

BB D R (4.12)
R(Tm}z—ﬂn(i x),, e Fh

sendo (/-x), ¢ a fragdo massica residual, f ¢ uma constante de aquecimento, 7 a
temperatura absoluta, E ¢ a energia de ativagao para a reacdo de degradacao térmica, R ¢
a constante dos gases, T, ¢ a temperatura referente a taxa maxima de perda de massa e
corresponde a temperatura do pico DTG, visto que nessa temperatura ocorre a maxima

taxa de variacdo de massa do PGA durante o aquecimento.

Por sua vez, a linearizagao da Equacgao 4.13 fornece:

F __E 1 (E) (4.13)
En(Tm}z— Rme+1n AE

A equagdo de Kissinger [183] pode ser associada com a equagdo da reta: y = bx +
a. O procedimento consiste em obter os valores de In (¢/Tp) e, representa-lo em funcio
de (1/Tp). Nesse caso, Tp representa a temperatura absoluta de pico da curva DTG e ¢ ¢
a velocidade de aquecimento da amostra. A temperatura de pico, Tp, de cada etapa de
decomposicdo, representa o ponto onde a velocidade da reagdo de decomposicdo ¢

maxima. Logo, fazendo um grafico de In (¢/Tp°) contra 1/Tp obtém-se uma reta cujo
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coeficiente angular ¢ — Ea/R. O método ndo isotérmico ¢ rapido uma vez que as andlises
sdo realizadas sob aquecimento continuo, atingindo-se facilmente as transformacdes
estudadas, quer sejam efeitos fisicos ou quimicos. Neste trabalho sdo apresentados os
estudos de determinacdo da energia de ativagdo das membranas de PGA obtidas através

da técnica de eletrofiacao.

A Figura 75 contém as curvas DTA da membrana de PGA eletrofiada.
Observa-se que, com o aumento da velocidade de aquecimento, as temperaturas dos picos
de decomposicao térmica aumentam de forma proporcional, indicando que o mecanismo
de decomposigdo térmica ndo ¢ alterado. O grafico de In (¢/Tp”) contra 1/Tp para a
membrana de PGA eletrofiada estd representado na Figura 75. Através do coeficiente
angular obtido pela equacdo da reta, e utilizando-se a inclinagdo pode-se determinar a
Energia de Ativagao de cada etapa da decomposi¢do da membrana de PGA. Observou-se
uma primeira etapa de decomposicdo térmica com uma energia de ativacdo proxima a
240 kJ.mol" e ¢é atribuida a4 quebra da molécula na posi¢io do grupo éter. As segunda

etapa de decomposicdo apresentou energia de ativacdo bastante inferior

(aproximadamente 80 kJ.mol™).
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Figura 75 - Gréfico de Kissinger para a decomposi¢do térmica da membrana de PGA eletrofiada: Primeiro
pico referente a primeira etapa de decomposicao térmica (m) e, segundo pico correspondente & segunda
etapa de decomposi¢do térmica (A).
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4.4 Absorcio de agua

O estudo do transporte de dgua em arcaboucos poliméricos hidrofilicos pode ser
tratado quantitativamente utilizando-se a 2 lei de Fick, uma equacdo diferencial parcial de

ordem 2, representada na Equagdo 4.14.

0D _ o 0°C(x, 1) (4.14)
ot ox?

A difusdo € um processo de transporte no qual uma forca motriz originada pelo
gradiente de concentragdo produz o transporte de um componente da mistura de uma regiao
de alta concentragdo para uma regido de baixa concentracao. O processo de absor¢ao de agua

por materiais poliméricos € um importante descritor de suas propriedades biocompativeis.

A 4agua absorvida geralmente exerce um efeito plastificante no material polimérico
aumentando os processos de transi¢des e relaxacdes moleculares [186]. Quando um polimero
¢ imerso em um meio aquoso ou solucdo fisiologica, as interagdes entre a estrutura quimica da
macromolécula e a dgua (através, por exemplo, de ligagcdes de hidrogénio) favorecem seu

mntumescimento.

A medida que as moléculas de agua penetram na matriz as cadeias poliméricas
tornam-se mais estendidas causando uma expansao e conseqiiente ordenamento da estrutura
polimérica. Uma vez que este processo ¢ desfavorecido entropicamente, passa a existir entao
uma forga motriz no sentido oposto ao da forga osmotica das moléculas de agua em

permearem a matriz hidrofilica.

Quando a forca osmotica de moléculas de agua para dentro do sistema polimérico €
balanceada pela forca exercida pelas cadeias poliméricas em resistir ao processo de expansao,
diz-se que neste ponto o equilibrio no intumescimento foi atingido. Alguns dos fatores
responsaveis pelo intumescimento dos hidrogéis em meio aquoso estdo relacionados a alta
flexibilidade da cadeia da macromolécula, baixa densidade de ligagdes cruzadas, fortes
interacdes com a 4gua e a existéncia de um potencial osmotico [186]. O mecanismo de

transporte de 4gua nas membranas de PGA pode ser descrito pela Equagado 4.15 [187]:
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£ n
okt (4.15)

sendo 7 o tipo de transporte na membrana, M; e M., representam as massas de agua absorvidas

no tempo ¢ e equilibrio, respectivamente.

Para o caso I (transporte fickiano), n = 0,5 com velocidade de difusdo muito menor
que a relaxacdo; no caso de transporte II, n = 1,0. Neste caso, a velocidade de difusdo da agua
¢ muito maior comparativamente ao processo de relaxacdo do sistema polimérico. Para
sistemas nao-fickianos o valor de n estd compreendido entre 0,5 e 1,0. Quando a concentragao
inicial do agente permeante (agua) € constante na superficie e atinge valores Cpsx, NO

equilibrio de intumescimento a solugdo para a Equagao 4.16 assume a forma [187]:

ﬂ =1— EZ ;e[(—nizn+ 1]2%%] (4.16)
M., m2 Ly (2n+ 1)2
=0

sendo h a espessura inicial da membrana.

Integrando a Equagdo 7.12 obtém-se a massa da agua absorvida pelo PGLD em fungao

do tempo expressa na Equacao 4.17 [188-189]:

M, 8\ Dt
In [I_M_m] = IH(TE_E)_ T (4.17)

sendo D o coeficiente de difusao na membrana polimérica, / sua espessura € ¢ o tempo [188-

189].

De acordo com a Equacdo 4.17, o gréfico de In[1-M#/Mx] versus t e aplica-se método
dos quadrados minimos, sendo sua inclinagdo proporcional ao coeficiente de difusao

(Dn*/2h%).

O resultado da difusdo de fluido corporeo simulado (SBF- simulated body fluid) pH
7,4 nas membranas de PGA eletrofiadas ¢ mostrado na Figura 76. A solu¢do de SBF foi

preparada segundo metodologia proposta por Kokubo [190].

O aumento gradativo no intumescimento da membrana eletrofiada se deve ao

aumento na quantidade de grupos hidrofilicos nas cadeias poliméricas do PGA. Os
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grupos —OH presentes na molécula de PGA sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio
com a agua facilitando assim a difusdo da 4gua para dentro da matriz polimérica, bem
como o relaxamento das cadeias, provocando dessa forma o inchamento da membrana
eletrofiada. Ao mesmo tempo, a andlise da Figura 76 mostra que o aumento da
temperatura provoca um aumento no percentual de inchamento no equilibrio das

membranas de PGA eletrofiada.
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Figura 76- Perfil da curva de difusdo de solu¢do SBF, pH 7,4 nas membranas de PGA eletrofiadas: 25 °C
(0) ea37°C (e).

Varios fatores podem contribuir para o aumento no percentual de inchamento no
equilibrio (M¢/M,) de um gel frente a um aumento na temperatura, entre eles pode-se
destacar o aumento no percentual de ligacdes de hidrogénio devido a interagdo entre as
moléculas de dgua e os grupos —OH, fornecimento de energia térmica as moléculas de
agua e aumento da mobilidade das cadeias poliméricas, permitido novas conformagdes

para a rede polimérica.
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A Figura 77 mostra os graficos de In(M/M) como funcao de In(t) a temperatura
de 25 °C e 37 °C e a Tabela 3 mostra os valores obtidos para os coeficientes n, K e os
coeficientes de correlacdo das retas. Observa-se na Tabela 3 que o tipo de transporte
tende a ser Fickiano [191-192], ou seja; o tempo de relaxacdo das cadeias poliméricas ¢
muito mais curto que o tempo gasto para o transporte do fluido SBF. Nesse caso; a
difusdo de agua para dentro da matriz polimérica governa a dindmica de inchamento da
membrana de PGA eletrofiada. Devido as propriedades viscoelasticas da rede polimérica
de PGA, o mecanismo de transporte da solucdo de SBF através da membrana eletrofiada
pode se dar devido a fatores como gradiente de concentracdo, relaxacdo das cadeias

poliméricas ou gradientes de pressao osmotica na membrana polimérica eletrofiada.
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Figura 77- In(M¢/M,,) como fung¢do de In(t) para a membrana de PGA eletrofiada a 25 °C (o) e 37 °C (e).
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Tabela 3- Valores dos coeficientes de intumescimento medidos em diferentes
temperaturas para as membranas de PGA eletrofiadas.

Temperatura (°C) N Kk (min™) R’
25 0,30 0,12 0,9687
37 0,29 0,20 0,9588

Uma descricdo mais completa do processo de absor¢cdo de dgua pelas membranas
de PGA eletrofiadas pode ser efetuada num intervalo de tempo longo o suficiente para
que absorcao de agua ocorra essencialmente devido a relaxag¢dao das cadeias poliméricas.

Nesse caso, pode-se utilizar a Equagao 4.18 [193-194]:

dM,
— =k — 4.18
o = k(Mo — M) (4.18)

sendo k’a constante da velocidade de relaxagdo da rede polimérica.
A integracdo da Equacgao 4.19 fornece:

M .
M—t =1 —Ae Kt (4.19)

[

sendo 4 ¢ uma constante. Os valores de k" foram calculados pela inclinagdo da reta
obtida no grafico de In(1- M;/ Moo) em funcao de t.

A Figura 78 ilustra a curva de In(1- My/Mwx) em fungdo de t e a Tabela 4 mostra os

valores encontrados para k” e os coeficientes de correlacdo das retas obtidas.
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Figura 78 - Curva In(1- Mt/Mo) em funcdo de t para o as membranas de PGA eletrofiadas a 25 °C (o) e 37 °C
(®).

Os bons coeficientes de correlagdo encontrados (Tabela 4) para as membranas de
PGA cletrofiadas parece validar a hipdtese de que o mecanismo de relaxacdo ¢ o
mecanismo dominante para grandes tempos de intumescimento. Ao mesmo tempo, o0s
valores da constante da velocidade de relaxagdo variaram de modo homogéneo frente a
variagdes da temperatura exibindo um aumento na velocidade de relaxacdo frente ao

aumento na temperatura.

Deve ser observado que para longo intervalos de tempo de intumescimento as
moléculas de agua ja se ligaram aos grupos —OH da membrana de PGA eletrofiada e
reduziram assim os efeitos de sua carga no processo de intumescimento. Ao mesmo
tempo, em intervalos longos de tempo, a hidratacdo dos grupos -OH permite que a rede
polimérica de PGA eletrofiada possa ser tratada como uma rede ndo carregada
eletrostaticamente, onde um aumento na temperatura ird provocar uma maior mobilidade
das cadeias poliméricas e consequentemente, aumentar sua velocidade de relaxamento.
Portanto, a hipotese de que a relaxacdo das cadeias poliméricas ¢ responsavel pelo
mecanismo de inchamento para longos intervalos de tempo se mostrou valida as

membranas de PGA eletrofiadas.
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Tabela 4- Valores da constante da velocidade de relaxagdo e do coeficiente de
correlagdo das membranas de PGA eletrofiadas a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) k (min™) R’
25 0,0492 0,9360
37 0,151 0,9949

Uma vez que as propriedades mecanicas da membrana eletrofiada de PGA sdo
determinantes para sua aplicagdo na Engenharia de Tecidos Biologicos, foram avaliados
seus modulos de elasticidade em funcdo da densidade aparente de reticulagdo. A

densidade aparente de reticulacdo, v,, foi determinada utilizando a Equagao 4.20 [195]:

o= RT[%}’O] PV, (A— A7) (4.20)

sendo ¢,0¢€ ¢, a fragdo do volume do gel do polimero no estado relaxado (logo apos a
polimerizacdo) e em equilibrio de intumescimento, respectivamente; R ¢ a constante dos
gases ¢ T ¢ a temperatura (K). A fragdo volumétrica do polimero, ¢, foi obtida a partir da

Equacdo 2.21:

¢, = [1+ 6‘p63_1(mEQ'm5_'1)_6p6;1]_1 (4.21)

sendo o a densidade do polimero, 85 a densidade do solvente, m.q representa a massa da
membrana de PGA em equilibrio (intumescida) e my ¢ a massa da membrana de PGA

S€ca.

A Figura 79 ilustra os resultados obtidos para a variagdio do moddulo de
elasticidade (E) com a densidade de reticulagdo (v.). Observou-se que membranas
eletrofiadas de PGA com alto teor de metacrilato de glicidila (GMA) apresentam maior
densidade de reticulagdao. Além disso, a formagao de interagdes nao covalentes entre os

segmentos poliméricos parece contribuir para aumentar o valor de ve..
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Figura 79- Valores de mddulo de elasticidade, E, e densidade aparente de reticulagdo, v, para hidrogéis de
PGL. As amostras diferem em quantidades de GMA: 0,25% m/m (1), 0,50% m/m (2), 0,75% m/m (3),
1,0% m/m (4) e 2,0% m/m (5).

Os mecanismos de interagdo do PGA com a dgua ndo sdao totalmente conhecidos,
porém, sabe-se que sua tendéncia a anfipaticidade podera facilitar sua interacdo com a
superficie celular de mamiferos e exercer influéncia no processo de adesao e proliferagao

celular.

O fluido bioldgico podera fornecer uma contribuigdo importante para a estrutura, a
dindmica e a proliferagdo celular no arcabougco de PGA eletrofiado. Representar a
interagdo explicita do SBF com o PGA eletrofiado seria desejavel do ponto de vista
bioldgico mas na visdo da quimica computacional isso aumentaria significativamente o
tempo de simulacdo incentivando assim a se trabalhar com modelos que representem
implicitamente a interacdo entre o fluido bioldégico e o PGA. Dentre os modelos
implicitos, encontram-se os modelos baseados na area/superficie acessivel ao solvente

(SAS).

A SAS do PGA seria uma forma de se quantificar seu efeito hidrofébico. O

conceito de SAS tem sua origem no trabalho de Lee e Richards [196] na década de 70. A
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superficie acessivel ao solvente descreve a area na qual o contato entre a molécula (PGA)
e o solvente ocorre. A SAS ¢ definida como o lugar geométrico dos centros de uma esfera
de prova (representando a molécula do solvente) como se esta rodasse sobre uma

superficie de van der Waals do PGA (Figura 80).

Lado de Fora

Lado de Dentro

Figura 80 - Ilustrac@o da medida de acessibilidade da agua a superficie do PGA. A acessibilidadedas moléculas
de 4gua pode ser medida fazendo ‘"rolar” uma molécula de agua “esférica”sobre uma superficie do
PGA e somando a area que pode ser acessada por esta molécula em cada unidade mérica do polimero. Adaptado
de [197].

A Figura 81 ilustra a area acessivel ao solvente do PGA. A avaliagdo das regides
hidrofilicas e hidrofobicas do PGA expostas ao solvente foi computada sobre os ultimos
9,5 ns de trajetoria (Figura 81), utilizando o Gromacs. Calcularam-se as propriedades
moleculares ASA+ (superficie acessivel ao solvente de todos os atomos com carga
parcial positiva), ASA- (superficie acessivel ao solvente de todos os d&tomos com carga
parcial negativa), ASA-H (superficie acessivel ao solvente de todos os &tomos
hidrofobicos), ASA-P (superficie acessivel ao solvente de todos os 4tomos hidrofilicos).
A analise revela que existe uma contribuicdo significativa de ASA-H, indicando que o
PGA possui propriedades anfifilicas o que contribui para a distribui¢do da carga ao longo
da cadeia polimérica, o que podera contribuir para o processo de eletrofiacdo e a0 mesmo
tempo para a relaxagdo da membrana de PGA eletrofiada durante seu intumescimento em

fluido fisiolégico.
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ASA = 255263
ASA+ = 206256
ASA-= 490,07
ASA_H=1630,50
ASA_P=92213
atpH="7.40

Figura 81- Ilustragdo da SAS (4gua) para o PGA, calculado utilizando o0 GROMACS 4.0. Superficie (A%) em
vermelho e azul indicam o potencial eletrostatico negativo e positivo, respectivamente.

4.5 Ensaios biologicos

O modelo de experimentagdo animal tem contribuido grandemente para o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia promovendo até o presente século a utilizagao
segura de novos medicamentos para o tratamento de enfermidades que acometem os seres
vivos a exemplo da insulina, desenvolvimento de vacinas e a producdo de soros contra

toxinas de animais ¢ insetos [198].

A industria dos biomateriais também ¢ uma grande usuaria de animais no sentido
de se detectar a toxicidade de dispositivos implantaveis para uso em seres humanos, tanto
os dispositivos cldssicos como aqueles desenvolvidos com base na nanotecnologia
(Figura 82). Nesse caso, os biomateriais devem ser avaliados pré-clinicamente para que

ndo causem reagdes adversas e nem lesem o organismo do paciente.
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Figura 82 - A medicina do século XXI trabalha com dispositivos complexos oriundos da nanotecnologia a
exemplo da pilha de combustivel implantavel. O nanodispositivo converte a energia mecdnica e
bioquimica para alimentar outros dispositivos implantados a exemplo dos nanosensores ¢ marca-passos.
A biocompatibilidade com o tecido humano é fundamental para o sucesso da aplicacdo do dispositivo.
Adaptado de [199].

Nesse século, a adocdo de sistemas in vitro envolvendo a cultura de células
bioldgicas de linhagens especificas, pode substituir completamente a utilizagdo de
animais nas fases de sintese em escala de bancada e semi-industrial dos biomateriais
cerdmicos, poliméricos ou metalicos. De acordo com o Orgdo Internacional de
Padronizagao (International Standard Organization), 1SO 10993, o ensaio de
citotoxicidade in vitro ¢ o primeiro ensaio de laboratorio com a finalidade especifica de
se avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos. Somente apds comprovada a ndo toxicidade do candidato a biomaterial nos
ensaios padronizados ISO ¢ que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter
continuidade através do modelo de experimentagao animal, observando-se nesse caso o

principio dos 3R’s [200].

O principio dos 3 R‘s envolve trés palavras de profundo significado na
experimentacdo animal: replace, refinement e reduction. Nesse caso, replace, indica a
substitui¢do absoluta por técnicas que ndo usem animais ou, substituicdo por animais
menos evoluidos. A segunda palavra reduction, significa a redu¢do do niimero de animais
usados na experimentacdo ou o desenvolvimento de estratégias que resulte num menor
nimero de animais, maximizando-se assim a informacao obtida por animal. Finalmente o
refinement orienta para a diminuicdo do nivel de estresse (pressdo) e dor causada ao
animal durante a experimentacdo. Como pode ser observado, o principio dos 3R’s define

na verdade uma nova ciéncia ética, dai o neologismo Bioético; combinando humildade,
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responsabilidade e uma competéncia interdisciplinar, intercultural potencializando assim

o senso de humanidade no planejamento experimental.

Tendo em vista uma perspectiva de futura aplicacdo das membranas de PGA
eletrofiadas na Engenharia de Tecidos Biologicos, torna-se necessdria a realizacdo de
testes biolégicos com as membranas de PGA produzidas por -eletrofiacdo. Sao
apresentados a seguir os ensaios de citotoxicidade utilizando linhagens celulares de
células de ovario de Hamster Chinés (CHO-k1) e estudos da adesdo e proliferacdo de
fibroblastos da linhagem BALB/3T3, do banco de células da ATCC. Ambos os ensaios,

estdo em boa concordancia com o principio dos 3R’s.

4.5.1 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade utilizando as linhagens CHO desenvolvido nesse
trabalho consiste em colocar o material indiretamente em contato com uma cultura de
células de mamiferos, verificando-se as alteragdes celulares com base na incorporacao de
corantes. Nesse caso, a velocidade de crescimento e multiplicagdo celular pode ser
medida indiretamente apos contato com a solucdo do extrato do material sintético,
utilizando o corante supravital MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-y)5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil-2H-tetrazolio)]. No ensaio de citotoxicidade utilizando o MTS, o corante ¢
bioreduzido através da enzima mitocondrial succinato desidrogenase pelas células viaveis
ao produto formazan que ¢ solivel no meio de cultura. A quantidade de MTS
metabolizada pela populacdo de células ¢ diretamente proporcional ao numero de células
viaveis e a intensidade da cor desenvolvida ¢ diretamente proporcional ao nimero de
células viaveis (vivas) presentes no meio [201]. Nesse caso, a curva dose resposta da
amostra, determinada apos 48 horas de exposi¢ao, pode ser construida para permitir a
obtencdo dos valores de IC50, indice de citotoxicidade que causa a morte celular de 50 % das

células inicialmente presentes no meio.

A Figura 83 mostra o ensaio de citotoxicidade das membranas de PGA eletrofiadas
contra as células CHO. De acordo com os dados obtidos neste ensaio, a membrana
eletrofiada de PGA nao apresentou citotoxicidade, pois a viabilidade celular manteve-se

acima de 100% para todas as concentragdes, tendo-se 0 PEAD como controle negativo e
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o fenol a 0,3% como controle positivo (Fig. 83). O resultado de citotoxicidade obtido
parece favorecer a utilizagdo das membranas eletrofiadas de PGA como arcabougo

molecular para a Engenharia de Tecidos Biologicos.

h
=]
|

Viabilidade Celular (%)

Concentracdo do Extrato (%)

Figura 83- Ensaios de viabilidade celular para as membranas eletrofiadas de PGA ( A) e decaglicerol (e).
Os controles positivo e negativo sdo o fenol a 0,3% (0) e o polietileno de alta densidade (o),
respectivamente.

4.5.2 Ensaio de Adesao e Proliferacao Celular

Atualmente os experimentos envolvendo estudos de adesdao e proliferacao celular na
superficie de arcabougos moleculares fornece um melhor entendimento a respeito das
interagdes interfaciais entre a célula biologica e a superficie do material sintético.

E fato conhecido na literatura que os eventos iniciais na interface implante-material
sintéticos envolvem a adsor¢do protéica seguido do processo de adesdo celular [202-203]. A
adesdo celular por sua vez se deve a existéncia de forgas de van der Waals e eletrostaticas

entre o implante sintético e a membrana celular havendo nesse caso, o envolvimento de
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proteinas e receptores que compdem a matriz extracelular mediado por integrinas, as
moléculas responsaveis pelo fendmeno de adesdo celular no arcabougo molecular sintético
[204-205].

O sucesso da membrana eletrofiada de PGA em sua utilizagdo na Engenharia de
Tecidos Bioldgicos dependerd em grande parte da adesdo e do crescimento das células
biologicas de interesse. A quimica da superficie das membranas de PGA podera assim, definir
a resposta celular a ela e, dessa forma, afetar a adesdo, proliferacdo, migracdo e fungao das
células biologicas. Sendo assim, esse trabalho estudou o processo de adesdo e crescimento
celular de fibroblastos na superficie da membrana de PGA eletrofiada pelas técnicas de

microscopia de fluorescéncia e microscopia eletronica de varredura.

As células foram colocadas na superficie das membranas de PGA eletrofiadas na
densidade de 2,5x10* células e mantidas em estufa de CO, por cinco dias. Apds este
periodo os suportes foram lavados com solugao tampao fosfato (PBS) pH 7,4 e as células
fixadas com formalina 10% por 10 minutos. Para a MEV, o material foi liofilizado.

As Figuras 84-86 mostram micrografias de microscopia de fluorescéncia da
confluéncia das células da linhagem BALB/3T3 sobre a superficie da membrana de PGA
eletrofiada apos 24 h de cultivo. Observa-se uma grande quantidade de células que migraram
e proliferaram para o interior dos poros da membrana de PGA eletrofiada o que permite
concluir que o material possui além da biocompatibilidade as caracteristicas adequadas para a

adesdo e migracao das células fibroblasticas no arcabougo polimérico.
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Figura 84- Analise em microscopia de fluorescéncia das células de fibroblasto da linhagem BALB/3T3
aderidas na membrana de PGA eletrofiada ap6os 24 h de cultivo. Foram utilizados os marcadores laranja de
acridina para identificagdo das células fibroblasticas aderidas nas fibras de PGA eletrofiadas. A analise
foi efetuada em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse E800 com filtro azul com excitagdo de 450-
490 nm. Objetiva: 4X.
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Figura 85- Analise em microscopia de fluorescéncia das células de fibroblasto da linhagem BALB/3T3
aderidas na membrana de PGA eletrofiada apds 24 h de cultivo. Foram utilizados os marcadores laranja de
acridina para identificacdo das células fibroblasticas aderidas nas fibras de PGA eletrofiadas. A analise
foi efetuada em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse E800 com filtro de excitagdo FITC-Texas
Red. Objetiva: 4X.
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Figura 86- Analise em microscopia de fluorescéncia das células de fibroblasto da linhagem BALB/3T3 do
grupo de controle. Foram utilizados os marcadores laranja de acridina para identificacdo das células
fibroblasticas. A analise foi efetuada em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse E800 com filtro de
excitagdo FITC-Texas Red. Objetiva: 4X.

A viabilidade e proliferagdao celular nos arcabougos de PGA foram determinadas
através do ensaio do MTS (capacidade das células viaveis reduzirem o brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio com a formagdo de cristais de formazan de cor

purpura), executado em diferentes periodos de interacao das células com os suportes.

As células foram colocadas na superficie das membranas de PGA eletrofiadas
(1x1 cm) na densidade de 2,5x10* células e mantidas em estufa de CO, por cinco dias. A
cada 24h, as membranas foram lavadas com PBS pH 7.4 e adicionado MTS (solugdo de 5
mg/mL) juntamente com meio DMEM (sem soro) na propor¢do de 1:5. As células foram
incubadas por 3 h a 37°C. Apds este periodo, o meio foi aspirado e adicionado 0,3 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Apods a dissolucdo dos cristais, a absorbancia foi lida no
espectrofotometro a 490 nm. Para células vidveis o reagente MTT, de coloragdo

amarelada, ¢ reduzido a cristais de formazan de cor purpura, através das enzimas
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redutases. A concentracdo de cristais formados ¢ diretamente proporcional a

concentragdo de células viaveis aderidas na membrana de PGA eletrofiada.

A Figura 87 mostra o grafico relacionado ao crescimento das células aderidas na
membrana de PGA ecletrofiada. Observa-se que as a linhagem celular de fibroblasto
aderiu ao suporte desde o primeiro dia, sem perder sua viabilidade e exibiu uma

tendéncia de crescimento linear durante os cinco dias da experimentacao.
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Figura 87- Ensaio de proliferacio da linhagem de fibroblastos BALB/3T3 na membrana de PGA
eletrofiada. As células foram incubadas a 37°C em estufa de CO, na presenca das membranas e a cada
intervalo de tempo de 24h, uma membrana foi retirada para a realizacdo do método de redugdo de MTT. O
crescimento celular apresentou comportamento linear (y = 0,00548X-0,0348/R2=0,9960). Os resultados
foram expressos pela média e desvio padréo de trés ensaios distintos.

As membranas de PGA eletrofiadas contendo as células de fibroblastos
BALB/3T3 foram em seguida avaliadas por microscopia eletronica de varredura, para

observacao do citoesqueleto das células fibroblasticas aderidas.

Os fibroblastos sdo as principais células envolvidas no processo de cicatrizagdo e
tém por principal fun¢do a manutencdo da integridade do tecido conjuntivo através da

sintese dos componentes da matriz extracelular [206]. Os fibroblastos sdo estimulados a
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produzir e a depositar componentes da matriz extracelular e, na pele, esses eventos sdo

necessarios para permitir € promover a reepitelizagao [207].

Os fibroblastos sdo suscetiveis a alteracdes devido as forgas mecanicas as quais
sdo submetidos durante situagdes patologicas ou fisioldogicas e, assim, organizam as
fibras coldgenas, além de estarem diretamente relacionados a formagdo do tecido de
granulagdo. Além de produzirem colageno, os fibroblastos produzem elastina,
fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases, responsaveis pelo debridamento e

remodelamento fisiologico da célula [208].

As células fibrobléasticas sdo obtidas a partir de tecido conjuntivo, cartilagens,
revestimentos de vasos sanguineos, musculos e estromas de varios 6rgaos. Em cultura, as
células fibroblasticas apresentam-se alongadas, fusiformes e com pouca capaciadade de
formar ldmina basal, conforme ¢ ilustrado pelas micrografias MEV na Figura 88 do grupo
controle das linhagens celulares BALB/3T3.

A adesdo e proliferagdo das células fibroblasticas na membrana eletrofiada de PGA
sdo aspectos importantes para a Engenharia de Tecidos Biologicos [209]. O estudo da
morfologia celular por MEV (Figura 89) permitiu a observagao de células fibroblasticas
aderidas e espraiadas sobre a membrana de PGA eletrofiada com citoesqueleto de actina
organizado em fibras de estresse (stress fibers). A adesdao das células fibroblasticas a
membrana de PGA eletrofiada parece regular o crescimento, migragao e a viabilidade celular

além da organizacao tecidual e o remodelamento do arcabouco molecular (PGA) [210-211].
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Figura 88- Microscopia eletronica de varredura do grupo controle referente as células fibroblasticas da
linhagem BALB/3T3 utilizadas nesse trabalho. As células foram liofilizadas.
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Figura 89- Microscopia eletronica de varredura evidenciando os fibroblastos aderidos nas fibras de PGA
eletrofiadas. As membranas de PGA foram liofilizadas.



CONCLUSOES E TRABALHOS
FUTUROS

Este capitulo faz o balango final do trabalho,
realcando os aspectos principais da utilizagdo da
técnica de eletrofiagdo para a obtencdo de
arcabougos moleculares de poliglicerol
arborescente e suas propriedades bioldgicas quanto
ao processo de adesdo e proliferagdo celular.
Algumas perspectivas futuras interessantes para o
desenvolvimento de outros estudos complementares
tomando em conta as limitacdes inerentes a este

trabalho foram destacadas.

159




160

Arcaboucos de PGA foram obtidos com sucesso através da técnica de eletrofiagdo
e apresentaram-se como candidatos promissores para utilizacdo na engenharia de tecidos
como uma plataforma para cultivo 3D de células bioldgicas, dados os resultados positivos

alcangados através dos ensaios in vitro de adesdo e proliferagao de fibroblastos.

O arcabouco de PGA celetrofiado foi biocompativel e sustentou a adesdo e o
crescimento de células de fibroblastos. Estudos in vitro de cultura celular de fibroblastos
indicaram que os arcabougos de PGA eletrofiado promoveram a adesdo celular e o mais

importante, promoveram o crescimento celular.

E fato que a adesdo celular é crucial para a unido de células nos tecidos de
mamiferos. Sob esse aspecto, ndo ha uma simples adesdo das células no arcaboucgo para
formar os tecidos. As células se organizam em padrdes muito diferentes e altamente
distintos. Também ¢ conhecido na literatura que ha uma grande variedade de mecanismos
de adesdo celular responsaveis pela unido das células, juntamente com suas conexoes

com o citoesqueleto interno [212].

As células s3o responsaveis por secretar matriz extracelular, organiza-la e
degrada-la. O arcabouco, por sua vez exerce influéncias potentes sobre as células durante
o seu processo de adesdao, crescimento e diferenciacdo. As influéncias sdo exercidas
principalmente através de proteinas transmembranares de adesdo celular que atuam como
receptores de matriz [213]. Os receptores da matriz tém um papel importante nas células
epiteliais, mediando suas interagdes com a lamina basal. Varios tipos de moléculas
podem funcionar como receptores da matriz ou co-receptores, incluindo os
proteoglicanos transmembranares, mas os principais receptores em células de animais

para proteinas de ligagdo da matriz extracelulares sdo as integrinas [214].

Para ampliar o campo do conhecimento a respeito da utilizagdo de arcabougos de
PGA eletrofiados na Engenharia de Tecidos, ¢ importante desenvolver técnicas de
eletrofiacdo ao nivel 3-D de forma a se mimetizar a matriz extracelular, controlando
assim o processo de adesdo celular estabelecendo varidveis de controle de processo como
distribuicao do tamanho de poros, topografia e fisico-quimica da superficie de forma a se
aperfeicoar os parametros de processo de modo a se atingir uma matriz ndo somente

biocompativel, mas também biodegradavel.
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Os estudos desenvolvidos nessa pesquisa permitiram que “aprendéssemos” a
manipular os pardmetros de eletrofiagdo, no ambito do  sistema experimental
desenvolvido nesse trabalho, 0 que permitiu a observagao de tendéncias da maquina
montada em nossos laboratorios em produzir arcabougos eletrofiados que suportam a
adesdo e o crescimento celular de células fibroblasticas. Pode-se concluir, portanto, que
as membranas de PGA eletrofiadas suportam a adesdo e o crescimento celular e que esse
processo biologico pode ser controlado através do controle das varidveis de processo na

maquina de eletrofiacdo e da quimica de superficie do material.

Nosso proximo passo envolverd a realizacdo de ensaios bioquimicos que permitam
avaliar a absor¢do de fibronectina (FN) e seus anticorpos especificos nas membranas
eletrofiadas de PGA de modo a se quantificar o quao intensa ¢ sua influéncia no processo

de adesao celular.

Ainda no estagio atual de nosso conhecimento, ainda ndo podemos realizar uma
analise quantitativa da forca de adesdo das células fibroblasticas no arcabouco de PGA

eletrofiado.

No futuro, uma analise quantitativa da for¢a envolvida na adesdo celular
fornecera informagdes valiosas quanto aos sinais bioquimicos desencadeados pelo
arcabou¢o de PGA eletrofiado e os mecanismos envolvidos nos processos de adesdo e
crescimento celular. Certamente esse projeto de pesquisa também serd inovador, pois
integra o conhecimento dos descritores do processo de micro/nanofabricagdo de
arcabougos eletrofiados na manipulagao ao nivel celular de adesao e composicao local de
FN na organizag¢ao da matriz extracelular. Os resultados obtidos poderdao contribuir com
novos conhecimentos para o  desenvolvimento de arcabougos  biomiméticos,
biodegradaveis e biocompativeis com biofuncionalidades especificas para a Engenharia

de Tecidos Biologicos.
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