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CASTRO, J. G. Fibras condutoras ultrafinas de poli (butileno adipato co-
tereftalato)/polipirrol produzidas por eletrofiagdo com nanohidroxiapatita e seu
potencial como suporte para crescimento 0sseo. Sdo José dos Campos — SP.
2016. Dissertacdo. Programa de Poés-Graduacdo em Engenharia Biomeédica,
Universidade do Vale do Paraiba-UNIVAP, 2016.

RESUMO

A substituicdo do tecido 6sseo por enxerto de biomateriais depende das interacfes
fisicas, quimicas e bioldgicas entre estes no sitio de implante, de forma a estimular a
migracdo e diferenciagdo celular e favorecer a adequada formagdo Ossea. O
desenvolvimento de um material bioativo, biorreabsorvivel e osteocondutivo, implica
no ajuste de caracteristicas e propriedades da superficie, a fim de obter uma
interface biologicamente ativa. O objetivo desse estudo foi desenvolver e
caracterizar scaffolds poliméricos tridimensionais de Poli (butileno adipato co-
tereftalato)/Polipirrol (PBAT/PPy) produzidos por eletrofiacdo com nanohidroxiapatita
(nHAp) eletrodepositada na superficie e avaliar sua biocompatibilidade e potencial
de diferenciacéo celular em osteoblastos MG-63, visando aplicacfes na engenharia
de tecidos. Utilizou-se o microscopio eletrdbnico de varredura (MEV) para
caracterizacdo das amostras e analise da adesdo celular e medida do angulo de
contato para identificar a molhabilidade. Os ensaios biolégicos in vitro foram
realizados em quadruplicata com osteoblastos humanos para avaliar
biocompatibilidade, através do teste de citotoxicidade — MTT (1 e 7 dias) e potencial
de diferenciacdo da matriz extracelular dos diferentes grupos estudados através da
atividade da fosfatase alcalina (ALP, 14 e 21 dias). Os resultados obtidos foram
submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) nao paramétrico seguido de
pos-teste de Multipla Comparacdo Tukey's. O nivel de significancia fixado em 5%
(p<0,05). O diametro médio das fibras ultrafinas foi PBAT (111 + 26 nm) e PBAT/PPy
(132 £ 33 nm). As fibras ultrafinas PBAT e PBAT/PPy apresentaram angulo de
contato de 115° e 84° respectivamente. As amostras PBAT, PBAT/PPy e
PBAT/PPy/nHAp né&o induziram efeito citotoxico apos o contato com as células MG-
63, que foram capazes de interagir com o material evidenciando sua morfologia
classica. A presenca do PPy nas fibras ultrafinas induziu um aumento na atividade
de ALP aos 21 dias. Esses resultados mostram que esse novo nanobiomaterial
apresenta um grande potencial para aplicacdo na medicina regenerativa como
suporte para crescimento de 0Sso0.

Palavras-chave: Poli(butileno adipato co-tereftalato); Polipirrol; Nanohidroxiapatita;
Eletrofiacdo; Fosfatase Alcalina; Citotoxicidade.



ABSTRACT

The replacement of the bone tissue using biomaterial graft depends on the physical,
chemical and biological interactions among themselves in the implant spot, in order
to stimulate the migration and cellular differentiation and favor the properly bone
formation. The development of a bioactive, bioresorbable and osteoconductive
material, implies in an adjustment of the characteristics and properties of the surface,
in order to obtain a biologically active interface. The objective of this study was to
developed and characterized a tridimensional polymeric scaffolds of Poly (butylene
adipate-co-terephthalate)/Polypyrrole (PBAT/PPy) produced by electrospinning with
nanohidroxyapatite(nHAp) electrodeposited on their surface and evaluate its
biocompatibility and potential cellular differentiation into Mg63 osteoblast aiming
implementations in the tissue engineering. It was used Scanning Electron
Microscope SEM to characterize the samples and analyzed the cell adhesion and
measured the contact angle to identify the wettability. The biological in vitro tests
were carried out in quadruplicates with human osteoblasts to evaluate their
biocompatibility, using cytotoxicity test — MTT (1 and 7 days) and potential
differentiation of the extracellular matrix in the different studied groups by alkaline
phosphatase activity (14 and 21 days). The obtained results were submitted to the
non-parametric variance analysis test (ANOVA) followed by the Turkey’s multiple
comparison test. The significance level was set in 5% (p<0,05). The ultrathin
distribution diameter were: PBAT (111 + 26 nm) and PBAT/PPy (132 + 33 nm),
respectively. PBAT and PBAT/PPy ultrathin fibers showed contact angle around of
115° and 84°, respectively. The PBAT, PBAT/PPy and PBAT/PPy/nHAp samples did
not present cytotoxicity effect after the contact with the Mg-63 cells, which were able
to interact with the material showing its classical morphology. The presence of PPy
into nanofibers induced an increase in ALP activity at 21 days. These results show
that this new biomaterial presents a great potential to be applied in regenerative
medicine as a support for bone growth.

Key-words: Poly (butylene adipate-co-terephthalate); Polypyrrole; Nano-
hydroxyapatite; Electrospinning; Alkaline Phosphatase; Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

bY

A quantidade de doencas relacionadas a estrutura O0ssea (doencas
degenerativas, fraturas, neoplasias) tem crescido na medida em que aumenta a
expectativa de vida da populacdo mundial, tornando-se um grande desafio para
setores da area da saude, especialmente da clinica ortopédica, em que muitas
vezes h& necessidade de realizagdo de intervencado cirlrgica para substituicdo ou
reconstrucdo Ossea total ou parcial, além de fixacdo definitiva ou temporéria de
0ss0s. Quando a estrutura biolégica ndo puder ser reparada, 0s enxertos 0sseos
tornam-se uma alternativa viavel para o restabelecimento das fun¢des normais do
paciente e demandam a necessidade do estudo de materiais que possam ser
utilizados como substitutos 6sseos (GUASTALDI; APARECIDA, 20012; LANDIM et
al., 2013), ja que séo reconhecidas as deficiéncias e limitacbes no uso de enxertos
autdgenos no tratamento dessas lesdes.

Segundo dados do DATASUS (2015) no Brasil, 0 mercado de dispositivos
médicos foi de R$ 19,7 bilhdes em 2014. Quando voltado especificamente para o
subsetor dos dispositivos implantaveis, estima-se que este represente o equivalente
a 20% desse total, ou seja, cerca de R$ 4 bilhdes. O Ministério da Saude considera
dispositivo médico implantavel “Ortese e protese implantavel por meio de
procedimento médico ou odontoldgico invasivo, bem como os materiais utilizados
como instrumental especifico para sua implantacao” (BRASIL, 2015). Esses valores
refletem a necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de materiais que
apresentem melhor custo e maior efetividade.

O crescente desenvolvimento de pesquisas sobre as aplicacbes de
biomateriais é responsavel por impulsionar esse mercado no Brasil. De acordo com
as pesquisas especializadas (GRAND VIEW RESEARCH, 2015), a previsao do
mercado de biomateriais no Brasil € estimada em US$ 2 bilhdes até 2018. Os
biomateriais ortopédicos (biomateriais reconstrutivos, cimento 0sseo e medicina
esportiva) ocuparam a maior quota, seguido de biomateriais cardiovasculares.

Por definicdo, biomateriais sao: “dispositivos que entram em contato com
sistemas bioldgicos (incluindo fluidos bioldgicos), com aplicacdes diagndsticas,

vacinais, cirdrgicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de


http://www.grandviewresearch.com/
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origem sintética ou natural, assim como de materiais naturais quimicamente
modificados [...]" (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015, p. 967).

Os biomateriais mais utilizados como substitutos 06sseos, sejam
permanentes ou biodegradaveis, naturais ou sintéticos, necessitam ser
biocompativeis, osteoindutivos, osteocondutivos, porosos e mecanicamente
compativeis com o osso (BAUER et al., 2013), para assim servirem de scaffolds,
capazes de proporcionar um ambiente adequado para as células se agregarem,
proliferarem, diferenciarem e permitirem a deposicao da nova matriz é6ssea (COSTA-
PINTO; REIS; NEVES, 2011).

Os biomateriais poliméricos estdo entre 0s mais empregados no contexto
meédico, pois sdo, geralmente, faceis de produzir, manusear e apresentam
caracteristicas mecéanicas semelhantes as dos materiais biolégicos (GRIFFITH,
2000). Especificamente na area de engenharia tecidual, varios biopolimeros tém se
destacado, como o poli (acido latico) (PLA) (LASPRILLA et al., 2012), o poli (acido
glicdlico) (PGA) (OKAMOTO; JOHN, 2013) e o copolimero poli (acido latico-co-acido
glicélico) (PGLA) (GENTILE et al.,, 2014). No campo da regeneragdo do tecido
0sseo, € essencial atingir arquitetura e quimica semelhante a da matriz extracelular
(MEC), que por sua vez ira desempenhar papel fundamental no controle da adeséo
celular e maior proliferacéo celular (CHEN et al., 2009).

Embora a literatura descreva varios métodos de processamento para a
producdo de nanoscaffolds visando aplicagdes na engenharia de tecidos (Ml; JING;
TURNG, 2015; HUTMACHER, 2001) como liofilizagdo (AMINI; LAURENCIN;
NUKAVARAPU, 2012), separacdo de fases, automontagem (GARG; BOWLIN,
2011), rotofiagdo (BRITO, 2013), nenhum corresponde a eletrofiagdo em termos da
sua versatilidade, flexibilidade e facilidade de producéao de fibras.

A eletrofiacdo compreende a aplicacdo de um campo elétrico para induzir
a criacdo e o acondicionamento das fibras de varios materiais em um coletor
metalico, estatico ou rotativo, utilizando uma fonte de alta tens&o, seringa com
agulha e um coletor aterrado (KE et al., 2014). O campo elétrico € aplicado entre a
ponta da agulha e uma base metalica que pode ser usada para coleta das fibras.
Essa técnica ocupa um lugar de destaque devido a sua reconhecida capacidade de
produzir nanofibras e fibras ultrafinas tridimensionais, indispensaveis para
aplicacbes no campo da engenharia de tecidos 6sseos (INGAVLE; LEACH, 2013;
KHORSHIDI et al., 2015).
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Fibras ultrafinas poliméricas produzidas por eletrofiacdo tém sido
largamente utilizadas para desenvolvimento de novos materiais com potencial
aplicacao biomédica (LAO et al., 2011; INGAVLE; LEACH, 2013), ja que apresentam
estruturas e topologia semelhantes a das matrizes extracelulares naturais, sendo,
por isso, candidatos interessantes como suportes para crescimento celular, sendo
atribuido principalmente a elevada area superficial disponivel (ZHANG; WEBSTER,
2009).

Dentre os polimeros, os poliésteres provenientes de fontes naturais ou
sintéticas, tém sido amplamente estudados objetivando o seu potencial para
aplicacdes biomédicas, mais especificamente em engenharia de tecidos (ULERY;
NAIR; LAURENCIN, 2011; OKAMOTO; JOHN, 2013). Destacamos aqui o poli
(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT), um polimero muito flexivel que tem muitas
propriedades interessantes, tais como um elevado alongamento na ruptura,
biodegradabilidade (JIANG; WOLCOTT; ZHANG, 2006) e comprovada
biocompatibilidade, seja puro ou com seus nanocompgdsitos (GOES et al., 2012;
SILVA et al., 2014).

Algumas investigacdes vém sendo realizadas sobre a sintese do PBAT,
puro e associado com diferentes nanoparticulas (GOES et al., 2012, FUKUSHIMA,;
RASYIDA; YANG, 2013a; NETO et al., 2015). Em estudo recente, Rodrigues et al.
(2016) concluiram que fibras ultrafinas de PBAT incorporadas com nanotubos de
carbono de multiplas paredes superhidrofilicos, obtidas pelo processo de
eletrofiacdo, podem ser consideradas um biomaterial atrativo para aplicacdo
biomédica. No entanto, até o momento, materiais produzidos pela técnica de
eletrofiacdo utilizando PBAT e seus compadsitos tém recebido pouca atencdo quanto
a sua preparacao e aplicacao.

Nesse estudo, o Polipirrol (PPy), um polimero condutor cuja propriedade
mais importante é justamente sua elevada condutividade elétrica, além de
apresentar facilidade de sintese, elevada flexibilidade, boas propriedades mecéanicas
e biocompatibilidade sera incorporado ao PBAT, (ANSARI, 2006; SILVA, 2009). Os
polimeros condutores tém demonstrado grande potencial para utilizacdo no campo
biomédico, pois sdo capazes de auxiliarem o deslocamento de sinais elétricos para
os locais de destino (tecido-alvo) e podem fornecer suporte fisico para o crescimento
celular (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007; LEE et al., 2012).
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A presenca do PPy no compdésito produzido para esse estudo busca a
producdo de fibras ultrafinas condutoras de forma a permitir eletrodeposicdo de
nanohidroxiapatita (nHAp) na sua superficie. A nHAp é um mineral que favorece o
crescimento 6sseo (LOBO, 2011) e tém sido largamente estudadas para a reparacao
e substituicdo de tecidos 6sseos.

As nHAp podem ser obtidas por diversos métodos de sintese como
processo sol-gel, sintese hidrotérmica, processo uUmido, método biomimético,
reacfes em estado solido, precipitacdo, técnicas hidrotérmicas, hidrélise de fosfatos
(LOBO, 2011) e outros métodos pelos quais nanocristais de véarias formas e
tamanhos podem ser obtidos. A eletrodeposicdo é o mais indicado por se tratar de
um método eficaz e de baixo custo para a obtencdo de filmes homogéneos sobre
superficies de biomateriais (KERN; SCHWALLER; MICHLER, 2005). Como ocorre
de forma ndo espontanea, esse processo necessita de uma fonte de corrente
continua para direcionar o fluxo de ions.

Lobo et al. (2013) demonstraram que nHAp obtidas pelo método de
eletrodeposicdo sao biocompativeis, bioativas e permitem a adesao e proliferacédo de
osteoblastos e, por isso, tem aplicagdo na regeneracdo 6ssea por estabelecer
ligacdes entre o material e o tecido 6sseo. Nos Ultimos anos, 0 uso de polimeros
aplicados juntamente as ceramicas para reconstituicdo de tecidos, tais como 0sso,
cartilagem, tenddes e ligamentos, tem implicado na melhoria das propriedades
mecanicas de scaffolds quando comparado a matriz do polimero (LEE et al., 2008).

As fibras ultrafinas condutoras biodegradaveis serdo de grande
importancia para o desenvolvimento de implantes médicos ndo permanentes, que
necessitam apresentar condutividade elétrica maior que a dos polimeros comumente
utilizados, eliminando assim a necessidade de procedimentos de remocdo dos
mesmos (SILVA, 2009).

Os polimeros estruturados em forma de fibras estédo se tornando cada vez
mais atraentes, pois em geral, as fibras eletrofiadas apresentam estrutura
semelhante a matriz extracelular dos tecidos biolégicos (ALCOBIA, 2013), podendo
vir mimetizar de forma bastante fidedigna as propriedades fisico-quimicas e
estruturais do tecido 6sseo humano.

A literatura néo registra trabalhos que demonstram a eletrodeposicao de
NHAp na superficie de poliésteres devido a falta de condutividade desses polimeros.

Portanto, esse estudo visa obter nanofibras ultrafinas tridimensionais de PBAT/PPy,
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pela técnica de eletrofiagdo formando um suporte para deposi¢cao de nHAp e avaliar
seu potencial para diferenciacdo osteoblastica, de forma a apresentar-se como uma
alternativa para aplicacdo na regeneracéo do tecido 0sseo e posterior producdo de

enxertos.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi produzir fibras ultrafinas de PBAT/PPy pelo
processo de eletrofiacdo, utiliza-las como scaffolds para eletrodeposicdo de nHAp e

avaliar seu potencial para uso na area de engenharia de tecido.

1.2 Objetivos Especificos

- Obter fibras condutoras ultrafinas com polimeros biorreabsorviveis (PBAT e PPy)
pelo processo de eletrofiacao;

- Eletrodepositar nHAp na superficie das fibras condutoras ultrafinas tornando-as
bioativas;

- Caracterizar as fibras ultrafinas utilizando a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV);

- Verificar a molhabilidade desses novos scaffolds através da analise de angulo de
contato;

- Analisar a biocompatibilidade das fibras ultrafinas através do teste de citotoxicidade
utilizando a técnica de reducao do sal de tetrazolium — MTT;

- Avaliar o potencial de diferenciacdo celular da matriz extracelular dos diferentes
grupos analisados, através de ensaios de Fosfatase Alcalina;

- Analisar o potencial de adeséo celular dos osteoblastos MG-63 no novo material
utilizando MEV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os estudos que envolvem esta Dissertacdo encontram vasta explicitacao
tedrica. A seguir, faz-se a exibicdo da revisdo bibliografica a respeito do tema do
trabalho.

2.1 Reparo do Tecido Osseo e Enxerto Osseo

O tecido 6sseo revela um potencial Unico para reparacao, sendo capaz de
reparar fraturas ou defeitos locais por meio do processo de regeneracdo, com
formacao de um novo tecido com a mesma organizacao estrutural do tecido anterior,
sem a formacgédo de cicatriz (AMADEI et al., 2006). O processo de regeneracéo
Ossea visa ao estabelecimento da organizacdo anatémica e funcional do tecido
lesado. Esse processo depende de diversos fatores, dentre eles a migracdo de
células osteoprogenitoras, a liberacdo de fatores de crescimento que induzem o
remodelamento 6sseo, a angiogénese, fatores fisicos e mecanicos (HERNANDEZ et
al., 2012).

De acordo com Zakaria, Madi e Kasugai (2012), o principal obstaculo para
uma reparacao 6ssea satisfatoria e a neoformacgédo 6ssea € que, em contraste com a
osteogénese, a formacdo de tecido conjuntivo ocorre rapidamente podendo
prejudicar ou impedir totalmente a osteogénese.

Vérios estudos tém sido realizados na busca de um método eficaz para
acelerar a cicatrizagdo do o0sso, buscando-se preencher as falhas Osseas
segmentares quando existe perda consideravel de tecido 6sseo ou dificuldade em
sua regeneragao.

Enxertos tém sido muito usados para preencher os mais diferentes
defeitos Osseos. As modalidades de intervencdo existentes incluem enxertos
autdgenos, oriundos do proprio paciente e por isso sao considerados “padrao ouro”
para realizacdo de enxertos 6sseos, tem a vantagem de serem histocompativeis,

mas com a desvantagem da quantidade limitada; alégenos, resultantes de doadores
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de mesma espécie, mas limitados pelos riscos de transmissdo de doencas e por
histoincompatibilidades; xendgenos, que sédo provenientes de doadores de espécies
diferentes, como bovinos, apresentam resisténcia biomecanica similar a do 0sso
humano e, com tratamentos adequados, podem evitar respostas imunoldgicas ou
inflamatorias adversas (MEYER; FLOERKEMEIER; WINDHAGEN, 2008; DA VEIGA
KALIL, 2013). Os substitutos Osseos aloplasticos surgem como alternativa
promissora utilizando material natural ou sintético; séo tipicamente osteocondutores,
usados para reconstrucdes de defeitos 6sseos e para servir de arcabouco para a
reparacao e crescimento do tecido 6sseo (ANDRADE, 2007; KASAJ et al., 2008).

Assim, diversos materiais sdo utilizados como enxertos 0sseos com 0
intuito de estimular a osteogénese (enxertos e implantes osteogénicos e
osteoindutores) ou mesmo direcionar de forma mais rapida e apropriada a
cicatrizacdo do 0sso (enxertos e implantes osteocondutores) (PERKA et al., 2000;
MORAES, 2006).

Para que possa ser utilizado em um sistema biol6égico como um enxerto,
0s biomateriais devem possuir as seguintes propriedades: ndo induzir a formacéo de
trombos com o resultado do contato entre 0 sangue e o biomaterial; ndo induzir
resposta imunoldgica adversa; ndo ser carcinogénico; nado interferir no fluxo
sanguineo e nao produzir resposta inflamatéria aguda ou crénica que impeca a
diferenciacéo tecidual caracteristica do local da implantacdo (CARVALHO; BASSI,
PEREIRA, 2004). Um substituto 0sseo deve ser esterilizdvel, ndo tdxico,
biocompativel, disponivel em grandes quantidades, indutor de diferenciacdo celular
para a formacado de células 6sseas e reabsorvivel (RIVERA et al., 2004).

A alternativa mais promissora para enxerto 0sseo € desenvolver materiais
a base de polimeros que contenham refor¢gos mais duros e mais fortes que o proprio
polimero com constituintes tais como fibras, cristais ou particulas (EFTEKHARI et al.,
2014).

A engenharia tecidual integra conhecimentos da ciéncia dos materiais,
das engenharias e da biologia e tem emergido como uma abordagem promissora no
desenvolvimento e/ou aperfeicoamento de técnicas e de biomateriais que
contribuam com a regeneracdo de tecidos danificados ou comprometidos em

consequéncia de traumas, lesdes ou doengas.
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2.2 Bioengenharia Tecidual Ossea e Biomateriais

A Bioengenharia Tecidual compreende um campo emergente,
multidisciplinar, que aplica os principios das ciéncias biolégicas e das engenharias
para o desenvolvimento de biomateriais e/ou técnicas regenerativas que melhorem
elou restaurem a funcéo tecidual comprometida (ARMENTANO et al., 2010). Para
Navarro et al. (2008), um dos grandes desafios se constitui no desenvolvimento de
biomateriais com aplicacao na reparacdo do tecido 6sseo. Entédo, o foco dessa area
tem sido a criacdo de tecido para enxerto, capaz de promover ou aumentar a
osteogénese no sitio de defeito 6sseo (FROHLICH et. al, 2008). A Figura 2.1 ilustra
o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia de tecidos.

Figura 1 - Técnica da engenharia de tecidos

Tecido Doador Suporte Polimérico

Cultura de Células

in vitro

Estudo in vitro

Fonte: BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK (2005).

Nesse sentido, a pesquisa em engenharia de tecidos tem buscado, de

forma cada vez mais frequente, o desenvolvimento de scaffolds de tecido sintético, e
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produzidos em nanoescala, usando materiais biocompativeis para produzir um
substituto funcional eficaz para o tecido 0sseo danificado (POINERN;
BRUNDAVANAM; FAWCETT, 2013).

A nanotecnologia refere-se a aplicacdo de conhecimento cientifico para
manipular e controlar a matéria na escala atdbmica, molecular ou macromolecular e
gue, em ao menos uma dimensao, esteja na faixa entre 1 e 100 nm e resulte em
estruturas, dispositivos ou sistemas que possuam novas propriedades e funcbes
devido ao seu tamanho (ISO/TS80004 - 2010).

O uso de biomateriais em escala nanométrica ou ultrafinos vem
despertando interesse dos pesquisadores a partir do ano de 2003,
aproximadamente, com a realizacdo de experimentacdes in vivo e ensaios clinicos.
Esses novos materiais se caracterizam pela estrutura composta de particulas que se
configuram em um arcabouco tridimensional (3D), com diametro médio entre 20-100
nm, sintetizados a partir de diferentes substratos, desde ceramicos aos poliméricos.
Esses nanobiomateriais se destacam, principalmente, pela sua composicao fisico-
quimica, bastante semelhante a parte mineral do tecido 6sseo (STRIETZEL,
REICHART; GRAF, 2007; TELLEMAN et al., 2010).

O avanco da nanotecnologia no desenvolvimento de biomateriais é
considerado promissor pelo fato desses nanobiomateriais apresentarem analogos
aos componentes nanoestruturados da matriz extracelular (MEC) (SNIADECKI et al.,
2006). Os componentes da MEC possuem dimensfes em escala nanométrica, de
forma que muitas ferramentas da nanotecnologia sdo amplamente aplicaveis para
mimetizar suas caracteristicas (LOBO, 2011).

As caracteristicas biomiméticas e excelentes propriedades fisico-quimicas
dos nanobiomateriais desempenham um papel primordial na estimulacdo do
crescimento celular, funcionando como guia (suporte) para regeneracao tecidual.
Véarios nanomateriais tém sido estudados para aplicagdo na engenharia de
diferentes tecidos, entre eles o tecido Osseo, cartilagem, pele, tecido neural,
vascular, entre outros (ATALA, 2009).

Os materiais utilizados na area biomédica como substitutos do tecido
0sseo devem possuir caracteristicas biomecéanicas, degradacdo controlada,
propriedades elétricas e biolégicas compativeis com o tecido ou 6rgao lesado. Para
escolha de um material para implantacdo no tecido vivo deve-se levar em conta

varios fatores como: fadiga do material, bioatividade, adeséo celular, degradacéao do
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material e biocompatibilidade (VASQUEZ, 2007, CHEN et al., 2009), além disso,
precisam proporcionar uma estrutura adequada, que servirA de suporte para a
neoformacédo 6ssea (PRECHEUR, 2007).

No inicio da década de 50, quando os biomateriais passaram a ser
usados de forma mais sistematica, o objetivo era a obtencdo de materiais
biocompativeis, capazes de substituir um tecido danificado e prover suporte
mecanico, com minima resposta biolégica do paciente. Posteriormente, buscou-se
aumentar a vida do implante por sua interacdo com a interface do tecido hospedeiro.
Em seguida, a meta era o desenvolvimento de materiais biodegradaveis, com
capacidade de serem incorporados ou absorvidos (apés dissolucédo) pelo tecido
hospedeiro. Na atualidade, tem-se trabalhado com o conceito de biomimética,
buscando-se materiais que participem de forma ativa no processo de recuperagao,
atuando no tecido de forma especifica, com estimulagio em nivel celular
(HOLZAPFEL et al., 2013).

2.2.1 Biomateriais Poliméricos Biorreabsorviveis

Os polimeros s@o os materiais mais procurados na engenharia de tecidos,
e também os mais empregados na pratica médica, devido as semelhancas com
caracteristicas estruturais do tecido e também por apresentarem uma elevada
versatilidade mecanica (CHEN; LIANG; THOUAS, 2013). Dentre as principais
vantagens desses biomateriais destaca-se a facilidade de fabricagdo para produzir
formas variadas (particulas, filmes, fios e outros), o processamento secundario,
custo razoavel e disponibilidade em encontrar materiais com propriedades
mecanicas e fisicas desejadas para aplicacbes especificas (WONG; BRONZINO,
2007).

Podem ser de origem natural ou sintética. Os polimeros naturais séo
derivados de plantas e animais e tém sido usados ha muitos séculos. As modernas
ferramentas da investigacdo cientifica tornaram possivel a determinacdo das
estruturas moleculares deste grupo de materiais e o desenvolvimento de inimeros
polimeros, que sao sintetizados a partir de pequenas moléculas orgéanicas. Sao

chamados polimeros sintéticos. Os materiais sintéticos podem ser produzidos a



25

baixos custos, e suas propriedades podem ser modificadas a um nivel em que
muitos deles s&o superiores aos seus analogos naturais (CALLISTER;
RETHWISCH, 2014).

Atualmente busca-se o desenvolvimento de polimeros que proporcionem
efetiva interacdo com os tecidos, favorecendo respostas fisiologicas como
crescimento e/ou diferenciacdo celular no local de implantagcdo, mimetizando as
caracteristicas da matriz extracelular e exercendo um papel ativo na restauracao
tecidual. Uma classe de biomateriais poliméricos, os biorreabsorviveis, sao utilizados
em tecidos que necessitam de um suporte temporario para sua recomposicao
tecidual ou para direcionar o processo regenerativo (SANTOS; WADA, 2007). Os
polimeros biorreabsorviveis sdo degradados in vivo, através da diminuicdo de
tamanho, e os seus produtos sdo absorvidos pelo organismo, ou seja, ocorre a
eliminacao total do material e dos subprodutos de degradagéo (compostos de baixa
massa molar) sem efeitos colaterais residuais (BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK,
2005).

Considerando a area de Engenharia de Tecidos, os polimeros sintéticos
mais utilizados sdo os biodegradaveis, como os poliésteres alifaticos saturados: o
poli(acido latico) (PLA) e o poli(acido glicélico) (PGA) e o copolimero poli(acido
latico-co-acido glicolico) (PGLA) (GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003), ressaltando o
uso na confeccdo de suportes tridimensionais para proliferacdo celular, como
suturas biodegradaveis, dispositivos absorviveis de fixacdo 6ssea e matrizes para a
liberacdo de farmacos (TIAN et al., 2012).

O poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT) é um polimero
biodegradavel obtido por sintese quimica, produzido pela empresa BASF (Ecoflex®
Mistura C1200 — BASF). Trata-se de um copoliéster alifatico-aromatico com base
nos monémeros de 1,4-butanodiol, acido adipico e acido tereftalico na cadeia de
polimeros (60% butileno adipato; 40% butileno tereftalato), como visto na sua

estrutura quimica ilustrada na Figura 2.2.
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Figura 2 - Estrutura quimica do PBAT.
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Fonte: RODRIGUES et al., 2016.

O PBAT tem mostrado um elevado potencial para aplicagdes industriais
ambientais, mas sO recentemente tem-se estudado seus possiveis usos na
engenharia de tecidos (FUKUSHIMA et al., 2012). Jao et al. (2010) estudaram o
nivel de biocompatibilidade in vitro de filmes PBAT, e concluiram que este poderia
ser usado para aplicacdes biomédicas, especialmente depois de uma modificacdo
da superficie de PBAT em amostras com heparina, acido hialurénico e quitosana.
Fukushima, Rasyida e Yang (2013a) concluiram que PBAT e nanocompdsitos
(sepiolite, montmorilonites, fluorohectorites) sdo biocompativeis, hemocompativeis e
ndo citotdéxicos, mostrando que esses podem ser muito atraentes para varias
aplicacBes de engenharia de tecidos, especialmente para defeitos 6sseos.

A principal limitacdo deste polimero para sua aplicacdo médica mais
ampla (como 0ssos e substituicdo de articulacdo) reside em sua fraca resisténcia
mecanica, no entanto verificou-se que a adicdo de nanoparticulas poderia superar
essa desvantagem, conferindo propriedades multifuncionais ao PBAT (DIMITRY et
al., 2010; CHEN; CHEN; YANG, 2011; FUKUSHIMA et al., 2012).

A maioria dos polimeros ndo € bom condutor de eletricidade, devido a
falta de disponibilidade de grande numero de elétrons livres para participar do
processo de conducao, mas alguns materiais poliméricos com condutividade elétrica
foram sintetizados e denominados polimeros condutores (CALLISTER,;
RETHWISCH, 2014).

Os filmes de polimeros condutores tém sido explorados devido as suas
caracteristicas especiais, como baixa densidade, alta resisténcia, facilidade de
fabricacéo, flexibilidade de design, estabilidade e baixo custo. A combinacéo dessas
propriedades fisicas com propriedades elétricas é que tem despertado interesse
nesses polimeros ao longo das ultimas décadas (WANG et al., 2009).

Nas areas médicas, os polimeros condutores podem ser utilizados na

manufatura de musculos artificiais, sensores de biomoléculas, eletrodos e agentes
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para liberagdo controlada de farmacos (INNIS; MOULTON; WALACE, 2007) e no
desenvolvimento de tecidos com interface eletrdnica para monitoramento de sinais
vitais (CARPI; ROSSI, 2005).

O Polipirrol (PPy) é um dos polimeros condutores com grande potencial
para aplicagbes em implantes biomédicos uma vez que apresenta boa estabilidade e
alta condutividade elétrica (WANG et al., 2009). A condutividade no PPy se da em
decorréncia de sua estrutura que apresenta ligacdes simples e duplas alternadas
entre os a&tomos de carbono ao longo da cadeia polimérica como mostra a Figura
2.3, originando um caminho para o fluxo de elétrons o que resulta na ocorréncia de

conducao elétrica.

Figura 3 - Cadeia polimérica do polipirrol.
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Fonte: Adaptado de (ROCHA FILHO, 2000).

O PPy pode ser sintetizado por dois métodos: (1) a polimerizacéao
guimica e a (2) eletroquimica, sendo que primeira permite a producdo em larga
escala por um baixo custo, facilidade na preparacdo de blendas com outros
polimeros e melhor processabilidade (SANTIM, 2011). Esse método leva a formacao
de um po preto quando uma solucéo de pirrol entra em contato com uma solugéo de
um agente oxidante, por exemplo, o FeCls.

Nos ultimos anos varias pesquisas tém sido realizadas utilizando o PPy
na tentativa de viabilizar aplicacbes desse polimero na area biomédica,
principalmente considerando sua boa estabilidade quimica e alta condutividade.

Estudos in vivo comprovaram a viabilidade de utilizacdo do PPy, na
forma de compositos, como material bioativo para melhorar a regeneragéo tecidual
por ser ndo téxico, biocompativel e capaz de promover estimulos elétricos em
células nervosas e 0Osseas (COLLIER et al., 2000). Ramanaviciene et al. (2007)
injetaram particulas de PPy em ratos e ndo detectaram respostas alérgicas ou

alteracdes significativas em rins ou figado desses animais. Cui et al. (2007)
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estudaram sobre o uso de nanocompositos de PPy, nanotubos de carbono e
enzimas para a confeccdo de biossensores de lactase. Singh et al. (2006), em
estudo com membranas de PPy e nitrato de sédio, comprovaram que essas
membranas se apresentam como bons substratos para crescimento de células
endoteliais. Lee et al. (2008) também obtiveram bons resultados com células
endoteliais, observando uma boa adesdo dessas células na superficie de filmes de
PPy com oligopeptideos. As propriedades de filamentos de PPy foram avaliadas por
Llinas et al. (2005) e indicaram seu uso como eletrodos para estimulagao do sistema
nervoso.

No entanto, a associacdo de um polimero condutor com um poliéster
como arcabouco para crescimento de cristais a base de fosfato de calcio ainda néao
tinha sido reportado, o que motiva o desenvolvimento de biomaterias nessa area.

Um campo de interesse significativo tem sido gerado sobre compdsitos
PPy com hidroxiapatita (HAp) para a fabricacdo de materiais de substituicdo 6ssea
com melhora da osseointegracdo. Ma et al. (2011) realizaram estudo sobre a
eletrodeposicdo de compdsitos contendo heparina e hidroxiapatita em uma matriz de
PPy depositada como monocamadas ou bicamadas sobre substratos condutores de
aco inoxidavel. Os resultados sugerem que esses materiais podem ser usados para
a fabricacdo de implantes biomédicos com a melhoria da hemocompatibilidade,

osseointegracao e protecdo contra corrosao.

2.2.2 Biomateriais Ceramicos

As ceramicas podem ser tanto sintéticas quanto naturais e possuem
diversas vantagens como biomateriais para utilizagdo em substituicdo ao tecido
0sseo, pelo fato de se apresentarem estruturalmente semelhantes ao componente
inorganico do osso. Sao biocompativeis, osteocondutivas e, principalmente, néao
possuem proteinas em sua composi¢do, 0 que proporciona auséncia de resposta
imunologica, além de possuirem um alto tempo de degradacéo in vivo (ABUKAWA et
al., 2006). Suas limitacdes estdo relacionadas a sua baixa rigidez estrutural, de

forma que ndo podem ser utilizadas em regides de grande esforco mecéanico, e a
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sua natureza porosa, 0 que aumenta o risco de fraturas (WAN; NACAMULI,
LONGAKER, 2006).

As bioceramicas podem ser classificadas, de acordo com a sua interacao
com os tecidos, como bioinertes, bioativas e biorreabsorviveis. Os materiais
bioinertes, mantém suas propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas enquanto
implantadas, sdo bem toleradas pelo organismo e ndo provocam resposta dos
tecidos. As ceramicas bioativas interagem com o tecido circundante, estimulam a
cura e o sistema tissular a responder ao material como se este fosse um tecido
natural, como é o caso da HAp e dos biovidros (DELFINO et al., 2010; YELTEN;
YILMAZ, OKTAR, 2012). Os materiais biorreabsorviveis participam do processo
metabdlico do organismo e apresentam degradacdo por acbes quimicas ou
biologicas, sendo lentamente substituidos por células em crescimento. O fosfato
tricalcico e o gesso estdo incluidos nesta classe de ceramicas (RATNER et al.,
2004).

Podemos destacar como materiais bioceramicos: a HAp, alumina, zirconia
e biovidros. A HAp é um fosfato de célcio de formula quimica Caio(PO4)s(OH), com
relacdo molar Ca/P 1,67. Este material possui grande importancia na tecnologia de
bioceramicas, por ser o constituinte principal da fase mineral de ossos e dentes
humanos (BONAN et al., 2014). A HAp promove a adesao e crescimento do tecido
0sseo pela formacdo espontanea de apatitas bioldgicas (KALITA; BHARDWA,
BHATT, 2007), especialmente quando na forma nanoestruturada (nHAp).

A vantagem de usar nanohidroxiapatita (nHAp) reside na sua capacidade
de integracdo com o tecido, promovendo e apoiando o crescimento 6sseo. Uma
propriedade interessante da nHAp é que quando esta se une ao 0sso, forma uma
unido indistinguivel com o tecido 0sseo circundante. Infelizmente, existem algumas
desvantagens na sua utilizacdo, jA& que ndo pode ser utilizado em grandes
quantidades de uma composi¢cdo em implante ortopédico porque a HAp tem baixas
propriedades mecanicas tais como a forca e resisténcia a fratura (POINERN;
BRUNDAVANAM; FAWCETT, 2013)

De acordo com Park (2008), dentre as propriedades da HAp destaca-se
sua excelente biocompatibilidade e bioatividade. Essas caracteristicas |lhe conferem
capacidade de ligar-se ao tecido O6sseo, sem a presenca de tecido conectivo
intermediario. Esta bioceramica possui ainda propriedade osteocondutiva, o que

permite a migracao de células osteogénicas pela superficie desse material.
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Atualmente polimeros tém sido aplicados juntamente com particulas
bioceramicas com o intuito de solucionar desvantagens individuais, objetivando
desenvolver biomateriais sintéticos hibridos ou compdsitos para utilizacdo na
reconstituicdo de tecidos, tais como 0sso, cartilagem, tenddes e ligamentos. Isso
implica a melhoria das propriedades mecanicas do scaffold em comparacdo com a

matriz de polimero puro (LEE et al., 2008).

2.2.3 Compasitos

Os compdsitos correspondem a uma classe de materiais constituidos por
uma fase continua (matriz) e uma fase dispersa (componente de reforco ou
modificador) separadas por interfaces, cujas caracteristicas podem incorporar
propriedades combinadas dos constituintes individuais. O material de reforco ou
modificador pode ser utilizado na forma de fibras ou particulas e é adicionado com
diversos objetivos, como, por exemplo, melhorar propriedades mecanicas, aumentar
a taxa de degradacdo, melhorar a biocompatibilidade e bioatividade, dentre outros
(HABRAKEN; WOLKE; JANSEN, 2007).

Considerando desvantagens individuais das ceramicas e polimeros,
estudos tém sido realizados no intuito de desenvolver biomateriais sintéticos hibridos
ou compdsitos, que possuam as vantagens das ceramicas e polimeros, mas com
melhores taxas de reabsorcdo apds a implantacdo e melhor resisténcia mecéanica
(WAN; NACAMULI; LONGAKER, 2006)

A formacédo dos biomateriais compadsitos pode ocorrer de diversas formas,
sendo que as principais associacdes sdo do tipo polimero-ceramica e metal-
ceramica. Em nosso estudo, serd mostrado um nanocompésito formado por
biomaterial polimérico (PBAT/PPy) com a adigdo de nHAp na superficie pela técnica
de eletrodeposicdo. Em biomateriais poliméricos para implante 6sseo, a adicdo de
particulas de HAp tem como objetivo aumentar a biocompatibilidade e o médulo
elastico da matriz, levando as propriedades mecéanicas do compdsito a se tornarem

mais proximas as do osso (KATTI, 2004).
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2.3 Fibras Ultrafinas Poliméricas Produzidas por Eletrofiacdo

7

Eletrofiacdo € um processo através do qual se consegue produzir
nanofibras, fibras ultrafinas e microfibras, continuas com didmetros que variam na
faixa entre 3 nm e de 5 ym (SUBBIAH et al., 2005). Fibras poliméricas produzidas
por eletrofiacdo tém atraido atencdo significativa para a engenharia de tecidos
(ZANG et al., 2008), pois permite a fiacdo de uma ampla gama de polimeros, tanto
naturais como sintéticos, bem como na combinacao desses polimeros (CHEW et al.,
2006).

Em nivel experimental um processo de eletrofiacdo requer apenas uma
fonte de alimentacdo com tensao elevada (até 60 kV), num sistema de aterramento,
solucdo polimérica, bomba de infusdo, uma seringa, uma agulha de ponta faceada e
um coletor (TEO; RAMAKRISHNA, 2006). A Figura 2.4 demonstra um esquema
basico de montagem de um sistema de eletrofiagdo, que pode ser feito tanto na

horizontal como na vertical.

Figura 4 - Esquema ilustrando a disposi¢cdo dos componentes do processo de eletrofiacdo.

Seringa com solucao Coletor

de poli\mero Wico

pnte de altatens3 Bomba de Infusao

/ Anodo

Fonte: Autora.

Para o0 processo de eletrofiacdo, o0s polimeros devem estar
completamente dissolvidos em solvente para formar uma solugdo polimérica. Em
seguida, o fluido polimérico é colocado na seringa e 0s terminais elétricos sdo
ligados na ponta da agulha (catodo) e no coletor (anodo). Por fim, € aplicada a

diferenca de potencial pela fonte (kV).
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A fabricacdo de scaffolds a partir de fibras ultrafinas permite o
desenvolvimento de suportes que mimetizam a arquitetura do tecido humano natural
na escala nanométrica (MENG et al., 2011). As micro e fibras ultrafinas obtidas por
eletrofiagdo tém caracteristicas notaveis tais como uma grande area de superficie,
boa interconectividade dos poros e alta porosidade fazendo dessas as melhores
candidatas para aplicacdo em engenharia de tecidos (MURUGAN; RAMAKRISHNA,
2006). Uma superficie porosa nas fibras ultrafinas ndo € importante somente por
promover aumento na ligacdo de células e compatibilidade com os tecidos, mas
também se torna essencial para permitir o transporte de oxigénio e nutrientes para
as células, facilitando sua fixacdo e diferenciacdo, além de apoiar e controlar o
crescimento celular (CUNHA; PANSERI; ANTONINI, 2011).

A estrutura criada por fibras ultrafinas eletrofiadas assemelham-se
bastante com o ambiente natural das células da MEC do corpo humano. Assim,
implantes de materiais eletrofiados tém maior possibilidade de favorecer a adeséo e
proliferacdo de células enddégenas, conduzindo a um melhor processo de cura ou
regeneracao tecidual (ALCOBIA, 2013).

Em artigo de revisdo, Costa et al. (2012) elencaram inumeras
possibilidades de aplicacdo dessas fibras ultrafinas produzidas por eletrofiacdo em
engenharia tecidual médica, seja como parte de préteses, vasos sanguineos, pele
artificial, biossensores, liberacédo controlada de farmacos, scaffolds e curativos, como
também relatos da incorporacdo de fatores de crescimento, farmacos, enzima ou
até mesmo fragmentos de DNA nas fibras ultrafinas para controlar a forma como
esses materiais interagem com as células e o organismo do individuo. Ainda
segundo esses autores, uma das areas com maior potencial de beneficio com o uso
da eletrofiacdo é a de biomateriais, onde a estrutura fibrilar na escala
submicrométrica, a biocompatibilidade resultante do uso de polimeros de origem
natural e a possibilidade de carregamento com substancias bioativas implicam um
conjunto de propriedades até entdo inédito em qualquer material de engenharia,
abrindo um novo universo de possibilidades no campo da engenharia tecidual.

Dada a flexibilidade de ajustes dos parametros para eletrofiacdo, muitos
estudos tém sido realizados. Uma dessas linhas de pesquisa associa polimeros
biocompativeis com nanoparticulas bioativas, tais como a nHAp, buscando favorecer
a integracdo das nonofibras produzidas com o tecido 0sseo, e assim, favorecer o

processo de reparacdo 0ssea.
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Silva et al. (2014) avaliaram a citotoxidade in vitro de fibras ultrafinas de
PBAT com nanoparticulas de nHAp incorporadas, produzidas por eletrofiacdo e
concluiram que essas fibras ultrafinas ndo apresentaram toxicidade as células e
ainda exibiram um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento de células da
linhagem MG-63 quando comparadas a amostra controle de PBAT. Esse resultado

torna promissora a pesquisa envolvendo o poliéster PBAT.
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3 METODOLOGIA

A pesquisa corresponde a um estudo experimental do tipo caso controle,
com abordagem quantitativa, com objetivo de produzir e caracterizar fibras
poliméricas ultrafinas condutoras com recobrimento de nHAp, para aplicacdes em
engenharia de tecidos.

Até a presente data ndo havia registros da eletrofiacdo de fibras ultrafinas
gue associavam um poliéster e um polimero condutor como scaffold para
eletrodeposicdo de nHAp e seu possivel uso para aplicacdes biomédicas. A seguir

sera descrito o0 processo para obtencéo dessas fibras.

3.1 Producdao das Solucdes Poliméricas para Eletrofiacao

Para a producdo das solugBes poliméricas foi utilizado o polimero
comercial PBAT - Ecoflex® F blend C1200 (Figura 3a), poliéster biodegradavel
compostavel para filmes da BASF SE; o solvente cloroféormio (CHCI3) da Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda e o solvente secundario N,N-dimetilformanida
(HCON(CHs3)? (DMF) da Synth e, o polimero secundario e condutor PPy (Figura 3b)
sintetizado na Universidade Federal do estado de S&o Paulo (Unifesp).

Os procedimentos para producdo das solucbes e posterior eletrofiacdo
foram realizados no Laboratorio de Nanotecnologia Biomédica do Instituto de
Pesquisa & Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), sob a

responsabilidade e orientacdo do professor Dr. Anderson de Oliveira Lobo.
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Figura 5 - Polimeros (a) PBAT - Ecoflex® e (b) polipirrol (PPYy).

a b

Fonte: Autora.

As solucdes contendo PBAT e PPy em 12% (m/iv) e 1% (mlv),
respectivamente, foram preparadas utilizando-se cloroformio e dimetilformamida
(DMF) como sistema solvente (60/40). Numa preparagdo tipica, o PBAT foi
dissolvido em cloroférmio, durante 2 horas, sob vigorosa agitacdo por meio de um
agitador magnético (Color Squid IKMAG®) e uma barra magnética, até total
dispersdo dos granulos. O PPy foi disperso em DMF sob sonicacdo (VCX 500 -
Sonics) durante 60 minutos. Depois que o PPy foi completamente disperso, as duas
solugdes foram misturadas, e a solucdo resultante foi agitada durante 20 h, até
completa homogeneizacdo. Mediu-se a condutividade das solucBes contendo
somente o PBAT (12% m/v) e PBAT/PPy (12% e 1% m/v) utilizando um
condutivimetro (mCA 150, TECNOPON).

3.2 Fabricacao das Fibras Poliméricas Ultrafinas

As solugcdes de PBAT e PBAT/PPy foram eletrofiadas utilizando uma fonte
de alta tenséo da marca BERTAN 230-30R. As solugdes foram colocadas na bomba
de infusdo, em uma seringa de 3 mL (Becton DicKinson — BD), agulha de metal ndo
descartavel 1,2 mm, com fluxo regulado em 1mL/h. A tenséo aplicada foi de 13 kV e
0 processo ocorreu a uma distancia de 10 cm entre agulha e coletor. As amostras
foram coletadas em um contra-eletrodo plano de aco de dimensdes 92 X 78 mm,
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recoberto por papel aluminio, no intuito de facilitar a remo¢do das mesmas. O
processo teve duracdo aproximada de 2 horas para cada amostra e foram
controlados também os parametros de temperatura (21-23 °C) e umidade relativa do
ar (45 a 50%).

A Figura 3.2 ilustra basicamente como foi organizado o aparato
experimental para a producédo de fibras ultrafinas poliméricas desta pesquisa, que

acorreu no interior da capela de exaustao.

Figura 6 - Representacao esquematica da montagem tipica da técnica de eletrofiacdo, com
processo ocorrendo dentro da capela de exaustéo.

_ PBAT/PPy
Seringa Coletor

\ e

\ O
Fonte de alta tensao

—

Fonte: Autora.
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3.3. Eletrodeposicao de nHAp sobre as Fibras Ultrafinas de PBAT/PPy

Para a producao do eletrélito, foram utilizados reagentes de alta qualidade
(Sigma-Aldrich®), com méaxima pureza, tais como descritos na Tabela 1. Salienta-se
que para a preparacdo do eletrélito a solucdo manteve a razdo Ca/P da nHAp

estequiométrica (1,67).

Tabela 1- Reagentes do eletrdlito da marca SIGMA-ALDRICH®

Eletrolitos Concentracdo (mM) Volume (mL)
Ca(N03)2,4H20 2,5 50
NH4H2PO4 1a5 50

Fonte: Autora.

O processo de deposicdo eletroquimica de cristais de nHAp foi realizado
em um Potenciostato/Galvanostato (AUTOLAB, PGSTAT 128N, METROHM),
operando em modo Potenciostatico com o modulo px1000 acoplado para medir
constantemente a temperatura e pH durante o processo de eletrodeposicao. A figura
3.3 esquematiza a célula eletroquimica onde ocorreu o processo de eletrodeposicdo

dos cristais de nHAp na superficie das fibras PBAT/Ppy.
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Figura 7 - Esquema ilustrando a célula eletroquimica, demosntrando (A) contra eletrodo, (B)
eletrodo de referéncia e (C) eletrodo de trabalho, ambos ligados a um potenciostato.

@

/\ @ Potenciostato

- 3.8V

-\ /\*
|
VRV,

—P Eletrdlito

Fonte: Autora

Na eletrodeposicdo de nHAp as amostras das fibras de PBAT/PPy (10mm
x 10mm) foram utilizadas no &nodo acoplado a um porta-eletrodo de teflon em
formato de cachimbo, como mostra a Figura 3.4. Foi realizada a completa vedacgéo

do anodo para néo ocorrer influéncias nas medidas eletroquimicas.

Figura 8 - Montagem do anodo (porta-eletrodo) para eletrodeposicdo de nHAp

Fonte: Autora.

Utilizou-se como contra-eletrodo um bastdo de platina com 5x102 m de
comprimento e 2 x 10 m de didametro. O pH foi ajustado para 4,7 e monitorado
automaticamente ao longo do processo de eletrodeposicdo. O monitoramento da

temperatura também foi realizado, e para manté-la constante (~70°C) utilizou-se um
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banho termostético (QUIMIS, Modelo Q-218-1). Todo o processo foi realizado sob
agitacdo continua de 450 rpm com o auxilio de agitador magnético (IKA®). Os
cristais de nHAp foram depositados nas fibras ultrafinas PBAT/PPy pela aplicacéo de
um potencial constante de -3.8 V durante 30 min. Essa configuragcéo foi escolhida
para promover nHAp estequiométrica.

Ao final do processo de eletrodeposicao era possivel visualizar uma fina
camada de nHAp sobre a superficie das amostras das fibras ultrafinas PBAT/PPy,

como é visto na Figura 3.5.

Figura 9 - Amostra PBAT/PPy com nHAp eletrodeposita na superficie

Fonte: Autora

3.4 Caracterizacdo das Fibras Ultrafinas PBAT, PBAT/PPy, PBAT/PPy/nHAp

As consideracdes acerca das técnicas e procedimentos de caracterizacéo
das fibras ultrafinas estdo baseadas na andalise morfologica e estrutural por MEV e
na molhabilidade pela analise do angulo de contato, que serdo descritos a seguir.
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3.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura — Emissao de Campo

A analise morfolégica das amostras para caracterizacdo das fibras
ultrafinas e da nHAp eletrodepositada foi realizada pela técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura — Emissdo de campo usando um Microscéopio Mira3
TESCAN do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE, operando a 20,0 kV.
Antes da andlise, depositou-se uma fina camada de ouro (~10nm) na superficie das
amostras, via técnica de Sputtering, sob plasma de Argénio, a pressdo de 2x10*
mBar, e corrente de 30 mA, durante 2 minutos, a fim de melhorar a condutividade e

consequentemente a resolucao das micrografias.

3.4.2 Andlise da Molhabilidade

Para fazer as medidas do angulo de contato (AC), utilizou-se o método de
Gota séssil com agua deionizada (2 puL) em temperatura e pressao atmosférica
controlada em (23 + 1°C) e (~60%), respectivamente. Para aquisicdo das medidas
foi utilizado um gonidometro Kriss, modelo EasyDrop Contact Angle Measuring
Instrument (EasyDrop DSA 100). As medidas foram realizadas imediatamente apos
a deposicdo de uma Unica gota sobre a superficie dos nanocompdésitos (fixado em
substratos de Teflon) para evitar perturbacbes por evaporacdo ou adsorcdo e as
medi¢cbes entre o &ngulo e a interface foram tiradas em diferentes tempos (0 —
2400s).

3.5 Ensaios Bioldgicos in vitro

Os ensaios biolégicos foram realizados na sala de Cultura de Células do
Laboratério de Histologia e Terapia Regenerativa do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), Sdo José
dos Campos/SP.
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Para realizacdo dos ensaios foram utilizados osteoblastos humanos MG-
63 (ATCC® CRL-1427"), cultivados em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) e incubados
em estufa com atmosfera controlada de CO, a 5% e temperatura a 37°C.

3.5.1 Ensaio de Viabilidade Celular

A citotoxicidade das amostras PBAT, PBAT/PPy e PBAT/PPy/nHAp foi
avaliada utilizando o ensaio de MTT. Esse ensaio é baseado na reducao do sal de
tetrazolium — MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliol - Sigma
(Saint Louis, Missouri, EUA) em cristais de formazan pelo complexo enzimético
succinato desidrogenase presente na matriz de mitocéndrias de células viaveis. Para
realizacdo deste ensaio, foram plaqueadas 2x10* células/poco em uma placa de 96

pocos, como ilustrado na Figura 3.6.

Figura 10 - Plagueamento das células MG-63 como biomaterial e latex para realizacao do
ensaio MTT

Fonte: Autora.

Todas as amostras (10 x 10 x 1 mm) foram esterilizadas durante 24
horas, sob irradiacdo UV. As células foram submetidas a contato direto com as

amostras e latex (controle positivo de morte) em dois experimentos independentes,
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por 1 e 7 dias em condi¢6es de cultivo. Apds os respectivos periodos de incubacao,
as amostras e o meio foram retirados e, entdo, adicionados 100 yL de MTT (1mg
mL™) em cada poco. A placa foi revestida por papel aluminio e incubada por 2 horas
em estufa com 5% de CO, a 37°C. Transcorrido este periodo, a solugdo de MTT foi
retirada e 100 yL de DMSO (Dimetilsulfoxido) - Sigma (Saint Louis, Missouri, EUA)
adicionado em cada poco para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A leitura da
absorbéancia das placas foi feita em leitor de ELISA (Elisa Spectracount, Packard,
EUA) utilizando-se filtro de 570nm. Os dados obtidos foram subtraidos do valor do
branco, apenas DMSO, e apresentados em forma de porcentagem em relacdo ao

controle. O ensaio foi realizado em quadruplicata.

3.5.2 Ensaio de Fosfatase Alcalina (ALP)

A estimulacdo osteogénica pelos scaffolds esta diretamente relacionada
com um aumento da atividade da ALP. A enzima fosfatase alcalina esta presente
nas membranas plasmaticas dos osteoblastos e durante a formacédo ativa do tecido
0sseo essas células secretam altos niveis dessa enzima (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Para avaliar a capacidade das fibras ultrafinas para estimular a
diferenciacdo dos osteoblastos, 2x10* células/mL MG-63 foram mantidas em cultura
em trés grupos experimentais com as amostras do nanomaterial (PBAT, PBAT/PPy
e PBAT/PPy/nHAp) e um grupo controle (sem fibras ultrafinas), em uma placa de 24
pocos. Os ensaios foram realizados em quadruplicata, em dois experimentos de 14
e 21 dias.

A fosfatase alcalina hidrolisa a timolftaltaleina monofosfato liberando
timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino. A cor formada é diretamente
proporcional a atividade enziméatica. Para determinar a ALP através da liberacao de
timolftaleina monofosfato, usamos o Kit Fosfatase Alcalina n° 40 (Labtest
Diagnéstica, Belo Horizonte, BR), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
A absorbancia foi medida utilizando um espectrofotometro (UV 1203) no
comprimento de onda 590 nm. A atividade da ALP foi correlacionada com o

conteudo de proteina e expressa como pmol de ALP timolftaleina/min/mL.
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A fosfatase alcalina foi quantificada em relagéo a proteina. Para dosagem
da proteina, apos decorridos os respectivos periodos, o sobrenadante foi descartado
e 0s pocos lavados trés vezes com PBS a 37°C e incubados com 2 mL de 0,1% de
lauril sulfato de soédio (LSS) durante 30 min. A solucdo LSS/células foi misturada
com uma solucdo de Lowry (Sigma) e incubadas por 20 min em temperatura
ambiente. O reagente de Folin-Ciocalteu fenol (Sigma) foi adicionado e deixado por
30 min em temperatura ambiente para permitir o desenvolvimento da cor. O
contetdo de proteina total foi calculado com base na curva padrdo de albumina e

expressos como pg mL™.

3.5.3 Anédlise da Adesao Celular

O teste de adesdo foi realizado com o objetivo de mostrar a interacédo das
células cultivadas sobre os biomateriais. Para avaliar a ades@o dos osteoblastos
MG-63 foram cultivadas 2 x 10* células em placas de 24 pocos por 24 horas sobre
as membranas poliméricas dos grupos: PBAT, PBAT/PPy e PBAT/PPy/nHAp.
Posteriormente, as amostras (10 X 10 X 1mm) foram fixadas com solucdo de
paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5% em tamp&o salina fosfato (PBS-
137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10nM Na;HPQO,, 1,8mM KH,PO,4, pH 7,4) por 10 min em
temperatura ambiente. As amostras com células foram desidratadas em solucdes
com concentracdo crescente de acetona (50%, 70%, 90% e 100%), pelo periodo de
10 min cada, hexametildisiloxano (HMDS) e acetona 1:1 por 30 min e HMDS 100%
por 30 min. Ao final, as amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro
(~10nm) via técnica de Sputtering, sob plasma de Argdnio, & pressdo de 2x10*
mBar, e corrente de 30 mA, durante 2 minutos. A analise morfolégica das células
deu-se por meio de um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) da marca Zeiss,
modelo EVO MA10 do Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento da Universidade do

Vale do Paraiba.
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3.6 Andlise Estatistica

Para a interpretagcdo dos resultados, utilizou-se o software Drop Shap
Analysis 4 (KRUSS) para o ajuste do método variavel do angulo de contato,
utilizando como linha de base o método de Young-Laplace. Os dados foram
apresentados na forma de média e desvio padrdo e foram coletados com um
intervalo de confiabilidade de 99,1% baseado no valor da medida de tensé&o
superficial da agua.

Os ensaios biolégicos foram realizados em quadruplicata e todos os
resultados obtidos estdo expressos como meédia + desvio padrdo da média e
submetido a teste de analise de variancia ndo paramétrico seguido de pds-teste de
Multipla Comparacdo Tukey's com o auxilio do software GraphPad Prism versao
5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia para
rejeicdo da hipétese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05) e foi representado pelo

simbolo (*) nos gréficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta sessdo, os dados obtidos no estudo sédo apresentados, conforme
foram interpretados sob o enfoque desta pesquisa e serdo discutidos em relacdo ao
gue se avancou no conhecimento do problema. Inicialmente serdo apresentados e
discutidos resultados referentes a caracterizacdo das nanofibras envolvendo
Microscopia Eletronica de Varredura e Andalise da molhabilidade através da medida
do angulo de contato, seguido dos resultados da analise bioldgia in vitro através dos
ensaios de Viabilidade celular, Atividade da fosfatase alcalina e Ensaio de adesao

celular.

4.1 Caracterizacdo Morfoldgica das Fibras Ultrafinas

A morfologia (distribuicdo de didmetros, orientacdo e alinhamento) das
fibras eletrofiadas foi caracterizada utilizando-se a Microscopia Eletronica de
Varredura — emissdo de campo (MEV-EC). A Figura 4.1 (a, b) apresenta as
micrografias das fibras ultrafinas PBAT e PBAT/PPy.

Figura 11 - Micrografias (a) PBAT e (b) PBAT/PPy
; : R Q7

:
-3

\\{.

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

As amostras 4.1a e 4.1b apresentaram fibras com morfologia de aspecto
fusiforme e contendo defeitos em forma de contas (beads), notadamente na amostra
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PBAT. De acordo com Alcobia (2013), o tipo de fibra obtida € influenciado pela
concentracdo da solucéo polimérica. Se a solucéo utilizada for muito diluta pode néao
haver material suficiente no jato para que forme uma fibra continua favorecendo o
surgimento de beads. Portanto, a baixa concentracdo da solucéo leva a reducéo no
diametro médio das fibras, mas aumenta a possibilidade de beads. Percebe-se que
as fibras ultrafinas PBAT/PPy apresentaram beads menores com regides menos
achatadas. Esta reducao no tamanho dos beads e o aspecto mais fusiforme parece
estar relacionado ao aumento da concentragcdo da solucéo pela presenca do PPy
(1%).

A condutividade elétrica da solucédo também é um fator a ser considerado,
pois interfere na morfologia das fibras produzidas. As medidas elétricas das
solugbes utilizadas mostraram que enquanto a solucdo PBAT apresentou uma
condutividade elétrica de 0,2 pS cm? a introducdo de PPy aumentou a
condutividade elétrica para 36,2 uS cm™. Picciani et al. (2010) observaram que a
adicdo de um polimero condutor altera de forma significativa as propriedades da
solugdo e, consequentemente, das fibras formadas, diminuindo drasticamente
formacdo de beads, deixando as fibras mais uniformes. Esse achado também foi
encontrado em nosso estudo, em que se observa que a nanofibra condutora
PABT/PPy apresenta menor quantidade de beads, como evidencia a Figura 4.2 b.

A caracterizacdo do diametro das fibras é de grande importancia pois este
ird influenciar significativamente o tipo de interacdo das células com o scaffold. A
analise do diametro das fibras obtidas nesse estudo demonstrou que as fibras PBAT
apresentaram diametro médio de 111 + 26 nm enquanto que PBAT/PPy mostrou um
pequeno aumento, com diametro médio de 132 + 33 nm. Esperava-se que a
presenca do PPy promovesse uma reducdo no diametro meédio das fibras ja que as
solugdes de maior condutividade elétrica geralmente produzem fibras de menor
didmetro (TAN et al., 2005; BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Ainda assim, as fibras
produzidas por eletrofiagcdo em nosso estudo se apresentaram ultrafinas.

De acordo com Yoo, Kim e Park (2008) e Leung e Ko (2011), as fibras
ultrafinas s@o as estruturas mais desejaveis para aplicagcbes biomédicas por
apresentarem a estrutura mais préxima a nativa de uma matriz extracelular (MEC),
gue é composta principalmente de fibras ultrafinas de colageno.

O diametro médio das fibras ultrafinas PBAT e PBAT/PPy apresentam

importante semelhanga com as proteinas estruturais da MEC dos tecidos biolégicos
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naturais que possuem diametro médio de 50-500 nm (BARNES et al., 2007)
podendo entdo, gerar suportes importantes para crescimento 6sseo e favorecer
maior aceitacdo do material pelo organismo.

Na Figura 4.2 (a) e (b), observa-se a nHAp eletrodepositada (razao Ca/P=
1,69) na superficie das amostras PBAT/PPy, evidenciando uma deposi¢ao
homogénea dos cristais a base de fosfato de célcio, que se apresentam dispostos ao
longo das fibras ultrafinas tridimensionais. Até entdo, a literatura ndo registrava
trabalhos demonstrando a eletrodeposicdo de nHAp na superficie de poliésteres. A

incorporacao do polimero condutor PPy favoreceu esse processo.

4
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Dadas as caracteristicas da nHAp ja citadas neste trabalho, a sua
presenca na superficie das fibras ultrafinas eletrofiadas deverd aumentar a
biocompatibilidade e bioatividade desse novo biomaterial, levando a uma maior
capacidade de integracdo das fibras ultrafinas com o tecido do hospedeiro,
promovendo e apoiando o crescimento 0Sseo.
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4.2 Anélise do Angulo de Contato

A Figura 4.3 mostram fotografias feitas em diferentes tempos para
scaffolds PBAT e PBAT/PPy. Observou-se um angulo de contato (AC) de 84° para
as fioras PBAT/PPy, enquanto que para PBAT o AC foi bem maior (115°). Além
disso, a gota de agua foi totalmente absorvida pelo scaffold PBAT/PPy apds 7 min,
enquanto PBAT levou 45 minutos. Esse resultado para a amostra PBAT esta de

acordo com estudos recentes (RODRIGUES et al., 2016).

Figura 13 - Fotografias tiradas em momentos diferentes para PBAT e PBAT/PPy durante
medidas de angulo de contato.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

As superficies das fibras estudadas apresentaram interacdo diferentes
com a gota d’agua. A amostra PBAT/PPy demonstra maior molhabilidade, ou seja,
maior espalhamento da gota d’agua em sua superficie por apresentar AC < 90°,
caracterizando esse material como hidrofilico. O resultado obtido no scaffold PBAT
comprova que este € hidrofébico conforme ja citado anteriormente como uma
caracteristica dos polimeros.

Segundo Lobo (2011), a hidrofilicidade € um fator que favorece
diretamente os eventos celulares intrinsecos e a melhor molhabilidade aumenta a
superficie de contato entre os nanobiomateriais e as proteinas de adeséo celular.
Esses fenbmenos sdo importantes para que ocorra a migragdo, proliferacdo e
diferenciagcdo celular. Superficies hidrofilicas séo favoraveis as células que
dependem de ancoragem, como osteoblastos, e resultam em maior taxa de

proliferagcéao celular e reduz os eventos de apoptose celular.
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Até aqui, a presenca do polimero condutor (PPy) demonstra estar
relacionada com os fendmenos de maior molhabilidade, hidrofilicidade e
condutividade elétrica encontrados nas fibras ultrafinas obtidas e isso certamente ira

favorecer os eventos bioldgicos.

4.3 Viabilidade Celular

A analise da viabilidade celular € um dos parametros fundamentais na
avaliacdo da biocompatibilidade de novos materiais, e, como dito anteriormente, foi
feita através do ensaio de MTT. Esse ensaio € usado especificamente para a
funcionalidade mitocondrial e avalia a toxicidade do material através da viabilidade
celular.

A Figura 4.4, apresenta a viabilidade dos osteoblastos MG-63 apoés
contato direto com as amostras dos grupos experimentais PBAT, PBAT/PPy e
PBAT/PPy com nHAp eletrodepositada, comparada com grupo controle, sem 0s
nanomateriais e controle positivo para citotoxicidade (latex) em experimentos com 1

e 7 dias.

Figura 14 - Andlise de viabilidade celular de osteoblastos MG-63 cultivadas sobre scaffolds
poliméricos ap6s 1 e 7 dias. * p <0,05 vs controle.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Os dados ilustrados na Figura 4.4 demonstram que, ap0s incubacéo, as
fibras ultrafinas PBAT, PBAT/PPy e PBAT/PPy/nHAp, nos percentuais e periodos
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analisados neste estudo, ndo induziram efeitos citotéxicos nessa linhagem celular
indicando que esse novo material € biocompativel. As células MG-63, quando em
contato com as amostras, apresentaram indice de toxicidade baixo jA que né&o
apresentaram diferenca percentual de viabilidade quando comparadas com o grupo
controle no ensaio de MTT. Observamos diferenca estatistica somente no grupo
latex, controle positivo para citotoxicidade, que apresentou p<0.05 (*) em relacao
aos demais grupos. Entre os grupos experimentais avaliados ndo houve diferenca
estatistica significativa com p>0.05.

Estudos da citotoxicidade do PBAT puro e seus nanocompositos
(FUKUSHIMA et al., 2012; GOES et al.,, 2012; FUKUSHIMA; RASYIDA; YANG,
2013b), PBAT com nanoparticulas de nHAp e nanotubos de carbono (SILVA et al.,
2014), concluiram que estas ndo apresentaram toxicidade quando submetidas ao
teste de viabilidade celular por MTT, podendo ser consideradas como um biomaterial
atrativo para aplicacdo biomédica. Bem mais recente, Rodrigues et al. (2016), em
estudo in vitro utilizando PBAT e nanotubos de carbono de paredes mudltiplas
superhidrofilicos, verificou que todas as amostras eram viaveis pois ndo induziram
efeitos citotoxicos em osteoblastos MG-63.

Na ultima década, estudos in vitro e in vivo utilizando o PPy também tém
demonstrado a sua biocompatibilidade (ATEH; NAVSARIA; VADGAMA, 2006;
RAMANAVICIENE et al., 2007; FAHLGREN et al., 2015), concluindo que polimeros
condutores podem proporcionar um novo e promissor biomaterial, inclusive para a
concepcao de implantes ortopédicos.

Em nosso estudo os polimeros PBAT e PPy foram utilizados para a
producdo de fibras ultrafinas pela técnica de eletrofiacdo, seguido da
eletrodeposicdo de nHAp, afim de melhorar o biomimetismo dos materiais
sintetizados. A avaliacao positiva obtida no ensaio de viabilidade celular confirma o

potencial dessas fibras ultrafinas para o uso biomédico.
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4.4 Ensaio de Fosfatase Alcalina (ALP)

A atividade da ALP é frequentemente utilizada como marcador precoce de
osteogénese. A Figura 4.5 apresenta os dados da indugdo de diferenciacdo de
osteoblastos humanos MG-63 quando cultivados em scaffolds poliméricos.

Figura 15 - Atividade ALP apos 14 e 21 dias de cultura de osteoblastos nos scaffolds PBAT,
PBAT/PPy e PBAT/PPy/nHAp. *p<0,05 vs controle. #p<0,05 vs 14 dias.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

A atividade de ALP analisada no periodo de 14 dias de incubacao nao
demonstrou diferenca estatistica significativa entre 0s grupos experimentais e 0
grupo controle. A expressao de ALP foi mais evidente e crescente aos 21 dias,
destacadamente nas amostras que apresentam PPy, indicando que a presenca do
polimero condutor induziu aumento da atividade ALP no decorrer desse periodo. A
adicdo de nHAp na fibra PBAT/PPy mostrou-se indiferente j& que n&o existe
diferenca estatistica entre as duas amostras com maior expressdo de ALP. Esses
dados indicam que os scaffolds que contém o polimero condutor sustentaram as
células osteoblasticas enzimaticamente ativas.

O aumento da atividade de ALP ocorre durante a diferenciacdo dos

osteoblastos e € comumente relacionada com a calcificacdo da matriz 0ssea
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(ORIMO, 2010). Alguns estudos destacaram a acadao do PPy como um
potencializador da atividade de ALP.

Fahlgren (2015) em estudo que avaliou a biocompatibilidade do PPy em
cultura de osteoblastos humanos primarios para liberagdo controlada de drogas,
verificou aumento da atividade da enzima ALP dos osteoblastos cultivados sobre
implantes revestidos em PPy e dodecilbenzenosulfonato (PPy-DBS) pelo processo
de polimerizacdo eletroquimica. Os dados obtidos sugerem que o PPy tem um
grande potencial para a regeneracdo de tecido 6sseo, proporcionando estimulagéo
elétrica local e, concluiu que polimeros condutores podem favorecer o
desenvolvimento de um novo e promissor material para a concepcao de implantes
ortopédicos ou dentarios, pois pode aumentar a formacdo de osso de uma forma
rigorosamente controlada.

Em outra pesquisa, Hardy (2015) preparou fibras eletrofiadas de polimero
biodegradavel policaprolactona (PCL), polimero condutor (PPy) e sulfonato de
poliestireno e avaliou o potencial dos scaffolds eletroativos para regeneragao de
tecido 6sseo, utilizando células estaminais mesenquimais humanas e observou
aumento da atividade de ALP nas amostras, notadamente no grupo submetido a
uma estimulacdo elétrica. Esses resultados demonstram a importancia do
desenvolvimento de scaffolds utilizando um polimero condutor.

Em nosso estudo, o grande aumento da atividade de ALP nas amostras
que apresentam PPy, em comparacdo aquelas que continham apenas células
(grupo controle) e PBAT puro, pode estar relacionado a interferéncia do PPy nas
caracteristicas da superficie dos scaffolds, no didmetro e distribuicdo das fibras
(tridimensionais), hidrofilicidade e molhabilidade das fibras ultrafinas produzidas.

Esse achado configura uma importante contribuicdo desse estudo,
demonstrado o potencial do PPy para acelerar a diferenciacdo osteogénica, com
capacidade para conduzir sinais elétricos na regido a ser reparada, auxiliando o

crescimento dsseo.
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4.5 Anélise da Adesao Celular

O teste de adesao foi realizado com o objetivo de mostrar a interacéo das
células MG-63 cultivadas sobre as nanofibras. Uma excelente fixacdo das células
Osseas € essencial para proporcionar um ambiente favoravel para melhorar a
proliferacédo celular. A estrutura tridimensional das fibras ultrafinas pode melhorar a
adesdo e desenvolvimento celular porque seu arranjo € semelhante ao das fibras
colagenas da matriz extracelular (VASITA; KATTI, 2006).

A Figura 4.6 mostra a interacdo dos osteoblastos humanos com as fibras
ultrafinas poliméricas (a) PBAT, (b) PBAT/PPy e (c) PBAT/PPy/nHAp evidenciando
que as células preservaram suas projecdes citoplasmaticas caracteristicas e sinaliza

para um bom processo de adeséao.

Figura 16 - Micrografias das células MG-63 cultivadas em 24 h sobre os scaffolds (a)
PBAT, (b) PBAT/PPy e (c) PBAT/PPy/nHAp.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Na micrografia 4.6 (c) é evidente a interacdo das células com os cristais de
nHAp, onde é possivel observar as projecfes citoplasmaticas entre os cristais de
nHAp e o scaffold.

As caracteristicas da superficie dos biomateriais revelam-se importantes uma
vez que é nesse local que ocorre interacdes que irdo conduzir as respostas
biolégicas. As micrografias mostram que fibras ultrafinas tridimensionais, com
grande area de superficie, forneceram um bom suporte para as células MG-63, que
foram capazes de interagir com o material sem alterar sua morfologia classica.



55

Entdo, scaffolds fibrosos produzidos em nanoescala podem proporcionar um suporte
ideal para as células migrarem e crescerem sobre eles.

Rodrigues et al (2016), em estudo com fibras ultrafinas de PBAT/nanotubos
de carbono de paredes duplas verticalmente alinhadas identificaram interacao entre
a superficie das amostras que continham PBAT e as células MG-63. Para esses
autores a presenca de projecOes citoplasmaticas e morfologia celular normal sdo
fatores que confirmaram a citocompatibilidade das fibras ultrafinas poliméricas com

as células MG-63.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho conseguiu-se obter fibras condutoras ultrafinas utilizando
0os polimeros biorreabsorviveis - PBAT e PPy - pelo processo de eletrofiagdo e
eletrodepositar um filme homogéneo de nHAp na superficie tornando-as bioativas.

A solucdo PBAT/PPy apresentou maior condutividade elétrica e produziu
fibras ultrafinas com menor quantidade de beads que as fibras PBAT. A analise
realizada pelo MEV revelou ainda que as fibras produzidas apresentaram morfologia
fusiforme e didmetro médio dentro da escala das estruturas nanométricas fibrosas
da matriz 6ssea extracelular.

Deve-se destacar que a presenca do Polipirrol proporcionou a formacéao
de fibras ultrafinas hidrofilicas e com maior capacidade de molhabilidade, fato esse
indispensavel para permitir a ocorréncia dos fenémenos bioldgicos locais.

A interacdo entre as amostras do material e os osteoblastos humanos
demonstrou, no ensaio de MTT, que as fibras ultrafinas estudadas nao induziram
efeitos citotdxicos nas células MG-63. No ensaio de ALP verificou-se o potencial do
PPy para diferenciacdo osteogénica e formacdo de matriz 6ssea, constatando-se
sua capacidade de estimulacdo das células 6sseas. Nesse ensaio a presenca de
nHAp na superficie das fibras mostrou-se indiferente no processo de diferenciacdo
osteoblastica.

O MEV do estudo da adesado celular evidenciou que todas as fibras
utrafinas produzidas forneceram suporte para adeséo das células MG-63 preservado
sua morfologia citoplasmatica.classica. Destaca-se as fibras PBAT/PPy/nHAp que
parecem demonstrar melhores condi¢cdes de superficie para adeséo celular.

Todos esses achados indicam que as fibras ultrafinas condutoras
estudadas apresentam grande potencial para funcionar como suporte para acelerar

a formacéo éssea.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em continuidade a este trabalho e buscando a obtencdo de fibras mais
bioativas para aplicacdes como enxertos 0sseos, sugere-se:

- Estudar aspectos metodolégicos que visem ajustar parametros da
solucéo e do processo de eletrofiagdo para a obtencdo de fibras ultrafinas
livres da presenca de beads.

- Estimular com corrente elétrica osteoblastos humanos em cultura com
fiboras PBAT/PPy e analisar a diferenciacdo osteogénica através de ensaio de
ALP.

- Verificar a interacéo das fibras condutoras ultrafinas in vivo.

- Estimular, in vivo, utilizando correntes elétricas de baixa frequéncia
gue simulem o fluxo endégeno da corrente bioldgica, a area com defeito
0sseo e implante de fibras condutoras ultrafinas PBAT/PPy e
PBAT/PPy/nHAp.
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